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Ultra structure of retinopathy
induced by hyperoxia in developing rats

ABSTRACT

In order to evaluate the effect of postnatal hyperoxia on reti-
nal structure, newborn rats were exposed to different oxy-
genation intervals (80 £+ 1%) with three interruptions of 21%
(30 min each). Four groups of rats were exposed from birth
to the 6th, 9th, 12th and 14t postnatal day, respectively and
another group was placed under normoxia. After this period
all oxygenated groups and the controls remained under nor-
moxia until they were 30 days old for the structural analysis
of retina. Retinal histology was carried out using conven-
tional techniques for transmission electron microscopy
(TEM). In the ganglion cell layer of the retina from rats ex-
posed for 9 days to hyperoxia, capillaries with large projec-
tions toward the lumen, were observed as a possible conse-
quence of cellular edema of endothelium. The most severe
damage was observed in rats exposed to hyperoxia during 12
and 14 days, showing mitochondrias swollen up and with-
out crests in the areas surrounding the capillaries, necrosis
and apoptosis processes, dense bodies, cells with swollen cy-
toplasms and rupture of the plasmatic membrane. The re-
sults suggest that postnatal hyperoxia causes severe damag-
es to the retina in developing rats with a direct relationship
between the time exposed to oxygen and ultra structural
damages.

Key words. Retina. Retinopathy. Hyperoxia. Ultrastructure.
Photoreceptors.

INTRODUCCION

La retinopatia del prematuro (ROP) es una retino-
patia proliferativa inducida por isquemia, la cual

RESUMEN

Con el proposito de evaluar el efecto de la hiperoxia posnatal
sobre la estructura retiniana se analizaron retinas de ratas re-
cién nacidas expuestas a diferentes periodos de oxigenacion
(80 = 1%), con tres interrupciones de 21% (30 min c/u). Cuatro
grupos de ratas fueron expuestas desde su nacimiento hasta
el 6to, 9no, 12mo y 14to dias de vida y otro grupo fue manteni-
do en normoxia. Después de este periodo tanto los grupos ex-
puestos a la hiperoxia como los controles permanecieron en
normoxia hasta una edad de 30 dias para el andlisis estructu-
ral de la retina. La histologia se hizo usando técnicas conven-
cionales para microscopia electrénica de transmision (MET).
En la capa de células ganglionares de la retina de ratas ex-
puestas a nueve dias de hiperoxia, se observaron capilares con
notables proyecciones hacia la luz, posiblemente como conse-
cuencia de edema celular del endotelio. El dafio mas intenso
fue observado en las ratas expuestas a hiperoxia durante 12 y
14 dias, mostrando mitocondrias hinchadas y sin crestas en las
areas circundantes a los capilares, procesos de necrosis y
apoptosis, cuerpos densos, células con citoplasmas hinchados y
con ruptura de la membrana plasmatica. Los resultados sugie-
ren que la hiperoxia posnatal causa graves dafios a la retina
en las ratas en desarrollo, con una relacion directa entre el
tiempo de exposicion al oxigeno y los dafios ultraestructurales.

Palabras clave. Retina. Retinopatia. Hiperoxia. Ultraes-
tructura. Fotorreceptores.

afecta a los nifilos prematuros de muy bajo peso.!
Esta enfermedad es la principal causa de alteracio-
nes visuales y ceguera en los recién nacidos pretér-
minos, sobre todo de los mas inmaduros con un peso
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entre 750 g y 1 kg.22 La incidencia de ROP se ha in-
crementado en los Ultimos afios debido a los grandes
avances para hacer sobrevivir nifios de muy bajo
peso al nacer.?

El desarrollo de la red sanguinea del ojo comienza
desde la parte central-posterior hacia la periferia y
culmina justo antes de nacer el nifio.# Por consiguien-
te, cuando el nifio nace prematuro, la retina no ha
completado aun su desarrollo y la periferia del ojo ca-
rece de vasos sanguineos. La retina inmadura al ver-
se expuesta a la hiperoxia extrauterina, genera una
regulacion anémala en la produccion del factor de cre-
cimiento vascular (VEGF) provocando una disminu-
cion de la vascularizacion normal.2® Esta alteracion
en el desarrollo de la vascularizacién de la retina pue-
de llevar a un proceso de proliferacion fibrovascular,
el cual ocasiona un desprendimiento parcial o total de
la retina con la consiguiente pérdida de la agudeza vi-
sual. No todos los bebés que nacen prematuramente
padecen de ROP, pero cuando esto sucede, pueden per-
der parcial o totalmente la visién.®

La retinopatia inducida por oxigeno (OIR), obser-
vada en animales recién nacidos (gatos, perros, cer-
dos, ratas y ratones) expuestos posnatalmente a hi-
peroxia, imita la ROP humana, debido a que éstos
poseen al nacer una vasculatura retinal rudimenta-
ria muy parecida a los infantes prematuros.’

La ROP, ademés de conducir a un anormal creci-
miento de los vasos sanguineos retinales, ocasiona
también deterioro de la funcién de los bastones, lo
cual puede ser determinado con el electrorretinogra-
ma (ERG).8°

Reducciones graves en la amplitud del ERG fue-
ron reportadas en cerdos recién nacidos expuestos
posnatalmente a altos niveles de oxigeno.'° Por otra
parte, ha sido demostrado que las ratas expuestas a
80% de oxigeno en los primeros once dias de vida,
presentan en la siguiente semana una reduccion sig-
nificativa en la sensibilidad de la respuesta de los
bastones junto con una atenuacién de uno de los po-
tenciales oscilatorios.'!

Se ha demostrado que las ratas recién nacidas,
expuestas durante los primeros 14 dias de vida en un
ambiente hiperoxico desarrollan anomalias retinia-
nas, que a nivel estructural se reflejan en una dis-
minucion del grosor de la capa plexiforme externa
(CPE) y del numero de células horizontales (NCH) y
a nivel funcional en una disminucion de la amplitud
de la onda b del ERG.1!14 Existe una correlacion oxi-
genodependiente entre la duracion de la exposicion al
oxigeno y la disminucidén en la amplitud del ERG es-
cotdpico (en ausencia de luz), asi como en el decreci-
miento del grosor de la CPE y el NCH.!"14 La inten-

sidad de estos dafios depende, en gran parte, del esta-
do de madurez de la retina al momento de comenzar
la hiperoxia, originando un mayor deterioro cuando
ésta comienza en la segunda semana de vida de la
rata que si transcurre durante la primera.®

Recientemente se analizé la concentracion de glu-
tation reducido (GSH) en los glébulos rojos y la pato-
logia retiniana y coroidal en ratas en desarrollo so-
metidas a diferentes periodos de hiperoxia (80% = 1
0,).1* Se constaté una disminucién significativa del
GSH indicando que ocurrid un gran estrés oxidativo
y dafios estructurales graves en la retina y la coroi-
des, posiblemente producto de la hiperoxia.

En vista de la poca informacion existente acerca
de los dafios estructurales presentados en la retina de
individuos con ROP, el presente estudio tiene como
objetivo evaluar los efectos de la hiperoxia sobre la
ultraestructura retiniana de ratas en desarrollo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley procedentes
del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientifi-
cas (IVIC).

Las ratas recién nacidas fueron colocadas en incu-
badoras. La iluminacion de la caja de las ratas vario
entre 20-30 cd/m2. Estos niveles de luz estan por
debajo de los que han sido considerados como causan-
tes de degeneracion de la retina en las ratas albinas.

Desde el dia de su nacimiento, las ratas fueron ex-
puestas diariamente a 80 + 1% de oxigeno con tres
interrupciones de 21% de oxigeno. Cada interrupcién
tuvo una duracién de 30 min.*? El nivel de oxigeno
en la incubadora fue mantenido a 80 & 1% utilizando
un analizador de oxigeno (7820 Oxygen Monitoring
System), el cual fue conectado a la incubadora y cali-
brado diariamente.

Los ejemplares tratados se sometieron a diferentes
regimenes de hiperoxia desde el dia de su nacimiento
al 6to, 9no, 12mo y 14to dia de vida. Después del pe-
riodo de oxigenacién, las ratas fueron mantenidas en
un ambiente normoxico hasta una edad de 30 dias.
Para evitar las complicaciones pulmonares que con
frecuencia son sefialadas en las ratas adultas expues-
tas a la hiperoxia, las madres fueron alternadas cada
dia con las madres de los individuos control.'? De esta
manera, estos controles, los cuales permanecieron en
un ambiente normoxico, recibieron las madres de los
pequefios expuestos al oxigeno y viceversa.

Para los andlisis histologicos fueron estudiados
cuatro animales por régimen de hiperoxia. La histo-
logia fue realizada de acuerdo con técnicas previa-
mente utilizadas.'® Inmediatamente después del sa-
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crificio el ojo fue enucleado, se le hizo una incisién a
nivel de la ora serrata y rapidamente fue fijado com-
pleto durante 30 minutos en glutaraldehido a 3% en
tampon fosfato 0.1 M, pH 7.4. Luego la retina, adn
inmersa en glutaraldehido fue cortada, seleccionando
para el estudio el sector central.

Para evaluar la morfologia se realizaron cortes se-
mifinos con cuchilla de vidrio, los cuales se tifieron
con azul de toluidina y se examinaron en un fotomi-
croscopio Zeiss. Para los analisis ultraestructurales
se realizaron cortes finos (60-70 nm) obtenidos con
una cuchilla de diamante y fueron contrastados
con acetato de uranilo y citrato de plomo. Los cortes
fueron observados y fotografiados con un microscopio
electronico de transmision Hitachi H-600.

RESULTADOS

Las ratas expuestas a la hiperoxia los primeros
seis y nueve dias de vida mostraron algunos dafios a
nivel de los capilares sanguineos y sus zonas aleda-
fias. En la CPE de animales sometidos a seis dias de
hiperoxia se observaron capilares en aparente buen
estado; sin embargo, el tejido circundante a los mis-
mos se encontraba lisado (Figura 1). Por otro lado,
en la capa de células ganglionares (CCG) de anima-
les de nueve dias de exposicion al oxigeno, se observa
una disminucién del didmetro de seccion de los capi-
lares, posiblemente como consecuencia de edema ce-
lular del endotelio (Figura 2). En las zonas vecinas al
capilar se observan mitocondrias hinchadas y sin
crestas. Comparadas con las controles (Figura 3), las

Figura 1. Capilar en buen estado de la capa plexiforme externa
(CPE) de ratas sometidas a 0-6 dias de hiperoxia. Se observa tejido cir-
cundante dafiado (*); eritrocito (E); union entre dos células endoteliales
(flechas).

ratas expuestas a la hiperoxia durante 12 y 14 dias
mostraron dafios ultraestructurales mas graves. Se
observaron mitocondrias hinchadas y sin crestas en
el endotelio capilar de la CPE (Figura 4). Ademas,
en las zonas adyacentes de este mismo capilar se evi-
dencid la presencia de un cuerpo denso y procesos de
vacuolizacion. En la capa nuclear externa (CNE) se
observaron células con citoplasmas hinchados y con
ruptura de la membrana plasmatica conduciendo a
una comunicacion inusual entre dos células fotorre-
ceptoras vecinas (Figura 5). Estas células hinchadas
presentan un citoplasma electrén-transparente com-
paradas con las células normales a su alrededor.

Figura 2. Capilar de la capa de células ganglionares de una rata so-
metida a 0-9 dias de hiperoxia. Se observa una vasoconstriccion provoca-
da por las proyecciones (P) que emite el endotelio hacia la luz (*), vacuola
(flecha blanca), mitocondrias alteradas (flecha negra).

Figura 3. Detalle de la capa plexiforme externa (CPE) de una rata
control (CNI [capa nuclear] interna).
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Figura 4. Obsérvese capilar con endotelio vacuolizado en la capa
plexiforme externa (CPE). Presencia de cuerpos densos (flecha blanca) y
procesos de vacuolizacion en zonas adyacentes al capilar (flechas ne-
gras). E: eritrocito, CNE: capa nuclear externa, CNI: capa nuclear interna.
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Figura 5. Capa nuclear externa. Se observa el citoplasma hinchado
(*) alrededor del nticleo (N) de dos células fotorreceptoras con ruptura de
sus membranas plasmaticas (flecha negra).

En ratas expuestas a hiperoxia durante 14
dias, ademas de las anormalidades ya sefialadas,
se observaron segmentos externos de fotorrecep-
tores tanto con discos de membranas normales,
como separados o en desorden (Figuras 6A y
6B).

Figura 6. Segmentos externos (SE) de fotorreceptores de ratas so-
metidas a 0-14 dias de hiperoxia. A. Obsérvese los discos de membrana
apilados normalmente y B. Discos separados y desordenados (flechas).

En la CNE se evidenciaron muchos nucleos con
envolturas nucleares hinchadas (Figura 7) y nucleo
destruido producto, probablemente, de un proceso de
necrosis celular (Figura 8). En esta misma capa se
manifestaron abundantes figuras mielinicas (Figura
9) y la presencia de cuerpos apoptoéticos (Figura 10).
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Figura 7. Capa nuclear externa. Obsérvese nucleo (N) con envoltu-
ras nucleares hinchadas (flechas).

Figura 8. Capa nuclear externa. Nucleo destruido (N), notese la au-
sencia de envoltura nuclear y citoplasma celular. Zonas aledafias al nd-
cleo con aspecto claro y restos celulares (flechas) probablemente como
producto de un proceso de necrosis (*).

La fibrosis, crecimiento del tejido de cicatrizacién
provocado por el crecimiento irregular de nuevos va-
S0S sanguineos en zonas retinianas sin riego, no fue
observada en el tejido analizado. Esto pudo ser debi-
do, en parte, a que s6lo analizé la retina central y la
fibrosis se observa en la periferia donde hay proceso
de neovascularizacion.

Figura 9. Capa nuclear externa de una rata sometida de 0-14 dias de
hiperoxia. A. Se observan figuras mielinicas (flecha). (N) ntcleo.

Figura 10. Capa nuclear externa de una rata sometida a 0-12 dias
de hiperoxia. Obsérvese la presencia de un cuerpo apoptésico (flecha).

DISCUSION

Ultraestructuralmente, se observa una disminu-
cién del diametro de seccién de los capilares, en la
capa de células ganglionares (CCG) de la retina de
ratas expuestas a nueve dias de hiperoxia. La res-
puesta inicial de la circulacion retinal a las altas
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concentraciones de oxigeno en animales de laborato-
rio, es un dafio estructural irreversible sobre el desa-
rrollo del endotelio o revestimiento de los capilares
retinales. Esto puede traer como consecuencia que
los vasos sanguineos mas jovenes sean obliterados
reguldndose de esta manera el flujo de sangre y la
oxigenacion de la retina interna.?

Cuando un individuo nace con una madurez incom-
pleta de su vasculatura retinal y es sometido a altas
concentraciones de oxigeno durante sus primeros 14
dias de vida, el retorno a oxigeno normal esta acompa-
fiado de una retinopatia vasoproliferativa severa.'® El
oxigeno necesario para el desarrollo de la retina exter-
na (epitelio pigmentado, capa fotorreceptora) es sumi-
nistrado por la coroides. Durante la hiperoxia, la co-
roides suministra o provee excesivas concentraciones
de oxigeno a la retina, de tal forma que la tension de
oxigeno esta aumentada no solamente en la retina ex-
terna, sino también en la retina interna produciendo
vaso-obliteracion retinal.'” Cuando el individuo es de-
vuelto a un ambiente norméxico, la circulacion coroi-
dal es inadecuada produciéndose de esta manera hi-
poxia relativa en la retina interna® y también puede
ocurrir hipoxia relativa de la coroides y fotorrecepto-
res.’® Para recompensar esta hipoxia ocurre una
neovascularizacion marcada que es el origen de las
consecuencias mas severas de la ROP.1°

El dafio neuronal esté asociado con un incremento
de aminoacidos excitatorios, glutamato y aspartato
en el medio extracelular, los cuales podrian prolon-
gar la activacion de receptores de membrana y alte-
rar la homeostasis del Ca?* intracelular, frecuente-
mente involucrado en el mecanismo de muerte
celular.20:21

Con el prop6sito de analizar el mecanismo por el
cual ocurre la acumulacién extracelular de aminoa-
cidos enddégenos como aspartato, glutamato, glicina,
taurina, alanita y GABA, se utilizaron cultivos de
células retinianas bajo estrés oxidativo inducido por
ascorbato/Fe?* en comparacion con hipoxia inducida
guimicamente con oligomicina mas cianida o condi-
ciones de isquemia (hipoxia inducida mas acido io-
doacético o deoxiglucosa).?? Se evalué la correlacion
entre la liberacion de los aminoéacidos, los cambios
en la homeostasis intracelular de Ca®*, la depolariza-
cion de las membranas y la carga de energia de las
células retinianas, con el objetivo de conocer los me-
canismos de muerte celular excitotéxica. Bajo las
tres condiciones experimentadas ocurrio:

1. Una liberacion de los aminoacidos endégenos en
ausencia de estimulacion, aunque por diferentes
mecanismos intracelulares.

2. Después del estrés oxidativo, la acumulacion de
aspartato, glutamato y GABA en el medio extra-
celular es dependiente del Ca?*, mientras que la
acumulacién de aminoécidos que ocurre bajo con-
diciones de hipoxia o isquemia es un mecanismo
principalmente independiente del Ca®*.

3. En condiciones de isquemia se observo un descen-
so en el estatus de energia de las células retinia-
nas, lo cual se correlaciona con un incremento en
la liberacion de aminoacidos, especialmente as-
partato y glutamato.

La CCG también mostré mitocondrias hinchadas
y sin crestas en las zonas vecinas a los capilares; en
ratas expuestas a la hiperoxia durante nueve dias.
Los efectos toxicos de la hiperoxia son mas obvios en
las mitocondrias,? las cuales aparecen hinchadas de-
bido a la entrada de agua y sodio a la célula, ya que
el proceso activo de la bomba sodio y potasio se detie-
ne. Periodos de hipoxia relativa producen también
una alteracién en las mitocondrias frenando la fosfo-
rilacién oxidativa y disminuyendo asi la produccién
de ATP.%® La capa fotorreceptora de las ratas ex-
puestas a 14 dias de hiperoxia, revel6 discos de mem-
brana separados en los segmentos externos de los
bastones. Los fotorreceptores requieren enormes can-
tidades de energia y oxigeno para la sintesis y dispo-
sicion de los discos de los segmentos externos.?* Con
la hipoxia relativa inducida por un cambio de hipe-
roxia a normoxia, la exigencia de oxigeno para el de-
sarrollo de los fotorreceptores podria ser recibida in-
completamente produciéndose de esta manera
distrofia hipoxica que modifica la estructura de los
segmentos externos.125

La retina de los animales sometidos a la hiperoxia
durante 12 y 14 dias, mostr6 areas de degeneracion
donde se percibe la pérdida total de la estructura ce-
lular. Tales hallazgos son caracteristicos de un me-
canismo de muerte celular conocido como necrosis.
También se observo cierta cantidad de apoptosis en
las partes periféricas a la zona dafiada. Los primeros
signos de degeneracion se observan en las mitocon-
drias, las cuales se hinchan y su estructura interna
tiende a desaparecer. Estas alteraciones son una con-
secuencia de la pérdida del control de la permeabili-
dad selectiva de la membrana celular que causa ede-
ma celular y vesiculacién y que, finalmente, lleva a
la ruptura de la membrana plasmatica con salida del
contenido intracelular.?® Las figuras mielinicas, en-
volturas nucleares hinchadas y cuerpos densos en la
retina de ratas expuestas a 12 y 14 dias de oxigena-
cién son hallazgos caracteristicos de lesiones irrever-
sibles a la célula.
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Las figuras mielinicas son pilas de bicapas fosfoli-
pidicas en forma de esferas, cilindros y espirales que
se desarrollan donde quiera que las células son des-
truidas. Probablemente, cuando la célula muere hay
protedlisis severa en la membrana celular y el citoes-
queleto y los fosfolipidos quedan libres.?

La presencia de envolturas nucleares hinchadas
puede estar asociada con alteraciones de proteinas
nucleares que son degradadas. Se ha determinado
que los nucleos de los fotorreceptores se dafian en re-
tinas expuestas al oxigeno.!?

En las ratas la exposicidn a la hiperoxia durante
los primeros 14 dias de vida repercuten en la reduc-
cion paulatina del grosor de la capa plexiforme exter-
na (CPE) y del namero de células horizontales
(NCH).*2 Dado que la exposicion a la hiperoxia puede
impedir la formacion de sinapsis en la CPE, la re-
duccién del NCH puede ser consecuencia de procesos
degenerativos que se desatan por su incapacidad en
establecer conexiones sinapticas verdaderas o por su
hipersensibilidad al oxigeno.*®

El estado oxidativo de los glébulos rojos puede ser
usado como un indice biolégico del dafio oxidativo reti-
nal.?” Existe una alta similitud entre las células de la
retina humanay los glébulos rojos en lo que respecta
a su estructura de membrana (cadenas muy largas de
acidos grasos polinsaturados, susceptibles a la oxida-
cién), su metabolismo (alta demanda de glucosa y oxi-
geno) y sus mecanismos antioxidantes.?

Analizando la concentracién de glutation reducido
(GSH) en los glébulos rojos de las ratas sometidas a
hiperoxia durante los primeros seis, nueve, 12 y 14
dias de vida, se demostro6 que, comparados con el con-
trol, los individuos expuestos durante los primeros
seis y nueve dias presentaron una disminucién sig-
nificativa (68 y 54%) de los niveles de GSH, respecti-
vamente.!® Las ratas expuestas durante 12 dias, por
el contrario, mostraron sé6lo una ligera declinacion
en estos niveles (13%). No obstante, en las expuestas
durante 14 dias, los niveles de GSH superaron las
del control en 34%. La disminucion del GSH en los
eritrocitos de las ratas expuestas los primeros seis y
nueve dias de edad pudo deberse a una sobreproduc-
cion de radicales libres. Posiblemente durante los
primeros nueve dias, se activen los mecanismos
de defensa provocando una disminucion de los niveles de
GSH y esto pudiera ser resultado de la activacion
de enzimas, tales como la glutation peroxidasa.?® A
una hiperoxia mas prolongada (12 dias), los niveles
de GSH tienden a ser nivelados, llegando inclusive a
superar los controles en el tratamiento de 14 dias;
esto, probablemente, como un proceso adaptativo del
organismo.

Nuestros resultados sugieren que existe una rela-
cion directa entre el tiempo que dura la hiperoxia y
la aparicion de una serie de anormalidades ultraes-
tructurales que indican la existencia de un dafio se-
vero en la retina de las ratas que posiblemente sea
mediado por el gran estrés oxidativo al que ésta ha
estado sometida.
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