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RESUMEN

Objetivos: Las complicaciones obstétricas y entre ellas la asfixia perinatal (AP), son causa de lesiones retinia-
nas, como la retinopatia proliferativa isquémica, que incluye a la retinopatia del prematuro (ROP). Hasta hoy
no existen modelos para estudiar esta afeccion.

Métodos: Se presenta un modelo de AP experimental, con el que se han podido estudiar alteraciones es-
tructurales y ultraestructurales en la retina.

Resultados: Hemos observado el desarrollo de una membrana neovascular epirretinal, signos de neurode-
generacion, vasos de neoformacién y reaccién astroglial. Estas alteraciones son compatibles con las des-
cripciones histopatolégicas de ROP.

Conclusiones: El modelo de AP es util para estudiar experimentalmente la ROP. La aplicacién de hipotermia
tiene un potente efecto protector sobre las alteraciones descriptas. Esto permitiria el desarrollo de terapias
que eviten o atenuen el dafio en la retina, aportando mejoria en la calidad de vida y disminuyendo el costo
médico, familiar y social en patologias de ceguera evitables.

Palabras claves: retina, asfixia perinatal, retinopatia del prematuro, hipotermia.
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ABSTRACT

Objective: Obstetric complications, perinatal asphyxia (PA) included, are cause of retinal injuries as
retinopathy of prematurity (ROP), a type of ischemic proliferative retinopathy. Up to date there are not
experimental models for studying this disease.

Methods: We present a model of experimental PA which shows structural and ultrastructural retinal alterations.

Results:We observed the pathologicdevelopmentof neovascularepirretinal membrane, neurodegeneration,
vessels of neoformation and astroglial reaction. These alterations are compatible with the histopathological
description of ROP.

Conclusions: This model of PA is useful for studying the ROP at experimental level. The application of
hypothermia has a potent protective effect in the described alterations. This study could contribute in the
development of therapies in order to ameliorate or avoid the retinal damage. In this manner, hypothermia
could improve life quality and decrease medical, familiar and social costs for evitable causes of blindness.

Key words: retina, perinatal asphyxia, retinopathy of prematurity, hypothermia.

Introduccion

La asfixia perinatal (AP) es el problema mas serio
a nivel mundial en Perinatologia. Cada afio, cua-
tro millones de recién nacidos sufren AP. Segun
numerosas estadisticas clinicas, una tercera parte
fallece y otro tercio no padecera consecuencias,
mientras que el tercio restante sufrird dafios neu-
rolégicos, entre los cuales se incluyen diferen-
tes grados de retinopatia isquémica (Hill' 1991,
Younkin? 1992). La gravedad sufrida durante el
parto no se relaciona con un prondstico de mor-
bo-mortalidad, y es asi como casos de AP graves
pueden no desarrollar lesiones neuroldgicas y
casos leves pueden terminar en espasticidad o
muerte. Todo parece indicar que la susceptibi-
lidad individual es el factor mas importante en
cuanto al desarrollo de lesién en el sistema ner-
vioso central (SNC). En paises subdesarrollados,
la AP es un problema aun mas grave, debido a
que las precauciones, o los cuidados necesarios,
no son considerados o aplicados en forma ade-
cuada (Costello? 1994).

El crecimiento normal y la homeostasis de
un feto dependen de su adecuado intercambio
de gases, nutrientes y productos metabdlicos
con la placenta. Si estos mecanismos fallan, se
establece una insuficiencia en los requerimien-

tos fetales, especialmente del oxigeno, llevan-
do a un estado de asfixia aguda o crénica. En el
90% de los casos esta asfixia se produce durante
el periodo ante-parto (compresion de corddn
umbilical, malas maniobras obstétricas, placen-
ta previa, desprendimiento de placenta, enve-
jecimiento placentario, hemorragia y/o anemia
materna, toxemia gravidica, infarto placentario,
etc.), denominandose a este estado como asfixia
perinatal (AP).

La AP se encuentra entre aquellas afecciones
que inducen una hipoxia-isquemia global en el
SNC. El grado de severidad y el tiempo en que
se mantiene el arresto de oxigeno serdn determi-
nantes en el desarrollo de las consecuencias de
esta afeccion. La mayoria de los infantes mueren
en el periodo perinatal y el 20-30% de los so-
brevivientes presentaran secuelas que se haran
evidentes a corto o largo plazo entre las que se
destacan: el Sindrome de Déficit de Atencién e
Hiperactividad (DSM-IIl, American Psychiatric
Association?, 1987), epilepsias, retardo mental,
la pardlisis cerebral o espasticidad; y alteraciones
auditivas y visuales (Younkin, 1992).

Entre los mecanismos involucrados en el
dafno neuronal por hipoxia-isquemia los mas
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importantes incluyen a la liberacién de aminoa-
cidos excitatorios (Choi®>, 1987, Loidlé, 1993), la
generaciéon de radicales libres (Capani’®, 2001,
2003), la liberacién de éxido nitrico (NO) y otros
neurotransmisores, la acumulacién de 4cido lacti-
co, el masivo ingreso de calcio, la degradacion de
los fosfolipidos de membranas y lipoperoxidacion
(Farooqui®, 1994) y las alteraciones en el citoes-
queleto axonal (neurofilamentos) (Cebral', 2006).

La retina es un érgano particularmente sensi-
ble al déficit de oxigeno, y aiin mas sus capas inter-
nas (nuclear interna, plexiforme interna, de células
ganglionares, fibras del nervio éptico y limitante
interna). Si bien numerosas hipotesis se han pos-
tulado acerca de esta sensibilidad diferencial en
respuesta a la noxa hipdxica, ninguna ha sido aun
plenamente confirmada (Osborne'’, 2004).

La AP puede desarrollar en casos severos, di-
ferentes grados de retinopatias, pudiendo llevar
a la ceguera. La histopatologia que se ha obser-
vado y descripto en nuestro laboratorio (Rey-Fu-
nes'?, 2003), utilizando un modelo experimental
de AP en larata, es compatible con la descripcién
de retinopatia proliferativa isquémica (RPI), que
se observa en diferentes afecciones tales como
diabetes mellitus, oclusién de venas retinales y
retinopatia del prematuro (ROP). La RPI se carac-
teriza por presentar neovascularizacién e hiper-
trofia glial de las células de Miller en las capas
mas internas de la retina (zona epirretinal). La
ROP es la causa evitable mas frecuente de cegue-
ra en los nifos (Palmer™, 1991) y en paises con
tasas de mortalidad infantil de entre 1y 6 %, esta
afeccidn esta ahora emergiendo como la mayor
causa de la ceguera infantil (Wright', 1998; Gil-
bert™, 2001).

Los nifos con riesgo de desarrollar ROP son
aquellos prematuros de bajo peso colocados en
incubadoras en condiciones de hiperoxia y los
que reciben oxigenoterapia. En el prematuro
menor de 32 semanas, la estructura vascular de
la coroides se completa en periodos tempranos
de la vida fetal y es el soporte circulatorio de las
capas sensitivas de la retina. Este tejido coroideo
es altamente vascularizado, y es conocido que
carece de la capacidad de autorregular el aporte
de oxigeno en casos de mayor flujo sanguineo o
aumento de la PaO2 (Hardy'¢, 2000), por lo cual la
hiperoxia de lasincubadoras, a la que son expues-
tos los neonatos prematuros, resulta téxica. Esto
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es particularmente nocivo para los tejidos del
neonato inmaduro, que no tiene completamente
desarrolladas sus defensas antioxidantes, como
los sistemas enzimaticos superéxido dismutasa,
catalasa y glutation peroxidasa. (Jancov'’, 2001)

El desarrollo de la ROP consta de dos fases.
La primera, se caracteriza por una lesién de tipo
oxidativa que dana el endotelio y oblitera los
vasos en formacion, resultando en un area avas-
cular y periférica observable en la retina. El bajo
metabolismo en esta Ultima zona, es la responsa-
ble de inducir la segunda fase, desencadenando
una reactivacion de la vascularizacion, lo que re-
sulta en una neovascularizacién debida a la libe-
racién de factores angiogénicos y de crecimiento
celular y vascular como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (Hardy, 2000; Jankov',
2001;Smith'¢, 2003).

Evidentemente el tratamiento mas efectivo
para las afecciones producidas por la asfixia pe-
rinatal seria la prevenciéon. Sin embargo, dadas
las causas que la provocan, es imprescindible la
evaluacion de otras estrategias terapéuticas pre-
ventivas del dafio neurolégico y oftalmolégico a
corto y largo plazo.

A partir de estudios previos en el laboratorio,
la disminucién de la temperatura de 37°C hasta
15°C resulta en un significativo aumento en la so-
brevida en animales experimentales sometidos
a AP. Cuando la AP se induce a baja temperatura
(15°C), casi el 100% de la camada experimental
sobrevive mas alla de los 100 minutos de asfixia
(LoidI', 1993; 1997; 1998). Ademas la hipotermia
durante la AP tiene un efecto preventivo de las
consecuencias de la AP a largo plazo. Este ha-
llazgo concuerda con los estudios experimenta-
les que demuestran que las bajas temperaturas
protegen las neuronas que fueron sometidas a
isquemia cerebral transitoria. El efecto protector
estaria relacionado en un principio con la reduc-
cién de las demandas energéticas cerebrales y
el consecuente ahorro en el consumo de ATP
(Young®', 1983). También, el tratamiento hipo-
térmico retrasaria la instalacién de una acidosis
extracelular por acumulacion de lactato, el cual
fue propuesto como neurotéxico (Nedegaard?,
1991).

Histéricamente, se han realizado algunas
aplicaciones clinicas combinando hipotermia
y presion positiva de oxigeno en recién naci-
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dos asficticos que prometieron ser muy exitosas
(Westin?3, 1971). Estudios con neonatos asficti-
cos que fueron inmediatamente colocados en
agua a una temperatura de 8 a 14°C hasta que
presentaron respiracién espontanea no asistida,
fueron controlados durante 3 aflos evaluando su
desarrollo; el cual resulto ser normal y sin pre-
sentar episodios convulsivos (Dunn y Miller®,
1969). No queda claro por qué estos estudios
no han tenido mayor resonancia médica clinica
siendo que la muerte post-asfixia es cercana al
50%. Quizas una de las causas por las que no se
practica este tipo de tratamiento sea por el te-
mor de incrementar los indices de morbimorta-
lidad. Aunque no hay controversias en cuanto a
que una larga exposicion al frio es perjudicial, no
existen evidencias de que una disminucién de la
temperatura corporal lo sea, cuando se aplica en
forma transitoria, inmediatamente después del
nacimiento o durante la asfixia. Este tipo de estu-
dios fueron practicamente olvidados hasta que a
principios de los afios 80 la hipotermia vuelve a
tomar vigencia como agente neuroprotector en
el infarto cerebral (Globus®?%, 1987 y 1989).

En experimentos previos del laboratorio, se
ha observado que la AP a 37°C (en condiciones
de normotermia) presenta una mortalidad del
100% luego de 22 minutos de asfixia. Sin em-
bargo, a 15°C el 100% de los animales sobrevive.
Por lo tanto la mortalidad producida por AP (a
37°C) puede ser disminuida al cambiar la tem-
peratura durante la asfixia. Otras observaciones
indicaron que se puede disminuir la mortalidad,
cuando el cambio de temperatura de 37°C a
15°C se realice antes de los 15 minutos de expo-
sicién asfictica. Luego de este periodo de tiem-
po, la reduccién de temperatura no previene la
mortalidad. Estos experimentos demuestran la
importancia que tiene la temperatura en que se
produce la asfixia y la capacidad preventiva de
la hipotermia (Loidl, 1997).

Se presenta en este trabajo un estudio es-
tructural y ultraestructural de la retina de anima-
les sometidos a un modelo experimental de AP.
Se evalud la potencial utilidad de este modelo
para estudiar la ROP, asi como el efecto terapéu-
tico de la aplicacion de hipotermia.

Materiales y métodos

Modelo de desarrollo de ROP por asfixia peri-
natal (AP):

Animales

Entodos los casos se utilizaron ratas de la cepa
Sprague-Dawley, con calidad genética y sanitaria
certificada en el bioterio del Instituto de Biologia y
Medicina Experimental, siguiendo las normas in-
ternacionales de FELASA (Federation of European
Laboratory Animal Science Associations).

Todos los procedimientos relacionados con
el manejo y tratamiento de los animales fue rea-
lizado de acuerdo con la guia de cuidados para
animales de laboratorio (revisada en 1996) de los
Institutos Nacionales de la Salud de los Estados
Unidos de América (National Institute of Health
Guife for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals - Publications No. 80-23).

Induccidn de la asfixia

Se utilizaron ratas prefiadas (n = 52) en el
ultimo dia de gestacién (22-23 dias). Las mismas
fueron anestesiadas con hidrato de cloral 28%
P/V (0.1ml/100g/peso); y rapidamente histerec-
tomizadas. Posteriormente, los fetos aun conte-
nidos dentro del Utero extirpado, se sumergieron
durante 20 minutos en: agua a 37°C (asfixia peri-
natal severa en normotermia, AP) o agua a 15°C
(AP en hipotermia, HIP). Inmediatamente luego
de la AP, los fetos fueron extraidos del Utero, se-
cados de sus fluidos y estimulados manualmente
a respirar, siendo un signo importante de su re-
cuperacién el boqueo o “gasping”

Se procedié entonces a ligar el cordon um-
bilical, y se observé a los animales durante los
40-80 minutos posteriores al alumbramiento ma-
nual. Los sobrevivientes fueron colocados con
una rata madre sustituta, que tuvo cria normal-
mente el mismo dia, reemplazando parte de sus
recién nacidos por los experimentales asficticos
previamente identificados. Se consideraron ani-
males experimentales Unicamente aquellos que
cumplieron con los siguientes parametros: 1)
longitud occipitocaudal > 41 mm; (2) peso > 5 g.

En experimentos previos (Loidl, 1998) ha sido
determinado que el porcentaje de sobrevida de
los animales depende del tiempo y de la tempe-
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ratura en que se induce la AP. A37°Chay un 100%
de sobrevida hasta 15 min., 20% de sobrevida a
los 20 minutos y 0% de sobrevida mas alla de los
22 min. En cambio, en condiciones de hipotermia
a 15°C, la sobrevida se extiende dramaticamente
hasta un 100% a los 100 minutos, siendo 0% més
alld de los 145 min. Ademas, ha sido observado
que las ratas hembras presentan una sobrevida
significativamente mayor que los machos some-
tidos a AP en condiciones de normotermia.

En el presente estudio se utilizaron sola-
mente ratas macho para evitar la influencia de
los estrégenos, generdndose los siguientes gru-
pos experimentales: a) Controles nacidos por ce-
sarea (CTL), b) AP durante 20 minutos a 37°C (AP)
y ¢) AP durante 20 minutos a 15°C (HIP).

El modelo animal utilizado ha sido aprobado
por los Comités de Etica del Instituto de Biologia
y Medicina Experimental (IByME), Buenos Aires,
Argentina; del Karolinska Institutet, Estocolmo,
Suecia y del Akademisch Ziekenhuis Maastricht
(AzM), Maastricht, Paises Bajos.

Obtencion del tejido

Cuando los animales sometidos a AP, en
condiciones de normotermia e hipotermia, y sus
controles cumplieron los 60 dias de edad, estos
fueron anestesiados con hidrato de cloral 28%
P/V (0.1ml/100g/peso) por via intraperitoneal,
enucleados y sacrificados. Luego, se descartaron
los polos anteriores de los ojos y los cristalinos,
para facilitar la fijacion de los polos posteriores
que contienen las retinas. La fijacion se realizé
por inmersién de las mismas en una solucién de
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0,1M
pH 7,4 por 24 horas a 4°C. Luego se procedié con
el material de estudio de la siguiente manera:

Procesamiento de los tejidos para Microscopia
Optica (M.O.)

Técnica de Hematoxilina-Eosina (H-E)

Los tejidos fueron deshidratados en alcoho-
les de graduacion creciente, aclarados en xilol e
incluidos en parafina. Los tacos de parafina resul-
tantes fueron cortados con un micrétomo de tipo
Minoty las secciones, de un espesor de aproxima-
damente 5-10 um, se montaron en portaobjetos.
Los tejidos fueron luego nuevamente rehidrata-
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dos y tefidos con los colorantes H-E. Finalmente,
los preparados fueron montados con resinas sin-
téticas (Depex), observados al microscopio 6pti-
co (M.O.) y fotografiados para su analisis.

Inmunohistoquimica

Los bloques de tejido fueron crioprotegidos
en sacarosa al 10%, 20% y 30% durante 3 dias
sucesivos. Los bloques fueron posteriormente
embebidos en Tisseu tec®, congelados a —=70°C y
cortados en secciones de 20 um de espesor con
un criéstato Leitz “Lauda”. Las mismas se monta-
ron en portaobjetos que previamente se incluye-
ron en gelatina al 1,5% y se procesaron para las
siguientes técnicas:

Inmunohistoquimica: Técnica de Peroxidasa-anti-
peroxidasa (PAP)

Detalles de esta técnica se pueden encontrar
en Sternberger & Sternberger’s PAP?, 1986.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos (Ac)
primarios:

a) Ac anti-GFAP (proteina gliofibrilar acida),
anticuerpo policlonal de conejo en una dilucién
de 1:3000. El aumento en la expresion de
estos filamentos intermedios indica respuesta
astroglial a lesiones en el SNC (por ej. a la lesion
hipdxica-isquemica).

b) Ac anti-CD31, anticuerpo de la cepa MEC
13.3 rata a ratén CD31, en una dilucién 1:2; su-
ministrado por el Laboratorio de la Prof. Dra.
Waistock y del Prof. Dr. Mordoh, Fundacién Le-
loir, Buenos Aires. Esta proteina es un marcador
endotelial.

Cortes semifinos para M.O.y M.E.

Para ésta técnica, las retinas obtenidas fueron
fijadas por inmersiéon en una soluciéon de para-
formaldehido al 4% + glutaraldehido al 0.25%
durante 4 horas. Luego, los polos posteriores se
lavaron, se post-fijaron en tetréxido de osmio y
se deshidrataron en alcoholes de graduaciones
crecientes y 6xido de propileno. Por ultimo, fue-
ron incluidos en Durcupan.

Se realizaron cortes de Tum de espesor con
un ultramicrétomo Reichert y se tifieron con el
colorante Azul de Toluidina. Las grillas con el ma-
terial cortado para ME fueron observadas en un
ME de transmisién Zeiss.
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Anélisis de imagenes y estadistico

Mediante un programa de andlisis por imagenes
computarizado (Scionlmage) se midié el espesor
de la epirretina en los diferentes grupos.

Las determinaciones obtenidas fueron eva-
luadas por andlisis de varianza de una via (ANO-
VA) seguidos de test de Fisher. Las diferencias
fueron consideradas significativas cuando el va-
lor de p fue menor de 0,05.

Resultados
Estudios estructurales

Hematoxilina-Eosina (H-E)

En las secciones de retina de los animales
del grupo AP se observé un claro desarrollo de
neovascularizacién en la zona mas interna de la
retina al ser comparados con el grupo CTL (Fig.1)

Las imagenes son compatibles con las des-
cripciones histopatoldgicas realizadas en huma-
nos, denominada membrana neovascular epirre-
tinal (Schulenburg y Tsanaktsidis?®, 2004). En los
animales HIP no se observéd esta neoformacion
de vasos y ademas, el grosor de la membrana
epirretinal fue menor en relacién con la de los
animales asficticos (Fig. 1).

El analisis de las imagenes registré un au-
mento significativo en el espesor de las capas
internas de la retina (ganglionar, fibras del nervio
Optico y capa limitante interna -epirretinal-) de
aproximadamente tres veces en las retinas asfic-
ticas con respecto a CTL. El grupo HIP no mostré
cambios significativos. (Grafico 1)

Tincién con Azul de Toluidina

En las imagenes obtenidas mediante esta
técnica, se observé que las retinas de los animales
del grupo AP presentan un engrosamiento de las
capas retinianas mas internas (capas de neuronas
ganglionares, de fibras del nervio éptico y limi-
tante interna —epirretina-) y vasos de neoforma-
cién, los cuales no estan presentes en las retinas
de animales del grupo CTL (Fig. 2); concordando
con los resultados obtenidos con H-E. Ademads,
en la fotografia que corresponde a los animales
AP, se destaca la presencia de nucleos de neuro-
nas con morfologia alterada y con diferentes gra-
dos de condensacién de la cromatina el cual es

signo de degeneracién neuronal. Estos cambios
se observaron tanto en neuronas ganglionares
como en neuronas de la capa nuclear interna y
fotorreceptores de la capa nuclear externa.

Estos cambios significativos estructurales y
celulares no se evidenciaron en los animales del
grupo HIP.

Inmunohistoquimica con anticuerpos contra la
proteina gliofibrilar dcida (GFAP)

En las retinas de los animales del grupo AP
se observd, un aumento de la inmunorreactivi-
dad para GFAP en las capas de fibras del nervio
Optico y limitante interna respecto a las seccio-
nes del grupo CTL. En esta zona se expanden
los procesos astrogliales de las células de Miiller
inmunomarcadas, cuyas prolongaciones inter-
nas se muestran hipertrofiadas, produciendo un
engrosamiento denominado membrana fibro-
sa epirretinal, que estd en concordancia con la
membrana neovascular epirretinal evidenciada
con la técnica de H-E. En las secciones de retinas
de los animales HIP el grosor de la zona epirreti-
nal fue similar a lo que se evidencié en los anima-
les del grupo CTL (Fig. 1).

Inmunohistoquimica con anticuerpos contra el
receptor proteico “Cluster Differentiation 31" 6
CD31

En las retinas de animales del grupo AP se
evidencié un gran aumento de la inmunorreacti-
vidad para CD31 en las capas de células ganglio-
nares, de fibras del nervio 6ptico y limitante in-
terna (epirretina), y de esta manera, se comprobd6
una clara neoformacién de vasos, reafirmando
la observacién de una membrana neovascular
epirretinal con H-E, arriba descripta. También se
observé una mayor inmunorreactividad en la
vasculatura de la capa plexiforme externa (Fig.
1). En los animales del grupo HIP la inmunorreac-
tividad para CD31 fue similar a lo evidenciado en
los animales CTL.

Estudios ultraestructurales

La microscopia electrénica confirmé los ha-
llazgos observados en la Optica. Los procesos
internos de las células de Miiller se encuentran
hipertrofiados, lo cual resulta consistente con el
aumento de la expresion de GFAP. Ademas otra
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caracteristica tipica del RPI como la neovascula-
rizacion se puede corroborar con la microscopia
electrénica. Finalmente, se evidencian neuronas
ganglionares en proceso de clara degeneracion
en el grupo AP. La hipotermia revierte estas alte-
raciones mostrando caracteristicas ultraestructu-
rales similares a los controles (Fig.2).

Discusion

Los principales hallazgos de este trabajo son: que
el modelo de asfixia perinatal utilizado reproduce
los cambios anatomopatoldgicos descriptos para
RPI confirmados tanto por microscopia optica
como por electrénica, lo cual lo hace un modelo
valido para el estudio de estas patologias; que
como se trabaja con ratas que son equivalentes
evolutivamente a la gesta de un humano de 32
semanas, este modelo es Util para estudiar la Fase
Proliferativa de la ROP y posibles estrategias tera-
péuticas y que la hipotermia durante el proceso
de asfixia, previene las alteraciones que produce
la AP.

Se han desarrollado varios modelos para
estudiar los efectos de la AP, pero la mayoria de
ellos tienen el problema de ser invasivos (por
ejemplo, ligadura carotidea), por lo cual deben
realizarse en animales de una o més semanas y
ser inmediatamente sacrificados para su estudio
(Raju?, 1992).

Nosotros hemos trabajado en el desarrollo
de un modelo experimental no invasivo (Loidl,
1993,1997) para los tejidos del animal, que pro-
duce una hipoxia-isquemia global del organismo
y por lo tanto del SNC. En este modelo la AP se
induce en el preciso momento del nacimiento,
simulando situaciones patoldgicas o de malas
maniobras que se producen durante el parto. El
logro principal de este modelo ha sido ofrecer
por primera vez, la posibilidad de estudiar los
efectos de la AP a largo plazo, ya que los recién
nacidos se dejan al cuidado fisiolégico de ma-
dres sustitutas, por lo que se desarrollan normal-
mente, facilitdndose de esta manera su estudio a
largo plazo.

Como se ha explicado arriba, la AP induce
lesiones en el SNCy la retina es unas de las areas
afectadas desarrollando una retinopatia. En la
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histopatologia, la RPI presenta como signos pa-
tognomonicos la presencia de membrana epi-
rretinal fibrosa y/o neovascular (Schulenburg
y Tsanaktsidis, 2004). Los estudios histopatolo-
gicos realizados en este modelo experimental
son consistentes con los cambios descriptos en
la patologia de la RPI. Ademds, nosotros confir-
mamos estos cambios con el analisis al micros-
copio electréonico. Por otro lado, este modelo
ofrece la posibilidad de estudiar las alteraciones
en prematuros ya que las ratas nacidas a término
son equivalentes a 28 a 32 semanas de desarro-
llo evolutivo en el humano (Palmer y Vanucci®,
1993). Si a esto le sumamos los desbalances ho-
meostaticos que sufren los neonatos en el ma-
nejo de la presién de oxigeno y flujo sanguineo,
este modelo permitiria estudiar los mecanismos
fisiopatoldgicos que se desencadenan en la fase
2 de la ROP, asi como también evaluar posibles
estrategias terapéuticas para disminucion del
dano de laretina.

Muchasinvestigaciones se hanrealizado para
intentar disminuir el avance de la RPI (Osborne,
2004; Wilkinson-Berka®', 2004; Porta y Allione*,
2004) y de la ROP. Entre los agentes terapéuticos
utilizados podemos citar: antioxidantes como vi-
tamina E (Raju®, 1997), D-penicilamina (Phelps®*,
2000), allopurinol (Russell*>, 1995), reduccion de
la exposicion a la luz (Phelps?®, 1997) y suplemen-
tacion de oxigeno (Stop ROP¥, estudio multicén-
trico, 2000). Lamentablemente en general los
resultados son poco alentadores.

Por otro lado, la administracion de corticoi-
des en forma precoz a nifos pretérmino, para
prevenir enfermedad pulmonar crénica y la su-
plementacién con inositol para disminuir el Sin-
drome de Distress Respiratorio, han demostrado
como resultado secundario una disminucién en
la severidad de ROP (Howlett3®, 2003). Sin em-
bargo, estos avances terapéuticos distan de ser
un tratamiento altamente efectivo. También se
ha propuesto como terapia eficaz en la disminu-
cion del grado de neovascularizacién retinal, ala
indometacina (Nandgaonkar®®, 1999), dexame-
tasona (Rotschild*®, 1999), rofecoxib (Wilkinson-
Berka*!, 2003) y bucillamina (antiinflamatorio
similar a D-penicilamina).

Utilizando nuestro modelo experimen-
tal, hemos observado que la disminucién en la
temperatura resulta en un significativo aumen-
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to en la sobrevida de los animales sometidos a
AP, produciendo ademas un efecto protector de
las alteraciones que presentan los animales AP a
largo plazo. En el presente estudio se han exten-
dido estas observaciones a la retina. Este efecto
protector estaria relacionado con una reduccién
en las demandas energéticas (Young, 1983; Ne-
degaard, 1991). La induccion de AP en condicio-
nes de hipotermia previene la formacién de una
astrocitosis reactiva y la neovascularizacion epi-
rretinal. Por lo tanto, la hipotermia promete ser
un arma terapéutica eficaz en la prevencién de
la ROP.

En conclusién, el modelo de AP en rata seria
de utilidad para el estudio del desarrollo de RPI
y de la fase Il de la ROP, ya que si bien es dificil
evaluar si las consecuencias clinicas son similares
al humano, los cambios estructurales y ultraes-
tructurales que aparecen son coincidentes con
los actuales reportes histopatolégicos de dicha
afeccién. Por lo tanto, este modelo de AP seria
de utilidad para el estudio de estas patologias, y
podria aportar valiosa informacién sobre los me-
canismos fisiopatoldgicos que se desencadenan.

Este modelo experimental permitiria el es-
tudio de posibles estrategias terapéuticas. El
tratamiento hipotérmico dentro de una ventana
temporal luego de producida la asfixia, podria
ser igualmente efectivo a lo observado y ex-
puesto en este trabajo en el grupo hipotérmico.
La validacién de esta terapia proporcionaria a la
clinica una herramienta eficaz y de facil aplica-
cion para prevenir los dafos neuronales y la an-
giogénesis provocados por la hipoxia-isquemia
global en la retina.

[27]
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Figura 1: En la fila superior se observan secciones de retina tefiidas con hematoxilina-eosina que demuestran un au-
mento en el espesor de la epirretina (EP) en el grupo asfictico (AP) con respecto al control (CTL) e hipotérmico (HIP). La
flecha sefala un vaso de neoformacion.

La fila media corresponde a secciones de retina inmunoteiidas para CD31. El grupo AP presenta un aumento de la
inmunomarcacion en la regién epirretinal (flecha) con respecto a CTL e HIP.

La fila inferior corresponde a secciones de retinas inmunomarcadas para GFAP. Es notorio el aumento de la marcacion
en la epirretina de animales AP (flecha) con respecto a CTL e HIP. La cabeza de flecha muestra un proceso interno de
una célula de Miiller que se encuentra hipertrofiado y varicosado.

Referencias: EP (epirretina), Pl (capa plexiforme interna), NI (capa nuclear interna). Barra=100pum

[28]



Hacia un modelo experimental de ROP: estudio estructural y ultraestructural

Figura 2: En la columna de la izquierda se observan secciones de retina tefiidas con técnica de Nissl. En el grupo AP se
observa un engrosamiento de la epirretina (EP) y nicleos neuronales degenerados en las capas ganglionar y nuclear
interna (NI) con respecto al control (CTL). Estos cambios no se observaron en HIP. Barra=30pum

En la columna de la derecha se observan microfotografias electronicas correspondientes a nuicleos de neuronas gan-
glionares. Nétese el nucleo indentado con cromatina en grumos y vacuolizacién citoplasmatica de la neurona ganglio-
nar del grupo AP, en claro proceso degenerativo. CTL e HIP no mostraron cambios.

Referencias: EP (epirretina), Pl (capa plexiforme interna), NI (capa nuclear interna), NE (nuclear externa).

[29]
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Grafico : Diagrama de barras del espesor de la membrana BIblIOg rafia
epirretinal. Cambios en el grosor de la regién mas interna
de la retina determinados mediante en los diferentes gru-
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