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l. INTRODUCCION

1.1 Neovascularizacion corneal

La neovascularizacién corneal, una condicibn que amenaza la vision,
usualmente asociada a enfermedades inflamatorias e infecciosas de la
superficie ocular, es la formacion de nuevas estructuras vasculares en areas
gue previamente eran avasculares.

Tres mecanismos superpuestos estan involucrados con la regulacién de
neovasos: la vasculogénesis, la formacibn de nuevos vasos sanguineos
derivados de angioblastos de la médula 6sea, (mayormente durante la
embriogénesis); el reclutamiento de células endoteliales vasculares
progenitoras; y la angiogénesis, la formacion de nuevos vasos desde

estructuras vasculares preexistentes’™

La angiogénesis es comldn en crecimientos tumorales y en enfermedades
retinianas y corneales. Se ha demostrado, en estudios de angiogénesis de
cancer, que existe un balance ente los factores angiogénicos tales como el
factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y moléculas antiangiogénicas como la endostatina,
angiostatina, y el factor derivado del epitelio pigmentado (PEDF) en la

cérnea®”

Después de un dafio corneal, generalmente la herida sana sin



neovascularizacion corneal; sin embargo, esta puede ser inducida durante su
recuperacion en algunas enfermedades inflamatorias, infecciosas,
degenerativas o] traumaticas®. Enfermedades asociadas con
neovascularizacion corneal incluyen enfermedades inflamatorias, rechazo de
injerto corneal, queratitis infecciosa, hipoxia por uso de lente de contacto,
guemaduras por alcali, Glcera estromal, aniridia, deficiencia de células limbales;
en estas condiciones el balance entre los factores angiogénicos y
antiangiogénicos se inclina més hacia una regulacion a la alza de factores
angiogénicos.?1°

1.1.1 Neovascularizacion corneal y avascularidad: Epidemiologia y
factores de riesgo

El aporte sanguineo corneal se origina de las arterias ciliares, ramas de la
arteria oftalmica que subsecuentemente se dividen y terminan en el plexo
pericorneal en el area limbal. La neovasculalrizacién corneal involucra el
crecimiento de nuevos vasos esencialmente desde los capilares y vénulas del
plexo pericorneal. Tres entidades clinicas pueden ser distinguidas: (1)
Neovascularizacion profunda sobre la membrana de Descemet vista en
queratitis herpética y queratitis intersticial luética, (2) Neovascularizacion
estromal principalmente asociada con la mayoria de formas de queratitis
estromal y (3) pannus vascular compuesto de tejido conectivo proliferativo en la
periferia corneal superficial y principalmente asociado con desordenes de la
superficie ocular®**1#13,

Las enfermedades neovasculares e infecciosas de la cérnea y otras partes del

0jo representan un problema de salud publica mayor. Aunque la incidencia

exacta y porcentajes de prevalencia de la neovascularizaciéon corneal en los



Estados Unidos son desconocidos, el indice de incidencia fue estimado en 1.4
millones de pacientes por afio basado en una extrapolacion del porcentaje de
prevalencia de 4.4% en el Massachusettes Eye and Ear Infirmary en 1996."
Veinte por ciento de los especimenes corneales obtenidos durante transplante
de cérnea muestran evidencia histolégica de neovascularizacién.®%31

La calidad 6ptica de la cornea con neovascularizacion puede estar reducida por
cinco posibles mecanismos: (1) opacidad causada por las células sanguineas
circulantes en los canales vasculares, (2) arquitectura irregular de las paredes
vasculares que inducen aberraciones de alto orden, (3) alteraciones en el
espacio del colageno estromal entre los vasos sanguineos, (4) filtracion liquida,
edema y depositos de lipidos en el tejido que circunda los vasos sanguineos
permeables y (5) en el caso de pannus superficial, irregularidad de la superficie

corneal®®

1.1.2 Posibles factores que explican el privilegio angiogénico de la c6rnea
La avascularidad de la cérnea es importante para permitir la transmision de la
luz sin aberraciones importantes. Varios mecanismos pueden contribuir a la
avascularidad de la cornea y la patogénesis de la neovascularizacion corneal:
1) consideraciones mecénicas de la anatomia de la cornea (que incluyen la
constante deshidratacion, que resulta en lamelas de coldgeno empaquetadas
herméticamente y la presencia de redes compactas de queratocitos entre las
lamelas, 2) la naturaleza angiostatica de las células epiteliales corneales, 3) el
privilegio inmunoldgico de la cérnea y su dependencia en la induccion de una
desviacibn immune asociada en céamara anterior (ACAID), en la cual el

antigeno especifico, de tipo hipersensibilidad retardada (DTH) es suprimido, 4)



temperatura corneal baja, extensa inervacion, y movimiento del humor acuoso
a través de la cdrnea, 5) niveles bajos (o incluso ausencia) de factores
angiogénicos bajo condiciones homeostéticas y durante la reparacion de la
herida corneal avascular, 6) bajos niveles de metaloproteinasas
proangiogénicas, 7) la funcion de barrera de las células limbales y 8) la
produccion activa de potentes factores antiangiogénicos que contrabalancean
los estimulos proangiogénicos durante la homeostasis y la curacién avascular

de la herida.'®

1.1.3 Factores angiogénicos y neovascularizacién corneal: El papel del

VEGF y FGF en la neovascularizacion corneal

Varias moléculas aniogénicas expresadas durante la reparacion de la lesion
corneal han sido identificadas, incluyendo VEGF y bFGF. El VEGF tiene una
regulacién elevada en corneas inflamadas y vascularizadas en ambos,
modelos humanos y animales "!%'°. E| VEGF fue inicialmente identificado
como un estimulador de la permeabilidad vascular (llamado VPF, por factor de
permeabilidad vascular) y fue demostrado subsecuentemente que era
mitdgeno especifico celular endotelial y factor angiogénico. La expresion del
VEGF ha sido correlacionada con crecimiento en vivo de vasos sanguineos
embriénicos, fisiolégicos y patolégicos?®?+%2

Los patrones de expresion espacial y temporal del VEGF y sus receptores
tirosina cinasa, flt-1 y flk-1/KDR en varios sistemas sugiere que el VEGF es

una llave mediadora de eventos vasculogénicos y angiogénicos asociados con

un amplio rango de eventos biolégicos.?*?*? Signos locales y sistémicos



(responsables para la orquestacion del crecimiento y regresion de nuevos
vasos sanguineos) regulan la expresién del gen VEGF, incluyendo cAMP,
hormonas esteroideas, agonistas proteina cinasa C, factores de crecimiento
polipeptidicos, oxigeno, radicales libres, glucosa, cobalto y hierro. Estos
agentes (agonistas proteina cinasa C, factores de crecimiento polipetidicos,
oxigeno, radicales libres) modulan la expresion del gen bFGF via regulacion
transcripcional a través de la transcripcion del activador de proteina-1 (AP-1),
AP-2, p53 y NfkB?%?’

Los péptidos de VEGF secretados son generados por empalme alternativo en
cinco isoformas: VEGF115, VEGF121, VEGF165, VEGF189 y VEGF206%.
Miembros adicionales del VEGF incluyen VEGF-B, VEGF-C y VEGF-D, los
cuales se ligan diferencialmente a los receptores del VEGF y regulan la
angiogénesis y linfangiogénesis®.

VEGF-B es un ineficiente mitbgeno celular vascular endotelial. Se une al
receptor VEGFR-1, pero no al VEGFR-2 o al VGFR-3. El VEGF-C y D son
mitogénicos para ceélulas vasculares endoteliales. Activan VEGFR-3 y estan
involucradas en la regulaciéon del crecimiento y/o diferenciacion del endotelio
linfatico y vascular sanguineo. El VEGF es producido por pericitos, fibroblastos,
macrofagos, células T, células del epitelio pigmentario de la retina, astrocitos y
células del musculo liso. EI VEGF 121 y VEGF 165 son eficientemente
exportadas desde la célula; VEGF189 y VEGF206 estan predominantemente
asociadas a las células y muy pobremente secretadas. La actividad de la
permeabilidad vascular fue detectada para todas las isoformas de VEGF vy la
actividad mitogénica de las células vasculares endoteliales fue aparente

solamente en las isoformas VEGF121 y VEGF165. En adicién, el VEGF121 es



mas angiogénico que el VEGF165 y VEGF189. Asi, un empalme alternativo del
RNA del VEGF puede producir polipéptidos con patrones de secrecion
notablemente diferentes, lo cual sugiere multiples roles fisiologicos para esta

familia de proteinas.®>%

La expresion del VEGF es altamente regulada. La produccion aumentada de
VEGF ha sido demostrada en hipoxia y respuesta inflamatoria. Una
sobreproduccion de VEGF ha sido identificada en proliferacion de células
tumorales. En adicién, una induccion de la expresion de VEGF fue encontrada
en la transformacion maligna de células cultivadas. Similarmente, varios
reportes demuestran una regulacion a la alza de VEGF en coérneas
vascularizadas. La expresion del VEGF fue localizada en células epiteliales
corneales, células endoteliales corneales, células endoteliales vasculares de
los vasos limbares y queratocitos. En adicion, la expresion del VEGF aument6
notablemente en las células epiteliales de las cérneas inflamadas, células
endoteliales vasculares, infiltrados de macréfagos y fibroblastos en el tejido de
cicatrizacion corneal. Las concentraciones de VEGF fueron significativamente

mas altas en corneas vascularizadas que en cérneas normales de control.®

Adicionalmente, el VEGF promueve varios pasos de la angiogénesis,
incluyendo actividades proteoliticas (disolucién de la membrana del vaso
original), proliferacion de células endoteliales vasculares, migracion y formacion
de tubos capilares. La importancia del VEGF en la angiogénesis corneal fue
demostrada por la inhibicion de la neovascularizacién después de la

implantacion estromal de un anticuerpo bloqueador anti-VEGF, en un modelo
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en ratas. Este resultado ha sido reproducido usando péptidos blogueadores del

VEGF en un modelo corneal en conejos.?*

1.2 Membrana amnidética (MA)

1.2.1 Historia

Las membranas fetales fueron utilizadas desde el principio del siglo XX para
los transplantes de piel en quemaduras y Ulceras cutdneas. En 1940, por
primera vez Roth reportd el uso de la membrana amnidtica para reparar
defectos conjuntivales y simbléfaron en pacientes con quemaduras con alcalis,

pero los resultados fueron pobres. 3%

Sorsby y Simons fueron los primeros en utilizar membrana amnidtica
posiblemente sin corion y reportaron réapida recuperacidbn con pocas
complicaciones, en pacientes con quemaduras oculares ocasionadas por

agentes quimicos. %

Hubo un periodo de casi medio siglo en el que no se publicaron reportes sobre
transplante de membrana amniética humana (TMAH) hasta que en 1993, Batlle

y Perdomo lo retoman.?’

Transcurridos 50 afios de las primeras experiencias, en 1994 Kim y Tseng,
demostraron que la membrana amnidtica puede ser utlizada para la
reconstruccion de superficie corneal en un modelo animal de conejos y
establecen una nueva metodologia para la conservacion membrana amniética
a -80°C en medio Eagle-Dulbecco/glicerol 50% (v/iv) *. Con estos trabajos

como antecedentes y los avances en la preservacion y manejo de la membrana

11



amnidtica, se inicia el desarrollo de nuevas aplicaciones quirdrgicas, la
busqueda y explicacion cientifica de las propiedades inherentes y ventajas del
empleo de membrana amnidtica como injerto y/o tejido de soporte para el

cultivo de diferentes tipos celulares.

1.2.2 Histologia, fisiologia

La membrana amnidtica humana es la capa mas interna de la placenta;
compuesta por tejido ectodérmico derivado de células columnares, es
avascular, cuenta con un grosor de 0.02 a 0.5mm; esta consiste en una sola
capa de células epiteliales, una membrana basal gruesa y un estroma
avascular. Su membrana basal contiene colageno tipo IV, laminina 1, laminina
5, y fibronectina que juegan un importante rol en la adhesion epitelial corneal,
promueven la diferenciacion epitelial y previenen la apoptosis epitelial; el
estroma avascular contiene factores de crecimiento, proteinas
antiangiogénicas y antiinflamatorias e inhibidores de proteasas que proveen un
micro ambiente no inflamatorio, reduce el crecimiento fibrovascular y la
neovascularizacion anormal. También juega un papel importante en la
sefalizacion en la comunicacion del estroma y el epitelio limbal; su epitelio
produce factores antiinflamatorios y de crecimiento que benefician el

tratamiento de las enfermedades inflamatorias corneales. 3%4°

En el citoplasma se encuentran vesiculas pinociticas, abundantes organelos
entre los que destacan el reticulo endoplasmico y un aparato de Golgi, su

nicleo es de configuracion irregular, con indentaciones en la membrana
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nuclear y acimulos periféricos e irregulares de heterocromatina*. En su parte
perinuclear revela la existencia de vacuolas de significancia para su importante

funcién secretora.

La matriz estromal es totalmente avascular, rica en colageno vy
mucopolisacaridos, y las pocas células que se llegan a encontrar son
fibroblastos. Esta matriz estromal la componen tres capas: la capa compacta; la
cual se encuentra desprovista de células y formada por un tejido compacto de
ahi su nombre; la capa fibroblastica, compuesta de fibroblastos y células de
Hofbauer y por ultimo tenemos a la capa esponjosa, que se encuentra formada

por el reticulo del celoma extrembrionario® .

La membrana amniética se absorbe después de ser transplantada en la

superficie ocular dentro de 4-6 semanas.

Dependiendo del tiempo de consumo, se pueden utilizar hasta después de 1
afo de preparada, aunque algunos recomiendan almacenarla por un periodo

de tiempo indefinido®.
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1.2.3 Propiedades de la membrana amniética™

Entre las propiedades de la MA que determinan su utilidad se encuentran las

siguientes:

Regula el transporte hidroelectrolitico, ya que se trata de un tejido
metabdlicamente muy activo que regula la composicion del liquido amniético y
produce gran variedad de compuestos activos (hormonas, factores de

crecimiento y citoquinas).

Disminuye el crecimiento bacteriano: una de las utilizaciones mas
frecuentes de la membrana amnittica en Oftalmologia es el recubrimiento de
defectos epiteliales corneales persistentes donde el evitar una infeccion
sobreafiadida es fundamental. En un estudio experimental, Rao y
Chandrasekharam provocaron quemaduras profundas en animales de
experimentacion y cinco dias mas tarde se realizd escarectomia y aposicion de
membrana amniética sobre la mitad de la herida. Cultivos posteriores de la
zona situada bajo la membrana fueron infructuosos, mientras los realizados en
la zona descubierta mostraron amplia variedad de gérmenes. Robson y Krize
han demostrado recuentos bacterianos menores en aquellas heridas que
habian sido inoculadas con P. Aeruginosa y recubiertas con membrana
amniética que en aquellas recubiertas con injertos de piel o descubiertas®. Se
postula que el cierre biologico de la herida con una mas rapida instauracion de
un tejido de granulacion bien vascularizado favorece la llegada de leucocitos y

la eliminacién de restos necraéticos.
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Escasa inmunogenicidad: Adinolfi y cols, demostraron con cultivos celulares
de epitelio de la membrana amniética que los antigenos de histocompatibilidad
HLA 1, B, C y DR no pueden ser detectados en estas células con las técnicas
de inmunofluorescencia habitualmente utilizadas. Si se puede detectar una
proteina relacionada con la R2-microglobulina, cuya secuencia es casi idéntica
al HLA-G, gen del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | aislado a
partir de una linea de células B malignas y que se creia que no se expresaba
en ningun tejido humano sano. El hecho de que la expresion de esta proteina
sea maxima al principio del embarazo y baje posteriormente, afiadido al hecho
de que no se haya podido encontrar en ningun tejido humano, apoya la
hip6tesis de que el trofoblasto es un tejido antigénicamente inmaduro vy, tal vez,
incapaz de provocar una reaccion de rechazo.

De forma experimental se implantaron injertos de membrana amniética a seis
voluntarios, dos de los cuales habian rechazado previamente injertos de piel.
La region del implante fue extraida y examinada sin que se encontraran datos
de reaccion inmunolégica. Las muestras de suero extraidas un mes mas tarde
no mostraron reactividad contra células del epitelio amniotico cultivadas in

Vitro.*6

Permitir una adecuada reepitelizacion: de todas sus propiedades
probablemente sea la mas importante y la que permite que su utilizacién sea
hoy tan popular en Oftalmologia.

Se ha visto que la membrana amnittica expresa mMRNA de gran namero de

factores de crecimiento (EGF, KGF, HGF y bFGF) que pueden favorecer la
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reepitelizacion tras su trasplante, tanto si lleva células como si no, aunque las
cantidades de factores de crecimiento son significativamente mayores cuando
el epitelio esta adherido a la membrana, que sugiere un origen epitelial para
estos factores de crecimiento®’. Se ha demostrado que el cultivo de fibroblastos
en presencia de una matriz de membrana amnidtica reduce la expresion de
TGFR, asi como las sefales intercelulares via CD44, integrina bl y
FGFR1/flg*®. El resultado final conforma un fenotipo menos mitogénico,
contractil y fibrogénico que podria explicar en parte el efecto inhibidor de la
cicatrizacion que la membrana amniética presenta cuando es utilizada en la
reconstruccion de la superficie ocular.

Algunos autores*® otorgan a la membrana amniética una actividad inhibidora de
la proteinasa que podria ser util en el desarrollo de agentes para el tratamiento
de queratitis recidivantes. Asimismo, se ha detectado en el estroma de la
membrana amnidtica criopreservada tincion positiva para los inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas, agentes con conocido efecto

antiangiogénico y antiinflamatorio®.

Facilita la migracion de las células epiteliales

En el trabajo experimental de Kim y Tseng® se aprecia que, tras el trasplante
de membrana amnittica (TMA), algunos ojos (desafortunadamente no todos)
experimentan una progresiva epitelizacion, con una superficie relativamente
transparente y escasa vascularizacion. Dado que las células limbares y
corneales habian sido eliminadas con anterioridad, se puede afirmar que las

células que cubren la membrana amniética derivan del epitelio conjuntival.

16



Evitar la vascularizacion de la superficie corneal

Una de las caracteristicas mas comunes de la gran mayoria de trabajos
consultados (entre ellos el trabajo experimental de Tseng® sobre el efecto
inhibidor que sobre la neovascularizacion corneal tiene el TMA en ojos de
animales de experimentacion), es la coincidencia en destacar la menor
vascularizacioén (en algunos ojos ausente) de la cérnea en comparacion con los
0jos no sometidos a TMA. La propia avascularidad de la membrana amniética
podria ser determinante, dado que podria reducir los tejidos de granulacion

vascularizados y las cicatrices en el postoperatorio.

Impedir la apoptosis de las células epiteliales
Estudios en diferentes 6rganos han demostrado que la presencia de una

P> o de una matriz extracellular®® es capaz de evitar la

membrana basa
apoptosis de las células epiteliales, rescatandolas de nuevo hacia un nuevo
ciclo celular. Es interesante sefialar que la criopreservacion elimina la viabilidad

de las células epiteliales de la membrana amniética®.

Actlla como inhibidor de la fibrosis

Se ha demostrado que la membrana amnidtica ejerce una regulacion a la baja
sobre las sefiales que activan la secrecion de factores de crecimiento,
responsables de la activacion fibroblastica en el proceso de cicatrizacion de las
heridas®. Estudios muy recientes de Kim y cols® sugieren que la utilizacién de
un extracto de membrana amnidtica sobre una base oleosa reduce la
migracién de polimorfonucleares, la apoptosis de queratocitos y la peroxidacion

lipidica en ojos de animales de experimentacion sometidos a PRK, lo cual

17



puede sugerir que su aplicacion puede ser util en aquellos procesos que cursan
con cicatrizacion ocular importante. EI mecanismo de accién por el que
consigue este efecto no es del todo conocido. La MA constituye una capa
continua de colageno sobre la esclera que podria actuar como barrera
mecanica ante la formacién de fibrosis. Por otro lado, los diferentes factores de
crecimiento producidos en las células epiteliales de la MA podrian ser los
responsables de la modulacion de la proliferacion y diferenciacion de los
fibroblastos estromales y conjuntivales, asi como la inhibicion de la sefial de
beta-TGF39, limitando el proceso de formacion de cicatrices. Ademas, parece
que la MA promueve la epitelizacién normal y el paso de citoquinas entre las
células epiteliales y estromales, que podrian ser las responsables de inhibir la

formacion de tejido fibrético®’.
1.2.4 Aplicaciones clinicas en Oftalmologia
Cérnea

Defectos epiteliales persistentes, Ulceras corneales, descemetocele,
perforacion corneal, queratopatia bulosa, queratopatia en banda después de la
remocion quirdrgica de los depdésitos calcificados, quemaduras térmicas o
quimicas, prevencion de la cicatrizacion corneal después de cirugia refractiva
con laser excimer, necrolisis epidérmica toxica aguda y sindrome de Stevens

Johnson.

Tsubota et al® comunican que el trasplante de limbo, TMA vy tarsorrafia
(ademas del adecuado tratamiento médico de la sequedad ocular y demas

circunstancias del paciente) puede permitir una adecuada reconstruccion de la
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superficie ocular en casos seleccionados, constituyendo una alternativa a la
queratoprotesis 0 como paso previo a la realizacién de un trasplante de limbo y

posteriormente una queratoplastia penetrante.

En el tratamiento del haze consecutivo a queratectomia fototerapéutica (PRK) y
de opacidades corneales de las queratitis herpéticas estromales™, se cree que
la utilizacion de membrana amniética reduciria la muerte de los queratocitos del
estroma anterior tras la realizacion de la PRK, evitando de esta forma la

aparicion del haze corneal®.
Conjuntiva

Reconstruccion de la conjuntiva bulbar y/o fondo de saco conjuntival por
cicatrizacién o grandes lesiones, simblefaron, reparacién de bula filtrante®,

pterigion, tumores limbicos.

Estudios experimentales han demostrado que la distribucion de las subcadenas
alfa del colageno IV de la membrana amnidtica es idéntica a la del colageno
conjuntival, pero distinto del corneal, lo que justifica el hecho de que se
comporte como un elemento adecuado para reemplazar la membrana basal de
la conjuntiva®®. El TMA ha demostrado ser eficaz realizado tras amplias
resecciones conjuntivales por simblefaron, neoformaciones extensas o
cicatrices amplia563. De la misma forma, se ha llevado a cabo con éxito TMA

1** recomiendan esta

tras la cirugia del pterigion primario, Prabhasawat et a
técnica como de primera eleccion en aquellos casos en que existen dos
cabezas (nasal y temporal) y en aquellas circunstancias en que nos interesa

preservar la integridad de la conjuntiva bulbar (p. ej., en aquellos pacientes que
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pueden necesitar mas tarde la realizacion de una cirugia filtrante). En los
pterigiones recidivantes que se asocian a simblefaron, el TMA asociado a un

autotrasplante de limbo puede ser (til, segiin comunican Shimakazi et al®®.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La transparencia corneal es necesaria para la vision normal y puede ser
afectada por factores tales como infeccion, trauma quimico, degeneracion,
rechazo corneal, enfermedades metabdlicas, hipoxia relacionada a lentes de
contacto, Ulceras, aniridia, y deficiencia de células limbales®; siendo la
neovascularizacién corneal el resultado final de estas entidades;® la cual es
padecida por aproximadamente el 4.4% de los pacientes oftalmolégicos.
Ocasionalmente, la neovascularizacion corneal es de gran ayuda para la
cicatrizacion de la herida e impide la infeccién, sin embargo reduce la
transparencia corneal, deteriora en la vision y favorece el rechazo corneal en

transplantes corneales™ °’.

Kim y Tseg demostraron que la membrana amnidética tiene un efecto inhibidor
sobre la vascularizacion corneal por lo que se propone como una alternativa
de tratamiento en casos de neovascularizacion corneal®. Otros usos
reportados son la reconstrucciébn de conjuntiva bulbar y/o fondo de saco
conjuntival por cicatrizacion o grandes lesiones, simblefaron, reparacion de

bula filtrante®!, pterigion y tumores limbicos.
ptengiony
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3. JUSTIFICACION

Siendo la neovascularizacion corneal el resultado final de patologias frecuentes
como enfermedades inflamatorias, rechazo corneal, queratitis infecciosa, uso
de lente de contacto, quemaduras por Aalcali, Ulcera estromal, aniridia,
deficiencia de células limbales, entre otras®!*'2 consideramos util el
desarrollo de un modelo murino de neovascularizaciéon corneal para el estudio
de posibles tratamientos, asi como el seguimiento en patologias corneales
relacionadas a esta entidad. Asi mismo consideramos también de utilidad el
desarrollo de un modelo murino de transplante de membrana amnidtica por sus
reconocidas propiedades tales como: regulacion del transporte
hidroelectrolitico, disminucién del crecimiento bacteriano, escasa
inmunogenicidad, promueve una reepitelizacién adecuada, facilita la migracion
de las células epiteliales, evita la vascularizacion de la superficie corneal,

impide la apoptosis de las células epiteliales, actia como inhibidor de la fibrosis

entre oftras.

4. OBJETIVOS

1. Desarrollar un modelo de neovascularizacibn corneal en ratones
C57BL/6.
2. Desarrollar un modelo de transplante de membrana amnidtica en

ratones BALB/c.
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5. DISENO

Estudio intervencional, experimental, murino, prospectivo.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Induccién de la neo-vascularizacién corneal

Se utilizaron 5 ratones C57BL/6 de 4 semanas de edad, obtenidos del bioterio
del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana. Se realizdé anestesia via
intramuscular con hidrocloruro de ketamina (100 mg/kg) y xylazina (5 mg/kg) y
se utilizd6 anestesia tOpica con gotas de proparacaina al 0.5% en el ojo

derecho. El ojo izquierdo se tom6 como control.

Se realiz6 una quemadura por &lcali en el centro de la cornea, la cual fue
previamente desepitelizada con un didmetro de 2mm sin lesionar el estroma
adyacente. Se colocé un circulo de papel filtro impregnado con 1N NaOH
durante 40 segundos sobre la cérnea desepitelizada; posteriormente se realizd
un lavado corneal con solucion amortiguadora (PBS) para eliminar el exceso de

alcali.

Se valoré la induccion de la NVC mediante un examen biomicroscépico 14 dias
después de la intervencion quirargica con la utilizacién de las técnicas de

anestesia previamente descritas.
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Se documentaron los resultados por medio de fotografias clinicas tomadas con
microscopio quirdrgico y lampara de hendidura. Se determiné el grado de NVC
segln el nimero de neovasos encontrados por mm? expresada en porcentaje
de é&rea corneal (Lu et al, 2009). Este procedimiento sélo se realiz6 en ojo

derecho, el izquierdo se tom6 como ojo control.

6.2 Obtencién y preservacion de membrana amniotica

La obtencion de la membrana amnidtica es a través de un protocolo de ceséarea
electiva y con el previo consentimiento de la paciente, se le informa de los usos
que en el futuro recibira su tejido. Posteriormente en un periodo de 3 a 6 meses
se realizan nuevamente examenes seroldégicos a las pacientes para la
determinacion de infeccion por Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH),
Virus de la Hepatitis B, Virus de la Hepatitis C y para Sifilis, esto tomando en
cuenta el periodo de ventana para dichas enfermedades. Si los resultados son
negativos se procede con el protocolo de liberacion de la membrana amniética

para uso en humanos.

La obtencion del amnios y la produccion de membrana amnidtica para uso
quirdrgico en humanos, deben realizarse en condiciones asépticas y de
esterilidad. Una vez obtenidas las membranas corio-amniéticas se procede a
lavarlas con una solucidon constituida por solucion salina y antibioticos
Penicilina (50ug/ml), Estreptomicina (50ug/ml), Neomicina (100ug/ml) vy
Anfotericina B (2.5pug/mL- 100ug/ml), con el fin de eliminar sangre remanente

del tejido y reducir riesgos de contaminacion. Posteriormente se realiza una
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diseccion roma de las membranas corio-amnitticas y se hacen cortes de
diferentes tamafos del tejido amnidtico dependiendo de la aplicacion que
posteriormente se le dar4. Normalmente los cortes son de 5x5 cm, 3x3 cm, 2x2

cm, 1x1cm.

El amnios se coloca en un soporte de papel de nitrocelulosa, a fin de fijarlas,
colocando la parte estromal del amnios adherido al papel, quedando el epitelio
del amnios libre. Las fracciones de membrana amnidética se conservan a -80°C
en recipientes individuales, estériles, con una solucion de conservacion (medio
Eagle-Dulbecco y glicerol 50% v/v). Mediante este procedimiento, se conservan
las membranas amniéticas un periodo de 1 -2 afios. El tejido a emplear se
recomienda se descongele a temperatura ambiente, 30 minutos previo a su

utilizacion y se enjuague con solucion salina estéril previo a su aplicacion.

6.3 Colocacién de membrana amnidética

Se utilizaron 5 ratones BALB/c de 4 semanas de edad obtenidos del bioterio
del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana. Se realizd6 anestesia via
intramuscular con hidrocloruro de ketamina (100 mg/kg) y xylazina (5 mg/kg) y
se utilizd anestesia topica con gotas de proparacaina al 0.5% en ojo derecho.

El ojo izquierdo se tom6 como control

Se colocd la membrana aminidtica de acuerdo al tamafo corneal medido. Se

suturé con 8 puntos de nylon 10-0 a la conjuntiva bulbar.
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Al ojo derecho se le coloc6 membrana amnioética y el izquierdo se tom6é como

ojo control, se tomaron fotos con microscopio con lampara de hendidura.

7. ASPECTOS BIOETICOS Y DE SEGURIDAD

El estudio se llevo a cabo de acuerdo a los lineamientos de ARVO (The
Assocciation for Reseach in Vision and Ophthalmology) en cuanto al uso de
animales para estudios de investigacion (ver anexos 1y 2); como también bajo
el la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999, donde se especifican las

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Se utilizaron cinco ratones BALB/c y cinco ratones C57BL/6, de 4 semanas que

fueron anestesiados via intramuscular con hidrocloruro de ketamina (100

mg/kg) y xylazina (5 mg/kg).
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8. RESULTADOS

e Obtuvimos induccién de neovascularizacién corneal en 5 ojos (100%)
de ratones C57BL/6 posterior a la realizacion de una quemadura
corneal central con 1N NaOH, previa desepitelizacidn corneal.

e La neovascularizacion corneal inducida ocupaba aproximadamente
el 90% del diametro corneal a los 14 dias posteriores de la
realizacion de la quemadura corneal central en los 5 ojos (100%) de
los ratones C57BL/6 . (foto 1)

e Con las dosis anestésicas empleadas no se presentaron
complicaciones durante ni posteriormente a la realizacion de
quemadura corneal central con 1N NaOH en los ratones utilizados.

e Con el método descrito de obtenciéon de la membrana amnidtica y su
posterior conservacion en el medio Eagle-Dulbecco y glicerol 50% v/v
a -80 grados, se obtiene tejido que puede ser presevado por largos
periodos de tiempo.

e EIl transplante de membrana amnidtica criopreservada sobre la
cornea se logré realizar en los 5 ojos (100%) de ratones BALBI/c,
con la colocacién de 8 suturas de nylon 10-0 a la conjuntiva bulbar.

(foto 2)

e Los ratones BALB/c utilizados en el transplante de la membrana
amniética no sufrieron complicaciones durante ni posteriormente a la

aplicacion de las dosis anestésicas descritas.
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e lLa transparencia de la membrana amnidtica implantada fue
observada en los 5 ojos (100%) de los ratones BALB/c desde el

primer dia de realizado el transplante. (foto 2)

e No se observaron datos de inflamacion en los sitios de sutura
colocados en la conjuntiva bulbar en los 5 ojos (100%) de los
ratones BALB/c desde el primer dia del transplante de la membrana

amnidtica.

Neovascularizacién inducida por quemadura quimica en cOrnea
de raton C57BL/6.

Notese la gran neovascularizacion que ocupa aproximadamente el 90%
del diametro corneal, vista a los 14 dias posterior a la realizacién de la
guemadura quimica.
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Modelo de membrana amniotica en coOrnea de ratén BALB/c un
dia post-transplante.

Notese la gran transparencia de la membrana amnidtica, que permite
visualizar las estructuras intraoculares y ausencia de inflamacién en los
sitios de sutura.
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9. DISCUSION

Los animales, particularmente los conejos y los ratones han demostrado ser
modelos Utiles para estudiar diversas patologias que afectan la cérnea, como
la queratitis bacteriana y la neovascularizacion corneal; aunque existen algunas
desventajas cuando se usan especies con caracteristicas diferentes a las de
los humanos. Una de las diferencias mas obvias es que la mayoria de los
animales usados como modelos son consanguineos. La ventaja de usar
animales consanguineos es la consistencia experimental; sin embargo, los
animales consanguineos no representan la poblacion humana.

Diferencias menos obvias son las caracteristicas anatomicas especificas,
composicion tisular y diferentes funciones de los componentes oculares en
animales y humanos. Los humanos tienen un diametro corneal de
aproximadamente 11 mm, mientras que en los ratones mide 2.2-3.5 mm.®*% E|
grosor corneal es mayor en los humanos que en los ratones y el intervalo de

parpadeo para los humanos es aproximadamente 2.8 segundos, mientras que

dicho intervalo para los ratones es de 30 segundos.™

A diferencia del modelo de neovascularizacion corneal inducido por quemadura
quimica descrito por Changyou Li y cols. de la Universidad de Qingdao,
China, en el cual utilizaron ratones Balb/c de 6 a 8 semanas de edad, a los
cuales les colocaron (previa anestesia con clorpromazina intraperitoneal y
quetamina y aplicacion topica de hidrocloruro de proparacaina al 0.5%), una
pieza de papel filtro en forma de disco de 2 mm de diametro sumergida por 15

segundos en una solucion de NaOH a una concentracion de 1mol/l en la
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superficie corneal central durante 50 segundos para producir una quemadura
circular, con posterior lavado inmediato con 30 ml de solucién salina al 0.9 %,
nosotros utilizamos ratones C57BL/6, de 4 semanas que fueron anestesiados
via intramuscular con hidrocloruro de ketamina (100 mg/kg) y xylazina (5
mg/kg) ademas de utilizar gotas de proparacaina para anestesiar la cornea
(técnica similar a la descrita por Azar para anestesiar los ratones en su modelo
de neovascularizacion utilizado para la caracterizacion de los factores
proangiogénicos VEFG y BFGF en la cornea, aunque él utiliz6 40 mg/kg de
peso de ketamina), realizamos una quemadura por &lcali en el centro de la
misma, la cual fue previamente desepitelizada, con un papel filtro impregnado
con 1N NaOH y colocado durante 40 segundos en la cérnea central ; se realizd
un lavado de la cornea con abundante solucion amortiguadora (PBS) para
eliminar el exceso de alcali. El proceso de desepitelizacion se realiz6 en la

cornea central en un diametro de 2 mm sin dafar el estroma adyacente.

Valoramos la induccion de la NVC mediante un examen biomicroscépico 14
dias después de la intervencion quirurgica, debido a que segun los hallazgos
de Li y cols. en su modelo de neovascularizacion inducido por gquemadura
corneal, el pico mas alto de la expresion del gen S100A (proteinas
involucradas en la neovascularizacion corneal inflamatoria), se desarroll6 en el
dia 14. Por medio de un microscopio quirdrgico se tomaron fotos para ser
evaluadas; se determin6 el grado de NVC segun el porcentaje del area de la
cérnea neovascularizada (Lu et al, 2009), a diferencia de lo reportado por Li y
cols., quienes graduaron la neovascularizacién de 0 a 3, con incrementos de

0.5, usando un sistema de cuadricula para cada cuadrante, basado en la
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extension centripeta de las ramas neovasculares desde el limbo y los puntajes
para cada cuadrante fueron sumados para obtener el puntaje de
neovascularizacion corneal (rango de 0 a 12)."

La claridad y avascularidad son importantes para el funcionamiento Gptico
apropiado de la cornea. Varios estudios han examinado el proceso de
formacién de nuevos vasos sanguineos en la cérnea desde el trabajo clasico
de Arnold en 1872, mostrd que los procesos vasculares utilizan las estrias de la
sustancia del cemento intercelular para la neovascularizacion corneal.
Recientes investigaciones se han enfocado sobre el entendimiento de los
mecanismos que operan en mantener la avascularidad corneal bajo
condiciones homeostéaticas y en la curacion avascular de la herida. Estos
estudios sugieren que el privilegio angiogénico corneal involucra varias
cascadas activas y no es un proceso pasivo.

La neovascularizacién corneal es una condicibn que amenaza la vision,
usualmente asociada con desordenes inflamatorios o infecciosos de la
superficie ocular.

Como ha sido demostrado en investigaciones de la angiogénesis en el
cancer, existe un balance ente los factores angiogénicos tales como el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y moléculas antiangiogénicas como la endostatina, angiostatina, y el
factor derivado del epitelio pigmentado (PEDF) en la c6rnea®”

Después de una lesion corneal, la herida sana frecuentemente sin
neovascularizacion corneal; sin embargo, ésta puede ser inducida durante su
reparacion en algunas enfermedades inflamatorias, infecciosas, degenerativas

o traumaticas®. Enfermedades asociadas con neovascularizacion corneal
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incluyen enfermedades inflamatorias, rechazo de injerto corneal, queratitis
infecciosa, hipoxia por uso de lente de contacto, quemaduras por alcali, Ulcera
estromal, aniridia, deficiencia de células limbales; en estas condiciones el
balance entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos se inclina a favor de
la neovascularizacion debido a una regulacion a la alza de factores

angiogénicos y/o hacia la baja de los factores antiangiogénicos.?°

Lu y cols. quienes examinaron la expresion del RNA mensajero de factores
angiogénicos y antiangiogénicos en cérneas de ratones WT después de inducir
quemadura con élcali, encontraron que dicha lesion aumentaba la expresion
de CCL3 y sus receptores, CCR1 y CCRS5, junto con una infiltracion transitoria
de macrofagos positivos F4/80 y neutrdfilos positivos Gr-1, concluyendo que la
lesién producida por &lcali en la cornea inducia un incremento masivo en la
expresion del mRNA intraocular de un potente factor angiogénico, el VEGF, en

ratones WT."?

Desde la primera descripcion hecha por Roth en 1940, quien utilizé la
membrana amnidtica para reparar defectos conjuntivales en pacientes con
quemaduras con alcali, se ha tratado de darle uso en el tratamiento de defectos
de la superficie ocular y es a partir de 1994 que Kim y Tseng, demostraron que
la membrana amnibtica podia ser utilizada para la reconstruccion de la
superficie corneal en un modelo animal de conejos y establecieron una nueva
metodologia para la conservacion de la misma; iniciando el desarrollo de
nuevas aplicaciones quirdrgicas, la busqueda y explicacion cientifica de las
propiedades inherentes y ventajas del empleo de membrana amnidtica como

injerto y/o tejido de soporte para el cultivo de diferentes tipos celulares.
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La membrana amnidtica humana es la capa mas interna de la placenta,
compuesta por tejido ectodérmico derivado de células columnares, es
avascular, su grosor es de 0.02 a 0.5 mm y consiste en una sola capa de
células epiteliales, una membrana basal gruesa y un estroma avascular. Su
membrana basal contiene colageno tipo IV, laminina 1, laminina 5, y
fibronectina que juegan un importante rol en la adhesion epitelial corneal,
promueven la diferenciacion epitelial y previenen la apoptosis epitelial; el
estroma avascular contiene factores de crecimiento, proteinas
antiangiogénicas y antiinflamatorias e inhibidores de proteasas que proveen un
micro ambiente no inflamatorio, reduce el crecimiento fibrovascular y la
neovascularizacion anormal. También juega un papel importante en la
sefalizacion en la comunicacion del estroma y el epitelio limbal; su epitelio
produce factores antiinflamatorios y de crecimiento que benefician el
tratamiento de las enfermedades inflamatorias corneales. Se absorbe después
de ser transplantada en la superficie ocular dentro de 4-6 semanas y , se
puede utilizar hasta después de 1 afio de preparada, aunque algunos

recomiendan almacenarla por un periodo de tiempo indefinido.**"

Multiples estudios clinicos han demostrado su utlilidad por sus reconocidas
propiedades, entre las cuales se encuentran: regulacion del transporte
hidroelectrolitico, disminucién del crecimiento bacteriano, escasa
inmunogenicidad, promover una reepitelizacién adecuada, facilitar la migracion
de las células epiteliales, evitar la vascularizacion de la superficie corneal,
impedir la apoptosis de las células epiteliales y actuar como inhibidor de la

fibrosis entre otras.
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10. CONCLUSIONES

Con la técnica de realizacion de una quemadura quimica por &lcali, descrita en
el presente estudio, es posible obtener un modelo de induccién de
neovascularizacion corneal en ratones. Dicha técnica demostré ser sencilla,
reproducible, econdmica y de facil acceso a los animales de experimentacion

utilizados, en este caso, ratones C57BL/6.

También la técnica descrita para el transplante corneal de membrana
amnidtica en ratones BALB/c permite realizar de manera facil la colocacion de
la misma, demostrando también ser reproducible y con acceso facil a los

animales de experimentacion utilizados.

Ambos modelos pueden tener utilidad, entre otras aplicaciones, en el estudio
de nuevos tratamientos de las enfermedades que cursen con
neovascularizacion corneal y con alteraciones de la superficie corneal en las

que el uso de la membrana amni6tica pueda utilizarse como tratamiento.
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Introduction

Extreme acts from animal-rights activists have escalated recently to include
personal attacks of researchers’ homes, property and, in some cases, family
members. The activities range from vandalism and harassment to attempted
homicide. Detailed records of illegal activities committed in the name of “animal
rights” are maintained by the Foundation for Biomedical Research (FBR),
accessible on their education Web site's lllegal Incidents Report .The frequency
and severity of the acts of terror against scientists underscores the importance
of

educating the public on the necessity of animal research as well as educating
scientists on strategies to prepare for and cope with pressure from an animal-
rights group.

Recent events prompted the passage of the Animal Enterprise Terrorist Act
(AETA): an amendment to the Animal Enterprise Protection Act of 1992 (Title
18,

Sec. 42 or the US Criminal Code) that provides enhanced protection of
researchers and their families against intimidation and harassment.

Vision and ophthalmic scientists have faced a disproportionate amount of
attention from animal-rights activists, and it seems probable that attacks on the
research performed by members of the Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO) will only intensify with time. This handbook has been
prepared by the ARVO Animals in Research Committee to suggest proactive
and

reactive strategies for ARVO members who use animals in their research. This
handbook contains the following sections:

Protecting yourself against an attack
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* Reacting to questions about your research

» What ARVO can do for you?

» Other groups to contact for information and assistance

* Useful literature

* ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research

ARVO leadership considers the use of animals in research as one of the most
important and critical issues facing scientists today. The use of living animals in
properly designed vision research experiments is both ethical and obligatory to
protect people and animals from visual diseases and defects. Investigators who
use animals must assume responsibility for the proper scientific and ethical
design of experiments. The members of this Committee urge ARVO members
to

read this handbook and offer suggestions or additions for the next version. If
you

are targeted by an animal-rights activist organization, please let ARVO Science
Program & Policy staff know how we can help.

Anexo no. 2

®10

Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Visual
Research

Introduction

Guidelines for the Design of Experiments

Guidelines for the Conduct of Experiments

Factors That Relate Specifically to the Conduct of Vision and Ophthalmology Experiments
Investigators Outside the United States

Recommended References

Introduction

Research in vision and ophthalmology improves the quality of life. This improvement stems in part from progress
in ameliorating human disease and disability, in part from advances in animal health and veterinary medicine,
and in part from the enlargement of our understanding of human and animal life. Because so much of vision
research is aimed at understanding the structure and function of complex and intricately connected biological
systems, work with living animals is vital to continued progress in many areas of clinical and basic research on
vision. The proper use of animals in research is an honorable and essential contribution to the improvement of
human and animal lives.

Our concern for the humane treatment of animals obliges us always to establish that the potential benefits to
human and animal health outweigh the cost in animal lives, and it is desirable for scientific societies such as The
Association for Research in Vision and Ophthalmology to formulate guidelines for the humane use of laboratory
animals in research.

The remainder of this document provides guidelines which are generally considered acceptable and reasonable
by the biomedical research community. The guidelines are intended for the investigator who is responsible for
the humane care and use of animals in research. The discussion deals mainly with warm-blooded vertebrates,
but the principles can be applied generally. Ethical issues involving the use of any species should be considered
in relation to the complexity of its central nervous system and its apparent awareness of its environment.
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Guidelines for the Design of Experiments

The fundamental principle is that animals must not be subjected to avoidable distress or discomfort. The
investigator's first concern must therefore be to avoid the use of animals when possible.

When it is established that animals must be used, the investigator's obligation is to minimize the animal's distress
or discomfort, assessed by anthropomorphic judgments made by reasonable and prudent human observers.
Although most research on animals causes little or no distress or discomfort, certain important scientific
questions may demand experimental studies that inevitably give rise to discomfort or distress.

In such cases discomfort or distress must be minimized by careful experimental design involving the use of
analgesics and/or anesthesia. There is no difference between distress and discomfort that result from the design
of a study and distress or discomfort that are its unintended side effects. The investigator must therefore identify
and eliminate all avoidable sources of discomfort or distress, taking advantage of veterinary expertise when
necessary.

When designing studies that cannot be undertaken without animals, the investigator must justify the use of
animals and the species and number needed to provide reliable information. Experiments should be designed to
minimize the number of animals used and to avoid depletion of endangered species. Although a few experiments
have arisk of unreliable results, advances in experimental methods, within-subjects designs, and modern
statistical techniques all help reduce the number of animals used without compromising scientific quality.

Guidelines for the Conduct of Experiments

The quality of the information obtained through research depends in no small measure on the health and general
condition of the animals used. Proper animal husbandry is fundamental to the success of any research effort that
uses animals.

Research animals must be obtained and cared for in accordance with the recommendations of the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, Institute of Laboratory Animal Resources, the Public Health Service
Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals, and in Canada, the Guide to the Care and Use of
Experimental Animals by the Canadian Council of Animal Care (if conducting research in Canada).

Experienced investigators can contribute very valuable information about the care of animals rarely used in the
laboratory and about the use of animals in particular experimental situations.

Investigators in the United States must comply with relevant local, state and federal laws, including the U.S.
Animal Welfare Act, as amended, and its accompanying regulations. An Institutional Animal Care and Use
Committee must review and approve the use of animals in vision research in the United States and Canada.

Surgery should be carried out or directly supervised by persons with appropriate levels of experience and
training, and surgery performed on animals that will survive (for example, on animals intended for long-term
studies) should be undertaken with careful attention to aseptic technique and prevention of infection. Major
surgical procedures should be completed under anesthesia that will render the animal insensitive to pain. Muscle
relaxants and paralytics have no anesthetic action and must not be used as a substitute for anesthesia.
Postoperative care must include efforts to minimize discomfort and the risk of infection.

Some studies require surgical preparation of animals that are not intended to survive. In such cases the animals
ordinarily should be maintained unconscious throughout the experiment. At the end of the experiment animals
must be euthanized without recovering consciousness.

Where experiments require physical restraint and/or the withholding of food or water, the effects of which are not
themselves the objects of study, care must be taken to minimize discomfort or distress and to ensure that good
general health is maintained. Only when there is no alternative procedure should animals be subjected to
immobilization or restraint to which they cannot be adapted readily. Whenever it is not inconsistent with good
experimental design, the experimental schedule should include reasonable periods of rest and readjustment. In
the rare cases where distress and discomfort are unavoidable attributes of a well-designed study, the
investigator must, within the limits of the design, take all possible steps to minimize these effects and to minimize
the duration of the procedure and the number of animals used.

ARVO will amend The Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research pending changes to US (ILAR, updates) and EU guidelines
(FELASA and EU legislation).

Factors That Relate Specifically to the Conduct of Vision and Ophthalmology Experiments
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Besides the considerations generally applicable to all animal experiments, production of visual disability is a
special animal welfare consideration that may apply to some vision research protocols. Visual disability of
experimental animals may be either an intrinsic or an unplanned consequence of experimental design. In its
definition of major survival surgery, the Guide to the Care and Use of Laboratory Animals includes any
surgical intervention that has the potential for producing a permanent handicap in an animal that is expected to
recover. Hence, any experimental procedure that results in, or has the potential to result in, a level of visual
disability sufficient to disrupt an animal's normal daily activity should be considered a major survival procedure.
Such procedures require appropriate justifications and suitable animal care accommodations.

Protocols involving bilateral survival ocular procedures require special consideration and justification, with
particular attention to any visual consequences. Such procedures include bilateral ocular surgeries, whether
performed simultaneously or sequentially, and any other experiments with the potential to affect vision bilaterally.
The Guide to the Care and Use of Laboratory Animals recommends that animals not be subjected to multiple
major survival surgical procedures unless they are related components of a particular research project.
Accordingly, a visually disabling procedure should not be performed bilaterally unless the two procedures are
related components of a specific project. As noted in the Guide to the Care and Use of Laboratory Animals,
cost savings alone is not an adequate justification for performing multiple survival surgical procedures.

Vision investigators are encouraged to distribute unrelated tissues to investigators in other research areas and,
where practical, to obtain suitable ocular tissues from investigators working on other organs. This
recommendation applies to all species.

Inherited disorders of the visual system are significant health problems for both humans and animals. Even so,
the breeding of animals with genetic disorders leading to blindness needs specific justification. Investigators who
breed genetically impaired animals are encouraged to share such animals and tissues with qualified investigators
having complementary expertise, including those outside their own institution.

Investigators Outside the United States

Although the laws that regulate the care and use of animals in the United States are not directly applicable to
citizens of foreign countries, ARVO endorses the policies in the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, the Public Health Service Policy on the Humane Care and Use of Laboratory Animals (revised
1986), and the U.S. Animal Welfare Act, as amended. If ARVO is to support a vision scientist under scrutiny by
animal activists, the vision science experiment involving animals must conform to the guidelines established in
these documents, even though they are not necessarily enforceable by law in the country in which the
experiment is performed. Additional references are below.

Recommended References

In addition to these Guidelines, the following references on the care and use of animals in vision
research are recommended.

1. The Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC)
International: This site contains a listing of international regulations and resources by country.

2. The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NRC1996)<!--[links to (
http://www.aaalac.org/resources/theguide.cfm ) and (
http://www8.nationalacademies.org/cp/projectview.aspx?key=48959 ) and (
http://dels.nas.edulilar_n/ilarhome/guide.shtml) ]-->: main resource used by Association for
Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care's (AAALAC's) Council on Accreditation, also
a primary reference on animal care and use (required if research is conducted with PHS funds).

3. FASS Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching

4. Guide to the Care and Use of Experimental Animals: Canadian Council on Animal Care Guidelines.

5. Guidelines for the Care and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research,
National Academies Press

6. Institutional Animal Care and Use Committee Guidebook

7. NIH Anesthesia/Analgesia Formulary: Table of commonly used drugs at the National Institutes of
Health (NIH) for pre-anesthesia, anesthesia, analgesia, sedation, tranquilization, and restraint of animal
species.

8. NIH 2008 Guidance for Researchers & Institutions: Good animal care and good science go hand-in-
hand

9. NIH Medical Research with Animals Website: The site contains information for researchers and
institutions, as well as the general public, including a fact sheet on the benefits of biomedical research
and a Frequently Asked Questions section.

10. NIH Model Organisms for Biomedical Research

11. NIH Grants Policy Statement (2003)

12. NIH iEdison

13. Office of Laboratory Animal Welfare
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14.
15.

16.

17.

18.
19.

Public Health Service (PHS) Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals.

Office of Lab Animal Welfare Public Health Service Policy on Humane Care and Use of
Laboratory Animals Tutorial: a tutorial for new animal care and use committee members, institutional
administrators, investigators, animal care personnel and veterinarians.

USDA - Animal Welfare Act and Regulations: a document with regulations to improve animal care
and use in research, testing, teaching, and exhibition.

For international members:

Responsibility in the use of animals in bioscience research: Expectations of the major research
council and charitable funding bodies: Medical Research Council guide for the use of animals.
FELASA: Federation of European Laboratory Animal Science Associations.

EU legislation on the protection of animals used for experimental and other scientific purposes:
legislation passed by the European Commission that governs the use of laboratory animals.

51



	Portada

	Índice

	1. Introducción 

	2. Planteamiento del Problema

	3. Justificación   4. Objetivos 
	5. Diseño    6. Material y Métodos

	7. Aspectos Bioéticos y de Seguridad

	8. Resultados

	9. Discusión

	10. Conclusiones

	11. Referencia Bibliográfica

	12. Anexos


