
Rev Mex Oftalmol; Marzo-Abril 2007; 81(2):106-109

106 Rev Mex Oftalmol

INTRODUCCIÓN

La neovascularización retiniana es una de las principales cau-
sas de ceguera en el mundo (1). En estas enfermedades, co-
lectivamente denominadas retinopatías proliferativas, que
incluyen a la retinopatía diabética, retinopatía por oclusión
de rama venosa y retinopatía del prematuro, la hipoxia apare-
ce como el precursor principal de la neovascularización me-
diante la liberación de factores vasoactivos como el FCVE –
factor de crecimiento vascular endotelial (2-5).

A pesar de la prevalencia de estas enfermedades, los even-
tos bioquímicos responsables de la neovascularización reti-
niana no se han comprendido en su totalidad. Es de esperar-
se que un mejor entendimiento de las bases fundamentales
de la angiogénesis retiniana pueda mejorar el tratamiento y la
prevención de estas patologías.

Con base en esto, surge la idea de desarrollar un modelo
animal de angiogénesis retiniana inducida por hipoxia (6-9).
El fundamento de este modelo se basa en la fisiopatología de
la retinopatía del prematuro, en la cual la hiperoxia o hiperoxia
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RESUMEN

Objetivo: Reproducir un modelo económico de retinopatía inducida por oxígeno en el ratón, en el que la neovascularización
retiniana pueda ser reproducible y cuantificable, para estudiar la patogénesis y terapéutica intervencional de las retinopatías
proliferativas.
Método: Ratones neonatos C57BL/6:Hsd del centro UNAM-Harlan, fueron expuestos a los 7 días de nacidos a 75% de
oxígeno durante 5 días. A los 12 días de nacidos se colocaron en condiciones de normoxia y fueron sacrificados 8 días después.
Los ojos enucleados fueron analizados histológicamente para conteo de células endoteliales en la retina.
Resultados: En los ratones sometidos a hiperoxia el promedio de núcleos de células endoteliales en cortes histológicos fue de
175.3 ± 15.9 comparado con el grupo control en donde obtuvimos un promedio de 58.2 ± 7.5. Se realizó una prueba no
paramétrica de Mann-Whitney con un valor de p=0.002.
Conclusiones: Se logró reproducir un modelo de retinopatía inducida por oxígeno mediante la implementación de recursos
económicos, accesibles a nuestro medio.
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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
eyes were histologically analyzed and the endothelial cells in the retina were 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 less expensive resources.
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relativa a la que se exponen los neonatos prematuros da lu-
gar a hipoxia tisular una vez que se reestablecen las condicio-
nes normóxicas (10).

Se han intentado desarrollar diversos modelos de retino-
patía inducida por oxígeno, sin embrago, la respuesta neovas-
cular a la hiperoxia había sido inconsistente y poco cuantifi-
cable (11-16). Smith y cols. logran establecer las condiciones
hiperóxicas y la cepa animal en el que la angiogénesis puede
ser cuantificable y reproducible (17).

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

MATERIAL Y MÉTODOS

Este estudio cumplió con los lineamientos establecidos por
la NOM-062-ZOO-1999 para el cuidado y uso de los animales
de laboratorio y la edición en español más reciente del cuida-
do y uso de los animales de laboratorio (18, 19). Se utilizaron
ratones neonatos de la cepa C57BL/6:Hsd (figura1) del cen-
tro UNAM-Harlan. A los 7 días de nacidos se sometieron a
una concentración de oxígeno de 75% dentro de una cámara
cerrada (figura 2) con un flujo de oxígeno de 1.5 litros por
minuto durante 5 días. Permanecieron dentro de la cámara
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°C y ciclos de luz- oscuridad de
12 horas.  A los 12 días de nacidos se abrió la cámara rees-
tableciéndose condiciones de normoxia. Fueron sacrifica-
dos 8 días después para enucleación.

Cuantificación de células endoteliales
Los ratones fueron sacrificados con 0.1 ml de pentobarbital
sódico intraperitoneal, para someterlos a enucleación inme-
diatamente. Los ojos enucleados se fijaron en formol fosfata-
do al 10% durante 24 horas. Posteriormente se embebieron
en parafina, para realizar cortes histológicos sagitales a tra-
vés de la córnea y paralelos al nervio óptico, de 6 µm de
espesor. Los cortes se tiñeron con hematoxilina y eosina, la cual permite identificar fácilmente los núcleos de las célu-

las endoteliales. Se realizaron aproximadamente 150 cortes
seriados de cada ojo y  seleccionamos en la mitad central del
globo ocular dos cortes a cada lado del nervio óptico con una
separación de 30 a 90 µm entre sí. Mediante microscopía de
luz se cuantificaron los núcleos de las células endoteliales
en 10 campos de gran aumento (figura 4), a partir de la parte
anterior de la capa de células ganglionares y hasta el vítreo.

RESULTADOS

La cuantificación histológica  se expresó como número de
células endoteliales  por corte, por ojo. En los ratones de 20
días de nacidos normales, se encontró un promedio de 58.2
± 7.5 DE comparado con el grupo sometido a hiperoxia/nor-
moxia en donde obtuvimos un promedio de 175.3 ± 15.9 DE
(figura 5, gráfica 1). Se realizó una prueba no paramétrica de
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Fig. 1. Cepa de ratón isogénicca C57BL/6:Hsd.

Fig. 2. Caja de acrílico, cerrada herméticamente, con una vía para
flujo de entrada donde se conecta el  tanque que contiene una mezcla
certificada del 75% de oxígeno y 25% de nitrógeno. Al lado opuesto
se encuentra la válvula de salida, estableciendo así un microambien-
te controlado.

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



Rev Mex Oftalmol108

Parra-Colín y cols.

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

DISCUSIÓN

En este modelo de retinopatía proliferativa la hiperoxia cau-
sa el cese en el desarrollo normal de la vasculatura retinia-
na y una vaso-obliteración similar a la observada en la reti-
nopatía del prematuro. Al regresar a condiciones de nor-
moxia, la retina periférica no perfundida se vuelve hipóxica
lo que ocasiona una neovascularización patológica.

De acuerdo con los hallazgos de Smith y cols., en el de-
sarrollo de la vasculatura retiniana en el ratón, a los 7 días
de nacido, se observa una máxima regresión de la vascula-
tura hialoidea y un mínimo desarrollo de la vasculatura reti-
niana, por lo que al ser sometidos a condiciones de hipoxia
relativa se puede observar una neovascularización retiniana
patológica, independiente de la vasculatura hialoidea, lo que
permite una mejor cuantificación de la angiogénesis y una
consistencia en los hallazgos.

En nuestro trabajo hemos cuantificado los núcleos de la
células endoteliales en la retina a partir de la parte anterior de
la capa de células ganglionares, a diferencia de lo reportado
por Smith en donde cuantifica únicamente a partir de la mem-
brana limitante interna. Esto explica la diferencia en los resul-
tados, ya que los nuestros fueron más elevados en ambos
grupos.  La justificación de esto es que los neovasos se
desarrollan a partir de las capas internas de la retina y técni-
camente resulta más sencillo.

Las madres de la cepa C57BL/6:Hsd responden ante situa-
ciones de estrés, como la manipulación y las condiciones de
hiperoxia, mediante la canibalización de sus crías debido a
que es una cepa muy 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.

La cuantificación de los núcleos de células endoteliales en
la retina es una técnica muy confiable pero requiere de mu-
cho tiempo. Existe la posibilidad de utilizar una técnica más
rápida para observar la neovascularización, esto mediante la
perfusión de dextrán-fluoresceína y montar las retinas en pla-
no, sin embrago esta técnica es más costosa e implica el
uso de infraestructura especializada.

Fig. 4. Ejemplo de corte histológico donde se muestran los 10 cam-
pos que se tomaron para contar las células endoteliales de la parte
anterior de la capa de células ganglionares al vítreo.

Gráfica 1. Promedio del conteo de células endoteliales
en grupo de ratones sometidos a hiperoxia/normoxia,

comparado con el grupo de ratones control.
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Fig. 5. Corte histológico donde se observa con claridad un penacho
de neovascularización retiniana (flecha), por encima de la membra-
na limitante interna.
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CONCLUSIONES

Por primera vez en México se logró desarrollar un modelo
reproducible y cuantificable de retinopatía proliferativa in-
ducida por oxígeno, mediante la implementación de infra-
estructura económica, para el estudio  de la patogénesis y
terapéutica intervencional de diversas patologías de neovas-
cularización retiniana.
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Cita histórica:

 Aristófanes (Atenas 444 a.C. - 385 a.C.) describe el uso de botellas con agua dentro para magnificar la imagen  y
como lentes para quemar.


