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1. ABREVIATURAS	
 

C Central 

CCG Capa de células ganglionares 

CFNR Capa de fibras nerviosas de la retina 

CG Células ganglionares 

CIBA Centro de Investigación Biomédica de Aragón 

CNE Capa nuclear externa 

CNI Capa nuclear interna 

CPE Capa plexiforme externa 

CPI Capa plexiforme interna 
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DARC Detección de apoptosis de células de la retina (Del inglés: Detection of 

Apoptosing Retinal Cells) 

EPR Epitelio pigmentario de la retina 
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GC Glucocorticoides 

GPAA Glaucoma primario de ángulo abierto 

GPAC Glaucoma primario de ángulo cerrado 

H Hembras 

HTO/OHT Hipertensión ocular/(Del inglés: Ocular HyperTension) 

I Inferior 

IE Inferior externo 

II Inferior interno 

IN Inferonasal 

IP Intraperitoneal 

IT Inferotemporal 

JCR  Del inglés Jounal Citation Reports 

M Machos 

MLE Membrana limitante externa 

MLI Membrana limitante interna 

ms Milisegundos 
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Ms Microesferas 

μV Microvoltios 

N Nasal 

NE Nasal externo 

NI Nasal interno 

OCT Tomografía de coherencia óptica (Del inglés: Optical Coherence 

Tomography) 

ONT Normotensión ocular (Del inglés Ocular NormoTension) 

PIO Presión intraocular 

PLGA Ácido poliláctico glicólico (Del inglés: Poly-Lactic-Acid-Glycolic) 

PVE Presión venosa epiescleral 

R Retina polo posterior 

RNAm Ácido ribonucleico mensajero (Del inglés: Messenger Ribonucleic Acid) 

RNF Respuesta negativa fotópica (Del inglés PhNR: Photopic Negative Response) 

SD Desviación estándar (Del inglés: Standard Deviation) 

SE Superior externo 

SEF Segmentos externos de los fotorreceptores 

SI Superior interno 

SIG Glaucoma inducido por corticoides (Del inglés: Steroid-Induced Glaucoma) 

SN Superonasal 

SNC Sistema nervioso central 

ST Superotemporal 

T Temporal 

TE Temporal externo 

TI Temporal interno 

VT Volumen total 
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2. RESUMEN	
El tema principal de los cuatro artículos que componen esta Tesis Doctoral es el 

análisis de las diferencias en los patrones de neurodegeneración retiniana que se 

produce en ratas Long-Evans según el sexo a lo largo de su vida, en condiciones 

fisiológicas y tras la inducción de daño por hipertensión ocular mediante nuevos 

modelos de glaucoma crónico. Para ello, se evaluó la presión intraocular, la refracción, 

y se analizó la estructura neurorretiniana mediante tomografía de coherencia óptica y 

la función neurorretiniana mediante electrorretinograma. 

 

El glaucoma es una neuropatía óptica multifactorial, en la que se produce una 

muerte progresiva de las células ganglionares de la retina que lleva a una pérdida de 

visión irreversible. En la actualidad constituye la segunda causa de ceguera a nivel 

mundial. El glaucoma se considera una patología asociada al envejecimiento, y por tanto 

la edad es un factor de riesgo no modificable. Además, en la literatura reciente, existe 

evidencia de que las hormonas sexuales y el cambio de los niveles de éstas según el sexo 

y la edad, parecen influir en el desarrollo de diferentes enfermedades 

neurodegenerativas. El estudio de estas diferencias por sexo es una demanda creciente 

en el camino de la medicina de precisión. Por otro lado, la presión intraocular es el 

principal factor de riesgo conocido potencialmente modificable para desarrollar 

glaucoma, y hoy en día, la principal diana terapéutica. Además, existen otros factores 

que aumentan el riesgo de desarrollar glaucoma, como es la miopía o el uso de 

corticoides.  

 

Para poder comprender la fisiopatología de esta entidad en mayor profundidad, es 

fundamental su estudio en modelos animales que permitan replicar la evolución de la 

enfermedad en humanos. La creación de nuevos modelos de glaucoma crónico 

inducidos mediante la inyección de microesferas biodegradables en la cámara anterior 

del ojo de ratas Long-Evans permite realizar un seguimiento de los cambios 

neurodegenerativos que sufren a lo largo de su evolución de manera mínimamente 

invasiva.  
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En primer lugar, para conocer, el neurodesarrollo y la neurodegeneración retiniana 

fisiológicas se realizó, en una cohorte de ratas Long-Evans sanas, un seguimiento de 24 

semanas, correspondiendo desde la pubertad precoz hasta la adultez tardía. Se 

analizaron los valores de presión intraocular y las diferencias retinianas fisiológicas a lo 

largo de la vida, así como la diferencia de estos valores según el sexo; con el objetivo de 

poder comparar en los siguientes estudios de esta Tesis Doctoral (ya que no se 

encontraron estudios previos de referencia) la neurodegeneración fisiológica y  la 

neurodegeneración patológica producida en ratas con glaucoma crónico inducido. Los 

machos sanos presentaron una presión intraocular más elevada (llegando incluso a la 

hipertensión ocular [>20 mmHg] al final del estudio [7 meses de edad]), un mayor 

espesor neurorretiniano pero una mayor pérdida porcentual estructural, y una peor 

función adaptada a la luz y a la oscuridad medida por electrorretinografía que las 

hembras. Este estudio concluye que la edad y el sexo influyeron en el neurodesarrollo y 

la neurodegeneración. Se observaron diferentes patrones degenerativos estructurales 

y funcionales en función del sexo, que se produjeron antes y con mayor intensidad en 

los machos que en las hembras de la misma edad. Este es el primer estudio que 

proporciona una base para comprender mejor la implicación del sexo en la 

neurodegeneración fisiológica con un seguimiento prolongado, de 24 semanas. 

 

La miopía es un defecto refractivo cuya prevalencia va aumentando 

progresivamente a nivel mundial. Los pacientes con miopía tienen más riesgo de 

presentar glaucoma y de manera más precoz. Para ampliar el conocimiento sobre el 

error refractivo como factor de riesgo implicado en el glaucoma, se realizó el segundo 

estudio de esta Tesis Doctoral en el que se evaluaron las diferencias por sexo en la 

refracción, estructura y función neurorretininana en función de presencia o no de 

hipertensión ocular inducida mediante dos modelos de glaucoma crónico en ratas Long-

Evans a lo largo de 24 semanas de seguimiento. Este estudio concluye que los machos 

presentaron mayor tendencia a la miopía y que el único parámetro correlacionado 

estadísticamente con la refracción fue la presión intraocular. La hipertensión ocular 

crónica acelera el paso de emetropía en ojos de ratas Long-Evans a una miopía 

lentamente progresiva, con un aumento inicial de la estructura y la función que se 

invierte con el tiempo. 
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Una vez observado que, en condiciones fisiológicas, existían diferencias de presión 

intraocular y neurodegenereración en función del sexo, el paso siguiente fue comprobar 

si estas diferencias también existían en condiciones de patología; en nuestro caso, en 

glaucoma crónico inducido en ratas Long-Evans mediante cuatro modelos de 

hipertensión ocular diferentes: dos modelos de glaucoma no esteroideo y dos modelos 

de glaucoma esteroideo.  

 

En el tercer artículo de esta Tesis Doctoral se evaluaron las diferencias por sexo en 

dos modelos de glaucoma crónico con hipertensión ocular inducidos mediante el 

modelo gold standard de esclerosis de las venas epiesclerales y mediante un nuevo 

modelo patentado por nuestro grupo de investigación inducido por inyección de 

microesferas biodegradables de ácido poli-láctico-glicólico (PLGA) en la cámara anterior 

del ojo de ratas Long-Evans. Este trabajo demuestra que los machos presentaron una 

mayor presión intraocular en ambos modelos de glaucoma crónico, y se encontraron 

mayores diferencias en el modelo epiescleral. Los machos mostraron un mayor 

porcentaje de pérdida de espesor de la capa de fibras nerviosas de la retina y mostraron 

una peor funcionalidad por electrorretinografía adaptada a la oscuridad/luz en ambos 

modelos, que empeoró precozmente en el modelo de esclerosis epiescleral. Se concluye 

que el sexo y el método de inducción de la hipertensión ocular influyeron en la 

degeneración neurorretiniana y que las ratas hembra con glaucoma crónico parecen 

presentar una protección neurorretiniana respecto a los machos de su misma edad.  

 

Por último, en el cuarto artículo de esta Tesis Doctoral se evaluaron las diferencias 

por sexo en dos modelos de glaucoma crónico corticoideo. Un primer modelo inducido 

mediante la inyección en cámara anterior de microesferas de PLGA cargadas con 

dexametasona, y un modelo, creado con microesferas cargadas con dexametasona y 

fibronectina. Los machos mostraron una presión intraocular más elevada. En el modelo 

solo inducido con dexametasona, los machos mostraron valores de presión intraocular 

más elevados y el mayor porcentaje de pérdida de espesor en la capa de células 

ganglionares. Sin embargo, las hembras que recibieron microesferas cargadas con 

dexametasona y fibronectina experimentaron un mayor porcentaje de pérdida de 
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espesor en retina, capa de fibras nerviosas de la retina y en la capa de células 

ganglionares que los machos de la misma edad. Se concluye, por tanto, que aunque en 

ambos modelos de glaucoma crónico corticoideo se utilizó dexametasona, se 

observaron cambios diferentes en la presión intraocular y en la neurorretina en 

función del sexo y de otros cofactores influyentes, que en nuestro caso fue la 

fibronectina. Es decir, este estudio coincide en que tanto el sexo como el tipo de modelo 

de glaucoma inducido parecen influir en la degeneración neurorretiniana. 

 

Los cuatro artículos publicados en esta Tesis Doctoral demuestran que existen 

diferencias oculares significativas en la estructura y función de la neurorretina según 

el sexo; en condiciones fisiológicas, en los diferentes tiempos de vida de las ratas Long-

Evans sanas, y en cuatro modelos diferentes de glaucoma crónico inducido. Además, 

el modelo de inducción de hipertensión ocular también parece influir en estas 

diferencias, lo que corrobora la multifactorialidad del glaucoma.  
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3. RELACIÓN	DE	PUBLICACIONES	QUE	COMPONEN	LA	TESIS	
 

A continuación, se incluye una breve introducción y presentación de cada trabajo, 

justificando su unidad temática y participación en esta Tesis Doctoral:  

 

1. “Effect of age and sex on neurodevelopment and degeneration in the healthy 

eye: longitudinal functional and structural study in young and adult Long- 

Evans rat” (“Efecto de la edad y el sexo en el neurodesarrollo y degeneración 

en el ojo sano: estudio estructural y funcional longitudinal en ratas jóvenes y 

adultas Long- Evans”).  
Autores: Rodrigo MJ, Martinez-Rincon T, Subias M, Mendez-Martinez S, Luna C, Pablo LE, Polo V, 

Garcia-Martin E. 
Revista: Experimental Eye Research.2020 Nov;200:108208.  

doi: 10.1016/j.exer.2020.108208. Epub 2020 Aug 31.  

PMID: 32882213. 

JCR- Q1. Factor de impacto (JCR 2019): 3,011.  

ISSN: 0014-4835. 

 

La retina puede considerarse la estructura neural más accesible del sistema 

nervioso central (SNC) y se puede acceder a ella con métodos no invasivos, como la 

tomografía de coherencia óptica (OCT) (1). Para el estudio del neurodesarrollo y la 

neurodegeneración, la retina de la rata es un buen modelo, ya que sufre un proceso de 

maduración y de envejecimiento desde el nacimiento con el paso de los meses que se 

puede extrapolar a la maduración y neurodegeneración que se produce en el ser 

humano con el paso de los años.  

En la actualidad, no se conocen por completo cómo funcionan los diferentes 

mecanismos y procesos moduladores involucrados en el neurodesarrollo y la 

neurodegeneración. Además, en el caso de la neurodegeneración,                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

en ocasiones es difícil diferenciar entre los cambios anatómicos y funcionales 

fisiológicos que se producen como consecuencia del envejecimiento normal durante el 

proceso de senescencia, respecto a los cambios anatómicos y funcionales que se 

producen en la situación premórbida de patologías neurodegenerativas. Esto hace que 

sean necesarios estudios que analicen estas sutiles diferencias entre los cambios 

precoces producidos por patología incipiente, pero que aún no muestran cambios 
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clínicos evidentes, de los cambios producidos por el propio envejecimiento en animales 

sanos.  

Por otro lado, también existe evidencia de que las hormonas sexuales tienen efecto 

en el crecimiento y en el desarrollo de diferentes patologías con el paso del tiempo. Los 

estrógenos concretamente juegan un papel protector importante en diferentes 

entidades. Por ejemplo, por un lado, facilitan la vasodilatación mediante la activación 

de receptores estrogénicos endoteliales y activan la liberación de óxido nítrico y 

prostaglandinas que se une a estos receptores. Por otra parte, disminuyen la liberación 

de endotelina, un potente vasoconstrictor, y reducen la resistencia vascular periférica 

(2). A nivel ocular, se ha demostrado que la expresión de genes retinianos ligados a la 

edad también depende del sexo (3). Por lo tanto, además de la presión intraocular (PIO) 

como factor de riesgo conocido de progresión del glaucoma, el sexo podría también 

tener influencia en la neurodegeneración que se produce en esta patología.  

Por todo lo anteriormente explicado, para poder valorar cómo influyen los factores 

de riesgo de progresión del glaucoma, es necesario conocer cómo es el neurodesarrollo 

y la neurodegeneración que se produce en situaciones fisiológicas en animales sanos, 

así como saber cómo varía la PIO a lo largo de la vida de ratas a las que no se les ha 

hecho ninguna intervención. Además, teniendo en cuenta que el sexo podría influir, por 

tanto, de manera protectora en el glaucoma, es fundamental conocer las diferencias 

según el sexo que se producen en animales sanos a lo largo del tiempo. En conclusión, 

este primer estudio observacional en ratas Long-Evans sanas es la base imprescindible 

inicial para entender y poder desarrollar el resto de los estudios experimentales 

posteriores de esta Tesis Doctoral.    
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Existe una asociación entre el glaucoma primario de ángulo abierto (GPAA) y la 

miopía. Los pacientes con miopía alta tienen más riesgo de tener glaucoma y de forma 

más precoz (4). Todavía no está claro cuál es el mecanismo por el que la hipertensión 

ocular (HTO) influye en la refracción en pacientes jóvenes y causa glaucoma en la edad 

adulta. La miopía se produce principalmente por un aumento excesivo de la longitud 

axial del ojo; sin embargo, la causa exacta que produce este aumento de longitud axial 

aún se desconoce y la HTO podría ser uno de los factores mecánicos implicados. En los 

ojos con glaucoma, el aumento de longitud axial y los cambios estructurales posteriores 

probablemente se produzcan por el estiramiento biomecánico secundario al 

desequilibrio entre la HTO y la elasticidad de la esclera (5), (6).  

Hasta la fecha, se han analizado los efectos de la hipertensión ocular en estudios 

animales más cortos, normalmente con un máximo de 8 semanas de seguimiento (7), 

(8), (9), (10). Este estudio retrospectivo longitudinal de 24 semanas de seguimiento 

analiza por primera vez en un seguimiento tan largo, cómo influye de manera crónica 

la HTO crónica leve-moderada (entre 20 y 30 mmHg) en el cambio refractivo, en la 

estructura y la función de la neurorretina en dos modelos de HTO inducidos en ratas 

Long-Evans, comparadas con una cohorte sana con normotensión (ONT) ocular (PIO 

menor a 20 mmHg) y además se analizan las diferencias por sexo.   
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Clásicamente, se ha considerado que el ojo es un órgano sexualmente neutral. Sin 

embargo, en los últimos años varias publicaciones han ido señalando que los esteroides 

sexuales (andrógenos, estrógenos y progestágenos) tienen influencia en la modulación 

de la estructura, función y características patológicas del ojo, siendo los causantes de 

las diferencias relacionadas con la patología ocular según el sexo.  

Los mecanismos exactos por los que estas hormonas actúan en los tejidos oculares 

y en otros tejidos todavía no se conocen con detalle (11), (12). Algunos estudios 

empiezan a mostrar evidencias de que los estrógenos pueden tener un papel importante 

como protector en algunas enfermedades oftalmológicas, tanto en neuropatías como el 

glaucoma, como en retinopatías como la degeneración macular asociada a la edad, y en 

alteraciones del cristalino como la catarata (13). Dado que la cantidad de estrógenos 

producidos en un organismo varían según su edad y sexo, trabajos previos han 

manifestado la necesidad de que se diseñen estudios que analicen la asociación 

existente entre sexo, hormonas y patología ocular, y en el caso de que esa asociación 

exista, estudiar las posibles implicaciones terapéuticas de estos hallazgos (12).  

Este estudio examina la influencia del sexo en la PIO y en la neurodegeneración 

estructural y funcional retiniana a lo largo de 24 semanas de seguimiento, en dos 

modelos distintos de glaucoma crónico inducidos por HTO mediante la esclerosis de 

venas epiescleras e inyección de microesferas biodegradables en la cámara anterior 

del ojo de ratas Long-Evans.  



 
 

23 

4. “Influence of sex on chronic steroid-induced glaucoma: 6- month follow up 

study in rats” (“Infuencia del sexo en el glaucoma crónico inducido por 

esteroides: estudio de 6 meses de seguimiento en ratas”). 

Autores: Rodrigo MJ, Martinez-Rincon T, Subias M, Mendez-Martinez S, Garcia-Herranz D, Garcia-

Feijoo J, Herrero Vanrell R, Pablo L, Bravo Osuna I, Munuera I, Garcia-Martin E.  

Revista: Experimental Eye Research. 2023 Nov 28:109736.  

doi: 10.1016/j.exer.2023.109736. PMID: 38036216. 

JCR- Q2. FI (2022): 3,4. 

ISSN: 0014-4835. 

  

El principal factor de riesgo modificable en el glaucoma es tener una PIO elevada. 

Los glucocorticoides (GC), como la dexametasona, pueden producir un incremento de la 

PIO, y por tanto, causar un glaucoma inducido por GC (14). La exposición crónica a GC 

ejerce un efecto negativo en las neuronas que exacerba el daño y produce pérdida 

neuronal (15). Por otro lado, existe evidencia que sugiere que los diferentes tipos 

celulares de la retina expresan receptores estrogénicos diferentes con distinta respuesta 

a las hormonas sexuales (16), (17). Los estrógenos parecen ejercer un papel en el ojo 

mediante diferentes mecanismos: reducen la resistencia vascular, lo cual incrementa el 

flujo sanguíneo del nervio óptico y la retina (18), protegen la matriz extracelular de la 

malla trabecular y la lámina cribosa (19), e incluso se ha estudiado que en modelos 

animales pueden actuar como neuroprotector endógeno al mantener la viabilidad de 

las células ganglionares de la retina incluso bajo condiciones de HTO (20),(21). En 

relación, los estrógenos además, pueden mitigar los efectos negativos de los GC en las 

neuronas (22). Se ha sugerido que el sexo podría modular la sensibilidad, acción y 

potencia a los GC, en un modelo murino (23).  

 Por todo ello, en este cuarto artículo se analizan los cambios en la PIO, función y 

estructura de la neurorretina según el sexo en ratas Long-Evans con glaucoma crónico 

inducido por GC durante 24 semanas de seguimiento. Se inducen dos modelos de 

glaucoma corticoideo: uno, mediante la inyección en la cámara anterior del ojo con 

microesferas biodegradables cargadas con dexametasona; y el otro, con una cantidad 

más baja de dexametasona, pero añadiendo fibronectina. El objetivo principal de este 

trabajo es evaluar si las diferencias obtenidas según el sexo en los estudios previos 

también se producen en el glaucoma crónico inducido por GC.  
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4. INTRODUCCIÓN	

4.1  Glaucoma 

4.1.1 Definición y epidemiología 

 

El glaucoma es una neuropatía óptica multifactorial caracterizada por una 

pérdida progresiva e irreversible de la visión como consecuencia de la degeneración de 

las células ganglionares de la retina (CGR) (24). Las células ganglionares son neuronas 

del SNC que tienen el cuerpo celular en la retina interna, sus axones intraoculares no 

mielinizados forman la capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) que se mielinizan a 

su salida para formar el nervio óptico o segundo par craneal. El daño en la CFNR suele 

asociar posteriormente cambios estructurales en la cabeza del nervio óptico y defectos 

típicos en el campo visual (25), que pueden llegar finalmente a la ceguera. 

 

El glaucoma constituye la segunda causa de ceguera irreversible a nivel mundial 

(26). Hay unas 70 millones de personas afectadas por esta patología en el mundo, de las 

que aproximadamente 7 millones tienen ceguera bilateral secundaria a glaucoma (25).  

 

Más que una única entidad clínica, el glaucoma incluye a un grupo de 

enfermedades oculares en las que se produce un daño progresivo del nervio óptico por 

diferentes causas (26).   

 

4.1.2 Factores de riesgo  

 

El principal factor de riesgo para que se produzca la neuropatía óptica 

glaucomatosa es el aumento de presión intraocular (PIO). La hipertensión ocular (HTO) 

es el único factor de riesgo modificable conocido (27), por lo que se trata de un factor 

diana a la hora de realizar el diagnóstico, seguimiento y tratamiento de esta patología. 

Uno de los factores asociados a progresión de glaucoma es la fluctuación de la PIO a lo 

largo de las 24 horas del día o en las sucesivas revisiones del paciente (28). Sin embargo, 

aunque la presencia de HTO es un factor que se encuentra en un alto porcentaje de 

pacientes, no siempre se presenta. Algunos pacientes desarrollan una neuropatía óptica 
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glaucomatosa en presencia de PIO normal; es el conocido como glaucoma 

normotensivo.   

 

En cuanto a los factores de riesgo no modificables destacan la edad, la raza y la 

presencia de antecedentes familiares de glaucoma (29). El glaucoma aumenta con la 

edad (28), pues es una enfermedad asociada al envejecimiento y también se ha 

observado una mayor prevalencia de esta patología en pacientes de raza negra (29).   

 

En referencia al sexo, hasta hace relativamente poco tiempo se consideraba que 

no influía a la hora de aumentar o disminuir el riesgo de glaucoma. Sin embargo, 

recientemente algunas publicaciones han evidenciado diferencias entre hombres y 

mujeres. Se han localizado receptores de estrógenos en el cuerpo ciliar y en el epitelio 

trabecular (11), en la capa nuclear interna de la retina y concretamente en la glía y las 

células ganglionares de la retina (16), e incluso, la retina es capaz de sintetizar neuro-

estrógenos mediante enzimas aromatasas (30). A parte de estas diferencias 

estructurales, se han encontrado diferencias funcionales; el flujo sanguíneo ocular es 

diferente según el sexo (18) y se han descrito variaciones en la cabeza del nervio óptico 

en función de la fase del ciclo menstrual correlacionados con los niveles hormonales 

(31), (32) con perimetría (33) y mayores amplitudes en el electrorretinograma (ERG) de 

ratas pre-menopáusicas (34). Se han descrito también cambios oftalmológicos durante 

el embarazo, causados por el estado de hiperestrogenismo (35), (36), (37). Además, 

suele haber tendencia a la diferenciación entre sexos en patología oftalmológica (12), 

(13), y en patología neuropsiquiátrica o asociada al neuro-desarrollo en las que la 

influencia del sistema inmune (38), (39) y la modulación de los genes ligados a la edad 

son influenciados por el sexo (3), (40). En cuanto al glaucoma concretamente, cada vez 

hay más evidencia que sugiere que un mayor tiempo de exposición a estrógenos en la 

vida de una persona puede tener efectos neuroprotectores en la progresión del GPAA, 

incluso se ha demostrado neuroprotección de la retina tras la inyección intravítrea y 

administración oral de esteroles, mientras que una disminución temprana de 

estrógenos puede conducir a un envejecimiento precoz y a una mayor susceptibilidad 

del nervio óptico de sufrir neuropatía óptica glaucomatosa. Sin embargo, es necesario 
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realizar más estudios para confirmar estos hallazgos, que podrían ser claves en futuras 

estrategias preventivas y terapéuticas (32), (41). 

 

Existen otros factores de riesgo oculares que se han asociado a un mayor riesgo 

de presentar glaucoma, como ocurre en pacientes miopes magnos (28). La miopía es el 

error refractivo más frecuente. La causa exacta de la miopía todavía es desconocida, 

pero se sabe que influyen factores genéticos y ambientales (42). La prevalencia de 

miopía y miopía magna (equivalente esférico menor que -6.00 dioptrías) es actualmente 

del 28,3% y se espera que vaya aumentando progresivamente en los próximos años (43). 

Los pacientes miopes tienen mayor riesgo de presentar glaucoma y de manera más 

precoz (4). 

 

Otro factor que aumenta el riesgo de glaucoma es la exposición del paciente a 

corticoides, tanto tópicos como sistémicos. Se ha estudiado que el mecanismo por el 

que los corticoides aumentan la presión intraocular es mediante un aumento de la 

resistencia de la salida del humor acuoso, de una forma similar a la que ocurre en el 

GPAA (44), (45). Hasta un 30-40% de los pacientes tratados con los corticoides más 

potentes (como la dexametasona), pueden desarrollar hipertensión ocular (45), que 

mantenida en el tiempo, puede llegar a producir daño en el nervio óptico y por lo tanto 

glaucoma.  

 

También se han asociado a un mayor riesgo de presentar glaucoma los 

síndromes de dispersión pigmentaria o en síndromes pseudoexfoliativos, siendo esta 

última la causa más frecuente de glaucoma secundario (46). En estas entidades se 

produce una acumulación progresiva de depósitos granulares de material 

pseudoexfoliativo en varios tejidos intraoculares (principalmente en el segmento 

anterior) y extraoculares. 

 

Las características funduscópicas que asocian mayor riesgo de glaucoma son un 

el aumento de la relación excavación/disco, la asimetría en la relación excavación/disco 

entre ojos y un espesor corneal central disminuido (29). Otros de los factores que se han 

estudiado en relación con el glaucoma han sido la hipertensión arterial sistémica, el 
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vasoespasmo y la hipotensión arterial aguda. Por el momento, varios estudios han visto 

asociación entre una presión diastólica baja, una presión de perfusión ocular baja y una 

prevalencia mayor de glaucoma (28). Por último, el tabaco, la diabetes y la migraña no 

han demostrado un aumento del riesgo de glaucoma en todos los estudios, por lo que 

la asociación entre estos factores y la neuropatía óptica glaucomatosa sigue siendo 

controvertida (28). 

 

FACTORES GENERALES FACTORES OCULARES 

 
- Edad 
- Raza negra 
- Antecedentes 

familiares 
- Hipertensión 

arterial sistémica 
- Vasoespasmo 
- Hipotensión arterial 

aguda 
- Uso de corticoides 

sistémicos 
- ¿Niveles bajos de 

estrógenos? 
- ¿Tabaco? 
- ¿Diabetes? 
- ¿Migraña? 

  
- Hipertensión ocular 
- Uso de corticoides tópicos 
- Traumatismo ocular previo 
- Alteraciones oculares congénitas 
- Miopía 
- Espesor corneal central disminuido 
- Aumento de la relación excavación/disco 
- Asimetría de la relación excavación/disco de cada ojo 
- Síndrome de dispersión pigmentaria 
- Síndrome de pseudoexfoliación 

 

Tabla 1: Factores de riesgo asociados a glaucoma.  

 

4.1.3 Clasificación 

 

El glaucoma se puede clasificar de diferentes formas. En primer lugar, según sea 

primario o secundario a otra causa. Existen 2 tipos de glaucoma primario: el glaucoma 

primario de ángulo abierto (GPAA) y el glaucoma primario de ángulo cerrado (GPAC) 

(ver Ilustración 1, 2 y 3). En cuanto a los glaucomas secundarios, pueden producirse por 

diferentes mecanismos dependiendo de la causa que los provoque pudiendo ser 

secundario a traumatismos, medicación sistémica o tópica o a patología general u 

ocular. 
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Según la edad del paciente afectado puede clasificarse como congénito, juvenil 

o del adulto (47).  

 

El tipo más frecuente varía según regiones, pero de forma global, el GPAA es el 

más prevalente a nivel mundial pues constituye un 60% de los casos aproximadamente. 

Por ese motivo este trabajo se va a centrar principalmente en este tipo de glaucoma, y 

el modelo animal de hipertensión ocular va a tratar de asemejar la fisiopatología del 

GPAA. 

 

4.1.4 Fisiopatología del GPAA 

 

La secreción del humor acuoso y la regulación de su circulación son procesos 

fisiológicamente importantes para el funcionamiento normal del ojo. El concepto básico 

de que una disfunción en el drenaje del humor acuoso produce un aumento de la PIO 

es fundamental para comprender la fisiopatología del glaucoma (48). 

 

Las principales estructuras oculares relacionadas con la circulación del humor 

acuoso son el cuerpo ciliar, la malla trabecular y la vía uveoescleral. El humor acuoso se 

produce por ultrafiltración del plasma en el cuerpo ciliar y pasa de la cámara posterior 

a la cámara anterior a través de la pupila. En el ángulo iridocorneal, el humor acuoso 

atraviesa la malla trabecular a través de dos vías. En la vía tradicional el humor acuoso 

pasa a través de la malla trabecular hacia el canal de Schlemm, que drena a través de 

los canales colectores a las venas epiesclerales (48). La presión venosa epiescleral (PVE) 

es relativamente estable, y puede variar con alteraciones en la posición del cuerpo, en 

algunas enfermedades que obstruyen el retorno venoso hacia el corazón y en shunts 

arteriovenosos (49). 
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Ilustración 1: Circulación normal del humor acuoso a través de la malla trabecular (flecha 

grande) y de la vía uveoescleral (flecha pequeña) (Imagen modificada de (50)). 

 

Existe una segunda vía minoritaria de drenaje del humor acuoso en la que están 

involucrados diferentes mecanismos, conocida como vía uveoescleral. Entre estos 

mecanismos, el principal es en el que se produce un paso del humor acuoso de la cámara 

anterior hacia el músculo ciliar y después a los espacios supraciliar y supracoroideo. A 

continuación, el humor acuoso sale del ojo a través de la esclera o a lo largo de los 

nervios y vasos que penetran en ella. Se estima que el drenaje por vía uveoescleral en 

humanos es de aproximadamente un 45% del total. Este drenaje disminuye con la edad 

y en los pacientes con glaucoma (49). 

 

En el GPAA, el flujo a lo largo de estas dos vías está disminuido (50)(ver 

ilustración 2). 
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Ilustración 2: Ejemplo disminución de la evacuación de humor acuoso en el GPAA (50). 

 

En el GPAC el iris bloquea el flujo de salida del humor acuoso cerrando el ángulo 

iridocorneal (51)(ver Ilustración 3). 

 

 
Ilustración 3: Ejemplo de cierre angular en el GPAC (50). 

 

Existen varias teorías sobre cómo se produce la neuropatía óptica glaucomatosa. 

En condiciones normales la PIO se mantiene constante gracias a un equilibrio entre la 

producción de humor acuoso, la salida de humor acuoso por el canal de Schlemm y por 

la vía uveoescleral y el valor de la PVE. En la teoría mecánica, el aumento de PIO 

produciría un abombamiento posterior de la lámina cribosa con un estrangulamiento 

parcial de los axones de nervio óptico (llustración 4). En la teoría vascular, el aumento 

de PIO no solo abomba la lámina cribosa y daña los axones por este mecanismo, sino 

que además comprime los pequeños capilares que nutren la capa superficial del nervio 

óptico (51). En la teoría inmune el disbalance de células gliales como respuesta al 

incremento de PIO y muerte celular crónica haría progresar la enfermedad (52). 
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Ilustración 4: Histofotografía de la cabeza del nervio óptico. Las estrellas verdes marcan la 
lámina cribosa por donde pasan los axones de las células ganglionares de la retina (42). 
 

 

4.2 Modelos de experimentación de glaucoma inducido en animales 

 

La creación de modelos de experimentación animal que simulen de la forma más 

exacta posible la fisiopatología por la que se produce en humanos la enfermedad que 

queremos estudiar es fundamental para poder desarrollar nuevas estrategias de 

detección y seguimiento de esa patología, y sobre todo para poder estudiar nuevos 

fármacos y terapias para tratarla. 

 

Aunque existen obvias discrepancias a tener en cuenta entre los animales y los 

humanos también hay muchas similitudes anatomo-fisiológicas, especialmente entre 

los humanos y los animales mamíferos. Esto permite a los investigadores estudiar un 

gran número de mecanismos y evaluar nuevas terapias en modelos animales antes de 

aplicar sus descubrimientos en humanos. Si bien es cierto que pueden surgir hipótesis y 

modelos de estudios in vitro, a día de hoy todavía éstos deben ser validados en un 

organismo completo para no ser exclusivamente especulativos. Por tanto, los estudios 
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en animales siguen siendo fundamentales y no pueden ser reemplazados 

completamente por métodos in vitro (53). 

 

Por eso es fundamental proteger a los animales con los que se hace investigación 

animal y garantizar su bienestar. Para ello, la Directiva Europea expone 3 principios 

fundamentales que hay que cumplir a la hora de investigar con animales. Estos 3 

principios se conocen como las “Normas de las 3 Rs: Reemplazo, Reducción y 

Refinamiento”. Reemplazo significa que no se deben usar animales si es posible realizar 

para el mismo propósito enfoques experimentales no basados en animales, que tengan 

la misma fiabilidad y relevancia. Por otro lado, Reducción significa que el número de 

animales utilizado debe ser el mínimo posible para llegar a una conclusión 

estadísticamente significativa y fiable, y por último, el Refinamiento se refiere a que es 

necesario tomar medidas para minimizar cualquier daño causado a estos animales y 

aumentar su bienestar (53).   

 

En el caso del glaucoma, los animales de experimentación han permitido estudiar 

el sistema de drenaje y las estructuras importantes en la circulación del humor acuoso 

a través de estudios de anatomía comparada entre especies (54), así como la 

neurodegeneración retiniana. Además, los modelos animales han facilitado el desarrollo 

de nuevas estrategias terapéuticas que no podrían haberse obtenido de otra manera al 

permitir comprender la hipertensión ocular y el glaucoma inducido o espontáneo (55). 

 

Uno de los primeros modelos de glaucoma que se desarrollaron en animales 

fueron inducidos en primates no humanos (56), y los datos obtenidos fueron útiles para 

comprender el glaucoma en humanos (55). También se desarrollaron modelos de 

glaucoma en cerdos mediante la cauterización de las venas epiesclerales para inducir 

HTO (57) y mediante la inyección de fluorosferas de látex en su cámara anterior (58). En 

conejos, comenzó a utilizarse en 1960 un modelo de creación de HTO mediante el uso 

de corticoesteroides. En 1984 Beatty et al. descubrieron que la aplicación de esteroides 

tópicos producía aumentos de PIO dosis-dependiente en conejos albinos y en humanos. 

Sin embargo, el control del glaucoma utilizando modelos de glaucoma en conejos tiene 

algunas limitaciones: la medición de la PIO es difícil de estandarizar, ya que los valores 
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pueden variar dependiendo del estrés del animal y de la sequedad ocular que les 

produce. Además, la retina del conejo está parcialmente mielinizada por 

oligodendrocitos que no están presentes en las células humanas ni en las de otros 

mamíferos. Por esos motivos el conejo no es el mejor animal para el estudio de 

glaucoma (55) . 

 

El desarrollo de modelos de glaucoma en ratas y ratones ha permitido grandes 

avances en el estudio del glaucoma. En 1995 Shareef et al.(57) realizaron la 

cauterización de venas epiesclerales en ratas como modelo de obtención de HTO, pero 

se producen picos hipertensivos y tiempos de estudio poco prolongados, alejándose de 

la fisiopatología normal del GPAA del humano. Gran parte de los estudios moleculares 

y funcionales de glaucoma han utilizado este método. Más adelante surgió la inyección 

de solución hipersalina en las venas epiesclerales para producir su esclerosis y así 

aumentar la PIO simulando un GPAA con disminución de drenaje de humor acuoso (59). 

En 1998, Ueda et al. (60) utilizaron energía láser para quemar directamente la malla 

trabecular y las venas epiesclerales. En 2006, Urcola et al. (61) estudiaron 3 modelos 

experimentales de glaucoma en ratas: a) inyección de microesferas de látex en la cámara 

anterior, b) inyección de microesferas más hidroxipropilmetilcelulosa en la cámara 

anterior y c) cauterización de las 3 venas epiesclerales. Los tres métodos produjeron un 

gran incremento de PIO pero fue la cauterización de venas epiesclerales la que consiguió 

una elevación de PIO más constante durante al menos 24 semanas, y estos mismos 

resultados se obtuvieron también al inducirlos en cerdos (58), sin embargo su gran 

tamaño y alto coste dificulta su uso. En 2011, Samsel et al. (62) demostraron elevación 

de PIO en ratas utilizando inyecciones de microesferas magnéticas para inducir el mismo 

efecto que con las microesferas de látex, pero en este caso las microesferas podían ser 

dirigidas hacia el ángulo con un imán. Actualmente, los autores que utilizan esferas para 

aumentar la PIO en ratas y ratones utilizan el término “modelo de oclusión con 

micropartículas”, del inglés “microbeads occlusion model”, para referirse al modelo que 

Urcola et al. publicaron en 2006 con ratas y Ruiz-Ederra et al. publicaron en 2005 con 

cerdos (55). Por último, también se han desarrollado modelos de ratones transgénicos 

DBA/2J para el estudio de glaucoma (55). 
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Se ha estudiado, así mismo, el efecto elevador de la PIO con corticoesteroides en 

ratas y ratones, y se ha visto que también se produce un aumento atribuible al descenso 

de drenaje de humor acuoso por aumento de resistencia en la vía convencional con 

aumento de la matriz extracelular en la malla trabecular (63), y que retorna a niveles 

normales tras el cese de la exposición corticoidea, como ocurre en humanos (64). 

También se ha utilizado el tratamiento con corticoides para provocar un aumento de 

PIO en vacas, demostrándose que la elevación de PIO que producen altera la expresión 

génica de su malla trabecular, lo que podría en un futuro a dilucidar los cambios 

primarios que ocurren a nivel molecular en la malla trabecular en humanos (65). 

 

4.3  Características de la neurorretina en ratas 

 

Los estudios realizados hasta la actualidad que utilizan modelos de glaucoma en 

ratas y ratones trabajan con diferentes líneas de estos animales. Esto, unido a la 

ausencia de una base de datos normalizada con estudios basales en estas especies y 

seguidas a lo largo del tiempo dificultan en gran medida la posibilidad de comparar los 

resultados obtenidos en los distintos grupos de trabajo, que resultan diferentes entre sí 

(66). Por otro lado, hasta la fecha no existe ningún estudio publicado que analice las 

diferencias en la degeneración retiniana glaucomatosa entre machos y hembras. Sería 

muy útil por tanto evaluar estas diferencias entre ambos sexos, y más aún ante la última 

evidencia creciente que apoya la influencia estrogénica en la neurodegeneración 

producida en la patología glaucomatosa.  

  

Las técnicas más utilizadas para evaluar esta neurodegeneración hasta la fecha 

en el modelo animal son las técnicas histológicas, aunque recientemente está 

comenzando a utilizarse también la tomografía de coherencia óptica (OCT) o la 

tecnología DARC (del inglés “detection of apoptosing retinal cells” o detección de 

apoptosis de las células de la retina) de detección de apoptosis de las células retinianas 

(explicada en el punto 4.3.2) para evaluar este daño morfológico en la neurorretina. Para 

evaluar el daño funcional, la técnica más utilizada es la electrorretinografía, aunque 

suele presentar amplias variabilidades en sus respuestas. 

 



 
 

35 

4.3.1 Histología 

 

La retina de la rata (Ilustración 5), igual que la de otros vertebrados está formada 

por 10 capas, que desde la más externa, (en contacto con la coroides) hasta la más 

interna (en contacto con el vítreo), son las siguientes (67), (68):   

 

1. Epitelio pigmentario de la retina EPR: Monocapa de células epiteliales que 

contienen gránulos de melanina. 

 

2. Capa de fotorreceptores: formada por los segmentos externos de los 

fotorreceptores (SEF) (conos y bastones); en la rata principalmente hay 

bastones. 

 

3. Membrana limitante externa (MLE): Uniones tipo zónula adherens entre las 

células de Müller (glía de sostén) y los fotorreceptores. 

 

4. Capa nuclear externa (CNE): Formada por los núcleos celulares de los 

fotorreceptores. 

 

5. Capa plexiforme o sináptica externa (CPE): Sinapsis entre los axones de los 

fotorreceptores y los de las células bipolares, horizontales e interplexiformes. 

 

6. Capa nuclear o granular interna (CNI): Formada por núcleos de células 

amacrinas, bipolares, interplexiformes, de Müller y horizontales. 

 

7. Capa plexiforme o sináptica interna (CPI): Sinapsis de los axones de las células 

ganglionares, amacrinas y de las células bipolares.  

 

8. Capa de células ganglionares (CCG): Células ganglionares de la retina (CGR) y 

células amacrinas desplazadas a esta capa. 
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9. Capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR): Formada por los axones de las 

CGR.  

 

10. Membrana limitante interna (MLI): Capa más interna, en contacto con el 

vítreo, formada por los procesos internos de las células de Müller. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 5: Corte sagital de retina de rata adulta teñido con hetatoxilina-eosina, imagen a 40 
aumentos en la que se ven las 10 capas de la retina (extraída de (69)).(EPR: epitelio pigmentario 
de la retina; SEF: segmentos externos de los fotorreceptores; MLE: membrana limitante externa; 
CNE: Capa nuclear externa; MPE: membrana plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; MPI: 
membrana plexiforme interna; CCG: capa de células ganglionares; CFN: capa de fibras nerviosas 
de la retina; MLI: membrana limitante interna). 
 

 

En cuanto a los tipos celulares, existen 6 tipos de neuronas (fotorreceptores, 

células horizontales, células bipolares, células interplexiformes, células amacrinas y 

células ganglionares) y células no neuronales o gliales.  

 

El sistema nervioso se compone fundamentalmente de dos tipos celulares: las 

neuronas y las células de la glía que superan en número a las neuronas, ambos tipos 
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celulares ocupan un porcentaje similar del tejido nervioso. Las células de la glía tienen 

diferentes papeles en el mantenimiento, regulación y correcto funcionamiento del 

sistema nervioso, así como en la función de la sinapsis. En el SNC los principales tipos de 

células gliales son los astrocitos y los oligodendrocitos, y en el sistema nervioso 

periférico, las células de Schwann, las células gliales entéricas y las células satélite (70). 

Estas células reaccionan ante casi cualquier tipo de daño neuronal. En condiciones 

normales, la tasa de renovación de las células gliales maduras es cercana a cero, pero 

cuando se produce algún daño en las neuronas vecinas, la respuesta de las células gliales 

es proliferar de forma rápida, cambiando su estructura y función, un proceso conocido 

como gliosis (71), (70). La retina tiene dos tipos de células gliales: microglía (células 

gliales de la cabeza del nervio óptico y de la retina, con función principalmente 

fagocítica) y macroglía (astrocitos, que se encuentran en la CFNR, rodeando las fibras y 

los vasos sanguíneos y células de Müller, que dan soporte estructural a las neuronas de 

la retina y que mantienen la homeostasis y el soporte metabólico que necesitan los 

fotorreceptores y neuronas) (67), (72). 

 

Comprender y aprender de los modelos animales en roedores es importante 

para entender mejor el daño en la neurorretina producido en la patología glaucomatosa 

en humanos. A la hora de evaluar histológicamente este daño, es necesario tener en 

cuenta que, en los roedores, la población de células ganglionares (CG) en la CCG se ve 

desplazada por una cantidad de células amacrinas que puede ser equivalente a la 

magnitud de CG, y que además en esa capa también hay un pequeño número de células 

horizontales desplazadas. Aunque el tamaño de las células amacrinas suele ser menor 

que el de las CG, existen algunas de tamaño similar a estas, por lo que diferenciarlas por 

cuestiones puramente anatómicas y de diferencia de tamaño no sería posible. Por este 

motivo, es necesario utilizar otras técnicas que permitan garantizar la identificación de 

CG, como puede ser el uso de trazadores neuronales que dependen del transporte 

axonal funcional y/o de la integridad anatómica del axón, el uso de marcadores 

moleculares específicos para CG o la combinación de estos dos métodos con el uso de 

marcajes nucleares (73).  
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 Las técnicas de hibridación molecular se basan en el estudio de secuencias 

específicas de DNA o RNA. Para identificarlas o cuantificarlas, se utilizan secuencias 

complementarias a las de DNA o RNA. La unión o hibridación de la secuencia génica 

diana y la complementaria puede ser detectada mediante técnicas radiactivas o 

colorimétricas (74). Existen métodos para identificar CG mediante la aplicación de 

trazadores fluorescentes en lugares diana del cerebro o en el nervio óptico, que viajan 

desde el axón terminal hasta el soma celular, permitiendo detectarlos en el soma de las 

CG, en las dendritas proximales y en los axones intrarretinianos (73). Son técnicas más 

cruentas que requieren hacer una craneotomía en el animal para exponer el cerebro y 

aplicar el trazador, y posteriormente hay que cubrir la craneotomía y suturar la piel para 

dar tiempo a la progresión del trazador.  

 

Otro método alternativo a los trazadores puede ser identificar las CG mediante 

inmunodetección, es decir, mediante el uso de marcadores neuronales específicos que 

detecten proteínas específicas expresadas por las CG, como el Brn3a y el Brn3b, o 

mediante hibridación in situ para detectar su RNA mensajero (RNAm). El grupo de Vidal-

Sanz demostró que el Brn3a es un marcador fiable y específico para detectar y 

cuantificar la población completa de CG en ratas adultas. La detección de Brn31 también 

permite valorar indirectamente el estado funcional de las CG, porque a los 3 días las CG 

que tienen destrucción en su axón muestran una disminución en la expresión del Brn3a-

RNAm, que se correlaciona con una disminución gradual de la proteína Brn3a, como 

puede comprobarse con Western Blot e inmunohistofluorescencia (73).   

 

Con estos métodos, se ha conseguido detectar que la disposición principal 

fisiológica en la que se encuentran las de las CG en la retina de las ratas es en el eje 

nasal-temporal (75). También permite identificar donde se produce la mayor pérdida de 

CG, y hay estudios que sugieren mayor afectación del sector superior e inferior, más que 

en el sector nasal y temporal (76). 
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4.3.2 Detección de apoptosis de las células de la retina 

 

El denominador común en todos los tipos de glaucoma es la muerte de CG 

mediante apoptosis. Este daño celular se detecta de forma tardía y puede haber hasta 

10 años de diferencia hasta la aparición de defectos en el campo visual, además es 

importante recordar la existencia del glaucoma pre-perimétrico (en humanos se detecta 

afectación campimétrtica cuando ya han muerto el 30% de las CGR). Recientemente, ha 

surgido una nueva técnica in vivo conocida como “detección de las células retinianas 

apoptóticas” (DARC, por sus singlas del inglés, “detection of apoptosing retinal cells”) 

(Ilustración 6). Se trata de una técnica no invasiva capaz de visualizar de manera fiable 

y en tiempo real los cambios apoptóticos a nivel celular, pudiendo detectar daño 

glaucomatoso desde un estadio muy precoz, y por tanto, en un futuro permitiría iniciar 

un tratamiento incluso antes de que se detecten alteraciones funcionales en el campo 

visual, así como evaluar la respuesta al tratamiento (77), (78), (79). Durante la apoptosis, 

existen cambios en la superficie de las células que van a morir, como por ejemplo la 

expresión del fosfolípido de membrana fosfatidilserina. Esta exposición precede varias 

horas a la pérdida de la integridad de la membrana plasmática celular. La tecnología que 

mide la apoptosis celular utiliza esta actividad. La Anexina V se une a la fosfatidilserina 

expuesta, por lo que introduciendo Anexina V marcada es posible detectar las células 

que están en apoptosis. Además, introduciendo un contraste que se introduzca en las 

células cuando se ha roto la integridad de la membrana celular, como el ioduro de 

propidio, se puede saber si la apoptosis ha finalizado (79). 

 

Ilustración 6: A) célula sana que contiene fosfatidilserina en la parte interna de la membrana 
plasmática. B) Apoptosis precoz con externalización de la fosfatidilserina. C) Unión de la Anexina 
V a la fosfatidilserina expuesta. D) Apoptosis tardía, con internalización del IP en la célula 
(adaptado de (79)). 
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4.3.3 Envejecimiento fisiológico de la neurorretina 

 

Además de la degeneración neurorretiniana que ocurre en el caso del glaucoma, 

también hay una degeneración neurorretiniana fisiológica asociada al envejecimiento 

(80). La proporción de CFNR que se compone por axones de CG no es constante con la 

edad, sino que hay un aumento de espesor total de esta capa por aumento de la 

proporción de tejido no neuronal. Los datos varían entre publicaciones, pero se estima 

que la pérdida de CG asociada a la edad es de aproximadamente 0,6% al año, mientras 

que el adelgazamiento anual de la CFNR es del 0,2% (81). Si ocurre una compensación 

similar en el espesor de la CFNR por la pérdida de axones que se da en el glaucoma, 

sería necesario realizar una corrección dependiente del estadio de glaucoma y una 

corrección dependiente de la edad para ajustar las medidas del OCT a la cantidad 

neuronal remanente real. Por eso, sería necesario conocer si existe un aumento de 

tejido no neuronal en el caso de los pacientes con glaucoma, como ocurre con la pérdida 

fisiológica, y además conocer, en el caso de la pérdida fisiológica asociada al 

envejecimiento qué tasa de pérdida se produce con mayor exactitud (81). 

 

4.3.4 Neurodegeneración retiniana 

 

La neurodegeneración ocurre en tres etapas. Primero se produce un daño axonal 

primario, después se produce la muerte de la neurona dañada y por último se produce 

el daño y posterior muerte de neuronas adyacentes. Este último proceso se conoce 

como “degeneración secundaria”. Ocurre por tanto en células neuronales que 

inicialmente no estaban dañadas, pero que debido a la exposición a agentes citotóxicos 

que han ido liberando las neuronas con daño axonal primario terminan muriendo 

igualmente. A nivel ocular, tanto las CGR como los fotorreceptores son susceptibles de 

sufrir este proceso (82). Esta degeneración puede desplazarse de manera anterógrada 

cuando el daño comienza en la retina y se transmite al cerebro o bien retrógrada en el 

caso opuesto (Ilustración 7). Los distintos factores estresores para la degeneración 

neuronal y consiguiente daño glaucomatoso se representan esquemáticamente en la 

ilustración 8. 
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Ilustración 7: Representación de la degeneración anterógrada y retrógrada en la vía visual. a) 
Representación de la organización de la vía visual desde la retina hasta el córtex visual. b) El 
daño en el córtex visual produce retrógradamente degeneración retiniana. C) El daño en la retina 
produce anterógradamente degeneración del córtex visual. (Adaptado de (76)).  
 
 

 
 
Ilustración 8: El daño oxidativo parece ser un factor crítico que produce consecuencias 
neurodestructivas de las mitocondrias, activación de la respuesta glial y activación 
descontrolada del sistema inmune durante la degeneración glaucomatosa. (Adaptado de (83)). 
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4.3.5 Mecanismos inmunológicos  

 
La luz atraviesa todas las capas de la retina antes de estimular a los 

fotorreceptores, que captan la energía luminosa y la transforman en energía eléctrica 

mediante cambios en su potencial de membranas. Después transmiten esta señal 

nerviosa mediante contactos sinápticos a través de las células bipolares, horizontales y 

amacrinas hasta las CG. Los axones intraoculares no mielinizados forman la CFNR que se 

mielinizan a su salida para formar el nervio óptico, que transmite la información 

luminosa recogida en la retina hasta los núcleos cerebrales correspondientes. En la rata, 

los principales territorios de proyecciones de las CG en el cerebro son el colículo superior 

y el núcleo geniculado dorso-lateral. Las capas visuales de los colículos superiores 

reciben aferencias principalmente de la retina contralateral, ya que en la rata más del 

95% de los axones de las CG se decusan a nivel del quiasma óptico, a diferencia de lo 

que ocurre en el ser humano, en el que solo se decusan un 53%. (67). 

 

Este hecho tiene importancia para entender que existe evidencia que apoya el 

papel del colículo superior en la propagación de fenómenos neuroinflamatorios 

inducidos por la hipertensión ocular de un ojo hacia el ojo contralateral en modelos de 

glaucoma en ratas (84), (76). Hay evidencia de que la degeneración que se produce en 

el ojo contralateral estaría mediada por fenómenos inflamatorios que se trasladarían al 

otro ojo a través del nervio óptico (85) y ese daño podría entonces ser también 

consecuencia de fenómenos de degeneración secundaria (76). 

 

La microglía y los astrocitos tienen un papel fundamental como reguladores de 

la respuesta inflamatoria en el SNC. La microglía son las células inmunitarias innatas del 

SNC, con funciones sensoras y efectoras y con capacidad fagocítica en condiciones 

fisiológicas y patológicas (86). El papel de las células de la glía es también muy 

importante en la fisiopatología del daño neurorretiniano que se produce en el glaucoma, 

al igual que en otras enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson o la esclerosis lateral amiotrófica (87). Durante 

las fases iniciales del glaucoma, una de las alteraciones más importantes causantes de 

la progresión del daño es la activación de las células gliales (gliosis). Esta activación 

produce cambios morfológicos y estructurales de estas células, migración y proliferación 
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de las mismas, cambio su distribución en el tejido, expresión de diferentes factores de 

crecimiento y citoquinas o activación de su capacidad fagocítica (86). La gliosis tiene 

como objetivo proteger el sistema nervioso reestableciendo el medio extracelular y 

aportar factores que favorezcan la supervivencia de las neuronas, si bien una respuesta 

mantenida en el tiempo y descontrolada, como ocurre en la mayoría de enfermedades 

neurodegenerativas, acaba teniendo un impacto negativo en el tejido nervioso (71). El 

glaucoma es una neuropatía progresiva que suele ser bilateral, aunque la afectación es 

asimétrica, por lo que el daño generalmente se presenta en uno de los ojos y con el 

tiempo se termina afectando también el ojo contralateral. Recientemente se han 

publicado diferentes estudios de modelos experimentales de glaucoma en los que se ha 

observado que la hipertensión ocular provocada en uno de los ojos termina afectando 

con el tiempo al ojo contralateral normotenso (71), (88), (89), (86), (90). Estos ojos 

normotensos contralaterales a aquellos en los que se provocó la HTO, mostraron una 

activación de la macro y de la microglía en ausencia de muerte neuronal (71). Se cree 

por tanto que este mecanismo inmune de gliosis en el ojo contralateral al ojo dañado 

inicialmente puede tener un papel importante en la muerte de CG (86).  

 

 

4.4 Influencia del sexo en la neurorretina 

 

Durante los últimos años hay un interés creciente en analizar la influencia del 

sexo en las enfermedades neurodegenerativas que afectan a la retina. Se ha puesto 

especial interés en analizar esta influencia en patologías asociadas al envejecimiento, 

como el glaucoma, la degeneración macular asociada a la edad o la enfermedad de 

Alzheimer, ya que existen cambios en los niveles hormonales asociados a cada etapa 

vital y que varían en función del sexo (91). Cada vez hay más evidencia que apoya la 

hipótesis de que el glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa que representa el 

envejecimiento acelerado del nervio óptico. Debido al envejecimiento de la población, 

la prevalencia de glaucoma va aumentando. En edades avanzadas, hay más mujeres que 

hombres, por lo tanto, la mayor parte de la población afectada por glaucoma son 

mujeres. Por todo ello, se necesita investigación específica que analice los mecanismos 
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fisiopatológicos específicos según el sexo involucrados en la progresión del glaucoma 

para poder desarrollar nuevas estrategias preventivas y terapéuticas (41).  

 

El envejecimiento produce una acumulación de estrés oxidativo que puede 

producir un deterioro progresivo de la estructura y de la función de diferentes tejidos, 

incluida la retina (34). Parece que el sexo influye en el envejecimiento fisiológico. Los 

estrógenos tienen efecto antioxidante en distintos tejidos y ejercen neuroprotección 

(34),(92). Desde una perspectiva funcional los estrógenos pueden, por un lado, regular 

la PIO influenciando la producción y la salida del humor acuoso a través de sus 

receptores en el epitelio ciliar y producir PIO más bajas. Se ha comprobado, por ejemplo, 

que en el estado hiperestrogénico del embarazo se produce un descenso de los valores 

de PIO. Por otro lado, los estrógenos pueden mejorar la vascularización del nervio óptico 

al disminuir la resistencia vascular. A este respecto se ha demostrado en estudios 

animales que el estradiol regula el tono del músculo liso y la resistencia vascular, 

aumenta la actividad de la sintasa endotelial de óxido nítrico e influye en la perfusión 

del nervio óptico, las células ganglionares de la retina y sus estructuras de soporte (41). 

Por último, los estrógenos pueden generar mayores señales en el ERG (34) y por 

perimetría automatizada. Desde una perspectiva estructural, los estrógenos han 

mostrado neuroprotección en fotorreceptores y CGR (12), (93), (13). Pero, además, la 

retina es capaz de sintetizar estrógenos (94). La evidencia apoya la hipótesis de que la 

deficiencia de estrógenos se asocia a la fisiopatología del nervio óptico y a la 

neurodegeneración glaucomatosa mediante varios mecanismos.  
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5. ESTADO	ACTUAL	DEL	TEMA	
El glaucoma es una patología multifactorial con afectación del nervio óptico que 

lleva progresivamente a la ceguera. Muchos pacientes con glaucoma permanecen 

asintomáticos hasta estadios avanzados de la enfermedad. Esto es debido a que la 

pérdida progresiva del campo visual es periférica y típicamente asimétrica, lo que 

permite una compensación por la superposición con el campo visual del ojo menos 

afectado (48) y solo se observan cambios perimétricos a partir de la muerte de más del 

30% de las células ganglionares (50). Como consecuencia, menos del 50% de los 

pacientes afectados por esta patología son conscientes de su enfermedad y en países 

en vías de desarrollo la cifra aún es inferior (95). Por otra parte, aunque la prevalencia 

de glaucoma aumenta con la edad, la mayoría de los pacientes que no son conscientes 

de tener glaucoma tienen menos de 60 años (48), lo que representa una gran necesidad 

de ser capaces de diagnosticar la enfermedad en estadios más precoces. En España, se 

estima que existen alrededor de 1 millón de personas con glaucoma. En Aragón, habría 

aproximadamente 29.000 afectados, y la mitad de ellos lo desconocen.  

Además de la edad, tener una PIO elevada es el factor de riesgo modificable más 

valorado y estudiado hasta ahora para evaluar el riesgo y la progresión del glaucoma 

(42). Sin embargo, revisando bibliografía científica publicada sobre el tema, cada vez 

hay más evidencia que sugiere que el tiempo de exposición a los estrógenos a lo largo 

de la vida podría alterar la patogénesis del glaucoma, y que los estrógenos podrían 

tener un efecto neuroprotector, aunque es necesario realizar más estudios para 

confirmar este hallazgo. Se ha registrado una prevalencia global más alta de glaucoma 

en mujeres (2,21% en mujeres frente a 1,67% en hombres), que se atribuyó a una mayor 

esperanza de vida y a desventajas socioeconómicas y sanitarias (96), (97). Por otro lado, 

varios estudios y meta-análisis sobre la prevalencia del GPAA han demostrado de forma 

consistente que los hombres tienen entre 1,36 y 1,37 veces más probabilidades que las 

mujeres de padecer GPAA después de ajustar por edad, raza y diseño del estudio (98), 

(99), (100), (101). La prevención y tratamiento específico para el glaucoma según el 

sexo podría tener importancia en el futuro (102), por lo que parece fundamental 

profundizar en la investigación sobre este tema. En octubre de 2018 comencé mi Tesis 

Doctoral y el día 12 de marzo (día mundial del glaucoma) de 2019, la Asociación de 

Glaucoma para Afectados y Familiares (AGAF) denunció mediante un comunicado la 
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falta de investigadores y estudios en profundidad centrados en el glaucoma en la mujer. 

En el caso de la mujer, la pérdida de visión puede verse influenciada por los cambios 

hormonales que se producen a lo largo de su vida. La presidenta de la asociación, Sra. 

Delfina Balonga remarcó que “las mujeres con glaucoma tienen que hacer frente a 

muchísimas dudas sobre cómo actuar en casos como el embarazo, el parto, la 

anticoncepción, la menopausia… Normalmente se suelen afrontar estos procesos 

siguiendo el sentido común, tanto por parte del paciente como de los médicos, pero es 

una problemática aún desconocida y de la que aún no sabemos su verdadero alcance”. 

Por esos motivos la asociación solicitó que “se divulguen y se expliquen los 

conocimientos obtenidos en las escasas investigaciones que se realizan sobre este 

aspecto con el fin de tener una norma científica y concreta de actuación en cada caso y 

en cada fase de la vida de la mujer” (103).  

Es fundamental realizar más investigación en pro a una medicina de precisión y 

tratamiento personalizado en la neuropatía glaucomatosa. Debido al desconocimiento 

causal y la escasa bibliografía la presente Tesis Doctoral intenta dar respuesta a este 

conocimiento limitado, y pretende estudiar las diferencias por sexo en nuevos modelos 

de glaucoma crónico en rata, pues nunca antes se habían realizado este tipo de 

estudios.  

Las ratas son animales que crecen rápidamente y en relativamente poco tiempo 

pasan por diferentes estados madurativos. Su cuidado y mantenimiento es más sencillo 

y económico que el de otros animales, y han demostrado ser más útiles en el estudio 

del glaucoma que otras especies de mamíferos. Existen trabajos que han estudiado la 

relación entre la edad de una rata y la edad de un ser humano que podrían ayudar a la 

hora de estudiar la progresión de glaucoma en estos animales asociada al estado 

madurativo del animal (104). Las ratas tienen una infancia corta y acelerada, se 

desarrollan rápidamente y son sexualmente maduras a las 6 semanas. Cada mes de vida 

de la rata equivale aproximadamente a 2,5 años del adulto humano y de media una rata 

de laboratorio puede vivir hasta 3 años (105). Las ratas maduras sexualmente tienen 

ciclos hormonales regulares (106), y mantienen niveles estrogénicos elevados hasta 

etapas muy tardías de su vida (107). Conocer todos estos datos pueden permitir 

estudiar, en un espacio relativamente corto de tiempo, las diferencias fisiopatológicas 

entre sexos en nuevos modelos de GPAA similares al humano.   



 
 

47 

6. HIPÓTESIS	
 

Existen diferencias oculares funcionales y estructurales en función de la edad y el 

sexo que influyen en la neurodegeneración fisiológica, así como en la patogénesis y 

velocidad de progresión del glaucoma crónico. Dichas diferencias pueden estudiarse en 

nuevos modelos de glaucoma crónico inducidos en rata de experimentación, mediante 

exploraciones in vivo funcionales realizadas con medición de la presión intraocular por 

tonometría y con electrorretinografía, y mediante exploraciones estructurales con 

tomografía de coherencia óptica, evitando el sacrificio animal y cumpliendo las 3R’s 

(Reemplazo, Reducción y Refinamiento). 
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7. OBJETIVOS	
 

1. Analizar los cambios de la neurorretina de ratas Long-Evans sanas a lo largo de 

6 meses de seguimiento como parte del proceso fisiológico de envejecimiento 

con: 

a. Evaluación de la presión intraocular.  

b. Análisis de la retina y nervio óptico mediante técnicas in vivo no invasivas 

funcionales con electrorretinografía (ERG) y estructurales con tomografía 

de coherencia óptica (OCT). 

 

2.  Analizar las diferencias debidas al sexo en cuanto a presión intraocular y 

neurodegeneración de la retina y del nervio óptico en ratas sanas Long-Evans a 

lo largo de 6 meses de seguimiento como parte del proceso fisiológico de 

envejecimiento con: 

a. Evaluación de la presión intraocular. 

b. Análisis de la retina y nervio óptico mediante técnicas in vivo no invasivas 

funcionales con electrorretinografía y estructurales con tomografía de 

coherencia óptica (OCT). 

 

3. Analizar los cambios refractivos de ratas Long-Evans producidos por la 

hipertensión ocular (HTO) crónica mantenida a lo largo de 6 meses, mediante:  

a. Evaluación del poder dióptrico (D)  

b. Análisis de la retina y nervio óptico mediante técnicas in vivo no invasivas 

funcionales con electrorretinografía y estructurales con tomografía de 

coherencia óptica (OCT). 

 

4. Analizar las diferencias debidas al sexo en el cambio refractivo de ratas Long-

Evans producidos por la hipertensión ocular (HTO) crónica mantenida a lo largo 

de 6 meses.  

a. Evaluación del poder dióptrico (D).  
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b. Análisis de la retina y nervio óptico mediante técnicas in vivo no invasivas 

funcionales con electrorretinografía y estructurales con tomografía de 

coherencia óptica (OCT). 

 

5. Analizar los cambios en la neurorretina de ratas Long-Evans con glaucoma 

crónico inducido por HTO a lo largo de 6 meses de seguimiento con:   

a. Evaluación de la presión intraocular. 

b. Análisis de la retina y nervio óptico mediante técnicas in vivo no invasivas 

funcionales con electrorretinografía y estructurales con tomografía de 

coherencia óptica (OCT). 

c. Análisis de las estructuras oculares mediante técnicas histológicas 

 

6. Analizar las diferencias debidas al sexo en la retina y nervio óptico de ratas Long-

Evans con glaucoma crónico inducido por HTO a lo largo de 6 meses de 

seguimiento con:  

a. Evaluación de la presión intraocular. 

b. Análisis de la retina y nervio óptico mediante técnicas in vivo no invasivas 

funcionales con electrorretinografía y estructurales con tomografía de 

coherencia óptica (OCT). 

 

7. Analizar los cambios en la neurorretina de ratas Long-Evans con glaucoma 

crónico inducido por corticoides a lo largo de 6 meses de seguimiento con:  

a. Evaluación de la presión intraocular.  

b. Análisis de la retina y nervio óptico mediante técnicas in vivo no invasivas 

funcionales con electrorretinografía y estructurales con tomografía de 

coherencia óptica (OCT). 

c. Análisis de las estructuras oculares mediante técnicas histológicas. 

 

8. Analizar las diferencias debidas al sexo en la retina y nervio óptico de ratas Long-

Evans con glaucoma crónico inducido por corticoides a lo largo de 6 meses de 

seguimiento con:  

a. Evaluación de la presión intraocular . 
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b. Análisis de la retina y nervio óptico mediante técnicas in vivo no invasivas 

funcionales con electrorretinografía y estructurales con tomografía de 

coherencia óptica (OCT). 

 

9. Valorar la importancia de tener en cuenta la edad y el sexo de los animales para 

interpretar los cambios fisiológicos y la evolución del glaucoma crónica en modelos de 

degeneración animal. 

  



 
 

51 

8. METODOLOGÍA	
 

Los 4 artículos que forman parte de esta Tesis Doctoral son el resultado de varios 

estudios longitudinales (prospectivos y retrospectivo), en los que el trabajo de campo 

con animales se realizó en las instalaciones del servicio de cirugía experimental en el 

Centro de Investigación Biomédica de Aragón (CIBA), Zaragoza, España. El cuidado y 

manipulación de los animales se realizó siguiendo los acuerdos del Consejo de Europa 

sobre Experimentación Animal Aplicada, recogidos en las Directivas 86/609/CEE y 

2010/63/UE, de conformidad con la resolución de la asociación por la investigación en 

visión y oftalmología (ARVO: del inglés Association for Research in Vision and 

Ophthalmology), sobre la regulación del uso de animales de experimentación, y 

aprobados por el Comité de Investigación Animal (PI134/17) de la Universidad de 

Zaragoza (UZ). 

 

8.1 Animales del estudio 

Para poder realizar el trabajo con animales, en primer lugar, obtuve la 

certificación para el manejo de animales de experimentación en Animalaria, Formación 

y Gestión S.L., en concreto obtuve la capacitación para realizar las funciones B (eutanasia 

de los animales) y C (realización de procedimientos) (ver anexo V).  

Todas las experiencias se llevaron a cabo en ratas Long-Evans de ambos sexos 

(40% machos y 60% hembras), a partir de 4 semanas de vida (1 mes), con pesos iniciales 

de entre 50 y 100 gramos, y realizados previos controles analíticos y clínicos para 

asegurar su idoneidad para la inclusión en este proyecto. La empresa proveedora de los 

animales fue Janvier-labs (Le Genest-Saint-Isle, Francia). Durante el tiempo de la 

experiencia, los animales permanecieron estabulados separados por sexos en 

habitaciones con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, una temperatura de 22º y una 

humedad relativa del 55%, fueron alimentados con agua y pienso ad libitum y las jaulas 

tuvieron medidas de enriquecimiento ambiental para garantizar el bienestar animal.  
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Se identificó a todos los animales de forma individual con un microchip 

subcutáneo para su correcto estudio. El número de cada microchip se correlacionó con 

otro número independiente y diferente identificativo de la cohorte. 

 

Para la realización de estos trabajos se contó con diferentes poblaciones:  

 

- Para el estudio “Effect of age and sex on neurodevelopment and degeneration 

in the healthy eye: longitudinal functional and structural study in young and 

adult Long- Evans rat” (“Efecto de la edad y el sexo en el neurodesarrollo y 

degeneración en el ojo sano: estudio estructural y funcional longitudinal en 

ratas jóvenes y adultas Long- Evans”), observacional longitudinal durante 24 

semanas de seguimiento, se analizaron 85 ratas (31 machos (M) y 54 hembras 

(H)) Long- Evans sanas sin intervención de entre 4 semanas (1 mes) y 28 semanas 

de vida (7 meses)(108).  

 

- Para el estudio “Influence of Chronic ocular Hypertension on Emmetropia: 

Refractive, Structural and Functional Study in Two Rat Models” (“Influencia de 

la hipertensión ocular crónica en la emetropía: estudio refractivo, estructural y 

funcional en dos modelos de rata”), retrospectivo longitudinal de 24 semanas 

de seguimiento, se recogieron de forma retrospectiva datos de nuestra propia 

base de datos de ratas Long- Evans con glaucoma inducido. Se seleccionaron 260 

ojos y se clasificaron en 2 cohortes: la cohorte ONT (del inglés: ocular 

normotension, es decir, ojos normotensivos con PIO < a 20 mmHg: 70 ojos) y la 

cohorte OHT (del inglés: ocular hypertension, es decir ojos hipertensivos con PIO 

> 20 mmHg: 186 ojos). Los ojos hipertensos fueron aquellos en los que la 

hipertensión se había inducido esclerosando las venas epiesclerales cada dos 

semanas con solución hipertónica como describieron Morrison et al. (59) (grupo 

ES: 62 ojos) o inyectando microesferas de ácido poliláctico glicólico (PLGA) (del 

inglés poly-lactic-acid-glycolic) en cámara anterior, cada dos semanas durante el 

primer mes y posteriormente una vez al mes hasta la semana 20 como 

describieron Rodrigo et al. y Garcia-Herranz et al. (109), (110) (grupo MS: 124 

ojos)(111). 
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- Para el estudio “Influence of Sex on Neuroretinal Degeneration: Six-Month 

Follow-Up in Rats With Chronic Glaucoma” (“Influencia del sexo en la 

neurodegeneración retiniana: seguimiento de 6 meses en ratas con glaucoma 

crónico”), intervencionista longitudinal de 24 semanas de seguimiento, se 

utilizaron 46 ratas (18 M / 28 H) Long-Evans para inducir glaucoma crónico. La 

inducción de HTO se realizó utilizando dos modelos diferentes (Ilustración 9) 

(112):  

1. Modelo EPI: Se realizó en 23 ratas (9 M / 14 H). El método consistió 

en realizar la esclerosis de las venas epiesclerales según Morrison et 

al describieron (59). Las inyecciones epiesclerales se realizaron 

bisemanalmente si la PIO seguía siendo < 20 mmHg.  

 

2. Modelo Ms20/10: Se realizó en 23 ratas (9 M / 14 H). El método 

consistió en inyectar2 microlitros de una suspensión de 

microesferas de PLGA de tamaño 20/10 en la cámara anterior del 

ojo derecho como citaron Rodrigo et al. (109). Las inyecciones se 

hicieron de forma basal y a las semanas 2,4,8,12,16 y 20 del estudio. 

 

 
- Para el estudio “Influence of sex on chronic steroid-induced glaucoma: 24-

weeks follow-up study in rats” (“Influencia del sexo en el glaucoma inducido 

por esteroid: estudio de 24 semanas de seguimiento en ratas”), intervencionista 

longitudinal de 24 semanas de seguimiento, se utilizaron 88 ratas (38 M / 50 H) 

Long-Evans para inducir glaucoma crónico inducido por corticoides. La inducción 

de HTO se realizó utilizando dos modelos diferentes. En ambos modelos se 

inyectaron 2 microlitros de Ms20/10 de PLGA cargadas con dexametasona de 

diferente manera (Ilustración 9B):  

1. Modelo MMDEX: En 43 ratas (20 M / 23 H) se inyectaron Ms 20/10 

cargadas de dexametasona (10% w/v). Las inyecciones de realizaron 

de forma basal y en la semana 4.  
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2. Modelo MMDEXAFIBRO: En 45 ratas (18 M / 27 H) se inyectaron 

Ms20/10 cargadas de dexametasona y fibronectina (10% w/v). Las 

inyecciones se realizaron de forma basal únicamente, para tratar de 

producir un aumento de la PIO más progresivo y suave.   

 

Las microesferas utilizadas en todas las cohortes estaban hechas de PLGA de 

acuerdo con la técnica de extracción-evaporación por solvente de emulsión de aceite en 

agua previamente descrita por García-Herranz et al. (110). Todas las microesferas (Ms 

20/10, MS 20/10 cargadas con dexametasona y MS 20/10 cargadas con dexametasona 

y fibronectina) provinieron del grupo de investigación InnOftal: Innovación, Terapia y 

Desarrollo Farmacéutico de la facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de 

Madrid.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustración 9: A) Esclerosis de las venas epiesclerales: en la imagen de la izquierda se observa el 
momento de realización de la inyección (flecha), y en la imagen de la derecha se visualiza el área 
blanqueada tras la esclerosis (flecha) B) Inyección de microesferas en cámara anterior.   
 
 

A 

B 
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8.2 Anestesia  

 Para realizar la inyección de Ms en la cámara anterior del ojo derecho, las ratas 

se anestesiaron con una mascarilla para ratas con una mezcla de gas sevoflurano al 3% 

con oxígeno al 1,5%; así como para la medición de la PIO, que siempre fue menor de 3 

minutos como está recomendado (113). Para realizar el ERG y el OCT, así como para 

inducir HTO por esclerosis de las venas epiesclerales, se anestesió a los animales con 

una inyección intraperitoneal de 60 mg/Kg de Ketamina + 0,25 mg/kg de 

Dexmedetomidina y se les puso de forma tópica en los ojos gotas de tetracaína 1mg/ml 

+ oxibuprocaina 4 mg/ml (Anestésico doble Colirccusi®, Alcon Cusí® SA, Barcelona, 

Spain).  

 

8.3 Procedimiento inductor de glaucoma 

Durante los procedimientos los animales tuvieron de forma constante control 

térmico con mantas calientes, y después del procedimiento se dejó que los animales se 

recuperasen en un ambiente con temperatura controlada y enriquecido con oxígeno al 

2,5%. Todos los procedimientos quirúrgicos se realizaron bajo condiciones de asepsia. 

Se inyectó siempre el ojo derecho de la rata, bien en las venas epiesclerales, bien en 

córnea evitando dañar el iris utilizando una jeringa micrometrada (Hamilton®) y 

micropipetas de cristal. Después de los procedimientos quirúrgicos (esclerosis venas 

epiesclerales e inyección de Ms en cámara anterior), además, se colocó pomada 

antibiótica de eritromicina 5 mg/g (Oftalmolosa Cusí® eritromicina, Alcon Cusí® SA, 

Barcelona, España) en el ojo intervenido  (112).  

 

8.4  Protocolo exploratorio  

8.4.1  Control de la presión intraocular (PIO) 

 

La secuencia de exploración fue la siguiente: medición de la PIO, adaptación a la 

oscuridad de las ratas durante una noche entera y al día siguiente por la mañana 

realización del ERG seguido del OCT y sacrificio, en determinados casos. De esta manera 

se intentó reducir la manipulación de los animales.  
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Para el control de PIO se utilizó el tonómetro de rebote Tonolab® (Tonolab, TyolatOy 

Helsinki, Helsinki, Finlandia). Las mediciones se realizaron en el centro de la córnea (ver 

ilustración 10) con un total de 18 mediciones consecutivas (se realizaban 3 mediciones 

en las que cada medición calculaba la media de 6 mediciones). El valor medio de estas 

mediciones se registró como resultado final. Siempre se medía la PIO de ambos ojos, 

empezando por el ojo derecho. En nuestro trabajo realizamos una medición de PIO 

semanal de todas las ratas de todas las cohortes de los diferentes estudios 

longitudinales. La medición de la PIO se realizó por las mañanas para evitar el patrón de 

fluctuación por el ritmo circadiano (114) , sobre la misma hora.  

 

Para el estudio “Influence of Chronic ocular Hypertension on Emmetropia: Refractive, 

Structural and Functional Study in Two Rat Models” (“Influencia de la hipertensión ocular 

crónica en la emetropía: estudio refractivo, estructural y funcional en dos modelos de 

rata”), se recogieron los datos medidos en la base de datos de las ratas de nuestro 

trabajo de las cohortes por esclerosis de venas epiesclerales y Ms sin carga. 

 

 

 

 
Ilustración 10: Tonómetro Tonolab® creado por Icare Finlandia específicamente para roedores 
(ratas y ratones).  
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8.4.2 Tomografía de coherencia óptica (OCT) 

 

 
Ilustración 11: Tomografía de coherencia óptica (OCT) Spectralis, Ingeniería Heidelberg para 
animales. 1) pantalla. 2) soporte para rata. 3) Empuñadura de la cámara 4) Botón de ajuste de 
enfoque. 5) Joystick. 6) Objetivo de la cámara. 7) Pupitre de mando.  
 

Para cuantificar in vivo la estructura neurorretiniana, se utilizó el OCT Spectralis 

(OCT Spectralis, Ingeniería Heidelberg®, Alemania) (Ilustración 11), adaptando una lente 

de contacto sin poder dióptrico en la córnea de la rata para conseguir adquisiciones de 

mejor calidad. La tomografía de coherencia óptica (OCT) fue inventada en 1991 por 

Huang et al. permite obtener imágenes de cortes cuasihistológicos de la retina y medir 

cuantitativamente in vivo su espesor. El principio físico que explica el mecanismo de 

acción de la OCT es la interferometría de baja coherencia, que utiliza fuentes de luz de 

banda ancha de baja energía. En la OCT se emiten dos rayos de luz: un rayo de muestra 

(que contiene el objeto de interés) y un rayo de referencia (habitualmente un espejo). 

La combinación de la luz reflejada del rayo de muestra y la luz del rayo de la referencia 

da lugar a un patrón de interferencia. Explorando el espejo en el rayo de referencia, 

puede obtenerse el perfil de reflectividad de la muestra. Las áreas de la muestra que 

reflejan mucha luz crean mayor interferencia que las áreas que no lo hacen y cualquier 

luz que esté fuera de la corta longitud de coherencia no interfiere (Ilustración 12). Con 

todo ello se genera una imagen final con una escala de colores donde las zonas de alta 
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reflectividad, que corresponden a áreas de bloqueo parcial o total al paso de la luz 

(sangre, fibrosis…), se muestran en tonos más blancos o hiperreflectantes mientras que 

las imágenes de zonas de baja reflectividad, que implican baja o nula resistencia al paso 

de la luz (quistes, edema…), se muestran en el espectro gris-negro.  

 

Ilustración 12: Ejemplo de sistema de tomografía de coherencia óptica (115). 

 

Para explorar a las ratas en estos estudios, se utilizaron los protocolos de retina 

polo posterior (R); capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR o RNFL: del inglés Retina 

Nerve Fiber Layer) y capa de células ganglionares (CCG o GCL: del inglés Ganglion Cell 

Layer); todos ellos centrados en el disco óptico, ya que la rata no tiene fóvea. Las 

subsiguientes exploraciones se realizaron en la misma localización de la basal gracias al 

software de eye-tracking y la aplicación de seguimiento o follow-up del dispositivo. En 

caso de que el algoritmo hubiese fallado, un investigador entrenado enmascarado 

realizaba la corrección manual o la eliminación de las adquisiciones.  

 

Se utilizó el protocolo de la capa CFNR para analizar el espesor comprendido 

entre la membrana limitante interna (MLI) hasta el límite de la CCG, dividido en 6 

sectores (inferotemporal -IT-, inferionasal -IS-, superotemporal -ST-, superonasal -SN-, 

nasal -N- y temporal -T-). 
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El protocolo de retina (R) se utilizó para analizar el espesor desde la MLI hasta el 

epitelio pigmentario de la retina, dividido en las 9 áreas ETDRS. Las áreas ETDRS son 

áreas definidas en los ensayos clínicos del tratamiento de la retinopatía diabética y que 

posteriormente se han aceptado para toda la patología macular y del polo posterior. En 

el estudio “Tratamiento temprano de la retinopatía diabética” (en inglés “Early 

Treatment Diabetic Retinopathy Study”, ETDRS) Retinopathy Study Report; 1985, se 

subdividió la mácula en 9 áreas definidas por 3 círculos ubicados a 1, 3 y 6 mm; estos 

dos últimos a su vez divididos en sectores superiores, inferiores, nasales y temporales 

(116). En el caso de las ratas, estas áreas incluyen un círculo central (C) centrado en el 

disco óptico (como se dijo anteriormente en las ratas no existe la fóvea) de 1 mm de 

diámetro, un círculo interno de 2 mm de diámetro que comprende los sectores inferior 

interno (II), superior interno (SI), nasal interno (NI) y temporal interno (TI) y un círculo 

externo de 3 mm de diámetro que comprende los sectores inferior externo (IE), superior 

externo (SE), nasal externo (NE) y temporal externo (TE). También se cuantificó el 

volumen total (VT). 

 

 Por último, el protocolo CCG fue utilizado para medir el espesor desde CFNR 

hasta el límite la capa nuclear interna en de las mismas 9 áreas ETDRS previas 

(Ilustración 13).  
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Ilustración 13: Esquema que representa la división en sectores en el ojo derecho (OD) de una 
rata. A) Protocolo capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR). B) Protocolo de células 
ganglionares de la retina (CGR) A) comprende los sectores inferotemporal (IT), inferonasal (IS), 
superotemporal (ST), superonasal (SN), nasal (N) y temporal (T), central (C). B) comprende los 
sectores inferior interno (II), superior interno (SI), nasal interno (NI) y temporal interno (TI) en el 
anillo interno, y en el anillo externo los sectores inferior externo (IE), superior externo (SE), nasal 
externo (NE) y temporal externo (TE). 
 

 

 Para poder obtener imágenes de buena calidad, se colocaba una lente de 

contacto de polymethylmethacrylate (PPMA) en la córnea de la rata de poder dióptrico 

neutro. Esta lente de contacto tenía un grosor de 270 μm y un diámetro de 5,2 mm 

(Cantor+Nissel®, Northamptonshire, Reino Unido). A todas las ratas de nuestros trabajos 

se le realizó una OCT de forma basal (es decir a las 4 semanas de vida de la rata). Los 

tiempos de adquisición de OCT posteriores se ajustaron en cada estudio concreto de la 

siguiente manera: 

 

- Para el estudio “Effect of age and sex on neurodevelopment and degeneration 

in the healthy eye: longitudinal functional and structural study in young and 

adult Long Evans rat” (“Efecto de la edad y el sexo en el neurodesarrollo y 

degeneración en el ojo sano: estudio estructural y funcional longitudinal en 

ratas jóvenes y adultas Long Evans”) se realizó OCT basal (4 semanas de vida o 

inicio de adolescencia), semana 8 (12 semanas de vida o juventud), semana 12 

(16 semanas de vida o adultez temprana) y semana 24 de estudio (28 semanas 

de vida o adultez media). 

 

- Para el estudio “Influence of Chronic ocular Hypertension on Emmetropia: 

Refractive, Structural and Functional Study in Two Rat Models” (“Influencia de 

la hipertensión ocular crónica en la emetropía: estudio refractivo, estructural y 

funcional en dos modelos de rata”) se utilizó el OCT para analizar el estado 

refractivo y la estructura de la neurorretina igualmente en los tiempos de estudio 

basal (4 semanas de vida o inicio de adolescencia), semana 8 (12 semanas de vida 

o juventud), semana 12 (16 semanas de vida o adultez temprana) y semana 24 

de estudio (28 semanas de vida o adultez media). 
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El estado refractivo se midió en dioptrías (D). Para adquirir las imágenes que 

permitieron objetivar el estado refractivo se utilizó el protocolo RNFL. Este 

protocolo es el que toma imágenes de la cabeza del nervio óptico, que es la 

estructura más posterior del ojo de la rata conforme va creciendo y alargándose. 

Para adquirir de forma nítida las imágenes de la retina se ajustó el OCT hasta 

enfocar la imagen en las estructuras vasculares retinianas hasta que se vieran 

nítidamente. De esta forma, las dioptrías obtenidas a partir de este foco que 

permitían visualizar nítidamente las estructuras retinianas se analizaron después 

como la potencia de dioptrías del globo ocular.  

 
- Para el estudio “Influence of Sex on Neuroretinal Degeneration: Six-Month 

Follow-Up in Rats With Chronic Glaucoma (“Influencia del sexo en la 

neurodegeneración retiniana: seguimiento de seis meses en ratas con 

glaucoma crónico”), el OCT se realizó de forma basal, en la semana 8 (12 

semanas de vida o juventud), semana 12 (16 semanas de vida o adultez 

temprana), semana 18 y semana 24 de seguimiento (28 semanas de vida o 

adultez media). 

 

- Para el estudio “Influence of sex on chronic steroid-induced glaucoma: 24-

weeks follow-up study in rats” (“Influencia del sexo en el glaucoma inducido 

por esteroid: estudio de 24 semanas de seguimiento en ratas”), el OCT se realizó 

de forma basal y en las semanas 2, 4, 6, 8 (12 semanas de vida o juventud), 12 

(16 semanas de vida o adultez temprana), 18 y 24 de seguimiento (28 semanas 

de vida o adultez media).  
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8.4.3 Electrorretinografía (ERG) 

Al estimular la retina con una luz intensa se producen flujos iónicos 

(especialmente de sodio y potasio) que entran y salen de las células, generándose un 

potencial eléctrico. El ERG representa gráficamente ese potencial eléctrico. El ERG flash 

es un registro bifásico, en el que aparece una onda a, que representa la respuesta de los 

fotorreceptores (retina externa) y la onda b representa la respuesta de las células de 

Müller y de las células bipolares (retina interna). Podemos medir la amplitud y la 

latencia, siendo esta el intervalo desde que se aplica el estímulo luminoso hasta que se 

produce la onda. La amplitud se mide en microvoltios (μV) y la latencia en milisegundos 

(ms) (Ilustración 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ilustración 14: Ondas de electrorrtinografía (ERG). Latencia (flecha azul) y amplitud de las ondas 

a y b (flechas negras). (Imagen adaptada de (24)). 

 

Se utilizó la electrorretinografía (Roland consult® RETIanimal ERG, Alemania) 

(Ilustración 15) para cuantificar in vivo la función neurorretiniana. Se realizaron los 

protocolos de ERG flash escotópico para el estudio de fotorreceptores y células 

bipolares e intermedias y el fotópico de onda de respuesta negativa (PhNR del inglés 

Photopic Negative Response) para el análisis específico de las CGR. El ERG escotópico se 

realizó en condiciones de oscuridad previa adaptación de 12 horas, con dilatación 

pupilar máxima con instilación de colirios midriáticos (Tropicamida 10mg/ml, Fenlefrina 

100mg/ml, Alcon Cusí® SA, Barcelona, España), anestésico tópico (Anestésico doble 

Colircusí®, Alcon Cusí® SA, Barcelona, España) y lubricación ocular con hipromelosa al 

2% (Methocel® OmniVision, Alemania). Los electrodos activos se colocaron sobre la 

córnea, los electrodos de referencia a ambos flancos, y el electrodo de tierra cerca de 
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su cola, en el tejido subcutáneo. Se aceptó una diferencia máxima de impedancia entre 

electrodos de 2kΩ. Se estimularon y analizaron ambos ojos simultáneamente con una 

esfera de Ganzfeld Q450 SC con flashes tipo LED como estímulo y se realizaron 7 pasos 

consecutivos con los siguientes incrementos de iluminación e intervalos (paso 1: 0,0003 

cds/m2, 0,2Hz/s; paso 2: 0,003 cds/m2, 0,125Hz/s; paso 3: 0,03 cds/m2, 8,929Hz/s; paso 

4: 0,03 cds/m2, 0,111Hz/s; paso 5:0,3 cds/m2, 0,077Hz/s; paso 6: 3,0 cds/m2, 0,067Hz/s; 

y paso 7: 3,0 cds/m2, 29,412Hz/s) (117), (118). Los pasos 1 a 5 analizan la respuesta a un 

estímulo tenue en adaptación a la oscuridad, y por tanto la respuesta de los bastones. 

El paso 6 analiza la respuesta a un estímulo luminoso en adaptación a la oscuridad, por 

lo que analiza la respuesta mixta de los conos y los bastones. El paso 7 tiene potenciales 

oscilatorios. El protocolo PhNR se realizaba a continuación, tras una adaptación a la luz 

con un fondo azul (470 nm, 25 cds/m2) y se utilizó como estímulo un flash rojo tipo LED 

(625 nm, cds/m2). Se estudiaron la latencia y la amplitud (en microvoltios) de las ondas 

a, b y PhNR (108). 

 
 

Ilustración 15: Electrorretinograma Roland consult® RETIanimal, Alemania. 1) placa de apoyo; 
2) estimulador Ganzfeld; 3) electrodos. 
 

 

 A todas las ratas de nuestro trabajo se les realizó un ERG en los tiempos de 

estudio basal (4 semanas de vida o inicio de adolescencia), 12 semanas (16 semanas de 

vida o adultez temprana) y 24 semanas de seguimiento (28 semanas de vida o adultez 

media).  
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8.4.4 Histología 

 

Para el análisis histológico se sacrificaron 6 animales por tiempo de estudio, bajo 

condiciones de humanidad con una inyección de sodio tiopenthal (25 mg/ml) 

intracardíaca previa sedación anestésica intraperitoneal. Inmediatamente después se 

enuclean los ojos. Los globos oculares extraídos con la máxima longitud de nervio óptico 

posible se fijaron con formaldehído al 4% para la posterior tinción con hematoxilina-

eosina con el fin de realizar contaje de las CGR y evaluar la presencia de fenómenos 

inflamatorios de fibrosis y/o necrosis. Además, se realizaron técnicas de tinción 

inmunohistoquímica con anticuerpos específicos para células ganglionares de la retina 

(Brn·a), entre otros. La histología se realizó para comprobar la neurodegeneración en 

los modelos de glaucoma inducidos, pero no se evaluaron las diferencias por sexo, por 

lo que no debe ser objeto de evaluación de la presente Tesis Doctoral. 

 

 

8.5 Análisis estadístico 

Los datos cualitativos y cuantitativos fueron recogidos en dos bases Excel 

independientes. Los análisis estadísticos se realizaron con el programa estadístico SPSS 

versión 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). Todos los análisis los realizó un 

investigador ciego. Previamente al análisis de los datos se comprobó su ajuste a la 

normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. A continuación, se analizó la 

media y desviación estándar de cada una de las variables y se compararon las diferentes 

variables entre casos y controles y entre machos y hembras mediante un test de T de 

Student o U de Mann Whitney si la distribución de las variables no se ajustaba a la 

normalidad y entre las diferentes cohortes mediante el test ANOVA. Todos los valores 

se expresaron como media ± desviación estándar (SD: del inglés standard deviation). Un 

nivel de p<0,05 fue considerado significativo para todos los análisis estadísticos. 

Después se realizó la corrección de Bonferroni para múltiples comparaciones para evitar 

una tasa alta de falsos positivos. El nivel de significación p<0,002 para cada variable se 

estableció según los cálculos de Bonferroni (expresados como #). 
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- En el estudio “Effect of age and sex on neurodevelopment and degeneration in 

the healthy eye: longitudinal functional and structural study in young and adult 

Long- Evans rat” (“Efecto de la edad y el sexo en el neurodesarrollo y 

degeneración en el ojo sano: estudio estructural y funcional longitudinal en 

ratas jóvenes y adultas Long- Evans”), se comprobó que la mayoría de los datos 

siguieron una distribución paramétrica utilizando el test de Kolgomorov-

Smirnov, por lo que se realizó una T de Student para evaluar las diferencias entre 

ambos sexos, y una T de Student emparejada para comprobar los cambios  

 

- En el estudio “Influence of chronic ocular hypertension on emmetropia: 

Refractive, structural and functional study in two rat models” (“Influencia de la 

hipertensión ocular crónica en la emetropía: estudio refractivo, estructural y 

funcional en dos modelos de rata”), las variables no siguieron criterios de 

normalidad según el test de Kolmogorov-Smirnov. Se realizó un análisis 

descriptivo de la PIO, poder dióptrico y estructura neurorretiniana con OCT y 

función neurorretiniana con ERG en las cohortes normotensivas (ONT) e 

hipertensivas oculares (OHT) a lo largo del seguimiento. Las comparaciones 

entre las cohortes ONT y OHT y entre los grupos ES y MS se hicieron con el test 

no paramétrico de la U de Mann Whitney. Las comparaciones entre la cohorte 

ONT y los grupos ES y MS se realizaron con el test de ANOVA. Por último, el 

análisis de la correlación entre el estado refractivo del ojo (separando cada 

cohorte en dos subgrupos, dependiendo de su principal valor refractivo), con la 

edad (semanas), el espesor en el OCT (R, GCL y RNFL) y con los parámetros de 

ERG se hizo con el coeficiente de correlación de Spearman y con un análisis de 

regresión logística.   

 
- En el estudio “Influence of sex on neuroretinal degeneration: Six-month Follow-

up in rats with chronic glaucoma (“Influencia del sexo en la neurodegeneración 

retiniana: seguimiento de 6 meses en ratas con glaucoma crónico”), la mayoría 

de los datos siguieron una distribución no paramétrica, por lo que se realizó el 

test de la U de Mann-Whitney para ver las diferencias entre ambas cohortes y el 

test de Wilcoxon emparejado para comparar los cambios registrados en cada ojo 

a lo largo de las 24 semanas de seguimiento.  
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- Para el estudio “Influence of sex on chronic steroid-induced glaucoma: 24-

weeks follow-up study in rats” (“Influencia del sexo en el glaucoma inducido 

por esteroid: estudio de 24 semanas de seguimiento en ratas”), los datos 

siguieron una distribución paramétrica en el test de Kolmogoroz-Smirnov. Por 

tanto, para evaluar las diferencias entre ambas cohortes de machos y hembras 

se utilizó la T de Student.  

 

8.6 Planificación temporal  

La duración de este trabajo fue de 5 años. El trabajo de campo con los animales 

en las instalaciones del CIBA comenzó en 2018 y finalizó en 2020. Simultáneamente y en 

paralelo con el trabajo experimental de las distintas cohortes consecutivas (animales 

sanos, cohorte con glaucoma inducido por esclerosis de venas epiesclerales, cohorte con 

glaucoma inducido mediante inyección en cámara anterior de Ms20/10 sin carga, 

cohorte con glaucoma inducido mediante inyección en cámara anterior de Ms20/10 con 

carga de dexametasona, cohorte con glaucoma inducido mediante inyección en cámara 

anterior de Ms20/10 con carga de dexametasona y fibronectina) se realizaron los 

análisis de los datos obtenidos en el trabajo de campo, la redacción de los artículos y se 

procedió a la tarea de difusión y publicación de los 4 artículos que forman parte de esta 

Tesis Doctoral expuestos en el apartado Resultados.  

 

- El estudio “Effect of age and sex on neurodevelopment and degeneration in 

the healthy eye: longitudinal functional and structural study in young and adult Long- 

Evans rat” (“Efecto de la edad y el sexo en el neurodesarrollo y degeneración en el ojo 

sano: estudio estructural y funcional longitudinal en ratas jóvenes y adultas Long- 

Evans”) se publicó en la revista Experimental Eye Research (JCR-Q1. Factor de impacto 

[JCR 2019]: 3,011) el día 31 de agosto de 2020.  

 

- El estudio “Influence of chronic ocular hypertension on emmetropia: 

Refractive, structural and functional study in two rat models” (“Influencia de la 

hipertensión ocular crónica en la emetropía: estudio refractivo, estructural y funcional 
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en dos modelos de rata”) se publicó en la revista Journal of Clinical Medicine (JCR- Q1. 

Factor de impacto [JCR 2020]: 4,242) el día 20 de agosto de 2021.  

 

- El estudio “Influence of sex on neuroretinal degeneration: Six-month follow-

up in rats with chronic glaucoma” (“Influencia del sexo en la neurodegeneración 

retiniana: seguimiento de 6 meses en ratas con glaucoma crónico”) se publicó en la 

revista Investigative Ophthalmology &Vision Science (JCR- Q1. Factor de impacto [JCR 

2020]: 4,799) el día 4 de octubre de 2021.  

 

- El estudio “Influence of sex on chronic steroid-induced glaucoma: 24-weeks 

follow-up study in rats” (“Influencia del sexo en el glaucoma inducido por esteroid: 

estudio de 24 semanas de seguimiento en ratas”), se publicó en la revista EER 

(Experimental Eye Research), (JCR-Q2. Factor de impacto [JCR 2022]: 3,4) el día 28 de 

noviembre de 2023.  
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9. RESULTADOS		

9.1 ARTÍCULO 1: Effect of age and sex on neurodevelopment and 

neurodegeneration in the healthy eye: longitudinal functional and structural 

study in the Long–Evans rat.  

 

Rodrigo MJ, Martinez-Rincon T, Subias M, Mendez-Martinez S, Luna C, Pablo LE, Polo V, 

Garcia-Martin E. 

 

Exp Eye Res. 2020;200:108208. 

 

 

DOI: 10.1016/j.exer.2020.108208 

ISSN: 0014-4835 

PMID: 32882213 

Factor de impacto (JCR 2019):3,011.  

Posición entre las revistas de Oftalmología (Ophthalmology) en el JCR 2019: 12/60 

(Cuartil 1) 
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9.2 ARTÍCULO 2: Influence of Chronic Ocular Hypertension on Emmetropia: 

Refractive, Structural and Functional Study in Two Rat Models. 

 

Mendez-Martinez S, Martinez-Rincon T, Subias M, Pablo LE, Garcia-Herranz D, Garcia-

Feijoo D, Bravo-Osuna I, Herrero-Vanrell R, Garcia-Martin E, Rodrigo MJ. 

 

J Clin Med. 2021;10(16):3697 

 

 

DOI: 10.3390/jcm10163697  

ISSN: 2077-0383 

PMID: 3441992 

Factor de impacto (JCR 2020): 4,242 

Posición entre las revistas de Medicina, General e Interna (Medicine, General & Internal) 

en el JCR 2020: 39/167 (Cuartil 1) 
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9.3 ARTÍCULO 3: Influence of sex on neuroretinal degeneration: 6-month 

follow-up in rats with chronic glaucoma. 

 

Rodrigo MJ, Martinez-Rincon T, Subias M, Mendez-Martinez S, Pablo LE, Polo V, Aragon-

Navas A, Garcia-Herranz D, Garcia Feijoo J, Bravo Osuna I, Herrero-Vanrell R, Garcia-

Martin E. 

 

Invest Ophthalmol Vis Sci. 2021;62(13):9. 

 

 

DOI: 10.1167/iovs.62.13.9ISSN: 2077-0383 

ISSN: 0146-0404 

PMID: 34643665 

Factor de impacto (JCR 2020):4,799. 

Posición entre las revistas de Oftalmología (Ophthalmology) en el JCR 2020. 8/62 (Cuartil 

1) 
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9.4 ARTÍCULO 4: Influence of sex on chronic steroid-induced glaucoma: 24-

weeks follow-up study in rats. 

 

Rodrigo MJ, Martinez-Rincon T, Subias M, Mendez-Martinez S, Garcia-Herranz D, 

Garcia-Feijoo J, Herrero Vanrell R, Pablo L, Bravo Osuna I, Munuera I, Garcia-Martin E. 

 

Exp Eye Res. 2023; 28:238:109736. 

 

 

DOI: 10.1016/j.exer.2023.109736 

ISSN: 0014-4835 

PMID: 38036216 

Factor de impacto (JCR 2022): 3,4.  

Posición entre las revistas de Oftalmología (Ophthalmology) en el JCR 2022: 16/62 

(Cuartil 2; Tercil 1). 
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9.5 Difusión de resultados 

 
Por otra parte, a lo largo de estos años de trabajo también se ha realizado una 

tarea de difusión de los resultados obtenidos en diferentes congresos y jornadas 

científicas, tanto autonómicos, como nacionales e internacionales, mediante pósteres y 

comunicaciones orales:  

 

- Congreso EVER (European Association for Vision and Eye Research) 2018, Niza, 

Francia: “Laponite clay for long term delivery dexamethasone intravitreal 

inyections” (Rodrigo MJ, Prieto E, García-Martin E, Idoipe M, Vispe E, Fraile JM, 

Mayoral JA, Martínez T, Subías M, López A, Polo V).  

 

- 3rd Biennial International Symposium on Ocular Regeneration: Tissue 

Engineering and the Eye, 2018, departamento de oftalmología de la Universidad 

de Harvard, Boston, EE. UU: “Retinal loss analysis by OCT in a hypertensive 

animal model according to several sizes of microspheres” (Rodrigo MJ, García-

Herranz D, Martínez T, Bravo-Osuna I, García Feijoo J, Pablo LE, García-Martin E, 

Herrero-Vanrell R) (Premio: Travel Award).  

 
- 96 Congreso SEO (Sociedad Española de Oftalmología), Madrid, España: 

“Influencia del sexo en el desarrollo de glaucoma crónico” (Martínez Rincón T; 

Subías M; Luna C; Arias L; Méndez Martínez S). 

 
- 96 Congreso SEO (Sociedad Española de Oftalmología), Madrid, España: 

“Desarrollo de formulación intravítrea para el glaucoma “de principio a fin”” 

(Subías M, Martínez Rincón T, Rodrigo MJ). 

 
- III Jornada de Investigación para Residentes de Aragón, 2020, Hospital 

Universitario Miguel Servet, Zaragoza, España: “Nueva formulación intravítrea 

de liberación prolongada para el glaucoma” (Subías M, Rodrigo M.J., Méndez 

Martínez S, García Martín E, Martínez Rincón T, Páblo Júlvez, L.E.). (Primer 

premio a la mejor comunicación oral en la categoría de Servicios Quirúrgicos) 
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- V Jornada de Investigación para residentes de Aragón, 2023, Hospital 

Universitario Miguel Servet, Zaragoza, España: “Análisis de la inmunidad 

mediante tomografía de coherencia óptica en el glaucoma” (Munuera Rufas I, 

Mallén Gracia V, Tello Fernández A, Subías Perié M, Martínez Rincón T, Rodrigo 

Sanjuán M.J.). 

 
- Congreso SOE (European Society of Ophthalmology Congress), 2023, Praga, 

República Checa: “New models of chronic glaucoma in experimental animals” 

(Munuera I, Subías M, Arias L, Martínez T, Vicente MJ, Tello A, Mallén V, 

Fernández D, Pueyo A, Aragón A, Pablo L, Rodrigo MJ).   

 
- Congreso SOE (European Society of Ophthalmology Congress), 2023, Praga, 

República Checa: “Influence of sex on chronic glaucoma neurodegeneration in 

rats over 6-month follow-up” (Munuera I, Martínez T, Subías M, Arias L, Vicente 

MJ, Tello A, Mallén V, Fernández D, Pueyo A, Aragón A, Rodrigo MJ).  

 
- Congreso SOE (European Society of Ophthalmology Congress), 2023, Praga, 

República Checa: “Ocular hypo-pressure treatment effect on refraction and 

neuroretina of rat eyes with glaucoma” (Munuera I, Arias L, Martínez Rincón T, 

Subías M, Mallén V, Tello A, Fernández D, Vicente MJ, Pueyo A, Rodrigo MJ). 

 
- Congreso SOE (European Society of Ophthalmology Congress), 2023, Praga, 

República Checa: “Superpixel segmentation algorithm for OCT image 

processing in neurodegenerative disease” (Pueyo-Bestué A, Mallén V, Otín S, 

Vicente MJ, Fernández D, Tello A, Arias L, Subías M, Martínez T, Munuera I, 

García-Martín E) (Premio a la mejor comunicación oral). 

 
- Congreso SOE (European Society of Ophthalmology Congress), 2023, Praga, 

República Checa: “Immune analysis of vitreous humor in rats using optical 

coherence tomography" (Munuera I, Subías M, Martínez T, Arias L, Fernández 

D, Mallen V, Vicente MJ, Tello A, Aragón A, Pablo L, Rodrigo MJ, Pueyo A). 
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Además, a lo largo de estos años de trabajo, se han publicado varios artículos 

relacionados con el tema de la presente Tesis Doctoral en revistas científicas de alto 

impacto, pero que no deben contribuir a la valoración de la presente Tesis Doctoral:  

 

- “Brimonidine-Laponite intravitreal formulation has an ocular hypotensive and 

neuroprotective effect throughout 6 months of follow-up in a glaucoma animal 

model”. Rodrigo MJ, Cardiel MJ, Fraile JM, Mendez-Martinez S, Martinez-Rincon 

T, Subias M, Polo V, Ruberte J, Ramirez T, Vispe E, Luna C, Mayoral JA, Garcia-

Martin E. Biomaterials Science 2020. JCR - Q1. Factor de impacto (JCR 2019): 

6,183. 

 

- “Monitoring new long-lasting intravítreal formulation for glaucoma with 

vitreous images using optical coherence tomography”. Rodrigo MJ, Palomar AP, 

Montolío A, Mendez-Martínez S, Subias M, Cardiel MJ, Martínez-Rincón T, 

Cegoñino J, Fraile JM, Vispe E, Mayoral JA, Polo V, Garcia-Martin E. Revista: 

Pharmaceutics 2021. JCR -Q1. Factor de impacto (JCR 2019): 4,421.  

 

- “Novel use of PLGA microspheres to create an animal model of glaucoma with 

progressive neuroretinal degeneration”. Garcia-Herranz D, Rodrigo MJ, Subias 

M, Martinez-Rincon T, Mendez-Martinez S, Bravo-Osuna I, Bonet A, Ruberte J, 

Garcia-Feijoo J, Pablo L, Garcia-Martin E, Herrero-Vanrell R. Revista: 

Pharmaceutics 2021. JCR -Q1. Factor de impacto (JCR 2019): 4,421.  

 

- “Chronic Glaucoma Using Biodegradable Microspheres to Induce Intraocular 

Pressure Elevation. Six-Month Follow-Up”. Rodrigo MJ, Garcia-Herranz D, 

Subias M, Martinez-Rincon T, Mendez-Martinez S, Bravo-Osuna I, Carretero A, 

Ruberte J, Garcia-Feijoo J, Pablo L, Herrero-Vanrell R, Garcia-Martin E. Revista: 

Biomedicines 2021. JCR- Q1. Factor de impacto (JCR 2020): 5,612.  

 
- “Analysis of Parainflammation in Chronic Glaucoma Using Vitreous-OCT 

Imaging”. Rodrigo MJ, Subías M, Montolío A, Méndez-Martínez S, Martínez-

Rincón T, Arias L, García-Herranz D, Bravo-Osuna I, Garcia-Feijoo J, Pablo L, 

Cegoñino, J, Herrero-Vanrell R, Carretero A, Ruberte J, Garcia-Martin E, Pérez Del 
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Palomar A. Revista: Biomedicines 2021. JCR- Q1. Factor de impacto (JCR 2021): 

5,612.  

 

- “Long-term corticosteroid-induced chronic glaucoma model produced by 

intracameral injection of dexamethasone-loaded PLGA microspheres” Rodrigo, 

MJ, Garcia-Herranz D, Aragón-Navas A, Subias M, Martinez-Rincón T, Mendez-

Martínez S, Cardiel MJ, García-Feijoo J, Ruberte J, Herrero-Vanrell R, Pablo L, 

Garcia-Martin E, Bravo-Osuna I. Revista: Drug delivery, 2021. JCR-D1. Factor de 

impacto (JCR 2020):6,419 (Premio a la mejor publicación de Glaucoma de la 

Sociedad Española de Glaucoma 2022). 

 
- “Mimicking chronic glaucoma over 6 months with a single intracameral 

injection of dexamethasone/fibronectin-loaded PLGA microspheres”. Aragón-

Navas A, Rodrigo MJ, Garcia-Herranz D, Martinez-Rincón T, Subias M, Mendez-

Martínez S, Ruberte J, Pamplona J, Bravo-Osuna I, García-Feijoo J, Pablo L, 

Garcia-Martin E, Herrero-Vanrell R. Revista: Drug delivery 2022. JCR- Q1. Factor 

de Impacto (JCR 2021): 6,819 (Premio a la mejor publicación de Glaucoma de la 

Sociedad Española de Glaucoma 2023). 

 
- “Tunable degrees of neurodegeneration in rats based on microsphere-induced 

models of chronic glaucoma”. Rodrigo MJ, Bravo-Osuna I, Subias M, Montolío A, 

Cegoñino J, Martinez-Rincón T, Mendez-Martinez S, Aragón-Navas A, Garcia-

Herranz D, Pablo LE, Herrero-Vanrell R, Pérez del Palomar A, Garcia-Martin E. 

Revista: Scientific reports 2022. Factor de Impacto JCR 2021: 4,997. 
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10. DISCUSIÓN	
El hilo conductor de los cuatro artículos que componen esta Tesis Doctoral es el 

análisis de las diferencias en los patrones de neurodegeneración retiniana que se 

produce en ratas Long-Evans, según el sexo a lo largo de su vida en condiciones 

fisiológicas y tras la inducción de daño por hipertensión ocular, mediante nuevos 

modelos de glaucoma crónico. Para ello, se ha analizado la presión intraocular, la 

refracción y la estructura y la función de la neurorretina mediante pruebas in vivo 

mínimamente invasivas.  

En primer lugar, se evaluaron los cambios ocurridos en la neurorretina con el 

paso del tiempo en ratas Long-Evans en cuatro edades diferentes: a las 4 semanas de 

vida (pubertad), 12 semanas de vida (juventud), 16 semanas de vida (edad adulta 

temprana) y 28 semanas de vida (edad adulta tardía/ pre-senescencia) (119), (120), 

(121). Para estudiar estos cambios se evaluó la evolución de la PIO y se utilizó el OCT 

para medir la estructura de la neurorretina y el ERG para medir la función visual. 

Además, se analizaron las diferencias en los patrones de neurodegeneración según el 

sexo. Existe evidencia en la literatura de que los estrógenos pueden actuar como factor 

neuroprotector, ya que disminuyen la resistencia a la salida del humor acuoso (122), y 

este trabajo apoya esta teoría. Se encontraron valores de PIO más elevados en machos 

y, además, presentaron mayor pérdida de espesor neurorretiniano y peor función de la 

neurorretina a lo largo de todo el seguimiento. Los cambios en los patrones de 

neurodegeneración retiniana fueron similares en ambos sexos en el mismo período de 

tiempo, es decir, cuando se produjeron aumentos del espesor en machos también se 

observó en hembras, y viceversa; pero siendo siempre la pérdida más intensa en 

machos. Por otro lado, en cuanto a la función de la neurorretina, observamos una 

disminución en machos y un aumento en hembras con el paso del tiempo. En las 

primeras semanas de vida de la rata (correspondientes a edad infantil en humanos) no 

se encontraron diferencias significativas en la función neurorretiniana, posiblemente 

por la baja influencia de las hormonas sexuales en estas edades tan tempranas. Sin 

embargo, se comenzó a detectar diferente función neurorretiniana en machos y en 

hembras (con peor función en machos) a partir de los 4 meses de vida de la rata 

(correspondientes a los 16 años humanos), es decir, desde la pubertad e inicio de la 

influencia de las hormonas sexuales en adelante. Este estudio nos permitió durante un 
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largo período de seguimiento, no realizado antes en la literatura, conocer cómo es el 

desarrollo normal de la neurorretina en ratas Long-Evans sanas, y servir como base 

normalizada para poder comparar la neuroplasticidad en función del sexo ante 

estímulos dañinos precoces; es decir, en situaciones premórbidas y patológicas 

correspondientes con los siguientes estudios de esta Tesis Doctoral.  

A continuación, se evaluaron los cambios producidos por la HTO crónica 

mantenida durante 24 semanas de seguimiento en la refracción, desde un punto de vista 

neurorretiniano (estructura y función). Este trabajo nos permite conocer mejor cómo es 

el proceso neurodegenerativo en condiciones de HTO crónica en la miopía. Para ello se 

estudió la refracción, la PIO, la estructura y la función de la neurorretina en dos modelos 

animales de glaucoma crónico inducidos mediante esclerosis de las venas epiesclerales 

y mediante la inyección de microesferas en cámara anterior. La miopía es un defecto 

refractivo en el que el ojo va sufriendo una elongación progresiva a lo largo de la vida, 

debido a diversos factores (123). Los mecanismos causantes de esta elongación 

progresiva todavía no se conocen, pero hay evidencia de que la PIO influye en la 

elongación del polo posterior (124). Este segundo estudio demostró la influencia de la 

HTO crónica moderadamente elevada en el proceso natural de la emetropización. La 

PIO elevada fue el principal factor de riesgo involucrado en la miopización progresiva de 

los ojos con HTO. Sin embargo, no se encontró correlación entre la refracción y los 

cambios funcionales y estructurales de la neurorretina. La miopía es un defecto 

refractivo cada vez más prevalente (125), y este estudio refuerza que el descenso de la 

PIO pudiera ser un posible tratamiento para la misma (126), (127), (128).  

En el tercer estudio se analizaron las diferencias en la neurodegeneración 

retiniana según el sexo en dos modelos de glaucoma crónico (esclerosis de las venas 

epiesclerales e inyección de microesferas en cámara anterior) a lo largo de 24 semanas 

de seguimiento. Hasta la fecha, no existían (que sepamos) estudios que analicen estas 

diferencias según el sexo (algo cada vez más demandado en la literatura debido a la falta 

de conocimiento de la influencia del sexo en el glaucoma) (94). Este artículo apoya la 

evidencia de que la PIO es el principal factor de riesgo para desarrollar glaucoma. El 

modelo epiescleral produjo elevaciones de PIO más rápidas y abruptas y mayores 

pérdidas de espesor y de funcionalidad de la neurorretina que el modelo de 

microesferas. El modelo de microesferas causó esta subida de PIO y pérdida de función 
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visual de una forma más similar al GPAA de los humanos. Los valores de PIO obtenidos 

en ambos modelos fueron de nuevo más elevados en machos. En cuanto al papel 

neuroprotector de los estrógenos, en este trabajo también se observó que las hembras 

premenopáusicas presentaron menor neurodegeneración en la retina medida mediante 

OCT y ERG. Por tanto, para futuros estudios, parece fundamental tener en cuenta el 

modelo de creación de HTO y el sexo para analizar correctamente los resultados 

obtenidos. En caso contrario, pueden no encontrarse diferencias que sí se hacen 

evidentes con este subanálisis.  

Por último, en el cuarto artículo de esta Tesis Doctoral se analiza la diferente 

neurodegeneración producida según el sexo en dos modelos de glaucoma inducido por 

corticoides: el primero de ellos mediante la inyección de microesferas cargadas con 

dexametasona y el segundo cargadas con dexametasona y fibronectina. Hasta la fecha, 

no hay ningún estudio previo similar, que sepamos. Al igual que en los artículos 

anteriores, en este cuarto artículo se replicaron los valores de PIO más elevados en los 

machos, apoyando de nuevo la teoría de que la presencia de receptores estrogénicos 

disminuye la resistencia a la salida del humor acuoso, y ahora incluso en presencia de 

corticoides (17). En cuanto a la estructura de la neurorretina medida por OCT, los 

machos presentaron el patrón de pérdida clásico de glaucoma ISNT de la CFNR, pero no 

ocurrió lo mismo en el caso de las hembras. Estos datos refuerzan la idea de que existen 

diferencias en el patrón de neurodegeneración según el sexo. Las cohortes de ratas con 

glaucoma inducido por corticoides sufrieron un engrosamiento retiniano inicial muy 

marcado al alcanzar la HTO, que pudiera estar relacionado con la presencia de células 

inmunitarias (129), afectando al espesor retiniano completo (130). En las cohortes de 

este estudio se encontraron diferencias según el sexo y según el modelo inductor de 

glaucoma corticoideo, como ocurrió en el trabajo anterior. Se pudo detectar el aumento 

del espesor neurorretiniano y de la función neurorretiniana al alcanzar valores de HTO 

y previos a la disminución de estructura y función, una vez instaurado el daño 

neurodegenerativo. Este aumento inicial parece corresponderse con la hiperactividad 

inicial descrita en enfermedades neurodegenerativas, previa a detectarse el daño e 

hipofunción. Las hembras en el modelo de glaucoma inducido por dexametasona 

presentaron menos variaciones en la estructura de la neurorretina. Esto puede ser 

debido a que las hormonas sexuales, como la progresterona (131), contrarrestan la 
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hiperactivación inmune inicial, sumándose al efecto antiinflamatorio de la 

dexametasona. Sin embargo, en la cohorte con glaucoma corticoideo inducido con 

microesferas con dexametasona y fibronectina, las hembras presentaron una mayor 

pérdida de espesor neurorretiniano. Esto sugiere que la presencia de otros cofactores, 

en este caso la fibronectina, pudiera actuar de manera proinflamatoria (132), (133), 

(134) y hacer que el patrón de neurodegeneración cambie. Finalmente, en este estudio, 

la cohorte con mayor pérdida general de espesor neurorretiniano fue la de ratas con 

glaucoma inducido por dexametasona solamente, que son las que alcanzaron valores de 

HTO más elevada. Esto refuerza la teoría de que el incremento de PIO sea el principal 

factor de riesgo para la progresión del glaucoma.  

Los cuatro artículos publicados en esta Tesis Doctoral demuestran que existen 

diferencias oculares significativas en la estructura y función de la neurorretina según 

el sexo; en condiciones fisiológicas, en las diferentes etapas de vida de las ratas Long-

Evans sanas, y en cuatro modelos diferentes de glaucoma crónico inducido. Además, 

el modelo de inducción de hipertensión ocular también parece influir en estas 

diferencias, lo cual corrobora la teoría de la multifactorialidad del glaucoma. Las ratas 

Long-Evans hembra premenopáusicas de todas las cohortes presentaron menores 

valores de PIO, así como menor neurodegeneración de la estructura y función de su 

neurorretina. Estos hallazgos sugieren indicar un papel neuroprotector femenino. 

Nuestros resultados sirven como base hacía la medicina de precisión, que pretende 

tratar al paciente de forma individualizada, sea hombre o mujer, y no solo tratar la 

patología. Conocer los patrones de neurodegeneración específicos según la edad y el 

sexo puede permitir, en el futuro, individualizar el seguimiento y tratamiento en función 

de la estimación del riesgo de progresión de forma individualizada. Parece fundamental 

tener en cuenta las diferencias por sexo también en estudios de otras patologías 

neurodegenerativas y en futuros estudios desarrollados en modelos de glaucoma 

crónicos con tratamientos neuroprotectores o hipotensores, para no sobreestimar ni 

infraestimar su efecto.   
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11. APORTACIONES	DE	LA	DOCTORANDO 

 

El trabajo de investigación de los cuatro artículos publicados que componen esta 

Tesis Doctoral permite, en primer lugar, conocer en mayor profundidad la 

neurodegeneración que se produce en la neurorretina de las ratas secundaria a su 

envejecimiento fisiológico, desde la adolescencia hasta la adultez media. Además, se 

detectan diferencias en la neurodegeneración según el sexo de las ratas. Aunque este 

no es el primer trabajo que evalúa el efecto de la edad en la neurodegeneración de la 

retina de ratas sanas, sí es el primero en proporcionar una base que permite 

comprender mejor la implicación del sexo en la neurodegeneración fisiológica, 

analizando las diferencias obtenidas mediante PIO, OCT y ERG para evaluar la estructura 

y la función neurorretiniana que permita la comparación con cohortes de animales con 

neurodegeneración patológica (108). 

La aportación por parte de la doctoranda (apéndice II) en este trabajo fue:  

Realización de investigación básica con los animales, recogida de datos, participación en 

la redacción del artículo y realización de los gráficos. 

 

En segundo lugar, se han evaluado otros factores de riesgo que produzcan 

neurodegeneración retiniana asociados al glaucoma crónico, como es la miopía, 

teniendo en cuenta la influencia del sexo. La pérdida visual que presentan los pacientes 

con glaucoma podría estar también asociada a la progresión de un error refractivo 

negativo, además del propio proceso neurodegenerativo que se produce en el 

glaucoma. Por ello, parece necesario evaluar periódicamente la refracción de los 

pacientes con glaucoma. En este trabajo, evaluamos la relación entre la hipertensión 

ocular y los cambios refractivos producidos en dos modelos diferentes de glaucoma. 

Este estudio permitió conocer que el único parámetro relacionado estadísticamente 

con la refracción es la hipertensión ocular, así como que el estado refractivo es 

independiente de la evaluación de la estructura (realizada con OCT) y de la función 

(medida con ERG) en ratas con GPAA (111).  

La aportación por parte de la doctoranda (apéndice II) en este trabajo fue: 

Realización de investigación básica con los animales, recogida de datos, participación en 

la redacción del artículo y realización de gráficos.  
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El tercer artículo de esta tesis Doctoral es innovador (al igual que el primero), ya 

es el primero que ha analizado las diferencias según el sexo en la neurodegeneración 

retiniana de dos modelos de GPAA con un seguimiento tan largo de 24 semanas. En este 

trabajo se encuentran diferencias en el patrón de neurodegeneración y diferentes 

tasas de pérdida entre machos y hembras dentro del mismo modelo de HTO, y 

también entre los modelos. Conocer estos hallazgos es importante, porque las 

discrepancias de nuestro trabajo con otros estudios previos podrían deberse a que hasta 

ahora no se habían tenido en cuenta estas diferencias según el sexo, ni tenido en cuenta 

el modelo de hipertensión ocular utilizado, pudiendo haber un sesgo por estos motivos. 

Gracias a este trabajo se sientan las bases para futuros estudios comparativos de 

neurodegeneración/neuroprotección que pretendan evaluar terapias hipotensoras y 

neuroprotectoras a largo plazo. Resulta fundamental tener en cuenta tanto el sexo 

como el modelo animal utilizado, ya que nuestros resultados sugieren que las hembras 

premenopáusicas mantuvieron un efecto protector frente a la HTO crónica. No tener en 

cuenta estos dos factores podrían hacer que el efecto terapéutico se sobreestime o se 

infraestime (112).   

La aportación por parte de la doctoranda (apéndice II) en este trabajo fue:  

Realización de investigación básica con los animales, recogida de datos, participación en 

la redacción del artículo y realización de gráficos. 

 

En cuarto y último lugar, se evalúan en ratas los cambios neurodegenerativos 

teniendo en cuenta el sexo, esta vez en condición de glaucoma crónico inducido por 

esteroides con evaluación de la PIO y la estructura y función de la neurorretina. La 

influencia del sexo parece ser significativa también incluso en el glaucoma inducido por 

esteroides (135).  

La aportación por parte de la doctoranda (apéndice II) en este trabajo fue: 

Realización de la investigación básica con animales, recogida y tratamiento de los datos, 

metodología, redacción, revisión y edición del artículo.  
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12. LIMITACIONES	DEL	ESTUDIO		
 

1) Se realizó la medición de la PIO de todas las cohortes por las mañanas, todas las 

semanas a la misma hora, para evitar las fluctuaciones del ritmo circadiano. Sin 

embargo, los roedores son animales nocturnos, y es posible que por las noches 

presentasen valores de PIO incluso más elevados.  

 

2) Una limitación importante del segundo trabajo es que no se pudo analizar la longitud 

axial de los ojos de las ratas, sino que fue una medida indirecta mediante el poder 

dióptrico analizado mediante enfoque de la OCT. 

 

3) Aunque nuestro periodo de seguimiento fue bastante largo (6 meses) no se llegó a 

la senescencia ni postmenopausia de las ratas, por lo que nuestros resultados no 

serían completamente extrapolables a la población anciana, más susceptible de 

desarrollar glaucoma. 

 

4) Los animales del estudio fueron alimentados ad libitum con posible aumento del 

componente graso y hay estudios que demuestran una influencia negativa sobre 

aspectos vasculares, que podrían influir tanto en la teoría vascular del glaucoma, 

como en la síntesis esteroidea.   

 

5) Una limitación importante de este trabajo es la ausencia de análisis sanguíneos 

hormonales y de estudios histológicos segregados por sexo. Sin embargo, existe 

evidencia de la buena correlación entre los hallazgos obtenidos mediante OCT y la 

histología e inmunohistoquímica. En futuros estudios sería también interesante 

analizar la segmentación completa y todas las métricas oculares usando un análisis 

de escala multidimensional o técnicas computacionales de grandes datos 

correlacionado con la histología.  

 

6) Los grupos experimentales de las cuatro cohortes inducidas con glaucoma no son 

completamente comparables, ya que las ratas recibieron distinto número de 
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inyecciones oculares. Sin embargo, en las distintas condiciones glaucomatosas, las 

diferencias por sexo fueron constantes.  

 

7) En estos estudios no se evaluaron los ojos izquierdos de las ratas, lo que podría ser 

interesante para futuros estudios, ya que recientes estudios han demostrada 

afectación del ojo contralateral en la neurodegeneración.  
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13. CONCLUSIONES	
 

I. Durante el proceso fisiológico de envejecimiento (desde la pubertad precoz a la 

adultez tardía) en ratas sanas Long-Evans, la presión intraocular se mantiene en 

normotensión (por debajo de los 20 mmHg), el espesor de la retina, de la capa de 

fibras nerviosas de la retina y de la capa de células ganglionares medido con 

tomografía de coherencia óptica (OCT) va disminuyendo a lo largo del tiempo, y se 

produce un cambio lentamente progresivo de la amplitud y de la latencia en el 

electrorretinograma (ERG).  

 

II. Las ratas Long-Evans sanas, desde un punto de vista estructural y funcional, 

presentan diferente patrón de neurodesarrollo y neurodegeneración según el sexo. 

Las ratas Long-Evans sanas machos presentan valores de presión intraocular 

significativamente más elevados que las hembras en todas sus etapas de desarrollo, 

y, desde un punto de vista estructural y funcional, los machos parecen más 

susceptibles a la neurodegeneración que las hembras en etapas preseniles. 

Además, el daño neurodegenerativo es más precoz e intenso en los machos que en 

las hembras, estratificando por grupos de edad.  

 

III. En ratas Long-Evans con glaucoma crónico, el único parámetro relacionado 

estadísticamente con la refracción es la presión intraocular, y no existe correlación 

entre la refracción y la evaluación de la estructura mediante tomografía de 

coherencia óptica (OCT) y de la función mediante electrorretinografía (ERG). La 

hipertensión ocular crónica acelera la emetropía en ojos de ratas Long-Evans, 

conduciendo hacia una miopía lentamente progresiva. 

 

IV. Las ratas Long-Evans machos con hipertensión ocular crónica presentaron mayor 

tendencia a la miopía, con un aumento inicial de la estructura seguida de una 

pérdida también funcional con el tiempo. 

 

V. En los modelos de glaucoma crónico inducido mediante esclerosis de venas 

epiesclerales e inyección de microesferas en cámara anterior se produce un 

incremento de presión intraocular progresivo y mantenido en el tiempo, que es más 
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precoz y abrupto en el modelo epiescleral. El daño producido en la estructura y 

función de la neurorretina fue mayor en el modelo epiescleral que en los modelos 

generados mediante microesferas inyectadas en cámara anterior.  

 

VI. Las ratas Long-Evans hembras premenopáusicas con glaucoma crónico inducido por 

hipertensión ocular, presentan neuroprotección estructural y funcional en estadios 

precoces. Los machos presentan valores de presión intraocular significativamente 

más elevados que las hembras, tanto en el modelo epiescleral como en el modelo 

de microesferas. 

 

VII. Las ratas Long-Evans con ambos modelos de glaucoma crónico inducido por 

corticoides presentaron valores de presión intraocular que aumentaron 

progresivamente, con pérdida progresiva del espesor neurorretiniano a lo largo del 

seguimiento, pero con claras fluctuaciones en el modelo inducido con 

dexametasona y fibronectina.  

 
VIII. Las ratas Long-Evans hembras con glaucoma crónico inducido por corticoides 

presentaron protección en la neurorretina cuando recibieron exclusivamente 

esteroides. Sin embargo, cuando se le sometió al cofactor de la fibronectina 

sufrieron una respuesta exacerbada al daño.  

 
IX. Parece fundamental tener en cuenta la edad y el sexo de los animales a estudio para 

comprender los cambios fisiológicos que acontecen a lo largo de la vida y en 

situaciones patológicas de neurodegeneración retiniana como en el glaucoma 

crónico, y así poder evaluar correctamente potenciales terapias hipotensoras y 

neuroprotectoras.     
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Apéndice II. Justificación de la contribución del doctorando en cada publicación 

 

Artículo 1: Effect of age and sex on neurodevelopment and neurodegeneration 

in the healthy eye: longitudinal functional and structural study in the Long–Evans rat.  

Realización de investigación básica con los animales, recogida de datos, 

participación en la redacción del artículo y realización de gráficos. 

 

 

Artículo 2: Influence of Chronic Ocular Hypertension on Emmetropia: 

Refractive, Structural and Functional Study in Two Rat Models. 

Realización de investigación básica con los animales, recogida de datos, 

participación en la redacción del artículo y realización de gráficos. 

 

 

Artículo 3: Influence of sex on neuroretinal degeneration: 6-month follow-up 

in rats with chronic glaucoma. 

Realización de investigación básica con los animales, recogida de datos, 

participación en la redacción del artículo y realización de gráficos. 

 

 

Artículo 4: Influence of sex on chronic steroid-induced glaucoma: 24-weeks 

follow-up study in rats. 

Realización de la investigación básica con animales, recogida y curación de datos, 

metodología, redacción, revisión y edición del artículo.  
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Apéndice III. Renuncia de los coautores no doctores a usar los artículos en su 

propia Tesis Doctoral  
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Apéndice IV. Documentación de la Comisión Ética Asesora de la Experimentación 
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Apéndice V. Certificado para capacitación de manejo de animales de 
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