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ƭŀ ǎǳōǇƻōƭŀŎƛƽƴ ŘŜ /Dwǎ ǉǳŜ ƳŜŘƛŀƴ ƭŀǎ ǊŜǎǇǳŜǎǘŀǎ ŦƛǎƛƻƭƽƎƛŎŀǎ ǾƛǎǳŀƭŜǎ ƴƻ ŦƻǊƳŀŘƻǊŀǎ ŘŜ 

ƛƳłƎŜƴŜǎ ȅ ǘƛŜƴŜƴ ǳƴ ǇƛƎƳŜƴǘƻ Ǿƛǎǳŀƭ όƭŀ ƳŜƭŀƴƻǇǎƛƴŀύ ǉǳŜ ƭŀǎ ƘŀŎŜ ƛƴǘǊƝƴǎŜŎŀƳŜƴǘŜ 

ŦƻǘƻǎŜƴǎƛōƭŜǎ όƛǇ/DwǎύΦ  

hōƧŜǘƛǾƻǎ 

9ǎǘǳŘƛŀǊ Ŝƭ ŜŦŜŎǘƻ ƴŜǳǊƻǇǊƻǘŜŎǘƻǊ ŘŜ ƭƻǎ ƛƳǇƭŀƴǘŜǎ ŘŜ ƛƴƧŜǊǘƻǎ ŀǳǘƽƭƻƎƻǎ ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ 

ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻΣ ȅ ƭŀ ǊŜǎǇǳŜǎǘŀ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛǾŀ ŘŜ ƭŀǎ /Dwǎ Ŝ ƛǇ/Dwǎ ŘŜƭ Ǌŀǘƽƴ ŀƭōƛƴƻ ŀŘǳƭǘƻΦ 

/ƻƳǇŀǊŀǊ ƭŀ ǊŜǎǇǳŜǎǘŀ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛǾŀ ŎǳŀƴŘƻ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊŀƴ Řƻǎ ƳŞǘƻŘƻǎ ŘƛŦŜǊŜƴǘŜǎ ŘŜ 

ŀƴŀǎǘƻƳƻǎƛǎ ŘŜƭ ƛƴƧŜǊǘƻ ŀƭ ƳǳƷƽƴ ƻŎǳƭŀǊ ŘŜƭ ƴŜǊǾƛƻ ƽǇǘƛŎƻ ǎŜŎŎƛƻƴŀŘƻ 

ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀǊƛŀƳŜƴǘŜΥ  ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŀǎ ƻ ǇŜƎŀƳŜƴǘƻ ōƛƻƭƽƎƛŎƻΦ  

aŀǘŜǊƛŀƭŜǎ ȅ ƳŞǘƻŘƻǎ 

9ƴ ŜǎǘŜ ǘǊŀōŀƧƻ ǎŜ Ƙŀƴ ǳǘƛƭƛȊŀŘƻ ǊŀǘƻƴŜǎ ƘŜƳōǊŀǎ ŀŘǳƭǘŀǎ ŀƭōƛƴŀǎ ό{ǿƛǎǎύΣ ǉǳŜ ǎŜ ŘƛǾƛŘƛŜǊƻƴ 

Ŝƴ ƭƻǎ ǎƛƎǳƛŜƴǘŜǎ ƎǊǳǇƻǎΥ ƛύ ǎŜŎŎƛƽƴ ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀǊƛŀ ŘŜƭ ƴŜǊǾƛƻ ƽǇǘƛŎƻ όbhύ ƛȊǉǳƛŜǊŘƻ 

όŀȄƻǘƻƳƝŀ ǎƛƳǇƭŜύΤ ƛƛύ ƛƳǇƭŀƴǘŜ ŘŜ ƛƴƧŜǊǘƻ ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻ όbtύ όƴŜǊǾƛƻ ǘƛōƛŀƭ ŘŜǊŜŎƘƻύ 

ƳŜŘƛŀƴǘŜ ǎǳǘǳǊŀ Ŝƴ Ŝƭ ƳǳƷƽƴ ƻŎǳƭŀǊ ŘŜƭ ƴŜǊǾƛƻ ƽǇǘƛŎƻ ƛȊǉǳƛŜǊŘƻ ǎŜŎŎƛƻƴŀŘƻΣ ȅΤƛƛƛύ ƛƳǇƭŀƴǘŜ 

ŘŜ ƛƴƧŜǊǘƻ ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ǇŜƎŀƳŜƴǘƻ ōƛƻƭƽƎƛŎƻ όƴŜǊǾƛƻ ǘƛōƛŀƭ ŘŜǊŜŎƘƻύ Ŝƴ Ŝƭ 

ƳǳƷƽƴ ƻŎǳƭŀǊ ŘŜƭ ƴŜǊǾƛƻ ƽǇǘƛŎƻ ǎŜŎŎƛƻƴŀŘƻΦ  9ƴ ǘƻŘƻǎ ƭƻǎ Ŏŀǎƻǎ Ŝƭ ƻƧƻ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭ ŦǳŜ Ŝƭ 

ƛȊǉǳƛŜǊŘƻ ȅ Ŝƭ ƻƧƻ ŘŜǊŜŎƘƻ ǎŜ ǳǎƽ ŎƻƳƻ ŎƻƴǘǊƻƭΦ [ŀǎ ǊŜǘƛƴŀǎ ǎŜ ŀƴŀƭƛȊŀǊƻƴ ну ŘƝŀǎ ŘŜǎǇǳŞǎ 

ŘŜ ƭŀ ŎƛǊǳƎƝŀΦ 

tŀǊŀ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǊ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ /Dwǎ ǉǳŜ ƘŀōƝŀƴ ǊŜƎŜƴŜǊŀŘƻ ǎǳǎ ŀȄƻƴŜǎ ŀ ƭƻ ƭŀǊƎƻ ŘŜƭ ƛƴƧŜǊǘƻ 

ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻΣ ǘǊŜǎ ŘƝŀǎ ŀƴǘŜǎ ŘŜƭ ǇǊƻŎŜǎŀŘƻ ŘŜƭ ŀƴƛƳŀƭ ǎŜ ŀǇƭƛŎƽ Ŝƴ Ŝƭ ŜȄǘǊŜƳƻ 

Řƛǎǘŀƭ ŘŜƭ ƛƴƧŜǊǘƻ Ŝƭ ǘǊŀȊŀŘƻǊ ƴŜǳǊƻƴŀƭ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴǘŜ ƘƛŘǊƻȄƛǎǘƛƭōŀƳƛŘƛƴŀ ƳŜǘŀƴƻǎǳƭŦƻƴŀǘƻ 

όhI{ǘύΦ tŀǊŀ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀǊ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ǘƻǘŀƭ ŘŜ /Dwǎ ǎǳǇŜǊǾƛǾƛŜƴǘŜǎ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊƻƴ ǘŞŎƴƛŎŀǎ ŘŜ 



  RESUMEN 

viii 

ƛƴƳǳƴƻƘƛǎǘƻŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛŀ ǉǳŜ ǊŜǾŜƭŀƴ ƭŀ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ ƳŀǊŎŀŘƻǊŜǎ ƳƻƭŜŎǳƭŀǊŜǎ 

όŀƴǘƛŎǳŜǊǇƻǎ ŀƴǘƛ- .Ǌƴоŀ ȅ ŀƴǘƛ-ƳŜƭŀƴƻǇǎƛƴŀύΦ  

[ŀǎ ǇƻōƭŀŎƛƻƴŜǎ ŘŜ /Dwǎ ŀǎƝ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀŘŀǎ ǎŜ ŀƴŀƭƛȊŀǊƻƴ ŎǳŀƴǘƛǘŀǘƛǾŀ ȅ ǘƻǇƻƎǊłŦƛŎŀƳŜƴǘŜ 

Ŏƻƴ ƳŞǘƻŘƻǎ ƳƻŘŜǊƴƻǎ ŘŜ ŀƴłƭƛǎƛǎ ŘŜ ƛƳŀƎŜƴ ŘŜǎŀǊǊƻƭƭŀŘƻǎ ǊŜŎƛŜƴǘŜƳŜƴǘŜΦ ¢ƻŘŀǎ ƭŀǎ 

ǊŜǘƛƴŀǎ ǎŜ ŜȄŀƳƛƴŀǊƻƴ ȅ ŦƻǘƻƎǊŀŦƛŀǊƻƴ Ŝƴ Ŝƭ ƳƛŎǊƻǎŎƻǇƛƻ ŘŜ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛŀ ŜǉǳƛǇŀŘƻ Ŏƻƴ 

ǳƴŀ Ǉƭŀǘƛƴŀ ƳƻǘƻǊƛȊŀŘŀ ŎƻƴǘǊƻƭŀŘŀ ǇƻǊ ǳƴ ǎƛǎǘŜƳŀ ŘŜ ŀƴłƭƛǎƛǎ ŘŜ ƛƳŀƎŜƴΥ LƳŀƎŜ-tǊƻ tƭǳǎϯ 

όLtt рΦм ǇŀǊŀ ²ƛƴŘƻǿǎϯΤ aŜŘƛŀ /ȅōŜǊƴŜǘƛŎǎΣ {ƛƭǾŜǊ {ǇǊƛƴƎΣ a5Σ ¦{!ύΦ tŀǊŀ ƘŀŎŜǊ 

ǊŜŎƻƴǎǘǊǳŎŎƛƻƴŜǎ ŘŜ ƭŀǎ ǊŜǘƛƴŀǎ ŎƻƳǇƭŜǘŀǎ ǎŜ ŎŀǇǘǳǊŀǊƻƴ ƛƳłƎŜƴŜǎ ƛƴŘƛǾƛŘǳŀƭŜǎ ŘŜ ŦƻǊƳŀ 

ǎŜŎǳŜƴŎƛŀƭ ȅ ƴƻ ǎƻƭŀǇŀŘŀ ŎƻƳǇǊŜƴŘƛŜƴŘƻ ǘƻŘŀ ƭŀ ǎǳǇŜǊŦƛŎƛŜ ŘŜ ƭŀ ǊŜǘƛƴŀ ȅ ǇƻǎǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘŜ 

ŦǳŜǊƻƴ ǳƴƛŘŀǎ ǇŀǊŀ ŦƻǊƳŀǊ Ŝƭ ŦƻǘƻƳƻƴǘŀƧŜ ŘŜ ƭŀ ǊŜǘƛƴŀ ŎƻƳǇƭŜǘŀΦ [ŀǎ ƛƳłƎŜƴŜǎ ŘƛƎƛǘŀƭŜǎ 

ƛƴŘƛǾƛŘǳŀƭŜǎΣ ǘŀƴǘƻ ŘŜ hI{ǘΣ ŎƻƳƻ ŘŜ .Ǌƴоŀ ƻ ƳŜƭŀƴƻǇǎƛƴŀ ŦǳŜǊƻƴ ǇǊƻŎŜǎŀŘŀǎ ǇƻǊ ǳƴŀ 

ǎŜǊƛŜ ŘŜ Ǌǳǘƛƴŀǎ ŜǎǇŜŎƝŦƛŎŀǎ ǇŀǊŀ ŎŀŘŀ ƳŀǊŎŀŘƻǊΣ ŘŜǎŀǊǊƻƭƭŀŘŀǎ Ŏƻƴ Ŝƭ ǇǊƻƎǊŀƳŀ ŘŜ ŀƴłƭƛǎƛǎ 

ŘŜ ƛƳŀƎŜƴ Ltt ǇŀǊŀ ǊŜŀƭƛȊŀǊ Ŝƭ ŎƻƴǘŀƧŜ ŀǳǘƻƳłǘƛŎƻΦ [ƻǎ Řŀǘƻǎ ŎǳŀƴǘƛǘŀǘƛǾƻǎ ƻōǘŜƴƛŘƻǎ ŘŜ 

ŎŀŘŀ ǊŜǘƛƴŀ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊƻƴ ǇŀǊŀ ƎŜƴŜǊŀǊ ƭƻǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘƛŜƴǘŜǎ ƳŀǇŀǎ ŘŜ ǾŜŎƛƴƻǎ ƻ ŘŜ 

ƛǎƻŘŜƴǎƛŘŀŘ ŘŜ ƭŀǎ /Dwǎ Ŏƻƴ ƭƻǎ ǉǳŜ ǎŜ ƛƭǳǎǘǊŀ ǎǳ ŘƛǎǘǊƛōǳŎƛƽƴ ǘƻǇƻƎǊłŦƛŎŀ Ŝƴ ƭŀ ǊŜǘƛƴŀΦ 

wŜǎǳƭǘŀŘƻǎ 

/ǳŀǘǊƻ ǎŜƳŀƴŀǎ ŘŜǎǇǳŞǎ ŘŜ ƭŀ ǎŜŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ƴŜǊǾƛƻ ƽǇǘƛŎƻΣ Ŝƭ ƴǵƳŜǊƻ ǘƻǘŀƭ ƳŜŘƛƻ ŘŜ /Dwǎ 

ǉǳŜ ǎƻōǊŜǾƛǾŜƴ ŀ ƭŀ ŀȄƻǘƻƳƝŀ ǎƛƳǇƭŜ Ŝƴ ƭŀǎ ǊŜǘƛƴŀǎ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭŜǎ όƛȊǉǳƛŜǊŘŀǎύ Ŝǎ ŘŜ 

рΦумуҕмΦплр όƴҐмнύ ƳƛŜƴǘǊŀǎ ǉǳŜ Ŝƴ ƭŀǎ ǊŜǘƛƴŀǎ ŎƻƴǘǊƻƭ όŘŜǊŜŎƘŀǎύ Ŝǎ ŘŜ ппΦуффҕоΦлнср 

όƴҐмнύΦ 9ǎǘƻǎ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻǎ ƛƴŘƛŎŀƴ ǉǳŜ ŀǇǊƻȄƛƳŀŘŀƳŜƴǘŜ ǳƴ мо҈ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ƻǊƛƎƛƴŀƭ ŘŜ 

/Dwǎ ǎƻōǊŜǾƛǾŜ ŀ ƭŀǎ ŎǳŀǘǊƻ ǎŜƳŀƴŀǎ ŘŜ ƭŀ ǎŜŎŎƛƽƴ ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀǊƛŀ ŘŜƭ bhΦ  

/ǳŀǘǊƻ ǎŜƳŀƴŀǎ ŘŜǎǇǳŞǎ ŘŜ ƭŀ ǎŜŎŎƛƽƴ ŘŜƭ ƴŜǊǾƛƻ ƽǇǘƛŎƻΣ Ŝƭ ƴǵƳŜǊƻ ǘƻǘŀƭ ƳŜŘƛƻ ŘŜ /Dwǎ 

ǉǳŜ ǎƻōǊŜǾƛǾŜƴ ŀ ƭŀ ŀȄƻǘƻƳƝŀ Ŝƴ ƭŀǎ ǊŜǘƛƴŀǎ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭŜǎ όƛȊǉǳƛŜǊŘŀǎύ Ŝƴ ƭŀǎ ǉǳŜ ǎŜ 

ŀǇǳǎƻ ǳƴ ƛƴƧŜǊǘƻ ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻ Ŏƻƴ ¢ƛǎǎǳŎƻƭ ƻ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŀǎ Ŝǎ ŘŜ фΦтмсҕоΦпрн 

όƴҐммύ ƽ уΦртрҕоΦтсо όƴҐммύΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŀƳŜƴǘŜΣ ƳƛŜƴǘǊŀǎ ǉǳŜ Ŝƴ ǎǳǎ ǊŜǘƛƴŀǎ ŎƻƴǘǊƻƭ 

όŘŜǊŜŎƘŀǎύ Ŝǎ ŘŜ прΦлупҕпΦппл όƴҐммύ ƽ птΦфтрҕоΦплт όƴҐммύΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŀƳŜƴǘŜΣ ƭƻ ǉǳŜ 

ǎǳǇƻƴŜ ǳƴ нн҈ ƻ му҈Σ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŀƳŜƴǘŜΣ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ƻǊƛƎƛƴŀƭ ŘŜ /DwΦ 9ǎǘƻǎ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻǎ 

ƛƴŘƛŎŀƴ ǉǳŜ ƭŀ ŀǇƻǎƛŎƛƽƴ ŘŜ ǳƴ ƛƴƧŜǊǘƻ ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻ ǘƛŜƴŜ ǳƴ ŜŦŜŎǘƻ ƴŜǳǊƻǇǊƻǘŜŎǘƻǊ 

ǎƻōǊŜ ƭŀ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ŘŜ ƭŀǎ /Dwǎ ŀȄƻǘƻƳƛȊŀŘŀǎΦ  

9ƭ ƴǵƳŜǊƻ ǘƻǘŀƭ ƳŜŘƛƻ ŘŜ /Dwǎ ƳŀǊŎŀŘŀǎ ǊŜǘǊƽƎǊŀŘŀƳŜƴǘŜ Ŏƻƴ hI{ǘΣ ǉǳŜ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀ ƭŀǎ 

/Dwǎ ǉǳŜ Ƙŀƴ ǊŜƎŜƴŜǊŀŘƻ ǎǳǎ ŀȄƻƴŜǎ ŀ ƭƻ ƭŀǊƎƻ ŘŜ ƭƻǎ ƛƴƧŜǊǘƻǎ ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻΣ ŦǳŜ ŘŜ 

мΦлпрҕпур όƴҐуύ ŎǳŀƴŘƻ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊƽ ǇŜƎŀƳŜƴǘƻ ōƛƻƭƽƎƛŎƻ ό¢ƛǎǎǳŎƻƭύ ȅ ŘŜ мΦуутҕрфф όƴҐмнύ 

ŎǳŀƴŘƻ ǎŜ ǳǘƛƭƛȊŀǊƻƴ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŀǎΣ ƭƻ ǉǳŜ ǎǳǇƻƴŜ ǳƴŀ ŎŀǇŀŎƛŘŀŘ ŘŜ ǊŜƎŜƴŜǊŀŎƛƽƴ ŀȄƻƴŀƭ 

ŘŜƭ нΣм҈ ȅ п҈Σ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŀƳŜƴǘŜΣ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ƻǊƛƎƛƴŀƭ ŘŜ /DwǎΦ 



  RESUMEN 

ix 

9ƴ ƭƻǎ ƳŀǇŀǎ ŘŜ ŘƛǎǘǊƛōǳŎƛƽƴ ŜǎǇŀŎƛŀƭ όƳŀǇŀǎ ŘŜ ǾŜŎƛƴƻǎ Ƴłǎ ǇǊƽȄƛƳƻǎύ ǎŜ ƻōǎŜǊǾƽ ǉǳŜ 

ƭŀǎ /Dwǎ ǉǳŜ ƘŀōƝŀƴ ǎƻōǊŜǾƛǾƛŘƻ ŀ ƭŀ ŀȄƻǘƻƳƝŀ ȅ ǉǳŜ ƘŀōƝŀƴ ǊŜƎŜƴŜǊŀŘƻ Ŝƴ ƭƻǎ ƛƴƧŜǊǘƻǎ ŘŜ 

ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻ ǎŜ ŘƛǎǘǊƛōǳȅŜǊƻƴ ŘŜ ŦƻǊƳŀ ǳƴƛŦƻǊƳŜ ȅ ŘƛŦǳǎŀ ǇƻǊ ƭŀ ǘƻǘŀƭƛŘŀŘ ŘŜ ƭŀ ǊŜǘƛƴŀΣ 

ǎƛƴ ƳƻǎǘǊŀǊ ǇŀǘǊƻƴŜǎ ƎŜƻƎǊłŦƛŎƻǎ ǎǳƎŜǊŜƴǘŜǎ ŘŜ ŘŀƷƻ ƛǎǉǳŞƳƛŎƻ ƻ ŘŜ ǳƴŀ ŜǎǇŜŎƛŀƭ 

ǇǊŜŘƛǎǇƻǎƛŎƛƽƴ ŜǎǇŀŎƛŀƭ ǇŀǊŀ ƭŀ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ȅκƻ ǊŜƎŜƴŜǊŀŎƛƽƴ ŀȄƻƴŀƭ ŘŜ ƭŀǎ /DwΦ 

9ƴ ǊŜƭŀŎƛƽƴ Ŏƻƴ ƭŀǎ ƛǇ/DwǎΣ Ŝƭ ƴǵƳŜǊƻ ƳŜŘƛƻ ǘƻǘŀƭ Ŝƴ ǊŜǘƛƴŀǎ ŎƻƴǘǊƻƭ ŦǳŜ ŘŜ орпҕтр όƴҐнύΣ 

ŘŜ мсуҕсн όƴҐммύ Ŝƴ Ŝƭ ƎǊǳǇƻ ŘŜ ŀȄƻǘƻƳƝŀ ǎƛƳǇƭŜΣ ŘŜ ммлҕнм όƴҐсύ Ŝƴ Ŝƭ ƎǊǳǇƻ ŘŜ 

ŀȄƻǘƻƳƝŀ ȅ ¢ƛǎǎǳŎƻƭΣ ȅ ŘŜ мфуҕуп όƴҐоύ Ŝƴ Ŝƭ ƎǊǳǇƻ ŘŜ ƭŀ ŀȄƻǘƻƳƝŀ ȅ ǎǳǘǳǊŀΦ 9ǎǘƻǎ 

ǊŜǎǳƭǘŀŘƻǎ ƛƴŘƛŎŀƴ ǉǳŜ ŀǇǊƻȄƛƳŀŘŀƳŜƴǘŜ Ŝƭ пт҈ ŘŜ ƭŀǎ ƛǇ/Dwǎ ǎƻōǊŜǾƛǾŜ ŀ ƭŀ ŀȄƻǘƻƳƝŀ 

ǎƛƳǇƭŜ ȅ ǉǳŜ ƭŀ ŀǇƻǎƛŎƛƽƴ ŘŜ ǳƴ ƛƴƧŜǊǘƻ ŘŜ bt όōƛŜƴ Ŏƻƴ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŀǎ ōƛŜƴ Ŏƻƴ ¢ƛǎǎǳŎƻƭύ ƴƻ 

ƳƻŘƛŦƛŎŀ Ŝǎǘŀ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜΦ 9ǎ ŘŜŎƛǊΣ Ŝǎǘŀ ǎǳōǇƻōƭŀŎƛƽƴ ŘŜ ƛǇ/Dwǎ Ŝǎ 

Ƴłǎ ǊŜǎƛǎǘŜƴǘŜ ŀ ƭŀ ŀȄƻǘƻƳƝŀΣ ȅ ǎǳ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ƴƻ ǎŜ ƛƴŦƭǳŜƴŎƛŀ ǇƻǊ ƭŀ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ 

ƛƴƧŜǊǘƻǎ ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻΣ Ŝƴ Ŝǎǘƻǎ ƎǊǳǇƻǎ ŘŜ ƛǇ/Dwǎ ƴƻ ǎŜ ƻōǎŜǊǾŀǊƻƴ 

ŎŞƭǳƭŀǎ ƳŀǊŎŀŘŀǎ ǊŜǘǊƽƎǊŀŘŀƳŜƴǘŜ Ŏƻƴ hI{ǘΣ ƭƻ ǉǳŜ ǎǳƎƛŜǊŜ ǉǳŜ Ŝǎǘŀ ǎǳōǇƻōƭŀŎƛƽƴ ŘŜ 

ƛǇ/Dwǎ ƴƻ ǇŀǊŜŎŜ ǇǊŜǎŜƴǘŀǊ ŎŀǇŀŎƛŘŀŘ ŘŜ ǊŜƎŜƴŜǊŀŎƛƽƴ ŀȄƻƴŀƭΦ  

/ƻƴŎƭǳǎƛƻƴŜǎΦ 

9ƴ ǊŀǘƻƴŜǎ ŀŘǳƭǘƻǎ ǘƛǇƻ {ǿƛǎǎ ƭŀ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ŘŜ /Dwǎ ŀ ƭŀ ǎŜŎŎƛƽƴ ŘŜƭ bh 

ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀǊƛƻ ŀ ƭŀǎ п ǎŜƳŀƴŀǎ Ŝǎ ŘŜ ŀǇǊƻȄƛƳŀŘŀƳŜƴǘŜ Ŝƭ мо҈Φ 9ǎǘŀ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ǎŜ ǾŜ 

ƛƴŎǊŜƳŜƴǘŀŘŀ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜ Ŏƻƴ Ŝƭ ƛƳǇƭŀƴǘŜ ŘŜ ǳƴ ǎŜƎƳŜƴǘƻ ŀǳǘƽƭƻƎƻ ŘŜ ƴŜǊǾƛƻ 

ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻ Ŝƴ Ŝƭ ƳǳƷƽƴ ƻŎǳƭŀǊ ŘŜƭ bh ǎŜŎŎƛƻƴŀŘƻΣ ōƛŜƴ ƳŜŘƛŀƴǘŜ ƭŀ ǳǘƛƭƛȊŀŎƛƽƴ ŘŜ 

ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŀǎ ƽ ŘŜ ¢ƛǎǎǳŎƻƭΦ 

[ŀǎ /Dwǎ ŘŜƭ Ǌŀǘƽƴ {ǿƛǎǎ ŀŘǳƭǘƻ ǎƻƴ ŎŀǇŀŎŜǎ ŘŜ ǊŜƎŜƴŜǊŀǊ ǎǳǎ ŀȄƻƴŜǎ ŀ ƭƻ ƭŀǊƎƻ ŘŜ ƛƴƧŜǊǘƻǎ 

ŀǳǘƽƭƻƎƻǎ ŘŜ bt ŀǇǳŜǎǘƻǎ ŀƭ ƳǳƷƽƴ ƻŎǳƭŀǊ ŘŜƭ bh ǎŜŎŎƛƻƴŀŘƻΦ 9ǎǘŀ ŎŀǇŀŎƛŘŀŘ ŘŜ 

ǊŜƎŜƴŜǊŀŎƛƽƴ ǎŜ ƻōǎŜǊǾŀ Ŝƴ ǳƴ нΣм҈ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ƻǊƛƎƛƴŀƭ ŘŜ /Dwǎ Ŝƴ Ŝƭ Ŏŀǎƻ ŘŜ ƭŀ 

ǳǘƛƭƛȊŀŎƛƽƴ ŘŜ ¢ƛǎǎǳŎƻƭ ȅ Ŝǎ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜ ǎǳǇŜǊƛƻǊ όп҈ύ Ŝƴ Ŝƭ Ŏŀǎƻ ŘŜ ƭŀ ǳǘƛƭƛȊŀŎƛƽƴ ŘŜ 

ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŀǎΦ 

[ŀ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ŀ ƭŀ ŀȄƻǘƻƳƝŀ ŘŜ ƭŀǎ /Dwǎ ƛƴǘǊƝƴǎŜŎŀƳŜƴǘŜ ŦƻǘƻǎŜƴǎƛōƭŜǎ Ŝǎ 

ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŀƳŜƴǘŜ ǎǳǇŜǊƛƻǊ ŀ ƭŀ ŘŜƭ ǊŜǎǘƻ ŘŜ ƭŀ ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ŘŜ /DwǎΦ {ƛƴ ŜƳōŀǊƎƻ Ŝǎǘŀ 

ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ŘŜ ƛǇ/Dwǎ ŎŀǊŜŎŜ ŘŜ ŎŀǇŀŎƛŘŀŘ ŘŜ ǊŜƎŜƴŜǊŀŎƛƽƴ ŀȄƻƴŀƭΣ ȅ ǘŀƳǇƻŎƻ ǎŜ ǾŜ 

ƛƴŦƭǳŜƴŎƛŀŘŀ όƛƴŎǊŜƳŜƴǘŀŘŀύ ǎǳ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ Ŏƻƴ Ŝƭ ƛƳǇƭŀƴǘŜ ŘŜ ǎŜƎƳŜƴǘƻǎ ŀǳǘƽƭƻƎƻǎ ŘŜ 

ƴŜǊǾƛƻ ǇŜǊƛŦŞǊƛŎƻΦ {Ŝ ǘǊŀǘŀ ǇǳŜǎ ŘŜ ǳƴŀ ǇŜǉǳŜƷŀ ǎǳō-ǇƻōƭŀŎƛƽƴ ŘŜ /Dwǎ ǉǳŜ ƴƻ ǇŀǊŜŎŜ 

ǊŜǎǇƻƴŘŜǊ ŀ ƛƴŦƭǳŜƴŎƛŀǎ ŜȄǘǊƝƴǎŜŎŀǎ όŜƴ Ŏǳŀƴǘƻ ŀ ǎǳǇŜǊǾƛǾŜƴŎƛŀ ȅ ǊŜƎŜƴŜǊŀŎƛƽƴ ŀȄƻƴŀƭ ǎŜ 

ǊŜŦƛŜǊŜύ ȅ ǎƛƴ ŜƳōŀǊƎƻ ƳǳŜǎǘǊŀ ǳƴŀ ǇŀǊǘƛŎǳƭŀǊ ǊŜǎƛǎǘŜƴŎƛŀ ŀ ƭŀ ŀȄƻǘƻƳƝŀΦ 
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3ÕÍÍÁÒÙ  

LƴǘǊƻŘǳŎǘƛƻƴΦ 

¢ƘŜ ǊƻŘŜƴǘ ǊŜǘƛƴŀƭ ƎŀƴƎƭƛƻƴ ŎŜƭƭ όwD/ύ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƛǎ ǿƛŘŜƭȅ ǳǎŜŘ ǘƻ ǎǘǳŘȅ ǘƘŜ ŘŜƎŜƴŜǊŀǘƛǾŜ 

ŀƴŘ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛǾŜ ǊŜǎǇƻƴǎŜǎ ƻŦ ŎŜƴǘǊŀƭ ƴŜǊǾƻǳǎ ǎȅǎǘŜƳ ό/b{ύ ƴŜǳǊƻƴǎ ǘƻ ŀ ǾŀǊƛŜǘȅ ƻŦ ƛƴǎǳƭǘǎ 

ŀǎ ǿŜƭƭ ŀǎ ǘƻ ŀǎǎŜǎǎ ǘƘŜ ƴŜǳǊƻǇǊƻǘŜŎǘƛǾŜ ŜŦŦŜŎǘ ƻŦ ŘƛŦŦŜǊŜƴǘ ǘƘŜǊŀǇƛŜǎ ƻǊ ŘǊǳƎǎΦ  Lƴ ǘƘƛǎ ǿƻǊƪ 

ǿŜ ƘŀǾŜ ŀƴŀƭȅȊŜŘ ǉǳŀƴǘƛǘŀǘƛǾŜƭȅ ŀƴŘ ǘƻǇƻƎǊŀǇƘƛŎŀƭƭȅ ǘƘŜ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ ŀŘǳƭǘ ŀƭōƛƴƻ 

ƳƻǳǎŜ wD/ǎ ǘƘŀǘ ǎǳǊǾƛǾŜ ŦƻǳǊ ǿŜŜƪǎ ŀŦǘŜǊ ǎƛƳǇƭŜ ŀȄƻǘƻƳȅ όƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀƭ ƴŜǊǾŜ ǘǊŀƴǎŜŎǘƛƻƴύ 

ƻǊ ŦƻǳǊ ǿŜŜƪǎ ŀŦǘŜǊ ŀȄƻǘƻƳȅ ŀƴŘ ŀƴ ŀǳǘƻƭƻƎƻǳǎ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘ όtbDύΣ 

ŀƴŀǎǘƻƳƻǎŜŘ ōȅ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŜ ƻǊ ōƛƻƭƻƎƛŎŀƭ ƎƭǳŜ ό¢ƛǎǎǳŎƻƭύΦ Lƴ ŀŘŘƛǘƛƻƴΣ ǿŜ ƘŀǾŜ 

ƛƴǾŜǎǘƛƎŀǘŜŘ ǘƘŜǎŜ ǎŀƳŜ ǉǳŜǎǘƛƻƴǎ ƛƴ ǘƘŜ ǎǳōǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ wD/ǎ ǘƘŀǘ ƳŜŘƛŀǘŜ ƴƻƴ-ƛƳŀƎŜ 

Ǿƛǎǳŀƭ ǊŜǎǇƻƴǎŜǎ όǊŜƎǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ ŎƛǊŎŀŘƛŀƴ ǊƘȅǘƘƳ ŀƴŘ ǘƘŜ ǇǳǇƛƭƭŀǊȅ ƭƛƎƘǘ ǊŜŦƭŜȄύ ŀƴŘ ǘƘŀǘ 

ŜȄǇǊŜǎǎ ƳŜƭŀƴƻǇǎƛƴΣ ŀ ǇƛƎƳŜƴǘ ǘƘŀǘ ǊŜƴŘŜǊǎ ǘƘŜƳ ƛƴǘǊƛƴǎƛŎŀƭƭȅ ǇƘƻǘƻǎŜƴǎƛǘƛǾŜ όƛǇwD/ǎύΦ 

hōƧŜŎǘƛǾŜǎΦ 

¢ƻ ǎǘǳŘȅ ǘƘŜ ƴŜǳǊƻǇǊƻǘŜŎǘƛǾŜ ŜŦŦŜŎǘ ƻŦ ŀǳǘƻƭƻƎƻǳǎ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘǎ ŀƴŘ ǘƘŜ 

ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛǾŜ ǊŜǎǇƻƴǎŜ ƻŦ ŀŘǳƭǘ ŀƭōƛƴƻ ƳƻǳǎŜ wD/ǎ ŀƴŘ ƛǇwD/ǎ ŀƭƻƴƎ ǘƘŜǎŜ ƎǊŀŦǘǎΦ ¢ƻ 

ŎƻƳǇŀǊŜ ǘƘŜ wD/κƛǇwD/ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛǾŜ ǊŜǎǇƻƴǎŜǎ ǿƘŜƴ ŀ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘ ƛǎ 

ŀƴŀǎǘƻƳƻǎŜŘ ǿƛǘƘ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŜǎ ƻǊ ōƛƻƭƻƎƛŎŀƭ ƎƭǳŜΦ  

aŀǘŜǊƛŀƭ ŀƴŘ aŜǘƘƻŘǎΦ 

!Řǳƭǘ ŦŜƳŀƭŜ {ǿƛǎǎ ƳƛŎŜ ǿŜǊŜ ŘƛǾƛŘŜŘ ƛƴǘƻ ǘƘǊŜŜ ƎǊƻǳǇǎΣ ŀŎŎƻǊŘƛƴƎ ǘƻ ǘƘŜ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭ 

ƳŀƴƛǇǳƭŀǘƛƻƴǎΥ ƛύ ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀƭ ƴŜǊǾŜ ǘǊŀƴǎŜŎǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ ƭŜŦǘ ƻǇǘƛŎ ƴŜǊǾŜΤ ƛƛύ ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀƭ ƴŜǊǾŜ 

ǘǊŀƴǎŜŎǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ ƭŜŦǘ ƻǇǘƛŎ ƴŜǊǾŜ ŀƴŘ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘ όǊƛƎƘǘ ǘƛōƛŀƭ ƴŜǊǾŜύ ōȅ 

ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŜΣ ŀƴŘ ƛƛƛύ ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀƭ ƴŜǊǾŜ ǘǊŀƴǎŜŎǘƛƻƴ ƻŦ ǘƘŜ ƭŜŦǘ ƻǇǘƛŎ ƴŜǊǾŜ ŀƴŘ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ 

ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘ όǊƛƎƘǘ ǘƛōƛŀƭ ƴŜǊǾŜύ ŀƴŀǎǘƻƳƻǎŜŘ ōȅ ōƛƻƭƻƎƛŎŀƭ ƎƭǳŜΦ Lƴ ŀƭƭ ƛƴǎǘŀƴŎŜǎ ǘƘŜ ƭŜŦǘ ŜȅŜ 

ǿŀǎ ǘƘŜ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭ ƻƴŜΣ ǿƘƛƭŜ ǘƘŜ ǊƛƎƘǘ ŜȅŜ ǿŀǎ ƪŜǇǘ ŀǎ ŎƻƴǘǊƻƭΦ wŜǘƛƴŀǎ ǿŜǊŜ ŀƴŀƭȅȊŜŘ 

ну Řŀȅǎ ŀŦǘŜǊ ǘƘŜ ǎǳǊƎŜǊȅΦ 

¢ƻ ƛŘŜƴǘƛŦȅ ǘƘŜ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ wD/ǎ ǘƘŀǘ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘŜ ǘƘŜƛǊ ŀȄƻƴǎ ŀƭƻƴƎ ǘƘŜ tbDΣ о Řŀȅǎ 

ōŜŦƻǊŜ ǎŀŎǊƛŦƛŎŜ ǘƘŜ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴǘ ǘǊŀŎŜǊ ƘȅŘǊƻȄȅǎǘƛƭōŀƳƛŘƛƴŜ ƳŜǘƘŀƴŜǎǳƭŦƻƴŀǘŜ όhI{ǘύ ǿŀǎ 

ŀǇǇƭƛŜŘ ƻƴǘƻ ǘƘŜ Řƛǎǘŀƭ ǎŜƎƳŜƴǘ ƻŦ ǘƘŜ tbDΦ ¢ƻ ƛŘŜƴǘƛŦȅ ǘƘŜ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ ǎǳǊǾƛǾƛƴƎ wD/ǎ 

ƻǊ ƛǇwD/ǎΣ .Ǌƴоŀ ƻǊ ƳŜƭŀƴƻǇǎƛƴ ǿŜǊŜ ƛƳƳǳƴƻŘŜǘŜŎǘŜŘΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŜƭȅΦ  

{ǳǊǾƛǾƛƴƎ ŀƴŘ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛƴƎ wD/ǎκƛǇwD/ǎ ǿŜǊŜ ǉǳŀƴǘƛǘŀǘƛǾŜƭȅ ŀƴŘ ǘƻǇƻƎǊŀǇƘƛŎŀƭƭȅ ŀƴŀƭȅȊŜŘ 

ǳǎƛƴƎ ǎǘŀǘŜ-ƻŦ-ǘƘŜ-ŀǊǘ ƛƳŀƎŜ ŀƴŀƭȅǎŜǎ ƳŜǘƘƻŘǎ ǊŜŎŜƴǘƭȅ ŘŜǾŜƭƻǇŜŘΦ !ƭƭ ǊŜǘƛƴŀǎ ǿŜǊŜ 



  SUMMARY 

xi 

ŘƛǎǎŜŎǘŜŘ ŀǎ Ŧƭŀǘ ƳƻǳƴǘǎΦ ²ƘƻƭŜ-ƳƻǳƴǘŜŘ ǊŜǘƛƴŀǎ ǿŜǊŜ ŀƴŀƭȅȊŜŘ ŦƻǊ hI{ǘΣ .Ǌƴоŀ ŀƴŘ 

ƳŜƭŀƴƻǇǎƛƴ ǎƛƎƴŀƭΦ ¢ƻ ƳŀƪŜ ǊŜŎƻƴǎǘǊǳŎǘƛƻƴǎ ƻŦ ǊŜǘƛƴŀƭ ǿƘƻƭŜƳƻǳƴǘǎΣ ǊŜǘƛƴŀƭ ƳǳƭǘƛŦǊŀƳŜ 

ŀŎǉǳƛǎƛǘƛƻƴǎ ǿŜǊŜ ǇƘƻǘƻƎǊŀǇƘŜŘ ƛƴ ŀ ǊŀǎǘŜǊ ǎŎŀƴ ǇŀǘǘŜǊƴ ǿƘŜǊŜ ǘƘŜ ŦǊŀƳŜǎ ǿŜǊŜ ŎŀǇǘǳǊŜŘ 

ŎƻƴǘƛƎǳƻǳǎƭȅ ǎƛŘŜ-ōȅ-ǎƛŘŜ ǿƛǘƘ ƴƻ ƎŀǇ ƻǊ ƻǾŜǊƭŀǇ ōŜǘǿŜŜƴ ǘƘŜƳ  ǳƴŘŜǊ ŀƴ ŜǇƛŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎŜ 

ƳƛŎǊƻǎŎƻǇŜ ό!ȄƛƻǎŎƻǇ н tƭǳǎΤ ½Ŝƛǎǎ aƛƪǊƻǎƪƻǇƛŜΣ WŜƴŀΣ DŜǊƳŀƴȅύ ŜǉǳƛǇǇŜŘ ǿƛǘƘ ŀ 

ŎƻƳǇǳǘŜǊ-ŘǊƛǾŜƴ ƳƻǘƻǊƛȊŜŘ ǎǘŀƎŜ όtǊƻ{Ŏŀƴϰ Iмну {ŜǊƛŜǎΤ tǊƛƻǊ {ŎƛŜƴǘƛŦƛŎ LƴǎǘǊǳƳŜƴǘǎΣ 

/ŀƳōǊƛŘƎŜΣ ¦YύΣ ŎƻƴǘǊƻƭƭŜŘ ōȅ LƳŀƎŜ-tǊƻ tƭǳǎ όLtt рΦм ŦƻǊ ²ƛƴŘƻǿǎϯΤ aŜŘƛŀ /ȅōŜǊƴŜǘƛŎǎΣ 

{ƛƭǾŜǊ {ǇǊƛƴƎΣ a5Σ ¦{!ύΦ ¢ƘŜ ƛƴŘƛǾƛŘǳŀƭ ƛƳŀƎŜǎ όмпл ŦǊŀƳŜǎ ǇŜǊ ǊŜǘƛƴŀύ ǿŜǊŜ ǇǊƻŎŜǎǎŜŘ 

ǿƛǘƘ ŀ ǎǇŜŎƛŦƛŎ ŎŜƭƭ-ŎƻǳƴǘƛƴƎ ǎǳōǊƻǳǘƛƴŜ ǳǎƛƴƎ ǘƘŜ Ltt ƳŀŎǊƻ ƭŀƴƎǳŀƎŜ ǘƻ ǉǳŀƴǘƛŦȅ ǘƘŜ ǘƻǘŀƭ 

ƴǳƳōŜǊ ƻŦ ǎǳǊǾƛǾƛƴƎ ŀƴŘ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛƻƴ wD/ǎ ŀƴŘ ƛǇwD/ǎΦ ¢ƘŜǎŜ ǉǳŀƴǘƛǘŀǘƛǾŜ Řŀǘŀ ǿŜǊŜ 

ǘǊŀƴǎƭŀǘŜŘ ƛƴǘƻ ƛǎƻŘŜƴǎƛǘȅ ƻǊ ƴŜƛƎƘōƻǳǊ ƳŀǇǎ ǘƻ ƛƭƭǳǎǘǊŀǘŜ ǘƘŜ ǘƻǇƻƎǊŀǇƘƛŎŀƭ ŘƛǎǘǊƛōǳǘƛƻƴ ƻŦ 

ǘƘŜ wD/ǎΦ 

wŜǎǳƭǘǎΦ 

CƻǳǊ ǿŜŜƪǎ ŀŦǘŜǊ ŀȄƻǘƻƳȅΣ ǘƘŜ ǘƻǘŀƭ ƳŜŀƴ ƴǳƳōŜǊ ҕ ǎǘŀƴŘŀǊŘ ŘŜǾƛŀǘƛƻƴ ƻŦ ǎǳǊǾƛǾƛƴƎ wD/ǎ 

ƛƴ ǘƘŜ ƭŜŦǘ ƛƴƧǳǊŜŘ ǊŜǘƛƴŀǎ ǿŀǎ румуҕмплр όƴҐмнύΣ ǿƘƛƭŜ ƛƴ ǘƘŜ ŎƻƴǘǊƻƭ όǊƛƎƘǘύ ǊŜǘƛƴŀǎ ǿŀǎ 

ппΣуффҕолнр όƴҐмнύΦ ¢ƘǳǎΣ ŀǇǇǊƻȄƛƳŀǘŜƭȅ ŀ мо҈ ƻŦ ǘƘŜ ƻǊƛƎƛƴŀƭ wD/ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ǎǳǊǾƛǾŜǎ п 

ǿŜŜƪǎ ŀŦǘŜǊ ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀƭ ƴŜǊǾŜ ǘǊŀƴǎŜŎǘƛƻƴΦ 

!ŦǘŜǊ ŀȄƻǘƻƳȅ ŀƴŘ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘ ǿƛǘƘ ¢ƛǎǎǳŎƻƭ ƻǊ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŜΣ ǘƘŜ ƳŜŀƴ ǘƻǘŀƭ 

ƴǳƳōŜǊ ҕ ǎǘŀƴŘŀǊŘ ŘŜǾƛŀǘƛƻƴ ƻŦ ǎǳǊǾƛǾƛƴƎ wD/ǎ ƛƴ ǘƘŜ ƭŜŦǘ ƛƴƧǳǊŜŘ ǊŜǘƛƴŀǎ ǿŀǎ фтмсҕопрн 

όƴҐммύ ƻǊ уртрҕотсо όƴҐммύΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŜƭȅΦ ¢Ƙƛǎ ŀƳƻǳƴǘǎ ŦƻǊ ŀ нн҈ ƻǊ ŀ му҈ ƻŦ ǘƘŜ ƻǊƛƎƛƴŀƭ 

wD/ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŜƭȅΦ  ¢ƘŜǎŜ ǊŜǎǳƭǘǎ ƛƴŘƛŎŀǘŜ ǘƘŀǘ ŀǇǇƻǎƛƴƎ ŀ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ 

ƎǊŀŦǘ ƻƴǘƻ ǘƘŜ ƻǇǘƛŎ ƴŜǊǾŜ ǎǘǳƳǇΣ Ƙŀǎ ŀ ƴŜǳǊƻǇǊƻǘŜŎǘƛǾŜ ŜŦŦŜŎǘ ƻƴ ǘƘŜ ŀȄƻǘƻƳƛȊŜŘ wD/ǎΦ 

¢ƘŜ ƳŜŀƴ ǘƻǘŀƭ ƴǳƳōŜǊ ƻŦ hI{ǘ-ǘǊŀŎŜŘ wD/ǎΣ ƛΦŜΦ wD/ǎ ǘƘŀǘ ƘŀǾŜ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘŜŘ ǘƘŜƛǊ ŀȄƻƴǎ 

ŀƭƻƴƎ ǘƘŜ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘΣ ǿŀǎ млпрҕпур όƴҐуύ ǿƘŜƴ ǘƘŜ ƎǊŀŦǘ ǿŀǎ ŀǘǘŀŎƘŜŘ ǿƛǘƘ 

ōƛƻƭƻƎƛŎŀƭ ƎƭǳŜ ό¢ƛǎǎǳŎƻƭύ ŀƴŘ муутҕрфф όƴҐмнύ ǿƘŜƴ ǘƘŜ ƎǊŀŦǘ ǿŀǎ ƧƻƛƴŜŘ ōȅ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŜΦ 

¢ƘǳǎΣ нΦм҈ ŀƴŘ п҈ ƻŦ ǘƘŜ ƻǊƛƎƛƴŀƭ wD/ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŜƭȅΣ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘŜ ǘƘŜƛǊ ŀȄƻƴǎΦ 

{ǳǊǾƛǾƛƴƎ ŀƴŘ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛƴƎ wD/ǎ ǿŜǊŜ ǳƴƛŦƻǊƳƭȅ ŀƴŘ ŘƛŦŦǳǎŜƭȅ ƻōǎŜǊǾŜŘ ǘƘǊƻǳƎƘƻǳǘ ǘƘŜ 

ǊŜǘƛƴŀΣ ŀǎ ƛƭƭǳǎǘǊŀǘŜŘ ōȅ ƴŜƛƎƘōƻǳǊ ƳŀǇǎΦ CǳǊǘƘŜǊƳƻǊŜΣ wD/ǎ ǿŜǊŜ ƴƻǘ ŘƛǎǘǊƛōǳǘŜŘ ƛƴǘƻ 

ƎŜƻƎǊŀǇƘƛŎŀƭ ǇŀǘǘŜǊƴǎ ǎǳƎƎŜǎǘƛǾŜ ƻŦ ƛǎŎƘŜƳƛŎ ŘŀƳŀƎŜ ƻǊ ǎǇŀǘƛŀƭ ǇǊŜ-ŘƛǎǇƻǎƛǘƛƻƴ ŦƻǊ 

ŜƴƘŀƴŎŜŘ ǎǳǊǾƛǾŀƭ ƻǊ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛƻƴΦ 

²ƛǘƘ ǊŜǎǇŜŎǘ ǘƻ ƛǇwD/ǎΣ ǘƘŜƛǊ ƳŜŀƴ ǘƻǘŀƭ ƴǳƳōŜǊҕ ǎǘŀƴŘŀǊŘ ŘŜǾƛŀǘƛƻƴ ƛƴ ŎƻƴǘǊƻƭ ǊŜǘƛƴŀǎ 

ǿŀǎ орпҕтр όƴҐнύΣ ǿƘƛƭŜ ƛƴ ǘƘŜ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭ ƎǊƻǳǇǎ ǿŀǎ мсуҕсн όƴҐммύΣ ммлҕнм όƴҐсύ ŀƴŘ 

мфуҕуп όƴҐоύ ŀŦǘŜǊ ŀȄƻǘƻƳȅΣ ŀȄƻǘƻƳȅ Ǉƭǳǎ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘ ǿƛǘƘ ¢ƛǎǎǳŎƻƭΣ ŀƴŘ 

ŀȄƻǘƻƳȅ Ǉƭǳǎ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘ ǿƛǘƘ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŜΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŜƭȅΦ ¢ƘŜǎŜ Řŀǘŀ ƛƴŘƛŎŀǘŜ 

ǘƘŀǘ ŀǇǇǊƻȄƛƳŀǘŜƭȅ пт҈ ƻŦ ǘƘŜ ƻǊƛƎƛƴŀƭ ƛǇwD/ǎ ǎǳǊǾƛǾŜ ну Řŀȅǎ ŀŦǘŜǊ ŀȄƻǘƻƳȅ ŀƴŘ ǘƘŀǘ 



  SUMMARY 

xii 

ƎǊŀŦǘƛƴƎ ŀ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ŘƻŜǎ ƴƻǘ ƳƻŘƛŦƛŜǎ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀƴǘƭȅ ǘƘƛǎ ǎǳǊǾƛǾŀƭΦ Lƴ ƻǘƘŜǊ ǿƻǊŘǎΣ 

ǘƘŜ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ ƛǇwD/ǎ ƛǎ ƳƻǊŜ ǊŜǎƛƭƛŜƴǘ ǘƻ ŀȄƻǘƻƳȅ ǘƘŀƴ ǘƘŜ ƎŜƴŜǊŀƭ wD/ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ 

ŀƴŘ ǘƘŜƛǊ ǎǳǊǾƛǾŀƭ ƛǎ ƴƻǘ ŀƭǘŜǊŜŘ ōȅ ǘƘŜ ǇǊŜǎŜƴŎŜ ƻŦ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƎǊŀŦǘǎΦ  IƻǿŜǾŜǊΣ 

ǘƘŜǎŜ ƛǇwD/ǎ ǿŜǊŜ ƴƻǘ ǊŜǘǊƻƎǊŀŘŜƭȅ ǘǊŀŎŜŘ ǿƛǘƘ hI{ǘΣ ǎǳƎƎŜǎǘƛƴƎ ǘƘŀǘ ǘƘƛǎ ǎǳōǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ 

ŘƻŜǎ ƴƻǘ ƘŀǾŜ ŀ ŎŀǇŀŎƛǘȅ ŦƻǊ ŀƴ ŀȄƻƴŀƭ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛƻƴΦ 

/ƻƴŎƭǳǎƛƻƴǎΦ 

Lƴ ŀŘǳƭǘ {ǿƛǎǎ ƳƛŎŜΣ ŀǇǇǊƻȄƛƳŀǘŜƭȅ мо҈ ƻŦ wD/ ǎǳǊǾƛǾŜ п ǿŜŜƪǎ ŀŦǘŜǊ ƛƴǘǊŀƻǊōƛǘŀƭ ƴŜǊǾŜ 

ǘǊŀƴǎŜŎǘƛƻƴΦ ¢Ƙƛǎ ǎǳǊǾƛǾŀƭ ƛƴŎǊŜŀǎŜǎ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀƴǘƭȅ ƛŦ ŀ ǎŜƎƳŜƴǘ ƻŦ ŀǳǘƻƭƻƎǳǎ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ 

ƛǎ ƎǊŀŦǘŜŘ ƛƴǘƻ ǘƘŜ ǎŜǾŜǊŜŘ ƻǇǘƛŎ ƴŜǊǾŜ ǎǘǳƳǇΣ ŜƛǘƘŜǊ ōȅ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŜ ƻǊ ōȅ ŦǊƛōƛƴ ƎƭǳŜ 

ό¢ƛǎǎǳŎƻƭύΦ 

wD/ǎ ƻŦ ŀŘǳƭǘ {ǿƛǎǎ ƳƛŎŜ ŀǊŜ ŀōƭŜ ǘƻ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘŜ ǘƘŜƛǊ ŀȄƻƴǎ ŀƭƻƴƎ ŀǳǘƻƭƻƎƻǳǎ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ 

ƴŜǊǾŜ ǎŜƎƳŜƴǘǎ ƎǊŀŦǘŜŘ ǘƻ ǘƘŜ ǘǊŀƴǎŜŎǘŜŘ ƻǇǘƛŎ ƴŜǊǾŜ ǎǘǳƳǇΦ ¢Ƙƛǎ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛǾŜ ŎŀǇŀŎƛǘȅ ƛǎ 

ƻōǎŜǊǾŜŘ ƛƴ ŀ нΦм҈ ƻŦ ǘƘŜ ƻǊƛƎƛƴŀƭ wD/ ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƛŦ ǘƘŜ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƛǎ ƎǊŀŦǘŜŘ ǿƛǘƘ 

¢ƛǎǎǳŎƻƭΣ ŀƴŘ ƛǘ ƛǎ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀƴǘƭȅ ƘƛƎƘŜǊ όп҈ύ ƛŦ ǘƘŜ ƎǊŀŦǘ ƛǎ ƧƻƛƴŜŘ ǿƛǘƘ ƳƛŎǊƻǎǳǘǳǊŜǎΦ 

¢ƘŜ ǎǳǊǾƛǾŀƭ ƻŦ ƛǇwD/ǎ ƛǎ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀƴǘƭȅ ƘƛƎƘŜǊ ǘƘŀƴ ǘƘŜ ǊŜǎǘ ƻŦ wD/ǎΦ IƻǿŜǾŜǊ ǘƘƛǎ 

ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƭŀŎƪǎ ǘƘŜ ŎŀǇŀŎƛǘȅ ƻŦ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛƴƎ ǘƘŜƛǊ ŀȄƻƴǎΣ ŀƴŘ ǘƘŜƛǊ ǎǳǊǾƛǾŀƭ ƛǎ ƴƻǘ 

ŀƳŜƭƛƻǊŀǘŜŘ ǿƛǘƘ ǇŜǊƛǇƘŜǊŀƭ ƴŜǊǾŜ ƛƳǇƭŀƴǘǎΦ ¢ƘǳǎΣ ǘƘƛǎ ǎƳŀƭƭ ǎǳō-ǇƻǇǳƭŀǘƛƻƴ ƻŦ wD/ǎ ŘƻŜǎ 

ƴƻǘ ǊŜǎǇƻƴŘ ǘƻ ŜȄǘǊƛƴǎƛŎ ǎƛƎƴŀƭǎ όƛƴ ǘŜǊƳǎ ƻŦ ǎǳǊǾƛǾŀƭ ŀƴŘ ǊŜƎŜƴŜǊŀǘƛƻƴύ ōǳǘ ǎƘƻǿǎ ŀ 

ǇŀǊǘƛŎǳƭŀǊ ǘƻƭŜǊŀƴŎŜ ǘƻ ŀȄƻǘƻƳȅΦ 
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ρȢρ ,ÅÓÉÏÎÅÓ ÄÅ ÌÁÓ ÐÒÏÙÅÃÃÉÏÎÅÓ ÁØÏÎÁÌÅÓ 

La respuesta a las lesiones de las proyecciones nerviosas difiere si ®stas afectan al Sistema 

Nervioso Central (SNC) o al sistema nervioso perif®rico (SNP). Ante una lesi·n del SNP 

existen recursos quir¼rgicos dirigidos a corregir dicha lesi·n, lo cual no sucede cuando la 

lesi·n es del SNC. En las lesiones axonales del SNP, ambos cabos nerviosos pueden re-

aponerse quir¼rgicamente, favoreci®ndose as² que los conos de crecimiento del cabo 

proximal de las neuronas axotomizadas busquen su camino a trav®s del cabo distal y, de 

esta forma, puedan crecer para re-inervar y restablecer los contactos sin§pticos. 

A pesar de la reparaci·n quir¼rgica de las lesiones del SNP, la recuperaci·n funcional no es 

siempre total (Archibald et al., 1995) lo cual puede ser debido a la desorganizaci·n de los 

fasc²culos y fibras nerviosas regeneradas (Ram·n y Cajal, 1914) y por otro lado a las 

consecuencias de la respuesta neuronal a la axotom²a. 

A diferencia del SNP cuando se produce una lesi·n de una v²a nerviosa central no existe 

recuperaci·n funcional a pesar de la reaposici·n de los cabos nerviosos lesionados, pues 

desde el cabo proximal no se produce la regeneraci·n espont§nea de las fibras nerviosas 

lesionadas en distancia lo suficientemente largas como para alcanzar sus territorios de 

inervaci·n originales. 

Los fen·menos que se producen ante una lesi·n del SNC son: i) lesi·n axonal de la 

neurona con la consiguiente degeneraci·n Walleriana de la parte distal del ax·n, y ii) lesi·n 

directa de las neuronas y muerte de las mismas (Perry y Gordon, 1988; Stall et al., 1989; 

Kreutzberg et al., 1996). 

ρȢς 2ÅÓÐÕÅÓÔÁ ÒÅÇÅÎÅÒÁÔÉÖÁ ÅÎ ÅÌ 3.# Ù 3.0 

Uno de los pioneros en el estudio de la diferente respuesta de las fibras nerviosas 

lesionadas en el SNP · SNC fue Santiago Ram·n y Cajal, quien a comienzos del siglo XX 

y en colaboraci·n con Tello, Leoz črt²n y Arcaute, observ· los intentos y fracasos de los 

axones lesionados en el SNC en el mam²fero para extenderse tras la lesi·n axonal. Estos 

investigadores estudiaron la regeneraci·n y degeneraci·n axonal en el nervio ·ptico (NO) 

seccionado del conejo al que injertaron un segmento de nervio perif®rico (Tello, 1907; 

1911; Leoz Ort²n y Arcaute; Ram·n y Cajal, 1914). El fracaso en la elongaci·n de los 

reto¶os que se forman en el mu¶·n axonal se pens· que era la causa principal de la 

regeneraci·n abortiva en el SNC de los mam²feros adultos. Este fracaso de la elongaci·n 

de los axones lesionados se atribuy· a la incapacidad intr²nseca de las neuronas del SNC 

para regenerar sus axones (Ram·n y Cajal, 1914). £stas y otras observaciones sirvieron 

para postular el dogma de la incapacidad de las fibras del SNC para regenerar y establecer 

de nuevo conexiones sin§pticas funcionales. 
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Desde entonces la diferente respuesta regenerativa en el SNC y SNP trata de explicarse 

principalmente por:  

1- Diferencias que existen en el medio glial que rodea los axones y su respuesta a la 

lesi·n (revisado en Yiu y Hez, 2006). 

2- Diferencias en las mol®culas de la matriz extracelular que en el caso del SNC son 

inhibitorias para el crecimiento axonal (revisado en Brazda y M¿ller, 2009). 

ρȢσ -ïÔÏÄÏÓ ÄÅ 2ÅÐÁÒÁÃÉĕÎ ÄÅ ÌÁÓ 0ÒÏÙÅÃÃÉÏÎÅÓ !ØÏÎÁÌÅÓ 

Cuando se lesiona una proyecci·n axonal se produce una interrupci·n de la conexi·n entre 

distintas poblaciones neuronales. Para conseguir la reconexi·n adecuada de dichas 

poblaciones se deben cumplir las siguientes premisas:  

1- Supervivencia de las neuronas a la lesi·n. 

2- La regeneraci·n axonal debe realizarse en distancia suficiente para alcanzar sus 

dianas. 

3- Los axones regenerados deben ser guiados hacia sus territorios de inervaci·n. 

4- Los axones una vez ubicados en su territorio de inervaci·n deben extenderse, 

arborizar y formar conexiones sin§pticas funcionales. 

ρȢσȢρ 2ÅÐÁÒÁÃÉĕÎ ÄÅ .ÅÒÖÉÏ 0ÅÒÉÆïÒÉÃÏ 

La primera referencia a una sutura nerviosa se remonta a la Italia Medieval del Siglo XIII. 

Sin embargo la primera evidencia de una sutura nerviosa realizada con ®xito fue descrita 

por Hueter en 1873 en su libro ñDie Allgemeine Chirurgieò. En el mu¶·n axonal del cabo 

proximal de un nervio perif®rico lesionado, se producen conos de crecimiento que cuando 

encuentran un substrato adecuado, como el que proporciona el segmento distal del nervio 

perif®rico, se extienden de nuevo y crecen hacia sus territorios de inervaci·n original 

(Ram·n y Cajal, 1914). 

ρȢσȢς 2ÅÐÁÒÁÃÉĕÎ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌ ÄÅÌ 3ÉÓÔÅÍÁ .ÅÒÖÉÏÓÏ #ÅÎÔÒÁÌ 

De forma espont§nea no se produce la regeneraci·n axonal en el SNC en una distancia lo 

suficientemente extensa como para alcanzar sus territorios de inervaci·n original. A 

continuaci·n vamos a se¶alar las diferentes estrategias que incrementan esta regeneraci·n 

axonal:  

1- Utilizaci·n de sustancias que contrarrestan las mol®culas inhibidoras del crecimiento 

axonal presentes en la membrana de oligodendrocitos maduros y de la mielina 

(Schwab et al., 1993). 

2- Eliminaci·n de oligodendrocitos productores de mielina utilizando rayos X: La 

radiaci·n con rayos X al nervio ·ptico (NO) en roedores neonatales puede eliminar 

los oligodendrocitos y por lo tanto tambi®n la mielina (Weibel et al., 1994). As² se 

oberv· que axones retinianos axotomizados en el d²a 19 postnatal se extienden  



INTRODUCCIčN 

4 

durante varios mil²metros en estos NO libres de oligodendrocitos (Weibel et al., 

1994). 

3- Trasplante de macr·fagos activados en el NO: los macr·fagos que invaden una lesi·n 

nerviosa central eliminan los restos de mielina y, por lo tanto, facilitan la extensi·n 

de los axones de CGRs lesionadas (Lazarov-Spiegler et al., 1996). 

4- Trasplante de c®lulas envolventes de la gl²a del bulbo olfatorio las cuales tienen unas 

propiedades que favorecen la regeneraci·n axonal. (Raisman et al., 2012). 

5- Transplante de segmentos aut·logos de nervio perif®rico (Aguayo et al., 1987, 1991; 

Vidal-Sanz et al., 1993). 

6- Incrementar el potencial intr²nseco de crecimiento de las neuronas del SNC mediante 

aplicaci·n de sustancias con efectos neurotr·ficos. 

ρȢτ %ÍÐÌÅÏ ÄÅ ÁÄÈÅÓÉÖÏÓ ÅÎ ÌÁ ÒÅÐÁÒÁÃÉĕÎ ÁØÏÎÁÌ 

Los adhesivos son sustancias que al aplicarlas en dos superficies diferentes, las unen y 

resisten su separaci·n. Entre los diferentes tipos de adhesivos se encuentran los 

cianoacrilatos, los mon·meros sint®ticos, pegamentos de origen marino y los pegamentos 

biol·gicos entre los que se encuentran los de fibrina (Durham et al., 1987). 

A principios del siglo XX comenz· a conocerse mejor la funci·n de la fibrina y sus 

poderes adherentes (Morawitz, 1905) y en la Gran Guerra (1914) se utilizaban ya la fibrina 

y el fibrin·geno para el taponamiento de heridas. 

Fueron Young y Medawar (1940) los primeros que idearon un m®todo experimental de 

sutura nerviosa consistente en la coaptaci·n de los cabos nerviosos del ci§tico del conejo y 

del perro, usando fibrin·geno obtenido de sangre de pollo que se agregaba a plasma 

humano. Estos autores observaron que el co§gulo plasm§tico de los animales que probaron 

y de los mam²feros en general, no era lo suficientemente ñfuerteò como para mantener la 

tensi·n de la sutura en el tiempo y resistir los movimientos de la pata del animal. Para 

solventar este problema aumentaron la concentraci·n de fibrin·geno 6 a 10 veces hasta 

obtener un co§gulo lo suficientemente estable y que se formaba r§pidamente. La 

regeneraci·n nerviosa a trav®s de dicho co§gulo era m§s r§pida y se consegu²a mejor 

orientaci·n de las fibras que con la sutura convencional. Seddon y Medawar (1942), 

basados en estas experiencias previas, aplicaron por primera vez este m®todo en la cl²nica 

humana. 

En 1943 Tarlov y Benjamin realizaron experimentos similares en animales empleando 

plasma aut·logo de mam²fero concluyendo que la regeneraci·n nerviosa era mejor que con 

la sutura y que exist²a regeneraci·n nerviosa a¼n en el caso de que la coaptaci·n no fuera 

perfecta. 

Durante la d®cada de los 60 y de los 70, dichos m®todos de reparaci·n nerviosa cayeron en 

el olvido hasta que Matras et al., (1972) utilizaron un crioprecipitado de fibrin·geno y un 
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poco m§s tarde Kuderna et al., (1976, 1979) concluyeron que el uso de adhesivos 

biol·gicos de fibrina era preferible a la sutura tradicional. En 1972 Matras et al., emplearon 

como adhesivo un crioprecipitado de plasma que conten²a elevadas concentraciones de 

fibrin·geno; el refinamiento industrial de estos estudios trajo como resultado a finales de 

los a¶os 70, la producci·n del Tissucol, el adhesivo empleado en esta tesis doctoral. El 

Tissucol est§ formado por dos componentes de origen humano, que al mezclarse 

reproducen los pasos finales de la coagulaci·n sangu²nea para formar un adhesivo viscoso 

que mantiene la coaptaci·n y aproximaci·n de superficies. El primer componente es 

fibrin·geno y contiene prote²nas plasm§ticas como la globulina y alb¼mina as² como el 

factor XIII, el segundo compuesto es trombina y cloruro de calcio. A estos componentes se 

les a¶ade un factor antifibrinol²tico (la aprotinina) para retrasar su reabsorci·n. En este 

sistema el fibrin·geno, principal prote²na estructural de la sangre responsable de la 

formaci·n de co§gulos, se degrada proteol²ticamente y se convierte en mon·mero de 

fibrina por la trombina. 

Los dos componentes del Tissucol, se ponen en contacto en la superficie del nervio 

mediante jeringas separadas (Duploject) produci®ndose entonces la polimerizaci·n in situ. 

Los estudios sobre la utilizaci·n del adhesivo de fibrina para la reparaci·n de lesiones 

nerviosas arrojan resultados muy dispares. En ocasiones desaconsejan su utilizaci·n 

(Haase et al., 1986). En otras ocasiones preconizan su utilizaci·n (Ferreira y Miniti, 1989) 

y en otras son inconcluyentes (Becker et al., 1984; Moy et al., 1988). 

Varios estudios como son los realizados por Cruz et al., (1986) y Moy et al., (1988) 

desaconsejan la utilizaci·n de fibrina debido a que no encuentran mejores resultados que 

con el empleo de sutura, adem§s en algunos de sus estudios han observado un importante 

porcentaje de casos de dehiscencia en la coaptaci·n de los cabos nerviosos as² como un 

aumento de la reacci·n inflamatoria. 

Otros estudios experimentales como son los de Smahel et al., (1987) · los estudios 

realizados por Nishihira y McCaffrey (1989) aconsejan su utilizaci·n como m®todo m§s 

eficaz en comparaci·n con la sutura nerviosa tradicional, ya que con la fibrina se observ· 

que el tiempo quir¼rgico era considerablemente inferior, no se observaron dehiscencias, la 

fibrina desapareci· al cabo de una semana de la aplicaci·n, la regeneraci·n axonal fue 

similar en ambos grupos y las mediciones electrofisiol·gicas no mostraron diferencias 

estad²sticamente significativas entre ambos m®todos de reparaci·n nerviosa. 

En la cl²nica humana tambi®n se han realizado m¼ltiples ensayos con los adhesivos de 

fibrina para la reparaci·n de lesiones nerviosas vi®ndose, en general, que los resultados 

obtenidos cuando se utilizaron las t®cnicas cl§sicas o las de reparaci·n con adhesivos de 

fibrina fueron comparables, apreci§ndose que la principal ventaja de la utilizaci·n de los 

adhesivos de fibrina era la rapidez con la que se produc²a la coaptaci·n de los cabos 

nerviosos, adem§s de buena hemostasia y estabilizaci·n temprana de los peque¶os injertos. 

En resumen, la bibliograf²a nos muestra que la reparaci·n axonal con materiales 
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absorbibles e histocompatibles (adhesivos de fibrina) presenta una posible ventaja sobre la 

sutura cl§sica ya que el tiempo operatorio invertido es menor, la reparaci·n nerviosa es 

menos traum§tica, m§s f§cil y r§pida. (Romano et al., 1991). 

El gran problema de estos adhesivos ha sido la potencialidad de transmisi·n de 

enfermedades virales, sobre todo la hepatitis y el s²ndrome de inmunodeficiencia adquirida 

(SIDA). Sin embargo, el riesgo de transmisi·n se reduce por la selecci·n de los donantes 

mediante un reconocimiento m®dico y el despistaje de AgHBs y anticuerpos frente a VIH y 

VHC en las donaciones individuales y en las mezclas de plasma. 

Los procedimientos de inactivaci·n / eliminaci·n incluidos en el proceso de producci·n 

han sido validados utilizando virus modelo. Si bien estos m®todos se consideran efectivos 

para VIH, VHC, VHA y VHB, pueden tener un valor limitado para virus no envueltos tales 

como el parvovirus B19. La infecci·n por Parvovirus B19 puede ser grave para una mujer 

embarazada (infecci·n fetal) y para sujetos con inmunodeficiencia o con una producci·n 

aumentada de hemat²es (ej: anemia apl§sica). 

Narakas en 1988 sent· los principios generales de utilizaci·n de los adhesivos de fibrina en 

la sutura nerviosa que son:  

1- Disecci·n cuidadosa de los extremos fasciculares de los cabos nerviosos, 

seccionando el extremo distal de cada uno. 

2- Limpieza cuidadosa de los cabos nerviosos y de todo el tejido circundante, resecando 

el tejido perineural sobrante antes de su coaptaci·n. 

3- Los cabos deben coaptarse de forma que los fasc²culos est®n alineados y en la 

direcci·n adecuada. 

4- Una vez aplicado el adhesivo hay que estabilizar los cabos nerviosos hasta que el 

co§gulo adquiera firmeza. 

5- Se debe evitar la tensi·n de la sutura. 

6- La cantidad de adhesivo a utilizar debe ser la necesaria para cubrir una superficie del 

nervio, tanto en sentido proximal como distal a la sutura. 

7- Es conveniente asegurarse de que la sutura est§ bien vascularizada. 

8- Como consideraci·n a tener en cuenta no es conveniente que se interponga el 

adhesivo entre los cabos nerviosos aunque esto no produce resultados indeseables. 

Las ventajas que presenta el empleo de los adhesivos de fibrina son las siguientes:  

1- Disminuci·n del tiempo operatorio. 

2- La anastomosis se puede realizar con una manipulaci·n m²nima lo cual disminuye 

los traumatismos adicionales al nervio. 
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3- F§cil retirada del adhesivo en caso de incorrecta coaptaci·n sin traumatismo 

adicional. 

4- La fibrina a²sla la anastomosis por lo que evita el crecimiento del tejido en el interior 

del epineuro. 

5- Evita las reacciones de cuerpo extra¶o que se pueden producir al emplear hilos de 

microsutura. 

6- El adhesivo de fibrina presenta una gran tolerancia. 

7- Los adhesivos de fibrina pueden usarse en combinaci·n con sustancias · f§rmacos 

como por ejemplo antibi·ticos, · factores neurotr·ficos. 

ρȢυ %Ì ÓÉÓÔÅÍÁ ÖÉÓÕÁÌ 

El sistema visual forma parte del SNC y percibe el entorno exterior en reposo y 

movimiento informando mediante im§genes de la posici·n y orientaci·n del cuerpo. En el 

sistema visual encontramos una serie de estructuras como la retina, el nervio ·ptico y las 

regiones retinorecipientes encef§licas o zonas de proyecci·n a nivel cerebral. 

 

Figura 1: Principales partes de las neuronas.  

Microfotograf²a de una c®lula ganglionar de retina en la que se observan sus distintas partes: cuerpo o 

soma celular que contiene el n¼cleo y otras organelas; el ax·n ¼nico, que conduce los impulsos desde el 

soma celular a sus regiones de sinapsis; y las dendritas que reciben impulsos de otras neuronas. Imagen 

cedida por Diego Garc²a Ayuso. 

Los principales componentes del sistema nervioso son las c®lulas nerviosas o neuronas 

(Figura. 1). Las partes de la neurona son el cuerpo o soma celular que contiene el n¼cleo, 

mitocondrias y organelas. Del cuerpo celular sale el ax·n que es la fibra nerviosa principal 

cuya funci·n es la transmisi·n de las se¶ales, y las dendritas las cuales junto con el cuerpo 

celular se encargan de la recepci·n de la informaci·n procedente de otras c®lulas nerviosas. 

La informaci·n se transfiere de una neurona a otra a trav®s de la sinapsis mediante un 

proceso denominado transmisi·n qu²mica y/o el®ctrica. Tanto en humanos como en 

Dendritas 

Axón 

 

Soma 
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roedores la v²a visual es un sistema conectado en serie. Los fotorreceptores constituyen las 

primeras c®lulas de la v²a visual cuya funci·n es detectar y transformar el est²mulo 

luminoso en una se¶al el®ctrica que es procesada por las neuronas intermedias de la retina 

(bipolares, amacrinas, horizontales e interplexiformes) hasta llegar a las c®lulas 

ganglionares de la retina (CGRs). £stas, a trav®s de sus axones que forman el nervio 

·ptico, env²an la informaci·n luminosa a diversas regiones retinorecipientes del cerebro 

que procesan la informaci·n procedente de diversos tipos de CGRs. Desde el n¼cleo 

geniculado lateral, la regi·n retinorecipiente m§s importante para nuestra percepci·n visual 

consciente, se env²a de nuevo a la regi·n cortical visual primaria donde se analiza y 

transforma la informaci·n que a su vez se env²a a zonas corticales visuales de orden 

superior en las que finalmente se percibe el mundo exterior (Figura 2). En roedores (rata y 

rat·n) la informaci·n visual que llega a la corteza tambi®n procede de los n¼cleos 

geniculados laterales correspondientes. Lo que ocurre es que el mayor n¼cleo retino-

recipiente subcortical es el col²culo superior; pero la informaci·n relacionada con la 

formaci·n de im§genes visuales de las que el animal es consciente procede de los cuerpos 

geniculados laterales. 

 

Figura 2: Esquema de la v²a visual. 

Cada estructura ilustrada en forma de cuadrado se compone de millones de c®lulas, agrupadas en l§minas. 

Cada una recibe informaci·n de entrada de una · m§s estructuras de los niveles inferiores de la v²a y 

env²a informaci·n de salida a varias estructuras de los niveles superiores. La v²a se ha trazado solamente 

para cuatro · cinco niveles m§s all§ de la corteza visual primaria. Ilustraci·n modificada de ñOjo, cerebro 

y visi·nò, D. Hubel. 1999. 

 

ρȢφ !ÎÁÔÏÍþÁ ÄÅÌ /ÊÏ 

ρȢφȢρ %ÓÔÒÕÃÔÕÒÁ ÄÅÌ ÇÌÏÂÏ ÏÃÕÌÁÒ 

El globo ocular de estructura esf®rica es el ·rgano de la visi·n, que se encuentra localizado 

en la regi·n anterior de la ·rbita y est§ constituido por tres capas conc®ntricas (Figura 3):  
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1 Capa Fibrosa: es la capa m§s externa y se encuentra formada por tejido conectivo 

denso avascular. Consta de dos regiones: la escler·tica que presenta terminaciones 

nerviosas sensibles al dolor y carece de vasos sangu²neos, su funci·n es 

primordialmente de protecci·n; y la c·rnea que es trasparente y a trav®s de ella 

penetra la luz al interior del ojo. 

2 Capa vascular o ¼vea: es la capa intermedia, vascular y pigmentada, compuesta por 

tres partes que son: la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. El cuerpo ciliar consta de 

musculo liso del cual se extienden los ligamentos suspensorios cuya funci·n consiste 

en el mantenimiento de la posici·n del cristalino. El iris es la regi·n pigmentada del 

ojo, las fibras musculares que la constituyen se encargan de regular la constricci·n y 

dilataci·n de la pupila que es la zona localizada en su regi·n central. 

3 Capa sensorial o retina: es la capa m§s interna de todas. En ella se encuentran dos 

tipos de fotorreceptores, los conos y los bastones de los que hablaremos m§s 

adelante. Cabe recalcar que los conos se localizan principalmente en la f·vea, 

depresi·n localizada en el polo posterior del globo ocular especializada para ser la 

zona de mayor precisi·n en la visi·n. A diferencia de ellos, los bastones se localizan 

principalmente en la regi·n m§s perif®rica de la retina. El punto ciego es como se 

denomina a la regi·n de la retina por donde se produce la salida del nervio ·ptico, 

zona carente de conos y bastones y por tanto insensible a la luz. 

 

Figura 3: Esquema general del globo ocular. 

Secci·n sagital del ojo humano, donde se aprecian sus estructuras. La retina agrandada a la derecha 

muestra las posiciones relativas de las 3 capas nucleares de la retina. La luz tiene que pasar a trav®s de las 

capas de las c®lulas ganglionares de la retina y de las c®lulas bipolares antes de alcanzar los bastones y los 

conos. Ilustraci·n tomada de ñOjo, cerebro y visi·nò, D. Hubel, 1999. 

Podemos dividir el globo ocular en dos zonas fundamentalmente. La zona anterior que se 

subdivide en una c§mara anterior delimitada entre la cornea y el iris y una c§mara posterior 

delimitada entre el iris y el cristalino, ambas c§maras se encuentran ba¶adas en humor 

acuoso. Posterior al cristalino podemos encontrar la c§mara v²trea que contiene el humor 

v²treo responsable del mantenimiento de la presi·n intraocular frente a posibles presiones 

externas. 
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ρȢφȢς 2ÅÔÉÎÁȡ ÁÎÁÔÏÍþÁ Ù ÆÉÓÉÏÌÏÇþÁ 

El estudio de la organizaci·n de la retina de los vertebrados ha interesado a muchos 

investigadores a lo largo de los ¼ltimos 100 a¶os. Santiago Ram·n y Cajal (1892) fue uno 

de los pioneros en este campo y la mayor²a de sus descripciones y clasificaciones todav²a 

contin¼an siendo v§lidas y se mantienen vigentes (Figura 4). Cada especie de vertebrado 

tiene alg¼n tipo de especializaci·n topogr§fica en la retina que la hace ¼nica, pero la 

laminaci·n b§sica que a continuaci·n describimos es constante en todos ellos. La 

estructura laminar y la gran variedad celular hacen de la retina un centro nervioso 

altamente complejo, estructurado y organizado (Caminos, 1998). 

 

 

 

Figura 4: Dibujo de las neuronas retinianas realizado por Santiago Ram·n y Cajal 

Podemos observar los segmentos externos (a, b) y los n¼cleos (c, d) de los fotorreceptores, las c®lulas 

bipolares (e, f) y las c®lulas ganglionares de la retina (g, h, i, j). 

 

La retina de todos los vertebrados est§ formada por 6 tipos de c®lulas neuronales 

(fotorreceptores ïconos y bastones-, c®lulas horizontales, amacrinas, bipolares, 

interplexiformes y ganglionares de retina) y otras c®lulas no neuronales (c®lulas de M¿ller, 

astrocitos y microgl²a) las cuales se disponen formando una serie de capas bien definidas y 

enormemente organizadas (Figura 5)  La citoarquitectura normal de la retina es crucial para 

su correcto funcionamiento. Por tanto, los cambios en la integridad de sus capas pueden 

servir como ²ndice de la funci·n retiniana tras el desarrollo de una patolog²a o de la 
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aplicaci·n de un agente externo que lesione sus componentes c®lulares (Michon et 

al.,.1991). 

El epitelio pigmentario (EP) de la retina es la porci·n m§s escleral de la misma, 

embriol·gicamente no deriva de la retina neural y est§ formado por una lamina de c®lulas 

epiteliales fuertemente pigmentadas. Tiene m¼ltiples funciones que en general sirven de 

apoyo al fotorreceptor. Entre otras cabr²a mencionar la funci·n de absorber las radiaciones 

luminosas, proporcionar el intercambio metab·lico entre coriocapilar y neuroepitelio y 

contribuir a la renovaci·n constante de los segmentos externos de los fotorreceptores. En 

los animales albinos este epitelio no contiene gr§nulos de melanina y por lo tanto es 

transparente lo que permite ver la vascularizaci·n coroidea. 

El neuroepitelio est§ constituido por nueve capas que son las siguientes (Figura 5) :  

1 Capa de los segmentos externos de los fotorreceptores: constituido por los 

segmentos externos de ®stos. 

2 Membrana Limitante externa: es una hilera de zonulas adherents donde las 

c®lulas fotorreceptoras est§n unidas a las c®lulas de M¿ller que rodean y dan apoyo a los 

elementos nerviosos (Caminos, 1998). 

3 Capa nuclear externa (CNE): capa de los n¼cleos de los fotorreceptores. 

La capa de las fibras de Henle s·lo se ve en la regi·n de la m§cula y est§ formada por 

axones de fotorreceptores que se elongan para permitir una gran concentraci·n de 

segmentos externos de la f·vea. Esta capa se sit¼a entre los fotorreceptores y la sin§ptica o 

plexiforme externa.  

4 Capa plexiforme externa (CPE): donde se efect¼an las sinapsis entre las c®lulas 

bipolares, horizontales y fotorreceptores.  

5 Capa nuclear interna (CNI): capa de n¼cleos de las c®lulas bipolares, c®lulas 

amacrinas, c®lulas interplexiformes, c®lulas de M¿ller y c®lulas horizontales. 

6 Capa Plexiforme interna (CPI): es la regi·n del intercambio sin§ptico entre las 

c®lulas bipolares, amacrinas y ganglionares. 

7 Capa de c®lulas ganglionares (CCG): est§ constituida, en roedores, en igual 

proporci·n por las c®lulas ganglionares de la retina y las c®lulas amacrinas desplazadas 

(Draguer y Olsen, 1981, Perry, 1981, Jeon et al., 1988). 

8 Capa de fibras de las c®lulas ganglionares de la retina (CGRs): constituida por 

los axones de las c®lulas ganglionares en su trayecto hacia la papila ·ptica. 

9 Membrana limitante interna (MLI) es la l§mina basal de las c®lulas de M¿ller. 

Las caracter²sticas de las neuronas que constituyen las capas de la retina son las siguientes:  

C®lulas fotorreceptoras: constituyen la primera neurona de la v²a ·ptica y son de dos 

tipos, los conos y los bastones. Se encargan de la absorci·n de las radiaciones luminosas y 
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su transformaci·n en impulso el®ctrico Los bastones son importantes en situaciones de luz 

escasa (escot·picas) mientras que los conos son los responsables de la visi·n diurna 

(fot·pica) y son sensibles tambi®n a los colores. 

C®lulas horizontales: son neuronas t²picas cuyos cuerpos se encuentran en la capa nuclear 

interna y sus ramas dendr²ticas se encuentran en la capa plexiforme externa donde las hay 

que hacen conexi·n con los conos y las hay que hacen conexi·n con los bastones. Su 

principal funci·n es la de regular la informaci·n que pasa de los fotorreceptores a las 

c®lulas bipolares en circuitos de retroalimentaci·n. 

C®lulas bipolares: constituyen la segunda neurona de la v²a ·ptica, estas neuronas se 

extienden desde la capa plexiforme externa hasta la interna, est§n situadas de modo vertical 

con respecto a las capas de la retina. Su cuerpo est§ en la capa nuclear interna y tienen 

dendritas que ascienden por la capa plexiforme externa donde hacen conexi·n con las 

c®lulas fotorreceptoras y el ax·n se ramifica en la capa plexiforme interna donde hacen 

sinapsis con las c®lulas ganglionares y las amacrinas. Su funci·n es transmitir la 

informaci·n desde la capa plexiforme externa a la interna. 

 

Figura 5: Organizaci·n laminar de la retina y los principales tipos de neuronas que la componen 

Corte sagital de una retina de rata adulta te¶ida con hematoxilina-eosina (40X) donde se observan las 

diferentes capas (izquierda) y su correspondencia con el esquema representativo (derecha). MLI: 

membrana limitante interna; CFN: capa de fibras nerviosas de la retina; CCGR: capa de las c®lulas 

ganglionares de la retina; CPI: capa plexiforme interna; CNI: capa nuclear interna; CPE: capa plexiforme 

externa; CNE: capa nuclear externa; MLE: membrana limitante externa; SF: segmentos externos de los 

fotorreceptores; EP: epitelio pigmentario. Esquema modificado de ñOjo, cerebro y visi·nò, D. Hubel, 

1999. 

C®lulas Amacrinas: Estas neuronas tienen numerosas dendritas pero carecen de ax·n. Su 

cuerpo se encuentra en la capa nuclear interna y sus dendritas se extienden a la capa 

plexiforme interna conect§ndose entre s² y con los axones de las c®lulas bipolares y las 

dendritas de las c®lulas ganglionares. Su principal funci·n, al igual que las c®lulas 

horizontales en la plexiforme externa, es la de regular y elaborar la informaci·n que 

procede de bipolares y pasa a las ganglionares. 
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C®lulas interplexiformes: proporcionan una v²a centr²fuga para transportar se¶ales desde 

la capa plexiforme interna a la externa. 

C®lulas ganglionares: constituyen la tercera neurona de la v²a ·ptica. Sus cuerpos est§n 

localizados en el estrato de c®lulas ganglionares, con sus dendritas conectan con las c®lulas 

bipolares y con las c®lulas amacrinas de la capa plexiforme interna. Sus axones abandonan 

la retina y se convierten en fibras del nervio ·ptico. 

Las c®lulas no neuronales m§s importantes de la retina son: las c®lulas de M¿ller, los 

astrocitos y las c®lulas de microgl²a. Las c®lulas de M¿ller se extienden a lo ancho de toda 

la retina dando soporte a las neuronas de la retina. Los astrocitos se sit¼an en la capa de las 

fibras nerviosas, rodeando a ®stas y a los vasos sangu²neos (Ram²rez et al., 1996; Trivi¶o et 

al., 1996). Las c®lulas de microgl²a tienen peque¶o tama¶o y morfolog²a variable; son 

parte del sistema inmune y su funci·n es fundamentalmente fagoc²tica (Sobrado et al., 

2007; Galindo-Romero et al., 2013). 

υȢϊȢφȢυ &ÏÔÏÒÒÅÃÅÐÔÏÒÅÓ 

El proceso de recepci·n de la se¶al luminosa, su conversi·n en se¶al el®ctrica 

(Fototransducci·n) y su transmisi·n al circuito de la retina es llevado a cabo por los 

fotorreceptores. Estas c®lulas contienen en sus segmentos externos (ver abajo) los 

pigmentos visuales formados por una parte proteica (rodopsina en los bastones y opsinas 

en los conos) y un crom·foro derivado de la vitamina A, el 11-cis retinaldeh²do. Los 

fotones, o unidades simples de luz visible, son absorbidos por el crom·foro que cambia su 

conformaci·n a 11-trans retinaldeh²do. Este cambio de conformaci·n inicia, a su vez, una 

serie de cambios conformacionales en la parte proteica del pigmento, cambios que dan 

lugar en ¼ltima instancia a un cambio del potencial de la membrana plasm§tica que 

provoca la hiperpolarizaci·n de los fotorreceptores y un cambio (disminuci·n) en la 

cantidad de liberaci·n del neurotransmisor glutamato en el pie sin§ptico del fotorreceptor.  

Existen en la retina de los mam²feros 2 tipos de fotorreceptores: los conos y los bastones, 

que se distinguen entre s² por su forma, el tipo de fotopigmento que contienen, su 

distribuci·n en la retina y el patr·n de sus conexiones sin§pticas. 

La morfolog²a de los fotorreceptores es alargada y su estructura est§ polarizada para poder 

realizar sus dos funciones principales: por un extremo (el externo) reciben y procesan la 

energ²a luminosa y por el otro (el interno) la transmiten. 

La estructura general de los fotorreceptores es constante en la mayor²a de los vertebrados 

(Figura 6), aunque existen diferencias morfol·gicas y funcionales entre las distintas 

especies. Podr²amos describir como fotorreceptor tipo aquel que tiene, desde las capas m§s 

externas a las m§s internas de la retina (Figura 6, derecha) las siguientes estructuras: 

segmento externo, ped¼nculo de conexi·n, segmento interno, soma, ax·n o fibra interna y 

terminal sin§ptico. 
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En las retinas de los mam²feros, los conos son sensibles a mayor intensidad de luz por lo 

que son los responsables de la visi·n diurna (fot·pica) y de la discriminaci·n de los 

colores. En la retina humana existen tres tipos diferentes de conos: conos S (del ingl®s 

short wavelength), conos M (del ingl®s medium wavelength) y conos L (del ingl®s long 

wavelength). £stos son sensibles a tres regiones distintas del espectro luminoso. Sus 

m§ximos de absorci·n se encuentran a 420 (azul; S), 531 (verde; M) y 588 (rojo; L) nm. 

En los mam²feros no primates, como el rat·n, la discriminaci·n del color es llevada a cabo 

solamente por dos tipos de conos llamados S y M/L. Al igual que en la retina humana, 

estos conos se distinguen principalmente por la porci·n del espectro a que son m§s 

sensibles: las longitudes de onda cortas estimulan a los conos S; las longitudes de onda 

media y larga estimulan a los conos M/L. Esta sensibilidad espectral se debe a la opsina, 

prote²na que forma el pigmento visual. Cada tipo de cono contiene una opsina espec²fica y 

por ello un espectro de absorci·n. En los bastones, el pigmento visual se denomina 

rodopsina (opsina de los bastones). 

Los conos y los bastones est§n especializados para diferentes aspectos de la visi·n. Los 

bastones tienen una resoluci·n espacial y temporal baja pero son extremadamente sensibles 

a la luz y por ello intervienen en la visi·n nocturna (escot·pica). Los conos presentan una 

resoluci·n espacial y temporal alta e intervienen en la visi·n diurna (fot·pica) y crom§tica 

(Dowling, 1987). Los circuitos que unen a los conos y los bastones con las CGRs tambi®n 

contribuyen al proceso del est²mulo el®ctrico en la retina. Una de las principales 

diferencias entre ambos circuitos es su grado de convergencia. Cada c®lula bipolar de 

bast·n contacta con varios bastones y diferentes c®lulas bipolares de bast·n contactan con 

varias c®lulas amacrinas. En contraste, el circuito de los conos es mucho menos 

convergente, sobre todo en la m§cula. Este tipo de relaci·n menos convergente es la 

necesaria para que la agudeza visual sea m§xima en la m§cula. Sin embargo, el hecho de 

que el circuito de los bastones sea m§s convergente lo convierte en un mejor detector de 

luz, ya que la uni·n de peque¶as se¶ales provenientes de diferentes bastones genera una 

respuesta mayor en la c®lula bipolar. Adem§s, existen diferencias en los mecanismos de 

transducci·n utilizados por los conos y los bastones, lo que hace que respondan de 

diferente forma a una intensidad determinada de luz; as², un bast·n responde de forma 

clara al est²mulo provocado por un ¼nico fot·n, mientras que para provocar una respuesta 

similar en un cono necesitar²amos m§s de 100 fotones (Mustafi et al., 2009). Otro aspecto a 

tener en cuenta es que la convergencia reduce la resoluci·n espacial en el sistema de los 

bastones. 

υȢϊȢφȢφ #ïÌÕÌÁÓ 'ÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ 2ÅÔÉÎÁ ɉ#'2ÓɊ 

Las CGRs son neuronas que recogen toda la informaci·n visual procesada en la retina y la 

env²an al enc®falo. Sus axones formar§n el nervio ·ptico siendo las ¼nicas neuronas de la 

retina que proyectan sus axones al cerebro, que en rat·n es predominantemente sobre los 

col²culos superiores (Salinas Navarro et al., 2009a, 2009b). (Figura 7) 



INTRODUCCIčN 

15 

 

 

Figura 6: Estructura de los fotorreceptores y sus conexiones sin§pticas 

Izquierda: dibujo esquem§tico de un corte radial de la retina en el que se observan las conexiones sin§pticas 

de los fotoreceptores, conos y bastones. Modificada de Mustafi et al., (2009). Derecha: fotograf²a confocal de 

un cono S de retina de rata (cedida por Arturo Ort²n) 

 

La morfolog²a de las CGRs en mam²feros fue descrita por Ram·n y Cajal en su ñTextura 

del sistema nervioso del hombre y los vertebradosò (1899). En sus estudios, Cajal hablaba 

de las CGRs como ñuna hilera de corp¼sculos de talla variable y de forma de pera, 

ovoidea o semilunarò,  bas§ndose en el tama¶o del soma y en la morfolog²a y posici·n de 

sus dendritas, las clasific· en: monoestratificadas (con uno o varios tallos dendr²ticos que 

ascienden para hacerse horizontales en uno de los pisos de la plexiforme interna), bi o 

poliestratificadas (con §rboles dendr²ticos que acaban en dos o m§s estratos de la 

plexiforme interna), y CGRs difusas (cuyas dendritas recorren oblicuamente todo o casi 

todo el espesor de la capa plexiforme interna, sin mostrar predilecci·n por ning¼n tipo). 
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Desde entonces, las CGRs en roedores se han seguido clasificando en funci·n del tama¶o 

de su soma y la morfolog²a de sus dendritas (Fukuda, 1977; Perry, 1979; Perry et al., 1983; 

Ni y Dreher, 1981; Dreher et al., 1985; Dann y Buhl, 1987; Peichl, 1989; Tauchi et al., 

1992). Fukuda (1977) fue el primero en clasificar las CGRs de rata en tres grandes grupos 

seg¼n el tama¶o del soma. Las CGRs grandes tienen di§metros mayores a 14.5 Õm, se 

distribuyen de forma regular por toda la retina, y constituyen el 5% del total de CGR. Las 

CGRs medianas tienen di§metros entre 11.5 y 14.5 mm, predominan en la zona central de 

la retina, y representan aproximadamente un 30% del total de CGR. Y las CGRs peque¶as 

tienen un di§metro entre 6 mm y 11,5 mm, se distribuyen regularmente por la retina y 

constituyen aproximadamente un 65% del total de CGR. Estos tres tipos de tama¶o se han 

correlacionado tambi®n con axones de diferente grosor y velocidad de conducci·n y, 

recientemente, con la expresi·n de los factores de transcripci·n Pou4f (Nadal-Nicol§s et 

al., 2012). M§s tarde, siguiendo tambi®n criterios morfol·gicos y utilizando la tinci·n de 

Golgi, Perry (1979) dividi· las CGRs en tipos I, II, y III, aunque esta t®cnica presentaba el 

problema de que en ocasiones las c®lulas te¶idas no pod²an distinguirse como CGRs de 

forma inequ²voca, porque los axones no se visualizaban siempre. Posteriormente, Ni y 

Dreher (1981) y Dreher et al., (1985), marcando retr·gradamente con peroxidasa las CGR, 

subdividieron los tipos II y III de Perry en dos subclases cada uno, con la dificultad de que 

esta t®cnica tampoco permit²a en ocasiones el marcaje completo de los §rboles dendr²ticos 

de las CGR. Utilizando t®cnicas de inyecci·n intracelular (Tauchi et al., 1992) identificaron 

nuevos tipos morfol·gicos de CGRs no descritos hasta entonces y subdividieron el tipo I 

de Perry en otras dos subclases que llamaron alfa y delta por su parecido a las c®lulas alfa y 

delta del gato (Boycott y Wassle, 1974). 

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

ellas, en la ¼ltima d®cada se han producido nuevos intentos de clasificaci·n de las CGR, en 

un af§n por aclarar y simplificar las previas (Badea y Nathans, 2004; Sun et al., 2002). 

Huxlin y Goodchild (1997), ti¶endo las CGRs con DiI o neurobiotina, las clasificaron en 

c®lulas A (somas y di§metro de campo dendr²tico grandes), B (somas y di§metro de campo 

dendr²tico peque¶os), y C (somas y campo dendr²tico de tama¶o peque¶o-mediano). Kong 

et al., (2005) idearon un sistema inform§tico que permit²a la divisi·n de las CGRs en 13 

tipos utilizando 26 par§metros morfol·gicos del §rbol dendr²tico de las mismas (nivel de 

estratificaci·n, extensi·n, densidad de las arborizaciones, etc.). En la pr§ctica, sin embargo, 

muchas de estas clasificaciones son dif²ciles de utilizar y no tienen relevancia para el 

prop·sito del estudio, por lo que en la mayor²a de los casos siguen emple§ndose las m§s 

sencillas de ellas, como las de Fukuda o Perry. 

Existen CGRs ñdesplazadasò, que se localizan en la capa plexiforme y nuclear interna 

(Dreher et al., 1985, Linden, 1986). Se les llama c®lulas de Dogiel (Dogiel, 1888) y 

suponen aproximadamente el 0.35% de la poblaci·n total de CGRs de la rata y el 1-2% en 

rat·n (Drªger y Olsen, 1981). Tienen caracter²sticas morfol·gicas similares a las CGRs no 

desplazadas, se localizan frecuentemente en la periferia del cuadrante temporal inferior, y 
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proyectan contralateralmente. Tambi®n existen CGRs de asociaci·n, cuyos axones no 

proyectan fuera de la retina, fueron descritas inicialmente en retinas humanas y de perro 

(Gallego y Cruz, 1965), y posteriormente se han observado en rata y rat·n (Drªger y 

Hofbauer, 1984). 

La v²a visual primaria en el roedor adulto ha sido ampliamente utilizada para el estudio de 

diferentes neuropat²as por su f§cil observaci·n y accesibilidad a la manipulaci·n 

experimental, y al gran conocimiento que se tiene de su organizaci·n estructural, funcional 

y molecular (Dowling, 1979; 1987; DeVries y Baylor, 1993; Hubel, 1995). Lo que ha 

permitido investigar aspectos anat·micos, funcionales y del comportamiento de la 

degeneraci·n (Villegas-P®rez et al., 1988a; 1993; 1996; 1998; Sell®s-Navarro et al., 1996; 

Wang et al., 2000; Lafuente et al., 2002a; Chidlow et al., 2005; Marco-Gomariz et al., 

2006; Lund et al., 2007; Agudo et al., 2008, 2009; Garc²a-Ayuso et al., 2010), 

neuroprotecci·n (Vidal-Sanz et al., 2000, 2007; Lafuente et al., 2002b; Lafuente L·pez-

Herrera et al., 2002; Ćviles-Trigueros et al., 2003; Mayor-Torroglosa et al., 2005; Lund et 

al., 2007; Schnebelen et al., 2009) y de la regeneraci·n en el SNC en mam²feros (Vidal-

Sanz et al., 1987, 1993,2002; Villegas-P®rez et al., 1988a; Sasaki et al., 1996; Whiteley et 

al., 1998; Avil®s-Trigueros et al., 2000). 

υȢϊȢφȢχ #ïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ ÉÎÔÒþÎÓÅÃÁÍÅÎÔÅ ÆÏÔÏÓÅÎÓÉÂÌÅÓȢ 0ÁÐÅÌ ÄÅ 

ÌÁ ÍÅÌÁÎÏÐÓÉÎÁ 

Durante muchos a¶os se pens· que en mam²feros las ¼nicas c®lulas fotosensibles eran los 

fotorreceptores aceptando as² que los mam²feros m§s evolucionados hab²an limitado la 

sensibilidad a la luz a ®stos tanto para la funci·n visual como para el sistema no formador 

de im§genes (reflejo pupilar y la sincronizaci·n del ritmo circadiano); mientras que en 

vertebrados m§s ñprimitivosò segu²an existiendo fotorreceptores extraoculares. 

Sin embargo en 1928 Clyde Keeler observ· que en ratones que hab²an sufrido una gran 

degeneraci·n de las capas externas de la retina y por lo tanto de la mayor parte de los 

fotorreceptores, es decir ciegos funcionalmente, segu²an presentando reflejos visuales 

como la constricci·n de las pupilas en respuesta a la luz (Keeler et al., 1928). En 2002 

Foster et al., mostraron que estos ratones modificaban sus ritmos biol·gicos conforme 

variaban los ciclos de luz y oscuridad, sin embargo si los animales eran enucleados o 

sufr²an degeneraci·n de las CGRs (Van Gelder, 2003) este proceso desparec²a, lo cual 

suger²a la existencia de un nuevo fotorreceptor. Por tanto en estos animales mam²feros 

tanto los fotorreceptores encargados de la funci·n visual como los del sistema visual no 

formadores de im§genes se encuentran en el ojo en v²as paralelas, actuando como sensores 

de luz para el sistema visual formador y no formador de im§genes respectivamente 

(Graham 1998). 

De modo que el descubrimiento de las c®lulas ganglionares intr²nsecamente fotosensibles 

(ipCGR) sienta las bases anat·micas del sistema visual no formador de im§genes (Berson 

et al., 2002; Hattar et al., 2002), una v²a paralela a la v²a visual. £stas ipCGRs median en la 



INTRODUCCIčN 

18 

regulaci·n de los ritmos circardianos, contribuyen al reflejo pupilar y otra serie de 

respuestas fisiol·gicas y de comportamiento a la iluminaci·n ambiental (Hankins et al., 

2008).  

Los ritmos circadianos son ciclos biol·gicos end·genos de 24 h que permiten sincronizar 

funciones fisiol·gicas de nuestro organismo con la luz solar. Estos ritmos se conservan 

incluso cuando el organismo est§ privado de las se¶ales ambientales que marcan los 

cambios de horario, lo que indica que se mantiene por la actividad de un reloj end·geno. El 

sistema permite acompasar los ciclos luz-oscuridad a nuestro reloj end·geno, es decir lo 

pone en hora, y permite regular el sue¶o, la temperatura corporal, los niveles hormonales y 

otras muchas variables fisiol·gicas que presentan oscilaciones durante el d²a, cuando se 

detecta alg¼n cambio en la intensidad luminosa, como el amanecer o anochecer (Hankins 

et al., 2008). 

Las ipCGRs proyectan sus axones a n¼cleos diferentes que la poblaci·n de CGR, ®stas los 

proyectan al n¼cleo supraquiasm§tico (NSQ) que es el centro principal de la regulaci·n de 

los ritmos circardianos (Gooley et al., 2001; Hannibal et al., 2002) a trav®s del tracto 

retinohipotal§mico (Moore et al., 1995) que posee menos del 1% de los axones de la 

poblaci·n total de las CGRs (Provencio et al., 1998). Adem§s estas c®lulas tambi®n env²an 

proyecciones a la l§mina intergeniculada y al n¼cleo de la oliva pretectal, responsable del 

reflejo pupilar (Figura 7A). Recientemente, se ha descrito la participaci·n de otras regiones 

del cerebro como el §rea pre·ptico, la zona hipotal§mica subparaventricular, el n¼cleo 

geniculado ventral- lateral y el col²culo superior (Hattar et al., 2006; Galindo-Romero et 

al., 2013). 

La melanopsina es la opsina que se expresa selectivamente en las ipCGRs (Provencio et 

al., 2000) y gracias a la cual estas c®lulas tienen la capacidad de responder directamente a 

la luz. Adem§s, la existencia de anticuerpos espec²ficos que reconocen esta opsina, permite 

inmunodetectar espec²ficamente las ipCGRs (Figura 7B). 

El gen de la melanopsina se llam OPN4. La prote²na para la que codifica tiene una 

estructura de 7 dominios transmembrana y est§ unida a una prote²na G que transduce la 

se¶al, al igual que las opsinas de los fotorreceptores. Sin embargo, el proceso de 

fototransducci·n se asemeja m§s al de las opsinas de los invertebrados ya que ambos 

presentan despolarizaci·n de membrana, a diferencia de los conos y bastones que se 

hiperpolarizan. La melanopsina se detecta a partir del d²a 18 del desarrollo embrionario de 

rata y comienza  a responder a la luz en las CGRs en el momento del nacimiento, a 

diferencia de los conos y bastones que comienzan a ser fotosensibles al d®cimo d²a, lo cual 

podr²a deberse a la necesidad de adaptarse a los ritmos circardianos incluso antes de poseer 

visi·n (Nayak et al., 2007).  

 

En roedores las ipCGRs suponen un 1-3% de la poblaci·n total de CGRs y se distribuyen 

por toda la retina, presentando mayor densidad en la zona superior. Sus n¼cleos se 
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encuentran en la capa de c®lulas ganglionares (Hattar et al., 2002; Galindo-Romero C. et 

al., 2013). La melanopsina se expresa en el soma, axones y dendritas de estas neuronas y 

sus dendritas forman un extenso plexo dentro de la capa plexiforme interna (Berson 2003; 

Hattar et al., 2002; Provencio et al., 2002). 

 

Las ipCGRs son mucho menos sensibles a la luz y su se¶al es m§s lenta y la longitud de 

onda a la que son sensibles es menor que la longitud de onda a la que responden las 

opsinas de los conos. 

ρȢφȢσ .ÅÒÖÉÏ Ù ÑÕÉÁÓÍÁ ĕÐÔÉÃÏ 

El nervio ·ptico es el II par craneal, el ¼nico ax·n de cada CGRs se re¼ne con los axones 

restantes en la papila ·ptica de una forma muy ordenada manteniendo la relaci·n que 

manten²an las CGRs en la retina (retinot·pica), formando dicho nervio que, tras salir del 

globo ocular por el polo posterior, se mieliniza y se dirige hacia el v®rtice de la ·rbita, que 

abandona por la hendidura esfenoidal para penetrar en el cr§neo. El nervio ·ptico (NO) es 

parte del SNC. Como tal, sus axones son mielinizados por oligodendrocitos (mientras que 

en los nervios perif®ricos la mielina la generan las c®lulas de Schwann), se encuentra 

envuelto por las meninges (piamadre, aracnoides y duramadre) y, a diferencia de lo que 

sucede con los nervios perif®ricos, no regenera una vez lesionado. 

A 

 

B 

 

 

Figura 7: Principales proyecciones neuronales de las c®lulas ganglionares intr²nsecamente fotosensibles 

en distintas §reas del cerebro de rat·n 

A: Los axones de las ipCGRs (azul oscuro) proyectan principalmente al n¼cleo supraquiasm§tico (SCN), 

encargado de la regulaci·n de los ritmos circadianos, y una minor²a al n¼cleo intergeniculado lateral (IGL) y 

n¼cleo de la oliva pretectal (OPN), encargado del reflejo pupilar. Adem§s, existen circuitos sin§pticos que se 

originan en el SCN (naranja) hacia el n¼cleo paraventricular (PVN), el n¼cleo intermedio lateral (IML), y el 

ganglio cervical superior (SCG). A su vez, el OPN sinapta con el n¼cleo de Edinger Westphal (EW), el 

ganglio ciliar (CG) y el m¼sculo del iris (azul claro). Imagen tomada de Berson, 2003. B: Magnificaci·n de 

una retina de rata montada a plano en la que se muestra la inmunodetecci·n de ipCGRs por su expresi·n de 

melanopsina. Imagen tomada de Nadal-Nicol§s et al., 2012. 
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A lo largo de su trayecto se distinguen cuatro porciones: porci·n intraocular, intraorbitaria, 

canalicular e intracraneal donde los NO de ambos ojos se re¼nen en el quiasma ·ptico, 

situado en la regi·n supraselar, donde las fibras de cada ojo destinadas al hemisferio 

contralateral decusan. En humanos y primates, el 50% de todos los axones decusan, las 

fibras de la hemirretina nasal se cruzan mientras que las fibras de la hemirretina temporal 

permanecen ipsilaterales. Las fibras de la retina temporal ipsilateral y la retina nasal 

contralateral de cada lado se re¼nen para formar las cintillas o tractos ·pticos, que por tanto 

conducen a cada hemisferio cerebral la informaci·n del hemimundo visual contralateral.  

Hay estudios que muestran que el porcentaje de CGRs que se proyectan ipsilateralmente en 

ratones y ratas es del 2,6% y 5% respectivamente, por lo que se decusan alrededor del 97-

95% de las mismas (Irons y Frost 1995; Cusick y Lund 1982; Lund et al., 1980, Salinas-

Navarro et al., 2009a, 2009b, Nadal-Nicolas et al., 2012). 

ρȢφȢτ 0ÒÏÙÅÃÃÉÏÎÅÓ ÖÉÓÕÁÌÅÓ 

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

subcorticales principales: el tub®rculo cuadrig®mino o col²culo superior (CS, tambi®n 

conocido como techo del cerebro medio, tectum), el pretectum mesencef§lico, y el n¼cleo 

geniculado lateral del t§lamo (Bunt et al., 1975; Gilbert y Wiesel, 1979; Ferster, 1992). En 

esta ¼ltima estructura terminan el 90% de los axones retinianos, por lo que se puede 

considerar el n¼cleo geniculado lateral (NGL) como la estaci·n de relevo m§s importante, 

encargada de transportar la informaci·n visual a la corteza cerebral. 

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

este n¼cleo, que est§ organizado de forma retinot·pica, de manera que los axones de las 

CGRs se van proyectando de forma ordenada en las distintas zonas del NGL. Al final, cada 

NGL contiene una representaci·n retinot·pica de la mitad contralateral del campo visual. 

Los axones de las neuronas del NGL se proyectan hacia atr§s para salir del t§lamo y formar 

las radiaciones visuales, que se dirigen a la corteza visual primaria. 

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

de los polos posteriores de los hemisferios cerebrales, en diferentes §reas cada una de las 

cuales est§ dedicada a partes espec²ficas del campo visual (Hubel y Wiesel, 1959, 1962; 

Lund, 1988). En esta corteza visual primaria las im§genes provenientes del geniculado se 

procesan inicialmente. Posteriormente, esta informaci·n recogida en la corteza visual 

primaria alcanza m¼ltiples centros superiores del procesamiento visual, que est§n situados 

fuera de la corteza primaria, y que son los encargados de la percepci·n del movimiento, la 

profundidad, la forma y el color. Adem§s de estas tres estructuras subcorticales, las cintillas 

·pticas proyectan tambi®n, como en todos los mam²feros, a los n¼cleos supraquiasm§ticos, 

al pregeniculado y a los n¼cleos que componen el sistema visual accesorio. 
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ρȢχ 3ÉÓÔÅÍÁ ÖÉÓÕÁÌ ÅÎ ÒÁÔĕÎ ÁÄÕÌÔÏ 

ρȢχȢρ 3ÉÓÔÅÍÁ ÒÅÔÉÎÏ-ÃÏÌÉÃÕÌÁÒ 

Los axones de las CGRs en roedores convergen radialmente hacia el disco ·ptico donde 

forman el NO mientras que en primates los cuerpos de las CGRs est§n separadas en una 

zona superior e inferior mediante un rafe horizontal enviando sus axones al polo superior e 

inferior del NO respectivamente. 

En roedores los axones de las CGRs al salir del globo ocular en la cabeza del NO est§n 

agrupados en haces diferenciados muy organizados retinot·picamente respecto al 

cuadrante de la retina y a su posici·n centr²peta (Guillery et al., 1995; Fitzgibbon y Reese, 

1996; Jeffery, 2001; Jeffery et al., 2008; May y L¿tjen-Drecoll, 2002; Schlamp et al., 2006; 

Howell et al., 2007a), esta organizaci·n se pierde a lo largo de la v²a visual primaria 

volviendo a organizarse retinot·picamente en los CS (Guillery et al., 1995; Jeffery, 2001; 

Jeffery et al., 2008). 

Los axones de las CGRs proyectan a regiones subcorticales que son el n¼cleo 

supraquiasm§tico, nucleo ·ptico accesorio, nucleo pretectal, nucleo geniculado ventral 

lateral, nucleo geniculado lateral dorsal, y el coliculo superior (Rodiek, 1979). Alrededor 

del 98% de las CGRs en roedores proyectan su ax·n a los CS (Lund et al., 1965; Perry, 

1981; Linden y Perry, 1983; Salinas- Navarro et al., 2009a, 2009b) y tal como se ha dicho, 

m§s del 95% de estos axones decusan a nivel del quiasma ·ptico (Lund, 1965; Perry, 1979; 

Drager y Olsen., 1981; Linden y Perry, 1983; Nadal-Nicol§s et al., 2012). 

Los CS son el principal territorio subcortical donde proyectan de una manera topogr§fica 

muy precisa los axones de las CGRs de los roedores. (Linden y Perry, 1983; Sauv® et al., 

2001; 2002). Son dos protuberancias situadas en la parte dorsal del mesenc®falo, rostrales 

al col²culo inferior (Figura 8A). Est§n compuestos de varias capas o l§minas, que de 

superficial a profunda reciben los siguientes nombres: Stratum Zonale, Stratum Griseum 

Superficiale, Stratum Opticum, Stratum Griseum Intermediale, Stratum Album 

Intermediale, Stratum Griseum Profundum, y Stratum Album Profundum (Figura 8B). Las 

tres primeras capas, llamadas capas superficiales o visuales, reciben aferencias retinianas y 

se encargan de procesar los est²mulos visuales (Hofbauer y Draguer, 1985; Sefton y 

Dreher, 1985), mientras que las cuatro restantes procesan la informaci·n auditiva y 

somatosensorial (Stein, 1984). 
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Figura 8: Localizaci·n de los col²culos superiores (CS) en el cerebro del rat·n (A) y secci·n coronal 

del CS en rata (B). 

A. Esquema sagital del cerebro de rat·n donde se aprecia el CS como una protuberancia situada en la 

parte dorsal del mesenc®falo, rostral al col²culo inferior (Esquema modificado de ñThe Mouse Brain in 

Stereotaxic Coordinatesò, Paxinos y Franklin, 2001). B. Imagen de una secci·n frontal de 40 Õm de 

espesor del cerebro medio de rata albina SD que muestra las aferencias retinianas marcadas en las capas 

visuales de los CS 4 d²as despu®s de inyectar la subunidad B de la toxina col®rica en el ojo izquierdo (OI) 

de una rata control. Las capas visuales del CS est§n formadas por: Stratum Zonale, Stratum Griseum 

Superficiale y el Stratum Opticum. En el CS derecho (a la izquierda de la imagen) contralateral al OI se 

aprecia una muy densa distribuci·n de las aferencias retinianas intensamente marcadas que llenan por 

completo las capas visuales. Por el contrario, en el CS ipsilateral (izquierdo) se aprecia unas pocas 

aferencias retinianas en la regi·n m§s profunda del Stratum Griseum superficiale y el Stratum opticum 

(Williams et al., 1996), como corresponde a la peque¶a proporci·n de aferentes retinianos que proyectan 

ipsilateralmente en la rata albina (Linden y Perry, 1983). B: imagen tomada de Parrilla- Reverter et al., 

2009 a. 

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

sin§pticas que terminan sobre todo en el Stratum Griseum Superficiale (Beckstead y 

Frankfurter, 1983) y en el Stratum Zonale. Los axones de las CGRs se distribuyen en el CS 

siguiendo un orden retinot·pico muy preciso, de forma que los axones de la retina nasal 

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

A 
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retina superior a la parte lateral del CS, y los de la retina inferior a la parte medial del CS 

(Siminoff et al., 1966; Linden y Perry, 1983; OËLeary et al., 1986a; Simon y OËLeary, 

1990; Sauv® et al., 2001, 2002). 

 

ρȢψ %ÓÔÕÄÉÏ ÄÅ ÌÁ ÐÏÂÌÁÃÉĕÎ ÄÅ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ ÅÎ 

ÒÏÅÄÏÒÅÓ 

ρȢψȢρ )ÄÅÎÔÉÆÉÃÁÃÉĕÎ ÄÅ ÌÁÓ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ 

Puesto que las CGRs se utilizan como modelo para estudiar los cambios degenerativos 

asociados a una lesi·n de Sistema Nervioso Central y las propiedades neuroprotectoras de 

diversas sustancias, es importante identificarlas para diferenciarlas de las c®lulas amacrinas 

desplazadas que est§n en igual proporci·n en la capa de CGRs de roedores (Cowey y 

Perry, 1979; Perry, 1979, 1981; Perry et al., 1983; Drªger y Olsen, 1981; Jeon et al., 1998) 

y posteriormente cuantificarlas para poder conocer con exactitud tanto la proporci·n de 

CGRs que mueren tras un insulto, como la que sobrevive tras un tratamiento. Existen 

varios protocolos de identificaci·n de CGRs (trazado e inmunodetecci·n) y t®cnicas para 

contar el n¼mero de CGRs identificadas (manuales y autom§ticas). Tambi®n se puede 

estimar de manera indirecta el n¼mero de CGRs contando el n¼mero de axones que hay en 

el nervio ·ptico. Se han utilizado varios m®todos para su identificaci·n:  

υȢόȢυȢυ )ÄÅÎÔÉÆÉÃÁÃÉĕÎ ÐÏÒ ÃÒÉÔÅÒÉÏÓ ÍÏÒÆÏÌĕÇÉÃÏÓ ÃÌÜÓÉÃÏÓ 

Se identifican las diferentes c®lulas por criterio morfol·gicos tras ser te¶idas mediante 

tinciones celulares inespec²ficas (Fukuda et al., 1977; Schober y Gruschka., 1977). Este 

m®todo es imperfecto ya que no podemos diferenciar inequ²vocamente las CGRs peque¶as 

de las c®lulas amacrinas desplazadas (Drªger y Olsen, 1981; Perry, 1981; Perry et al., 

1983; Jeon et al., 1998) pues ambas poblaciones se superponen en tama¶o (Villegas-P®rez 

et al., 1988a; 1993), y las c®lulas amacrinas desplazadas suponen casi el 50% de las c®lulas 

que se localizan en la capa de CGRs (Perry, 1981) por lo que esta metodolog²a se utiliza 

poco en la actualidad. 

υȢόȢυȢφ )ÄÅÎÔÉÆÉÃÁÃÉĕÎ ÐÏÒ ÌÁ ÁÐÌÉÃÁÃÉĕÎ ÄÅ ÔÒÁÚÁÄÏÒÅÓ ÎÅÕÒÏÎÁÌÅÓ 

Las c®lulas nerviosas transportan a trav®s de sus axones m¼ltiples mol®culas 

fundamentales para su metabolismo y mantenimiento. Este transporte se realiza a trav®s 

del transporte axonal en ambas direcciones desde el soma celular hasta la periferia de los 

terminales axonales (transporte axonal anter·grado) y desde los terminales axonales hasta 

el soma neuronal (transporte axonal retr·grado). 

Las t®cnicas de trazado axonal se basan en este transporte del flujo axopl§smico y 

determinadas sustancias se pueden aplicar de forma anter·grada o retr·grada para 

identificar la proyecci·n axonal · el soma neuronal respectivamente. 



INTRODUCCIčN 

24 

Para la identificaci·n de las CGRs se han usado distintos trazadores retr·grados aplicados 

de distintas formas y en distintos lugares dependiendo del estudio a desarrollar (revisado 

en Kºbbert et al., 2000). Estos trazadores se pueden aplicar en el mu¶·n del nervio ·ptico 

(MNO) o en las principales regiones dianas de proyecci·n de los axones de las CGRs en el 

cerebro (CS y NGL) y se transportan retr·gradamente por los axones retinofugales de las 

CGRs acumul§ndose en el soma celular y sus proyecciones (Vidal-Sanz et al., 1988, 1993, 

2002; Peinado-Ram·n et al., 1996; Sell®s-Navarro et al., 1996; Wang et al., 2000; Lafuente 

L·pez-Herrera et al., 2002). El m®todo m§s utilizado es la aplicaci·n del trazador bien en 

los CS, identific§ndose as² el 98,4% de las CGRs en rata y rat·n albinos (Salinas-Navarro 

et al., 2009a, b), o bien en el MNO lo que permite la identificaci·n de todas las CGRs ya 

que son las ¼nicas c®lulas de la retina que emiten un ¼nico ax·n retinofugal (Salinas-

Navarro et al., 2009a, b). Para que sea fidedigno el neurotrazador debe aplicarse 

eficientemente para marcar uniforme todos los terminales axonales. Se han utilizado 

distintos tipos de trazadores con diferentes propiedades, se distinguen:  

1. Peroxidasa de r§bano (HRP) (Perry, 1981; Vidal- Sanz et al., 1987) 

2. Carbocianinas: DiI (carbocianina dye) (Vidal-Sanz et al., 1988) y el 4Di-10ASP 

(Thanos et al., 1993; Lafuente et al., 2002a) 

3. Fast Blue (Vidal-Sanz et al., 1988; Villegas-Perez et al., 1988) 

4. Rodaminas (Thanos et al., 1987) principalmente el dextrano de tetrametil-rodamina 

(DTMR) (Woldemussie et al., 2001; Salinas-Navarro et al., 2009c, 2010) 

5. Fluorogold (FG) y su an§logo Hidroxistilbamidina metano-sulfonato ( OHSt) son los 

neurotrazadores de elecci·n por la mayor²a de los grupos que trabajan en este campo. 

(Peinado-Ram·n et al., 1996; Sell®s-Navarro et al., 1996; Wang et al., 2000; Vidal-

Sanz et al., 2000, 2007, 2012; Lafuente et al., 2002a; Danias et al., 2002). Se ha 

estudiado ampliamente el contaje y distribuci·n de las CGRs trazadas 

retr·gradamente con FG u OHSt aplicado en los CS o en el MNO, tanto en rata como 

en rat·n (Salinas-Navarro et al., 2009a, b).  

 

Los trazadores neuronales pueden transportarse activamente por medio de ves²culas como 

en el caso del FG (Schmued et al., 1986, 1989; Wessendorf, 1991) u OHSt (Kºbbert et al., 

2000; Cheunsuang y Morris, 2005; Salinas-Navarro et al.,; 2009b) marc§ndose ¼nicamente 

el soma y las dendritas primarias, o por difusi·n pasiva a trav®s de la membrana como 

ocurre con las rodaminas y carbocianinas, acumul§ndose en el soma celular, en las 

dendritas y en el ax·n. 

υȢόȢυȢχ )ÄÅÎÔÉÆÉÃÁÃÉĕÎ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÌÁ ÄÅÔÅÃÃÉĕÎ ÄÅ ÍÁÒÃÁÄÏÒÅÓ ÍÏÌÅÃÕÌÁÒÅÓ 

Estos marcadores han de cumplir ciertas condiciones: ser expresados espec²ficamente por 

una gran proporci·n de la poblaci·n de las CGR, y no por otros tipos neuronales de la 
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retina, y es necesario que no cambie su patr·n de expresi·n despu®s de la lesi·n retiniana. 

Se han identificado varias prote²nas espec²ficas de las CGRs:  

1. Thy1: es un ant²geno especifico de las CGRs (Barnstable y Drager, 1984; Perry et 

al., 1984) localizado en la membrana plasm§tica, pero no reconoce a todos los 

subtipos de las CGRs (Dabin y Barnastable, 1995; Schlamp et al., 2001; Huang et al., 

2006) y cambia su patr·n de expresi·n despu®s de lesionar la retina (Dabin y 

Barnstable, 1995; Chidlow et al., 2005; Schlamp et al., 2001) sin que ocurra la 

muerte o desaparici·n de las CGR.  Esto invalida su uso en situaciones patol·gicas. 

2. Bex1/2: reconoce los somas de las CGRs y sus proyecciones (Bernstein et al., 2006) 

pero al expresarse en el ax·n no es favorable para el an§lisis cuantitativo autom§tico. 

3. g-sinucleina: esta prote²na se expresa en casi toda la poblaci·n de CGRs de rat·n 

(Sugurcheva et al., 2008, Soto et al., 2008, 2010; Nguyen et al., 2011). En este caso, 

como la prote²na se localiza en las dendritas y axones, y esto perjudica la 

cuantificaci·n autom§tica, se detecta su ARNm por medio de hibridaci·n in situ. 

4. Brn3b: factor de transcripci·n de la familia POU4F. Se ha empleado en la 

identificaci·n de las CGRs en ratones (Buckingham et al., 2008), en rata se expresa 

en un 64% de esta poblaci·n (Nadal-Nicolas et al., 2012). 

5. Brn3a: es otro miembro de la familia POU4F (Eng et al., 2004). Presenta dos efectos 

funcionales diferentes, por un lado induce la expresi·n de diferentes genes 

implicados en la diferenciaci·n neuronal y crecimiento axonal (Latchman, 1998), y 

por otro lado tiene una funci·n antiapopt·tica ya que induce la expresi·n de Bcl-2 y 

Bcl-XL por lo que promueve la protecci·n de las CGRs frente a esta forma de muerte 

(Smith et al., 1998; Smith et al., 2001). El Brn3a se expresa predominantemente en 

c®lulas neuronales tanto en el sistema nervioso central como perif®rico. En retina de 

rata y rat·n el Brn3a se expresa en la mayor²a de las CGRs. Estudios recientes han 

demostrado que el Brn3a se expresa en el 85,5% y el 92,6% de la poblaci·n total de 

CGRs de rat·n pigmentado y albino respectivamente (Galindo-Romero et al., 2011, 

2013b) y en el 92,2% y 96,4% de las CGRs de ratas albinas y pigmentadas, 

respectivamente (Nadal-Nicolas et al,.  2009). Las CGRs que expresan Brn3a en 

rat·n son las que proyectan contralateralmente tanto a los col²culos superiores como 

al n¼cleo geniculado lateral aunque estas ¼ltimas son una minor²a en ratones adultos 

(Quina et al., 2005). Se ha descrito (Agudo et al., 2008, y Nadal-Nicol§s et al., 2009, 

2012), que tanto el ARNm como el nivel de prote²na de Brn3a disminuyen con el 

tiempo post-lesi·n, tanto despu®s de cortar como de aplastar el NO, manteni®ndose 

siempre y cuando las CGRs est®n vivas. Por lo que la inmunodetecci·n del Brn3a es 

un m®todo fidedigno para la identificaci·n y cuantificaci·n de las CGRs en 

condiciones normales y despu®s de la lesi·n en rata y rat·n albino siendo adem§s 

fiable en la evaluaci·n de una posible terapia neuroprotectora. (Nadal-Nicolas et al., 

2009, 2012; Galindo-Romero et al., 2011,2013; Sanchez- Migall·n et al., 2011, 
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Salinas-Navarro et al., 2010, Garc²a-Ayuso et al., 2010). Como en la actualidad el 

Brn3a es el mejor marcador para detectar por medio de immunohistofluorescencia las 

CGRs en rata y rat·n, es el que vamos a usar en este trabajo. 

6. Melanopsina: es un pigmento visual presente en una subpoblaci·n de c®lulas 

ganglionares intr²nsecamente fotosensibles o melanops²nicas (v®ase apartado 

1.6.2.3). Los anticuerpos contra la melanopsina permiten identificar y caracterizar 

una subpoblaci·n de CGR que, aunque es peque¶a pues representa aproximadamente 

el 1-2% de la poblaci·n total, sin embargo crucial para la fisiolog²a del sistema visual 

no relacionada con la formaci·n de im§genes. La existencia de anticuerpos 

espec²ficos contra este pigmento permite identificar, caracterizar e investigar la 

respuesta de estas ipCGRs a la lesi·n axonal y su capacidad de regeneraci·n axonal.  

υȢόȢυȢψ )ÄÅÎÔÉÆÉÃÁÃÉĕÎ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÍÁÎÉÐÕÌÁÃÉĕÎ ÇÅÎïÔÉÃÁ  

Tambi®n mediante manipulaci·n gen®tica se han identificado las CGRs a¶adiendo un gen 

chivato bajo la expresi·n de un promotor de un gen espec²fico de las CGRs usando ratones 

transg®nicos (Feng et al., 2000; Bernstein et al., 2006, 2007; Murata et al., 2008; Raymond 

et al., 2008), esta tecnolog²a no est§ disponible en rata. 

En conclusi·n, las t®cnicas m§s utilizadas para identificar las CGRs son el trazado (Figura 

9A, C) y la immunodetecci·n de Brn3a (Figura 9B, D). Ambas tienen sus ventajas e 

inconvenientes. El trazado nos informa tanto de las CGRs que est§n vivas como de 

aquellas que mantienen su transporte axonal, ya que el FG se transporta activamente, sin 

embargo, si las retinas se marcan antes de que ocurra la p®rdida de CGRs, aparecen en la 

retina c®lulas de microglia transcelularmente marcadas con el trazador (Thanos et al., 

1992a; Kºbbert et al., 2000) lo que impide el contaje autom§tico y ®ste ha de realizarse 

manualmente (Peinado-Ram·n et al., 1996; Salvador-Silva et al., 2000; Sobrado-Calvo et 

al., 2007; Nadal-Nicol§s et al., 2009). Esto sucede porque las c®lulas de microgl²a 

fagocitan los cad§veres de las CGRs marcadas y que han muerto a causa de la lesi·n. El 

trazador fagocitado se acumula en sus fagolisosomas y aparecen en el tejido c®lulas de 

microgl²a marcadas.  

En cuanto al Brn3a, la posibilidad de detectar las CGRs usando t®cnicas 

inmunohistofluorescentes tiene ciertas ventajas sobre la utilizaci·n de neurotrazadores ya 

que no hay que manipular el sistema antes de la disecci·n de la retina evitando una posible 

alteraci·n del sistema, adem§s de reducir el tiempo experimental. Adem§s, la expresi·n de 

Brn3a se mantiene en las CGRs que aun estando lesionadas, siguen vivas. 

Por otra parte al inmunodetectar las CGRs, no se produce interferencia con las c®lulas de 

microgl²a transcelularmente marcadas (Nadal-Nicol§s et al., 2009; Galindo-Romero et al., 

2011). Por lo tanto, si bien la inmunodetecci·n de Brn3a no nos informa del transporte 

axonal, como su expresi·n est§ limitada a las CGRs vivas, permite la cuantificaci·n 

autom§tica de ®stas en situaciones patol·gicas y por tanto la realizaci·n de mapas de 

isodensidad. La combinaci·n de ambos marcadores ha permitido por ejemplo describir que 
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en modelos de hipertensi·n ocular hay primero una p®rdida de transporte axonal seguida 

de muerte de CGRs (Salinas-Navarro et al., 2010). 

 

A 

 

B 

 

C  

 

D 

 

Figura 9: Identificaci·n de CGRs  

A-B: microfotograf²as de una retina de rata a plano en la que se ha trazado las CGRs con FG 

(A) e immunodetectado con Brn3a (B). C-D: secci·n radial de una retina de rata en la que se 

ha trazado las CGRs con FG (C) e immunodetectado con Brn3a (D). Tomadas de Nadal 

Nicol§s et al., 2009 

 



INTRODUCCIčN 

28 

ρȢψȢς #ÕÁÎÔÉÆÉÃÁÃÉĕÎ ÄÅ ÌÁÓ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ 

La cuantificaci·n del n¼mero de CGRs previamente identificadas es una herramienta 

esencial para evaluar los da¶os patol·gicos, los efectos farmacol·gicos y la 

neuroprotecci·n, as² como una mejor comprensi·n de los mecanismos de actuaci·n de la 

enfermedad en el ojo y el nervio ·ptico. 

La cuantificaci·n de las CGRs se ha aplicado en roedores a diferentes modelos 

experimentales de enfermedades de retina, como: isquemia-reperfusi·n (Sell®s-Navarro et 

al., 1996; Lam et al., 1997; Lafuente et al., 2001, 2002; Vidal-Sanz et al., 2007), 

aplastamiento parcial o total del nervio ·ptico (Yoles et al., 1999; Parrilla-Reverter et al., 

2009a, b; Nadal-Nicolas 2009, 2012), axotom²a de nervio ·ptico (Vidal-Sanz et al.,.1988, 

Peinado-Ram·n et al.,. 1996, Nadal-Nicolas et al., .2009, 2012, Galindo-Romero et al., 

2011, S§nchez-Migall·n, et al., 2011), inyecci·n citot·xica (Vorwerk et al., 1996) o 

elevaci·n cr·nica de la presi·n intraocular (Laquis et al., 1988, Sawada y Nevfeld 1999; 

Salinas-Navarro et al., 2009c, 2010, Vidal-Sanz et al., 2012).  

υȢόȢφȢυ #ÕÁÎÔÉÆÉÃÁÃÉĕÎ ÉÎÄÉÒÅÃÔÁ ÄÅ ÌÁÓ #'2Ó ÃÏÎÔÁÎÄÏ ÅÌ ÎĭÍÅÒÏ ÄÅ ÁØÏÎÅÓ ÅÎ ÅÌ 

ÎÅÒÖÉÏ ĕÐÔÉÃÏ 

En el NO de mam²feros se acepta que la totalidad de las fibras nerviosas pertenecen a los 

axones de las CGRs es decir, se asume que cada ax·n se corresponde con una CGR. De 

esta forma contando los axones en el NO, se estima la poblaci·n de estas c®lulas en la 

retina, lo cual se puede realizar bajo el microscopio de luz mediante §reas de muestreo 

(Forrester y Peters, 1967; De Juan et al., 1978; Levkovitch-Verbin et al., 2002a, 2003; 

Aihara et al., 2003c) o cuantificando el n¼mero total de axones por m®todos 

semiautom§ticos de an§lisis de imagen (Quigley et al., 1987), o bajo el microscopio 

electr·nico de transmisi·n (MET) donde se cuenta manualmente los axones de las §reas 

muestreadas (Chauhan et al., 2002) (como m§ximo se cuenta el 20% de los axones), a este 

nivel los axones pueden ser identificados por las vainas de mielina y microt¼bulos. El 

n¼mero total de axones se obtiene por extrapolaci·n. Estudios realizados muestran que los 

valores obtenidos por la MET son mayores que los obtenidos por microscop²a de luz, esto 

puede ser debido a que hay axones que est§n o son m§s peque¶os que el l²mite de 

resoluci·n del microscopio de luz, adem§s de que los axones no mielinizados son dif²ciles 

de distinguir. Este m®todo requiere una gran experiencia del investigador en la 

identificaci·n de los axones recubiertos de la vaina de mielina y es tedioso, adem§s de ser 

indirecto y de no suministrar informaci·n del tama¶o de los somas que pueden cambiar en 

condiciones patol·gicas. En los estudios realizados por Forrester et al., (1967) y De Juan et 

al., (1978) las estimaciones realizadas determinan que el n¼mero de CGRs por retina en 

rata, oscila entre 96.000 y 118.300 CGRs/retina 

υȢόȢφȢφ #ÕÁÎÔÉÆÉÃÁÃÉĕÎ ÍÁÎÕÁÌ  

La cuantificaci·n del n¼mero de las CGRs se realiza por la extrapolaci·n del contaje 

manual de una serie de §reas de muestreo establecidas previamente y que son est§ndar. 
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Estas §reas son representativas de la retina y engloban §reas de baja densidad y §reas de 

alta densidad para poder promediar el n¼mero de CGRs por unidad de superficie. El 

n¼mero de CGRs detectadas var²a seg¼n el marcador utilizado y el grupo que lo ha 

realizado. Este m®todo es m§s complicado y menos fidedigno en secciones transversales, 

aunque recientemente se han hecho aproximaciones estereol·gicas con buenos resultados 

(Fileta et al., 2008). En el estudio realizado por Selles-Navarro et al., 1996 el n¼mero 

medio de CGRs por mm
2
 marcadas con Fluorogold en retinas control de ratas albinas 

Sprague-Dawley (SD) es alrededor de 2081 c®lulas. El m®todo de contaje manual en 

retinas a plano se sigue usando para cuantificar el n¼mero de CGRs trazadas que 

sobreviven a una lesi·n axonal, ya que como hemos comentado m§s arriba, las c®lulas de 

microgl²a se marcan transcelularmente impidiendo la cuantificaci·n autom§tica. 

υȢόȢφȢχ #ÏÎÔÁÊÅ ÁÕÔÏÍÜÔÉÃÏ  

Mediante el contaje autom§tico obtenemos el valor exacto de la poblaci·n total de las 

CGRs (Danias et al., 2002; Marco-Gomariz et al., 2006; Vidal-sanz et al., 2007; Nadal-

Nicol§s et al., 2009; Salinas-Navarro et al., 2009a, b; Garc²a-Ayuso et al., 2010; Galindo-

Romero et al., 2011). El contaje autom§tico es un procedimiento reproducible, r§pido y 

objetivo que permite el an§lisis de un gran n¼mero de retinas, evita la p®rdida de 

informaci·n y sesgo en la estimaci·n que se genera por el m®todo de muestreo ya que el 

§rea muestreada normalmente es una peque¶a porci·n de la retina (como m§ximo el 15% 

del total). A este sesgo del muestreo hay que sumar el hecho de que las CGRs se 

distribuyen heterog®neamente y que los efectos de algunas lesiones no son homog®neas en 

la retina, y por lo tanto el grado de supervivencia de las CGRs va a depender de la regi·n 

de la retina analizada (Laquis et al., 1998, Woldemussie et al., 2001; Danias et al., 2003b, 

Soto et al., 2008, Salinas-Navarro et al., 2009c, 2010). Por lo tanto, la cuantificaci·n 

autom§tica permite conocer con exactitud tanto el n¼mero de CGRs que mueren tras un 

insulto como que sobreviven tras un tratamiento. Esta metodolog²a se usa para contar 

CGRs trazadas con FG · su hom·logo el OHSt · inmunodetectadas con Brn3a. Los 

neurotrazadores transportados por difusi·n pasiva como el DTMR, adem§s de acumularse 

en el soma y dendritas tambi®n lo hacen en los axones. En la zona central de la retina se 

agrupan los haces de axones impidiendo la visualizaci·n de los somas de las CGRs que 

hay debajo, imposibilit§ndose el contaje autom§tico de las CGRs trazadas con DTMR. 

En la Figura 10 se muestra la poblaci·n total de CGRs trazadas desde los CS o 

immunodetectadas en rata y rat·n albinos y pigmentados (Salinas-Navarro et al., 2009a, b, 

Galindo-Romero et al., 2011, 2013b, Nadal Nicol§s et al., 2009, 2012) 

Tambi®n se ha realizado el contaje in vivo con el oftalmoscopio de escaneado l§ser 

(Higashide et al., 2006; Kawaguchi et al., 2006) pero las CGRs deben estar previamente 

marcadas, y este m®todo tambi®n es aproximativo pues ¼nicamente estudia la regi·n 

central. 
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Otro dato de inter®s, es la densidad de CGR. Este valor se puede obtener con el contaje 

autom§tico dividiendo el n¼mero total por el §rea de la retina o con el manual extrapolando 

la densidad del §rea muestreada al §rea total de la retina. 

 

Figura 10: Poblaci·n media de c®lulas ganglionares de la retina en rat·n (A) y rata (B) trazadas desde 

los col²culos superiores e inmunodetectadas con Brn3a en animales control albinos y pigmentados.  

En rat·n (A), el trazador utilizado es el metanosulfonato de Hidroxistilbamidina (OHSt) y en rata (B) su 

an§logo fluorogold (FG). En rat·n, la poblaci·n de CGRs detectada por trazado desde los CS es mayor que la 

que expresa Brn3a, mientras en rata ambas poblaciones son similares. Esto es as² porque en rat·n el Brn3a se 

expresa en un 85,5% de la poblaci·n total de CGRs mientras que en rata en un 92,2%. Adem§s, estos datos 

muestran que en rat·n albino la poblaci·n de CGRs es mayor que en rat·n pigmentado mientras que en rata 

es al rev®s. Datos tomados de Salinas-Navarro et al., 2009a, b; Nadal-Nicol§s et al., 2009, 2102; Galindo-

Romero et al., 2011,2013b. 

ρȢψȢσ $ÉÓÔÒÉÂÕÃÉĕÎ ÄÅ ÌÁÓ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ 

Es importante estudiar la distribuci·n de las CGRs en las retinas montadas a plano que se 

representa mediante mapas de densidad o de isodensidad. 

Para la construcci·n de mapas de densidad a partir de contajes manuales, se calcula la 

densidad de las §reas de muestreo con posici·n conocida dentro de la retina, situadas en 

regiones centrales, medias y perif®ricas, ya que la distribuci·n de las CGRs no es 

homog®nea en toda la retina sino que responde a un gradiente centro periferia, y estos 

valores se representan en un mapa de densidad. Pero este m®todo es lento y aproximativo 

ya que s·lo se muestrea una peque¶a porci·n de la retina, adem§s en muchas lesiones la 

p®rdida de CGRs no es uniforme por toda la retina, por lo que el muestreo genera una 

p®rdida de informaci·n. Cuanto mayor es el n¼mero de las §reas de muestreo y menor es 

su tama¶o, m§s preciso es el mapa de densidad. 
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Figura 11: Distribuci·n de CGRs en rata y rat·n. 

A-B: Mapas de isodensidad correspondientes a la misma retina de rata albina en la que se representa la 

distribuci·n de las CGRs trazadas con FG desde los CS (A) o inmunodetectadas con Brn3a (B). C-D 

Mapas de isodensidad correspondientes a la misma retina de rat·n pigmentado en la que se representa la 

distribuci·n de las CGRs trazadas con OHSt desde los CS (C) o inmunodetectadas con Brn3a (D). Debajo 

de cada mapa se muestra el n¼mero de CGRs representadas en cada uno de ellos. Podemos ver que en 

ambas especies e identificando las CGRs usando trazadores o inmunodetecci·n de Brn3a, las CGRs no se 

distribuyen homog®neamente por toda la retina. La densidad de CGRs es mayor en la hemirretina 

superior, a lo largo del eje naso temporal. Estos mapas se generan en base a la densidad de CGRs en cada 

una de las divisiones de cada fotograf²a individual que compone el fotomontaje (154 fotos en rat·n, 144 

en rata), y se asigna a cada densidad un c·digo de color que va desde 0 (azul) a 3.500 ïrata- o 4.800 ï

rat·n- o m§s (rojo) CGRs/mm
2
 (D). Polo superior arriba y temporal a la izquierda en todos los mapas. 

Barras de tama¶o: 1 mm. Im§genes cedidas por F. Nadal-Nicol§s (A,B) y C. Galindo Romero (C-D).  
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El m®todo autom§tico proporciona una distribuci·n detallada y precisa de todas las CGR, 

representada por mapas de isodensidad (Figura 11), ya que trabajamos con muchas §reas de 

peque¶o tama¶o que cubren toda la superficie de la retina calculando autom§ticamente su 

densidad, con este m®todo podemos detectar peque¶as variaciones en la densidad. Es un 

m®todo exacto y r§pido que permite el an§lisis de un n¼mero grande de retinas y as² 

valorar la variabilidad entre individuos. Podemos estudiar detalladamente la distribuci·n 

de las CGRs en retinas control (Figura 11) y despu®s de diferentes patolog²as, as² como de 

las que sobreviven despu®s de un tratamiento. (Salinas-navarro et al., 2009c, 2010; Nadal-

Nicol§s et al., 2009; Galindo-Romero et al., 2011, 2013b; Garc²a-Ayuso et al., 2010; 

S§nchez-Migall·n et al., 2011). Hay que se¶alar que en los estudios de distribuci·n de las 

CGRs es muy importante la orientaci·n correcta de la retina ya que si no obtendremos 

datos err·neos. 

ρȢω -ÏÄÅÌÏÓ ÄÅ ÌÅÓÉĕÎ ÄÅ ÌÁÓ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁȢ 

Los modelos m§s frecuentemente utilizados y caracterizados de muerte de CGRs son:  

1. Isquemia transitoria de la retina: se puede inducir bien por un aumento de la 

presi·n intraocular por encima de valores sist·licos (Selles-Navarro et al., 1996) o 

bien mediante la ligadura selectiva de los vasos oft§lmicos (Lafuente et al., 1996, 

2002). En ambos casos la muerte de las c®lulas ganglionares est§ relacionada tanto 

con el per²odo de isquemia transit·ria como con el intervalo de supervivencia.  

2. Elevaci·n transitoria de la presi·n intraocular: se realiza el sellado de la v²a de 

drenaje del humor acuoso cauterizando con l§ser las venas epiesclerales y 

perilimbares y la malla trabecular. La presi·n elevada se mantiene unas tres semanas, 

con un pico a las 12 horas y despu®s desciende a niveles normales. Se ha visto que 

esta lesi·n induce muerte de tipo sectorial en las CGRs (Salinas-Navarro et al., 

2009c, 2010, Vidal-Sanz, et al., 2012; Agudo-Barriuso et al., 2013)  

3. Axotom²a: el corte o aplastamiento del nervio ·ptico produce una axotom²a en la 

CGRs. Esta lesi·n (Beerkelar et al., 1994) produce una interrupci·n de los axones de 

las CGR, provocando una degeneraci·n retrograda axonal e induciendo la muerte de 

las CGRs que es homog®nea en toda la retina (Villegas-Perez et al., 1993; Berkelar et 

al., 1994; Garcia-Valenzuela et al., 1994; Manssour-Robaey et al., 1994; Peinado-

Ram·n et al., 1996; Nadal-Nicol§s et al., 2009; Parrilla-Reverter et al., 2009a; 

Galindo-Romero et al., 2011). Se realiza cortando o aplastando el nervio ·ptico 

habiendo abierto previamente la vaina que contiene los vasos sangu²neos para evitar 

la isquemia. La muerte de las CGR es mayor y m§s r§pida cuanto m§s cerca del 

globo ocular se realiza la axotom²a (Villegas- P®rez 1993). As² la secci·n a 0,5 mm 

del ojo induce mayor porcentaje de muerte que la secci·n a 3mm, cuando se 

comparan periodos de supervivencia iguales. (Villegas-P®rez et al., 1988; Villegas-

P®rez et al., 1993). Los estudios de dicho modelo en la rata adulta han permitido 

conocer que dicha lesi·n induce una fase de muerte r§pida durante las dos semanas 
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siguientes a la secci·n del NO, en la que se pierde el 80% de la poblaci·n de las 

c®lulas ganglionares y posteriormente una fase de muerte m§s lenta que afecta a las 

neuronas que sobreviven en la primera fase. En estudios realizados en rata y rat·n 

adultos seccionando el NO a 0,5 mm del globo ocular, se ha observado que la muerte 

de CGRs aparece antes cuando ®stas se identifican por su expresi·n de Brn3a que 

cuando se marcan con Fluorogold (Nadal-Nicol§s et al., 2009, Galindo-Romero et 

al., 2011), esto creemos que se debe a la distinta naturaleza de ambos marcadores, ya 

que el primero es un marcador end·geno cuya expresi·n desaparece al morir la 

neurona y el segundo es un marcador ex·geno que s·lo desaparece del tejido cuando 

la CGRs es fagocitada por la microgl²a (Figura 12).  

 

Figura 12: Curso temporal de la p®rdida de las c®lulas ganglionares de la retina despu®s de la 

axotom²a intraorbitaria del nervio ·ptico en rata (A) y rat·n (B) 

N¼mero total de c®lulas ganglionares de la retina trazadas (FG u OHSt) e inmunodetectadas (Brn3a) que 

sobreviven a diferentes tiempos tras la axotom²a del nervio ·ptico en rata (A) y rat·n (B). hpl: horas post-

lesi·n, dpl: d²as post-lesi·n. Datos tomados de Nadal-Nicol§s et al., 2009 y Galindo-Romero et al., 2011. 

Como se ha explicado anteriormente, la cuantificaci·n autom§tica permite la realizaci·n de 

mapas de isodensidad que representan la distribuci·n de las CGRs. Esta metodolog²a 

tambi®n puede aplicarse a retinas lesionadas en las que las CGRs han sido 

immunodetectadas y as² conocer la topograf²a de las CGRs supervivientes (Figura 13). 

Como hemos visto, el curso temporal de la degeneraci·n de las CGRs inducido por lesi·n 

axonal se ha caracterizado en profundidad en rata (Nadal et al., 2009; Sanchez-Migall·n et 

al., 2011) y en rat·n (Galindo-Romero et al., 2011, 2013b). Una de las ventajas del rat·n, 

frente a la rata, es que para ®ste existen muchos animales transg®nicos (que expresan una 

prote²na ex·gena) y knock-outs (que no expresan una determinada prote²na) lo que permite 

analizar la funci·n que el exceso o la p®rdida de una prote²na tiene en una determinada 

patolog²a. Este hecho hace que sea de gran inter®s trabajar en ratones. 
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Figura 13: La axotom²a produce la muerte difusa de CGRs en rata y rat·n. 

A-B: Mapas de isodensidad en los que se observa la distribuci·n de las CGRs que sobreviven a 7 (A) y 

14 (B) d²as tras la axotom²a en rata. C-D: Mapas de isodensidad en los que se observa la distribuci·n de 

las CGRs que sobreviven a 7 (C) y 14 (D) d²as tras la axotom²a en rat·n.  

Debajo de cada mapa se muestra el n¼mero de CGRs-Brn3a
+
 contadas en la retina desde la cual se gener· 

el mismo. La escala de color y la barra de tama¶o son las mismas que en la figura 11. A-B: Im§genes 

cedidas por F. Nadal-Nicol§s. C-D: im§genes cedidas por C. Galindo Romero. 
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En el trabajo experimental de esta tesis, hemos utilizado t®cnicas neuroanat·micas 

modernas que nos permiten identificar, cuantificar y mapear c®lulas ganglionares de la 

retina del rat·n albino adulto. Hemos utilizado un modelo de lesi·n conocido (la secci·n 

intraorbitaria del nervio ·ptico en ratones albinos adultos) para investigar por una parte las 

respuestas de la poblaci·n de CGRs a la atoxom²a simple y a la axotom²a e implante de 

injerto de nervio perif®rico. Esto permite examinar si los injertos de nervio perif®rico 

tienen un efecto neuroprotector sobre la poblaci·n de CGRs axotomizadas. 

Adem§s hemos examinado tambi®n la capacidad de regeneraci·n axonal de las CGRs en 

estos injertos de nervio perif®rico apuestos al mu¶·n ocular del nervio ·ptico seccionado 

intraorbitalmente, bien mediante la utilizaci·n de microsuturas cl§sicas o bien mediante la 

utilizaci·n de un pegamento de fibrina (Tissucol). La supervivencia (Robinson y Madison, 

2004; Galindo-Romero et al., 2013b) y la capacidad de regeneraci·n axonal se hab²a 

investigado en ratones pigmentados (Robinson y Madison, 2004) pero no hab²a sido 

estudiada previamente con detalle utilizando las t®cnicas modernas de cuantificaci·n y 

distribuci·n espacial en la retina (mapeo) con las que contamos en la actualidad en ratones 

albinos. Por ¼ltimo la existencia de marcadores moleculares fiables (anticuerpos 

antimelanopsina) que identifican una de las subpoblaciones de las CGR, nos permite 

investigar en detalle las mismas preguntas formuladas anteriormente en esta peque¶a 

poblaci·n de CGRs melanops²nicas en el rat·n albino.  
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ς /"*%4)6/3 

ςȢρ /ÂÊÅÔÉÖÏ 'ÅÎÅÒÁÌ 

El objetivo general de este trabajo es analizar el efecto que tiene el implante de un injerto 

de nervio perif®rico (mediante sutura o aposici·n con Tissucol) en el mu¶·n ocular del 

nervio ·ptico seccionado, para investigar en ratones albinos adultos la supervivencia y 

regeneraci·n de las c®lulas ganglionares de la retina en general y de c®lulas ganglionares 

de la retina intr²nsecamente fotosensibles (ipCGRs) en particular. 

ςȢς /ÂÊÅÔÉÖÏÓ %ÓÐÅÃþÆÉÃÏÓ 

ςȢςȢρ )ÎÊÅÒÔÏ ÄÅ ÎÅÒÖÉÏ ÐÅÒÉÆïÒÉÃÏ ÃÏÎ 4ÉÓÓÕÃÏÌȢ 

1. Cuantificaci·n y distribuci·n espacial de c®lulas ganglionares de la retina que 

regeneran y sobreviven tras injerto de nervio perif®rico con Tissucol. 

2. Cuantificaci·n y distribuci·n espacial de c®lulas ganglionares intr²nsecamente 

fotosensibles que regeneran y sobreviven tras injerto de nervio perif®rico con 

Tissucol. 

ςȢςȢς )ÎÊÅÒÔÏ ÄÅ ÎÅÒÖÉÏ ÐÅÒÉÆïÒÉÃÏ ÃÏÎ ÓÕÔÕÒÁȢ 

1. Cuantificaci·n y distribuci·n espacial de c®lulas ganglionares de la retina que 

regeneran y sobreviven tras injerto de nervio perif®rico con sutura. 

2. Cuantificaci·n y distribuci·n espacial de c®lulas ganglionares intr²nsecamente 

fotosensibles que regeneran y sobreviven tras injerto de nervio perif®rico con sutura. 

ςȢςȢσ #ÏÍÐÁÒÁÃÉĕÎ ÄÅ ÁÍÂÏÓ ÍÏÄÅÌÏÓ ÄÅ ÒÅÇÅÎÅÒÁÃÉĕÎȢ 

Se realizar§ una comparaci·n entre los 2 tipos de aposici·n del injerto que a su vez ser§n 

comparados con los controles (secci·n del nervio ·ptico sin injerto) para determinar si: 

1. El injerto de nervio perif®rico tiene un efecto en la supervivencia de las c®lulas 

ganglionares y c®lulas ganglionares intr²nsecamente fotosensibles (comparaci·n 

grupo injerto Tissucol con grupo axotom²a, grupo injerto sutura con grupo axotom²a). 

2. Existen diferencias estad²sticamente significativas en el n¼mero de c®lulas 

ganglionares de la retina que regeneran y que sobreviven cuando se emplean 

adhesivos biol·gicos cuando se utilizan microsuturas cl§sicas. 

3. Existen diferencias estad²sticamente significativas en el n¼mero de c®lulas 

ganglionares de la retina intr²nsecamente fotosensibles que regeneran y que 

sobreviven en ambos modelos de aposici·n del injerto (adhesivos biol·gico vs 

microsutura). 
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σ- -!4%2)!, 9 -O4/$/3 

σȢρ !ÎÉÍÁÌÅÓ ÄÅ %ØÐÅÒÉÍÅÎÔÁÃÉĕÎ Ù ÁÎÅÓÔÅÓÉÁ 

Los animales fueron tratados seg¼n la normativa Europea (Directiva 86/609/CEE) y 

nacional (RD 1201 /2005) vigente sobre la protecci·n de los animales que son utilizados 

para la experimentaci·n y otros fines cient²ficos y la Ley 32/2007 para el cuidado de los 

animales, en su explotaci·n, transporte, experimentaci·n y sacrificio; adem§s, se siguieron 

las directrices de la asociaci·n para la investigaci·n en visi·n y oftalmolog²a (The 

Association for Research in Vision and Ophthalmology, ARVO). Para este estudio se han 

utilizado 35 ratones machos adultos albinos de la estirpe Swiss (Charles River, Lleida, 

Spain), de un peso aproximado de 35-40 gramos. Los animales se alimentaban ñad 

libitumò y fueron mantenidos en el Servicio de animales de experimentaci·n de la 

Universidad de Murcia, en habitaciones con control de temperatura ambiente (23-24ÜC) y 

con ciclos de luz oscuridad de 12 horas. 

Todas las manipulaciones quir¼rgicas se efectuaron bajo anestesia general, inducida por la 

inyecci·n intraperitoneal (i.p.) de una mezcla de Ketamina (70 mg/kg de peso corporal; 

Ketolar 5% Pfizer, Alcobendas. Madrid, Espa¶a) y Xilacina (10 mg/kg de peso corporal; 

Rompur 2%, Bayer, Kiel, Alemania) en 0,1 ml de suero salino esteril al 0,9%. Las 

manipulaciones experimentales se realizaron en condiciones no est®riles, pero s² de 

minuciosa limpieza, especialmente de todo el instrumental microquir¼rgico. Las 

manipulaciones microquir¼rgicas se efectuaron con la ayuda de un microscopio quir¼rgico 

OPMI-11-FC (Carl Zeiss S.A) instalado sobre una columna S-21 (Carl Zeiss S.A) y con el 

instrumental de microcirug²a apropiado. 

En el postoperatorio inmediato a los animales se les aplic· por v²a t·pica en la cornea un 

ung¿ento oftalmol·gico con Tobramicina (Tobrex, Alcon-Cus², S.A. El Mosnou, 

Barcelona, Espa¶a) para prevenir la desecaci·n y lesi·n corneal. Los animales fueron 

devueltos a la jaula y colocados bajo una fuente de luz emisora de calor hasta su 

recuperaci·n de la anestesia y posteriormente fueron enviados al animalario donde 

permanecieron durante un per²odo de 28 d²as, tras el cual se realiz· el marcaje retr·grado 

de las c®lulas ganglionares de la retina, siendo sacrificados al tercer d²a del marcaje. 

Los animales se sacrificaron con una sobredosis letal de una soluci·n de pentobarbital 

s·dico al 20% (Dolethol, Vetoquinol, S.A., Especialidades Veterinarias, Alcobendas, 

Madrid. Espa¶a) inyectado ip (0,5- 1 ml). 

σȢς -ÁÎÉÐÕÌÁÃÉÏÎÅÓ 1ÕÉÒĭÒÇÉÃÁÓ 

σȢςȢρ !ÂÏÒÄÁÊÅ Ù ÏÂÔÅÎÃÉĕÎ ÄÅÌ ÉÎÊÅÒÔÏ ÁÕÔĕÌÏÇÏ ÄÅ ÎÅÒÖÉÏ ÐÅÒÉÆïÒÉÃÏ 

Con el animal en posici·n dec¼bito prono, y previo rasurado del §rea posterior del muslo, 

se realiz· una incisi·n longitudinal desde la articulaci·n de la cadera hasta la articulaci·n 
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de la rodilla, identificando, mediante disecci·n roma el m¼sculo b²ceps femoral. Se 

seccion· la inserci·n de dicho m¼sculo en la articulaci·n de la rodilla derecha y se rechaz· 

lateralmente, con lo que se obtuvo una perfecta visualizaci·n del nervio ci§tico y de sus 

ramas desde la escotadura ci§tica hasta el hueco popl²teo. 

En el rat·n, el nervio ci§tico com¼n sale de la pelvis como un tronco ¼nico el cual a lo 

largo de su trayecto se ir§ dividiendo en sus tres ramas: nervio peroneo, nervio sural y el 

nervio tibial. En nuestros grupos experimentales se ha empleado el nervio tibial como 

segmento aut·logo. 

Tras la identificaci·n del nervio, se proced²a a su disecci·n roma lo cual nos proporcionaba 

un injerto en una extensi·n de 2 cm. Una vez obtenido el injerto se reinsertaba el m¼sculo 

biceps femoral y se suturaba la piel con seda de 6/0. El injerto extra²do, se colocaba en una 

placa de Petri con suero salino est®ril (ClNa al 0,9%) hasta su posterior aposici·n al mu¶·n 

del nervio ·ptico izquierdo. 

σȢςȢς !ÍÐÕÔÁÃÉĕÎ ÉÎÔÒÁÏÒÂÉÔÁÒÉÁ ÄÅÌ ÎÅÒÖÉÏ ĕÐÔÉÃÏ 

Los ratones se colocaron en dec¼bito prono con la zona apical de la cabeza rasurada y 

sujeta mediante un sujetacabezas dise¶ada al efecto. Se realiz· una incisi·n longitudinal en 

la l²nea media de la cabeza, desde la regi·n nasal hasta la inserci·n de los m¼sculos 

occipitales. Posteriormente se realiz· la disecci·n del plano subcut§neo hasta visualizar el 

reborde orbitario superior. A continuaci·n se realiz· una incisi·n siguiendo la direcci·n del 

reborde orbitario superior de la ·rbita izquierda hasta la fascia del m¼sculo temporal. La 

tracci·n con punto de sutura de seda 6/0 del reborde supraorbitario facilita la exposici·n de 

la zona superior de la ·rbita, siempre con precauci·n de que no se lleve a cabo una 

isquemia de la retina a consecuencia de la compresi·n de los vasos retinianos. 

Posteriormente se realiz· la desinserci·n de los m¼sculos recto y oblicuo superior, se 

tracciona de los mismos mediante un punto de sutura de seda 6/0 con el fin de obtener una 

adecuada exposici·n de la regi·n posterior del globo ocular y fundamentalmente de la 

salida del nervio ·ptico izquierdo. 

Acto seguido se realiz· la apertura longitudinal de la vaina dural que recubre el nervio 

·ptico en su regi·n superior con el fin de evitar lesionar los vasos retinianos que en el rat·n 

discurren en la regi·n inferonasal de la misma (Janes y Bounds, 1955; Forrester y Peters, 

1967). Finalmente se seccionaba el NO lo m§s cerca posible del globo ocular izquierdo 

(Figura 14). 

σȢςȢσ !ÐÏÓÉÃÉĕÎ ÄÅÌ ÓÅÇÍÅÎÔÏ ÄÅ ÎÅÒÖÉÏ ÐÅÒÉÆïÒÉÃÏ ÁÌ ÄÉÓÃÏ ĕÐÔÉÃÏ 

La aposici·n de uno de los extremos del injerto de nervio perif®rico al mu¶·n del nervio 

·ptico. Se realiz· de dos formas diferentes, seg¼n los diferentes grupos experimentales 

(Figura 14). 

En uno de los grupos experimentales, se utilizaron tres hilos de sutura monofilamento 

irreabsorbible de 10/0 (Dafilon, Braun, Germany) que se anclaron por un lado en el 
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perineuro del injerto y por otro lado en el tejido periescleral alrededor del disco ·ptico en 

tres puntos equidistantes con precauci·n de no lesionar la vascularizaci·n retiniana 

localizada en la regi·n inferonasal. 

En el otro grupo experimental se emple· el adhesivo de fibrina, y se procedi· de la 

siguiente manera. Se coloc· el extremo del injerto encima del mu¶·n del nervio ·ptico, de 

modo que ambas superficies quedasen enfrentadas sin que se interpusiera el perineuro 

entre ellas, y con una micropipeta se aplic· una gota del adhesivo de fibrina para que 

ambas superficies quedasen apuestas. 

 

 

Figura 14: Cirug²a. 

Esquema que ilustra la secci·n intraorbitaria del NO (SNO) y la aposici·n al mu¶·n ocular del NO a uno de 

los cabos de un segmento de nervio perif®rico (SNP). Esta aposici·n se asegur· en unos animales con puntos 

de sutura (arriba) y en otros con adhesivos de fibrina (Tissucol, abajo). A los 25 d²as se trazaron las CGRs 

que hab²an regenerado en los grupos injertados aplicando OHSt al extremo distal del SNP. En todos los 

grupos, los animales se sacrificaron 28 d²as despu®s de haber realizado la SNO. 

 

El extremo libre del injerto de nervio perif®rico se proteg²a coloc§ndolo en un canal 

formado a lo largo del m¼sculo temporal. Se deb²a prestar especial atenci·n a la zona de 

inflexi·n del injerto a su salida de la ·rbita para que no quedase angulado o presionado lo 

cual pod²a dificultar la regeneraci·n y alterar los resultados. Finalmente se reconstru²a la 

·rbita y se suturaba la piel con sutura continua de seda 6/0. 

Una vez finalizada la manipulaci·n quir¼rgica se proced²a a examinar el fondo de ojo para 

descartar la lesi·n de la circulaci·n retiniana. Se colocaba un portaobjetos de vidrio sobre 
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la c·rnea del ojo operado para evaluar el fondo de ojo (funduscopia directa) con el 

microscopio operatorio. En caso de que hubiese una lesi·n de la circulaci·n retiniana o que 

tras producirse un vasoespasmo no se recuperara la circulaci·n tras un per²odo de 20 

minutos desde la intervenci·n, se desechaba el animal y no se inclu²a en los grupos 

experimentales. 

σȢσ 0ÒÅÐÁÒÁÃÉĕÎ Ù !ÐÌÉÃÁÃÉĕÎ ÄÅÌ ÁÄÈÅÓÉÖÏ ÄÅ ÆÉÂÒÉÎÁ 4ÉÓÓÕÃÏÌ 

El Tissucol es un sistema adhesivo de fibrina de dos componentes congelado, tratado por 

vapor. Cada estuche de Tissucol contiene los siguientes componentes:  

¶ Soluci·n de Tissucol: 1 ml de soluci·n contiene: Prote²na total (100-130 mg), 

Prote²na coagulable (75-115 mg); compuesta de fibrin·geno (70-110mg) y  

Plasmafibronectina( 2-9 mg Factor XIII, Plasmin·geno, Aprotinina Bovina). 

¶ Soluci·n de Trombina: 1 ml de soluci·n contiene: trombina humana, cloruro c§lcico. 

La conservaci·n del Tissucol se debe realizar en congelador a -18ÜC, por lo que 

aproximadamente media hora antes de comenzar las manipulaciones quir¼rgicas se extra²a 

del congelador para que se realizase el proceso de descongelaci·n del mismo y pudiese ser 

empleado como m®todo de aposici·n del nervio perif®rico sobre el mu¶·n del nervio 

·ptico. 

Para su aplicaci·n se emple· una micropipeta de 2-20Õl, de tal manera que se cargaba la 

micropipeta con el Tissucol y a trav®s de ella se aplicaba una gota de 2Õl de Tissucol una 

vez que este hab²a adquirido una consistencia adecuada, se esperaba un par de minutos a 

que se produjese la solidificaci·n del producto y posteriormente se proced²a a la protecci·n 

del injerto por medio del m¼sculo temporal y cierre de la ·rbita y piel tal y como hemos 

descrito en el apartado anterior. 

σȢτ -ÁÒÃÁÊÅ ÒÅÔÒĕÇÒÁÄÏ ÄÅ ÌÁÓ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ 

El trazado de la poblaci·n de c®lulas ganglionares de la retina (CGR) es necesario para 

poder identificar y cuantificar posteriormente las CGRs que tienen un ax·n competente 

despu®s de una lesi·n. Para identificar las CGRs en rat·n hemos aplicado el trazador 

neuronal fluorescente hidroxistilbamidina metano-sulfonato (OHSt, Molecular Probes, 

Leiden, The Netherlands) disuelto al 10% en 10% dimetil-sulf·xido (DMSO)-suero salino 

en el extremo distal del nervio tibial unido al nervio ·ptico a trav®s de sutura o pegamento 

Tissucol de acuerdo con las t®cnicas previamente descritas (Vidal-Sanz et al., 1988; 

Villegas-Perez et al., 1988; Marco-Gomariz et al., 2006; Nadal-Nicolas et al., 2009; 

Salinas-Navarro et al., 2009) (Figura 14). Este trazador produce un marcaje fiable y 

reproducible y es muy eficaz para su utilizaci·n en el sistema visual (Salinas-Navarro et 

al., 2009). El OHSt es captado por los terminales axonales de las CGRs y transportado 

activa (Schumed et al., 1986, 1989; Wessendorf 1991) y retr·gradamente hasta el soma 

celular, donde se acumula, no difundiendo transcelularmente (Schumed et al., 1986). El 

OHSt acumulado en el soma de las CGRs se puede observar en el microscopio de 



MATERIAL Y M£TODOS 

43 

fluorescencia con el filtro de luz adecuada y permite diferenciar las CGRs de otros tipos de 

neuronas que est§n presentes en la misma capa de la retina y que no se trazan con OHSt 

como son las c®lulas amacrinas desplazadas y en nuestro dise¶o experimental, identificar 

las CGRs que hayan regenerado a trav®s del injerto de nervio perif®rico. Para la aplicaci·n 

del trazador se realiz· la extirpaci·n de los puntos de sutura localizados en la regi·n 

superior del cr§neo, se accedi· al implante de nervio tibial y se aplic· en el mu¶·n del 

extremo distal (opuesto al mu¶·n ocular) de dichos nervios una peque¶a porci·n de gel 

(Espongostan Film; Ferrosan A/S, Denmark) previamente empapado con el OHSt al 10%. 

Finalmente se sutura la piel del animal con seda 6/0. Tres d²as despu®s del marcaje el OHSt 

ya ha llegado a las CGRs y el animal es procesado. 

σȢυ 0ÒÏÃÅÓÁÄÏ (ÉÓÔÏÌĕÇÉÃÏ 

σȢυȢρ 0ÅÒÆÕÓÉĕÎ ÄÅ ÁÎÉÍÁÌÅÓ 

Se administra por v²a i.p. una sobredosis de pentobarbital s·dico al 20% (Dolethal, 

Vetoquinol S. A., Lure, Francia) y se comprueba que los ratones son insensibles a 

est²mulos dolorosos. Tras esta comprobaci·n se realiz· una esternotom²a media para 

exponer coraz·n y grandes vasos y se introdujo una aguja de insulina en la aorta 

ascendente a trav®s del ventr²culo izquierdo, para perfundir con aproximadamente unos 50 

mL de suero salino y lavar el contenido hem§tico de los vasos; simult§neamente a la 

inserci·n de la aguja, se practic· un corte en la orejuela de la aur²cula derecha para 

permitir la salida de la sangre y del l²quido de perfusi·n. A continuaci·n se perfundi· con 

aproximadamente 70 mL de soluci·n de paraformaldeh²do (PF) al 4% en tamp·n fosfato  

0,1 M a 4ÜC de temperatura. 

σȢυȢς $ÉÓÅÃÃÉĕÎ Ù ÐÒÏÃÅÓÁÄÏ ÈÉÓÔÏÌĕÇÉÃÏ ÄÅ ÌÁÓ ÒÅÔÉÎÁÓ 

Tras la perfusi·n del animal se extrajeron ambos globos oculares, coloc§ndose un punto de 

sutura en el polo superior de los ojos del animal para poder identificar posteriormente la 

regi·n superior de la retina. Para diferenciar los ojos derechos de los izquierdos la longitud 

del hilo de sutura era siempre mayor en los ojos izquierdos. 

Una vez se enuclearon los globos oculares fueron post-fijados durante una hora en PF al 

4%, a continuaci·n se lavaron en tamp·n fosfato salino (PBS) 0,1 M y se procedi· a la 

disecci·n de las retinas: En primer lugar se sujetaron los globos oculares con alfileres 

entomol·gicos a una base de cera de abeja en placas de Petri, posteriormente se realiz· una 

incisi·n circular siguiendo el borde esclerocorneal y se retir· el casquete corneal, el 

cristalino y el iris quedando la ñcopaò oft§lmica, constituida por tres capas: esclera, 

coroides y retina. Para la extracci·n de la retina se realizaron cuatro cortes radiales de 

todas las capas de la copa oft§lmica, separados entre ellos 90Ü, siendo el m§s profundo de 

los cortes el que indicaba el polo superior de la retina, quedando de esta manera divididos 

en cuatro cuadrantes (temporal superior, temporal inferior, nasal superior y nasal inferior). 

Una vez llegado a este punto se puede comenzar a realizar la disecci·n atraum§tica de la 

retina y separarla de la coroides y de la esclera quedando la retina unida a la copa oft§lmica 
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exclusivamente por los axones que abandonan la retina por el disco ·ptico. Esta uni·n se 

corta con unas microtijeras y a continuaci·n, con la ayuda de un pincel, se coloca la retina 

a plano sobre un papel de filtro Whatman nÜ1 (Whatman Internacional Ltd. Maidstone, 

England) al que quedaba adherida por su superficie v²trea por espacio de una hora inmersa 

en la misma soluci·n fijadora de paraformaldehido al 4%. Posteriormente, la retina se 

separaba del papel de filtro, se lavaba en PBS y se reaccionaba con diferentes t®cnicas de 

inmunohistofluorescencia (ver apartado 3.6). Por ¼ltimo, la retina se montaba colocando su 

cara v²trea hacia arriba sobre un portaobjetos y se limpiaba cuidadosamente de nuevo. 

Finalmente se cubr²a con medio de montaje (glicerol al 50% y p- fenilendiamina al 0, 04% 

en tamp·n carbonato s·dico 0,1M pH=9,0; Dodd et al., 1984) y un cubreobjetos. Los 

bordes del cubreobjetos se sellaron con laca de u¶as. Posteriormente, se examinaron con 

ayuda de un microscopio de fluorescencia (Axioscop 2 plus; Zeiss Mikroskopie, Jena, 

Alemania). 

σȢφ )ÎÍÕÎÏÈÉÓÔÏÆÌÕÏÒÅÓÃÅÎÃÉÁ 

Para la detecci·n del Brn3a y de la melanopsina, llevamos a cabo un protocolo de 

inmunohistofluorescencia que incluye tres etapas: permeabilizaci·n de la retina, 

incubaci·n con el anticuerpo primario e incubaci·n con el anticuerpo secundario. 

En nuestro estudio se realiz· la inmunodetecci·n doble de Brn3a y melanopsina en todos 

los grupos experimentales por lo que se sigui· el protocolo siguiente incubando a la vez los 

dos anticuerpos primarios y los dos anticuerpos secundarios. 

1. Permeabilizaci·n: Las retinas se lavaron en PBS a temperatura ambiente y se 

incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en PBS conteniendo un 0, 5% 

de Trit·n 100 (Tx; Trit·n X-100; Sigma X100, Sigma-Aldrich Qu²mica, Madrid, 

Espa¶a) tras los cuales se congelaron inmersas en el mismo tamp·n a -70ÜC durante 

15 minutos. Despu®s se atemperaron y se lavaron en PBS a temperatura ambiente. 

2. Incubaci·n con los anticuerpos primarios: las retinas se incubaron en tamp·n de 

bloqueo (PBS conteniendo un 2% de Tx y un 10% de suero normal de burro- Normal 

Donkey Serum, NDS; Jackson ImmunoResearch Inc, Cambridge, Reino Unido) 

durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se incubaron con el 

anticuerpo primario diluido en tamp·n de bloqueo (2% Tx, 2% NDS en PBS) 

durante toda la noche a 4ÜC. Tras atemperar de nuevo las retinas y posteriormente a 

un enjuague r§pido en PBS, se lavaron en 0, 5% Tx en PBS a temperatura ambiente. 

3. Incubaci·n con los anticuerpos secundarios: Primero se incubaron las retinas en el 

tamp·n de bloqueo (2% Tx, 10% NDS en PBS) durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. A continuaci·n se realiz· la incubaci·n con el anticuerpo secundario 

diluido en 0,5% Tx en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras acabar la 

incubaci·n, se lavaron las retinas en 0,5% Tx en PBS a temperatura ambiente y 

posteriormente en PBS. La retina se mont· sobre un portaobjetos, colocando su cara 

v²trea hacia arriba, la soluci·n de montaje y un cubreobjetos. 
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Figura 15: Esquema representativo del protocolo utilizado para detectar las c®lulas ganglionares de la 

retina por inmunohistofluorescencia con el anticuerpo anti-Brn3a  

El anticuerpo primario de cabra anti-Brn3a reconoce y se une de manera espec²fica al ant²geno (Brn3a) 

presente en los n¼cleos de las c®lulas ganglionares de la retina. En un segundo paso se detecta la parte 

conservada del anticuerpo primario con un anticuerpo secundario de burro que est§ acoplado a un fluor·foro 

que al excitarse emite fluorescencia roja o verde (Alexa 594 o alexa 488). 

σȢχ !ÎÔÉÃÕÅÒÐÏÓ Ù ÄÉÌÕÃÉÏÎÅÓ ÄÅ ÔÒÁÂÁÊÏ 

1. Anticuerpos primarios: Para la inmunodetecci·n de las CGRs se utiliz· un 

anticuerpo de cabra anti-Brn3a (goat anti-Brn3a, C-20, Santa Cruz Biotechnologies, 

Heidelberg, Alemania) que se diluy· 1:750 (Galindo-Romero et al., 2011). Las CGRs 

de estos animales ya hab²an sido trazados retr·gradamente mediante el trazador 

neuronal OHSt. Para la inmunodectecci·n de las ipCGRs se utiliz· un anticuerpo de 

conejo anti-melanopsina (UF 006, Advanced Targeting Systems, UK) a una diluci·n 

de 1:5000. 

2. Anticuerpos secundarios: Los anticuerpos secundarios (Molecular Probes, 

Invitrogen Inc, Madrid, Espa¶a) fueron: i) para detectar el primario anti-Brn3a: burro 

anti-cabra Alexa Fluor 594 (donkey anti-goat Alexa 594) que emite fluorescencia 

roja · burro anti-cabra Alexa Fluor 488 (donkey anti-goat Alexa 488) que emite 

fluorescencia verde, y ii) para detectar el primario anti-melanopsina: burro anti-

conejo Alexa Fluor 594 (donkey anti-rabbit Alexa 594) que emite fluorescencia roja 

· burro anti-conejo Alexa Fluor 488 (donkey anti-rabbit Alexa 488) que emite 

fluorescencia verde. Todos se usaron a una diluci·n de 1:500. 

σȢψ 'ÒÕÐÏÓ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÅÓ 

En la tabla 1 se muestran los diferentes grupos experimentales que realizamos para los dos 

modelos de regeneraci·n axonal. En todos los animales se realiz· la cirug²a en el ojo 

izquierdo y se usaron los ojos derechos como controles. 
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 Grupos experimentales 

 SNO Tissucol Sutura 

Cirug²a 
Secci·n nervio 

·ptico 

Secci·n nervio 

·ptico e injerto 

segmento nervio 

perif®rico mediante 

Tissucol 

Secci·n nervio 

·ptico e injerto 

segmento nervio 

perif®rico mediante 

sutura 

Trazado de CGRs No Si 

Detecci·n de 

CGRs 

Inmunodetecci·n de Brn3a 

Immunodetecci·n de melanopsina 

Tama¶o muestral n=12 n=11 n=12 

 

Tabla 1: Grupos experimentales 

 

σȢω !ÎÜÌÉÓÉÓ ÍÏÒÆÏÌĕÇÉÃÏ Ù ÍÏÒÆÏÍïÔÒÉÃÏ ÄÅ ÌÁÓ ÒÅÔÉÎÁÓ 

σȢωȢρ 0ÒÏÃÅÓÁÄÏ ÄÅ ÉÍÜÇÅÎÅÓ 

Todas las retinas montadas a plano se observaron y fotografiaron en un microscopio ·ptico 

y de fluorescencia (Axioscop 2 plus, Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania) equipado con 

tres filtros: el ultravioleta (BP 365/12,LP 397) que permite la observaci·n de la 

fluorescencia blanca dorada del OHSt y del DAPI, el de rodamina (BP 546/12,LP 590) 

para observar la fluorescencia roja de los anticuerpos conjugados con Alexa-594 (Brn3a y 

RECA), y el de fluoresce²na (BP 450/490, LP 515-565) que permite la observaci·n de los 

anticuerpos conjugados con Alexa-488 (pNFH y NFH). El microscopio estaba tambi®n 

equipado con una c§mara digital de alta resoluci·n (ProgResTM c10, Jenoptik, Jena, 

Alemania) y una platina motorizada (ProScanTM H128 Series Motor Controller; Prior 

Scientific Instruments Ltd., Cambridge, Reino Unido) conectada a un sistema de an§lisis 

de imagen que permite capturar y grabar las im§genes (Image-Pro Plus 5.1 for WindowsÈ 

Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EEUU) con un m·dulo de control de microscopio 

controlado por ordenador (Scope-ProÈ 5.0 for WindowsÈ; Media Cybernetics, Inc., Silver 

Springs, MD, EEUU). 

Para realizar la reconstrucci·n y fotomontaje de las retinas montadas a plano, se realiz· la 

adquisici·n secuencial de campos microsc·picos contiguos, sin uniones ni solapamientos 

entre campos, siguiendo un patr·n de muestreo en matriz de celdas regulares con un §rea 

total de muestreo preestablecida que cubr²a la superficie de la retina, usando un objetivo de 
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20 aumentos (Plan-Neofluar, 10x/0.30; Zeiss Mikroskopie, Jena, Alemania), siguiendo 

m®todos descritos previamente en el laboratorio y que son de uso rutinario (Marco-

Gomariz et al., 2006; Nadal-Nicol§s et al., 2009; Salinas-Navarro et al., 2009a). Cada 

microfotograf²a fue enfocada manualmente antes de ser capturada y almacenada 

digitalmente dentro del programa de an§lisis de imagen Image-Pro Plus 5.1 for WindowsÈ. 

Dependiendo del tama¶o y orientaci·n de cada retina en el portaobjetos se establec²a un 

§rea de escaneo que cubriese completamente cada retina. Este §rea consist²a en una matriz 

de m campos microsc·picos verticales y n horizontales (m x n). El tama¶o de cada campo 

de captura fue de 0,627 mm
2
,y normalmente se tomaban 154 im§genes de cada retina. 

Todas las im§genes que componen una retina se guardaron en un archivo como im§genes 

de color de 24 bit, tras esto, las im§genes eran combinadas autom§ticamente en una sola 

imagen de alta resoluci·n que reconstruye la retina montada a plano usando el programa 

IPPÈ para WindowsÈ para su posterior estudio y an§lisis. En el fotografiado de retinas 

completas primero se adquiri· la se¶al de OHSt (azul), despu®s el Brn3a (rojo para el 

grupo de Tissucol y verde para el grupo de sutura) y por ¼ltimo la melanopsina (verde para 

el grupo de Tissucol y rojo para el grupo de sutura). 

 

Figura 16: Microfotograf²as realizadas para la reconstrucci·n de los fotomontajes  

Microfotograf²as de la misma §rea del mismo montaje global de una retina del grupo de axotom²a  

adquiridas a 20x en las que podemos observar la se¶al del Brn3a (A) y OHSt (B). La adquisici·n 

secuencial de estas microfotograf²as y su posterior combinaci·n autom§tica nos permit²a la reconstrucci·n 

de los fotomontajes de los montajes globales de las retinas. Barra: 150 Õm 

 

χȢύȢυȢυ #ÏÎÔÁÊÅ ÁÕÔÏÍÜÔÉÃÏ ÄÅ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ ÍÁÒÃÁÄÁÓ ÃÏÎ 

/(3Ô 

Las microfotograf²as tomadas de cada retina fueron procesadas individualmente por medio 

de una subrutina inform§tica espec²fica para el contaje de las CGRs en retinas a plano 

marcadas con FG (Salinas-Navarro et al., 2009a), desarrollada en el laboratorio, que 

automatiza tareas repetitivas mediante la programaci·n del lenguaje de macros IPBasic del 

programa de an§lisis de imagen Image-ProÈ Plus (IPP; Media Cybernetics, Inc., Silver 
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Spring, MD, EEUU). As², aplicando una secuencia de filtros y transformaciones sobre cada 

microfotograf²a se logra separar cada c®lula individualmente, de modo que el programa 

puede contar autom§ticamente las c®lulas de cada fotograf²a. 

El proceso de transformaci·n de las im§genes para el contaje de las CGRs se realizaba 

siguiendo varios pasos. En primer lugar, las im§genes fueron convertidas a escala de grises 

de 8-bit para descartar el exceso de informaci·n del color. En segundo lugar se eliminaron 

las aberraciones de iluminaci·n causadas por la ·ptica del microscopio mediante el filtro 

de mejora del aplanado del programa IPP que elimina las variaciones de iluminaci·n de 

fondo. Seguidamente se aument· los bordes de las c®lulas utilizando el filtro espectro 

grande, el cual resalta las c®lulas te¶idas de fluorescencia brillantes del fondo oscuro. Los 

peque¶os artefactos y el ruido se quitaron mediante tres pasos del filtro de mejora de la 

mediana. Por ¼ltimo, los agrupamientos de c®lulas fueron separados con dos pasos por 

medio del filtro de separaci·n del IPP, que primero erosiona los bordes de las c®lulas que 

se est§n tocando hasta que se separan y luego los vuelve a dilatar pero sin llegar a tocarse. 

Las c®lulas fueron contadas utilizando unos par§metros predeterminados para excluir 

objetos que fueran mayores de 300 ɛm
2
 · menores de 7 ɛm

2
. Finalmente, el n¼mero de 

c®lulas contadas en cada fotograf²a se export· a una hoja de c§lculo de MicrosoftÈ Office 

Excel 2003 (MicrosoftÈ Office Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA), 

donde se guardaron para su an§lisis posterior. 

 

χȢύȢυȢφ #ÏÎÔÁÊÅ ÁÕÔÏÍÜÔÉÃÏ ÄÅ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ ÄÅÔÅÃÔÁÄÁÓ ÃÏÎ 

"ÒÎχÁȢ 

Al igual que para contar las CGRs marcadas con OHSt, las im§genes fueron procesadas 

por medio de un macro inform§tico espec²fico para el contaje de los n¼cleos de CGRs 

inmunodetectados con Brn3a en retinas completas, que ha sido puesto a punto 

recientemente en el laboratorio (Nadal-Nicolas et al., 2009; Galindo-Romero et al., 2011). 
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Figura 17: Reconstrucci·n de los fotomontajes  

Fotomontaje de una retina lesionada en la que se ha inmunodetectado las c®lulas ganglionares de la retina con 

Brn3a (A) y trazado con OHSt (B). Barra =1 mm. 

Las im§genes fueron procesadas usando una subrutina inform§tica espec²fica, 

automatizando las tareas repetitivas mediante la programaci·n en IPBasic, lenguaje de 

macros del programa de an§lisis de imagen Image-ProÈ Plus. As², aplicando una secuencia 

de filtros y transformaciones sobre cada imagen salvada podemos contar las c®lulas 

resultantes, exportando los datos a una hoja de c§lculo (MicrosoftÈ Office Excel 2003, 

Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) para su an§lisis. Para contar el n¼mero de 

CGRs y medir el §rea de la retina en una de las im§genes de alta resoluci·n obtenidas a 

partir de fotomontajes se aplica la correspondiente calibraci·n espacial a la imagen 

reconstruida basada en las caracter²sticas usadas para su captura. En el primer paso para el 

contaje de n¼cleos, los datos de la imagen se procesan usando el filtro HiGauss que resalta 

los n¼cleos positivos. En un segundo paso, la imagen resultante se vuelve a procesar con el 

filtro LoPass, que normaliza las variaciones de fondo. Finalmente, la imagen resultante se 

procesa de nuevo con el filtro HiPass. Los grupos de n¼cleos se separaron aplicando dos 

veces el filtro de separaci·n para poder diferenciarlos como objetos independientes. Los 

n¼cleos se cuentan bajo par§metros espec²ficos que excluyen los objetos en funci·n de su 

tama¶o, descartando aquellos objetos que no cumplen dicho requisito y no puedan ser 

n¼cleos inmunodetectados con Brn3a. Finalmente, los datos de cada contaje (retina 

completa) se exportan (dynamic data Exchange) a una hoja de Excel (MicrosoftÈ Office 

Excel 2003, Microsoft Corporation, Redmond, WA, EEUU) donde los datos se salvan para 

an§lisis posteriores. Ambas subrutinas han sido descritas en detalle recientemente (Nadal-

Nicol§s et al., 2009; Salinas-Navarro et al., 2009a). 
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χȢύȢυȢχ #ÏÎÔÁÊÅ ÁÕÔÏÍÜÔÉÃÏ ÄÅ ÃïÌÕÌÁÓ ÇÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ ÒÅÔÉÎÁ ÉÎÔÒþÎÓÅÃÁÍÅÎÔÅ 

ÆÏÔÏÓÅÎÓÉÂÌÅÓȢ 

En primer lugar se coloc· un punto en el centro del nervio ·ptico (NO), y dicha 

coordenada fue almacenada a fin de realizar una translaci·n del origen al nervio ·ptico; 

Las im§genes son almacenadas como una matriz, donde el pixel (0, 0) corresponde al 

primer pixel del margen superior-izquierdo. As², mediante la translaci·n, las coordenadas 

de todas las c®lulas del estudio son desplazadas con respecto al nervio ·ptico. 

En segundo lugar, se traz· el contorno de la retina, para obtener el §rea total de ®sta. 

Adem§s, dicha selecci·n nos permitir§ aplicar los filtros y transformaciones s·lo sobre el 

§rea seleccionada, lo cual produce resultados m§s ajustados. En primer lugar, se aplic· el 

filtro Flatten, que reduce las variaciones de fondo presentes en la imagen; posteriormente 

se aplic· el filtro Hipass (5x5), que resalta la informaci·n de alta frecuencia, aumentando 

de esta forma el contraste; despu®s se aplic· el filtro Median (5x5), que reduce el ruido y 

homogeniza la imagen mediante un suavizado, eliminando las aberraciones que se 

pudiesen producir por el filtro anterior; por ¼ltimo se aplic· el filtro Sharpen, con el fin de 

resaltar los detalles y se procedi· a contar y medir las c®lulas intrinsecamente 

fotosensibles, cuantificaci·n aquellas que cumplen con nuestros criterios de tama¶o e 

intensidad de marcaje. 

Una vez aplicados dichos filtros se exportaron los datos relativos a la retina a una hoja de 

Excel, donde se especif²ca el nombre de la retina, su §rea y el n¼mero total de c®lulas. En 

la misma hoja de Excel se almacenan las distintas mediciones de cada c®lula, en concreto 

el §rea, coordenada X y coordenada Y. Esta hoja es almacenada con el fin de realizar 

an§lisis posteriores. 

σȢωȢς -ÁÐÁÓ ÄÅ ÉÓÏÄÅÎÓÉÄÁÄ 

Los fotomontajes fueron procesados autom§ticamente usando una rutina inform§tica 

previamente desarrollada al efecto en el programa de imagen IPP (Nadal-Nicol§s et al., 

2009; Salinas Navarro et al., 2009a). Para estudiar el patr·n de distribuci·n de las CGRs 

sobre toda la retina, la densidad celular obtenida en cada microfotograf²a se intent· 

representar gr§ficamente como mapas de isodensidad usando el programa de 

representaci·n gr§fica SigmaPlotÈ 9.0 for WindowsÈ (Systat Software, Inc., Richmond, 

CA, EEUU). Dada la baja densidad celular dichos mapas no permit²an obtener una idea de 

la distribuci·n celular de las retinas (Figura 18) por lo que se decidi· representar su 

distribuci·n mediante mapas de vecinos.  
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Figura 18: Comparativa gr§fica de los mapas de isodensidad entre retinas intactas y retinas lesionadas  

Mapa de isodensidad en el que se oberva la distribuci·n de las CGR en una retina derecha control (A) y en  

una retina izquierda del grupo axotom²a e implante de nervio perif®rico mediante Tissucol (B). El bajo 

n¼mero total de CGRs que sobreviven en B, no permite apreciar su distribuci·n usando los mapas de 

isodensidad. 

 

σȢωȢσ -ÁÐÁ ÄÅÌ ÖÅÃÉÎÏ ÍÜÓ ÐÒĕØÉÍÏ 

El mapa de vecinos se basa en colorear cada c®lula seg¼n un c·digo de colores seg¼n el 

n¼mero de vecinos que tiene dicha c®lula en un radio determinado, que en este caso ha sido 

55mm en el estudio de la supervivencia y regeneraci·n y de 82mm en el estudio de las 

c®lulas ganglionares intr²nsecamente fotosensibles, de esta manera se ilustra la densidad 

relativa de poblaciones peque¶as. Para realizar este estudio se desarroll· una aplicaci·n en 

Java que carga el fichero resultante del conteo y medici·n anteriormente descrito, y realiza 

los siguientes c§lculos para cada c®lula. En primer lugar, se realiza la translaci·n con 

respecto al NO de cada c®lula, en segundo lugar se mide la distancia eucl²dea al NO y, en 

tercer lugar, se aplica el algoritmo de los K-vecinos con radio fijo. As² mediante este 

algoritmo se contar§ para cada c®lula cu§ntas c®lulas se encuentran a una distancia menor o 

igual al radio dado, en nuestro caso de 100 · 150 respectivamente. Una vez analizada la 

retina completa, los resultados son almacenados en un fichero de texto con columnas 

delimitadas por tabulaciones que puede ser abierto por la mayor²a de las hojas de c§lculo 

disponibles en el mercado. Finalmente, mediante el programa Sigmaplot (Sigmaplot 11.0 

for Windows; Systat Software, Inc., Richmond, CA, EEUU), realizaremos una 

representaci·n de las c®lulas en funci·n de su posici·n con respecto al NO y el n¼mero de 

vecinos, mediante una escala de color, de manera que los colores m§s fr²os corresponden a 

las c®lulas con menor n¼mero de vecinos y los colores m§s c§lidos a las que poseen mayor 

n¼mero de vecinos. Esta escala ha sido ajustada a los resultados obtenidos, por lo que ha 

A B 
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sido fijada de 0 a >21 vecinos en el estudio de la supervivencia y de 0 a > 14 vecinos en el 

estudio de la regeneraci·n de CGRs y de supervivencia de ipCGRs. Finalmente, los datos 

obtenidos de este an§lisis pueden ser trasladados a gr§ficos de barras en los que se 

representan en el eje de ordenadas el n¼mero de CGRs y en el eje de abscisas la distancia 

al nervio ·ptico a la que se encuentran.  

σȢρπ !ÎÜÌÉÓÉÓ ÅÓÔÁÄþÓÔÉÃÏ 

Para el an§lisis estad²stico se utiliz· el programa SigmaStatÈ 3.1 para WindowsÈ (Systat 

Software, Inc, Richmond, CA, EEUU). Previamente todos los datos a comparar de cada 

grupo se almacenaron en hojas de c§lculo (MicrosoftÈ Office Excel 2003, Microsoft 

Corporation, Redmond, WA, EEUU). La significaci·n estad²stica se situ· en p<0, 05 para 

todos los test estad²sticos. 

Para comparar los datos cuantitativos de n¼mero total de CGRs entre ojos derechos e 

izquierdos se utiliz· el test de Mann-Whitney y el t-test. Los datos se presentan como la 

mediaÑdesviaci·n est§ndar (DEM). 
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τ- 2%35,4!$/3 

A continuaci·n se presentan los resultados del an§lisis de las retinas de los tres grupos 

experimentales a estudio. En general nuestros estudios muestran que la supervivencia de 

las CGRs es significativamente superior en los grupos experimentales en los que se 

implant· un injerto de nervio perif®rico aut·logo, cuando se compara con la supervivencia 

obtenida tras la axotom²a simple del nervio ·ptico. La regeneraci·n axonal de las CGRs 

fue significativamente mayor cuando el injerto se implant· mediante microsuturas que 

cuando se utiliz· Tissucol para su implante. Las ipCGRs axotomizadas no mostraron 

mayor supervivencia ni regeneraci·n axonal cuando se implantaron segmentos de nervio 

perif®rico aut·logo. 

τȢρ 3ÕÐÅÒÖÉÖÅÎÃÉÁ ÄÅ ÌÁÓ #ïÌÕÌÁÓ 'ÁÎÇÌÉÏÎÁÒÅÓ ÄÅ ÌÁ 2ÅÔÉÎÁ 

ÉÎÍÕÎÏÄÅÔÅÃÔÁÄÁÓ ÃÏÎ "ÒÎσÁ  

En los siguientes apartados se exponen los resultados obtenidos de las retinas de los 

ratones albinos Swiss sometidos a axotom²a y axotom²a m§s implante de nervio perif®rico 

mediante la aplicaci·n del adhesivo biol·gico Tissucol y mediante sutura. Compararemos 

los resultados obtenidos de los diferentes grupos experimentales y mostraremos la 

tendencia de la distribuci·n de las mismas en las diferentes regiones de la retina empleando 

para ello los mapas de n¼mero de vecinos y el gr§fico cuantitativo resultante de los 

mismos. 

τȢρȢρ 3ÕÐÅÒÖÉÖÅÎÃÉÁ ÄÅ ÌÁÓ #'2Ó ÅÎ ÒÅÔÉÎÁÓ ÓÏÍÅÔÉÄÁÓ Á ÁØÏÔÏÍþÁ 

Se realiz· un grupo de animales (n=12) a los que se les realiz· axotom²a simple en el NO 

izquierdo y las retinas se analizaron 28 d²as despu®s. En la Figuras 19 y 20 se muestran 

fotomontajes representativos de una retina derecha control (Figura 19A) y tres retinas 

izquierdas, es decir lesionadas (Figura 19B y 20) en las que se observan las CGRs-Brn3a
+
 

junto a im§genes al detalle de las mismas.  

Los resultados de la cuantificaci·n autom§tica del n¼mero de CGRs-Brn3a
+
 en las retinas 

derechas y en las axotomizadas se muestran en la Tabla 2. As², en las retinas control, el 

n¼mero medio de CGRs-Brn3a
+
 fue de 44.899Ñ3.025 (mediaÑdesviaci·n est§ndar de la 

media), y en las retinas lesionadas, el n¼mero medio de CGRs-Brn3a
+ 
de 5.818Ñ1.405. De 

esta manera el porcentaje de CGRs-Brn3a
+
 que sobrevive a 28 d²as tras la axotom²a con 

respecto a la poblaci·n total de CGRs-Brn3a
+
 es del 13%.  
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Figura 19: Identificaci·n de CGRs en retinas control (A) y en retinas analizadas 28 d²as despu®s de la 

axotom²a (B). 

Fotomontaje representativo de una retina ojo derecho no lesionada (A) y de un ojo izquierdo del grupo de 

axotom²a (B) en las que se observan las CGRs-Brn3a
+
. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan a 

mayor detalle las CGRs Brn3a
+
 en las regiones perif®rica, media y central de la retina respectivamente. En la 

parte inferior izquierda de cada fotomontaje se muestra el n¼mero total de CGRs contadas en esa retina. 
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Figura 20: Identificaci·n de las CGRs que sobreviven 28 d²as despu®s de la axotom²a  

A-B: Fotomontajes representativos de dos retinas del grupo de axotom²a en las que se observan las CGRs-

Brn3a
+
. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan a mayor detalle las CGRs Brn3a

+
 en las regiones 

perif®rica, media y central de la retina respectivamente. En la parte inferior izquierda de cada fotomontaje se 

muestra el n¼mero total de CGRs contadas en esa retina. 
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Rat·n 
Retinas  

derechas 

Retinas  

izquierdas 

1 44.006 6.224 

2 44.998 6.000 

3 45.727 5.618 

4 49.079 7.696 

5 44.550 6.857 

6 38.225 8.397 

7 47.876 3.920 

8 47.657 5.762 

9 40.663 3.577 

10 41.537 5.286 

11 46.279 5.826 

12 45.305 4.664 

Media Ñ 

desviaci·n est§ndar 
44.899Ñ3.025 5.818Ñ1.405 

 

Tabla 2: N¼mero total de CGRs que sobreviven en el grupo de axotom²a 

N¼mero total de CGRs-Brn3a
+
 contadas en las retina derechas (control) e izquierdas (lesionadas) 28 d²as 

despu®s de realizar la axotom²a en los 12 animales estudiados. En la ¼ltima fila se muestra la mediaÑla 

desviaci·n est§ndar. 
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τȢρȢς 3ÕÐÅÒÖÉÖÅÎÃÉÁ ÄÅ #'2Ó ÅÎ ÒÅÔÉÎÁÓ ÓÏÍÅÔÉÄÁÓ Á ÁØÏÔÏÍþÁ Å ÉÍÐÌÁÎÔÅ ÄÅ 

ÎÅÒÖÉÏ ÐÅÒÉÆïÒÉÃÏ ÍÅÄÉÁÎÔÅ 4ÉÓÓÕÃÏÌȢ 

En el grupo de animales experimentales a los que se les realiz· axotom²a e implante de 

injerto de nervio perif®rico mediante Tissucol (n=11), tambi®n fueron identificadas las 

CGR-Brn3a
+
 (Figura 21). Los resultados de la cuantificaci·n autom§tica del n¼mero de 

CGR-Brn3a
+
 se muestran en la Tabla 3. El n¼mero medio de CGRs-Brn3a

+
 en los ojos 

derechos fue de 45.084Ñ4.440, mientras que los ojos izquierdos pose²an un n¼mero medio 

de CGRs-Brn3a
+
 de 9.716Ñ3.452. De tal forma que el porcentaje de supervivencia de las 

CGRs-Brn3a
+ 
tras axotom²a e implante de injerto de nervio perif®rico mediante Tissucol 

con respecto a la poblaci·n total de CGRs-Brn3a
+
 es del 22%. 
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Figura 21: Identificaci·n de las CGRs que sobreviven 28 d²as despu®s de axotom²a e injerto de nervio 

perif®rico mediante Tissucol. 

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas del grupo de axotom²a e injerto de nervio perif®rico 

mediante Tissucol en las que se observan las CGRs-Brn3a
+
. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan 

a mayor detalle las CGRs Brn3a
+
 en las regiones perif®rica, media y central de la retina, respectivamente. En 

la parte inferior izquierda de cada fotomontaje se muestra el n¼mero total de CGRs contadas en esa retina. 
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Rat·n 
Retinas  

derechas 

Retinas  

izquierdas 

1 45.884 11.601 

2 44.974 5.698 

3 47.109 7.034 

4 49.716 7.640 

5 50.657 10.058 

6 43.824 6.959 

7 47.241 12.812 

8 34.557 7.231 

9 44.182 14.352 

10 50.450 15.916 

11 43.940 7.579 

Media Ñ 

desviaci·n est§ndar 
45.084Ñ4.440 9.716Ñ3452  

 

Tabla 3: N¼mero total de CGRs en el grupo de axotom²a e implante de nervio perif®rico mediante 

Tissucol. 

N¼mero total de CGRs-Brn3a
+
 contadas en las retina derechas (control) e izquierdas (lesionadas) 28 d²as 

despu®s de realizar la axotom²a y realizar el injerto de nervio perif®rico mediante Tissucol en los 11 animales 

estudiados. En la ¼ltima fila se muestra la mediaÑla desviaci·n est§ndar 

 

τȢρȢσ 3ÕÐÅÒÖÉÖÅÎÃÉÁ ÄÅ #'2Ó ÅÎ ÒÅÔÉÎÁÓ ÓÏÍÅÔÉÄÁÓ Á ÁØÏÔÏÍþÁ Å ÉÍÐÌÁÎÔÅ ÄÅ 

ÎÅÒÖÉÏ ÐÅÒÉÆïÒÉÃÏ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÓÕÔÕÒÁ 

Al igual que en los grupos anteriores se identificaron las CGRs-Brn3a
+
 en los animales 

experimentales a los que se les realiz· axotom²a e implante de injerto de nervio perif®rico 
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mediante sutura (n=11). En las figuras 22 y 23 se muestran 4 fotomontajes representativos y 

sus correspondientes magnificaciones. Los resultados de la cuantificaci·n autom§tica del 

n¼mero de CGRs-Brn3a
+ 
se muestran en la Tabla 4. Obteni®ndose en este caso para los ojos 

derechos un n¼mero medio de CGRs-Brn3a
+
 de 47.975Ñ3.407 y para los ojos izquierdos 

un n¼mero medio de 8.575Ñ3.763. As², el porcentaje de supervivencia de las CGRs-Brn3a
+
 

en este grupo experimental la poblaci·n total en las retinas derechas es de 

aproximadamente un 18%. 
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Figura 22: Identificaci·n de las CGRs que sobreviven 28 d²as despu®s de axotom²a e injerto de 

nervio perif®rico mediante sutura. 

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas izquierdas a las que se les ha realizado axotom²a e 

injerto de nervio perif®rico mediante sutura, en las que se observan las c®lulas ganglionares de la retina 

inmunodetectadas con Brn3a. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan a mayor detalle las CGRs 

Brn3a
+
 en las regiones perif®rica, media y central de la retina, respectivamente. En la parte inferior 

izquierda de cada fotomontaje se muestra el n¼mero total de CGRs contadas en esa retina. 
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Figura 23: Identificaci·n de las CGRs que sobreviven 28 d²as despu®s de axotom²a e injerto de 

nervio perif®rico mediante sutura. 

A, B: Fotomontajes representativos de dos retinas izquierdas a las que se les ha realizado axotom²a e 

injerto de nervio perif®rico mediante sutura, en las que se observan las c®lulas ganglionares de la retina 

inmunodetectadas con Brn3a. En las magnificaciones a, d; b, e; c, f se observan a mayor detalle las CGRs 

Brn3a
+
 en las regiones perif®rica, media y central de la retina, respectivamente. En la parte inferior 

izquierda de cada fotomontaje se muestra el n¼mero total de CGRs contadas en esa retina. 
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Rat·n 
Retinas  

derechas 

Retinas  

izquierdas 

1 49.472 8.766 

2 44.153 8.017 

3 55.436 8.828 

4 46.045 5.299 

5 52.458 17.951 

6 45.757 7.281 

7 47.249 6.058 

8 48.231 10.014 

9 46.059 5.532 

10 44.731 5.496 

11 48.134 6.332 

Media Ñ 

desviaci·n est§ndar 
47.975Ñ3.407 8.575Ñ3.763 

 

Tabla 4: N¼mero total de CGRs que sobreviven en el grupo de axotom²a e implante de nervio 

perif®rico mediante sutura 

N¼mero total de CGRs-Brn3a
+
 contadas en las retina derechas (control) e izquierdas (lesionadas) 28 d²as 

despu®s de realizar la axotom²a y realizar el injerto de nervio perif®rico mediante sutura en los 11 animales 

estudiados. En la ¼ltima fila se muestra la mediaÑla desviaci·n est§ndar. 

Si comparamos el grupo de axotom²a con los grupos que adem§s recibieron injerto de 

nervio perif®rico (axotom²a +Tissucol) y (axotom²a + sutura) comprobamos que en el 

grupo de axotom²a la supervivencia es significativamente menor que en los grupos en los 

que se realiz· el injerto (Ttest, p=0,003 y p=0,024; Tissucol y sutura, respectivamente). Por 

el contrario si comparamos la supervivencia entre ambos grupos con injerto, comprobamos 
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que no existe diferencia estad²sticamente significativa (p=0,451); Es decir, la metodolog²a 

para injertar el nervio perif®rico en el mu¶·n del nervio ·ptico no influye de manera 

significativa en la supervivencia de las CGRs  

τȢρȢτ %ÓÔÕÄÉÏ 4ÏÐÏÇÒÜÆÉÃÏ ÄÅ ÌÁ 3ÕÐÅÒÖÉÖÅÎÃÉÁ ÄÅ #'2Ó-"ÒÎσÁ ÅÎ ÌÏÓ ÄÉÆÅÒÅÎÔÅÓ 

ÇÒÕÐÏÓ ÅØÐÅÒÉÍÅÎÔÁÌÅÓȢ 

En retinas control, la distribuci·n topogr§fica de las CGRs se muestra con mapas de 

isodensidad (Figura 24A-B). Se observa que la distribuci·n de las CGRs no es homog®nea, 

se encuentran en mayor densidad en la zona central de la retina, disminuyendo hacia la 

periferia. Las densidades mayores se encuentran en la zona superior por encima del nervio 

·ptico, con un pico en la zona temporal (Figura 24B) del mismo modo como se han descrito 

en estudios previos que han documentado que la distribuci·n de las CGRs en el rat·n 

adulto presentan un patr·n de estr²a visual (Salinas-Navarro et al.,; 2009b). Para el estudio 

topogr§fico de las CGRs que sobreviven en los distintos grupos experimentales, los mapas 

de isodensidad no eran v§lidos por el bajo n¼mero de c®lulas supervivientes y por lo tanto 

se realizaron mapas de vecinos. Estos se muestran en las siguientes figuras: grupo de 

axotom²a (sub-apartado 4.1.4.1, Figuras 24C, 25-27), grupo de axotom²a e injerto de nervio 

perif®rico con Tissucol (sub-apartado 4.1.4.2, Figuras 28, 30) y grupo de axotom²a e injerto 

de nervio perif®rico con sutura (sub-apartado 4.1.4.3, Figuras 31-34). Los mapas de las 

figuras 24C y 25 corresponden a los fotomontajes mostrados en la figuras 19B y 20, 

respectivamente, los de la figura 28 a los fotomontajes de la figura 21 y los de las figuras 

31 y 32 a los fotomontajes de las figuras 22 y 23 ,respectivamente. En todos los mapas y 

gr§ficos correspondientes, independientemente del grupo experimental, se observa que la 

supervivencia de las CGRs ocurre por toda la retina. Es decir, en el caso de la axotom²a 

simple estos mapas demuestran que la lesi·n induce una muerte difusa; en los grupos que 

han recibido el injerto de nervio perif®rico, estos datos indican adem§s que la aposici·n del 

nervio perif®rico en el nervio ·ptico ha cubierto todo el mu¶·n. Finalmente, en 

concordancia con los datos cuantitativos (tablas 2 a 4) en las retinas que han recibido injerto 

se observa una mayor densidad de CGRs. 
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ψȢυȢψȢυȢ 2ÅÐÒÅÓÅÎÔÁÃÉÏÎÅÓ ÇÒÜÆÉÃÁÓ ÄÅ ÌÁ ÄÉÓÔÒÉÂÕÃÉĕÎ ÄÅ ÌÁÓ #'2Ó "ÒÎχÁϽ ÅÎ ÌÁÓ 

ÒÅÔÉÎÁÓ ÄÅ ÌÏÓ ÏÊÏÓ ÉÚÑÕÉÅÒÄÏÓ ÓÏÍÅÔÉÄÏÓ Á ÁØÏÔÏÍþÁȢ 

 
 

Figura 24: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+
 en retinas control y tras axotom²a  

Fotomontaje representativo de CGRs-Brn3a
+
 de retina derecha control (A) junto con su mapa de 

isodensidad correspondiente (B). En las retinas lesionadas, los mapas de isodensidad no eran factibles y por 

eso las CGRs supervivientes o que han regenerado se ha representado por medio de mapas de vecinos. En C 

se muestra un ejemplo de la distribuci·n de las CGRs-Brn3a
+
 (supervivientes) a 28 d²as tras la axotom²a, 

este mapa corresponde al fotomontaje de la figura 19B. En D se muestran los datos del mapa de vecinos 

trasladados a un gr§fico en el que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en 

cada cuadrante retiniano a distancias crecientes desde nervio ·ptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso 

temporal, VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. En A y B, 

el polo temporal est§ a la derecha, y en C a la izquierda. En la parte inferior izquierda del fotomontaje y del 

mapa se muestra el n¼mero total de CGRs contadas y representadas, respectivamente. 
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Figura 25: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+
 en retinas analizadas 28 d²as tras la axotom²a  

A, C: Distribuci·n de las CGRs-Brn3a
+
 (supervivientes) a 28 d²as tras la axotom²a, estos mapas 

corresponden a los fotomontajes de la figura 20. B, D: se muestran los datos de los mapas de vecinos 

trasladados a un gr§fico en el que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada 

cuadrante retiniano a distancias crecientes desde nervio ·ptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, 

VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal, En A y C el polo 

temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el n¼mero total 

de CGRs representadas 
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Figura 26: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+
 en retinas del grupo de axotom²a. 

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotom²a. En B, D, F y H se muestran los datos de 

cada mapa de vecinos trasladados a gr§ficos en los que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de 

ordenadas) que hay en cada cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio ·ptico (eje abscisas). DT: 

cuadrante dorso temporal, VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro 

nasal. El polo temporal se encuentra a la izquierda.  En la parte inferior n¼mero total de CGRs representadas 
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Figura 27: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+
 en retinas del grupo de axotom²a  

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotom²a. En B, D, F y H se muestran los datos de 

cada mapa de vecinos trasladados a gr§ficos en los que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de 

ordenadas) que hay en cada cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio ·ptico (eje abscisas). DT: 

cuadrante dorso temporal, VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro 

nasal. El polo temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el 

n¼mero total de CGRs representadas 
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ψȢυȢψȢφȢ 2ÅÐÒÅÓÅÎÔÁÃÉÏÎÅÓ ÇÒÜÆÉÃÁÓ ÄÅ ÌÁ ÄÉÓÔÒÉÂÕÃÉĕÎ ÄÅ ÌÁÓ #'2Ó-"ÒÎχÁϽ ÅÎ ÌÁÓ 

ÒÅÔÉÎÁÓ ÄÅ ÌÏÓ ÏÊÏÓ ÉÚÑÕÉÅÒÄÏÓ ÓÏÍÅÔÉÄÏÓ Á ÁØÏÔÏÍþÁ Å ÉÍÐÌÁÎÔÅ ÄÅ ÎÅÒÖÉÏ 

ÐÅÒÉÆïÒÉÃÏ ÍÅÄÉÁÎÔÅ 4ÉÓÓÕÃÏÌȢ 

 

 

Figura 28: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+ 
en retinas del grupo de axotom²a injerto con Tissucol  

A, C: mapas de vecinos de retinas sometidas a axotom²a e implante de nervio perif®rico mediante Tissucol 

correspondientes a los fotomontajes de la figura 21. B, D: gr§ficos en los que se muestran los datos de cada 

mapa de vecinos en los que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada 

cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio ·ptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, 

VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. En A y C el polo 

temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el n¼mero total 

de CGRs representadas 

 



RESULTADOS 

71 

 

Figura 29: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+
 en el grupo de axotom²a en injerto con Tissucol  

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotom²a e implante de injerto de nervio 

perif®rico mediante Tissucol. En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecino trasladados a 

gr§ficos en los que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante 

retiniano a distancias crecientes del nervio ·ptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT: 

cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. El polo temporal se 

encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el n¼mero total de CGRs 

representadas 
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Figura 30: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+
 en el grupo de axotom²a en injerto con Tissucol. 

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotom²a e implante de injerto de nervio 

perif®rico mediante Tissucol. En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecino trasladados a 

gr§ficos en los que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante 

retiniano a distancias crecientes del nervio ·ptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT: 

cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. El polo temporal se 

encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el n¼mero total de CGRs 

representadas 
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ψȢυȢψȢχȢ 2ÅÐÒÅÓÅÎÔÁÃÉÏÎÅÓ ÇÒÜÆÉÃÁÓ ÄÅ ÌÁ ÄÉÓÔÒÉÂÕÃÉĕÎ ÄÅ ÌÁÓ #'2Ó-"ÒÎχÁϽ ÅÎ ÌÁÓ 

ÒÅÔÉÎÁÓ ÄÅ ÌÏÓ ÏÊÏÓ ÉÚÑÕÉÅÒÄÏÓ ÓÏÍÅÔÉÄÏÓ Á ÁØÏÔÏÍþÁ Å ÉÍÐÌÁÎÔÅ ÄÅ ÎÅÒÖÉÏ 

ÐÅÒÉÆïÒÉÃÏ ÍÅÄÉÁÎÔÅ ÓÕÔÕÒÁȢ 

 

 
 

Figura 31: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+
 en retinas del grupo de axotom²a e injerto con sutura  

A y C: mapas de vecinos de las retinas sometidas a axotom²a e implante de nervio perif®rico mediante sutura 

correspondientes a los fotomontajes de la figura 22. En B y D se muestran los datos de los mapas de vecino 

trasladados a gr§ficos en los que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada 

cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio ·ptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, 

VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN: cuadrante ventro nasal. En A y C el polo 

temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el n¼mero total 

de CGRs representadas 
 



RESULTADOS 

74 

 

Figura 32: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+ 
en retinas del grupo de axotom²a e injerto con sutura. 

A y C: mapas de vecinos de las retinas sometidas a axotom²a e implante de nervio perif®rico mediante sutura 

correspondientes a los fotomontajes de la figura 23. En B y D se muestran los datos de los mapas de vecino 

trasladados a gr§ficos en los que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada 

cuadrante retiniano a distancias crecientes del nervio ·ptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, 

VT: cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. En A y C el polo 

temporal se encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda de cada mapa se muestra el n¼mero total 

de CGRs representadas. 
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Figura 33: Distribuci·n de CGRs-Brn3a
+
 en el grupo de axotom²a e injerto mediante sutura  

A, C, E y G: mapas de vecinos de 4 retinas sometidas a axotom²a e implante de injerto de nervio 

perif®rico mediante sutura. En B, D, F y H se muestran los datos de cada mapa de vecinos trasladados a 

gr§ficos en los que se ha representado el n¼mero de CGRs (eje de ordenadas) que hay en cada cuadrante 

retiniano a distancias crecientes del nervio ·ptico (eje abscisas). DT: cuadrante dorso temporal, VT: 

cuadrante ventro temporal, DN: cuadrante dorso nasal, VN cuadrante ventro nasal. El polo temporal se 

encuentra a la izquierda. En la parte inferior izquierda el n¼mero total de CGRs representadas. 












































































