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RESUMEN

Lascataratas son laprimeracausade cegueraen el
mundo, con mayor prevalenciaen los paisestropicales.
El implantedelenteintraocul ar es costoso; sin embargo,
es vélido porque ain no se ha demostrado la accién
anticatarata de un agente universal. En este trabgjo se
comparan dos aplicaciones de estreptozotocina para
reproducir un modelo experimental de cataratas
obtenidas en ratas diabetizadas. Este modelo es
aceptado enlaliteraturacientifica. Lavalidacion desu
protocolo se realiza con fines de investigacién y de
docencia en la lucha contra la ceguera. S6lo se
obtuvieron cataratas en las ratas inyectadas
intraperitonealmente y aln en este grupo, la
variabilidad fue elevada. Futuros ajustes son
requeridos para aumentar la repetibilidad dentro del
grupo con cataratas experimentales.

ABSTRACT

Cataracts are the first cause of blindness in the
world with mgjor prevalencein thetropics. Intraocul ar
lens is an expensive solution and is valid because a
universal anticataract agent is not available. In this
work, two streptozotocin aplications are compared to
reproduce an experimental cataract model in diabetic
rats. Thismodel isacceptedin the scientific literature.
The validation of this protocol is for research and
teaching purposes in the fight of blindness. Cataracts
were obtained only in the group with intraperitoneal
injection and even here the variability was high.
Further refinement isrequired to increase repeatability
within the cataractous group.
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INTRODUCCION

Lascataratas son laprimeracausade cegueraen el
mundo, con mayor prevalenciaen los paisestropicales
(Harding, 1991). El implante de lente intraocular es
efectivo pero la cirugia es costosa. Aln no se ha
demostrado la accion anticatarata de un agente
universal. Lareproduccién de cataratas experimentales
es de suma importancia para €l estudio de agentes
anticatarata. Si bien existen numerosos tipos de
cataratas, |acataratadiabéticaesquizéslapreferidaen
trabajos experimentales a fin de estudiar los
componentes osméticos que intervienen en la
opacificacion dd cristalino.

Las ratas son los animales experimentales mas
reportados en la literatura cientifica de cristalinos y
cataratas. La induccion de diabetes en ratas puede
lograrse con inyecciones de aloxan y de
estreptozotocina o también con alimentacion a base
de galactosa. Las ratas diabéticas generan cataratas a
distinta velocidad dependiendo del tipo de induccién
de diabetes. En los estados diabéticos no se produce
suficiente insulinay ello eleva la glucosa sanguinea,
lo cual causaunincremento delaglucosaend cristalino
ocular (Spiro, 1976), donde puede penetrar por ssimple
difusion (Patterson y Delamere, 1992). Este elevado
nivel de glucosaocasionalaglicacion delas proteinas
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lenticularesy pérdidadelatransparenciadel cristalino,
proceso que también se ha utilizado para explicar €l
envejecimiento de proteinas de larga duracion
(Monniery Cerami, 1979). Laglicacion causaademéas
efectos de autofluorescencia, propiedad que ha sido
utilizada para su control en formano invasiva (Abiko
et al., 1999). Cual quier medicamento que prevengala
glicacion, estariaretardando la aparicion de cataratas
oculares causadas por diabetes. Por gjemplo, se ha
demostrado laproteccion delaaspiring, € paracetamol
y €l ibuprofen en bioensayos con ratas diabéticas
(Blakytny y Harding, 1992).

En este trabajo, se compara la inyeccion de
estreptozotocina por via intravenosa en la base de la
cola, con la inyeccion por via intraperitoneal para
obtener ratas diabéticas a fin de inducir cataratas
experimental es que puedan ser observadas conlampara
de hendidura y permitan el estudio de agentes
anticatarata.

MATERIALES Y METODOS

Manipulacion deratas.

Se trabgj6é con ratas Wistar machos (BIOULA,
Mérida, Venezuela) con pesosinicial es comprendidos
en el rango 120-195 g., distribuidos en tres cajas de
cinco animales con medias y desviaciones estandar
similares. Cada semana se midio el peso corporal, la
concentracion de glucosa sanguinea 'y se capturaron
imagenes digitalizadas de cristalinos oculares
observados con lampara de hendidura.

Aplicacion deestreptozotocina.

Parainducir ladiabetes, lasratasfueron inyectadas
con estreptozotocina (Merck, USA). El grupo control
recibid inyeccion intraperitoneal con buffer citrato de
sodio 0.2M pH 4.5. Laestreptozotocina se diluy6 con
e buffer inmediatamente antes de su uso y se mantuvo
enhido hastainyectar 65 mg. kg™ por viaintraperitoneal
y 30 mg. kg! por viaintravenosa en labase dela cola
(Figura 1). Los animales se observaron durante ocho
semanas.

Observacionesdel cristalino con laldamparade
hendidura.

Se utiliz6 una lampara Topcon SL-4ED (Tokyo,
Japan) que se muestra en la Figura 2. Cada rata se
envolvié con una tela para sujetar la cabeza en la
mentoneracon € ojo paralelo a plano delahendidura.
El rayo luminoso se regulé a 35°, la longitud de la
hendidurasefij6 en 14, € anillo debarrido se mantuvo
en45°y el control derotacion delahendidurasefijé a
90°. Se selecciond € filtro blanco y setrabajé con un

aumento de 25x. Estas observaciones permitieron
elaborar diagramas (Figura3) como los sugeridos por
Kinoshita(1974) paraasignar € grado deevolucion de
la catarata segiin sea 1 (sin catarata), 2 (incipiente,
con suturas engrosadas), 3 (progresiva, con
opacidades radiales desde el ecuador), 4 (creciente,
con vacuolas dispersas), 5 (madura, con opacificacién
generalizada).

Capturadeimagenes.

Una camara de video monocromética (Cohu serie
4910, San Diego, USA) y software Scion Image 1997
fueron utilizados para capturar imagenes luego de
enfocar €l 0jo. Las imagenes capturadas en series
fueron modificadas para aumentar € contraste entre
las zonas sanas del cristalino y las deterioradas, a fin
de identificar su ubicacion espacial y realizar futuras
comparaciones cuantitativas.

Glucosa sanguinea.

Se midié en suero obtenido por sangrado de colas
laceradas de ratas mantenidas 4 h en ayuno. El andlisis
se realizé utiliazando el kit (Ultralab, Caracas,
Venezuela) a base de glucosa oxidasa. Las lecturas se
realizaron a 546 nm en un espectrofotémetro
(Boehringer, Mannheim, Alemania).

RESULTADOS

Se comparan los pesos corporalesy el contenido
de glucosa sanguinea (Figura 4) entre laprimeray la
octava semanas posteriores a la inyecciéon de
estreptozotocina. SegiinlaescalahedoénicadelaFigura
3, solo dos ratas del grupo inyectado intraperitoneal -
mente presentaron cataratas en el periodo de
observacion, correspondientes al grado 2 incipientey
al grado 3 progresiva.

EnlaFigura5 se presentan imagenes digitalizadas
de un cristalino sano y de un cristalino opaco con
catarata diabética. En éste Ultimo pueden observarse
las suturas blanquecinas tipicas de la catarata
incipiente y las estrias radiales caracteristicas de una
catarata en progreso.

DISCUSION

Se obtuvieron cataratas diabéticas. La inyeccion
de estreptozotocina intravenosa produjo un proceso
dediabetesméslento quelainyeccionintraperitoneal .
Si bien se trabaj6 con dos dosis, a fin de seguir los
protocolos disponibles (Blakytny y Harding, 1992;
Lambertus de Marcucci, 1993), |os efectos obtenidos
permiten confirmar que las dosis empleadas son
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Figura 2. Observacion de la rata
con la ldmpara de hendidura.

Figura 1. Posicion de las inyecciones
de estreptozotocina.
a) Intravenosa. b) Intraperitoneal.

7 3 4 5

Figura 3. Grados de evolucién de las cataratas experimentales.
1. Sin cataratas. 2. Incipiente con suturas engrosadas. 3. Progresiva,
con opacidades radiales desde el ecuador. 4. Creciente, con vacuolas
dispersas. 5. Madura, con opacificaciones generalizadas.
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Figura 4. Comparacién del tipo de aplicacion de estreptozotocina en la
primeray octava semanas. a) Pesos corporales. b) Glucosa sanguinea.
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adecuadas para cada via de administracion a fin de
producir y mantener ratas diabéticas. Sin embargo, la
aplicacidnintraperitoneal fue mas efectivaparaproducir
cataratas tempranas. En € periodo de experimentacion
de ocho semanas, no ha sido necesario reinyectar los
animales para mantener su condicién diabética. Sélo se
obtuvieron cataratas en las ratas inyectadas
intraperitonealmentey aun en este grupo, lavariabilidad
fue elevada; por €llo, futuros gjustes son requeridos para
aumentar larepetibilidad dentro del grupo con cataratas
experimentales.

Estetrabgjo esunacontribucion paralavalidacién de
protocolos experimentales de bioensayos que permitan
estudiar drogas anticatarata en la Universidad de Los
Andes. A su vez, constituye un aporte para nuevas
précticas docentes de la carrera de Bioandlisis. Dos
estudios inmediatos nos ocupan: 1. La evaluacion de
mieles de Trigona (Tetragonisca) angustula angustula,
abeja sin aguijon conocida como angelita. Estas mieles
tienen la aceptacion popular de curar las cataratas en
Brasil y Venezuela; sin embargo, no se ha evaluado
cientificamente tal propiedad curativa. 2. Laevauacion
demidesdeApismellifera utilizadasen Rumaniaparael
mismo fin. Los flavonoides son los agentes méas
estudiados que podrian inhibir cataratas seguin la teoria
osmatica, aungque hay poderosos agentes sintéticos
potenciades(Kador, 1983). Estudiospreiminaresredizados
enVenezuelapermitieron encontrar quelaluteolinay sus
derivados son muy frecuentes en mieles de abgjas sin
aguijon (Vitetal., 1997), y posiblemente sean principios
activos en lacreenciapopular de las mieles anticatarata.
Ademés del efecto inhibidor de la aldosa reductasa, los
flavonoides podrian actuar como antioxidantes y otro
model o interesante paraexplorar laviaanticataratadelas
mieles, seria la catarata inducida por exposicion
controladaaradiacion ultravioleta(Michael et al., 2000).
Posiblemente, se trate de un efecto sinérgico entre la
catarata osmdticay la oxidativa (Zatechkaet al., 1999),
cuyos estudios son muy novedosos y de demostracidn
complgaquerequiereconocer laexpresiondel ARN para
concertar enzimas en ambas vias.

Figura 5. Iméagenes digitales de cristalinos
oculares observados con la lampara de
hendidura. a) Normal. b) Con catarata
progresiva en estadio 3 seguin diagrama de
la Figura 3.
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