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RESUMEN

Objetivo: Reproducir un model o econémico de retinopatiainducida por oxigeno en el ratén, en el que laneovascularizacion
retiniana pueda ser reproducibley cuantificable, paraestudiar la patogénesisy terapéuticaintervencional delas retinopatias
proliferativas.

Método: Ratones neonatos C57BL/6:Hsd del centro UNAM-Harlan, fueron expuestos a los 7 dias de nacidos a 75% de
oxigeno durante 5 dias. A los 12 dias de nacidos se col ocaron en condi ciones de normoxiay fueron sacrificados 8 dias después.
L os ojos enucl eados fueron analizados histol 6gi camente para conteo de células endotelialesen laretina.

Resultados: En los ratones sometidos a hiperoxiael promedio de ntcleos de células endotelial es en cortes histol 6gicos fue de
175.3 + 15.9 comparado con el grupo control en donde obtuvimos un promedio de 58.2 + 7.5. Se realiz6 una prueba no
paramétrica de Mann-Whitney con un valor de p=0.002.

Conclusiones: Se logré reproducir un modelo de retinopatia inducida por oxigeno mediante laimplementacion de recursos
econdmicos, accesi bles anuestro medio.

Palabrasclave: Angiogénesisretiniana, retinopatiadel prematuro, model o experimental, raton.

SUMMARY

Purpose: To reproduce a cheap model of oxygen-induced retinopathy in mouse in which the retinal neovascularization could
be reproducible and quantifiable to further study the pathogenesis and interventional therapy of proliferative retinopathies
Methods: Neonatal mice C57BL/6:Hsd from UNAM-Harlan Centre were exposed at 7 days postnatal to 75% oxygen during
5 days. At day 12 postnatal they were returned to normoxic conditions and were killed 8 days later. After enucleation, the
eyeswere histologically analyzed and the endothelial cellsin the retinawere counted.

Results: In the mice exposed to hyperoxia the average endothelial cell nuclei were 175.3 + 15.9 SD, compared to the non-
exposed with an average of 58.2 + 7.5. We used the Mann-Whitney non-parametric statistical test with a p=0.002.
Conclusions: We achieved to reproduce an oxygen-induced retinopathy model using |ess expensive resources.
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INTRODUCCION A pesar delapreval enciade estas enfermedades, los even-

tos bioquimicos responsabl es de la neovascul arizacion reti-

Laneovascul arizacién retinianaes unade las principal es cau-
sas de ceguera en el mundo (1). En estas enfermedades, co-
lectivamente denominadas retinopatias proliferativas, que
incluyen a la retinopatia diabética, retinopatia por oclusion
deramavenosay retinopatiadel prematuro, lahipoxiaapare-
ce como €l precursor principal delaneovascularizacién me-
diantelaliberacion de factores vasoactivos como el FCVE —
factor de crecimiento vascular endotelial (2-5).

niana no se han comprendido en su totalidad. Es de esperar-
se que un mejor entendimiento de las bases fundamentales
delaangiogénesisretinianapuedamejorar €l tratamientoy la
prevencion de estas patologias.

Con base en esto, surge la idea de desarrollar un modelo
animal de angiogénesisretinianainducidapor hipoxia(6-9).
El fundamento de este model o se basaen |lafisiopatologiade
laretinopatiadel prematuro, enlacual lahiperoxiao hiperoxia
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relativa a la que se exponen |os neonatos prematuros da [u-
gar ahipoxiatisular unavez que sereestablecenlascondicio-
nesnormoxicas (10).

Se han intentado desarrollar diversos modelos de retino-
patiainducidapor oxigeno, sin embrago, larespuestaneovas-
cular alahiperoxiahabiasido inconsistente y poco cuantifi-
cable (11-16). Smithy cols. logran establecer las condiciones
hiperéxicasy lacepaanimal en €l que laangiogénesis puede
ser cuantificabley reproducible (17).

El objetivo de nuestro trabajo es reproducir este modelo
creado por Smith de manera méas econémicay con recursos
menos sofisticados, accesibles a nuestro medio.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio cumplié con los lineamientos establ ecidos por
|aNOM-062-Z00-1999 parael cuidadoy uso delosanimales
delaboratorioy laedicion en espafiol masreciente del cuida-
doy uso delosanimalesdelaboratorio (18, 19). Se utilizaron
ratones neonatos de la cepa C57BL/6:Hsd (figural) del cen-
tro UNAM-Harlan. A los 7 dias de nacidos se sometieron a
una concentracion de oxigeno de 75% dentro de unacamara
cerrada (figura 2) con un flujo de oxigeno de 1.5 litros por
minuto durante 5 dias. Permanecieron dentro de la camara
de hiperoxia con madres nodrizas de la cepa ICR (figura 3)
con agua y comida ad libitum. Las condiciones de tempe-
ratura fueron de 23°C + 1°Cy ciclos de luz- oscuridad de
12 horas. A los 12 dias de nacidos se abri6 la camara rees-
tableciéndose condiciones de normoxia. Fueron sacrifica-
dos 8 dias después para enucleacion.

Cuantificacion decélulasendoteliales

L os ratones fueron sacrificados con 0.1 ml de pentobarbital
sodico intraperitoneal, para someterlos a enucleacion inme-
diatamente. L os ojos enucleados sefijaron en formol fosfata-
do al 10% durante 24 horas. Posteriormente se embebieron
en parafina, pararealizar cortes histol 6gicos sagitales atra-
vés de la cornea y paralelos a nervio optico, de 6 um de
espesor. Los cortes se tifieron con hematoxilinay eosina, la
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Fig. 1. Cepade ratén isogénicca C57BL/6:Hsd.
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Fig. 2. Cgjade acrilico, cerrada herméticamente, con unaviapara
flujo de entradadonde se conectael tanque que contiene unamezcla
certificadadel 75% de oxigenoy 25% de nitrogeno. Al lado opuesto
seencuentralavavulade salida, estableciendo asi un microambien-
te controlado.

Fig. 3. Madre nodriza de la cepa de raton ICR.

cual permite identificar facilmente los nucleos de las célu-
las endoteliales. Se realizaron aproximadamente 150 cortes
seriados de cadaojoy seleccionamos en lamitad central del
globo ocular dos cortes a cadalado del nervio Optico con una
separacion de 30 a 90 wm entre si. Mediante microscopia de
luz se cuantificaron los nucleos de las células endoteliales
en 10 campos de gran aumento (figura4), a partir de la parte
anterior de la capa de células ganglionares y hasta € vitreo.

RESULTADOS

La cuantificacion histolégica se expresd como nimero de
células endoteliales por corte, por ojo. En los ratones de 20
dias de nacidos normales, se encontré un promedio de 58.2
+ 7.5 DE comparado con €l grupo sometido a hiperoxia/nor-
moxia en donde obtuvimos un promedio de 175.3 + 15.9 DE
(figura5, gréfica 1). Serealiz6 una pruebano paramétrica de
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Fig. 4. Ejemplo de corte histol 6gi co donde se muestran los 10 cam-
pos que se tomaron para contar las células endoteliales de la parte
anterior delacapade célulasganglionaresal vitreo.

Fig. 5. Corte histol 6gico donde se observa con claridad un penacho
de neovascul arizacion retiniana (flecha), por encimadelamembra-
nalimitante interna.

Mann-Whitney obteniendo un valor de p=0.002 con lo que
se demuestra una diferencia estadisticamente significativa.

DISCUSION

En este model o de retinopatia proliferativala hiperoxia cau-
sa el cese en el desarrollo normal de la vasculatura retinia-
nay unavaso-obliteracién similar ala observadaen lareti-
nopatia del prematuro. Al regresar a condiciones de nor-
moxia, laretina periféricano perfundida se vuelve hipoxica
lo que ocasiona una neovascul arizacion patol 6gica.
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Gréfica 1. Promedio del conteo de células endoteliales
en grupo deratones sometidos a hiperoxia/normoxia,
comparado con el grupo de ratones control.
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De acuerdo con los hallazgos de Smith y cols., en el de-
sarrollo de la vasculaturaretiniana en el ratén, alos 7 dias
de nacido, se observa una maxima regresion de la vascula-
turahialoideay un minimo desarrollo de lavascul aturareti-
niana, por lo que a ser sometidos a condiciones de hipoxia
relativa se puede observar una neovascularizacién retiniana
patol 6gica, independiente delavasculaturahialoidea, o que
permite una mejor cuantificacion de la angiogénesis y una
consistencia en los hallazgos.

En nuestro trabajo hemos cuantificado los nucleos de la
célulasendotelialesen laretinaapartir delaparte anterior de
|a capa de células ganglionares, adiferenciade lo reportado
por Smith en donde cuantifica Unicamente apartir delamem-
branalimitanteinterna. Esto explicaladiferenciaenlosresul-
tados, ya que los nuestros fueron mas elevados en ambos
grupos. La justificacion de esto es que los neovasos se
desarrollan apartir delas capasinternas de laretinay técni-
camente resultamés sencillo.

LasmadresdelacepaC57BL/6:Hsd responden ante situa-
ciones de estrés, como lamanipulacién y las condiciones de
hiperoxia, mediante la canibalizacién de sus crias debido a
que es unacepamuy agresiva. Después de un primer intento
fallido en el cual observamos lo anterior, utilizamos madres
nodrizas de la cepa ICR las cuales responden con menor
agresividad ante situaciones de estrés.

Lacuantificacion delosnicleos de célulasendotelialesen
laretina es una técnica muy confiable pero requiere de mu-
cho tiempo. Existelaposibilidad de utilizar unatécnicamas
répida paraobservar laneovascul arizacion, esto mediante la
perfusién de dextran-fluoresceinay montar lasretinasen pla-
no, sin embrago esta técnica es mas costosa e implica €l
uso de infraestructura especializada.
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CONCLUSIONES

Por primera vez en México se logré desarrollar un modelo
reproducible y cuantificable de retinopatia proliferativa in-
ducida por oxigeno, mediante la implementacion de infra-
estructura econdmica, para el estudio de la patogénesis 'y
terapéuticaintervencional de diversas patol ogias de neovas-
cularizacion retiniana.
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Cita histérica:

como lentes para quemar.

Aristéfanes (Atenas 444 a.C. - 385 a.C.) describe €l uso de botellas con agua dentro para magnificar laimagen y
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