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1. RESUMEN

La retina corresponde a una extension sensorial del cerebro, el cual les
permite a los vertebrados mapear los estimulos visuales del mundo que los
rodea. Este tejido esta organizado en distintas capas que comprenden diversos
tipos celulares, en las que destacan los fotorreceptores y las células ganglionares
retinianas. Esta estructura es altamente conservada en términos evolutivos, tanto

a nivel de su organizacion celular como de sus proyecciones centrales.

Un aspecto interesante de la morfologia retiniana es que la distribucion de
las células ganglionares no es homogénea, sino presenta especializaciones,
tales como el area centralis, o la banda visual horizontal, cuyo tamafio y posicion
estd estrechamente relacionada con el modo de vida del animal y su ecologia
visual. Estas especializaciones retinianas, que se distinguen como zonas de
mayor densidad celular, estan presentes en todas las retinas en el linaje de los
vertebrados.

Uno de los problemas no resueltos en la literatura es entender el como se
forman estas especializaciones durante la ontogenia. Para esto se propuso
estudiar al Octodon degus (degu), el cual es un roedor diurno de la familia
Octodontidae, que presenta ventajas tales como su precocidad (nace con los o0jos
abiertos), su alta actividad visual, su alta capacidad social y con habitos

diurnos/crepusculares. En esta tesis se describiran y contrastaran los cambios



gue ocurren en la distribucion de células de la capa de células ganglionares a
nivel postnatal, con el objetivo de establecer las variaciones que ocurren durante
la ontogenia en la retina del degu.

Los resultados muestran que, en etapas tempranas del desarrollo, la retina
del degu presenta una distribucion homogénea de células, siendo el estadio P02
el de mayor densidad celular, con un numero total de 895.368 células en un area
de 39,38 mm?Z. Durante la primera semana del desarrollo, este nimero de células
cae a un promedio de 298.908 células y su area aumenta a 48,35 mm?
aproximadamente. Ademas, comienza a establecerse un gradiente ventro-dorsal.

En el primer momento en el que se logra establecerse las
especializaciones retinianas es durante el estadio P08/P09, en el cual aparece
una banda visual en el eje naso-temporal y un area centralis en la mitad temporal,
ademas de definirse mas el gradiente ventro-dorsal previamente descrito.
Durante el primer mes de vida, el nUmero de células se mantiene con un
promedio de 303.597 células y el area aumenta a 62,05 mm?, resultando en la
disminucién de la densidad celular. Ademas, las especializaciones se definen
mas, refindndose el area que forma la banda visual. En el adulto, la banda visual
esta totalmente formada, con un area centralis hacia temporal definida y un
gradiente ventro-dorsal mas definido.

Por otro lado, al medir los tamafios celulares durante la ontogenia se
pueden observar que las células localizadas en la periferia de la retina presentan
un mayor tamafo que aquellas que se ubican hacia el centro. Asi mismo se van

generando distintas poblaciones de CGR durante el desarrollo. Asi mismo, al



evaluar la distancia entre las células durante la ontogenia en la periferia y el
centro de la retina, se puede observar la tendencia de que a medida que aumenta
el area de la retina aumenta la separacion entre las células. Este fenomeno se
observa mas marcado en la periferia que en el centro y da cuenta de la expansion
diferencial que ocurre en la retina.

Estos resultados demuestran el complejo proceso por el cual se desarrolla
la retina del degu durante el periodo postnatal, en el cual el nUmero de células
de la capa de células ganglionares disminuye, mientras el tamafio de las células
aumenta junto con el aumento progresivo del area de la retina. Con esto se puede
concluir que este crecimiento asimétrico, dado por estos factores, contribuye a la

aparicion de las especializaciones retinianas en el degu.



2. ABSTRACT

The retina corresponds to a sensory extension of the brain, which allows
vertebrates to map visual stimuli from the surrounding world. This tissue is
organized in different layers including various cell types, among which
photoreceptors and retinal ganglion cells are central. This structure is highly
conserved in evolutionary terms, both in its organization and its central
projections.

As animals have diverse visual experiences associated with their lifestyles
and interaction with their environment, different retinal configurations are
generated on the retina throughout the vertebrate lineage. Consequently, this
great diversity generates different retinal specializations, such as the area
centralis and the visual streak, which are portions of the retina with a high density
of cellular components that provide high visual resolution of environmental
aspects.

An interesting aspect of retinal morphology es that the distribution of retinal
ganglion cells is not homogeneous, but presents retinal specializations, such as
the area centralis, or the horizontal visual streak, whose size and position is
closely related to the animal's lifestyle and visual ecology. These retinal
specializations, which are distinguished as areas of higher cell density, are
present in all the vertebrate lineage.

One of the unresolved problems in the literature is to understand how these



specializations are formed during ontogeny. For this purpose, we proposed to
study the Octodon degus (degu), which is a diurnal rodent of the family
Octodontidae, with advantages such as precocity (it is born with its eyes open),
high visual activity, and high social abilities and diurnal/crepuscular habits. In this
thesis we propose to describe and contrast the changes that occur in the
distribution of cells of the ganglion layer at the postnatal level, with the objective
of establishing the variations that occurs during ontogeny in the retina of degu.

The results show that in early stages of development the degu retina
presents a homogeneous distribution of cells, being at stage P02 the higher
number of cells in the ganglion layer with a total of 895.368 cells, and an area of
39,38 mm?. During the first week of development, the number of cells drops to an
average of 298.908 cells and the area increases to approximately 48,35 mm?2. In
addition, a ventro-dorsal gradient begins to be established.

The first time that retinal specializations are observed is during the
P0O8/P09 stage, in which a visual streak appears at the center of the naso-
temporal axis and a central area at the temporal half, besides the previously
described ventro-dorsal gradient becomes more defined. Afterwards, during the
first month after birth, the number of cells is maintained with an average of
303.597 cells and the area increases to 62,05 mm?, resulting in a decrease of the
cell density. In addition, the specializations become even more defined, refining
the area forming the visual streak. In the adult, the visual streak is fully defined,
and the central area is easily delimited, besides, the ventro-dorsal gradient is

more marked.



However, when measuring cell sizes during ontogeny, it can be observed
that cells located in the periphery of retina are larger than those located towards
the center. Likewise, different RGC populations are generated during
development. Moreover, when evaluating the distance between cells during
ontogeny in the periphery and center of the retina, it can be observed the tendency
that as the retinal area increases, the separation between cells increases. This
phenomenon is more marked in the periphery than in the center and accounts for
the differential expansion that occurs in the retina.

These results demonstrate the complex process by which the degu retina
develops during the postnatal period, in which the number of cells in the ganglion
cell layer decreases, while the size of the cells increases along with the
progressive increase of the retinal area. It can be concluded that this asymmetric
growth, given by these factors, contributes to the appearance of retinal

specializations in the degu.



3. INTRODUCCION

3.1 Origen, organizacion y estructura de la retina

Durante la neurulacion, proceso en el cual se forma el tubo neural y el
sistema nervioso, se forma la retina. Esto sucede cuando se cierra el tubo neural
hacia anterior en donde se forman los surcos oOpticos a cada lado de la placa
neural como una depresion del tejido (Gilbert, 2014). Tras la fusién de los
pliegues neurales, los surcos Opticos quedan ubicados a nivel del prosencéfalo
y, posteriormente, debido a una evaginacion del tejido se forman las vesiculas
Opticas que quedan unidas a la misma vesicula cerebral. A medida que las
vesiculas dpticas se expanden, estas se proyectan hacia el ectodermo superficial
y son rodeadas por mesénquima. Esto genera cambios en ambos tejidos, e
induce al ectodermo superficial a engrosarse y formar la placoda del cristalino, la
cual se invagina y da lugar a la copa Optica (en la que se desarrollara la retina),
el lente y el agujero del lente (Figura 1) (Lamb et al., 2007). Al mismo tiempo, la
conexién existente entre la copa Optica con el prosencéfalo se adelgaza y forma
el pedunculo éptico. En la copa Optica se segregardn dos capas: la mas interna
y que se orienta hacia el cristalino formara el neuroepitelio retiniano, mientras que
la capa externa de formard el epitelio pigmentario de la retina (EPR) (Chow &

Lang, 2001; Koenig & Gross, 2020).
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Figura 1. Esquema del desarrollo de la copa éptica en los vertebrados. En la imagen se
muestra la secuencia de la formacion de la copa éptica. En (a) y (b) se muestra el cémo se levanta
la placa del techo durante la neurulacién, en (c) se observa como se invaginan las vesiculas
Opticas, mientras que en (d) se cierra el tubo neural en la parte dorsal. Mientras que las imagenes
en (e), (f) y (g) muestran el cédmo se induce la formacion de la copa Optica a partir de la placoda
del lente la cual se ubica en el diencéfalo (Tomado de Lamb et al. (2007)).



Los elementos celulares que originan a la retina se desarrollan a partir de
una monocapa de epitelio pseudoestratificado, la cual va madurando y
transformandose en un epitelio de multiples capas en los animales adultos (Wong
& Godinho, 2003). Esta estructura es altamente conservada a lo largo de la
evolucion de los vertebrados, tanto a nivel de su organizacion celular, asi como
de sus proyecciones centrales (Voogd, et al., 1998).

La retina adulta se conforma por un epitelio pseudoestratificado
conformada por 6 clases de neuronas que estan dispuestas en 3 capas nucleares
(donde se ubican los somas) y 2 capas plexiformes o sinapticas (donde se ubican
los neuropilos) (Baden et al., 2020). En las capas nucleares podemos encontrar
la presencia de fotorreceptores (conos y bastones), células horizontales, células
bipolares, células interplexiformes, células amacrinas y células ganglionares,
mientras que en las capas plexiformes podemos encontrar la presencia de las
conexiones que realizan las células horizontales, las cuales modulan la sinapsis
entre los fotorreceptores con las células bipolares, y las células amacrinas y
plexiformes, las que modulan la sinapsis entre células bipolares y células
ganglionares (Figuras 2 y 3). También podemos encontrar una célula glial
conocida como célula de Miller que mantiene la estabilidad estructural y

funcional del tejido.
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Figura 2. Capas de la retina en mamiferos. En este esquema podemos distinguir los distintos
tipos celulares y capas que conforman la retina en mamiferos: fotorreceptores, células bipolares,
células horizontales, células amacrinas y células ganglionares. La luz que ingresa al ojo viene
desde arriba (Koeppen & Staton, 2018).
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Figura 3. Corte histolégico de una retina que muestra las distintas capas presentes en la
retina de los vertebrados. En esta es posible distinguir claramente las diferencias entre las
capas nucleares y las capas plexiformes (Modificado de Ross & Pawlina, 2015).
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Desde la parte externa a la interna del ojo podemos encontrar el epitelio
pigmentado de la retina (EPR), el cual absorbe la luz e impide su reflexion,
contiguo a este encontramos a los fotorreceptores que se dividen en sus
segmentos externos e internos. Estas células excitables se dividen en conos y
bastones, siendo los conos aquellas células con una alta resolucion espacial pero
relativamente insensibles a la intensidad de la luz, también permitiendo la vision
cromatica durante el dia; y los bastones que son aquellas células que poseen
una baja resolucion espacial pero que permiten la visidn en oscuridad o en
condiciones de baja intensidad luminica (Purves, 2018).

Después de la capa nuclear externa de fotorreceptores, donde se ubican
sus somas, encontramos la capa plexiforme externa donde los fotorreceptores
realizan sinapsis con las células bipolares y las células horizontales.
Posteriormente, encontramos la capa nuclear interna donde se ubican los somas
de las células bipolares, horizontales, interplexiformes y amacrinas. Las células
bipolares hacen sinapsis con las células ganglionares y las amacrinas en la capa
plexiforme interna. Las células ganglionares de la retina tienen sus somas en la
capa de células ganglionares y son estas las que generan el nervio 6ptico el cual
proyecta a diversos objetivos retinorecipientes (Figuras 2 y 3) (Masland, 2012;
Kolb et al., 2001).

En términos de organizacion sinaptica, la retina posee dos importantes
patrones de conectividad sinaptica: el circuito vertical y el circuito horizontal. El
circuito vertical, conformado por los fotorreceptores, células bipolares y células

ganglionares, estéa relacionado con la regulacion del nivel de excitacion/inhibicion
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gue depende de la intensidad luminica y libera glutamato; el circuito horizontal
esta relacionado con las células horizontales y amacrinas que se conectan
lateralmente para proveer feedbacks y feedforwards entre fotorreceptores y
células bipolares (en el caso de las células horizontales) y entre células bipolares
y células ganglionares (en el caso de las células amacrinas) (Diamond, 2017).

A nivel evolutivo, los fotorreceptores de los mamiferos evolucionaron a
partir de ancestros terapsidos, donde existian pigmentos basados en la vitamina
Al y cuyo rango de sensibilidad estaba entre longitudes de onda de 409 — 568
nm. La retina también se habia especializado en tener una gran cantidad de
bastones, con pocas diferencias en la topografia de esta, desde el centro a la
periferia, lo cual puede ser ejemplificado mediante los roedores e insectivoros
actuales. Debido a que los mamiferos primitivos eran nocturnos o fosoriales, la
mayoria del grupo ha conservado estas caracteristicas. Aquellos que pudieron
adaptarse a las condiciones diurnas generaron conos en las zonas centrales de
la retina, generando féveas y bandas visuales (Kolb et al., 2001). La mayoria de
los mamiferos poseen dos tipos de conos con pigmentos sensibles en los
extremos rojo/verde y azul del espectro electromagnético, razén por la cual
tenemos una vision dicromatica. Cabe sefalar que entre los mamiferos, solo los
primates poseen tres conos Yy una vision tricromatica, evolucionado esta
caracteristica dos veces de manera independiente en este grupo (Lee, 2008;
Surridge et al., 2003).

En cuanto al Octodon degus, este es un roedor nativo chileno, con habitos

diurnos-crepusculares, precocial y que se caracteriza por su alta actividad visual.
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En cuanto a sus fotorreceptores, su retina tiene alrededor de 2.9 millones de
conos y 6.5 millones de bastones. En sus conos posee dos tipos de opsinas:
M/LWS (UV, Ay, =360 nm)y SWS1 (verde, Ays, =506 nm), en una proporcion
de 13:1 (Soto, 2011; Jacobs et al., 2003; Reynolds & Wright, 1979).

Las células ganglionares de la retina (CGR) son las células que generan
proyecciones hacia el cerebro y de las pocas que pueden gatillar potenciales de
accion, conociéndose también que esto ocurre en células amacrinas starburst
durante el desarrollo y en células horizontales de manera experimental (Blanco
et al., 1996; Yan et al., 2020). La literatura describe que en primates se pueden
encontrar 17 tipos distintos, mientras que en ratas alrededor de 22 y en ratones
entre 30 a 46 tipos distintos (D’Souza & Lang, 2020; Field & Chichilnisky, 2007;
Masland, 2012). La gran gama de células ganglionares existentes se debe a que
presentan caracteristicas Unicas de acuerdo con distintas propiedades
fisiologicas (contraste, movimiento, color, etc.) y presentan diversos blancos
centrales en el cerebro. Durante el desarrollo retiniano, como fue antes
mencionado, las células ganglionares son las primeras en ser generadas y su
diversidad se establece en el dia 5 postnatal en ratones antes que la cria abra
los ojos (Baden et al., 2016; Rheaume et al., 2018).

Los axones que generan las células ganglionares durante su desarrollo
proyectan a seis zonas del cerebro, de las cuales dos vias se dirigen al
telencéfalo: la via tectofugal (retina-mesencéfalo-tdlamo-telencéfalo) y la via

talamofugal (retina-tdlamo-telencéfalo).
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3.2 Especializaciones retinianas

La distribucion de células ganglionares retinianas en los animales adultos
es heterogénea, esto genera la existencia de zonas donde hay mayor densidad
celular las cuales se asocian con un aumento en la agudeza visual. Estas areas
de mayor densidad son conocidas como especializaciones retinianas, las cuales
presentan variaciones de acuerdo con su forma, nimero y posicion sobre el tejido
(Figura 4). Estas especializaciones se evidencian a través de mapas de densidad
celular que caracterizan las diferencias de densidad, sea de CGR o
fotorreceptores, y que permiten visualizar los distintos patrones presentes
mediante las lineas de isodensidad.

Para efectos de este trabajo se caracterizaran dos tipos de
especializaciones retinianas: (i) el area centralis, y (ii) la banda visual. El area
centralis se define como una regién circular, relativamente pequefia, que
presenta la mayor densidad de células ganglionares retinianas. Debido a que la
agudeza visual depende de la densidad de células retinianas (fotorreceptores,
interneuronas o células ganglionares), la porcion del espacio visual que se ve
representada en esta area es critica para la deteccioén de depredadores, presas
y coespecificos. Esta area centralis se puede encontrar a nivel central, dorsal,
ventral, temporal o nasal y en algunas ocasiones puede existir mas de una
(Moore et al., 2017).

En la literatura se describe que los depredadores, asi como en animales
gue viven en cuevas y bosques, y en aquellos que usan sus manos para realizar

alguna tarea, poseen un area central en la region frontal del campo visual. Esta

15



area se proyecta en el centro del campo binocular y se ubica hacia la zona
temporal de la retina, aunque varia dependiendo de la orientacion que tenga el
0jo en la orbita ocular (Collin, 1999; Cronin et al., 2014).

Por otro lado, la banda visual es una estructura que se compone de altas
densidades de CGR, lo cual sugiere que la agudeza visual es correspondiente
con la region del campo visual donde se presenta. Esta especializacion se
desarrolla principalmente en los organismos que tienden a ser presas, por
ejemplo, animales herbivoros, y cuya funcion seria la deteccion de los
depredadores. En general, tiende a presentarse como una banda ubicada en el
eje naso-temporal, que representa la interfaz aire-tierra (en organismos
terrestres) o la interfaz aire-arena (en organismos acudaticos), lo que les permite
tener un campo visual panoramico y sin necesidad de que se generen

movimientos rapidos con los ojos.

3.3 Relacion entre ladistribucién topogréafica de la CGR con el modo de vida

Se han propuesto distintas hipotesis que pretenden establecer relaciones
entre las diversas conformaciones que tienen las especializaciones retinianas y
los modos de vida de las distintas especies. Estas hipotesis buscan predecir las
especializaciones retinianas de distintos animales conociendo sus hébitos
visuales (Hughes, 1977; Moore et al., 2017).

La diversidad del entorno visual al que se enfrentan los animales es muy
variada. En el caso de los animales terrestres, el horizonte divide el mundo en el

suelo del cielo, donde en el primero es probable encontrar pareja o alimento,
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mientras que en el segundo pueden existir depredadores aéreos que puedan
comérselos (Figuras 4A y 4B). Algunos autores explican la correlacion entre el
entorno visual de los animales y las CGR mediante la teoria del terreno (terrain
theory), la cual sugiere que la distribucion de estas células dependeria de la
simetria de la percepcion del mundo, y que el incremento en la densidad de
células ganglionares a través del horizonte, es decir una banda visual, es una
especializacion comun en las especies terrestres cuyo campo visual no esta
completamente cubierta por vegetacion cercana (Collin, 1999; Cronin et al.,
2014).

Interesantemente, las aves presentan un mundo dividido en dos (tierra y
cielo) al momento del vuelo (Figura 4C). También el caso de los animales marinos
(Figura 4D), el eje vertical contiene diversas variaciones graduales, como en
brillo, el desorden visual del fondo marino, entre otros. Ademas, en peces de
aguas profundas, como el suelo estd mas cerca hay mayores detalles visuales
gue pueden ser detectados por sus 0jos.

Cabe hacer notar que animales que pertenecen a un mismo linaje, pero
presentan habitos visuales distintos, pueden presentar diferencias en la forma,
ubicacién y extension de las distintas especializaciones retinianas. Un ejemplo
de esto se observa al comparar dos especies de la familia Macropodidae (Figuras
41 y 47), el canguro rojo (Macropus rufus), que vive en llanuras abiertas de
Australia, y el canguro arboricola (Dendrolagus dorianus), el cual vive en el
bosque tropical de Nueva Guinea. El del primero, presenta una amplia banda

visual que le permite observar y analizar el horizonte distante, mientras que en el
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segundo presenta un area centralis dispuesta hacia temporal que se asocia a su
habitat arboreo (Baden et al., 2020; Hughes, 1975).

Estos cambios en los mapas topograficos también pueden ser afectados
por cambios rapidos en el modo de vida entre especies cercanamente
emparentadas entre si. Como se observa en las Figuras 4K y 4L, la distribucion
de las CGR de un lobo (Canis lupus) y un perro (Canis lupus familiaris) difieren
en que el primero tiene una banda visual mas pronunciada con una densidad
mayor de células ganglionares de la retina por todo en eje naso-temporal, a
diferencia del segundo cuya densidad es menor y su banda visual es menos
pronunciada. Esta diferencia entre ambas retinas se correlacionaria con la
historia de domesticacién a la cual estuvo expuesto el perro durante los altimos

15.000 afios (Peichlcu, 1992).
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Figura 4. Diferentes topografias de CGR en distintos hébitats. (A-D) Fotografias de distintos
ambientes y habitats. (E-L) Densidad de la distribucion de CGR a lo largo de distintas especies.
N = Nasal, T = Temporal, D = Dorsal, V = Ventral. (Modificado de Baden et al., 2020).

Otros autores, como Vega-Zuniga etal. (2013), han estudiado las
diferencias existentes en los mapas topogréficos, los campos binoculares y las
proyecciones retino-cerebrales con respecto a los modos de vida de dos
Octodontidos: Octodon degus (diurno/crepuscular) y Octodon lunatus (nocturno).

En este estudio se evidencié que a pesar de que los dos roedores son



filogenéticamente cercanos, difieren en las orbitas oculares y en la presencia del
area central que, en el caso de degu se ubica en dorso-temporal, mientras que
en O. lunatus se ubica en el centro de la retina. Dicho cambio en la posicion de
la especializacion es consistente con la diferencia en la orientacion del ojo en la
orbita, del modo tal que el area centralis se conserva mirando hacia la porciéon
del campo de mayor binocularidad en ambas especies. Esto seria consecuencia
de que sus modos de vida son distintos, es decir, los habitos nocturnos y la vision
binocular derivan debido a la presencia de un ambiente nocturno (hipétesis de la
restriccion nocturna) (Figura 5). Esto sugiere la existencia de un alto grado de
plasticidad en la filogenia para estos rasgos estructurales relevantes del sistema
visual, dado que el estado de estos no es conservado entre estas especies, sino

gue varian de acuerdo con habito visual que estas presentan.

D 0. degus D 0. lunatus

o l
3000

Figura 5. Diferencias en los mapas topogréaficos de distintos roedores. A la izquierda
Octodon degus y a la derecha Octodon lunatus (Vega-Zuniga et al., 2013).
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3.4 Desarrollo de las especializaciones retinianas

Los mapas topograficos de las CGR no solo varian en funcién del modo
de vida del animal, su habitat y su evolucion, existiendo también un correlato en
funcién de su desarrollo. Segun se describe en distintos mamiferos altriciales
(que nacen inmaduros), en etapas postnatales tempranas la distribucion de las
CGR es uniforme, y va cambiando en etapas posteriores, hasta alcanzar la forma
adulta, en estados posnatales avanzados, cuando los animales llegan a ser
visualmente activos (Lia et al., 1987; Robinson et al., 1989). Por ejemplo, en el
articulo de Mastronarde et al. (1984) se pone en evidencia que la distribucién de
células ganglionares tipo Alpha varia entre etapas tempranas y el adulto en los
gatos, pues en estos ultimos se pone de manifiesto que las especializaciones en

el centro de la retina crecen levemente (~3%) a diferencia de los extremos (80%).

En relacién con este fendmeno se han propuesto dos hipétesis:

a) Hipodtesis de la muerte diferencial de CGR. Esta hipotesis propone la
existencia de una gran muerte de CGR hacia la periferia de la retina por
fendbmenos asociados a muerte celular programada (Murakami et al.,
1982; Stone, 1983).

b) Hipodtesis de expansidn diferencial. Esta hipotesis propone que tanto la
tasa de expansion como su alcance son menores en la zona central y

mayores hacia la periferia de la retina (Mastronarde et al., 1984).
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3.5 El problema

Considerando los antecedentes previamente mencionados, cabe destacar
gue no existe claridad sobre como se forman las especializaciones retinianas
durante la ontogenia (Figura 6). Esto seria clave para entender cuales son los
cambios que suceden a nivel postnatal en la retina y que determinan su
heterogeneidad en cuanto a la distribucion de las CGR.

Para esto se propone utilizar como modelo al roedor chileno Octodon
degus, de la familia Octodontidae, el cual presenta ventajas asociadas tales como
ser un animal diurno, ser precocial, es decir abre tempranamente sus 0jos y ve
desde el nacimiento, y es visualmente activo. Ademas, es un animal altamente
social y que se reproduce en la naturaleza 1-2 veces al afio (en cautiverio en
similar este tiempo), teniendo un periodo de gestacion de 90-95 dias y un tamafio
de camada entre 4-6 crias.

Por otra parte, su ecologia visual ha sido previamente estudiada en el
adulto, encontrando que en el adulto se presenta una banda visual y un area
centralis ubicada hacia temporal, la cual se asocia a la manipulacién que puede

realizar con sus patas delanteras.
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4. HIPOTESIS

La distribucion y topografia adulta de las células en la Capa de Células
Ganglionares (CCG) se adquiere durante el desarrollo postnatal del Octodon

degus.

4.1 Objetivo general
Describir y contrastar los cambios que ocurren en la distribucion de los
patrones de los mapas de isodensidad de las células ganglionares durante la

ontogenia de la retina del Octodon degus.

4.2 Objetivo especifico |
Caracterizar y describir los mapas topogréficos de células ganglionares de

la retina durante distintos estadios en la ontogenia del Octodon degus.

4.3 Objetivo especifico |l
Examinar las variaciones estadisticas asociadas a los cambios en los
nameros de células ganglionares de la retina durante la ontogenia del Octodon

degus.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales.

Para realizar los experimentos se utilizaron (16) ejemplares de degus
(Octodon degus) de ambos sexos en distintos estadios postnatales, desde el dia
2 hasta adulto (6 meses). Estos fueron criados en cautiverio y reproducidos en el
Bioterio del Laboratorio de Neurobiologia y Biologia del Conocer de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Chile. Los animales fueron tratados siguiendo
los protocolos establecidos por el Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal
(CICUA) de la Universidad de Chile y la “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” del National Institute of Health (NIH). Los experimentos fueron
previamente aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile, el CICUA bajo el permiso N° 21469-FCS-UCH y el Servicio

Agricola y Ganadero (SAG).

5.2 Preparacion de las retinas.

Los animales estudiados fueron anestesiados inicialmente usando una
dosis de 1,5-2% de isofluorano en O,, suministrado a un ritmo de 100 mL/kg/min.
Posteriormente, se les anestesi6 con una mezcla intraperitoneal de
ketamina/xilazina (150/20 mg/kg). Luego se realizé una perfusion intracardiaca
usando una solucién salina tibia (cloruro de sodio 0,9%), seguida de 100 mL de

una solucién fria de paraformaldehido (PFA) al 4% en buffer fosfato 0,1 M (PBS).
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Después de la perfusion, los ojos fueron marcados en la esclerdtica dorsal,
extraidos y postfijados en PFA 4% durante una hora. Luego, la retina se extrajo
y se montd en un portaobjetos gelatinizado siguiendo la metodologia propuesta
por Ullmann et al., (2012). Esta consiste en remover la retina de la orbita ocular
y realizar un montaje completo (wholemount) con la cara interna hacia el
observador. La retina se corto en forma de cruz de malta para aplanarla, se anoto
su direccionalidad en el portaobjetos y se dejo secar.

Posteriormente, las retinas fueron tefiidas usando tincion de Cresil Violeta

y cubiertos con Entellan™ (Merck).

5.3 Conteo de células de la CCG y generacién de mapas de isodensidad.

Las muestras retinianas fueron observadas utilizando un Microscopio
Nikon Eclipse E400 y analizadas usando el programa Stereolnvestigator® de
MBF Bioscience.

El contorno del tejido fue delineado en el aumento de 4x, mientras que el
conteo de la capa superficial del tejido, correspondiente a la Capa de Células
Ganglionares (CCG), se realizé en 100x usando aceite de inmersion. Para esto,
se utiliz6 la modalidad "Optical Fractionator Workflow" del programa,
configurando grillas de 756x756 pum (para 2 conteos) y 894x894 um (para el resto

de los conteos) (Tabla 1) (West, 1993).
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Tabla 1. Parametros

Stereolnvestigator.

experimentales desde el

Optical Fractionator del Programa

Grupo Animal Counting frame Grilla Area sampling
(Um X um) (UM X um) fraction

1 P02 200 x 200 756 x 756 0,07
2 P04 200 x 200 894 x 894 0,05
PO8* 200 x 200 894 x 894 0,05

3 P08-2* 200 x 200 894 x 894 0,05
P09 200 x 200 894 x 894 0,05

P13 200 x 200 894 x 894 0,05

4 P14 200 x 200 894 x 894 0,05
P15 200 x 200 894 x 894 0,05

P30 200 x 200 894 x 894 0,05

5 P30-2 200 x 200 894 x 894 0,05
P31 200 x 200 894 x 894 0,05

Adulto 1 (P180) 200 x 200 756 x 756 0,07

6 Adulto 2 (P180) 200 x 200 894 x 894 0,05
Adulto 3 (P180) 200 x 200 894 x 894 0,05

Nota: Las retinas sefialadas con asterisco (*) provienen del mismo animal, siendo ojos distintos.

Como se describe en la literatura, la CCG contiene tanto células

ganglionares retinianas (CGR) como células amacrinas desplazadas (CAd), las

cuales no se pudieron distinguir entre si utilizando criterios citolégicos como

tamafio y morfologia (Robinson et al., 1989). Debido a esto, los mapas de

isodensidad que se presentan en esta tesis representan a la CCG la cual contiene

a ambos tipos celulares.

El archivo .xml obtenido desde el Stereolnvestigator se procesé utilizando

un “script” previamente publicado por Garza-Gisholt et al., (2014) con la finalidad

de tener los mapas de isodensidad a partir de los conteos de la capa de CCG.

Estas densidades de células son mostradas como curvas de densidad, en donde

cada curva representa el limite de densidad en rangos de 1.000 células/mm?,
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Los datos que permiten obtener el nUmero de células, los coeficientes de
Scheaffer-Mendenhall-Ott, los maximos y otros datos presentados
posteriormente se obtuvieron directamente de los datos generados por el
programa a partir de las cuantificaciones y la varianza existente entre cada sitio
del conteo.

El nimero de células en la CCG se estimo a partir del conteo generado en
cada sitio de la retina multiplicado por el inverso del area sampling fraction (Tabla
1). Posteriormente, estos valores fueron transformados en densidad
dividiéndolos por el area de cada sitio (células/mm?), los cuales sirvieron de
coordenadas para generar los mapas de isodensidad usando el “script” antes
mencionado.

Para efecto de los analisis de las estimaciones de los conteos se consideré
un coeficiente de error de Schaeffer-Mendenhall-Ott menor a 0,1 (Glaser &
Wilson, 1998), y un grado de varianza, debido al error de muestreo causado por
los procedimientos estereolédgicos, conocido como CE?/CV? de Schaeffer-
Mendenhall-Ott menor a 0,5.

Los datos obtenidos fueron analizados y graficados utilizando el software

RStudio 2023.06.2.

5.4 Tamarfo de células y analisis de los vecinos mas cercanos (NND)
Para poder realizar el analisis de las diferencias en los tamafios celulares
durante la ontogenia, se procedio a tomar 3 fotografias en las zonas de mayor

(cerca del centro) y menor densidad (en la periferia), respectivamente, de cada
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retina en los distintos estadios analizados usando un microscopio Olympus®
BX51. Las imagenes fueron capturadas con el software Spot 5.1 de Spotlmaging
en un aumento de 400X usando un lente de inmersion. Luego, usando el software
ImageJ 1.54f se realiz6 un conteo en el eje horizontal y vertical de 20 células por
cada imagen, obteniéndose un total de 60 promedios por zona. Esto se realizé
tanto en la zona de mayor y menor densidad de cada retina. Luego, utilizando el
software RStudio 2023.06.2 se realizaron los analisis estadisticos necesarios y
se obtuvieron distintos graficos.

Para poder llevar a cabo el andlisis NND, se escogi6 la imagen mas
representativa de la zona de mayor y menor densidad obtenidas previamente,
para cada retina, y utilizando el software ImageJ 1.54f las imagenes fueron
binarizadas y usando la funcion centroide del programa, se obtuvieron los valores
de coordenadas de cada célula. Luego, usando el plugin nnd del programa, segun
como se describe en Cook, 1996 y D’'Souza et al., 2022, se obtuvieron los perfiles
de densidad los cuales fueron graficados y analizados usando el software

RStudio 2023.06.2.

5.5 Estadistica

Se realiz6 el analisis estadistico correspondiente utilizando el programa R
Studio 2023.06.2. Para evaluar la normalidad en los datos, se aplico la prueba de
Shapiro-Wilk (valor de p < 0,05). Considerando que en algunos casos los datos
no cumplen los criterios de homocedasticidad para realizar un ANOVA, asi como

en algunos casos el tamafio de muestra (n) era reducido, y que la especie
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presenta una diversidad inherente, se optd por realizar pruebas no paramétricas
para comparar los distintos grupos.

En este contexto, se selecciond la prueba de Kruskal-Wallis (valor de
p < 0,05) para determinar si existian diferencias significativas entre los grupos
analizados. Para comprobar si existian diferencias significativas entre estos
grupos en estadios consecutivos se opto por prueba de comparaciones multiples
de Dunn con ajuste de Bonferroni.

Para finalizar, para comprobar la correlacién entre algunas variables
calculadas se opt6 por el coeficiente de correlacion de Pearson y, para comparar
diferencias entre variables similares pero de grupos distintos se utilizé la prueba

de Mann-Whitney (valor de p < 0,05).
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6. RESULTADOS

6.1 Topografiay especializaciones retinianas

Se realiz6 un andlisis de los cambios en las especializaciones retinianas,
el numero de CGR, area de la retina, tamarfos celulares de las CGR y distancia
entre las células vecinas durante el desarrollo en un total de 14 retinas de
Octodon degus, los cuales iban desde el estadio 02 postnatal (P02) hasta el P180
(adulto). Para realizar un mejor analisis de las retinas, estas fueron agrupadas en
6 grupos correspondientes a estadios del desarrollo similares, de esta manera
los grupos 1y 2 quedaron conformados por las retinas de estadios P02 y P04,
respectivamente, el grupo 3 por las retinas de estadios P08 y PQ9, el grupo 4 por
las retinas de estadios P14 al P15, el grupo 5 por las retinas de estadios P30 y
P31, y para finalizar el grupo 6 por las retinas de animales P180 o superiores

(adultos).

6.1.1 Area de la retina y estimaciones del nimero total de células en la
Capa de Células Ganglionares
Al observar la Tabla 11 (ver anexo) podemos darnos cuenta de que la
retina del animal en una etapa temprana del desarrollo, como es P02, posee un
area total de 39,38 mm?, mientras que en el estadio P04 aumenta a 48,39 mm?,
existiendo un aumento del 22,88% en 2 dias. Entre los dias P08 y P09,

correspondientes al grupo 3, tenemos un promedio de 48,36 mm?, el cual muestra
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un incremento de 22,81% con respecto a P02, mientras que con P04 no hay
cambios significativos. Con respecto al grupo 4, correspondiente a las retinas de
los grupos P13 al P15 tenemos un promedio de 53,41 mm?, dando como
resultado un aumento de 10,65% con respecto al grupo anterior. En cuanto al
grupo 5, conformado por las retinas de los estadios P30 y P31, tenemos como
promedio 62,05 mm?, dando un aumento del 16,18% con respecto al grupo 4.
Para finalizar, el grupo 6 correspondiente a las retinas de los estadios P180,
tenemos como area promedio 95,53 mm?, el cual es 53,96% mayor que el grupo
anterior, y 142,59% con respecto al estadio P02.

Al realizar un ajuste no lineal sobre los datos del crecimiento del area de
la retina en funcion del tiempo, se observa un patron consistente con una funcion
de potencia (Figura 7b). Para verificar la representatividad de esta estimacion con
respecto a los datos obtenidos, se realizé una regresion lineal, como se muestra
en la Figura 7a. A partir de este se obtiene una curva del tipo Log(Area) = S, +
B1 - Log(Dia), con parametros Bo y B1 presentados en la Tabla 2. Esta curva
presenta un coeficiente de correlacion de 0,97, lo que respalda que el ajuste lineal
realizado es solido con los datos obtenidos.

A partir de estos resultados y ajustando la curva antes mencionada, se
puede derivar la curva de la funcion potencia y = a - x?, donde los coeficientes a
y b estan presentados en la Tabla 2. Las variables X e Y corresponden a dia 'y
area, respectivamente. De esta manera, se obtiene una ecuacion del tipo

Area (Dia) = 32,54 - Dia®'*%>, la cual describe el crecimiento de la retina a lo
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largo de la ontogenia del degu.
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Figura 7. Ajuste no lineal de crecimiento del area de laretina promedio del Octodon degus
en funcién de la edad. (a) Corresponde al gréafico de log(area) vs log(dia) con su respectivo

ajuste lineal. (b) Corresponde al grafico del area en funcion de los dias, cuyo R? es de 0,912 y el
valor de p es de 1,054x107.

Tabla 2. Parametros de los valores ajustados para el modelo de crecimiento del area de la
retina del Octodon degus.

Valor Desviacion estandar
Bo 3,483 0,049
B1 0,199 0,015
a 32,54 2,022
b 0,199 0,015

Con respecto al numero de células totales existente en la CCG en los
distintos estadios (Tabla 11 (ver anexo)), se observa que en el estadio P02 posee
un total de 895.368 células, siendo el valor mas alto de todas las retinas
contabilizadas. En cambio, en el estadio P04 el nimero decae a 366.250 células.
Con respecto al grupo 3, correspondiente a P08 y P09, el promedio es de 298.907

células, en un rango que va desde 264.000 a 343.000. Para el grupo 4, que
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corresponde a los estadios del P13 al P15, el promedio corresponde a 338.863
células. En el grupo 5, que comprende los estadios P30 y P31, el nimero cae a
303.597 células. Finalizando, el grupo 6 que comprende los adultos, tiene un
valor promedio de 369.948 células.

Como se observa en la Figura 8, al inicio del desarrollo (P02) el nimero
de células es alto, pero en el estadio P04 este valor decae en un 40,9%. Esta
diferencia varia en un rango entre el 33 al 41% comparado con el valor inicial
entre los grupos del 2 al 6, lo cual indicaria que podria existir una pérdida rapida
de células en la CCG en etapas tempranas del desarrollo y luego se mantendria

constante a lo largo del tiempo.
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Figura 8. Niumero promedio de células totales en la CCG en funcidon del estadio del
desarrollo. Como puede observarse, existe un ndmero alto de células en etapas tempranas del
desarrollo el cual decae y se mantiene en los estadios posteriores y en la adultez. Las cajas
abarcan el rango intercuartilico (RIC), con una linea central que corresponde a la mediana. Los
bordes o bigotes de cada una corresponden a los valores minimos y maximos de cada grupo.
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Cabe sefialar, como se muestra en la Tabla 11 (ver anexo), que los valores
para el coeficiente de error de Schaeffer-Mendenhall-Ott obtenidos para el
namero total de células por retinas en distintos estadios es < 0,1, esto indica que
los datos son altamente confiables en su obtencion. Del mismo modo, el
coeficiente CE?/CV? de Schaeffer-Mendenhall-Ott < 0,5 indica que el error de
muestreo al obtener los datos es poco, por lo cual los datos son altamente

confiables.

6.1.2 Especializaciones retinianas y densidad de células en la Capa de
Células Ganglionares

La distribucion de células totales en la CCG no es homogénea en todos
los estadios del desarrollo del degu. Como se observa en la Figura 9,
correspondiente al estadio P02, la distribucion de las células es uniforme en todo
el tejido, sin poder distinguir especializaciones retinianas como una banda
horizontal o un area centralis. De hecho, para poder diferenciarla del resto se
utilizé una escala independiente por sus altos valores de densidad los cuales
llegaban a un maximo de 33.700 células/mm?y una densidad promedio de 22.736
células/mm?.

En cuanto a la retina del estadio P04 (Figura 10) presenta diferencias con
respecto a la retina anterior. Por un lado, el nimero promedio de células
disminuye un 59,1%, teniendo un maximo de densidad de 10.525 células/mm? el
cual se ubica como un area centralis hacia temporal. Por otro lado, se comienza

a observar levemente un gradiente a nivel ventro-dorsal, pero sin una definicion
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de especializaciones retinianas y posee una densidad promedio de 7.569
células/mm?.

Con respecto a la retina en el estadio P08 (Figura 11), esta presenta una
cantidad de células menor que la P04, y en la cual empieza a distinguirse una
banda visual horizontal en el eje naso-temporal, ademas presenta un maximo de
9.250 células/mm? y una densidad promedio de 5.728 células/mm?.

Sobre la retina P09 (Figura 12), se caracteriza por presentar un gradiente
mas marcado a nivel ventro-dorsal y el inicio de un area centralis hacia temporal.
Ademas de presentar un maximo de 10.425 células/mm? y una densidad
promedio de 7.258 células/mm?2.

En el estadio P13 (Figura 13) el gradiente ventro-dorsal se hace mas
evidente, y esta presenta un maximo de 9.300 células/mm?, ademas de una
densidad promedio de 6.373 células/mm?2.

Las especializaciones retinianas se hacen méas evidentes en el estadio
P14/P15 (Figura 14), pues se empieza a vislumbrar un area centralis hacia
temporal mas marcado, sumado a la refinacién de la banda visual en todo el eje
naso-temporal. La retina presenta un maximo de 9.075 células/mm? hacia
temporal y una densidad promedio de 6.310 células/mm?.

En el estadio P30 (Figura 15) la banda visual horizontal en naso-temporal
se refina cada vez mas, ademas de acentuarse el gradiente ventro-dorsal y el
area centralis en temporal. Posee un maximo de 11.300 células/mm? hacia
temporal y una densidad promedio de 4.714 células/mm?.

En cuanto a la retina P31 (Figura 16), la banda visual en naso-temporal se
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acentlla mas. El maximo de células es de 9.000 células/mm? y la densidad
promedio es de 5.308 células/mm?.

Para finalizar, las retinas de adulto (Figura 17) poseen un gradiente ventro-
dorsal definido, ademas de una banda horizontal claramente definida y refinada,
y una evidente area centralis hacia temporal. Esta retina posee un maximo de

9.125 células/mm? y una densidad promedio de 3.581 células/mm?.
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Figura 9. Mapa de isodensidad de la retina del Octodon degus en el dia 02 posnatal (P02). Los valores de la barra de color que
acompafian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados como células por mm?2. Las imagenes de microscopia
corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan marcadas con los asteriscos. La barra de escala que
acompafia a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Figura 10. Mapa de isodensidad de la retina del Octodon degus en el dia 04 posnatal (P04). Los valores de la barra de color que
acompafian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados como células por mm?2 Las imagenes de microscopia
corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan marcadas con los asteriscos. La barra de escala que
acompafia a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Figura 11. Mapa de isodensidad de la retina del Octodon degus en el dia 08 posnatal (P08). Los valores de la barra de color que
acompafian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados como células por mm?2. Las imagenes de microscopia
corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan marcadas con los asteriscos. La barra de escala que

acompafia a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Figura 12. Mapa de isodensidad de la retina del Octodon degus en el dia 09 posnatal (P09). Los valores de la barra de color que
acompafian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados como células por mm?2. Las imagenes de microscopia
corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan marcadas con los asteriscos. La barra de escala que

acompafia a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Figura 13. Mapa de isodensidad de la retina del Octodon degus en el dia 13 posnatal (P13). Los valores de la barra de color que
acompafian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados como células por mm?2. Las imagenes de microscopia
corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan marcadas con los asteriscos. La barra de escala que

acompafia a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Figura 14. Mapas de isodensidad de la retina del Octodon degus en los dias 14 y 15 posnatal (P14 y P15). (A) Retina en estadio 14
postnatal y (B) retina en estadio 15 postnatal. Las imagenes con los asteriscos son representativas de la retina P15. Los valores de la barra
de color que acomparfian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados como células por mm?2. Las imagenes de microscopia
corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan marcadas con los asteriscos. La barra de escala que
acompafia a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Figura 15. Mapa de isodensidad de la retina del Octodon degus en el dia 30 posnatal (P30). Los valores de la barra de color que
acompafian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados como células por mm?2. Las imagenes de microscopia
corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan marcadas con los asteriscos. La barra de escala que

acompafia a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Figura 16. Mapa de isodensidad de la retina del Octodon degus en el dia 31 posnatal (P31). Los valores de la barra de color que
acompafian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados como células por mm?2. Las imagenes de microscopia
corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan marcadas con los asteriscos. La barra de escala que

acompafia a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Figura 17. Mapas de isodensidad de las retinas de Octodon degus de dos adultos. Las imagenes con los asteriscos son representativas
de la retina del adulto A. Los valores de la barra de color que acompafian a la retina, correspondiente a la densidad, estan representados
como células por mm?2. Las imagenes de microscopia corresponden a las distintas zonas de la Capa de Células Ganglionares que estan
marcadas con los asteriscos. La barra de escala que acompafa a las imagenes corresponde a 25 um. D = dorsal, T = temporal.
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Al caracterizar la densidad de células en la CCG por grupo, como se
observa en la Figura 18b, se puede observar que a medida que transcurre el
desarrollo del roedor su numero decae un 83,02% desde el nacimiento hasta la
adultez. Esto a la par con los datos observados en las Figuras 7b y 8 da cuenta
de que a medida que el area de la retina aumenta de tamafio, el nUmero de
células decae, y por consecuencia su densidad.

Al realizar un ajuste no lineal de los datos de la densidad presentados en
la Tabla 11 (ver anexo), se observa que existe una caida en los valores mientras
avanza el tiempo correspondiente a una funcion potencia del tipo f(x) = a - x?,
con b < 0. Para corroborar esto, se realizé un ajuste lineal de los datos realizando
un grafico log (densidad) vs log (dias) tal como se observa en la Figura 18a. Dicha
curva presenta un coeficiente de correlacion de -0,82, lo que respalda el ajuste
lineal realizado.

De acuerdo con esto, se deriva la curva Densidad(Dia) = 13095 - Dia~%2¢
(Figura 18b), la cual describe el decaimiento de la densidad en funcién del tiempo
y desarrollo del degu. Los valores de los distintos coeficientes estan presentados

en la Tabla 3.
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Figura 18. Variacion en la densidad de células en la CCG durante la ontogenia. Como se
observa en la figura, a medida que progresa el desarrollo del degu la densidad de células decae.
(a) Corresponde al grafico de log(densidad) vs log(dia), con su respectivo ajuste lineal. (b)
Corresponde al grafico de densidad en funcién de los dias, cuyo R? es de 0,737.

Tabla 3. Parametros de los valores ajustados para la curva de densidad de células en la
CCG de laretina del Octodon degus.

Valor Desviacion estandar
Bo 9,479 0,175
B1 -0,263 0,015
a 13095,187 5128,807
b -0,263 0,015

6.1.3 Tamafos celulares y distancia de los vecinos mas cercanos
Cuando se observa la CCG en cortes en transverso realizados en diversos
estadios postnatales, se puede observar el como varia el grosor de esta capa.
En P03 se observa un grosor de 3-4 células, mientras que en P14 baja a 2-3
células y en P17 ya se observa una distribucion mas parecida al adulto de 1-2

células de grosor (Figura 19).
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Figura 19. Cortes en transverso de retinas en distintos estadios del desarrollo del Octodon
degus. En (A) P03, en (B) P14y en (C) P17. FR = Fotorreceptores, CNE = Capa Nuclear Externa,
CPE = Capa Plexiforme Externa, CNI = Capa Nuclear Interna, CPI = Capa Plexiforme Interna y
CCG = Capa de Células Ganglionares. Barra de escala de 50 pm.

Cuando se observa el wholemount de la CCG en los distintos estadios
durante la ontogenia del degu, se pueden observar la existencia de cambios en
la concentracion, numero y tamafio de CGR (Figura 20). En el estadio P02 se
observa que las CGR estan muy agrupadas entre si, pero durante el desarrollo
aumentan diferencialmente de tamafio, haciendo evidente la existencia de
distintos tipos morfolégicos de CGR. Por otra parte, se observan corpusculos de
Nissl, los cuales son granulos formados por reticulo endoplasmatico rugoso y
ARNmM, y que estan en grandes cantidades en células jovenes, como en los
estadios P02 y P08, pero durante la ontogenia el nimero de estos disminuye

como se observa en los estadios P30 y en el adulto.
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Figura 20. Capa de Células Ganglionares de diferentes estadios del desarrollo del Octodon
degus en las zonas de mayor densidad de las distintas retinas. Se pueden observar cambios
en la concentracion de células, asi como en su morfologia y en la cantidad de corplsculos de
Nissl. (A) P02, (B) P08, (C) P15y (D) P30. La barra de escala en las imagenes es de 25 um.

Para analizar mejor estos cambios, se realiz6 un analisis que consistio en
medir el diametro de las células en las zonas de mayor densidad (asociadas al
centro de la retina) y en las zonas de menor densidad (asociadas a la periferia),
asi como medir la distancia entre las células mediante el NND, con el objetivo de
comparar estas zonas y sefialar los cambios que ocurren en estas durante la
ontogenia.

Para observar los cambios que ocurren con los tamafos de la CCG, se

llevaron a cabo una serie de mediciones en las zonas de menor y mayor densidad

50



de cada una de las retinas. Para esto, se seleccionaron al azar 20 células de 3
fotos distintas en las zonas de menor y mayor densidad de cada una de las
retinas, a las cuales se les midieron dos ejes con el objetivo de tener su diametro.
A partir de esto se obtuvo las Figuras 21ay 21b en la cual se puede observar que
a medida que avanza la ontogenia del degu, el tamafio de sus células aumenta.
Por otro lado, se observa que en la periferia de las retinas (menor densidad) el
tamafo celular es mayor que en el centro (mayor densidad). Asi mismo, en las
Figuras 22a y 22b se caracteriza por mostrar la gran diversidad de tamafios que
existe en la CCG debido al aumento progresivo de los rangos durante el
desarrollo, tanto en el centro como en la periferia de las retinas, lo cual estaria
asociado con distintas poblaciones de CGR que existen en esta capa. Por otro
lado, la Figura 23 muestra la tendencia de las células que se ubican en la periferia

de las retinas presentan medias de tamafio mas altas que las del centro.
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Figura 21. Diferencias de tamafio de las células de la CCG en funcion de los distintos
estadios del Octodon degus en las zonas de menor y mayor densidad de las retinas. (a)
periferia de la retina (menor densidad), y (b) cercano al centro de la retina (mayor densidad). En
cada caja del gréafico se muestra el RIC, en esta la parte inferior corresponde al borde inferior
definido como el primer cuartil (Q1)- 1,5 - RIC, la parte central corresponde a la media, y el borde
superior corresponde al tercer cuartil (Q3) + 1,5-RIC. Los asteriscos muestran diferencias
significativas entre estadios consecutivos (p < 0,05).
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Figura 22. Graficos de frecuencias de las distintas CGR que hay en la CCG en retinas de
distintos estadios del Octodon degus en la periferia y cercano al centro de la retina. (a)
cercano al centro de la retina (mayor densidad), y (b) periferia de la retina (menor densidad).
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Figura 23. Aumentos de tamafos durante la ontogenia. En rojo se observan las medias en
las células ganglionares de la periferia, mientras que en azul se observa las medias en las
células ganglionares cercanas al centro. Para el primer caso se presenta una ecuacion del tipo
y = 5,89 x%753 con un R? = 0,64, mientras que en el segundo se presenta una ecuacion del
tipo y = 5,63 - x%7?%” con un R? = 0,78.
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Para poder evaluar como cambia la distancia entre las células ganglionares
durante el desarrollo se calcul6 la distancia del vecino mas cercano (NND). Segun
se puede observar en la Figura 24, en etapas tempranas del desarrollo (como
P02) las células se encuentran muy juntas, tanto en el centro como en la periferia,
pero durante el desarrollo estas se van alejando entre si. Este fendmeno es
diferencial en estas dos zonas, pues las células de la periferia se distancian mas

que las del centro de la retina (Figura 25).
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Figura 24. Distancias del vecino méas cercano (NND) en las zonas de mayor y menor
densidad de las retinas durante su ontogenia. Como se puede observar, los histogramas estan
acompafiados por curvas de densidad que muestran el como va cambiando el nimero de células
en funcién de su distancia. Para las zonas de mayor densidad (izquierda) las medianas son P02
= 6,56 um, P04 = 8,88 um, P08 = 9,09 um, P14 = 8,84 um, P30 = 11,42 umy P180 = 11,42 um;
mientras que para las zonas de menor densidad (derecha) las medianas son P02 = 6,56 um, P04
=7,17 um, P08 = 11,91 pm, P14 = 10,48 pm, P30 = 13,47 um y P180 = 11,52 um.

54



10-

Distancia (pm)

DI EID 1DIEI 150
Tiempo
Figura 25. Aumentos de la distancia del vecino mas cercano durante la ontogenia. En rojo
se observan las medias en las células ganglionares de la periferia, mientras que en azul se
observa las medias en las células ganglionares cercanas al centro. Para el primer caso se
presenta una ecuacion del tipo y = 6,66 - x%'#9 con un R? = 0,69, mientras que en el segundo
se presenta una ecuacion del tipo y = 6,88 - x%7%%# con un R? = 0,84.

6.1.4 Analisis estadistico

Para corroborar la normalidad de los datos del numero de células en la
CCG se procedio a realizar una prueba de Shapiro-Wilk entre los grupos antes
sefalados. Para ello se realiz6 un analisis en el programa RStudio el cual arrojé
los valores que se muestran en la Tabla 4. En este analisis se considera como
hipétesis nula (HO) que los datos siguen una distribucion normal, mientras que la
hipétesis alternativa (H1) corresponde a que los datos no siguen una distribucion
normal, ademas de considerar un valor de p < 0,05 para evaluar la hipétesis de

prueba.
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Tabla 4. Valores de la prueba estadistica y el valor de p para la prueba de Shapiro-Wilk
sobre la normalidad en el nUmero de células en la CCG.

Grupos Shapiro-Wilk Valor de p
Grupo 1 No aplica No aplica
Grupo 2 No aplica No aplica
Grupo 3 0,952 0,578
Grupo 4 0,894 0,368
Grupo 5 0,839 0,212
Grupo 6 0,914 0,432

Como se observa en la prueba, en los grupos 1y 2 no fue posible aplicar
la prueba dado que requiere de un minimo de tres datos y estos grupos solo
cuenta con un valor. Con respecto a los grupos 3, 4, 5y 6, dado que el valor de
p es mayor a 0,05 no se rechaza la HO y se considera que los datos siguen una
distribucion normal.

Posteriormente, se quiso evaluar si existian diferencias significativas entre
los grupos 2, 3, 4, 5y 6, y considerando que el n muestral era reducido, que los
datos no siguen un criterio de homocedasticidad, y que la especie presenta una
diversidad inherente, se optd por realizar una prueba no paramétrica con la
finalidad de comparar los grupos. En este caso, se optd por la prueba de Kruskal-
Wallis.

Para esto se consideré como hipétesis nula (HO) que no hay diferencias
significativas en el numero de células en la CCG entre los grupos, mientras que
la hipétesis alternativa (H1) corresponde a que hay al menos un grupo con una
diferencia significativa. Se consideré un valor de p < 0,05 para evaluar el
estadistico de prueba. Tras realizar la prueba, el programa R arrojo los datos

mostrados en la Tabla 5.
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Tabla 5. Valores de la prueba estadistica y el valor de p para la prueba de Kruskal-Wallis
para comparar los grupos 2, 3, 4,5y 6 de la variable namero total de células en la CCG.

Prueba de Kruskal-Wallis

Chi-cuadrado 7,289 5,154
df 5 3
Valor de p 0,199 0,161

De acuerdo con los andlisis, el valor de p es de 0,199 por lo cual no hay
evidencia suficiente para rechazar la HO, por lo cual no existe diferencia
significativa en el nimero de células en la CCG entre los grupos 2, 3, 4,5y 6.

Luego se evalud la correlacion entre la densidad de células con el area de
la retina, y realizando una prueba de Pearson se obtuvo como resultado -0,51,
indicando que existe una correlacion moderada entre la densidad con el area de
la retina. Esto indica que en la medida que la retina aumenta de tamafio, la
densidad de células disminuye.

Al analizar los tamafos celulares en el centro de la retina, se realizé
nuevamente una prueba de Shapiro-Wilk, donde se considerd una hipétesis nula
(HO) como que los datos siguen una distribucion normal, y una hipétesis
alternativa (H1) correspondiente a que los datos no siguen una distribucion
normal, con un valor de p < 0,05 (Tabla 6). Luego, para evaluar la existencia de
diferencias significativas entre los grupos asociados al centro de la retina, se
realizo una prueba de Kruskal-Wallis donde consideré como hipétesis nula (HO)
gue no hay diferencias significativas en el tamafio de células entre los grupos,
mientras que la hipotesis alternativa (H1) corresponde a que hay al menos un

grupo con una diferencia significativa. Estas mismas pruebas se realizaron para
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los tamafios celulares de la periferia (Tabla 7 y Tabla 8).

Tabla 6. Valores de la prueba estadistica y el valor de p para la prueba de Shapiro-Wilk
sobre la normalidad en el tamafio de las células de la CCG en el centro de la retina.

Estadio Shapiro-Wilk Valor de p
P02 0,977 0,301
P04 0,964 0,078
P08 0,934 0,003
P14 0,927 0,001
P30 0,974 0,233
P180 0,973 0,198

De acuerdo con los datos, solo PO8 y P14 no siguen una distribucion
normal, mientras que el resto sigue la distribucion normal. Luego, se procedi6é a

realizar una prueba de Kruskal-Wallis respectiva.

Tabla 7. Valores de la prueba estadistica y el valor de p para la prueba de Kruskal-Wallis
para comparar los distintos grupos en el tamafio de las células en la CCG en el centro de
laretina.

Prueba de Kruskal-Wallis

Chi-cuadrado 178,32
df 5
Valor de p <2,2x1016

Debido a que el valor de p es tan pequefio, se rechaza la HO y se corrobora

gue existen diferencias significativas entre los grupos durante el desarrollo.
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Tabla 8. Valores de la prueba estadistica y el valor de p para la prueba de Shapiro-Wilk
sobre la normalidad en el tamafio de las células de la CCG en la periferia de la retina.

Estadio Shapiro-Wilk Valor de p
P02 0,301 0,301
P04 0,989 0,885
P08 0,987 0,782
P14 0,944 0,009
P30 0,987 0,776

P180 0,975 0,267

De acuerdo con los datos, solo P14 no sigue una distribucién normal,
mientras que el resto sigue la distribucion normal. Luego se realiz6 la prueba de

Kruskal-Wallis respectiva (Tabla 9).

Tabla 9. Valores de la prueba estadistica y el valor de p para la prueba de Kruskal-Wallis
para comparar los distintos grupos en el tamafio de las células en la CCG en la periferiade
laretina.

Prueba de Kruskal-Wallis

Chi-cuadrado 228,78
df 5
Valor de p <2,2x1016

Debido a que el valor de p es tan pequeiio, se rechaza la HO y se corrobora
gue existen diferencias significativas entre los grupos durante el desarrollo.

Para comparar los grupos entre el centro y la periferia de la retina se uso
una prueba de Mann-Whitney, con un valor de p < 0,05, obteniéndose los

siguientes resultados (Tabla 10).
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Tabla 10. Valores de la prueba estadistica y el valor de p para la prueba de Mann-Whitney
para comparar los distintos grupos entre el centro y la periferia de la retina.

Estadio Mann-Whitney Valor de p
P02 1800 1
P04 2039 0,211
P08 2646 9,19 x 10°®
P14 2207 0,03
P30 3230 6,24 x 1014
P180 2489 3,01 x10*#

De acuerdo con estos resultados, no hay diferencias significativas entre
los estadios P02 y P04, mientras que si hay diferencias significativas entre los

grupos P08, P14, P30y P180.
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7. DISCUSION

7.1 Andlisis de los mapas topogréaficos

Como se observa en la Figura 7b, el area de la retina del degu comienza
siendo pequefia en etapas tempranas del desarrollo postnatal y aumenta
progresivamente con el tiempo. En el dia 2 postnatal la retina presenta un valor
de 39,39 mm?, valor que aumenta hasta los 62,05 mm? durante el primer mes del
desarrollo, presentdndose un aumento del 53,96%. Al llegar al 6to mes de vida,
donde el animal ya presenta un tamafio adulto, el area de retina presenta un valor
de 95,53 mm?, lo que corresponde a un aumento de 53,96% desde el primer mes,

y un aumento de 142,59% con respecto al dia 2 postnatal.

Este aumento rapido de la retina durante el primer mes puede estar
correlacionado con aspectos propios de su ecologia tales como el hecho de que
las crias del degu son destetadas alrededor de las 4-5 semanas, momento en
gue se aventuran fuera de la madriguera y su sistema visual se vuelve
preponderante para su modo de vida. De hecho, la madurez sexual en estos
animales en machos es a las 16 semanas (112 dias) y en las hembras es entre

las 12 a 16 semanas (84-112 dias) (Bauer et al., 2014, 2019).

En la mayoria de los casos estudiados se observa este aumento lineal
inicial del &rea de la retina, seguido de un crecimiento mas progresivo y sostenido

en la edad adulta (Robinson et al., 1989), aunque llama la atencién que en degu

61



al primer mes la retina crezca a 2/3 de su tamafio total lo cual podria asociarse a

la precocidad propia del modo de vida de este animal.

Con respecto al numero total de células en la CCG, segun se observa en
la Figura 8, en el estadio P02 hay un total de 895.368 células en total, mientras
gue existe un descenso abrupto de casi el 60% del total de células en 2 dias.
Posteriormente, el total de células se mantiene constante en alrededor de
300.000 células en los estadios siguientes hasta el adulto. De hecho, al comparar
estadisticamente entre los grupos 2, 3, 4, 5y 6, se observa que no existen
diferencias significativas entre estos grupos. Con esto se podria afirmar que
durante el desarrollo la retina presenta una gran cantidad de células en etapas
tempranas de su desarrollo postnatal y que, rapidamente, decae debido a la

existencia de una poda de células.

Por otro lado, la pérdida de células desde estadios tempranos al adulto ya
ha sido descrita previamente en otros modelos animales. En ratas albinas, en el
estadio PO1 se cuentan alrededor de 170.000 CGR, las que decaen rapidamente
a 119.000 en el estadio P09 (Horsburgh & Sefton, 1987). En ratones, hamsteres,
conejos, gatos y humanos sucede algo similar (Robinson et al., 1989). Diversos
autores (Murakami et al., 1982; Stone, 1983) han atribuido esta pérdida
diferencial de CGR a fenbmenos tales como apoptosis, neurogénesis diferencial
y muerte celular, los cuales ocurririan abruptamente en un momento temprano,
COMO en nuestro caso se observa que ocurre en el degu. Cabe preguntarse si

esta disminucién del nimero de células ocurre a la misma tasa tanto en el centro
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de la retina como en su periferia. Como se mencionara mas adelante, un analisis

de este tipo puede dar algunas luces sobre ello en este modelo animal.

Cabe sefalar que nuestro analisis de las etapas tempranas del desarrollo
postnatal del degu presenta ciertas limitaciones, dado que para los estadios P02
y P04 solo se cuenta con una retina por estadio, a diferencia de las 3 cada una
para los estadios posteriores. Por tanto, para dar una mayor solidez estadistica
a nuestras conclusiones se requiere analizar un niamero mayor de retinas en

estadios tempranos.

Es curioso notar que el trabajo previo de Vega-Zuniga et al. (2013) se
sefala que la estimacion de células en la CCG de la retina del adulto del degu es
de 297.000 células. En este trabajo se encontr6 que los adultos tenian en
promedio 369.948 + 59.353 células en la CCG (que incluye a CGR y CAd), esta
evidente diferencia se debe a que los procedimientos estereoldgicos fueron
realizados de manera distinta, asi como los conteos y su posterior analisis.
Mientras que en el primer caso usaron una cémara lacida acoplada a un
microscopio para dibujar los contornos de las retinas, en esta tesis se uso el
software Stereolnvestigator® acoplado a un microscopio. Esto podria conllevar a
diferencias significativas debido a la diferencia de los procedimientos en la

obtencion de los datos.
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7.2 Especializaciones retinianas y densidad de la CCG

Como se menciono en la introduccidn, las especializaciones retinianas son
zonas de mayor densidad de CGR las cuales se asocian con un aumento de la
agudeza visual. En el caso de la banda visual esta es la region de mayor densidad
de células ganglionares en el eje naso-temporal, mientras que el area centralis
es un area pequefia y circular, cuya ubicacion sobre la retina se asocia a la
porcién del espacio donde el animal posee la mayor agudeza visual. Aungue esto
altimo no es su Unica funcion, dado que ciertos autores como Rapaport & Stone
(1984) indican que esta especializacion retiniana se asocia con la zona de mayor

traslape el eje de la vision binocular y discriminacién estereoscopica.

Al observar los mapas topograficos de la retina del degu durante su
ontogenia se observa que en etapas tempranas de su desarrollo (P02, Figura 9)
presenta una distribucibn homogénea de células y sin presentar
especializaciones retinianas. Ademas, presenta una densidad promedio de
22.736 células/mm?, lo cual es bastante alto considerando que su area retiniana
es pequefa comparandola con el resto. Debido a que esta retina presenta una
cantidad de células mucho mayor que las demas, se opt6 por usar una escala de
colores distinta para que no afecte la visualizacién del resto de los mapas

retinianos.

Como se puede observar en la Figura 10, el mapa del estadio P04

comienza a presentar un gradiente ventro-dorsal leve, el cual se correlaciona a
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la vez con la disminucién del nimero de células (7.569 células/mm?) y el aumento

de su area en un 22,88%.

En el estadio P08 (Figura 11) se observa en el mapa de isodensidad que
las células se organizan generando el inicio de una banda visual en el eje naso-
temporal. Esta banda visual horizontal se vuelve mas evidente al observar la
Figura 12 correspondiente al estadio P09, dado que se presenta sobre el nervio
optico, caracteristica que se repetira en el resto de las retinas analizadas. Cabe
sefalar que este grupo de retinas (grupo 3) presenta una densidad promedio de
6.191 células/mm?, lo cual seria evidencia de la expansion que esta ocurriendo

en la retina y una posible muerte celular diferencial.

En el grupo 4, en donde se encuentran las retinas entre los estadios P13
al P15 (Figuras 13 y 14), se puede observar que se vuelve mas evidente esta
banda visual horizontal sobre el nervio Optico, la cual es mas acentuada, ademas
de que entre P14 a P15 se observa la aparicion de un area centralis hacia el eje
temporal de la retina, ademas de que el eje ventro-dorsal vuelve mas evidente.
Este grupo se caracteriza por presentar una densidad promedio de 6.346

células/mm?, lo cual no es significativamente distinto al grupo anterior.

En el grupo 5, que agrupa los estadios P30 y P31 (Figuras 15y 16), se
observa que la banda visual horizontal se define mas, mientras que el area
centralis en temporal y el gradiente ventro-dorsal son mas claros. Por otro lado,

la densidad promedio de este grupo es de 4.881 células/mm?, lo que corresponde
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a un 23,09% menos que el grupo anterior. Tras este primer mes de desarrollo, se
observa una caida abrupta del 78,53% a partir del valor obtenido en el estadio 2
postnatal. Esto refleja que la retina aumenta mucho de tamafio, alrededor de un
54% desde el estadio P02, ademas de la caida del 60% del total de células. Este
fendbmeno estaria asociado, como se mencioné antes, por una expansion
diferencial de la retina, ademas de la muerte celular diferencial que estaria
ocurriendo en el tejido que permitiria la apariciobn y acentuacién de estas

especializaciones retinianas.

En el grupo 6, donde se encuentran los estadios 180 postnatales, Figura
17, muestra retinas bastante parecidas a las obtenidas por Vega-Zuniga et al.
(2013), donde se hacen evidentes estas dos especializaciones retinianas antes
descritas, ademas de este gradiente ventro-dorsal. Asi mismo, la densidad de

células se estabiliza en 3.869 células/mm?.

Al observar la Figura 18, se hace evidente una caida abrupta inicial de la
densidad en la primera semana del desarrollo del degu, seguido de una caida
mas paulatina durante el tiempo. Ademas, considerando los mapas de
isodensidad, se puede dar cuenta que la retina del degu presenta una
maduracion y refinamiento en sus especializaciones retinianas. Se vuelve
evidente al observar estos mapas de isodensidad del degu que la retina comienza
siendo homogénea en toda su extension en etapas tempranas de su desarrollo,
hasta que aparece el gradiente ventro-dorsal en el dia 4 postnatal. Luego, durante

la primera semana apareceria la banda visual en el eje naso-temporal, y luego
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en el primer mes apareceria el area centralis hacia el eje temporal. Esto va de la
mano del hecho en que, como se describié previamente, el degu se aventura a
abandonar la madriguera y explora el mundo con sus o0jos. Esto se
correlacionaria con el hecho de que comienza a buscar alimento, a manipular
cosas con las patas, ademas de poder observar a los posibles depredadores que
podrian cazarlos, tales como zorros culpeo y lechuzas, Ya teniendo un tamafio
de adulto, alrededor de los 6 meses, sus retinas poseen especializaciones mas
marcadas, dado que estas se refinaron a partir de su experiencia en el mundo
como responder a estimulos aversivos, socializar entre ellos y buscar alimento y
pareja. De hecho, se podria pensar que esta area central mas definida podria
tener un correlato con un aumento progresivo de la vision binocular del animal,
sumado a vias visuales mas refinadas, ademas de la posicion de los ojos los

cuales podrian frontalizarse con el tiempo.

Para finalizar, la correlacion existente entre la densidad celular y el area
de la retina se obtiene un valor de -0,51 lo que indica que a medida que la retina

aumenta su tamario, su densidad celular decae.

7.3 Tamanfos celulares y distancias de los vecinos mas cercanos

Con respecto a los tamafios celulares de las CGR, si comenzamos a
analizar las etapas tempranas del desarrollo del degu podemos darnos cuenta de
gue la CCG en el estadio PO3 presenta muchas células, las cuales estan muy

agrupadas, con un grosor de 3-5 células en esta capa (Figura 19). Esto va de la
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mano con la alta densidad presentada en el mapa del estadio 2 postnatal de la
retina del degu (Figuras 8 y 9), en la cual se observé un gran nimero de células
en un area pequeiia. Esto también queda de manifiesto al observar la Figura 20a,
dado que muestra la evidente agrupacion que existe sobre el tejido en este

estadio.

Este fendmeno en las células no es constante en el tiempo, dado que si
observamos la Figura 20a y la contrastamos con la Figura 20d, es evidente que
las células se separan con el tiempo. Esto iria de la mano con el aumento del
area de la retina, pues en la medida en que la retina aumenta de tamafio las GCR

Se separan a una cierta tasa.

También podemos observar que el crecimiento de las células de la CCG
no es uniforme en toda la retina, pues durante la ontogenia las células de la
periferia crecen mas que en el centro (Figura 21). Este aumento diferencial entre
ambas zonas de la retina presenta un comportamiento potencial, donde en la
primera semana presenta un aumento lineal en ambos casos, para luego ir

aumentando un poco mas lento durante el tiempo (Figura 23).

También se analizé el cuanto se separaban las células de la CCG durante
la ontogenia mediante el analisis de la distancia del vecino mas cercano (NND),
y se encontrd nuevamente que las CGR de la periferia se distancian mas entre
ellas que las que se ubican en el centro (Figura 24 y 25). Esto pone de manifiesto

que la extension de la retina no es uniforme en todo el tejido, sino que se expande
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mas hacia la periferia que en el centro. De hecho, la tasa de expansion y la tasa
de aumento de tamafio en las células de la CCG es bastante similar en ambas,
salvo con la diferencia que la periferia las células se expanden y crecen a una
tasa mayor que el centro. Este fendmeno es llamativo dado que mientras que las
células de la periferia se separan mas, también les permite crecer mas durante

la ontogenia que en el centro.

Esta diferencia de tamafos, generada por tener una mayor area para
crecer y diversificarse, puede ser explicada por la aparicion de diversas
subpoblaciones de células en la CCG. Segun se describe en la literatura, a partir
de criterios fisioldgicos, morfolégicos y moleculares es posible distinguir mas de
30 tipos de CGR en el ratén (Sanes & Masland, 2015), dado que sobre la CCG
se presenta una configuracién que asemeja a un mosaico en donde existen estas
distintas subpoblaciones. Basandonos solo en criterios de tamafio, como se
observa en la Figura 22, los histogramas de frecuencia muestran la gran
diversidad que hay de CGR en la CCG de la retina del degu a partir de los
diversos maximos en los gréaficos. Este fendmeno ocurre tanto a nivel central
(donde existe una mayor densidad de células) como en la periferia (donde hay
menor densidad celular). Estas subpoblaciones de CGR se deben a que cada
célula ganglionar es sensible a distintas caracteristicas visuales, las cuales
también pueden generar distintos mapas en las zonas retinorecipientes del
cerebro. Los estudios han concluido que, por ejemplo, las distintas vias que

proyectan las CGR atienden un aspecto especifico del procesamiento visual en
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los animales presentandose distintas capas en el coliculo superior y laminas en
el geniculado lateral en ratones (Dhande & Huberman, 2014), hallandose un total
de 46 regiones en las que se proyectan las CGR en estos animales (Morin &
Studholme, 2014). Algo similar se ha descrito en peces cebra donde se han
encontrado que en el tracto 6ptico hay mas de 50 tipos distintos de CGR que
proyectan a distintas subdivisiones a nivel del pretectum (Robles et al., 2014).
Hace falta un estudio mas cualitativo en la retina del degu para poder identificar

estas diferentes subpoblaciones presentes en la CCG.

7.4 Caracteristicas de la ontogenia en la retina del Octodon degus

El degu se caracteriza por ser un animal diurno que posee un fuerte
comportamiento social, ademas de ser precocial y visualmente activo. Este
animal abre los ojos muy tempranamente durante su desarrollo, a diferencia de
otros roedores quienes lo hacen mas tardiamente (Reynolds & Wright, 1979).

Como se ha descrito, la retina del degu presenta un intrincado proceso en
la formacion de sus especializaciones retinianas. Comienza siendo una retina
homogénea, con un alto nimero de células en un area pequefia y una alta
densidad celular, la cual se va transformando paulatinamente a una retina con
dos especializaciones retinianas claves: una banda visual en el eje naso-temporal
y un area centralis hacia el eje temporal. Sumado a estas especializaciones se
presenta un gradiente ventro-dorsal (Figura 26).

Previo a la aparicion de las especializaciones retinianas hay una gran
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muerte celular de CGR en las etapas tempranas del desarrollo postnatal del degu.
Posteriormente, aparecen las especializaciones retinianas las cuales se originan
con el aumento progresivo del area de la retina durante el primer mes de su
desarrollo, ademas de la maduracion de las CGR en la CCG, pues aumentan de
tamafo y se generan distintas subpoblaciones en todo el tejido.

Sumado a esto, los cambios que ocurren en la periferia como en el centro
de la retina no son iguales, ya que en el primero existe un mayor aumento en la
distancia entre las células mientras que en el segundo el aumento es menor,
ademas de que el tamafio promedio de las células ganglionares repite el mismo
patrén.

Esta aparicion y refinamiento de las especializaciones retinianas se asocia
con la ecologia visual del degu y su comportamiento, pues como se ha descrito
son animales precociales que nacen con los ojos abiertos, sumado al hecho de
que durante el primer mes abandonan la madriguera y requieren una buena visién
debido a que necesitan buscar alimento, relacionarse con otros individuos de su
especie y evitar depredadores. Cabe sefalar que en un trabajo reciente realizado
por Deichler et al. (2020) muestran que la parte aérea del campo visual del degu
es sensible a movimientos amenazantes, teniendo conductas de evitamiento
(congelamiento y escape) cuando se le presentan dichos estimulos. Estos se
asociarian con elementos conservadores de la organizacion funcional de las
proyecciones parabigemino-tectales presentes en este roedor. De esta manera,
se puede pensar que el desarrollo de la banda visual y el area centralis hacia

temporal contribuye a desarrollar tales respuestas.

71



0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 Cel/mm?

-Retina homogénea
-Ndmero alto de células
-Células muy juntas
entre si

Eventos claves

élulas
* Densidad cel

-Retina comienza a
ser heterogénea
-Caida significativa
en el nUmero de
células

-Aparicion del
gradiente V-D

-Aparicion de la
banda visual en el
eje N-T y sobre el
nervio éptico

2000

4000 6000 8000 10000
-Refinamiento de la banda
visual en el eje N-T y del
gradiente V-D.

-Aparicion del area centralis

en temporal.

-Especializaciones
retinianas comienzan
se refinan mas.

Area de la retina
«  Tamaios celulares
* NND

Cel/mm?

-Retina heterogénea y
madura

-Banda visual N-T
-Gradiente V-D

-Area centralis en temporal

Figura 26. Resumen de los eventos mas importante en el desarrollo y aparicién de especializaciones retinianas del Octodon degus.
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8. CONCLUSIONES

La retina del Octodon degus experimenta un intrincado proceso de
maduracion postnatal, el cual comienza sin especializaciones, pero estas
aparecen alrededor del dia 09 y se acenttian en el adulto.

Durante el desarrollo se observa la aparicion de dos estructuras retinianas
en el degu: la banda visual en el eje naso-temporal y un area centralis
hacia temporal. Ademas, se genera un grandiente ventro-dorsal.

El desarrollo de la retina conlleva la disminucion inicial en el nimero de
células, y una disminucion abrupta inicial de la densidad total en la CCG
seguida de una disminucion paulatina subsecuente que se asocia con el
aumento sostenido del area total de la retina.

Los resultados sugieren que las diferencias en el tamafio y nimero de
células ocurren simultineamente con un crecimiento asimeétrico del area
de la retina, dando lugar a un conjunto de especializaciones retinianas
estrechamente relacionadas con el modo de vida visual de esta especie.
Los datos sugieren que el crecimiento asimétrico de la retina juega un rol
importante en la formacién de las especializaciones retinianas.

El papel de la experiencia visual temprana en la maduracién de las

asimetrias retinianas requiere ser investigado a fondo.
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10. ANEXO

Tabla 11. Datos estereoldgicos del numero total de células en la Capa de Células Ganglionares (CCG) obtenidos a partir de software
Stereolnvestigator para los distintos estadios del Octodon degus.

Numero de Areadela  Numero total de . Coeficiente
Animal Dia sitios Matr(;:tz(ljgsres retina células estimado (cgﬁ?;sl;jn??nz) de error de
contados (mm?) en la CCG Schaffer
P2 2 79 62.664 39,38 895.368 22.734 0,05
P4 4 68 18.330 48,39 366.250 7.569 0,04
PO8* 8 77 14.448 50,40 288.684 5.728 0,06
P08-2* 8 68 13.245 47,37 264.647 5.587 0,06
P09 9 66 17.186 47,31 343.392 7.258 0,04
PROMEDIO 70,33 14.960 48,36 298.908 6.191 0,053
SD 5,86 2.020 1,77 40.356 927 0,008
CV? = SD?/PROM? 0,018
CE? 0,003
CE?/CV? 0,157
P13 13 67 15.601 48,91 311.722 6.373 0,05
P14 14 77 17.409 54,73 347.847 6.356 0,05
P15 15 81 17.868 56,58 357.019 6.310 0,04
PROMEDIO 75,00 16.959 53,41 338.863 6.346 0,049
SD 7,21 1.199 4,00 23.948 33 0,007
CV? = SD?/PROM? 0,005
CE? 0,002
CE?/CVv? 0,481
P30 30 83 14.310 60,65 285.927 4.715 0,06
P30-2 30 83 13.886 60,06 277.455 4.619 0,05
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P31 31 92 17.387 65,45 347.408 5.308 0,05
PROMEDIO 86,00 15.194,33 62,05 303.597 4.881 0,053
SD 5,20 1.910,70 2,95 38.177 373 0,005

CV2 = SD¥PROM? 0,016

CE? 0,003

CE?/CV? 0,176
P180-1 180 165 21.217 84,65 303.156 3.581 0,04
P180-2 180 135 20.852 98,79 416.642 4.217 0,04
P180-3 180 144 19.521 103,17 390.047 3.781 0,04
PROMEDIO 148,00 20.530,00 95,53 369.948 3.860 0,041
SD 15,39 892,67 9,68 59.353 325 0,002

CV2 = SD?PROM? 0,026

CE? 0,002

CE?/CV? 0,066
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