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Resumen: El propésito de este estudio es desarrollar y validar un méto-
do para el analisis de opidceos y cocaina en hueso humano. Para ello,
se recogieron fragmentos costales de 100 cadaveres. Las muestras
Oseas fueron desecadas, pulverizadas, e incubadas con acetonitrilo
en un bano de ultrasonidos. La solucién resultante fue sometida
a una extraccion en fase solida y analizada mediante GC-MS. El
método fue validado en el rango de concentraciones de 0,3-1 ng/mg
(dependiendo de la sustancia) a 150 ng/mg, las recuperaciones ab-
solutas medias oscilaron entre 66 %-110 %, el efecto de la matriz
entre 62 %-121% v la eficiencia del proceso entre 61 %-89 %. Los
valores de precision intra e inter-ensayo fueron mejores del 20 %.
Para demostrar la fiabilidad del método, fue aplicado a muestras
6seas extraidas de 6 cadaveres cuyo andlisis toxicoldgico en sangre
para estas sustancias fue positivo. Las sustancias fueron detectadas

en hueso en el 80 % de los casos.

Palabras clave: Opiaceos; Cocaina; Hueso; Postmortem; GC-MS.



Capitulo 7. Opiaceos y cocaina en hueso humano 179

7.1. Introduccion

El analisis toxicoldgico forense de muestras bioldgicas, tiene por ob-
jeto la deteccién de sustancias toxicas, como drogas o medicamentos,
en los especimenes obtenidos de cadaveres. Las muestras convencionales
que suelen tomarse son sangre, orina u érganos, sin embargo, cuando el
cuerpo se encuentra en avanzado estado de descomposicién, la mayoria
de estas muestras no estan disponibles, teniendo que recurrir a matrices
alternativas, como son el pelo (Darke, Hall, Kaye, Ross y Duflou, 2002),
los dientes (Cattaneo, Gigli, Lodi y Grandi, 2003), las unas (Engelhart
y Jenkins, 2002) o los huesos (Cornthwaite, Labine y Watterson, 2017;
Guillot, de Mazancourt, Durigon y Alvarez, 2007).

El hueso es un tejido que se encuentra muy protegido en el cuerpo,
reduciéndose la posibilidad de contaminacién por sustancias exdgenas
o de dano fisico por exposicién. Su empleo en Medicina Forense como
matriz para analisis toxicologicos, ha sido investigado ampliamente des-
de el ano 2000, obteniendo resultados alentadores (Watterson, Donohue,
2011; Wiebe y Watterson, 2014; Watterson y Botman, 2009; Watterson,
Desrosiers, Betit y cols. 2010).

A pesar de este impulso en los ltimos anos, no existen protocolos
estandarizados para la extracciéon y cuantificaciéon de sustancias en es-
ta matriz en humanos, pues aunque se han descrito estudios empleando
tejidos humanos post-mortem, principalmente se han desarrollado inves-
tigaciones con animales de experimentacion bajo condiciones controladas.
Por ello, consideramos de gran interés el desarrollo y validacion de una
metodologia para la deteccién y cuantificacion de sustancias en tejido

6seo humano.

Los opiaceos y la cocaina son drogas de un elevado consumo, que pro-

ducen numerosas intoxicaciones, generando importantes riesgos para la
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salud de los consumidores, y llegando a producir la muerte. Constituyen
un grupo de gran interés médico-legal ya que se trata de las sustancias
toxicas que mas frecuentemente se detectan en los casos de sobredo-
sis mortal, situaciones que suelen contemplar la realizacion de autopsias
(Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanias, 2018). Por este
motivo, hemos decidido centrarnos en ellas para la realizacién de nuestro

estudio.

Por tanto, el proposito de este estudio es desarrollar y validar un méto-
do para la extraccion, deteccion y cuantificacién simultaneas de opidceos
y cocaina en tejido éseo humano. Para demostrar la fiabilidad del méto-
do, sera aplicado a muestras 6seas extraidas de cadaveres cuyo andlisis

toxicolégico en sangre para estas sustancias fue positivo.

7.2. Materiales

Los estandares empleados para el desarrollo del estudio fueron los si-
guientes: 6-Monoacetilmorfina (6-MAM), morfina, cocaina, benzoilecgo-
nina (BEG), metadona y tramadol. El patrén interno (IS) empleado fue

Nalorfina.

Se recogieron 100 muestras de fragmentos costales de cadaveres autop-
siados en el Instituto de Medicina Legal de Murcia. A todos los cadaveres
se les extrajo también una muestra de sangre que se sometié a un analisis
toxicolégico. Las muestras dseas procedentes de cadaveres con resultados
toxicolégicos negativos en sangre, se postularon como posibles muestras
libres de téxicos (blancos) que, tras su verificacion, se emplearon para los
procesos de desarrollo y validacién del método. Las muestras dseas con
resultados positivos en sangre, se emplearon para la aplicacion del méto-
do desarrollado en muestras reales. El estudio fue evaluado y aprobado

por el Comité de Etica de la Universidad de Murcia.
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La cromatografia de gases-espectrometria de masas se llevé a cabo
mediante un cromatografo de gases Serie Plus 6890 equipado con un

auto-muestreador Agilent 7683 y acoplado a un detector selectivo de
masas b973N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).

7.3. Meétodos

7.3.1. Preparacion de las muestras

Todos los fragmentos costales fueron desprendidos de los restos de te-
jidos blandos adheridos, se trocearon en fracciones de aproximadamente
0,5-1 cm y se secaron en estufa a 50°C durante 24 horas. Tras este perio-
do se pulverizaron empleando un molino de bolas a una velocidad de 30
ciclos/segundo durante 2 minutos (Millmix 20, Biogen, Madrid, Espana).
El polvo de hueso resultante se conservé en tubos de plastico a -80° C

hasta su analisis.

7.3.2.  Preparacion de los estandares de calibracion, controles

de calidad y patron interno

Se prepararon diariamente estandares de calibracion de cada sustancia
a 5 concentraciones distintas: 10, 25, 50, 75 y 150 ng/mg de hueso y 3
controles de calidad (QC) a 100 ng/mg (alta concentracién), 45 ng/mg
(media concentracién) y 20 ng/mg (baja concentracién) anadiendo la
cantidad necesaria de las soluciones stock (100 pug/ml) a 300 mg de hueso
blanco. El IS Nalorfina se anadié a todas las muestras a una concentracion

de 50 ng/mg de hueso.
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7.3.3.  Procesos de extraccion y analisis

Protocolo de extraccion

A 300mg de polvo de hueso se le anadio el IS y acetonitrilo, y se some-
t16 a sonicacién durante 1 hora. A continuacién, se anadié tampdn fosfato
apH 6 0.1 M y se centrifugd durante 5 min a 3500 rpm. El sobrenadante
se sometio a una extraccion en fase solida con columnas de extraccion
CleanScreen PKG50 (3ce, 200 mg, United Chemical Technologies, Bris-
tol, PA), las cuales fueron preacondicionadas con metanol y tampén fos-
fato pH 6, tras lo cual se anadié la muestra y fueron lavadas con agua y
acido clorhidrico. Tras esto se secaron y se volvieron a lavar con metanol.
La elucién se realizé con Diclorometano:Isopropanol: Amoniaco (78:20:2).
El eluido se llevo a sequedad en corriente de nitrégeno y una vez seco,
se anadi6 BFTSA 1 %TMS y se mantuvo a 70° C durante 30 min. Tras
esto, se dejo enfriar y se inyecté 1 pul in GC-MS.

La separacion de los analitos se realizé mediante una columna capilar
(ZB-SemiVolatiles, 30 m de longitud x 0.25 mm de didmetro interno y
0.25 pm de espesor de pelicula, Phenomenex). La temperatura del horno
se program6 a 120° C durante 1 minuto (min), incrementé hasta 240° C
a razén de 30° C/min y se mantuvo 3 min. A continuacién, alcanzé los
290° C a razon de 10°C/min y se mantuvo durante 10 min. Se empled el
modo Splitless. El Helio (99 % de pureza) se empleé como gas de arrastre
a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Las temperaturas del puerto de
inyeccion, la fuente de ionizacion, el quadrupolo y la interfaz fueron 260,
230, 150 y 280 °C respectivamente.

El espectro de masas de impacto de electrones (EI) de los analitos
se obtuvo en el modo “total ion monitoring” (en el rango de 40-550
m/z) para determinar el tiempo de retencién (RT) y las masas de los

fragmentos caracteristicos de cada sustancia. En el modo “selected ion



Capitulo 7. Opiaceos y cocaina en hueso humano 183

Tabla 7.1: Tiempos de retencion e iones caracteristicos de las sustancias
analizadas mediante GC-MS. Los iones subrayados son los empleados

para la cuantificacion.

Sustancia RT  Iones caracteristicos
Cocaina 8,52 82-182-272-303
Benzoilecgonina 9,05 82-240-361
Morfina 11,14 287-401-414-429
6-MAM 11,73 287-340-399
Tramadol 6,53 58-263-153
Metadona 7,87 72-223-294
Nalorfina 12,19 414-440-455

monitoring” (SIM) se monitorizaron dichos iones caracteristicos y para
la cuantificacion se emplearon los que aparecen subrayados en la Tabla
7.1.

7.3.4. Procedimientos de validacion

Antes de la aplicacion a muestras reales, el método fue sometido a un
protocolo de validacion siguiendo los criterios aceptados para la valida-
cién bioanalitica de métodos (Wille, Coucke, De Baere y Peters, 2017;
Peters, Wissenbach, Busardo, Marchei y Pichini, 2017). Como en traba-
jos previos (Marchei et al., 2011; Pichini et al., 2016), se evaluaron la
selectividad, los remanentes, la recuperacion, el efecto de matriz, la efi-
ciencia, la linealidad, la precision, la exactitud, los limites de deteccién
y cuantificacion y la estabilidad. Para el calculo de la recuperacion, el
efecto matriz, la eficiencia, la precisién y la exactitud se emplearon los
QC de cada analito preparados por quintuplicado cada dia y en 5 dias

diferentes.
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7.3.5. Analisis estadistico

Se realizé un anadlisis de correlacién de Pearson para analizar la co-
rrelacién entre las concentraciones de sustancias en sangre y hueso. Se

consideraron estadisticamente significativos aquellos valores de p < 0, 05.

7.4. Resultados

7.4.1. Validacion

Las curvas de calibracién lineal realizadas por triplicado para todos
los analitos investigados mostraron coeficientes de determinacion (r2) >
0,990. Los LOD y LOQ aparecen en la Tabla 7.2. Los valores de preci-
sion intra e inter-ensayo obtenidos por triplicado para 3 concentraciones
diferentes fueron <20 %. El efecto matriz promedio fue de 62 %-121 %, la
recuperacién de 66 %-110% vy la eficiencia del proceso de 61 %-89 %. No
se observé degradacion significativa después de cualquiera de los tres ci-
clos de congelacién/descongelacién. No se encontraron interferencias con
sustancias endégenas a los tiempo de retenciéon de los analitos de interés,

ni tampoco entre los compuestos objeto de investigacion.

7.4.2. Aplicacion a muestras reales

El método desarrollado se aplico a muestras éseas de 6 cadaveres cuyo
analisis toxicoldgico en sangre fue positivo para las sustancias en estudio.
La Tabla 7.3 muestra las concentraciones de las sustancias en sangre y
hueso. Mediante el andlisis de correlaciones bivariadas de Pearson ob-

tuvimos un coeficiente de correlacién entre las concentraciones de las
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Tabla 7.2: Limites de detecciéon (LOD) y cuantificacion (LOQ) de cada

sustancia.

Compuesto LOD(ng/mg) LOQ(ng/mg)

6-MAM 0,1 0,3
Morfina 0,3 1,0
Cocaina 0,2 0,5
BEG 0,2 0,8
Tramadol 0,2 0,5
Metadona 0,3 0,8

sustancias en sangre y hueso del 0,921 (p < 0,05).

7.5. Discusion

El tejido 6seo es una matriz solida, resistente y heterogénea, cuyo tra-
tamiento y analisis es mas complejo que en el caso de las matrices emplea-
das habitualmente, como la sangre o la orina, de manera que los estudios
existentes sobre la deteccién de las sustancias bajo estudio en hueso no
son muy abundantes y menos aun si hablamos de hueso humano. Respec-
to a esto, Raikos, Tsoukali y Njau (2009) también encontraron morfina
en tejido 6seo en un caso de una muerte por sobredosis de un adicto a
la heroina. McGrath y Jenkins (2009) detectaron morfina en restos dseos
humanos en solo 1 de los 13 casos cuyo analisis sanguineo resulté posi-
tivo, contrastando con nuestro estudio en el que la morfina se detecté
en hueso en todos los casos positivos en sangre. Ninguno de estos dos
estudios encontré 6-MAM en hueso humano, sugiriendo que los motivos
podian ser que el método no era el adecuado para su extraccion (Raikos
et al., 2009), y la inestabilidad de esta sustancia (McGrath y Jenkins,
2009). En nuestro caso, de acuerdo con un estudio realizado en ratones
donde se detectaron 6-MAM y morfina en hueso (Guillot et al., 2007),
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Tabla 7.3: Concentracion en sangre y aproximaciones de los niveles en

hueso de las sustancias en investigacion en las muestras procedentes de

6 casos reales. ND no detectado.

Concentracion en sangre Concentracién en hueso

Muestra Sustancia
(ng/ml) (ng/g)
1 Metadona 950 15
BEG 860 11
2  Metadona 820 16
6-MAM 480 5
Morfina 130 3
BEG 40 N.D.
3 Metadona 920 14
Morfina 230 4
6-MAM 310 3
4 Metadona 1220 28
Tramadol 210 6
5 Metadona 450 N.D.
6-MAM 160 N.D.
6 Metadona 1060 21

Morfina 360 7
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la 6-MAM se encontré en 2 muestras 6seas de los 3 casos positivos en
sangre a esta sustancia, demostrando que el método es apropiado para
su analisis y que, al ser la 6-MAM el principal metabolito de la heroina,

podria permitir detectar dicho consumo.

Acerca de los opiadceos sintéticos de nuestra investigacion, la metadona
fue positiva en las muestras de sangre de los 6 cadaveres y se detectd en el
hueso en el 83 % de los casos (en 5 de 6 casos), y el tramadol se cuantifico
en el hueso en el Unico caso en que se encontrd en sangre, coincidiendo
con otros estudios realizados en animales en los que se detecto tramadol
en hueso de rata (Cornthwaite et al., 2017; Wiebe. y Watterson, 2014).
Un método para la deteccién de drogas en hueso que incluya estas dos
sustancias es de gran interés forense ya que, aunque la heroina es la
droga méas frecuentemente encontrada en los informes toxicolégicos de
sobredosis fatales, estos otros opiaceos, principalmente la metadona, pero
también el tramadol, estan asociados con una parte sustancial de las
sobredosis. Ademas, la metadona es el farmaco de sustitucion de opidceos
prescrito con mayor frecuencia, recibido por casi dos tercios (63 %) de los
pacientes en tratamiento de sustitucion en Europa (Observatorio Europeo

de las Drogas y las Toxicomanias, 2018).

Sobre la BE, principal metabolito de la cocaina, encontramos un estu-
dio en el que fue detectada en 5 muestras dseas humanas de los 7 casos
positivos en sangre (McGrath y Jenkins, 2009) y en nuestro estudio fue
detectada en 1 de los 2 casos positivos en sangre. En el caso en el que
no se detecté BE en hueso, la concentracién sanguinea fue muy baja (40
ng/ml) y en todos nuestros casos, las concentraciones de sustancias en
hueso fueron mucho més bajas que sus correspondientes en sangre, de
manera que este resultado negativo en hueso podria significar que la BE
se encontraba en hueso en concentraciones muy bajas, estando quizas por
debajo del limite de deteccion del método. Su droga madre, la cocaina,
no se encontré en ningin caso, ni en los 2 casos en los que se detecto su

principal metabolito, indicando su metabolismo a BE.
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Un aspecto a resaltar en nuestra investigacion son los datos del es-
tudio de correlacion que sugieren que las concentraciones de sustancias
observadas en sangre y hueso pueden compararse. El valor absoluto del
coeficiente de correlacién fue de 0,921, lo que indica una fuerte correla-
cion. Estos resultados no estan en concordancia con otros estudios reali-
zados en animales donde se encontraron bajas correlaciones de 6-MAM,
morfina y tramadol entre ambas matrices (Guillot y cols.,2007; Wiebe y
Watterson, 2014). En el unico estudio encontrado en el que se realizara
este analisis de correlacién empleando hueso humano, parece no existir
relacion entre las concentraciones en hueso y sangre de 6-MAM, morfina,

cocaina, BE y tramadol, entre otros (McGrath y Jenkins, 2009).

En cualquier caso, se trata de datos preliminares obtenidos en el pri-
mer estudio de estas caracteristicas desarrollado en humanos, con un
nimero muy bajo de pacientes y con el objetivo principal de validar un
método simple y rapido para determinar opiaceos y cocaina en hueso. Es
necesario continuar investigando en esta area, pues como hemos expli-
cado en esta seccién, muchos son los factores que podrian influir en la
concentracion postmortem del compuesto en el hueso y por consiguiente
en esta correlacion. Por ello, la elaboracion de una base de datos am-
plia y exhaustiva de los niveles de sustancias en diversos tipos de hueso,
recogidos de numerosos casos y utilizando metodologias de preparacion

de muestras estandarizadas seria de gran valor (Watterson y Donohue,
2011).
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Resumen: Objetivo: Analizar la retina de la rata funcional y mor-

fométricamente, tras inducir una hipertension ocular aguda (HTOA).
Materiales y Métodos: Se canul6 la cdmara anterior del ojo con un
sistema hidrostatico de presion para subir la PIO hasta 75 mmHg
durante 90 minutos. Posteriormente se realizé electrorretinograma
y OCT vy finalmente se obtuvieron secciones radiales de la retina
que inmunotenimos con recoverina y proteina kinasa c¢ para bipola-
res de cono (CBC) y bastén (CBB) y medir el espesor de la retina.
Resultados: A las 24h de la lesiéon, hubo una disminucién de todas
las ondas electrorretinograficas, tanto en condiciones escotdpicas
como fotépicas. La OCT y las secciones mostraron una pérdida
progresiva de la retina interna y externa. La poblacién de CBB se
mantuvo estable, y las CBC disminuy6 aproximadamente al 50 %.
Conclusiones: La HTOA produce danos funcionales y morfolégicos

permanentes en la retina interna, y también en la retina externa.

Palabras clave: Retina; electrorretinograma de campo completo; OCT;

hipertensiéon ocular aguda; recoverina; pkc-a.
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8.1. Introduccién

La importancia del glaucoma en nuestra sociedad es cada vez mas
relevante y a dia de hoy no tiene cura. Por ello se han desarrollado nu-
merosos modelos experimentales que simulan esta enfermedad, y de este
modo evaluar los cambios fisiolégicos que se producen e investigar, por

ejemplo, el efecto de posibles farmacos que palien o curen la enfermedad.

8.1.1. El glaucoma

El glaucoma es la primera causa de ceguera irreversible en el mundo,
con aproximadamente 7.6 millones de personas ciegas bilateralmente en
el mundo, segin la definicion de ceguera establecida por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS). Se estima que, en los paises industrializa-
dos, aproximadamente la mitad de los pacientes con glaucoma no saben
que lo padecen. En los paises en desarrollo el nimero de individuos afec-
tos vy que no sabe que padece la enfermedad, es aiin mayor. Mediante
examenes oculares periddicos, la deteccion temprana y el tratamiento
adecuado, se puede prevenir la pérdida visual. Médicamente el término
glaucoma hace referencia a un grupo de enfermedades oculares fisiopa-
tologicamente heterogéneas, las cuales comparten un tipo de neuropatia
Optica caracteristica, asociada a la pérdida progresiva de la funcion vi-
sual. El glaucoma se caracteriza por la pérdida de células ganglionares
y axones de la retina, que se hace evidente a nivel de la capa de fibras
nerviosas de la retina y en el disco 6ptico, hasta que provoca defectos ca-
racteristicos de los campos visuales. A medida que las CGR mueren por
efecto del aumento de la presiéon intraocular, sus axones desaparecen, el
disco Optico comienza a aumentar su excavacion y adopta una forma de
“copa” (Cioffi, G., 2011). Uno de los factores de riesgo mas importantes

de esta enfermedad es el aumento de la presién intraocular. Esta presiéon
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es producida por la incapacidad del ojo de drenar el humor acuoso locali-
zado en la camara anterior. Se ha demostrado que el riesgo de glaucoma
aumenta un 12 % con cada mm Hg de PIO que se eleve (Dietlein TS, Her-
mann MM y Jordan JF, 2009). Para nuestro experimento hemos elegido
la rata albina como animal experimental y hemos simulado un ataque
de glaucoma aguda, elevando la PIO. Existen nimeros técnicas para un
diagnostico precoz de esta enfermedad, dos de ellas son utilizadas en este
estudio como la tomografia de coherencia éptica y el electrorretinograma
de campo completo. La tomografia de coherencia éptica o OCT, es una
técnica de diagnodstico no invasiva que proporciona iméagenes en seccion
transversal con alta resolucion de los tejidos. La OCT muestra la imagen
artificialmente como un cédigo de colores, traducido por un software que
funciona con el principio de reflectividad: a mayor reflectividad, mayor
color (amarillo-verde), y a menor reflectividad, menor color (negro-azul)
(Vizzeri, G., Kjaergaard, S. M., Rao, H. L. y Zangwill, 2L. M, 2009); asi
como del resto de las capas de la retina (Cuenca N, Ortuno-Lizaran [
y Pinilla 1., 2018) El electrorretinograma de campo completo registra la
actividad eléctrica generada por la células neurales y no neurales de la
retina que es el resultado de los cambios en la circulacién trans- retiniana
de los iones (principalmente, Na® y KT) tanto en el medio intracelular
como el extracelular que se produce como respuesta de la estimulacion
de la retina a la estimulacién nerviosa (Fishman GA., 2001). El conjunto
de corrientes que se generan en una direccién de una poblacion de célu-
las, se llaman potenciales de campo, que son registrados cuando son lo
suficientemente grandes. En el ERG de campo completo, podemos regis-
trar diferentes ondas: i) La onda a, es la primera onda que aparece, es
negativa y esta generada por los bastones en condiciones escotépicas y
por los conos en condiciones fotopicas. Esta onda registra la hiperpolari-
zacion de los fotorreceptores; ii) La onda b, es la primera onda positiva,
la mas sensible y la de mayor amplitud, de ahi que sea la mas facil de
registrar. Proviene de la despolarizacién de las células bipolares ON, en
respuesta a un estimulo luminoso; iii) La onda ¢ es la mas tardia, se le

atribuye a las células de Miiller y al epitelio pigmentario de la retina; iv)
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La respuesta umbral escotopica o STR (Scotopic Threshold Response),
aparece con estimulos muy tenues, es una onda con amplitud corta, que
se ha observado en humanos, gatos, monos, ratas y ratones (Frishman
LJ y Steinberg RH, 1989a; 1989b; Bui BV y Fortune BJ, 2004; Alarcén-
Martinez L et al., 2009; 2010). El origen de esta respuesta se ha atribuido
a la retina interna, en concreto a las CGR y amacrinas.

8.1.2. Sistema visual

Como nuestro modelo experimental se basa en el ojo de este animal, y
en concreto nos centramos en la retina es necesario explicar brevemente
el sistema visual de este roedor y cudl es su organizacién, ya que su
conocimiento va a ser vital para entender bien los cambios degenerativos

que se pueden producir.

Sucintamente, tanto en humanos como en roedores, la luz pasa a través
de la cornea, y atraviesa los medios oculares transparentes hasta llegar
a la retina. La retina del roedor, como la de todos los vertebrados, tiene
seis tipos de neuronas que se alojan en capas diferenciadas; en la capa
mas externa, situada en contacto con la coroides, estan los fotorrecep-
tores que se encargan de la fototransducciéon, es decir la captacion de
energia electromagnética y su transformacion en energia eléctrica que es
el lenguaje que utilizan las células nerviosas para comunicarse entre si
(Kolb H., 1977). Los seres humanos tienen varios tipos de fotorrecepto-
res: un tipo detecta la luz tenue y tiene por tanto gran sensibilidad a la
luz (bastones) y otros tipos son menos sensibles a la luz, pero detectan
los colores (conos). Tenemos tres tipos de conos: rojo, verde y azul 6 L,
M y S, respectivamente segin la longitud de onda a la que son mas sensi-
bles (L, large; M, medium; S, short). El resultado de la fototransduccion,
sale de los fotorreceptores y llega la capa de interconexién neuronal en

la plexiforme externa; en esta capa se produce una modulacién de esta
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informacion por el concurso de las células horizontales, y de esta capa la
informacion alcanza la capa media de la retina. En la plexiforme externa
es donde los pediculos de los conos y las esférulas de los bastones hacen
sinapsis con los distintos tipos de células bipolares y con las células ho-
rizontales. Mas hacia dentro, encontramos la capa nuclear interna (NI).
Técnicas clasicas de tincion argéntica y de Golgi, dieron lugar a la des-
cripcién de hasta 5 estratos diferentes en esta capa (Mariani AP., 1984;
Kolb H, Goede P, Roberts S, McDermott R y Gouras P., 1997), segin
la arborizacion de los terminales de las bipolares, de los procesos de las
células amacrinas y ganglionares. En esta capa se pueden contabilizar
cuatro poblaciones de células nerviosas. Por un lado, las células horizon-
tales que se comunican de manera tangencial entre si y entre otras células
y por otro, encontramos las células bipolares, células 3interplexiformes y
amacrinas. En retina humana encontramos 11 tipos de células bipolares
con tincién de Golgi. Diez de ellas son para cono y tan solo una es para
bastén 15 . Anatémicamente, en la retina central, los arboles dendriticos
bipolares son pequenos (15 pm de ancho) y se ponen en contacto con
15-20 bastones. En la retina periférica, el arbol dendritico tiene 30 um
de ancho y contacta con 40-50 bastones (Hubel, 2000).

Con respecto a los diez tipos de CBC. Siete de ellas reciben informacion
simultanea de numerosos conos, a estas bipolares se les conoce como
bipolares de cono difusas. Y las otras tres CBC contactan con los conos
con una relacion de 1:1, e informan a las CG enanas, estas son conocidos
como bipolares enanas. Estas bipolares pueden hacer contactos basales o

invasivos en los pediculos y esférulas de los fotorreceptores.

Posteriormente encontramos la plexiforme interna, es una capa muy
compleja donde realizan la sinapsis: bipolares, amacrinas, ganglionares
e interplexiformes. Atendiendo a los dos tipos de contacto entre célula
bipolar y fotorreceptor indicado anteriormente; se piensa que las células
bipolares actiian de la misma forma a la luz que los fotorreceptores cuan-

do contactan con ellos de manera basal, con una hiperpolarizacién lenta
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(canal OFF); y, por otro lado, acttiian de forma antagonista al fotorrecep-
tor cuando los terminales invaginan dentro de los pediculos o esférulas,

dando una respuesta de despolarizacion lenta (canal ON).

No todos los axones de las CB terminan en el mismo lugar; sino que lo
hacen de una manera diferenciada en la PI. Esto determinara el tipo de
senal transmitida a la célula ganglionar, ya sea de centro ON u OFF| es
esencialmente determinado por las células bipolares. Esto hace que la PI
esté formada funcionalmente por dos sublaminas: la sublamina a, forma-
da por los dos estratos méas allegados a los cuerpos celulares amacrinos
y mas internamente, la subldmina b, formada por los tres estratos que
lindan con la CGR. Como consecuencia, los canales ON y OFF llegan
separados a través de las células ganglionares hacia el cerebro. Desde la
plexiforme interna, el estimulo alcanza las células ganglionares, que son
las tinicas cuyos axones abandonan la retina para formar el nervio 6ptico
y transmitir la informacién hasta los nicleos retino-recipientes del ce-
rebro 12 . La retina de la rata, como todos los vertebrados, proyecta a
seis grandes regiones subcorticales: el nucleo supraquiasmatico, el nicleo
geniculado lateral, el nticleo pregeniculado, la regién del pretectum, el sis-
tema 6ptico accesorio y el coliculo superior. En la rata, en contraposiciéon
con el gato y el mono, las principales proyecciones de las CGR en el cere-
bro se realizan al coliculo superior y al nicleo geniculado (Nadal-Nicolas
FM, 2009; Ortin-Martinez A., 2015).

8.2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio fue analizar la retina de la rata
adulta Sprague Dawley (SD) con técnicas funcionales y morfométricas
tanto “in wvivo” como “ex wivo”, tras inducir una hipertensién ocular
aguda (HTOA). “In vivo”, utilizaremos técnicas electrofisiol6gicas de re-

gistro del electrorretinograma (ERG) de campo completo para examinar
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la funcionalidad de la retina, y estudiaremos la variacién del espesor re-
tiniano con Tomografia de Coherencia optica. “Fx wvivo”, utilizaremos
técnicas morfométricas para analizar en cortes histologicos radiales el

espesor de la retina e identificar diferentes subtipos celulares.

8.3. Materiales y métodos

8.3.1. Disefio experimental

Utilizamos un total de 41 ratas SD y disenamos cuatro grupos ex-
perimentales que se analizaron a los 3, 7, 15 6 30 dias, mas un grupo
de animales intactos (n=9). El primer grupo (grupo de 3 dias; n=7) se
analizo con OCT a las 24 y 72 horas de la lesion y se sacrificd para su
andlisis histoldgico. El segundo grupo (grupo de 7 dias; n=10) se ana-
liz6 con ERG de campo completo a 1, 3 y 7 dias y posteriormente se
sacrifico para su examen histoldgico. El tercer grupo (grupo de 15 dias;
n=6) se analiz6 con OCT a 1, 3, 7 y 15 dias de la lesion, y también se le
realiz6 ERG de campo completo a los 15 dias, posteriormente se analizé
histolégicamente. El cuarto y ultimo grupo (grupo de 30 dias; n=9), se
analizé con OCT a los 3, 7, 15 y 30 dias tras la lesion y también se le

realiz6 ERG de campo completo a los 30 dias.

8.3.2. Modelo de hipertension ocular aguda

Una vez anestesiados los animales se colocaron en mordedores. Para
aumentar la presion intraocular se conectd, mediante una aguja de ca-
libre 30G insertada en la caAmara anterior del ojo izquierdo, un sistema
hidrostatico de perfusién conectado a una botella de plastico de 500 ml

de solucién salina estéril. El ojo derecho se utilizé6 como control. Al ele-
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var la botella de suero a una altura de 150 centimetros por encima del
nivel del ojo, y como consecuencia de la presion hidrostatica de la colum-
na de agua, la PIO se elevo de los 8-10 mmHg que tiene en condiciones
normales, a los 70-80 mmHg, aproximadamente. La PIO se mantuvo uni-
forme y constante durante 90 minutos. Pasados los 90 minutos, la aguja
se retird de la camara anterior y la PIO volvié rdpidamente a los valores
previos a la cirugia (entre 8 y 10 mmHg). a medida de la PIO se realizé
con un tonémetro de rebote y contacto (TonoLab®); Tiolat Oy, Helsinki,
Finlandia).

8.3.3. Electrorretinografia de campo completo

Para la realizacién del ERG, los animales se adaptaron a la oscuridad
durante doce horas. En la sala se utilizé luz de onda larga (luz roja), que
ellos no pueden percibir por lo que siguen en condiciones escotopicaS.
En primer lugar, los anestesiamos intraperitonealmente, y se le indujo
midriasis pupilar instilandoles una gota en sendos ojos de tropicamida
al 1% (Colicursi tropicamida 1 %®); Alcon-Cusi, S.A., El Masnou, Bar-
celona, Espana). Realizamos un protocolo de estimulacién, siguiendo las
pautas que dicta la ISCEV (International Society for Clinical Electrophy-
siology of Vision). Se registraron: i) Registro de la respuesta pSTR y nStr
por medio de estimulos luminosos de intensidad muy baja (entre -4.70 y
-4.10 log cd-sm?). ii) Registro de la respuesta de bastones por medio de
estimulos de intensidad baja (entre -3.60 y -2.60 log cd-s-m?) iii) Registro
de la respuesta mixta (bastones y conos), por medio de estimulos lumino-
sos de gran intensidad (hasta 2 log cd-s'm?). iv) Registro de la respuesta
de conos, obtenido tras los registros escotopicos, se adapto al animal a
condiciones fotépicas durante b minutos por medio de una iluminacion
de fondo de 30 cd-m~?2, como marca la ISCEV. Esta respuesta se obtuvo

por medio de estimulos luminosos de gran intensidad (2 log cd-s-m?).
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8.3.4. Tomografia de coherencia Optica

A los diferentes tiempos de estudio, tras la HTOA, se realizaron to-
mografias de coherencia 6ptica de dominio espectral (SD-OCT) en los
animales experimentales. Primeramente, se anestesiaron a los animales
y se le instilé una gota de tropicamida al 1% en sendos ojos. Después
se coloco una lente de contacto a medida en la cornea. Se obtuvieron las
imagenes con un angulo de exploracion de 30° , y se tomaron 24 secciones
centrales de la retina. Con el mismo software analizamos y cuantificamos

los espesores retinianos de una forma manual.

8.3.5. Procesado, enucleacion y secciones histologicas

Para poder cumplir parte de los objetivos de este trabajo, y estudiar
morfolégica y morfométricamente las diferentes poblaciones de células de
la retina de los animales a experimentar, se procedié al procesado his-
tologico de los diferentes grupos experimentales. Una vez transcurrido
el intervalo de supervivencia de cada uno de los grupos, los animales se
anestesiaron profundamente y se sacrificaron con 1ml i.p. de pentobarbi-
tal sédico al 20 % (Dolethal®), Vetoquinol S.A., Lure, Francia), para la
perfusion intracardiaca. En primer lugar, se colocé el animal en decubito
supino bajo una campana de extraccién de gases. Posteriormente, se corté
la piel desde el apéndice xifoides hacia los hombros. Se realizé una ester-
notomia y se seccioné el diafragma y las costillas desde la linea esternal
media, hacia las claviculas. Una vez abierta la caja toracica y expuesto
corazoén y vasos se separé el pericardio. Hecho esto, se secciono el apice
del ventriculo izquierdo (con unas tijeras de punta fina) y se introdujo
una canula rigida de 14G hasta la aorta ascendente, que se conect6 a una
bomba peristaltica (ISM827, Ismatec S.A., Zurich, Suiza). Seguidamente
se seccioné la auricula derecha para que se desangrara el animal. Primero,

se perfundié al animal con suero salino al 0,9 % para eliminar los restos
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sanguineos, y seguidamente se perfundié con una solucién de paraformal-
dehido al 4% en tampén fosfato (PB) 0,1M (Ph 7.2-7.4) a 4°C para la
fijacién. Una vez perfundidos los animales, se procedié a la enucleacion de
ambos ojos. Para obtener secciones histologicas transversales de retina,
una vez extraido el ojo se disecé la copa optica. El tejido se crioprotegio
por inmersién en sacarosa en soluciones crecientes de sacarosa (Panreac
Quimica S.A. Barcelona, Espana), al 15% y al 30% en PB durante 8
y 24 horas, respectivamente a 4 o C. A continuacion, la copa éptica se
embebié en medio de montaje 6ptimo para congelacion (Tissue-Tek®)
O.C. TTM; Sakura, Finetek U.S.A, Inc., Torrance, CA, EE.UU), mante-
niendo en todo momento la orientacion correcta. Para ello, se conservaba
la parte del parpado que contiene la sutura en el polo superior y el muscu-
lo recto superior y se congelaban rapidamente en isopentano preenfriado
a -70° C. Seguidamente, se obtuvieron secciones histolégicas de 16 um
de espesor con ayuda de un criostato, las cuales fueron utilizadas para
su examen al microscopio de fluorescencia. Estos cortes se realizaban en
el plano horizontal y contenian la cabeza del nervio 6ptico en la regién
mas central del corte, asi como regiones centrales (préximas a la cabeza
del NO), y periférica de la regién nasal y temporal del corte. En estas
dos regiones de cada aspecto (nasal o temporal) se procedi a realizar
el examen cualitativo y cuantitativo de las células bipolares; asi como a

medir el espesor y el area de las capas de la retina.

8.3.6. Inmunohistofluorescencia

Este procedimiento se basa en la utilizacién de anticuerpos que se unen
especificamente al antigeno que se quiere identificar, en nuestro caso a
las células del tejido retiniano que expresan recoverina ¢ proteina kinasa
¢ (pkear), ademés se hizo una contratincién con DAPI, que identifica los
nicleos celulares. Todas las inmunofluorescencias se realizaron siguiendo

los protocolos previamente utilizados en nuestro laboratorio (Galindo-
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Romero C et al., 2011; Nadal-Nicolas FM, Salinas-Navarro M, Vidal-Sanz
M, Agudo-Barriuso M, 2015).

8.3.7. Adquisicion de imagenes

Todos y cada uno de los ojos analizados se observaron y fotografiaron
en un microscopio de fluorescencia (Axioscop 2 Plus; Zeiss Mikroskopie,
Jena, Alemania) equipado con diversos filtros y una cdmara digital de
alta resolucion (ProgRes C10, Jenoptik, Jena, Alemania). Analizamos 3
secciones transversales de la retina de cada ojo. Para el analisis estructu-
ral de las 3 secciones de las retinas se fotografiaron 4 zonas representativas
de cada seccién transversal (superior periferia, superior central, inferior
central e inferior periferia) utilizando el objetivo 20X y los 3 filtros; el
ultravioleta que permite la observacién del DAPI y dos de fluorescencia:
uno que permite la observacion de los anticuerpos conjugados en rojo
(células bipolares de cono, nicleos de fotorreceptores y procesos axona-
les de bipolares de cono en la plexiforme interna) y otro que perimiti6
ver los anticuerpos conjugados en verde (células bipolares de bastén).
Todas ellas se capturaron de tal manera que se obtuvo el mismo campo

microscopico.

8.3.8. Cuantificacion del espesor de la totalidad de la retina y

la retina interna

Se analizd a través del programa Image-Pro®Plusb.1. El espesor de la
retina total y el de la retina interna se midi6 en las cuatro regiones de las
que se habia hecho fotomicrografias (superior periferia, superior central,

inferior central, inferior periferia).

Para el espesor de la retina total, mediante un trazado de lineas, fuimos
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siguiendo el contorno de la porcion interna de la capa de las fibras hasta la
porciéon externa de los segmentos externos de los fotorreceptores. Para la
retina interna, se utilizé el mismo procedimiento, pero esta vez, se midio
desde la porcion interna de la capa de las fibras nerviosas hasta la porcién
externa de la capa nuclear interna. Asi pues, obtuvimos una medicion del
espesor total de la retina y una segunda medicién que involucra a la retina

interna.

8.3.9. Analisis estadistico

Los datos registrados fueron procesados y almacenados en hojas de
célculo (Microsoft®) Office Excel 2016, Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA). Estos datos fueron exportados al programa SigmaPlot®) 11.0
para Windows@®) (Systat Software, Inc., Richmond, CA, USA), para su
analisis estadistico. Para el andlisis entre grupos se utilizo el test de
analisis de varianza (ANOVA).

8.4. Resultados

8.4.1. Caracterizacion “in vivo” la retina de la rata adulta tras

un ataque de hipertension ocular aguda (HTOA)

A continuacion, vamos a exponer los resultados obtenidos en los re-
gistros electrorretinograficos. Hablaremos en porcentaje para su mejor
entendimiento y compararemos los ojos izquierdos con los controles, ya
que no obtuvimos diferencias significativas con respecto a los ojos con-
tralaterales. Todos los registros electrorretinograficos de cada uno de los

apartados se pueden ver en la Figura 8.1.
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Respuesta umbral escotépica (STR)

Esta respuesta esta formada por un componente positivo (pSTR) y de
otro negativo (nSTR). Los registros de ERG, a las 24 horas de haber
inducido la HTOA ya estaban considerablemente reducidos. El compo-
nente positivo de la pSTR, se redujo un 75 & 15 %,a las 24 horas. Esta
reduccién significativa (One-way ANOVA p < 0,05), se mantuvo duran-
te todos los tiempos de supervivencia. Lo mismo ocurrié con la nSTR

que se redujo en 70 + 5 %, con respecto a los animales control (One-way
ANOVA p < 0,05).

Valores de la amplitud de la onda a del ERG de campo com-

pleto, antes y tras la HTOA ratas albinas

En animales experimentales en las primeras 24 horas después de la
lesién, esta onda se redujo al 47, 5+13 %, y se mantuvo al menos hasta los
3 dias después de la lesion. A los 7 dias, se obtuvo una leve recuperacion
de esta onda y paso a ser del 73 + 16 %, quedando estabilizada hasta el

ultimo tiempo de supervivencia, 30 dias.

Valores de la amplitud de la onda b del ERG de campo com-
pleto, antes y tras la HTOA ratas albinas

En animales experimentales en las primeras 24 horas después de la
lesién, esta onda se redujo al 23 £+ 8, 7%, y se mantuvo constante en

todos los tiempos estudiados tras la lesion.
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Valores de la amplitud de la onda b del ERG de campo com-
pleto, adaptando al animal a condiciones fotdopicas, antes y tras
la HTOA ratas albinas

Para hacer el registro del ERG en condiciones fotépicas, se tuvo que
adaptar al animal a condiciones fotépicas durante 5 minutos a 30 cd/m?,
como establece la ISCEV. A las 24 horas de la lesiéon y manteniéndose

constante, la amplitud de esta onda disminuy6 un 90,5 4 3,2 %.

Tiempo implicito antes y después de la HTOA, a los diferentes

tiempos estudiados

Para el tiempo implicito se tomaron los valores, en segundos, desde que
se da el impulso de luz, hasta el pico maximo de la onda b escotdpica. En
animales normales, con la intensidad mas baja que se dio, se obtuvo una
respuesta a los 0,105 4+ 0,007 segundos. Esta respuesta se fue haciendo
mas rapida con forme iba aumentando la intensidad del estimulo hasta
llegar 0,067 + 0,004 segundos, a la intensidad de 2,19 log cd-s/m?. En
cambio, en los animales experimentales, se obtuvieron diferencias signifi-
cativas (ANOVA p < 0,05) con respecto a los ojos derechos y el control.
El tiempo implicito, aumento en un 36,1 4+ 7,8 %, es decir, en los ojos
izquierdos obtuvimos una respuesta mas tardia que en los ojos derechos

y los controles.

Andlisis cuantitativo del espesor “in vivo” de la retina tras HTOA
con Tomograffa de Coherencia Optica (OCT). Para cuantificar el espe-
sor de la retina “in vivo” a los diferentes tiempos de estudio, utilizamos
la OCT. Analizamos tres secciones: 1500 micras superior al NO, justo
en el NO y 1500 micras inferior al nervio. En cuanto al espesor de reti-
na total, en los ojos derechos, los que no han sido lesionados, el espesor

fue de 216,4 + 3,4um. En cambio, en los ojos lesionados, hubo un adel-
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gazamiento progresivo, hasta reducirse a 161,2 =9, 1um a los 30 dias

después.

En retina interna, este adelgazamiento fue mucho mas acusado. A
las 72 horas del insulto ya hubo cambios estadisticamente significativos
(One-way ANOVA p < 0,05). De 85,9+ 2, 2um del ojo derecho, a los 30
dfas la retina interna se encontraba en 33,2 4+ 6, 5um (Fig. 8.2).

8.4.2. Analisis morfométricos de la retina “ex vivo”

Como hemos indicado en el apartado de “materiales y métodos” de esta
memoria; para realizar la medida de los espesores “ex vivo”, se delimi-
taron los bordes de las diferentes capas, y automaticamente el programa
mostraba la media del espesor. Estas medidas se hicieron todas sobre la
tincion con el anticuerpo de la recoverina, que nos permitié ver la capa
de las fibras nerviosas, ya que la contratacion con DAPI no las tenia. En
las medidas de los espesores de retina total, en los animales control el es-
pesor medio fue de 150 + 11pum. Se encontraron diferencias significativas
a los 7 dias de la lesion, donde la retina tuvo un adelgazamiento, llegando
a las 113 + 13um. Este espesor se mantuvo a los 15 dias, encontrando
diferencias significativas de nuevo, a los 30 dias donde la retina midi6
86 + 6 (One-way ANOVA p < 0,05). En retina interna, encontramos las
mismas diferencias significativas (One-way ANOVA p < 0,05), que en
los espesores de la retina total. Los animales control, tenian un espesor
medio de retina interna de 75+5um. A los 7 dias, y manteniéndose hasta
los 15, los animales tenian un espesor medio de 43 + 7um. A los 30 dias

de la lesion, la retina interna midié 32 + 3um.

En retina externa, no encontramos cambios significativos, hasta 30 dias

después de haber inducido la lesién, disminuyendo un 32 %.
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CONTROL 1 DiA 3DiAs

7 DIAS 15 DiAS 30 DIAS

Figura 8.2: Tomografia de coherencia optica. Tomas de OCT de secciones
del NO de animales representativos a los diferentes tiempos estudiados
(Zona superior). Ampliaciones de las secciones superiores, donde se apre-
cia la reduccién de los espesores (Zona inferior izquierda). Fondo de ojo
de la rata, dénde se muestra la seccion (flecha verde) de las fotografias

de arriba (Zona inferior izquierda).
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Analisis cuantitativo de las subpoblaciones de células bipolares

de la retina

Poblacion de células bipolares de cono

Para analizar esta poblacion de células, punteamos manualmente cada
una de estas células que presentaba inmunoreactividad contra el anti-
cuerpo recoverina, de cada seccion de la retina, de las que tomamos mi-
crofotografias. No observamos diferencias significativas entre el control y
el ojo derecho con una media de células por seccion de 30 +4 CBC. En
los ojos izquierdos, con respecto al control, obtuvimos diferencias signi-
ficativas a todos los tiempos de estudio (One-way ANOVA p < 0,05). A
los 3 dias, ya hubo diferencias significativas en esta poblacion de células.
A los 7 dias también encontramos diferencias con respecto al control. No
hubo diferencias entre el grupo de 7 dias y el de 15 dias, pero si con el
grupo de 30 dias, cuando la poblacion de CBC era de 13 4+ 3 por seccion
(Figura 8.3).

Poblacién de células bipolares de baston

De la misma manera que contabilizamos la poblacién de CBC, lo hi-
cimos con las CBB que expresan pkc-a. No se observaron diferencias
significativas en los ojos derechos con respecto al control, con una po-
blacion media por secciéon de 66 + 7 CBB, a ninguno de los tiempos
estudiados; como tampoco las encontramos entre los ojos controles con
los ojos lesionados, con una poblaciéon media de 68 +8 CBB, en ninguno

de los tiempos de supervivencia de los animales (Figura 8.3).
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Figura 8.3: Supervivencia de la poblacién de CBC Y CBB. (a) Valores
medios + DE de poblacion de CBC inmunotenidas con recoverina por
cada seccién obtenida al microscopio, de todos los tiempos de estudio.
* Diferencias significativas con el grupo control. # Diferencias significa-
tivas con el grupo experimental anterior. (b) Valores medios + DE de
poblaciéon de CBB inmutenidas con pkc—a, por cada seccién obtenida al

microscopio, de todos los tiempos de estudio.

Analisis cualitativo de los cortes histolégicos, con los marcado-

res de recoverina, pkca y DAPI

En animales control, al observar al microscopio las secciones de los
cortes histologicos inmunotenidas con recoverina, se pudo apreciar las
células bipolares de cono, sus somas y sus procesos axonales, distribuidos
uniformemente por la CNI. Ademads, se podia observar dos sublaminas
diferentes de la CPI, donde llegaban los terminales axonales de las bi-
polares, puediendo asi saber si eran CBC-ON u OFF (Fig. 8.4). En los
animales experimentales, a los 3 dias de la lesién, se pudieron apreciar
ya zonas visiblemente danadas de la sublamina ON ma&s préxima a la
CFN, y también se apreciaron menor nimero de CBC. A los 7 dias de la
lesién, el namero de CBC, aparecia reducido significativamente, la NI se
habia reducido considerablemente y solo se atisbaban algunas pequenas
zonas de la sublamina ON de la PI y la sublamina OFF empezaba a

deteriorarse. A los 15 dias, las imagenes fueron similares al grupo de los
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Figura 8.4: Imagenes de la retina de la rata tenidas con recoverina en
confocal (60x). A; Fotografia tomada con el microscopio confocal (60x)
de un corte histolégico de la retina control inmunotenido con recoverina.
Se aprecian las células bipolares de cono marcadas con recoverina de
manera muy intensa o de forma mas tenue, las dos sublaminas de la
plexiforme interna, nicleos de fotorreceptores y segmentos externos de
baston. B; Aumento de la misma seccién que la anterior (Zoom=2), donde

se aprecia el soma de las CBC y sus procesos axonales, terminando en la
sublamina ON u OFF. Barra = 20um.

7 dias, donde el nimero de CBC estaba significativamente reducido con
respecto al control, la NI aparecia sensiblemente adelgazada, pocos eran
los restos de sublamina ON de la PI, y la sublamina OFF estaba am-
pliamente danada. A los 30 dias de la lesién, pocas eran ya las CBC que
se pudieron contabilizarse, el espesor de NI aparecia muy reducido, la
sublamina ON de la PI habia desaparecido, y poco es lo que quedaba de
la sublamina OFF (Fig. 8.5, A’-E’; A”-E"").

De la misma forma que con el anticuerpo de recoverina, lo hicimos
con el anticuerpo pkc-a. En animales controles, en la zona inferior su

apreciaba un marcaje intenso que aparece como una linea, y en realidad
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correspondia a las terminaciones dendriticas de las células bipolares de
baston, que conectan los pediculos de los bastones. Un poco por encima
se aprecia los cuerpos celulares de las bipolares de baston, cuyo contorno
pudo apreciarse perfectamente delineado por la inmunorreactividad anti-
PKC-a. Estos cuerpos celulares se distribuian en el espesor de la capa
nuclear interna y mayoritariamente se situaban en la region externa de
esta capa. En medio de esta capa también se pudo ver cuerpos celulares
amacrinos en medio de los terminales axonales de las CBB. En la parte
superior de las micrografias, se apreciaban los terminales axonales de las
CBB que ramifican en la porciéon més interna de la plexiforme interna,
formando una subdivisién adicional de la sublamina ON de la plexiforme
interna (Fig. 8.5, A”-E”).

En los animales experimentales, pudimos observar que la poblacion de
las CBB, aparantemente no tuvo cambios, en ninguno de los tiempos es-
tudiados. Lo que si cambié fue el espesor de la NI, como se aprecio con la
recoverina. También se observé como la intensidad de la inmunofluores-
cencia de la plexiforme interna se fue reduciendo hasta el ultimo grupo
experimental, el de los 30 dias (8.5, A”-E”).

En la tinicon con DAPI, aparte de la reducciéon de la NI ya mencionada,
también observamos la reducion que parece haber a partir de los 15 dias
en la PE, y la desectructuracion de la misma. También se aprecia la
disminucién de nicleos celulares en la CCGR, a lo largo de los tiempos

de supervivencia (8.5, A”’-E"").

8.5. Conclusiones

199

Fundamentandonos en los resultados obtenidos de los experimentos “in
viwo” v “ex vivo” de la retina de la rata, tanto externa como interna de

una manera funcional y morfométrica, a diferentes intervalos de supervi-
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RECOVERINA PKC a DAPI

7 DIAS 3 DiAS CONTROL

15 DIAS

30 DIAS

Figura 8.5: Estudio microscépico con tres tinciones. Microfotografias to-
madas a 40X de la seccion central de cinco cortes histologicos inmutenidos
con recoverina, pkca y DAPI. En el margen izquierdo los diferentes gru-
pos experimentales y el control. En la parte superior, indicadas en las
columnas los distintos anticuerpos (recoverina y pkca) y la contratincién
con DAPI. A’, A” Y A”’ grupo control; B’, B”, B”’ grupos de los 3 dias
de supervivencia tras HTOA; C’, C”, C”’ grupos de los 7 dias de super-
vivencia tras HTO; D’, D”, D"’ grupo de los 15 dias de supervivencia
tras la HTOA; E’, E”, E”’ grupo de los 30 dias de supervivencia tras la
HTOA. Barra= 20um



216 Miradas confluyentes: aportaciones de los jovenes investigadores

vencia tras inducir HTOA, expuestos en esta Tesis de Master, podemos

concluir que la HTOA produce:

1. Danos funcionales en retina externa, con una disminucion a las 24

horas de la lesion de la onda a.

2. Danos funcionales en la retina interna, con una disminucién a las
24 de la lesién de las ondas b y STR en el registro escotopico, y de

la onda b en el registro fotépico.

3. Una disminucion del espesor de la retina interna, que se pudo apre-
ciar en el examen “n vivo” con OCT a los 3 dias de la lesion y en

el examen “ex vivo” en cortes histologicos a los 7 dias de la lesion.

4. Una disminucién del espesor de la retina externa que se aprecio en

el examen “ex vivo” en cortes histolégicos a los 30 dias de la lesion.

5. Pérdida progresiva de la poblacion de CBC marcadas con recoveri-

na, pero no de la poblaciéon de CBB marcadas con pkc-a.
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