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. Introduccion

1. Estudio de la retina

1.1. Anatomia general de la retina

La retina es una fina y delicada membrana derivada del neuroectodermo, que
cubre los 2/3 posteriores de la superficie interna del globo ocular. Es el sustrato
morfologico fisico en el que se realiza la transformacion de la energia luminica en
impulsos eléctricos que, conducidos a la corteza cerebral, hacen posible el fendmeno
complejo de la vision. A causa de su origen embrioldgico prosencefilico se considera
normalmente como una parte especialmente diferenciada del cerebro.

Los fotorreceptores (denominados conos y bastones) detectan la luz y las células
del epitelio pigmentario de la retina proporcionan su aporte metabolico. La estructura
retiniana interna esta sostenida por las células de Miiller; el tejido neurorretiniano
restante integra y procesa la informacion visual, de forma que en el momento en que la
sefial visual alcanza los axones del nervio dptico ya existe una codificacion considerable
de la informacion (Spalton and Marshall, 1995).

La region posterior de la retina se denomina macula y es la responsable de la
vision central y del color. Por fuera de esta zona, la retina se encarga de la vision
periférica y con poca iluminacion.

La retina se extiende desde la mdacula en el polo posterior, hasta 5 mm por
delante del ecuador del globo, finalizando en la ora serrata donde se continta con el
epitelio no pigmentado de la pars plana del cuerpo ciliar.

Su grosor es menor en la periferia (0,1 mm) y va aumentando progresivamente
hacia el polo posterior (0,23 mm). Sin embargo, en el centro de la fovea se adelgaza otra
vez (0.1 mm), y de nuevo aumenta de grosor (0,21 mm) alrededor del nervio dptico.

La retina sensorial estd adherida firmemente al epitelio pigmentario retiniano
(EPR) en condiciones fisiologicas, aunque las dos capas se pueden separar facilmente
cuando se acumula liquido por debajo del neuroepitelio, como ocurre durante el

desprendimiento de retina.



. Introduccion

1.2. Caracteristicas anatomicas de la macula

Desde el punto de vista anatdmico, la macula mide unos 5,5 mm y en su centro
se encuentra la fovea, una depresion de 1,5 mm de didmetro. El suelo de la fovea recibe
el nombre de foveola y tiene un didmetro de 0,35 mm. Es la Unica region de la fovea en
la que no se encuentran bastones. En la foveola, la densidad de los conos es la mayor
(15.000/mm?), descendiendo hasta unos 4.000-5.000/mm” en la periferia. La retina del
adulto joven contiene aproximadamente 120 millones de bastones y 6 millones de conos
(Spalton and Marshall, 1995).

El grosor de la macula es la mitad que el de la retina periférica debido a que las
capas de fibras nerviosas, células ganglionares y plexiforme interna estan ausentes en
esta zona. Este hecho mejora la sensibilidad visual de esta region especializada en la
visién maxima, al disminuir el grosor de tejido que la luz debe atravesar para alcanzar

los conos (Schubert, 1999).

1.3. Anatomia microscépica

La retina consta de cuatro capas de células y dos capas de conexiones
neuronales. Ademas, la capa de fotorreceptores estd en contacto con el epitelio

pigmentario de la retina (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquemdtica de las diferentes células que componen la retina y sus

conexiones (Kolb et al., 2005).

En cortes histologicos de la retina esta sencilla estructura de seis capas se pierde
y se observa un aspecto poliestratificado mucho mas complejo que deriva de la
yuxtaposicion anatémica de partes similares de células adyacentes. Asi, la estructura de
la retina sensorial se puede dividir en nueve capas que, desde fuera hacia dentro, son

(Figura 2):

» Fotorreceptores. » Capa plexiforme interna.

» Membrana limitante externa. » Capa de células ganglionares.
» Capa nuclear externa. » Capa de fibras nerviosas.

» Capa plexiforme externa. » Membrana limitante interna.

» Capa nuclear interna.

Este patron estéd presente en toda la retina excepto en la fovea.
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Figura 2. Anatomia microscopica de la retina. (SEF: Segmentos externos de fotorreceptores.
MLE: Membrana limitante externa. CNE: Capa nuclear externa. CPE: Capa plexiforme
externa. CNI: Capa nuclear interna. CPI: Capa plexiforme interna. CCG: Capa células
ganglinares. CFN: Capa fibras nerviosas. MLI: Membrana limitante interna) (Kolb et al.,
2005).

Las denominadas “membranas limitantes” estan formadas por componentes de
las células de Miiller, una célula glial retiniana cuyos procesos se extienden a través de
las capas retinianas entre las membranas limitantes, y cuyos nuicleos se encuentran en la
capa nuclear interna. La membrana limitante externa, en la cara mas externa de los
segmentos internos de los fotorreceptores, no es una membrana real, sino una alineacion
de complejos de unidn entre las células de Miiller y las células fotorreceptoras. Por el
contrario, la membrana limitante interna de la superficie retiniana es una membrana
acelular resistente, situada encima de las células de Miiller y en la que se insertan fibras

de la membrana hialoidea de la corteza vitrea (Spalton and Marshall, 1995).
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1.3.1. Epitelio pigmentario de la retina (EPR)

El EPR consta de una tnica capa de células especializadas adyacente a los
segmentos externos de los fotorreceptores de la retina (Figura 1), que se extiende desde
la papila Optica a la ora serrata. Su funcidon es apoyar y mantener las células
fotorreceptoras suprayacentes y con este fin sustenta cinco procesos principales: la
absorcion de la luz dispersa, el transporte activo de metabolitos, la provision de una
barrera hematorretiniana, la regeneracion de los pigmentos visuales (Figura 3) y la

fagocitosis (Marmor, 1999).

CHOROID

PIGMENT
EPITHELIUM

retinal. cis retinol

RETINA

Figura 3. Papel del epitelio pigmentario de la retina en la regeneracion de los pigmentos

visuales (Kolb et al., 2005).

Las células del epitelio pigmentario tienen morfologia hexagonal y contienen
granulos fusiformes de melanina marrén-negra que se localizan cerca de la zona apical
(Marmor, 1991). Su superficie basal descansa sobre la membrana de Bruch y su
superficie apical estd intimamente relacionada con la capa de fotorreceptores. Esta zona
se caracteriza por poseer numerosos microvilli que interdigitan con los segmentos
externos de los conos y bastones, relacion que es necesaria para la funcion visual
normal (Figura 4). Asi, las células del EPR llevan a cabo el transporte y la acumulacién
activa de metabolitos que difunden a través de la membrana de Bruch desde la
coriocapilar subyacente, y también excretan los productos de desecho por mecanismos
activos, ya que la circulacion arterial retiniana no contribuye a las necesidades

metabolicas de los fotorreceptores (Spalton and Marshall, 1995).
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Figura 4. Representacion esquemdtica de la fagocitosis de los segmentos externos de los
fotorreceptores  por las  células  del epitelio  pigmentario de la  retina

http.//kepler.uag.mx/uagwbt/oftavi0/anatomia/masinfo.htm.

Las células vecinas del epitelio pigmentario se encuentran unidas por
adherencias ultraestructurales especializadas entre las membranas celulares adyacentes,
llamadas zonula adherens y zonula occludens. Esto crea una barrera que impide el libre
intercambio de macromoléculas entre los fotorreceptores y la circulacion coroidea -

barrera hematorretiniana externa- (Cunha-Vaz, 1979).

1.3.2. Fotorreceptores

Son las células encargadas de la absorcion de la luz y de su transformacion en
impulsos nerviosos mediante los fotopigmentos que poseen. Se sitian entre la capa de
epitelio pigmentario y la plexiforme externa de la que forman parte. Se diferencian dos
tipos de fotorreceptores: los conos y los bastones. Los bastones son células delgadas de
1-3um de espesor y 40-60um de longitud que contienen el pigmento rodopsina en su
segmento externo y actian como fotorreceptores para la vision nocturna. Los conos
tienen 1-1,5um de ancho y 75um de largo y se relacionan con la visién diurna y del

color. Aunque aparentemente iguales, se distinguen tres tipos de conos utilizando
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métodos espectroscopicos, segun el tipo de pigmento visual que poseen de absorcion

maxima a 445, 535, y 570nm, respectivamente- (Shichi et al., 1983).

Los conos y los bastones muestran la misma organizacion estructural basica

(Spalton and Marshall, 1995). Dicha estructura consta de (Figura 5):

>

Un segmento externo, que es la porcion de la célula sensible a la luz y
que esta constituido por una pila de discos huecos, como monedas, cuyas
membranas contienen las moléculas del pigmento visual.

Una region comprimida denominada cilio.

Un segmento interno, que en cada caso se divide en dos, un elipsoide
externo y un mioide interno. El elipsoide contiene mitocondrias y
proporciona energia para los procesos de transduccion del segmento
externo; el mioide contiene cuerpos de Golgi y ribosomas para la
elaboracion de membranas y componentes celulares.

Una fibra de conexion externa, que discurre desde el segmento interno
hasta el nucleo.

Un nicleo.

Una fibra de conexion interna, que discurre desde el nticleo a la region
sinaptica.

Una region sinaptica. En ambas células, la region sindptica contiene
vesiculas, y la mediacién de la informacion a través de la sinapsis se
realiza mediante transmisores quimicos. Ambas células contienen en la
superficie de su sinapsis conexiones invaginadas con componentes de
neuronas intermediarias profundas. Estas sinapsis invaginadas se
denominan “triadas” porque contienen tres procesos; generalmente, uno
de una célula bipolar y dos de células horizontales. Los bastones tienen

una sola triada, mientras que los conos pueden tener hasta veinte.
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Figura 5. Representacion esquematica de la ultraestructura de las células fotorreceptoras

retinianas (Spalton and Marshall, 1995).

1.3.3. Retina interna

La capa nuclear interna contiene los cuerpos celulares de las células bipolares,
las células amacrinas y las células de Miiller, que son unas células gliales
especializadas. Las células bipolares no conectan los fotorreceptores directamente con
las células ganglionares, ya que en las capas plexiformes externa e interna,
respectivamente, intervienen los procesos de las células horizontales y amacrinas. Asi
pues, las células horizontales conectan grupos de células fotorreceptoras y modifican su
salida en grupo a través de las triadas en las sinapsis del fotorreceptor antes de que una
senal pase a la capa plexiforme interna gracias a la célula bipolar. En la capa plexiforme
interna, las células bipolares suelen establecer sinapsis con células amacrinas, que, a su
vez, modifican la sefal antes de que pase a las células ganglionares (Spalton and

Marshall, 1995).
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Las células de Miiller son células gliales especializadas que forman el
andamiaje de la retina. Es la célula glial predominante en la retina, representando
alrededor del 90% de las mismas. Se extienden radialmente en el espesor de la retina,
situando sus cuerpos celulares en la capa nuclear interna, y proyectando sus procesos
entre los cuerpos celulares neuronales en las capas nucleares, y envolviendo grupos de
procesos de estas ultimas células en las capas plexiformes (Figura 6). De hecho, los
procesos neuronales en la retina so6lo contactan de forma directa, sin el recubrimiento de
las células de Miiller, en su sinapsis. Las porciones més internas de las fibras de Miiller
producen por mecanismos activos la membrana limitante interna acelular y fibrosa, que

es una verdadera membrana enormemente resistente.
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Figura 6. Disposicion de las células de Miiller en el espesor de la retina (Kolb et al., 2005).

Ademas de sostener la estructura retiniana, las células de Miiller parecen estar
relacionadas con la nutricién de los segmentos internos de los fotorreceptores y la
generacion de impulsos nerviosos. Actllan como un reservorio idnico durante la
hiperpolarizacién del fotorreceptor por la luz, que se refleja en su contribucion a la onda

b del electrorretinograma (ERG) (Celesia, 1988, Kofuji et al., 2000). Contribuyen a la
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homeostasis del K (Oakley et al., 1992, Kofuji et al., 2000), a la regulacién del pH
(Dawson et al., 1988) e intervienen en el metabolismo de los retinoides (Kolb et al.,
2005). También constituyen el principal elemento del tejido cicatricial, o gliosis, que es
la respuesta caracteristica de la retina a la enfermedad o la destruccion celular (Barnett

and Osborne, 1995, Woldemussie et al., 2004).

o —

Figura 7. La célula de Miiller. A la izquierda vision esquemdtica. A la derecha, célula de
Miiller revelada mediante tincion de Golgi. ILM: membrana limitante interna;, OLM:

membrana limitante externa (Kolb et al., 2005).

1.4. Via sinaptica hasta el cértex

La retina convierte la energia fotdpica en sefales eléctricas y procesa estas
sefnales en patrones complejos que son transferidos al cuerpo geniculado lateral y desde
aqui al cortex visual del 16bulo occipital.

Esta via nerviosa esté constituida por los fotorreceptores y una serie de neuronas.
Los fotorreceptores convierten la sefial luminosa en energia eléctrica por la accion de

sus fotopigmentos, y sus nucleos constituyen la capa nuclear externa. En la capa
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plexiforme externa los axones de los conos y bastones establecen sinapsis con las
dendritas de las células bipolares, y también con las células horizontales. Las células
bipolares, cuyos nucleos constituyen la mayor parte de la capa nuclear interna,
establecen sinapsis en la plexiforme interna con las células ganglionares, y también con
las células amacrinas. Los axones de las células ganglionares forman la capa de fibras
nerviosas que a través del nervio Optico llegan al cuerpo geniculado externo, donde
hacen sinapsis con las células talamo-corticales, cuyos axones se extienden a través de
las radiaciones Opticas hasta llegar al cortex occipital (Schubert, 1999).

A diferencia de la mayoria de las neuronas, los fotorreceptores no responden a
los estimulos con un potencial de accion, siguiendo la ley del todo o nada, sino que su
respuesta a la luz se produce con cambios graduales en el potencial de membrana. Los
bastones responden lentamente, sumando el efecto de los fotones absorbidos durante un
intervalo de 100 ms. De este modo pueden ser sensibles a pequefias cantidades de luz.

A pesar de que la proporcion de bastones y conos es de 20:1, el sistema de conos
tiene una mejor resolucion espacial, al menos por dos razones. Primero, los conos se
concentran en la fovea, especialmente en la foveola, como ya se ha mencionado, donde
la imagen es menos distorsionada. En segundo lugar, el sistema de los bastones es
convergente: muchos bastones realizan sinapsis sobre una misma interneurona, una
célula bipolar. Las sefiales de los bastones se van acumulando en la interneurona,
reforzando la sefal, intensificando la respuesta evocada por la luz, y permitiendo al
cerebro detectar luz débil. La convergencia, en cambio, reduce la capacidad de los
bastones para captar variaciones espaciales en la imagen visual, ya que las sefales de
los bastones adyacentes son promediadas en la interneurona. Los conos, por el
contrario, convergen escasamente en cada célula bipolar, permitiendo mejor resolucion
espacial (Figura 8).

En las células ganglionares, la informacion se transmite como trenes de
potenciales de accion. Como ya hemos descrito, entre los fotorreceptores y las células
ganglionares existen tres clases de interneuronas: bipolares, horizontales y células
amacrinas. Estas células transmiten sefiales del fotorreceptor a las células ganglionares.
Combinan respuestas de muchos fotorreceptores, de forma que la respuesta eléctrica
evocada en las células ganglionares depende en gran medida del patron de luz que

estimule la retina y de su variacion en el tiempo.
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Figura 8. Esquemas de convergencia de las células fotorreceptoras en la retina. A:
Convergencia de bastones sobre células ganglionares alfa o beta. B. Convergencia de conos

sobre células ON y OFF ganglionares beta (Kolb et al., 2005).

La estimulacion de conos y bastones inicia el proceso de descomposicion de la
imagen en sus elementos, que se continiia en la primera sinapsis de la via visual entre
los fotorreceptores y las células bipolares. Estas poseen diferentes tipos de receptores
para el glutamato, que permite modificar su respuesta celular ante aferencias similares.
Algunos receptores para el glutamato se sensibilizan rapidamente, mientras que otros lo
hacen de forma gradual.

El glutamato, en la retina, es el principal neurotransmisor de la conduccion
vertical. La primera transmision sinaptica entre fotorreceptor y la siguiente capa
neuronal utiliza este neurotransmisor (Massey, 1990) y dos tipos de canales diferentes:
el metabotropico GMPc dependiente, localizado en células ON bipolares, y el
ionotropico, via AMPA, en las células OFF bipolares y horizontales (Slaughter and
Miller, 1981).

Los receptores que responden al glutamato activan las células OFF bipolares de
la via visual, detectando imdgenes oscuras sobre un fondo luminoso. Otras células
bipolares tienen receptores inhibitorios para el glutamato, evitando la activacion al ser
expuestas al neurotransmisor. Estos receptores activan las células ON bipolares,
detectando imagenes luminosas sobre fondo oscuro.

La estimulacion luminica de los fotorreceptores detiene la liberacion de
glutamato, activandose asi las células ON bipolares, que liberan glutamato al siguiente

nivel sindptico (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de la transmision sindptica entre fotorreceptores y células bipolares

mediada por glutamato. (Kolb, 2003).

Las células bipolares poseen ambos tipos de receptores para el glutamato en las
dendritas de la capa plexiforme externa, mientras que en su extremo axonal, en la capa
plexiforme interna, se localizan canales y receptores para el d&cido gamma aminobutirico
(GABA) tipo A, B, y C, dopamina D1 y glicina. Las células ganglionares poseen todos
estos receptores, junto con receptores para la acetilcolina (Keyser et al., 1993) y, por
primera vez en la retina, receptores NMDA (Yazejian and Fain, 1992).

El procesamiento paralelo de las caracteristicas de la imagen transmitida a través
de canales ON y OFF es fundamental para la vision y comienza en el primer nivel
sinaptico de la retina, donde las células horizontales reciben aferencias de los conos. En
realidad, cada célula horizontal conecta con numerosos conos, teniendo un amplio
campo receptor que se incrementa por uniones estrechas con células horizontales
vecinas.

La neurotransmision inhibitoria, mediada por el GABA, se realiza gracias a las
células amacrinas y algunos tipos de células horizontales (Marc, 1994). Existen tres
tipos de receptores GABA (A, B, y C) ampliamente distribuidos por la retina. En la
retina de rata, las acciones y distribucion de los subtipos de receptores B y C se limitan
a unos tipos especificos de neuronas. El subtipo B se ha localizado en células
horizontales y amacrinas, concretamente en el subtipo A17, mientras que el subtipo C se

limita a células amacrinas y ganglionares (Koulen et al., 1998).
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Las células amacrinas se dividen practicamente en dos grupos, segun usen la
glicina o el GABA como neurotransmisores.

Las células amacrinas glicinérgicas se distribuyen verticalmente por estratos de
la capa plexiforme interna, con escasa distribucién horizontal. Estas reciben
informacion de las células bipolares, transmitiéndola a células ganglionares y a otras
bipolares y amacrinas. Algunas incluso establecen interconexiones entre los sistemas
ON y OFF bipolares y ganglionares. Destacan las llamadas AIl que, junto con las
células liberadoras de GABA, llamadas A17, forman la base del circuito de los
bastones, el sistema de vision con luz débil de la retina de los mamiferos (Kolb, 2003).

Las células bipolares que reciben aferencias de bastones son Unicamente del tipo
ON vy utilizan las células amacrinas AIl y A17 como intermediarias con las células
ganglionares (Kolb, 2003).

Dada su estructura anatémica, en la mayor parte de la retina la luz ha de
atravesar capas de células nerviosas y sus prolongaciones antes de alcanzar los
fotorreceptores. Las fibras de las capas mas proximas de la retina son amielinicas y por
tanto relativamente transparentes, permitiendo la llegada de la luz a los fotorreceptores
sin haber sido absorbida ni demasiado distorsionada. En el centro de la fovea o foveola,
estos elementos neuronales estan desplazados, de forma que la luz tiene paso directo a
los fotorreceptores, siendo la imagen visual en la foveola la menos distorsionada. En la
parte basal de la retina se localiza la papila, donde las fibras nerviosas abandonan la
retina para formar el nervio optico. Esta zona carece de fotorreceptores, creando un

punto ciego en el campo visual.

2. Estudio neurofisiolégico y electrofisiolégico de la

retina

El estudio del sistema nervioso puede enfocarse desde multiples puntos de vista;
para entender el funcionamiento del mismo, es importante evaluar la respuesta
electrofisiologica, es decir, la manifestacion eléctrica mesurable, ante un estimulo
determinado. Esta respuesta constituye lo que se denomina potencial evocado, ya que
cuantifica los efectos eléctricos que origina (evoca) un estimulo concreto. Su obtencion

permite estudiar las vias sensitivas -aferentes- que siguen los estimulos empleados.
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Aunque en teoria se pueden estudiar todas las modalidades sensoriales, en la
practica solo se evaltian unas pocas. Concretamente, para el estudio de la via visual se
utiliza los potenciales evocados visuales (PEV), para el estudio de las vias
somatosensoriales, los potenciales evocados somatosensoriales de latencia corta (SEP)
y para el estudio de la via auditiva, los potenciales evocados auditivos de corta latencia
(PEACT). Por otro lado, el estudio neurofisioldgico de la retina se realiza mediante el

electrorretinograma (ERG).

2.1. Recuerdo fisiolégico

2.1.1. Potencial de accion en célula aislada

La comprension de los mecanismos de iniciacion y propagacion del potencial de
accion en una célula excitable aislada es basica para entender los procedimientos en el
electrodiagnostico clinico (Steiss, 2003). Viene caracterizado por parametros como:

» Amplitud.
» Duracion.
» Velocidad de conduccion.

La amplitud del potencial de accion de una célula aislada es del orden de
microvoltios, por lo que puede no ser detectado si los electrodos de registro no estan
suficientemente proximos a la célula que lo genera, o la ganancia de los amplificadores

es demasiado baja.

2.1.2. Potencial de accion compuesto

Por otro lado, gran parte de los estudios neurofisioldgicos se basan en el registro
de los cambios transmembrana de gran nimero de células estimuladas simultdneamente,
que originan el llamado potencial de accion compuesto (PAC). La amplitud del
potencial de accion compuesto depende del numero de células que participan y de la
amplitud de sus respectivos potenciales. La duracion del PAC depende de la sincronia;
células similares que se descargan simultdneamente produciran un PAC de breve
duracién, mientras que células diferentes, que se descarguen a la vez, o células similares

pero que descarguen de forma desincronizada originaran un PAC de larga duracion.
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2.1.3. Potencial postsinaptico

La sinapsis es la estructura habitual de comunicacién entre dos células
excitables. La accion de los neurotransmisores origina, en la membrana postsinaptica, la
aparicion de un potencial postsinaptico que puede ser excitatorio (EPSP) o inhibitorio
(IPSP). Asi mismo, la excitacion postsindptica sobre una fibra muscular origina el
llamado potencial de placa motora (EPP), que es local y no se propaga. Los potenciales
postsindpticos pueden ser registrados con los electrodos adecuados, de superficie o de
aguja.

El término “potencial” o “respuesta”, en neurofisiologia, puede designar tanto un
potencial de accion de célula aislada como un potencial de accion compuesto, e incluso

la suma de potenciales de accion y potenciales postsinapticos.

2.2. Aspectos técnicos del registro de la actividad eléctrica

2.2.1. Amplificaciéon

La escasa amplitud de las sefiales bioeléctricas exige la amplificacion de las
mismas. Este proceso se realiza normalmente mediante un amplificador diferencial:
utiliza dos entradas (inputs), siendo la magnitud de salida (output) la diferencia entre las
mismas. Normalmente, las entradas proceden de dos electrodos:

» Electrodo activo: situado cerca del origen de la actividad eléctrica a
registrar.
» Electrodo de referencia: localizado en un area distante e inactiva.

De esta forma, el amplificador diferencial atentia la actividad comtiin en ambos
electrodos, contribuyendo a eliminar el “ruido de fondo”, o actividad eléctrica no
deseada.

El rango de frecuencias que puede amplificar un amplificador sin distorsion se
denomina frecuencia de respuesta. La utilizacién de filtros de alta y baja frecuencia
(high and low frequencies filters) permite ajustar la frecuencia de respuesta para lograr
un registro Optimo, ya que atentian e incluso suprimen el ruido indeseado de frecuencias
superiores o inferiores a las que se quieren registrar. Cada tipo de técnica
neurofisiologica exige la utilizacion de los filtros apropiados. La utilizacion de filtros

inapropiados puede modificar la amplitud, morfologia o latencia de las respuestas. De
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hecho, las diferencias en la eleccion de estos parametros entre los diferentes laboratorios

dificulta mucho la comparacion de los resultados.

2.2.2. Tipos de electrodos

La eleccion del tipo de electrodo a utilizar es critica para lograr unos registros
adecuados. Pueden ser de tipos muy variados:
» de superficie
de aguja
monopolares
concéntricos

bipolares

vV V V V V

de garaba
» electrodos tipo lentilla...

La eleccion de un tipo u otro viene condicionada por varios factores, como son
la anatomia y las caracteristicas de la sefial a registrar. Asimismo, el tipo de electrodo va
a condicionar dos parametros fundamentales: el volumen de conduccion y la
impedancia.

Volumen de conduccion.

La mayoria de los fendmenos bioeléctricos se originan lejos (far-field) del lugar
donde se registran. Por tanto, debe existir una corriente eléctrica entre el generador del
biopotencial y el lugar de registro, que atraviese los tejidos y fluidos que rodean al
generador. El volumen de estos elementos conductores es el denominado volumen de
conduccion. La utilizacion de electrodos de aguja disminuye el volumen de conduccion,
con lo que el registro gana calidad, pero requiere la aplicacion de analgesia, que puede
interferir en la actividad eléctrica que se desea registrar.

Impedancia.

La interfase entre el electrodo y el tejido presenta una resistencia eléctrica; esta
resistencia se denomina impedancia, e interfiere en la calidad del registro. Una
impedancia alta puede llegar a imposibilitar la obtencion de un registro til, por lo que
es importante mantenerla lo mas baja posible. Debe poderse medir la impedancia de
cada electrodo antes de proceder a la obtencién del registro. En este sentido, es

importante la eleccion adecuada del tipo de electrodo a utilizar, asi como el uso de gel
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conductor u otros medios para disminuir la impedancia y la correcta fijacion del

electrodo durante todo el registro.

2.2.3. Actividad eléctrica voluntaria, espontanea y evocada

La actividad bioeléctrica registrada en los tejidos puede ser voluntaria,
espontanea o evocada. La actividad voluntaria se origina de forma consciente por el
sujeto estudiado. La actividad espontinea se registra sin participacion voluntaria del
sujeto, y sin el empleo de estimulos externos (p.ej. el electroencefalograma). La
respuesta evocada (o potencial evocado) representan la respuesta eléctrica a un estimulo
externo, desarrollado a una intensidad y frecuencia determinada. Para obtener esta
respuesta, los amplificadores son controlados por el estimulador para comenzar a
registrar durante un periodo de tiempo prefijado, denominado tiempo de andlisis
(también denominado ventana). En ocasiones, se preestablece un tiempo de demora, tras
la aplicacion del estimulo, antes de comenzar a registrar la actividad eléctrica, para

evitar el registro de la posible interferencia eléctrica originada por el estimulador.

2.2.4. Promedio de Ia sehal

Mucha respuestas evocadas son extremadamente pequefias, con una relacion
sefial/ruido muy pobre. Para realzar el biopotencial y disminuir el ruido, se utiliza la
técnica de promedio de la sefial. Promediando electronicamente multiples respuestas, se
aumenta la amplitud del potencial evocado, en proporcion directa al nimero de
muestras; como el ruido de fondo es aleatorio y no estd relacionado con el estimulo,
disminuye en proporcion inversa al nimero de muestras promediadas.

El nimero de muestras a promediar depende de las caracteristicas del
experimento y del biopotencial a registrar, y es determinado por el investigador. Es un
factor a tener en cuenta, ya que un nimero de muestras promediadas inadecuado puede

disminuir la reproductibilidad del registro o la calidad del mismo.

2.3. Caracteristicas técnicas del electrorretinograma

El electrorretinograma (ERG) es el registro grafico, obtenido mediante
electrodos, de la corriente eléctrica o potencial de accion desencadenado por la retina

frente a un estimulo luminoso normalizado. Sirve para evaluar la integridad funcional
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de la retina y, mas especificamente, de los bastones, de los conos o de ambos sistemas
fotorreceptores.

La respuesta eléctrica generada por el ojo a la luz como un potencial de masa (es
decir, una respuesta ocular completa) puede utilizarse para valorar la funcion retiniana,

ya sea desde un punto de vista clinico o experimental (SENFC, 2004).

2.3.1. Origen del electrorretinograma

En 1865, Holmgren (Holmgren, 1865) demostrd que al incidir la luz sobre la
retina se producia una alteracion del potencial eléctrico. Dewar y McKendrick
registraron esta respuesta eléctrica evocada por la luz, o electrorretinograma (ERG) en
los seres humanos por primera vez en 1873 (Dewar and McKendrick, 1873).

Las pruebas electrorretinograficas se hicieron clinicamente factibles en 1941,
cuando Riggs (Riggs, 1941) descubri6 que podia establecerse una conexion eléctrica
estable con la cornea durante mas de una hora. Para ello utilizé un electrodo de plata en
forma de disco montado sobre una lente de contacto escleral. Cuando se colocaba la
lente en el ojo, la plata entraba en contacto con una solucion salina fisiologica situada
entre ésta y la cornea. Por ultimo se colocaba un electrodo neutro o de referencia sobre
la piel de la mejilla.

La respuesta a la luz blanca del ojo adaptado a la oscuridad fue separada por
Einthoven y Jolly (Einthoven and Jolly, 1908) en una onda a, una onda b, una onda c y,
en algunos mamiferos, una onda d.

A partir de una serie de registros profundos con microelectrodos intrarretinianos
en el gato, Brown y Wiesel encontraron una correlacion entre los maximos de amplitud
y las capas de la retina para las ondas a, b, y c, respectivamente (Brown and Wiesel,
1961). Posteriormente se descubrid que podia registrarse una gran onda a en el ERG de
la fovea del mono, donde abundan los fotorreceptores y son escasos los restantes
conglomerados nerviosos (Brown et al., 1965).

Los estudios farmacoldgicos en relacion con el origen de la onda a del ERG no
fueron posibles hasta identificar el neurotransmisor que liberaban los fotorreceptores: el
glutamato. Asi pues, exponiendo la retina a agonistas o antagonistas del glutamato se
puede bloquear, de forma efectiva, la transmision sinaptica del fotorreceptor y, por

tanto, su contribucion al ERG.
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Faber fue el primero en sugerir que la onda b del ERG reflejaba la actividad de
las células de Miiller, las células gliales mas importantes de la retina (Faber, 1969).
Otros estudios tienden a apoyar esta idea, ya que parece que la onda b depende del flujo
de corriente a lo largo de la célula de Miiller en respuesta a incrementos de la
concentracion del i6n potasio extracelular (Dick and Miller, 1978, Yanagida and
Tomita, 1982, Dick et al., 1985). Kuffer y colaboradores describieron que las células
gliales del nervio Optico mostraban cambios de potencial lentos al acumularse el potasio
a su alrededor durante la descarga del nervio, y que las células gliales se comportaban
como un reservorio de potasio (Kuffler et al., 1966). Mas recientemente, Dick y Miller
en retina de anfibio (Dick and Miller, 1985) y de conejo (Dick et al., 1985), Kline en la
raya (Kline et al., 1978), y otros autores, mediante electrodos sensibles al potasio,
observaron dos lugares de flujo de i6n potasio en respuesta a la luz: el primero en la
retina distal, en la region de la capa plexiforme externa, y el segundo, mas proximal, en
la vecindad de las células amacrinas. La acumulacién del i6n potasio extracelular en la
retina distal era mas rapida, y de naturaleza transitoria, que en la retina proximal.

Los estudios con microelectrodos realizados por Miller en el ajolote (Ambystoma
mexicanum) y por Newman en la rana proporcionan pruebas de que las células de
Miiller son el sitio de generacion de las ondas b, segtn la teoria de Faber, constituyendo
la base de “la hipotesis de las células de Miiller”. Ademas, las formas de la onda del
potencial de las células de Miiller registrado intracelularmente y de la onda b del ERG
registrada extracelularmente son similares, sobre todo a intensidades de estimulo bajas.
La célula de Miiller no genera ondas a. La latencia de la respuesta de la célula de Miiller
y de la onda b se corresponden estrechamente a lo largo de un amplio intervalo de
intensidades de estimulo, y las relaciones entre la intensidad de los estimulos y la
amplitud de las respuestas concuerdan a lo largo de un intervalo de estimulo de 5 a 6
unidades logaritmicas (Miller and Dowling, 1970, Newman, 1980).

Sin embargo, estudios posteriores realizados en relacion a esta teoria, también
demuestran un aumento del potasio extracelular tras exposicion a la luz en las capas
externa e interna de la retina, en relacion a la despolarizacion de las neuronas retinianas,
especificamente las células ON bipolares en la capa externa, y las células amacrinas
junto con las células ganglionares en la capa interna (Karwoski et al., 1985, Newman,

1989). Cada vez hay mas evidencias sobre como estas neuronas también contribuyen de
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manera directa o indirecta a la génesis de la onda b del ERG (Dong and Hare, 2000,
Awatramani et al., 2001).

La base fisiologica de la onda c, una respuesta lenta en relacion con las ondas a 'y
b, depende de la desaparicion de iones potasio en el espacio extracelular existente entre

los fotorreceptores y el epitelio pigmentario distal, en la membrana limitante externa.

2.3.2. Tipos de electrorretinograma

Las pruebas de la practica clinica habitual son el electrooculograma (EOG), el
electrorretinograma (ERG), el electrorretinograma patrén (ERGP), el potencial evocado
visual (PEV), y, mas recientemente, el electrorretinograma multifocal (ERGmf).
También se utiliza la adaptacion a la oscuridad. El ERG es un potencial complejo, que
refleja cambios en la capa de células bipolares y las células de Miiller, y depende de
impulsos de los fotorreceptores.

Las técnicas para las pruebas electrodiagndsticas se han estandarizado
recientemente, y las respuestas y los valores normales atn difieren entre los distintos
laboratorios, debido a la variedad existente en cuanto a equipos y técnicas (Celesia et
al., 1993).

El ERG mide el potencial retiniano frente a un destello luminoso utilizando un
electrodo corneal y electrodos neutros colocados en la piel. Los electrodos suelen ser:

a.- Un electrodo activo, generalmente representado por una lente de contacto

escleral.

b.- Un electrodo de referencia (inactivo), que se coloca en la piel.

¢.- Un electrodo de tierra, colocado en el centro de la cabeza.

Hay que intentar obtener el electrorretinograma con anestesia topica, incluso en
los nifios. La pupila debe estar bien dilatada.

Dado que se utilizan diferentes métodos para registrar el ERG, no existe una
respuesta tipica. No hay que olvidar que el ERG varia con la duracion, la intensidad y el
color del estimulo, ademas de depender del estado de adaptacion de la retina. Suele
existir una onda bifasica con una depresion negativa inicial (onda a), seguida por un
pico positivo mayor (onda b) (Figura 10). Las ondas pueden ser caracterizadas por:

» Su morfologia.
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» Su tiempo de latencia, que se define como el tiempo, expresado en
milisegundos (ms), que transcurre entre la aparicion de la luz y el
momento en que aparece la onda considerada.

» Su amplitud, que es la altura de la onda en relacion a la onda basica. Esta
amplitud es negativa o positiva y se expresa en milivoltios (mV) o
microvoltios (WV). Por convenio, la amplitud de la onda a se mide desde
la linea de base hasta el vértice de la onda a, mientras que la amplitud de
la onda b se mide desde el vértice de la onda a hasta el vértice de la onda
b (Celesia et al., 1993).

» Su duracion, expresada en ms.

» Su tiempo implicito, que es el tiempo, expresado en ms, que transcurre
entre la aparicion del destello luminoso y el momento en que la onda
alcanza su amplitud maxima.

La importancia del ERG reside en su capacidad para diferenciar las respuestas
de los conos y los bastones.

Un analisis mas sofisticado del ERG muestra que, si se utiliza un estimulo
realmente intenso, se produce una deflexion que precede a la onda a. Es lo que se
conoce como potencial de receptor precoz (PRP) y es probable que se correlacione con
cambios fotoquimicos en los fotorreceptores. También se puede observar la aparicion de
pequefias oscilaciones sobre la rama ascendente de la onda b. Estos potenciales
oscilatorios se generan probablemente en la capa nuclear interna, en las células

amacrinas y en el componente OFF de las células bipolares (Wachtmeister, 1981).
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Figura 10. Registros de ERG obtenidos mediante distintas técnicas (Marmor and Zrenner,

1999).

2.4. Electrofisiologia de la via visual. Potencial evocado visual
(PEV)

La llegada de un influjo nervioso aferente a las areas corticales visuales entrana
una variaciéon de su potencial eléctrico. A esta variacion de potencial se le denomina
potencial evocado visual (PEV) y se puede decir que no es mas que la respuesta
eléctrica provocada por estimulaciones visuales de la corteza (Benitez del Castillo et al.,
2002)

Esta exploracion complementaria para el estudio neurofisioldogico de la retina
indica objetivamente el estado funcional de la via visual, sus posibles alteraciones y los
cambios evolutivos de las mismas. La estimulacion se puede inducir con sensaciones
luminosas (flash) o estructuradas (damero), sobre uno o ambos ojos, generandose unas

ondas en la corteza visual.
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2.4.1. Origen de los potenciales evocados visuales

Caton, en 1875 (Caton, 1875), fue el primer autor que, tras estimulos luminosos
en el perro, publicd la aparicion de modificaciones eléctricas corticales. Durante los
treinta afios posteriores, el registro de los potenciales cerebrales s6lo se pudo realizar en
animales de experimentacion, ya que en el hombre, al tener que ser registrados a través
del craneo, los electrodos quedaban a gran distancia del tejido cerebral activo, por lo
que las respuestas que se obtenian eran muy atenuadas.

Hans Berger (Berger, 1929) realiz6 el primer registro de la actividad cerebral
humana, usando el término ElectroEncefaloGrama (EEG) para describir esta actividad
cerebral. Berger identifico las diferentes actividades fisioldgicas corticales y descubrio
el ritmo alfa, de aspecto sinusoidal y de 8 a 13 ciclos por segundo en estado de vigilia y
con los ojos cerrados, describiendo el efecto de la apertura ocular sobre la concentracion

de la actividad alfa o reaccion de parada del ritmo alfa.

2.4.2. Tipos de potenciales evocados visuales

Los registros de los PEV, ya sean provocados por estimulos visuales luminicos o
estructurados, se representan en graficas, donde el eje de ordenadas corresponde a la
amplitud del fenémeno eléctrico, expresado en microvoltios (uV), y el eje de abcisas al
tiempo de aparicion del mismo, medido en milisegundo (ms). El origen del eje
corresponde al momento de la presentacion del estimulo. De ahi, que el tiempo que
tarde en aparecer el PEV se denomine /atencia (Benitez del Castillo et al., 2002).

Existen dos tipos de estimulos:

a) Estimulos basados en modificaciones de luminancia, que dan origen a los
PEV de flash (PEVF). Se provoca la estimulaciéon con una fuente
emisora de luz intermitente, situada frente al paciente o el animal.

b) Estimulos basados en modificaciones del contraste: los cambios de
contraste se producen sin modificacion de la luminancia global y
manteniéndola constante, durante el tiempo de la estimulacion. Este es el

tipo de estimulo que da origen a los PEV estructurados (PPEV).

2.4.3. Origen retiniano de los potenciales evocados visulales

Las células ganglionares forman la primera neurona de la via visual, que es un

sistema especifico de tres neuronas. Estas cé¢lulas, también conocidas como células
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retino-talamicas, reciben informaciéon por medio de sus dendritas y contribuyen a la
elaboracion del mensaje visual. A través del axon transmiten el mensaje hasta el cuerpo
geniculado lateral en el tdlamo. Desde el cuerpo geniculado parte el segundo tipo de
neuronas, las células talamo-corticales, que forman las radiaciones Opticas y terminan
en la corteza visual; éstas alcanzan el area cortical de proyeccion correspondiente, que
es el area visual; ésta es la via visual principal. En el cortex visual, la célula
especializada es la célula piramidal y corresponde a la tercera neurona de la via visual.
El cortex visual es la zona de recepcion y de integracion de los fendmenos visuales, y se
localiza en el 16bulo occipital (Benitez del Castillo et al., 2002).

Por tanto, la aparicion de PEV significa la llegada del influjo sensorial a la
corteza occipital, siendo asi posible evaluar la calidad del sistema de percepcion
occipital y la conductividad de las vias de transmision o vias Opticas, desde la célula

ganglionar retiniana hasta la corteza occipital.

3. Alcoholismo

El consumo de bebidas alcoholicas es un habito ampliamente extendido y
culturalmente aceptado en la mayoria de las sociedades occidentales. En nuestro pais, el
consumo de bebidas como el vino o la cerveza es un acto social, cultural y gastronémico
consolidado dentro de las costumbres sociales. Sin embargo, el consumo de bebidas
alcoholicas en Espafia y los problemas relacionados con las mismas tienen gran
importancia. Somos uno de los primeros paises productores y también uno de los
primeros consumidores (DGPNSD, 2010a).

El alcohol es la sustancia psicoactiva mas consumida en la sociedad espafiola y
la que més problemas sanitarios y sociales ocasiona. A pesar de que el consumo de la
poblacion general esta disminuyendo, muchos jovenes tienden a beber mucho en un
corto periodo de tiempo, lo que se conoce en la literatura médica como “binge
drinking”. Las intoxicaciones etilicas en menores durante los fines de semana han
aumentado en los ultimos afios. Segun un estudio de la Delegacion del Gobierno para el
Plan Nacional sobre Drogas (DGPNSD), en 2009/10 el 78.7% de la poblacién espafiola
entre 15 y 64 afos consumi6 alcohol en el ultimo afio, el 63.3% lo hizo en el Gltimo mes

y el 11% lo hizo a diario (DGPNSD, 2010a).
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3.1. Definicion

La psiquiatria clasica utilizaba el concepto de “psicosis alcohdlicas” para
referirse a los trastornos psicopatolégicos provocados por el alcohol como factor toxico.
La conducta del bebedor alcohdlico era contemplada con criterios moralistas y era
considerada como un vicio o depravacion ética del individuo.

A partir del siglo XIX fue apareciendo una subclase de ‘““alcohélicos”, o en
términos técnicos hoy dia, personas dependientes del alcohol. Esto hizo que los
profesionales de la salud empezasen a dar mas importancia a la personalidad del
alcohdlico y a los factores motivacionales que condicionan su conducta toxicofilica.

Seglin el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-
IV), los criterios de diagndstico para el abuso de alcohol serian: bajo rendimiento
escolar o laboral por los efectos de la intoxicacion por alcohol, beber en situaciones
peligrosas (por ejemplo, conduciendo), tener problemas legales a causa del consumo de
alcohol o continuar bebiendo aun sabiendo los problemas sociales o interpersonales que
ello acarrea (por ejemplo, discusiones violentas). Si a esto se le afiade la aparicion de
tolerancia, abstinencia o comportamiento compulsivo relacionado con la bebida,
entonces se consideraria el diagnostico de dependencia de alcohol (Pichot et al., 1995).

Por su parte, durante los ltimos 30 afios los cientificos han puesto su atencion
en el problema del alcohol para descubrir sus bases, claves para el tratamiento y la

prevencion (Room et al., 2005).

3.2. Etiopatogenia

No existe un modelo Unico de personalidad sobre el que se desarrolle la
conducta patoldgica. Las variedades de actitud que pueden llevar a la toxicofilia etilica
se resumen en el siguiente esquema.

o Alcohdlico normativo o imitativo, que bebe influido por las presiones
ambientales.

0 Alcoholismo como compensacion o evasiva ante determinado tipo de
frustraciones o adversidades.

o Alcoholismo como auto-agresividad; la evasion en el alcohol reviste un caracter

auto-destructivo.
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0 Impulsividad morbida con tendencias a la busqueda de satisfacciones
inmediatas; este tipo de alcoholicos presenta rasgos propios de las
personalidades psicopaticas.

o Alcoholismo secundario a las psicosis enddgenas, ya se trate de esquizofrenias o

depresiones endogenas con tendencia a la cronicidad.

3.3. Farmacologia del etanol

El alcohol es un término general que engloba a una familia de compuestos
orgéanicos con propiedades comunes. Entre ellos estan el etanol, metanol, isopropanol y
otros. Entre las propiedades fisico-quimicas del etanol destaca que es un liquido claro,
volatil, y facilmente inflamable. Tiene un olor caracteristico y es muy soluble en agua
(Aragoén et al., 2002). Entra dentro de la familia de los hidrocarburos. En general, y a

partir de ahora, cuando se mencione alcohol se estara haciendo referencia a etanol.

3.3.1. Absorcion

El alcohol se absorbe a través de todo el tracto gastrointestinal por simple
difusion. La mayoria se absorbe en el intestino delgado, debido a la presencia en este
organo de microvellosidades que aumentan de forma notable la superficie de absorcion
y posibilitan dicha absorcion. Se considera que en un individuo en ayunas el 20-30% se

absorbe en el estdmago, mientras que el 70-80 % lo hace en el intestino delgado.

3.3.2. Distribucién

El etanol se disuelve mucho mejor en el agua que en los lipidos, y por ello, su
distribucion es analoga a la del agua en el cuerpo. La menor solubilidad del mismo en
medios lipidicos proporciona diferencias en la distribucion entre individuos con

diferente proporcion de grasa corporal.

3.3.3. Eliminacion

La mayor parte de la eliminacion del etanol (alrededor del 95%) se produce por
metabolismo hepatico, pero existe un escaso porcentaje que es eliminado, sin sufrir

transformacion alguna, a través de la orina, las heces, el sudor y el aire exhalado.
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3.3.4. Metabolismo hepatico del etanol

El hepatocito posee tres vias metabolicas para el etanol (Figura 11), cada una de
ellas localizada en un compartimento subcelular diferente: 1) ADH (alcohol
deshidrogenasa), en el citosol; 2) Sistema oxidativo microsomal, en el reticulo
endoplasmatico liso; 3) Catalasa, en los peroxisomas. El producto metabdlico de cada
una de estas vias es el mismo: el acetaldehido (AcH). En cada via, el receptor de las
moléculas de hidrogeno es diferente, asi como también las consecuencias metabdlicas.
Posteriormente, el acetaldehido es metabolizado a acetato, y éste a CO, y agua en los

tejidos periféricos (Aragon et al., 2002).

0z, H*
H20; NADPH
Etanol
e . CYP2E1
Catalasas / Alcohol
deshidrogenasa
NADH H*
2H,0,
NADP*
H:02
Acetaldehido
NAD*
; § Acetaldehido
NADH H* deshidrogenasa
Acetato
Acetil CoA
CO, H20, ATP — Lipidos

Figura 11. Esquema de las rutas metabdlicas del etanol.
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3.4. Efectos toxicos del etanol

La relacion entre consumo de alcohol y la salud es compleja y multidimensional
y se relaciona con mas de 60 enfermedades (Room et al., 2005). Se ha comprobado que
el dafio derivado del consumo de alcohol depende no sélo del volumen medio ingerido,
sino también de las pautas de consumo. Durante la adolescencia, el consumo de alcohol
se asocia con diversos efectos nocivos a corto plazo, como son los accidentes, la
violencia y las intoxicaciones etilicas. A largo plazo, el consumo regular de alcohol va
unido a un mayor riesgo de enfermedades cronicas graves como las complicaciones
hepaticas, tumorales, neuronales y cardiovasculares (Brugal and Rodriguez-Martos,
20006).

Entre los trastornos somaticos suelen aparecer gastritis, anorexia, lengua saburral
y nauseas matutinas acompafiadas de pituitas viscosas o biliosas, riesgo de ulcera
gastroduodenal, trastornos intestinales diversos y hepatomegalia, que se puede traducir
en una esteatosis hepatica. El paradigma de las lesiones orgédnicas producidas por el
consumo cronico del etanol es la cirrosis hepatica. Aunque esta enfermedad puede ser
debida a otras causas, como una infeccion por virus de las hepatitis B y C, desde hace
afios se le considera un marcador muy fiable cuando interesa evaluar y cuantificar de
forma poblacional las lesiones producidas por el consumo cronico de alcohol (Parés and
Caballeria, 2002).

El aparato circulatorio se ve afectado en el corazon (cardiopatia alcoholica
relacionada con el déficit de vitaminas B) y puede aparecer hipertension arterial que,
junto con la etiologia toxica, suele estar condicionada por trastornos emocionales. No
debemos olvidar los efectos del alcohol sobre el pancreas (pancreatitis aguda y cronica),
ni tampoco las enfermedades psicoorgédnicas (amnesia lacunar, demencia alcoholica),
los trastornos psicoticos (alucinosis, celotipia alcoholica) u otras enfermedades
psiquiatricas como ansiedad y depresion, a que puede dar lugar.

En la esfera neuroldgica lo mas caracteristico es el temblor distal rapido y
pequefio, especialmente de manos y lengua. Pueden aparecer signos o sintomas de
polineuritis; abolicion de reflejos aquileos, atrofia muscular, especialmente en
extremidades inferiores, trastornos de la marcha y parestesias en las extremidades,

ademads de neuritis optica (Rozman, 1988).
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El desarrollo de estas enfermedades depende en gran medida de la cantidad de
alcohol consumido por los pacientes (dosis total acumulada de alcohol durante toda la
vida del sujeto), aunque también influye una cierta predisposicion personal
(vulnerabilidad genética) y/o el concurso de determinadas circunstancias ambientales
como malnutricién o infecciones concomitantes, como por ejemplo, los virus de
hepatitis B y C (Parés and Caballeria, 2002).

Sin embargo, consumido de forma esporadica, los efectos del etanol sobre la
fisiologia humana son rdpidamente reversibles. Asimismo, consumido a dosis
moderadas, aunque sea de forma mantenida, tampoco parece causar ninguna
enfermedad, e incluso se ha sugerido que el consumo a dosis moderadas podria tener
efectos beneficiosos sobre la salud (Aberg et al., 2005). De hecho, estudios realizados
durante la Gltima década en paises de practicamente todos los continentes han sugerido
que el consumo de cantidades bajas y moderadas de alcohol reduce la mortalidad global,
pero muy especialmente la mortalidad por causas cardiovasculares (Booyse and Parks,

2001).

3.5. Efectos del etanol sobre el ojo

3.5.1. Sindrome alcohélico fetal

Durante las ultimos décadas se han realizado muchos estudios sobre los efectos
adversos que tiene el consumo de alcohol sobre el ojo, aunque la mayor parte han
tratado el sindrome alcoholico fetal (FAS), que consiste en una serie de desordenes que
ocurren en nifios con una exposicion prenatal al alcohol. Estos desérdenes se
caracterizan por déficit en el crecimiento prenatal y postnatal, problemas de aprendizaje,
defectos congénitos del corazén, anormalidades oculares, y defectos craneo-faciales,
algunos de los cuales se conocen desde hace tiempo (Jones and Smith, 1973).

Nifios con FAS muestran una variedad de defectos oftalmologicos, que abarcan
desde estrabismo, microftalmia, coloboma uveal, retina malformada, anormalidades
endoteliales en la cornea, hasta otras anormalidades menores como glaucoma, cataratas
(Miller et al., 1981, Miller et al., 1984, Stromland, 1985, Chan et al., 1991, Carones et
al., 1992).

La microftalmia — reduccion del tamano del ojo — se ha visto en el 90% de los

nifios con FAS (Stromland and Pinazo-Duran, 2002). La microftalmia puede ocurrir

38



. Introduccion

como consecuencia de un nimero de mecanismos potenciales, incluyendo incremento
de muerte celular, reducida proliferacion celular, y reducida diferenciacion celular en el
ojo en desarrollo (Stenkamp et al., 2002). Varios estudios en modelos animales han
mostrado que el consumo materno de alcohol durante la gestacion produce microftalmia
en la descendencia (Parnell et al., 2006, Dlugos and Rabin, 2007, Kashyap et al., 2007).

El alcohol, como importante agente teratogénico, puede producir dafios
irreparables en la retina y el nervio Optico durante la ontogenia ocular, desde deterioro
en la laminacion de la retina neural, reduccion del grosor del epitelio pigmentario,
disminucién en el numero de fotorreceptores, hasta hipoplasia del nervio Optico
(Kennedy and Elliott, 1986, Ashwell and Zhang, 1994, Chmielewski et al., 1997,
Pinazo-Duran et al., 1997, Arenzana et al., 2006, Matsui et al., 2006, Tufan et al., 2006,
Dlugos and Rabin, 2007, Pons et al., 2007). La hipoplasia del nervio dptico se ha visto
en el 50% de los pacientes diagnosticados con FAS y es debida a un defecto en el
desarrollo de las células ganglionares de la retina. La somatostatina podria influir en el
desarrollo de dichas células, ya que su concentracion esta incrementada en la retina en
desarrollo de ratas con exposicion a etanol (Ferriero et al., 1992).

Un estudio en ratones (Tenkova et al., 2003) mostré que la intoxicacién aguda
por etanol inducia muerte celular por apoptosis en todas las células del sistema visual

durante la sinaptogénesis, desde la retina hasta la corteza visual.

3.5.2. Accion del alcohol sobre el funcionamiento de la retina: ERG y PEV

Por su parte, los estudios de los posibles efectos adversos del alcohol sobre el
funcionamiento del ojo en el adulto han sido mucho mas escasos. La exposicion aguda a
etanol puede causar una pérdida en la homeostasis del calcio en el cristalino, lo que
podria ser uno de los mecanismos celulares que contribuyen en el desarrollo de cataratas
en individuos alcohdlicos (Zeng et al., 1998). En un modelo experimental con ratas se
vio que el alcohol podria modular la sensibilidad de las neuronas de la retina a GABA
(Yeh and Kolb, 1997).

Debido a todos estos efectos adversos del etanol sobre el ojo en general y
especialmente sobre la retina, seria fécil esperar que el consumo de alcohol
desencadenara un mal funcionamiento de la retina. Por ello, durante los ultimos afios se
han desarrollado estudios, tanto en humanos, como en modelos animales, en los que se

ha evidenciado una disfuncion de los fotorreceptores mediante electrorretinograma
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(ERG), y de las células ganglionares, detectado por potenciales evocados visuales
(PEV). En cuanto al ERG, en la mayor parte de los experimentos se ha visto disminuida
la amplitud de las ondas a y b, y aumentada la latencia de dichas ondas, en modelos
relacionados con FAS (Katz and Foxt, 1991, Hug et al., 2000, Bilotta et al., 2002,
Matsui et al., 2006), asi como en animales de experimentacion adultos (Pawlosky et al.,
2001, Johnsen-Soriano et al., 2007b, Sancho-Tello et al., 2008). Otros estudios
muestran la alteracion de los PEV tras el consumo abusivo de etanol (Kelley et al.,

1984, Williams, 1984, Boyes et al., 1993, Resende et al., 2001).

3.5.3. Alcohol y estrés oxidativo en el ojo

El alcohol puede ejercer una accidon téxica debido a su efecto directo en la
generacion de radicales libres o a través de sus metabolitos (Dupont et al., 2000),
principalmente acetaldehido (Nordmann, 1994, Li et al., 2004). La ingesta cronica de
etanol lleva a un incremento en los productos de peroxidacion lipidica y una reduccion
de los factores antioxidantes (Sies, 1997) como glutation (GSH) y sus enzimas
relacionadas en diferentes tejidos como higado (Yang et al., 2005), hipocampo
(Johnsen-Soriano et al., 2007a), o testiculo (Schlorff et al., 1999). Los radicales libres
podrian entonces producir dafos en diferentes tejidos y se piensa en la posibilidad de
utilizar antioxidantes como neuroprotectores en tejidos dafiados por etanol (Herrera et
al., 2003).

Ya que el estrés oxidativo estd incluido entre los mecanismos por los que el
alcohol predispone al sistema nervioso a dafio, la retina, que es el tejido neurosensorial
del ojo, es particularmente sensible a radicales libres oxigenados y a peroxidacion
lipidica (Cervantes-Munguia et al., 2006), ya que sus membranas son extremadamente
ricas en lipidos poli-insaturados. Datos publicados por nuestro laboratorio describen una
reduccion en el contenido de GSH asi como una mayor concentracion de MDA en el
nervio Optico de ratas alcohdlicas (Avid et al., 2002). Los mismos resultados se han
obtenido para el homogenado de ojo y de retina, y parece existir una correlacion entre
los cambios en la concentracion de ambas moléculas y la disminucion en la amplitud de
la onda b del ERG (Johnsen-Soriano et al., 2007b, Sancho-Tello et al., 2008). Algunos
estudios han demostrado que el uso de antioxidantes puede prevenir el dafio oxidativo

producido en el ojo por el alcohol (Aquilera et al., 2005, Johnsen-Soriano et al., 2007b).
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4. Consumo de Cocaina

La cocaina es un psicoestimulante y un anestésico local. Es uno de los alcaloides
contenido en las hojas de la planta de la coca, que es un arbusto del género
Erythroxylum, originario de América del Sur. Aunque existen méas de doscientas
especies de este género, solo dos contienen cantidades apreciables de cocaina (E. coca y
E. novogranatense).

Quimicamente, la cocaina es la benzoilmetilecgonina. Es un polvo blanco de
sabor amargo que provoca insensibilidad gustativa por sus propiedades anestésicas. La
cocaina base es relativamente insoluble en agua, mientras que el clorhidrato de cocaina
es muy soluble en este liquido lo que facilita su administracion por via intravenosa
(Karch, 2002). Actualmente su uso médico es muy limitado y se utiliza
esporadicamente en algunos paises como anestésico topico en cirugia ocular u Otica
(O'Brien, 2006).

En 2007, se estimd que entre 16 y 21 millones de personas en todo el mundo
consumieron cocaina al menos una vez, entre la poblacion de 15 a 64 afios de edad
(UNODC, 2009).

En el conjunto de la Unién Europea, la cocaina es, después del cannabis, la
droga ilegal de mayor consumo entre los adultos jévenes (OEDT, 2007). Alrededor de
7,5 millones de jovenes europeos de entre 15 y 34 afos han probado cocaina en alguna
ocasion. La prevalencia media para esta frecuencia de consumo, alguna vez a lo largo de
la vida, se sitia en Europa en el 5,3%. Cinco paises superan esta cifra y, entre ellos, se
encuentra Espana.

También en nuestro pais, la cocaina en polvo es la segunda droga ilegal de
consumo mas extendido. Entre 1994 y 2004, el uso de cocaina crecié de forma
importante no sélo entre los adultos sino también entre los sectores mas jovenes de la
poblacion. La ultima Encuesta Domiciliaria sobre Alcohol y Drogas en Espafia
(EDADES) en 2007/2008 mostraba que el 8% de los espafoles de 15 a 64 afios decia
haber probado alguna vez cocaina, el 3% afirmaba haber consumido esta droga alguna
vez en los ultimos doce meses y un 1,6% declaraba haberlo hecho en el mes previo a ser
encuestado (DGPNSD, 2008). No obstante, en las dos ultimas encuestas realizadas ha

disminuido el numero de gente que afirma haber consumido cocaina alguna vez en el
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ultimo afio, siendo del 2,6% en 2009/2010 (DGPNSD, 2010a) y del 2,3 en 2011/2012
(DGPNSD, 2012).

El uso de cocaina suele iniciarse més tardiamente que el de otras drogas ilegales,
como cannabis, €xtasis, alucinégenos e incluso heroina, y es, después del cannabis, la
droga cuyo consumo estd mas extendido entre los estudiantes. Los resultados de la
Encuesta Estatal sobre Uso de Drogas en Ensefianzas Secundarias (ESTUDES),
realizada en poblacion de 14 a 18 afios, pusieron de manifiesto que, en 2010, un 3,9% la
habian consumido alguna vez en la vida, un 2,6% en el Gltimo afio y un 1,5 % en el
ultimo mes (DGPNSD, 2010b).

El consumo de cocaina es, en general, de caracter esporadico y, al igual que el
de otros estimulantes, esta asociado a la noche, a salir de marcha, a las discotecas, al fin
de semana o a dias sefnalados (aniversarios, fin de afo, fiestas locales, vacaciones, etc.).
Una de las caracteristicas que se atribuye a las drogas en general, y a la cocaina en
particular, es facilitar la diversion, la desinhibicion, la comunicacion, las relaciones
interpersonales, la prolongacion y la intensificacion de la fiesta.

En Espaiia, la cocaina se presenta principalmente en dos formas: el clorhidrato
de cocaina (conocida como cocaina en polvo o cocaina) y la cocaina base (denominada
base y raramente crack). En nuestro pais se consume fundamentalmente cocaina en
polvo por via intranasal (esnifada), y el consumo de base es mucho menos frecuente.

La mayoria de los consumidores de cocaina usan también otras drogas, sobre
todo alcohol, tabaco y cannabis, pero también anfetaminas, éxtasis y alucinogenos. En
2006, el 97,5% de los estudiantes de 14 a 18 afios que habian consumido cocaina el
ultimo afio, consumieron también alcohol, el 92,7% cannabis, el 44,0% anfetaminas, y

el 44,3% éxtasis (DGPNSD, 2007).

4.1. Mecanismos de accion

La cocaina se une de forma especifica a trasportadores de dopamina, pero
también de serotonina y noradrenalina, en la membrana neuronal presindptica,
inhibiendo de este modo la recaptacion de ciertos neurotrasmisores. La concentracion de
dichos neurotransmisores aumenta, por tanto, en el espacio sinaptico, facilitindose su
union a los receptores de la membrana neuronal postsinaptica y aumentando asi de

forma muy intensa su accion fisiologica.
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Los efectos reforzadores positivos, la euforia y la dependencia de cocaina se
explican por su accion en los circuitos cerebrales de recompensa, a través del aumento
de la concentracion de dopamina en el nicleo accumbens y su interaccién con los
receptores postsinapticos.

En humanos hay una relacion directa entre la tasa de ocupacion del transportador
de dopamina y los efectos placenteros de la cocaina (Volkow et al., 1999). La
administracién de dosis habituales de cocaina por via intranasal, intravenosa o fumada,
que provocan una sensacion de euforia significativa, producen una ocupacion del
transportador de dopamina superior al 50%.

Aun asi, la dopamina no explica todos los efectos reforzadores y gratificantes de
la cocaina. La accidn serotoninérgica parece jugar también un papel en el potencial de
abuso de la cocaina (Lizasoain et al., 2001, Ramos et al., 2005).

La cocaina tiene ademas otras acciones en el sistema nervioso central (SNC)
como la de incrementar el secuestro de dopamina en las vesiculas nerviosas (Cunha-
Oliveira et al., 2008), o aumentar la actividad glutamatérgica en el nicleo accumbens, el
area tegmental ventral, el estriado y la corteza prefrontal (Kalivas and Duffy, 1998).
Ademas se sabe que la cocaina provoca un descenso del tono inhibitorio GABAergico
(Gasior et al., 2004, Tseng and O'Donnell, 2004).

La cocaina es ademds un anestésico local del tipo éster como la tetracaina,
benzocaina y procaina. Bloquea los canales de sodio dependientes de voltaje y al
impedir su entrada, en respuesta a la despolarizacion, se produce una alteracion de la
conduccion nerviosa. Estos efectos explican algunas de las complicaciones cardiacas de
la cocaina.

En estudios de neuroimagen cerebral se ha demostrado que la cocaina reduce el
flujo sanguineo cerebral, especialmente en zonas ricas en dopamina del hemisferio
izquierdo. Esta reduccion del flujo cerebral se relaciona con los efectos placenteros de la

cocaina y la duracion de los mismos (O'Brien, 2006).

4.2. Etiopatogenia de la adiccién a cocaina

La adiccién a estimulantes como la cocaina o anfetamina es un desorden
psiquiatrico dificil de tratar. Se caracteriza por una alta tasa de recaida que puede ocurrir
después de muchos meses o algunos afios de abstinencia. Afios de observaciones de

adictos a las drogas han mostrado que una dependencia quimica, incluyendo una
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dependencia a estimulantes, estd asociada a una variedad de desordenes psiquidtricos y
neurologicos coexistentes.

El principal factor etioldgico parece ser el propio efecto bioldgico del consumo
agudo de cocaina; por ello, la exposicion y la disponibilidad de consumo, la dosis, la
duracion y la ruta de administracion de la cocaina son fundamentales en el desarrollo de
esta adiccion (Platt, 1997). Mayores cantidades y vias mas rapidas son mas adictivas. La
cocaina produce una secuencia alternativa de efectos positivos (euforia) y negativos
(apetencia y abstinencia motivacional), que tiende a perpetuar el consumo (Dackis and
O'Brien, 2001). La acciéon que ejerce la cocaina sobre la unién dopaminérgica del
nucleo accumbens, otras regiones mesolimbicas y mesocorticales y cortex prefrontal
(Koob, 1999), media de manera critica los efectos adictivos. Estudios recientes con
diversas técnicas de neuroimagen han comprobado esta hipdtesis (Bolla et al., 1998,
Volkow et al., 1999) y han localizado en la amigdala, en el giro cingulado anterior, en el
cortex prefrontal dorsolateral y en el cerebelo, las alteraciones mas caracteristicas de la
dependencia de cocaina (Childress et al., 1999, Garavan et al., 2000, Romero et al.,
2010).

Todas estas estructuras estan vinculadas a la memoria, al aprendizaje, al placer, a
la motivacion y a las funciones ejecutivas humanas (LeDoux, 2000). La taquifilaxia (o
tolerancia aguda) y la accion sobre otros receptores parecen también factores
importantes, pero no se conoce claramente su papel en la adiccién de cocaina (Sora et
al., 2001).

El consumo cronico de cocaina produce cambios neurofisiologicos en los
sistemas cerebrales que regulan las experiencias placenteras, la conducta heddnica
(Bolla et al., 1998) y la motivacién, y dan soporte a las conductas basicas de
supervivencia y reproduccién. El conocimiento de cémo la cocaina produce una
profunda alteracion en las conductas instintivas ha resultado clave en la comprension
cientifica de la motivacion y del placer en los humanos. La hipotesis de la deplecion de
DA sugiere que el estimulo repetido por cocaina y el bloqueo subsiguiente de la
recaptacion conduce a un agotamiento de los depdsitos de DA presinapticos y a la
hipofunciéon dopaminérgica (Repetto and Gold, 2005). Esta hipotesis tiene multiples
apoyos pero, hasta la fecha, no se ha comprobado completamente. En estudios animales
se han descrito alteraciones de los autoceptores dopaminérgicos inhibitorios (Weiss et

al., 2001b) y una disminuciéon de la disponibilidad de serotonina en las sinapsis
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(Jacobsen et al., 2000), producidos por consumo cronico de cocaina, que podrian estar
en la base de la anhedonia (incapacidad de experimentar placer) y de la abstinencia
motivacional (Koob and Nestler, 1997) observada en muchos cocaindémanos (Weiss et
al., 2001a). En otros estudios se ha mostrado la implicaciéon de otros neurotransmisores
((Hemby, 1999)), de proteinas celulares (por ejemplo, sintetasas del segundo
mensajero), de la proteina G, proteinkinasas, modificaciones de la expresion génica (que
determina la configuracion especifica de la plasticidad molecular y conductual) y
neurotoxicidad (Nestler, 2001).

Algunos autores han asociado la adiccién a cocaina a rasgos de personalidad
como la impulsividad, la busqueda de sensaciones, la tendencia a ignorar el riesgo o la
hipertimia. Aunque estas afirmaciones serian suscritas por muchos clinicos, no se
conocen cientificamente las caracteristicas de las posibles personalidades
cocainogénicas ni, incluso, si existen como tales. La asociacion de la cocainomania con
rasgos de personalidad limite, hipertimia o psicopatica es muy frecuente en la clinica,
pero hay que determinar siempre si estos rasgos son previos (primarios) o posteriores
(secundarios) al consumo de cocaina.

Tienen importancia en muchos casos los habitos especificamente asociados al
riesgo de consumir y el desconocimiento o la negligencia de que se sufre una adiccion
(por falta de informacion y/o afectacion selectiva del recuerdo de las conductas
andmalas que ocurren al consumir). En muchos momentos historicos, la cocaina se ha
asociado a estatus y nivel sociocultural y ello ha acercado a consumir a grupos
especificos de poblacion (aunque, regularmente, el consumo ha caido después en
descrédito por los problemas que acarrea).

En resumen, la apetencia o «cravingy, la falta de motivacion para la abstinencia,
la negacion de la enfermedad y el incumplimiento terapéutico que caracterizan a la
cocainomania tienen un soporte bioldgico que se conoce cada vez mejor y su
consideracion es imprescindible para la indicacion y aplicacion exitosa de los

tratamientos biologicos y psicosociales.
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4.3. Farmacologia de la cocaina

4.3.1. Absorcion

Fumada o administrada por via intravenosa produce sus efectos en segundos y
alcanza las concentraciones plasmaticas maximas a los pocos segundos o minutos. Es
importante recordar que la administracién intrapulmonar, en forma de inhalacion o
fumada, produce efectos incluso més intensos y mas rapidos que la via intravenosa y
por ello mayor compulsion al consumo, lo que genera un elevado potencial adictivo.

Por via intranasal el efecto maximo aparece a los 15-30 minutos y alcanza su
concentracion maxima a los 30-45 minutos.

La absorcion oral es baja (30%), deben administrarse dosis elevadas por esta via
para obtener efectos perceptibles. En los paises andinos, los masticadores habituales de
coca consumen unos 12-15 gramos de hojas tres o cuatro veces al dia. Considerando
una pureza del 0,5%, la cantidad de cocaina consumida en cada ocasion es de unos 75
mg. El té¢ de coca contiene aproximadamente 1 gramo de hojas secas y unos 5-6 mg de
cocaina y cantidades variables de otros alcaloides (benzoilecgonina y ecgonina

metilester).

4.3.2. Distribucion

La cocaina se reparte ampliamente en el organismo, atraviesa la barrera
placentaria y la hematoencefélica hacia el sistema nervioso central, donde produce gran
parte de sus efectos. También se encuentra en saliva y sudor, por lo que su

identificacion en estos fluidos resulta Util para finalidades médico toxicoldgicas.

4.3.3. Metabolismo

En ausencia de alcohol los principales metabolitos de la cocaina son la
benzoilecgonina (BE, 45%) y la ecgonina metil ester (EME, 50%), ambos inactivos. El
metabolismo hacia EME se debe a la actuacion de esterasas hepaticas y plasmaticas
(pseudocolinesterasa). La BE se forma por hidrdlisis espontdnea y por una
carboxilesterasa hepatica. Las concentraciones de norcocaina, un metabolito activo
formado por metabolismo hepatico por el citrocromo P-450 3A4 son muy pequefias
(5%) (Farré et al., 1993, Farré et al., 1997).

En presencia de alcohol, la carboxilesterasa hepatica transforma la cocaina en

cocaetileno (benzoiletilcocaina), que posee una actividad farmacoldgica similar a la
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cocaina. Las concentraciones de cocaetileno en estos casos pueden llegar a ser hasta un

20% de las totales.

4.3.4. Eliminacion

Tan so6lo un 1-5% de la cocaina consumida es eliminada sin ser transformada en
orina siendo la presencia de los metabolitos BE y EME mayoritarios en la misma. Tras
una dosis de cocaina se puede detectar BE durante 48-72 horas y en el caso de
consumidores cronicos la orina puede ser positiva a este metabolito durante una semana.
La semivida de eliminacién de la cocaina es de 0.5-1.5 h, lade BE esde 6-8 hy lade la
EME es de 3-8 h. La metilecgonidina (anhidroecgonina metil ester, AEME) es un
metabolito urinario que unicamente se forma cuando la cocaina es fumada (Cami et al.,

1998).

4.4, Efectos toxicos de la cocaina

La toxicidad de la cocaina se manifiesta de muchas maneras en el organismo,
aunque los cambios mas dramadticos se observan en el sistema cardiovascular, higado y
cerebro.

En el sistema cardiovascular se consideran tipicas complicaciones de abusadores
de cocaina: taquicardia, hipertension, ruptura de vasos sanguineos, arritmias, lesiones
arterioscleroticas, que a menudo preceden a isquemia de miocardio o infarto (Karch,
1993).

La cocaina parece ser hepatotoxica en humanos (Marks and Chapple, 1967), y
en animales (Thompson et al., 1979, Mehanny and Abdel-Rahman, 1991).Esta
hepatotoxicidad estd potenciada por drogas como los barbituricos, alcohol, y cocaina
adulterantes.

La cocaina también induce desordenes pulmonares, que son particularmente
severos en fumadores de cocaina. Estos desordenes incluyen: barotrauma, inflamacion e
infeccion de pulmones, congestion pulmonar, edema, hipertrofia de las arterias
pulmonares y necrosis pulmonar (Karch, 1993).

La toxicidad sistémica de cocaina podria contribuir indirectamente a desérdenes
psiquiatricos resultado de un abuso cronico a cocaina, entre los que se incluirian
ansiedad, agitacion psicomotora, agresividad, ideaciébn paranoide, delirio 'y

alucinaciones, insomnio y conducta estereotipada.
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Investigaciones realizadas en animales y estudios clinicos demuestran que el uso
de cocaina de forma crénica puede producir serias neuropatias. En humanos puede
causar apoplejia, neuropatia Optica, infarto cerebral, hemorragia subaracnoidea e
intracerebral, isquemia cerebral multifocal, atrofia cerebral e infarto de miocardio
llevando a una isquemia cerebral y a un edema. (Lathers et al., 1988, Klonoff et al.,
1989, Daras et al., 1991, Fredericks et al., 1991), ademas de una gran cantidad de
desérdenes en el flujo sanguineo cerebral (Volkow et al., 1988, Holman et al., 1993,
Strickland et al., 1993, Rinder et al., 1994, Kosten et al., 1996).

Otros efectos indeseables de la cocaina son dilataciéon pupilar o midriasis,
sudoracion, temblor, aumento de la temperatura corporal, nduseas o vomitos y rechinar
de dientes o bruxismo.

Algunas complicaciones estan vinculadas a la via de administracion utilizada.
Asi, por via intranasal puede provocar sinusitis, rinitis, hemorragias nasales, atrofia
mucosa nasal y perforacion del tabique nasal. Por via intravenosa puede producir, mas
por la via utilizada que como causa etiologica, hepatitis B y C, SIDA, endocarditis,
infecciones cutdneas, abscesos, neumonia y sepsis. Por via fumada induce hemoptisis,

neumonias, asma, dolor toracico, quemaduras e irritacion ocular.

4.5. Efectos de la cocaina sobre el ojo

El consumo de cocaina durante la gestacion se ha asociado con anormalidades
en el sistema visual en desarrollo. Por ejemplo, la exposicion a cocaina durante este
periodo hace mas susceptibles a los nifios a desarrollar estrabismo (Block et al., 1997).
Uno de los aspectos mas afectados por la cocaina en el ojo es el sistema vascular, ya que
produce edema en los parpados, ademés de hemorragia en la retina relacionada con
isquemia (Good et al., 1992, Silvia-Araujo et al., 1994, Silvia-Aratijo and Tavares,
1996, Silvia-Araujo et al., 1996, Méndez-Armenta et al., 1997). Durante este periodo de
gestacion también se han visto dafos en los fotorreceptores de la retina (Silvia-Araugjo et
al., 1995a) y en la capa de células ganglionares (Silvia-Aragjo et al., 1993, Silvia-
Aratijo et al., 1995b, Méndez-Armenta et al., 1997), asi como anormalidades en el
nervio optico (Good et al., 1992, Silvia-Araujo et al., 1993).

En cuanto al consumo de cocaina en adultos, se han recogido varios casos
clinicos en los que el sistema vascular de la retina también estd afectado, pues se

observa una oclusion tanto de la arteria como de la vena central de la retina (Devenyi et
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al., 1988, Sleiman et al., 1994, Michaelides and Larkin, 2002, Leung et al., 2008).
Recientemente se ha descrito el primer caso clinico de maculopatia bilateral ocurrido
tras un consumo prolongado de cocaina intranasal (Ascaso et al., 2009).

Como se ha mencionado anteriormente, el principal efecto reforzante de la
cocaina es la alteracion de la neurotrasmision dopaminérgica en el sistema de refuerzo
del cerebro. Ya que la DA se encuentra en altas concentraciones en la retina, se podria
pensar que la dependencia a cocaina podria estar asociada con anormalidades en el
electrorretinograma. Roy y colaboradores (Roy et al., 1996, Roy et al., 1997) vieron que
la amplitud de la onda b del electrorretinograma estaba disminuida en pacientes
dependientes de cocaina tras su retirada. Para comprobar el planteamiento anterior,
realizaron nuevos estudios, en los que se les hacia un test de craving de cocaina a los
pacientes antes del ERG. Se vio que pacientes con mayor cambio en el ERG podrian ser

mas vulnerables a craving de cocaina (Smelson et al., 1998, Smelson et al., 2001).
5. Fisiologia del estrés oxidativo

5.1. Estrés Oxidativo. Radicales libres

5.1.1. Papel fisiolégico y patolégico

Se ha demostrado la funcién de los radicales libres en la defensa antimicrobiana
y antitumoral, también como mensajeros e inductores genéticos (Satriano et al., 1993,
Zimmerman et al., 2002, Hardy and Hunt, 2004). Pueden intervenir en la inactivacion o
activacion de ciertas enzimas (Fillebeen and Pantopoulos, 2002, Sindhu et al., 2005) y
contribuir a la regulacion de la extension del proceso inflamatorio (Bourbon et al.,
2004). Ademas, se ha postulado que el balance oxidante-antioxidante puede intervenir
en el proceso de la apoptosis (Buttke and Sandstrom, 1994, Svensk et al., 2004).

Los radicales libres pueden relacionarse con la hipertension (Touyz, 2004), la
disfuncioén cardiovascular (Ramachandran et al., 2003), la inflamacién (Telfer and
Brock, 2004) y con enfermedades como la diabetes (Hermenegildo et al., 1993, Miranda
et al., 2004), el SIDA (Hsu et al., 2003), la epilepsia (Patel, 2004), etc.

Estos radicales pueden alterar directa o indirectamente varios mecanismos
celulares y fisiologicos, pudiendo conducir a alteraciones de macromoléculas vitales

para los seres vivos, entre ellas el DNA (provocando mutaciones), los lipidos de
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membrana (provocando su peroxidacion) o las proteinas (alterando actividades

enzimaticas).

5.1.2. Generacioén de radicales libres

Los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno proceden de fuentes

metabolicas enddgenas o de agresiones oxidativas externas.

Dentro de las fuentes endogenas de produccion de radicales libres podemos

incluir las siguientes:

1. La cadena electronica mitocondrial (Kas and Blattna, 1986).

2. Excesiva actividad de la NADPH fagocitaria (Gabig and Babior, 1979).

3. Activacion del metabolismo del 4cido araquiddnico en procesos inflamatorios
(Winyard et al., 1994).

4. Deslocalizacion de metales de transicion (Fe2+ y Cu+) de sus sitios de
deposito (Halliwell and Gutteridge, 1986).

5. Hiperactividad de la xantina oxidasa (Chambers et al., 1985).

6. Activacion de la enzima 6xido nitrico sintasa (Beckman et al., 1990).

7. Menor capacidad de los mecanismos protectores antioxidantes (Giugliano et
al., 1996).

Algunas de las fuentes exdgenas de dafio oxidativo son:

1. Radiaciones ionizantes (Fridovich, 1983).

2. Aumento en la disponibilidad de metales de transicion en algunas
enfermedades metabolicas y en procesos inflamatorios (Halliwell and
Gutteridge, 1986).

3. Accion de xenobioticos y farmacos (Trush et al., 1982).

4. Exceso en la concentracion de oxigeno o los procesos en los que hay

fendomenos de isquemia-reperfusion (McCord and Roy, 1982).

5.1.3. Peroxidacion lipidica

Consiste en el deterioro oxidativo de grasas, oxigeno dependiente, y sobre todo
de los acidos grasos insaturados. El radical hidroxilo (OH) es un radical libre de vida
media muy corta, que se forma al romperse la molécula de agua. La peroxidacion
lipidica ocurre cuando este ‘OH es generado en la proximidad de las membranas y ataca

a los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos, como el acido araquidonico.
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Un 'OH puede convertir cientos de acidos grasos de la membrana en lipidos
hidroperoxidados, que son muy inestables y rapidamente se descomponen en otros
productos, pudiéndose producir nuevos radicales libres que pueden a su vez iniciar
nuevas cadenas de peroxidacion.

La peroxidacion de lipidos es un fendémeno que puede conducir a la muerte
celular, pero también puede inducir la formaciéon de intermediarios derivados de los
lipidos. Entre los productos de la peroxidacion lipidica se incluyen una serie de
aldehidos que actiian como “mensajeros toxicos secundarios”, modificando la accion
de los radicales libres iniciales, ya que, al contrario que éstos, poseen una vida media
mucho mayor y pueden por tanto difundir desde su lugar de produccion, alcanzando

células o tejidos situados a cierta distancia.

5.2. Defensa Antioxidante

5.2.1. Sistemas antioxidantes de importancia biolégica

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, cuando estd presente a
concentraciones bajas en comparacion con las del sustrato oxidable, retrasa o previene
significativamente la oxidacién de dicho sustrato (Halliwell and Gutteridge, 1989). El
término “sustrato oxidable” incluye casi todo lo que se encuentra en las células vivas,
como proteinas, lipidos, carbohidratos y DNA. La desintoxicacion de las especies
reactivas del oxigeno es uno de los requisitos para la vida aerobia, por lo que se ha
desarrollado un importante sistema defensivo antioxidante formado por recolectores y
neutralizadores no enzimaticos que se llaman antioxidantes, proporcionados o no por la
dieta (vitaminas C y E, glutation, etc.), por las enzimas con actividad antioxidante
directa o primaria, llamadas asi por inactivar directamente especies activadas de
oxigeno (catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, etc.), y por las enzimas
con actividad antioxidante secundaria, que contribuyen al mantenimiento de otros
sistemas antioxidantes o bien conjugan sustancias derivadas de la accion toxica de los
radicales (glutation S-transferasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, etc.) (Sies and de

Groot, 1992).

5.2.2. El sistema glutation

Se denomina sistema glutation al conjunto formado por el glutation y las

enzimas relacionadas con su metabolismo, que son ademds responsables del
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mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiologicas (Meister and Anderson,
1983). El glutation es un tripéptido (constituido por 4cido glutdmico, cisteina y glicina)
de interesantes propiedades bioldgicas debido a dos caracteristicas estructurales: el
enlace y-glutamilo que lo protege de las peptidasas, y la presencia de un grupo tiol
libre (-SH) que lo convierte en un compuesto muy reactivo con todo tipo de sustancias e
incluso, consigo mismo (Meister and Anderson, 1983). Es el tiol no proteico mas
abundante de practicamente todas las células animales (Dringen, 2000) y su presencia se
puede explicar en funcién de su proteccion frente a la toxicidad del oxigeno (Fahey et
al., 1987). Se considera estado del glutation (GSH) al equilibrio entre las distintas
formas en las que este tripéptido se puede presentar (Kosower and Kosower, 1978).
Podemos encontrarlo en forma de tiol reducido (GSH), en forma oxidada (GSSG) y en
forma de disulfuros mixtos en su mayoria GS-S-proteina. El término estado no implica
unos valores constantes para el glutation, sino que estos quedan supeditados a las
alteraciones del sistema. El glutation estd relacionado con la actividad de algunas
enzimas como:
A. Actividad peroxidasa representada por tres enzimas:

1.  Glutatién peroxidasa (GPx): es una enzima que contiene selenio, capaz
de reducir el perdxido de hidrogeno (H,O,) a agua. Es la forma mas
comun de actividad peroxidasa en mamiferos y se presenta como un
importante sistema protector frente a la peroxidacion de lipidos. La
funcion de esta enzima es proteger a las membranas celulares del dafio
oxidativo. El higado por ejemplo, que es uno de los principales lugares
para la detoxificacion y estd expuesto a altos niveles de oxidantes,
posee una actividad elevada de glutation peroxidasa. Los animales con
deficiencias en selenio, presentan un descenso de la actividad de ésta
(Van Vleet et al., 1981).

2. Glutation transferasa con accion peroxidasa: algunas isoenzimas de la
glutation ~ S-transferasa también tienen actividad frente a
hidroperoxidos organicos, mientras que no la tienen frente al perdxido
de hidrégeno. Bajo condiciones de deficiencia de selenio en la rata, la
glutation peroxidasa esta disminuida mientras que la actividad

glutation transferasa esta aumentada (Scharmm et al., 1985).
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3. Glutatién peroxidasa frente a fosfolipidos peroxidados: actiia sobre
fosfolipidos oxidados de membranas bioldgicas. Esta enzima es una
glutation peroxidasa de fosfolipidos hidroperoxidos, llamada PHGPx.
Es un monomero y ha sido descubierto como una seleno enzima
distinta de la clasica glutation peroxidasa basandose en su ADNc y
secuencia aminoacida (Ursini et al., 1982).

B. Actividad glutation disulfuro reductasa: el glutation disulfuro (GSSG)
formado en las reacciones de peroxidacion se reduce por accion del NADPH
mediante una reaccion catalizada por la glutation reductasa. Por tanto esta
enzima mantiene el estado reducido del glutation, necesario a su vez para
muchos procesos de detoxificacion celular.

C. Actividad gamma glutamil transpeptidasa: es una enzima del catabolismo
del glutation que cataliza la transferencia del grupo gamma glutamilo.
Normalmente estd asociada a la membrana celular y orientada con su sitio
activado hacia el exterior. Constituye el paso extracelular del ciclo gamma-
glutamilo (Meister and Anderson, 1983).

Ademas del glutation existe una gran bateria de compuestos biologicos
encargados del mantenimiento del equilibrio redox en el organismo. Entre ellos
destacan la vitamina E (tocoferol), vitamina C (&cido ascorbico) y el acido lipdico.
Otros como la ubiquinona y los carotenoides tienen variado interés dependiendo del

medio en cuestion.
6. La naltrexona y el alcoholismo

6.1. Mecanismos de accion del alcohol en el sistema de

refuerzo del cerebro

El conocer los mecanismos de accion del alcohol es fundamental para
comprender la razon por la cual la gente bebe repetidamente a pesar de las
consecuencias adversas que esto tiene.

El alcohol tiene efectos sobre diversos sistemas de neurotransmisiéon, como el
del 4cido y—aminobutirico (GABA), la dopamina, los opioides y la serotonina, y en afos

recientes se han incorporado datos de su interaccion con el glutamato. En el cerebro, el
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alcohol actia sobre estructuras y sistemas relacionados con sensaciones placenteras
(sistema dopaminérgico mesolimbico-cortical), lo que le confiere propiedades con
potencial adictivo.

Las B-endorfinas en el area tegmental ventral (ATV) act@ian inhibiendo la
actividad de las neuronas GABAérgicas, lo que, a su vez, reduce la accion inhibitoria
que en estado normal produce GABA sobre las neuronas dopaminérgicas de este area,
incrementando asi la liberacion de dopamina en las terminales que proyectan tanto a la
corteza prefrontal como al nucleo accumbens (via mesolimbico-cortical) (Figura 12) (Di
Chiara and Imperato, 1988). Resulta bien conocido que una gran variedad de drogas de
abuso con mecanismos celulares diferentes actiian sobre esta via mesolimbico-cortical,
entre otras, el alcohol (Wise and Bozarth, 1987, Weiss and Porrino, 2002, Koob, 2003,
Juarez, 2004).

Si consideramos que el alcohol provoca la liberacion de opioides endogenos
como las B-endorfinas (Burov et al., 1984, Gianoulakis, 1990, Gianoulakis et al., 1996,
Zalewska-Kaszubska et al., 2006), y que varias estructuras relacionadas con
mecanismos de reforzamiento, como el nicleo accumbens, tienen receptores opioides,
parte del efecto gratificante del alcohol puede ser mediado por una accidn directa de las
B-endorfinas sobre estas estructuras, ademads de su accion facilitadora en la liberacion de
dopamina desde el ATV.

Por otra parte, se han observado niveles altos de B-endorfinas en sujetos de
familias con historia de alto riesgo de alcoholismo después de un consumo de alcohol
(Gianoulakis et al., 1996), asi como en ratas con preferencia a alcohol (Zalewska-
Kaszubska et al., 2006), y se ha postulado que la deficiencia de B-endorfinas durante el
periodo de abstinencia puede contribuir a la generacion de ansiedad y a la bisqueda del
consumo de alcohol, ya que se ha encontrado una correlacion negativa entre los niveles

de B-endorfinas y la ansiedad durante este periodo (Kiefer et al., 2002).
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Figura 12. Rutas moleculares de sustancias adictivas ((Nestler, 2005)).

6.2. Naltrexona como antagonista de receptores mu opioides

Ann Thamson

La naltrexona (Figura 13) es un antagonista opidceo, ya que se une

competitivamente a sus receptores, localizados principalmente en el sistema nervioso

central y periférico. De este modo, antagoniza las acciones tanto de los opioides

endogenos (endorfinas) como de los opidceos de administracion exogena.

HO

Figura 13. Formula de la naltrexona.

La naltrexona tiene una duracion de accion de 1-2 horas al ser administrada por

via intravenosa, aunque también esta disponible para ser administrada por via oral. Este

compuesto es muy utilizado en el tratamiento de la intoxicacion aguda por opidceos

(como la codeina, morfina y la heroina). Tiene una vida media de 10 horas y una dosis

oral unica de 100 mg es capaz de bloquear hasta durante 48 horas los efectos de la
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heroina inyectada. Por lo general, la naltrexona se toma una vez al dia en una dosis de
50 mg o en dosis de 100-150 mg tres veces por semana.

La naltrexona es un agente que bloquea receptores opioides, particularmente
(pero no exclusivamente) el receptor u-opioide (Verebey and Mul¢, 1975, Anton et al.,
2006). Existen altas concentraciones de receptores u-opioides en areas del cerebro,
como el nicleo accumbens, amigdala, giro cingulado, y ganglio basal (Zubieta et al.,
1999), que han sido implicados en la ruta de refuerzo asociado con el abuso de alcohol y
otras sustancias. La ocupaciéon de estos receptores estd relacionada con el craving de
alcohol (Bencherif et al., 2004).

El uso de este agente en modelos animales lleva a una reduccion de los niveles
de dopamina en el nicleo accumbens (Benjamin et al., 1993, Gonzales and Weiss,
1998, Middaugh et al., 2003). Disminuye los efectos reforzantes del alcohol por dos
mecanismos: (1) suprimiendo la estimulacion beta-endorfina mediada por alcohol de las
neuronas dopamina directamente en el nudcleo accumbens, y (2) reduciendo la
desinhibicién beta-endorfina de la inhibicién tonica de las células dopamina por
neuronas acido gamma-aminobutirico en el area tegmental ventral (Spanagel and
Zieglgénsberger, 1997, Johnson and Ait-Daoud, 2000).

Ya que las propiedades farmacocinéticas de la naltrexona oral llevan a
fluctuaciones significativas en los niveles plasmaticos con dosis diaria oral, su
efectividad general estd limitada por dos factores. Primero, el bajo nivel en plasma de
naltrexona oral diminuye su eficacia, lo que podria explicar por qué por encima del 85%
de la medicacion es requerida con el fin de tener una respuesta terapéutica (Volpicelli et
al., 1997). Segundo, picos altos son considerados responsables de efectos adversos
(Croop et al., 1997, King et al., 1997), y aproximadamente al 15% de los pacientes con
naltrexona oral se les retira el tratamiento a causa de dichos efectos, especialmente
nauseas (Croop et al., 1997). Ademas, sujetos con alelo Asp40 del receptor u-opioide, al
contrario de aquellos con tipo alélico Asn40, podrian tener un mayor beneficio

terapéutico que el observado en la respuesta promedio (Oslin et al., 2003).

6.3. Naltrexona en la dependencia a alcohol

La Food and Drug Administration (FDA) ha aprobado varios medicamentos para

el tratamiento de la dependencia a alcohol, incluyendo disulfiram, acamprosato y
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naltrexona. En la adiccion, se ha mostrado que el topiramato es potencialmente efectivo,
aunque no ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de dependencia a alcohol.

Se han realizado muchos estudios en las ultimas décadas que proponen a la
naltrexona como una potencial farmacoterapia para el tratamiento de alcoholismo
crénico debido a su capacidad de bloquear los receptores opioides. El bloqueo de dichos
receptores por parte de la naltrexona hace que el farmaco sea también activo en el
bloqueo de los efectos euforizantes derivados del consumo del alcohol, lo que explica
que tras su administracion se observe una reduccion del craving y una tasa de recaida
significativamente menor, tanto en animales (Middaugh et al., 2003, Ji et al., 2008);
(Altshuler et al., 1980, Walker and Koob, 2008), como en pacientes abstinentes
(O'Malley et al., 1992, Volpicelli et al., 1992, Swift et al., 1994, Davidson et al., 1996,
Anton et al., 1999, Davidson et al., 1999, O'Malley et al., 2002, Anton et al., 2004,
Drobes et al., 2004, Schmitz et al., 2004, Srisurapanont and Jarusuraisin, 2005, Heiling
and Egli, 2006, Myrick et al., 2008, Kranzler et al., 2009). Estos datos sugieren que el
bloqueo de receptores opioides con naltrexona podria ser un tratamiento para reducir el
uso de alcohol (reduciendo el refuerzo y placer de la bebida) y mantener la abstinencia
(reduciendo el craving inducido por estimulos ambientales). Recientemente se ha visto
que la naltrexona podria ser eficaz en el tratamiento de alcoholismo incluso en pacientes
con desordenes bipolares (Sherwood Brown et al., 2009).

La naltrexona es capaz de bloquear el desarrollo de preferencia para una dieta de
azucar (Levine et al., 2002) y el consumo de soluciéon de sacarina (Goodwin et al.,
2001). Estos resultados son consistentes con la hipotesis de que el bloqueo de receptores
opioides por naltrexona a dosis mayores bloquea los efectos reforzantes positivos tanto
de reforzadores naturales, como drogas.

En resumen, muchos estudios han demostrado la efectividad de la naltrexona
para el tratamiento de la dependencia a alcohol. No obstante, no todas las personas
responden de igual manera ante el tratamiento con naltrexona, unos alcoholicos lo hacen
muy bien, mientras que otros no lo hacen. Un estudio mas reciente mostré que el
tratamiento con naltrexona no fue eficaz para mantener la abstinencia en una poblacién
de americanos de origen africano (Ray and Oslin, 2009). Existe una serie de
caracteristicas fenotipicas de individuos dependientes de alcohol que podrian estar
asociadas con una mejor respuesta, incluyendo nivel de craving, funcion cognitiva,

historia familiar y sexo (Jaffe et al., 1996, Monterosso et al., 2001, O'Malley et al.,
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2002, Garbutt et al., 2005, Rubio et al., 2005), asi como la sustitucién del amino acido
asparragina a aspartato en el receptor u-opioide tipo 1 (OPRM1) en la posicion 40

(Anton et al., 2008). Por tanto, seran necesarios mas estudios farmacogenéticos.
7. El topiramato y la adiccidn a cocaina

7.1. Topiramato

El topiramato (Topamax®) es un farmaco antiepiléptico, derivado del
monosacarido D-fructosa (Figura 14) (Maryanoff et al., 1987), introducido en Europa
en 1995 para el tratamiento de cuadros epilépticos de dificil control. Es absorbido en 1-
4 horas, su biodisponibilidad oral esta sobre el 80% y su unidn a proteinas plasmaticas
es del 15%. Su perfil farmacocinético es lineal en relacion a la dosis (Schneiderman,
1998). No afecta a las enzimas hepaticas, es excretado inalterado en la orina, y tiene un

alto indice terapéutico (Doose et al., 1996).

Q  CH08;:NH;
Cl 0

Figura 14. Formula del topiramato.

7.2. Mecanismo de accién del topiramato

Como muchas drogas anticonvulsionates, el topiramato tiene multiples
mecanismos de accion (Hilton et al., 2004, Rogawski and Ldscher, 2004, Czapinski et
al., 2005, Dickenson and Ghandehari, 2007, Landmark, 2007, Gass and Olive, 2008). El
topiramato podria incrementar las concentraciones GABA cerebrales en humanos
(Kuzniecky et al., 1998, Petroff et al., 1999), potenciando la transmision GABAérgica
inhibitoria por unién a receptores GABA alostéricos, probablemente a través de un
mecanismo no benzodiacepina y de sistemas mensajeros secundarios (White et al.,
1997, Gordey et al., 2000, White et al., 2000). EI topiramato también podria inhibir la
salida de glutamato, bloqueando receptores AMPA/kainate GluRS (Severt et al., 1995,
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Gryder and Rogawski, 2003, Kaminski et al., 2004), y podria inhibir la actividad
neuronal de canales Na” y Ca®" sensibles al voltaje (Coulter et al., 1993, Gibbs et al.,

2000, White, 2005).

7.3. Usos terapéuticos del topiramato

El topiramato ha sido utilizado durante la tltima década para el tratamiento de
ataques epilépticos (Privitera, 1997). Ha sido aprobado mads recientemente para el
tratamiento de migrafia (Brandes, 2005, Brown et al., 2005, Bussone et al., 2005,
Campistol et al., 2005, D'Amico et al., 2005, Diamond et al., 2005, White, 2005).
Actualmente sus indicaciones han aumentando, prescribiéndose para desoérdenes
alimenticios (Hedges et al., 2003, Winkelman, 2003, De Bernardi et al., 2005) y para el
tratamiento de obesidad (Wilding, 2004, Ioannides-Demos et al., 2005, Kaplan, 2005).
Asi mismo, el topiramato ha sido prescrito en ocasiones para el tratamiento de diversos
desordenes psiquiatricos, como desorden bipolar, desorden de estrés postraumatico,
esquizofrenia, etc. (Fhager et al.,, 2003, Gatto et al., 2003, Janowsky et al., 2003,
Arnone, 2005, Nickel et al., 2005, Tiihonen et al., 2005).

Una sobredosis de cocaina accidental, masiva, asi como su uso recreativo a dosis
relativamente bajas, podria producir ataques epilépticos (Kramer et al., 1990, Dhuna et
al., 1991, Scharank, 1992). Gasior y colaboradores (Gasior et al., 1999), probaron la
capacidad de 14 compuestos antiepilépticos para proteger a ratas tratadas con una dosis
de cocaina, produciendo todos ellos defectos motores en los animales. Uno de esos
compuestos fue el topiramato, que fue capaz de proteger a los animales de ataques

epilépticos inducidos por la cocaina.

7.4. El topiramato en la adiccion

En los ultimos afios se ha visto que el topiramato podria ser un nuevo agente
terapéutico para el tratamiento de la adiccion a drogas, dado que es capaz de atenuar los
sintomas somaticos de la retirada de varias drogas de abuso (Zullino et al., 2004,
Krupitsky et al., 2007).

El craving que aparece durante el tratamiento de diferentes adicciones es una de
las situaciones mas dificiles de tratar (Larimer et al., 1999, Tiffany, 1999, George et al.,

2001). El incremento del movimiento GABA en varias regiones del cerebro de
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pacientes tratados con topiramato, asi como su efecto sobre el sistema glutamatérgico,
podrian ser utiles en el tratamiento del craving en pacientes con dependencia a
sustancias después de la fase de detoxificacion fisica.

Varias pruebas clinicas recientes has demostrado la eficacia del topiramato en la
atenuacion del craving de alcohol y su consumo (Rubio et al., 2002, Anderson and
Oliver, 2003, Johnson et al., 2003, Komanduri, 2003, Johnson et al., 2004, Rubio et al.,
2004, Johnson, 2005, Kenna et al., 2007) y su utilidad para la retirada de opioides
(Zullino et al., 2002, Zullino et al., 2004). Igualmente, se ha mostrado que el topiramato
promueve la abstinencia de nicotina (Johnson et al., 2005, Khazaal et al., 2006, Kenna
et al., 2007, Baltieri et al., 2009) y MDMA (Akhondzadeh and Hampa, 2005).

En lo que a la cocaina se refiere, aunque no hay farmacoterapias aprobadas para
la adiccion a cocaina, se han propuesto una serie de medicaciones con algunos
resultados prometedores, incluyendo agentes dopaminérgicos (disulfiram, amantadine)
y GABAérgicos (lamotrigine, tiagabine, topiramato), antagonistas adrenoceptores
(propranolol), agonistas del receptor GABA (bachofen) vasodilatadores e
inmunoterapias. De hecho, existe una serie de casos publicados que proponen al
topiramato como un eficaz tratamiento para la dependencia a cocaina (Bobes et al.,
2004, Kampman et al., 2004, Johnson, 2005, Sofuoglu and Kosten, 2005, 2006,
Wiesbeck and Diirsteler-MacFarland, 2006, Kenna et al., 2007, Preti, 2007, Karila et al.,
2008a, Karila et al., 2008b, Uys and LalLumiere, 2008). Por tanto, el topiramato podria
reducir el craving de cocaina y el uso de la misma en los pacientes dependientes de

cocaina.

7.5. Efectos de la topiramato sobre el ojo

Los estudios mas recientes sobre este farmaco muestran numerosos efectos
adversos, aunque en oftalmologia, fundamentalmente, se describe aumento de la presion
intraocular (Hadjikoutis et al., 2005) e induccion de miopia (Chen et al., 2003 ),
maculopatia bilateral (Asensio-Sanchez et al., 2006), hemianopsia homénima (Asensio-
Sanchez et al., 2006) y glaucoma de angulo cerrado (Banta et al., 2001, Rhee et al.,
2001, Sankar et al.,, 2001, Nemet et al., 2002, Lin et al., 2003, Chen et al., 2003 ,
Fraunfelder and Freunfelder, 2004).

Recientemente se ha realizado un estudio de la funcion de la retina en conejos

tratados con topiramato durante 8 meses, en los que se ha visto una reduccién en la
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amplitud de la onda b del ERG, asi como cambios inmunohistolégicos caracterizados
por una acumulacion severa de GABA en la retina interna (Kjellstrom et al., 2006). Sin
embargo, otro estudio previo realizado por Yoneda y colaboradores (Yoneda et al.,
2003) habia mostrado que en un modelo de rata con isquemia en la retina, el tratamiento
sistémico con topiramato podria prevenir los dafios producidos en dicha estructura de
una forma dependiente de la dosis.

Por tanto, el topiramato, como ya hemos visto, podria ser eficaz para el
tratamiento de ataques epilépticos y de la adiccion a cocaina, pero ante la gravedad de
las lesiones oftalmologicas (que pueden ser irreversibles), se aconseja el uso estricto y

justificado de este farmaco, asi como un control neurooftalmolédgico en estos pacientes.
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Nuestro grupo ha desarrollado diversos estudios sobre los efectos o dafios que el
alcohol y la cocaina podrian producir sobre el tejido neuronal, especialmente, en el
sistema nervioso central. Se han observado numerosas alteraciones, muchas de ellas
desencadenadas por la accion de especies reactivas de oxigeno que se forman durante el
metabolismo de estas dos sustancias.

La retina es el tejido nervioso del ojo y esta formada por diferentes tipos
celulares, todos ellos con membranas ricas en acidos grasos poli-insaturados, lo que las
hace muy sensibles a las especies reactivas de oxigeno.

Por tanto, la Hipotesis de esta Tesis es:

Tanto el alcohol, como la cocaina alteran el funcionamiento de la retina, medido
mediante ERG y PEV, a través de la formacion de especies reactivas de oxigeno y la
accion de éstas sobre este tejido neuronal. Ademas, esperamos que el tratamiento con
farmacos como la naltrexona y el topiramato, utilizados en el tratamiento del abuso de
alcohol y cocaina respectivamente, eviten el dafio producido por estas sustancias sobre
la retina.

Para poder verificar o refutar esta hipdtesis es necesario que nos fijemos unos

objetivos concretos para nuestra investigacion:

1)  Estudiar el efecto de la ingesta cronica de etanol sobre la neurofisiologia de la
retina, analizando el electrorretinograma y los potenciales evocados visuales, y
determinar cémo influye el tratamiento con naltrexona sobre dicho efecto.

2)  Estudiar posibles cambios en los niveles de glutation reducido, como compuesto
antioxidante, la actividad de la glutation peroxidasa, como enzima
antioxidante, y la concentraciéon de malondialdehido, como producto de la
peroxidacion lipidica, en ojo tras el tratamiento con etanol. Determinar si el
tratamiento con naltrexona afecta a estos parametros por si solo o en
combinacion con el alcohol después de un tiempo de consumo.

3)  Analizar la electrofisiologia de la retina después de la administracion de cocaina y
el tratamiento con topiramato.

4)  Determinar el efecto del tratamiento con cocaina y/o topiramato sobre diversos
factores indicativos de estrés oxidativo, como los niveles de glutation reducido

y de malondialdehido, asi como la actividad de la glutation peroxidasa.

63



[1l. Material y Métodos

lll. MATERIAL Y METODOS

64



[1l. Material y Métodos

1. Tratamiento de los animales

1.1. Condiciones de estabulacion

Para el experimento con alcohol se utilizaron ratas macho de raza Sprague-
Dawley que procedian de una camada original de Harlan Iberica S.L. (Barcelona,
Espana), mientras que para el experimento de cocaina se usaron ratas macho de raza
Wistar procedentes de una camada original de Charles River S.A. (Barcelona, Espafia).
Los animales utilizados se solicitaron de acuerdo al criterio de edad, comprobandose
posteriormente la uniformidad de peso y caracteristicas generales de los mismos.

La estabulacion se realizo en las instalaciones de la Unidad de Investigacion del
Departamento de Fisiologia, Farmacologia y Toxicologia de la Universidad Cardenal
Herrera-CEU. En las mencionadas instalaciones, los animales se mantuvieron en jaulas
en condiciones controladas de temperatura (20°C) y humedad (60%), bajo ciclos
constantes de luz-oscuridad de 12 horas, de 6:00 a 18:00 y de 18:00 a 06:00. Durante su
estabulacion tuvieron acceso a agua y a una dieta estandar para pequefios animales de

laboratorio, fabricada y distribuida por Harlan Ibérica S.L. (Barcelona, Espaia).

1.2. Manejo de animales

La manipulacion y cuidado de los animales se realiz6 siguiendo las normativas
internacionales de la Comunidad Europea segun la legislaciéon 86/609/EEC y, se tuvo la
precaucion de evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. El
numero de animales se redujo al minimo necesario para garantizar la fiabilidad de los
resultados obtenidos. El sacrificio de los animales se llevé a cabo mediante la técnica
mas incruenta, rapida e indolora y que, por otra parte, no influyera en las variables
consideradas en cada experimento. Las ratas fueron sacrificadas con una sobredosis

barbiturica (0.2 ml de Hidrato de Cloral 4%)).
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2. Diseno de los protocolos experimentales

2.1. Experimento de alcohol

2.1.1. Modelo experimental de alcohol

La Figura 15 detalla el modelo experimental que se desarrollo para realizar este

estudio de alcohol.
Sacrificio

Dia 1 Dia 28 Dia 42

Periodo de Tratamiento Tratamiento

adaptacion etanol etanol y
nalrexona

Figura 15. Modelo experimental de alcohol.

Se realizaron 5 grupos de animales de experimentacion:

- Control

- Etanol

- Control + naltrexona

- Etanol + naltrexona

Antes de empezar el experimento, los animales tuvieron un periodo de
adaptacion de una semana. La duracion del tratamiento con alcohol fue de 42 dias. El
experimento comenzd con dos grupos, control (n=16) y etanol (n=24), a los que se les
administré la dieta control y la dieta etanol, respectivamente, durante los primeros 28
dias. A partir de ese momento, el grupo control se dividi6é en dos subgrupos, control y
control-naltrexona. Por su parte, el grupo etanol se dividié en otros dos subgrupos,
etanol y etanol-naltrexona. Ademas, a estos dos ultimos subgrupos se le sustituy6 el
ultimo dia la dieta etanol por la dieta control. El experimento continud durante otros 14

dias.
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2.1.2. Administraciéon de la dieta Lieber-De Carli

El experimento realizado en este trabajo de investigacion se bas6 en el modelo
de rata alcohodlica cronica, en el que se administro a las ratas como alimento la dieta
Lieber-De Carli (TestDiet, London). Brevemente, el modelo del alcoholismo cronico
consiste en administrar dieta liquida de alcohol (6% v/v) durante seis semanas. El grupo
control recibe, en lugar de alcohol, una mezcla isocaldrica con maltosa dextrinada
sustituyendo al etanol. Las ratas se agrupan en parejas control-etanol con un peso
similar, administrando a la rata “control 1” el volumen de dieta ingerido por la rata
“etanol 1” el dia anterior.

Las ratas fueron separadas en dos grupos: control y etanol, y se les administro la
dieta liquida control y la dieta liquida alcohol, respectivamente.

Para acostumbrar a los animales a la dieta alcoholica, se les administrd dieta
alcoholica diluida con dieta control durante un periodo de siete dias, aumentando los
niveles de alcohol poco a poco hasta los valores de la dieta completa. Una vez
habituadas, la cantidad de dieta consumida diariamente por cada rata oscil6é entre 80-

100ml.

2.1.3. Medicién del alcohol en sangre

Para asegurarnos que las ratas etanol realmente estaban expuestas a los efectos
del alcohol durante todo el dia, se les determiné la alcoholemia en sangre varias veces,
tanto por la mafiana como por la tarde. Para ello, se utilizé un kit de alcohol (etanol),
referencia 99029, de BIOLABO (Maizy, Francia). Se extraian unos 100ul de sangre de
la cola, para conseguir 10ul de suero y con ese volumen se podia expresar la

alcoholemia en mmol/L.

2.1.4. Administracién de naltrexona

La naltrexona (Sigma, Madrid, Espafia) se administr6 por inyeccion
intraperitoneal a partir del dia 28, a una dosis diaria de 1 mg/Kg, hasta finalizar el
experimento. Se utilizd como vehiculo suero salino (0.9%). A los animales que no
recibieron naltrexona se les administro, ajustando la dosis, unicamente suero salino

(0.9%).
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2.2. Experimento de cocaina

2.2.1. Modelo experimental de cocaina

Para llevar a cabo este estudio, se desarrolld6 un modelo experimental en rata que

se detalla en la Figura 16.

Sacrificio

! ! !

Periodo de Tratarmiento cocaina
" Tratamiento cocaina ;
adaptacién y topirarnato

Figura 16. Modelo experimental de cocaina.

Se realizaron 6 grupos de animales de experimentacion:

- Control

- Cocaina

- Control + topiramato

- Cocaina + topiramato

- Retirada

- Retirada + topiramato

Antes de empezar el experimento, los animales tuvieron un periodo de
adaptacion de una semana. El experimento comenz6 con dos grupos, control y cocaina,
a los que se les administr6 una inyeccion diaria de suero salino y cocaina,
respectivamente durante 18 dias. A partir de ese momento, el grupo control se dividid
en dos subgrupos, control y control-topiramato. Por su parte, el grupo cocaina se dividio
en cuatro subgrupos, cocaina, cocaina-topiramado, retirada (de cocaina) y retirada-
topiramato. El experimento continué durante otros 18 dias, por lo que la duracion del

tratamiento con cocaina fue de 36 dias.

2.2.2. Adiministracion de cocaina

El tratamiento de cocaina se administré por via intraperitoneal a los individuos
del grupo correspondiente, con una dosis diaria de 15 mg/kg. Se utilizd6 como vehiculo

suero salino (0.9%), siendo comprobado que este vehiculo no tiene efecto sobre los
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pardmetros a estudiar. Los animales a los que no se les administré cocaina recibieron en

su defecto inyeccion de suero salino (0.9%).

2.2.3. Administracion de topiramato

El topiramato se administrd via oral mediante sonda nasogastrica para ratas, a
partir del dia 19, a una dosis diaria de 10 mg/kg, hasta finalizar el experimento el dia 36.
Se utiliz6 como vehiculo suero salino (0.9%). A los animales que no recibieron

topiramato se les administro, ajustando la dosis, suero salino (0.9%).
3. Analisis electrofisiolégicos de la retina y la via visual

3.1. Electrorretinograma

El electrorretinograma se realiz6 a ratas bajo anestesia con ketamina (100 mg/
kg peso) y azepromazina (2,5 mg/ kg peso), previamente adaptadas a la oscuridad (un
minimo de 12 h previas a la anestesia). Una vez anestesiados los animales, se colocaron
en un inmovilizador y se les administrd colirio anestésico y midriatico. Los electrodos y
la piel se limpiaron con alcohol y se afiadio suero fisiologico para disminuir la
resistencia. Se utilizaron electrodos de aguja para tierra y referencia, mientras que el
electrodo activo (tipo garaba) estd hecho mediante hilo de oro con la forma adecuada
para situarlo en el fondo de saco conjuntival inferior, y mantener el parpado abierto al
mismo tiempo (Figura 17). Se tapo el ojo contralateral. El electrodo de tierra se coloco
en la cola de la rata y el electrodo de referencia en la piel del dorso del animal a la altura
del cuello. Se esperaron 2 ¢ 3 minutos para realizar el electrorretinograma del ojo

contralateral.
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Figura 17. Electrodo corneal tipo garaba.

Los estimulos empleados fueron pulsos monocromadticos de 4ms de duracion
(average 2; range 100; intensidad 1 (0,06 x 22 lumen sec/ft%)). Se utilizo un filtro azul.
El tiempo de registro fue de 100ms. Se promediaron dos estimulos. El ancho de banda
del preamplificador se establecio en 3-50 Hz con un rango de 100 uV y los registros se
recogieron automaticamente en un equipo informatico MacLab (Castle Hill, Australia),
donde se midio la latencia de la onda b del registro (tiempo desde el estimulo hasta el
pico de la onda b) y las amplitudes de la onda a (a) y de la onda b (b) (Figura 18)
(Celesia et al., 1993).
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Figura 18. Registro ERG en rata. Pardametros de medida.

3.2. Potenciales evocados visuales

El potencial evocado visual tipo flash (PEV-F) se midi6 después de 15 minutos
de reposo tras el andlisis de los ERG. Se utilizaron electrodos de aguja subcutaneos. El
electrodo de registro se situ6 sobre la eminencia occipital media, entre ambas orejas, el
electrodo de referencia se colocd en el punto medio de la linea que une ambos ojos, y el
electrodo de tierra se implantd en el dorso del tercio medio de la cola. El estimulo
luminoso blanco, de las mismas caracteristicas que el utilizado para el ERG, se emiti6 a
una frecuencia de 1 Hz, y el tiempo de registro tras cada estimulo fue de 200 ms. La
senal se filtr6 utilizando un ancho de banda entre 1 Hz y 5 KHz. Se promediaron 32
registros consecutivos para la obtencion del PEV-F.

Los PEV-F se recogieron con el mismo equipo informético que los ERG.
Finalmente, se identifico y midi¢ la latencia (ms) y amplitud (uwV) de la onda P1, que es
la segunda onda que aparece en el registro y es positiva (en humano también se conoce

como onda P100, ya que aparece a los 100 ms).
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4. Obtencion y preparacion de las muestras

Al finalizar el estudio electrofisiologico, los animales se sacrificaron con
sobredosis de Dolethal. De cada rata se recogieron los ojos y los nervios Opticos, se
sumergieron inmediatamente en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80°C hasta su
procesamiento.

Para el andlisis de los pardmetros bioquimicos, las muestras se homogenizaron
introduciéndolas en un homogenizador de vidrio, que contenia 1ml de tampdn fosfato
potasico 0,1 M, pH 7.0, a una temperatura de 4°C. Se morturaron las muestras hasta su
completa homogenizacion.

Inmediatamente después, se acidificaron 180 pl del homogenado con 20 ul de
acido perclorico (PCA) al 20%. Se centrifugd a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se
recogié el sobrenadante y se conservd a —20°C hasta la determinaciéon de la
concentracion de glutation. El resto del homogenado, sin acidificar, se centrifugé a 6000
rpm durante 2 minutos a 4°C, se recogid el sobrenadante e igualmente se conservéd a —
20°C para la determinacion de proteinas, actividad glutation peroxidasa y concentracion

de malondialdehido.
5. Analisis bioquimicos

5.1. Determinacion de proteinas

5.1.1. Fundamento teérico

El contenido de proteinas de las distintas muestras se realizd segun el
procedimiento descrito por Lowry y colaboradores (Lowry et al., 1951), con las
modificaciones utilizadas habitualmente en nuestro laboratorio (Peterson, 1977) y que a

continuacion se detallan.

5.1.2. Soluciones

Solucién 1: Na,CO;3; 4% y NaOH 0,8% (disolver en 1 litro de agua bidestilada 40
g de carbonato sodio y 8 g de hidroxido sodio).
Solucion 2a: CuSO4 1,25 mM, (disolver en 1 litro de agua bidestilada 200 mg de

sulfato de cobre)
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Solucion 2b: C4H4KNaOg 1,42 mM (disolver en 1 litro de agua bidestilada 400
mg de tartrato sodio potasio).

Para medir las proteinas, mezclar las soluciones 1, 2a 'y 2b

(Las soluciones 1, 2a y 2b se conservan a 4°C hasta su utilizacion.)

Solucion 3: Reactivo de Folin-Ciocalteu 1N (disolver el reactivo de Folin-
Ciocalteu comercial en agua en una relacion 1:2, respectivamente).

Solucién 4: solucion estandar de albumina sérica bovina (BSA) 1 mg/ml. (La

solucion 4 se conserva a —20 °C hasta su utilizacién.)

5.1.3. Procedimiento para la cuantificacion de proteinas

Se preparan tubos de ensayo con cantidades diferentes de la solucion 4 (0, 10,
25, 50, 75, 100 pl) y con dos cantidades distintas de cada muestra (10 y 25 pl). Se anade
agua bidestilada hasta 200 pl. Se mezclan las soluciones 1, 2a y 2b en una proporcion
2:1:1, respectivamente, y a cada tubo de ensayo se le afiade 1ml de esta mezcla. Se deja
reaccionar durante 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se afiaden 100 pul de
la solucidn 3 a cada uno de los tubos. Se agita bien y se espera durante 20 minutos.

Se mide la absorbancia de cada una de las soluciones en un espectrofotometro, a
una longitud de onda de 696 nm. La absorbancia a 696 nm es directamente proporcional
a la concentracion de proteinas. Con los valores de absorbancia de los distintos
estandares obtenemos la recta patréon y por interpolacion obtenemos las concentraciones

de proteinas que queremos conocer.

5.2. Determinacion de la actividad glutatién peroxidasa

5.2.1. Fundamento teérico

La actividad glutation peroxidasa se determind segin el método propuesto por
Lawrence y colaboradores (Lawrence et al., 1978) frente a peroxido de hidrogeno. Esta
basado en las siguientes reacciones:

GSH Peroxidasa
H20, +2 GSH » 2H0 + GSSG
GSSG Reductasa
GSSG + NADPH* + H* »  2GSH+ NADP

La formacion del glutation disulfuro estd catalizada por la actividad glutation

peroxidasa de la muestra, que es, a su vez, reducido de forma continua por un exceso de
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la actividad glutation disulfuro reductasa presente en el medio. Esta reduccion requiere
la oxidacion de NADPH, cuya desaparicion se registra espectrofotométricamente

utilizando una longitud de onda de 340nm.

5.2.2. Soluciones

Se preparan las siguientes soluciones.

Soluciéon A. Tampdn fosfato potasico 0.1 M, pH 7.0, que contiene
EDTA 1 mM y azida sodica 1 mM.

Solucion B. Glutation Disulfuro reductasa 2.4 U/mL

Soluciéon C. GSH 10 mM

Soluciéon D. NADPH 1.5 mM disuelto en NaHCO3 al 0.1%

Solucién E. Perdxido de hidrégeno 1.5 mM

5.2.3. Procedimiento analitico para la determinacion de la actividad
glutation peroxidasa

Se adicionan de forma sucesiva a una microcubeta las siguientes soluciones:

550 pL de la solucion A (tampdn fosfato potésico).

50 uL de muestra.

100 pL de la solucion B.

100 pL de la solucion C.

La muestra se preincuba durante 5 min a 37°C, tras lo cual se anaden 100 uL de
la solucion D. Se monitoriza durante 1 min el consumo de NADPH no dependiente de
hidroperoxidos.

Por ultimo, se afiaden 100 pL de la solucion E precalentada y se registra de
nuevo la disminucién de la absorbancia a 340 nm durante 5 min, que es resultado del
consumo de NADPH.

El célculo se realiza por la diferencia entre el consumo de NADPH antes y
después de la adicion de hidroperoxido.

\%i AA

c= X (mmol x L-1 x min-1)

exdxVm At
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Donde:

Vf= volumen final en ml

Vm = volumen de muestra en ml

e = coeficiente de extincion molar (para el NADPH en estas condiciones es de
6.22mM" x cm™)

d = paso de luz de la cubeta (1 cm en nuestro caso)

A = disminucion de la absorbancia a 340 nm

At = intervalo de tiempo considerado.

Los valores se expresan como nanomoles de NADPH consumidos por minuto y

por miligramo de proteina.

5.3. Determinacién de la concentracion de glutation y

glutamato

5.3.1. Fundamento del método

La concentracion de glutation en las distintas muestras se determind por el
procedimiento descrito por Reed y colaboradores (Reed et al., 1980). El método se basa
en la reaccion del acido iodoacético con los grupos tioles para formar derivados
carboximetilos, seguido de una derivatizacion cromoéfora de los grupos amino con el
reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-dinitrobenceno), dando lugar a derivados N-DPN.
Estos derivados son rdpidamente separados por cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), lo que permite la cuantificacion de niveles nanomolares de GSH, GSSG y

aminoacidos relacionados, como el glutamato.

5.3.2. Equipo y soluciones

Hemos trabajado con un equipo de HPLC de la marca Gilson que consta de los
siguientes componentes:

Bombas cromatograficas: HPLC PUMP 422 MASTER

Detector: de ultravioleta 430

Autoinyector: Kontron Instruments 7125 con bucle de 50 ul

Mezclador dindmico modelo M-491

Controlador Multiport modelo RS-232

Ordenador 486/50 Hz
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Software: Data System MT2

La columna cromatografica de separacion empleada es una 3-Spherisorb NH; 5
um, de la casa Waters, de 250 x 4,6 mm. Las condiciones iniciales del flujo son de
1.0ml/min, 80% de la fase movil A y 20% de la fase mévil B. Estas condiciones
iniciales son mantenidas durante 10 minutos seguidas de un gradiente lineal hasta el
95% de la fase movil B durante 40 minutos y reequilibrado con las condiciones iniciales
durante 10 minutos antes del analisis de la siguiente muestra. La longitud de onda
utilizada es de 365 nm. El rango del detector ultravioleta empleado es 0,005 y el tiempo
de respuesta de 5 segundos. La inyeccién de cada muestra se realiza automaticamente
con un autoinyector con capacidad para 112 muestras.

La fase movil A se prepara con metanol al 80% (800ml de agua calidad HPLC +
3,2 L de metanol) y la fase B se prepara con acetato de sodio 5 M en metanol al 80%
(800 ml de acetato de sodio + 3,2 L de metanol). Posteriormente se filtran a través de un
filtro-membrana (Scheider y Scuell ) de 0,45 um de poro y 47 mm de didmetro.

La soluciéon madre de calibracion se prepara diariamente y se conserva en nevera
a 4°C. Dicha solucion madre consiste en una concentracion 10 mM de glutation
reducido en agua.

La solucion 1 es una preparacion de acido iodoacético 100 mM y m-cresol 0,2
mM.

La solucion 2 es una preparacion de DNFB (1-fluoro-2,4dinitrobenceno) 1,5%

v/v etanol puro. Se prepara fresco cada dia y se conserva a 4°C protegido de la luz.

5.3.3. Procedimiento analitico para la determinacion de GSH y glutamato

En tubos eppendorf de 1,5 ml pipeteamos 0,1 ml de la muestra y 0,02 ml de
solucion 1. Cada solucion se ajusta a un pH de 8,5-9 por adicion de KHCO; 2,4 M en
KOH 2 M. Incubamos durante 1 hora a temperatura ambiente antes de afiadir solucion 2
para formar derivados N-DPN, los cuales requieren 4 horas en oscuridad a temperatura
ambiente para su formacion. Posteriormente se centrifugan 10 minutos a 13.000 rpm y
el sobrenadante se utiliza para el analisis en el equipo de HPLC. La cantidad de muestra
minima inyectada es de 50 pl, para tener la seguridad de llenar el bucle de 20 pl.

En cada experimento se prepara un blanco y una curva de calibracién de

estandares (0; 20; 40; 60; 80; 100 uM). El area del pico obtenido es directamente
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proporcional a la concentracion de glutation o, en su caso, glutamato en la muestra, que

se calcula por interpolacion en la recta de regresion obtenida con los estandares.

5.4. Determinacion de la concentracion de malondialdehido

5.4.1. Fundamento del método

Para la cuantificacion del malondialdehido de las muestras de suero, ojo e
hipocampo, se ha utilizado una modificacién del método de Richard (Richard et al.,
1992), en el cual se determina el nivel del complejo formado entre el malondialdehido
(MDA) con el acido tiobarbiturico (TBA), en base a la reacciéon de dos moléculas de

TBA con una de MDA.

5.4.2. Equipo y soluciones

Se ha utilizado un equipo de HPLC (Waters) que consta de los siguientes
componentes:

- Bomba cromatografica: Waters 1525 binary HPLC Pump.

- Detector de fluorescencia Waters 2475 Multi landa fluorescence .

- Inyector: Waters 717 plus Autosampler con bucle de 50 pl.

- Controlador Multiport modelo RS-232.

- Ordenador IBM Windows.

- Software: Data System MT2.

La columna cromatografica de separacion empleada es una Spheryc-5, ODS 5
pm de 250 x 4,6 mm (Brownlee-Colums). El flujo de la fase movil es de 1.0 ml/min. La
longitud de onda de excitacion utilizada es de 532 nm y la de emision 553. El voltaje
del detector de fluorescencia empleado es de 600 y la respuesta de 2 seg. La inyeccion
de cada muestra se hace con una jeringuilla de 100 pl tipo Hamilton (Reno, Nevada).

La fase movil se prepara con tampon fosfato 50 mM a pH 6.0 y metanol (580 ml
de tampén y 420 ml de metanol). Posteriormente, se filtra a través de un filtro-
membrana (Scheicher und Schuell) de 0,45 pm de poro y 47 mm de diametro. Dicha
mezcla se gasea correctamente con helio desde media hora antes de realizar el
experimento y durante el mismo

La soluciéon madre de calibracion se prepara diariamente y se conserva en nevera
a 4°C. Dicha solucién madre consiste en una concentracion 20 mM de 1,1,3,3-

tetraetoxipropano en etanol.
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La solucion de trabajo consiste en una preparacion de acido tiobarbitdrico
0,37% acido perclorico (6,4%), 2:1 v/v respectivamente. La solucion de trabajo
y p P )

también se prepara de forma diaria.

5.4.3. Procedimiento analitico para la determinaciéon del MDA

En tubos eppendorf de 2 ml se pipetean 0.1 ml de la muestra y 0,75 ml de la
solucion de trabajo. A continuacion se mezclan bien y se mantienen 60 min en un bafio
de agua a 95°C. Pasado este tiempo se enfrian los tubos en bafio de agua-hielo (4°C)
durante 10 min con objeto de detener la reaccion. Posteriormente se centrifugan 10 min
a 12.000 rpm.

Hasta su inyeccion en el equipo HPLC los tubos se mantienen a una temperatura
constante de 4°C.

Puesto que el aducto MDA-TBA es inestable a pH neutro cada muestra se
neutraliza 10 min antes de la inyecciéon en el equipo de HPLC. Se anaden
aproximadamente 0.1 ml de hidréxido potasico 0.7 M a 0.2 ml de la mezcla que
acabamos de centrifugar hasta obtener un pH de 6,0. Inmediatamente después de
neutralizar centrifugamos durante 1 min para ayudar a precipitar sales insolubles que
podrian interferir en la determinacion y se procede, previo filtrado con filtros de jeringa
no-estériles (3 mm, 20 micras, membrana de teflon, suministrados por Corning
Laboratory Sciences Company), a inyectar en el equipo de CLAR. La cantidad de
muestra inyectada fue de 100 pl para tener la seguridad de llenar el bucle de 50 pl.

En cada experimento se prepar6 un blanco y una curva de calibracion de
estandares (0; 0,2; 0,4; 0,5; 1; 1,5 y 2 uM). El area del pico obtenido es directamente
proporcional a la concentracion de MDA en la muestra, que se calcula por intrapolacién

en la recta de regresion obtenida con los estandares.

6. Analisis estadisticos

6.1. Estadistico descriptivos

La medida de tendencia central que se ha utilizado en el presente trabajo ha sido
la media aritmética, que se define como la suma de los datos dividida por el nimero de

Ccasos.

78



[1l. Material y Métodos

u= 2x/N siendo:u = media

x = valor obtenido

N = ntimero de casos

La medida de dispersion de los datos utilizada ha sido la desviacion estandar de

la muestra, definido como:

o = 3(x-w)*/N-1

siendo: O = desviacion estandar
x = valor obtenido
u = media

N = niimero de casos

6.2. Homocedasticidad

El siguiente andlisis estadistico que se ha realizado es un test de
homocedasticidad (homogeneidad de varianzas), en concreto el test de Levene, con el
que se propone como hipdtesis nula (Ho) que la desviacion estandar de todos los grupos

son iguales.

Ho: o=..0;
H;i: O. % ... O

El nivel de significacion (o) que se ha acordado seguir es de 0,05. Por tanto, si el
p-valor arrojado por este contraste de hipotesis es menor que o, entonces se podra
rechazar la hipdtesis nula, asegurando que la desviacion estandar no es igual en todos

los grupos.

6.3. Analisis de la varianza (ANOVA)

Para realizar la comparacion entre las medias de los diferentes grupos se ha
realizado el andlisis de la varianza (ANOVA), en el que se considera como Hy que las

medias de todos los grupos son iguales.
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Ho: W=..uW
Hi: W7 ... W

Para este contraste el o también ha sido de 0,05, por lo que si el p-valor del
analisis estd por debajo de este nivel, se considera que, al menos, una de las medias es
diferente a las del resto de los grupos.

En caso de rechazarse la hipdtesis nula, hay que realizar un post hoc, para
determinar exactamente cudles son los grupos que tienen medias diferentes. El post hoc
utilizado depende del andlisis de homocedasticidad, siendo el DMS, en caso de igualdad
de varianzas, o el T3 de Dunnett, en caso de que no exista homogeneidad en las

varianzas.
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IV. RESULTADOS
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1. Pesos

1.1. Experimento de alcoholismo y tratamiento con naltrexona

En la Tabla 1 se representan los valores inicial y final de peso de los animales
promediados de los cuatro grupos del experimento de alcoholismo. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre estos valores ni al comienzo, ni al
finalizar el estudio. Muchas de las neuropatologias asociadas a pacientes alcohdlicos se
han atribuido a deficiencias vitaminicas. Sin embargo, con la utilizacion de la dieta

Lieber-De Carli se consigue que todos los animales obtengan los mismos nutrientes.

Peso inicial (g) Peso final (g)

Control 297.5+17.9 403.8+14.3
Control-Naltrexona 291.4+£25.8 401.1 £25.3
Etanol 297.0+10.3 374.3 £ 18.8
Etanol-Naltrexona 2979+ 15.5 376.4+ 14.4

Tabla 1. Valores del peso inicial y final (media + desviacion estandar) de los diferentes grupos

del experimento con etanol y naltrexona.

En la Tabla 2 se recogen las medias de las determinaciones de alcoholemia que

se realizaron al azar durante el experimento.

Alcoholemia (mmol/L)
Control juvenil 0
Etanol juvenil 23,8+ 3,1
Control adulto 0
Etanol adulto 273+3,5

Tabla 2. Alcoholemia en sangre (mmol/L) de las ratas durante el experimento.
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Para interpretar estos resultados se utilizo el protocolo del kit utilizado, el cual
indica que los niveles de alcoholemia de nuestras ratas etanol se corresponden con una

depresion del sistema nervioso central.

1.2. Experimento con cocaina y tratamiento con topiramato

La evolucion del peso de los animales del grupo control desde el comienzo hasta
finalizar el experimento fue similar a la del resto de los grupos, como puede observarse

en la Tabla 3.

Peso inicial (g) Peso final (g)

Control 254.0+20.3 343.4 +30.8
Control-Topiramato 269.9 £25.7 356.1 +28.5
Cocaina 278.6 +15.3 343.4+18.7
Cocaina-Topiramato 280.6 £ 14.1 337.1 £21.6
Retirada 258.4 £ 34.6 351.0£29.7
Retirada-Topiramato 279.7+94 3447+ 18.3

Tabla 3. Valores del peso inicial y final (media + desviacion estindar) de los diferentes grupos

del experimento con cocaina y topiramato.

2. Electrorretinograma

2.1. Experimento de alcoholismo y tratamiento con naltrexona

2.1.1. Tiempo implicito de la onda a

Tras el tratamiento cronico con etanol se ha observado un aumento
estadisticamente significativo en el tiempo implicito de la onda a al comparar el grupo
etanol con los grupos control y control-naltrexona (Figura 19; Tabla 4). No obstante,

este valor no se ha visto modificado en los animales alcohdlicos a los que se les
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administré naltrexona durante las dos ultimas semanas del estudio (grupo alcohol-

naltrexona).
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Figura 19. Grdfico comparativo del tiempo implicito de la onda a del ERG de los grupos
control, control-naltrexona, etanol y etanol-naltrexona, expresado en milisegundos (ms). *

p<0.05 vs. todos los grupos.

2.1.2. Amplitud de la onda a

En cuanto a la amplitud de la onda a, no se ha visto ninguna diferencia entre los

distintos grupos estudiados (Tabla 5). Estos datos estan representados en la Figura 20.
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Figura 20. Grafico comparativo de la amplitud de la onda a del ERG de los grupos control,

control-naltrexona, etanol y etanol-naltrexona, expresado en microvoltios (uV).
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2.1.3. Tiempo implicito de la onda b

En cuanto al tiempo implicito de la onda b, el tratamiento con alcohol no ha
producido ningun cambio después de las seis semanas de estudio, como se puede

observar en la Tabla 6, cuyos datos estan representados en la Figura 21.
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Figura 21. Grdfico comparativo del tiempo implicito de la onda b del ERG de los grupos

control, control-naltrexona, etanol y etanol-naltrexona, expresado en milisegundos (ms).

2.1.4. Amplitud de la onda b

El tratamiento con alcohol indujo una disminucién en la amplitud de la onda b
en el grupo etanol, cambio que se mantiene incluso en los animales a los que se les

administr6 naltrexona en el Gltimo periodo del estudio (Figura 22; Tabla 7).
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Figura 22. Grafico comparativo de la amplitud de la onda b del ERG de los grupos control,
control-naltrexona, etanol y etanol-naltrexona, expresado en microvoltios (uV). * p<0.05 vs.

control y control-naltrexona.
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2.2. Experimento con cocaina y tratamiento con topiramato

2.2.1. Tiempo implicito de la onda a

La Figura 23, abajo representada, muestra el tiempo que tarda en aparecer el
maximo de la onda a después de exponer a los animales al estimulo luminoso, sin

observarse diferencias entre los diferentes grupos de este estudio (Tabla 8).
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Figura 23. Grdfico comparativo del tiempo implicito de la onda a del ERG de los grupos
control, control-topiramato, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato,

expresado en milisegundos (ms).

2.2.2. Amplitud de la onda a

Si se compara el valor de la amplitud de la onda a de los animales tratados
unicamente con cocaina con el resto de los grupos (Tabla 9), se observa un descenso
estadisticamente significativo. Dichos valores se pueden ver representados en la Figura
24, donde también habria que destacar el grupo cocaina tratado con topiramato y el
grupo retirada, ya que ese descenso en la amplitud de la onda a inducido por cocaina se

ve recuperado hasta valores similares a los del grupo control.
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Figura 24. Grafico comparativo de la amplitud de la onda a del ERG de los grupos control,

control-topiramato, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato, expresado en

microvoltios (uV). *p<0.05 vs. todos los grupos; **p<0.05 vs. retirada-topiramato.

2.2.3. Tiempo implicito de la onda b

Los datos de la medida del tiempo implicito de la onda b se recogen en la Tabla

10 y la Figura 25, que reflejan claramente que no hay diferencias entre ninguno de los

seis grupos estudiados.

70 +
60 -
50 -
40
30 A
20 -
10 A

Tiempo implicito onda b (ms)

0 I I I I

@b’b ’5@
& S
® 5

<K
&

- "bb

XY

$®

Figura 25. Grdfico comparativo del tiempo implicito de la onda b del ERG de los grupos

control, control-topiramato, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato,

expresado en milisegundos (ms).
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2.2.4. Amplitud de la onda b

Al comparar los datos obtenidos de la amplitud de la onda b (Tabla 11) no se
obtienen diferencias entre los diferentes grupos del estudio. Dichos datos se representan

en la Figura 26.

350 -

Amplitud onda b {microV)
= = N
(o) (@] (o) o
o (en] o o o

> o @ o 2 o
& & B & &S &
® & X Q & S
S A
& ,b‘,\o o
o .
& N &
& 0 N
© <& ®

Figura 26. Grdfico comparativo la amplitud de la onda b del ERG de los grupos control,
control-topiramato, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato, expresado en

microvoltios (uV).

3. Potenciales evocados visuales

3.1. Experimento de alcoholismo y tratamiento con naltrexona

3.1.1. Tiempo implicito de los potenciales evocados visuales

En la Figura 27 se representan los datos del tiempo implicito de los potenciales
evocados visuales obtenidos en el estudio de alcohol. Existen diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo etanol, con lo que se
puede deducir que el alcohol provoca un cierto retardo en la formacion de dichos
potenciales en la corteza visual (Tabla 12). Ademads, cabe destacar que el tratamiento
simultaneo de naltrexona con etanol no mejora este efecto del alcohol, ya que también

existen diferencias entre el grupo control y el grupo etanol-naltrexona.
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Figura 27. Grafico comparativo del tiempo implicito de los PEV de los grupos control, control-

naltrexona, etanol y etanol-naltrexona, expresado en milisegundos (ms). * p<0.05 vs. control.

3.1.2. Amplitud de los potenciales evocados visuales

En cuanto a la amplitud de los potenciales evocados visuales, también aqui se
han obtenido algunos cambios estadisticamente significativos entre grupos. Como se
refleja en la Figura 28, en los grupos control-naltrexona y etanol hay una disminucion
de este parametro con respecto al grupo control. Es llamativo no encontrar esa
diferencia entre el grupo control y el grupo etanol-naltrexona, aunque hay que sefialar
que tampoco hay cambios estadisticos entre el grupo etanol-naltrexona y los grupos

control-naltrexona y etanol (Tabla 13).
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Figura 28. Grdfico comparativo de la amplitud de los PEV de los grupos control, control-

naltrexona, etanol y etanol-naltrexona, expresado en microvoltios (uV). * p<0.05 vs. control.
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3.2. Experimento con cocaina y tratamiento con topiramato

3.2.1. Tiempo implicito de los potenciales evocados visuales

La Tabla 14 recoge los datos de las medias del tiempo implicito de los
potenciales evocados visuales obtenidos en los distintos grupos del experimento de
cocaina. El estudio comparativo de las medias no refleja cambios en este parametro en

ninguno de los grupos tratados. Estos valores se muestran graficamente en la Figura 29.
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Figura 29. Grafico comparativo del tiempo implicito de los PEV de los grupos control, control-
topiramato, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato, expresado en

milisegundos (ms).

3.2.2. Amplitud de los potenciales evocados visuales

No se ha observado ninglin cambio estadisticamente significativo en la amplitud

de los potenciales evocados visuales entre los diferentes grupos del estudio (Figura 30;

Tabla 15).
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Figura 30. Grdfico comparativo de la amplitud de los PEV de los grupos control, control-
topiramato, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato, expresado en

microvoltios (uV).

4. Parametros bioquimicos indicativos de estrés

oxidativo en ojo

4.1. Experimento de alcoholismo y tratamiento con naltrexona

4.1.1. Actividad Glutation Peroxidasa (GSH-Px) en ojo

Como muestra la Tabla 16, el tratamiento crénico con alcohol no ha producido
ningiin cambio en la actividad de la GSH-Px al comparar dicho dato con el grupo
control. Por su parte, tampoco la naltrexona sola ni su administracion junto al alcohol
produjeron alteraciones sobre la actividad de dicha enzima. Estos valores se ven

claramente representados en la Figura 31.
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Figura 31. Gradfico comparativo de la actividad glutation peroxidasa en ojo de los grupos
control, control-naltrexona, etanol y, etanol-naltrexona, expresado en nanomoles por

miligramos de proteina por minuto (nmol/mg proteina*min).

4.1.2. Determinacion de glutation (GSH) en ojo

En la Figura 32 estan representados los valores de la concentracion de GSH en
ojo de los diferentes grupos del estudio de alcoholismo crénico. Estos datos se recogen
en la Tabla 17. Como puede observarse, la comparacion de las medias de los cuatro

grupos no mostré ninguna diferencia estadisticamente significativa entre ellas.
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Figura 32. Grdfico comparativo de la concentracion de GSH en ojo de los grupos control,
control-naltrexona, etanol y etanol-naltrexona, expresado en nanomoles por miligramo de

proteina.
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4.1.3. Determinacion de malondialdehido (MDA) en ojo

Otro parametro bioquimico indicativo de estrés oxidativo que se ha analizado en
este trabajo es el valor de MDA (un marcador de peroxidacion lipidica) en homogenado
de o0jo. No se ha obtenido ninguna diferencia entre el grupo control y el grupo etanol
(Figura 33; Tabla 18). Estos datos estan aparentemente en desacuerdo con resultados
previos de nuestro grupo, por lo que se decidi6 repetir esta medida utilizando
exactamente el mismo protocolo que se usod anteriormente (las ratas recibieron dieta
etanol hasta el ultimo dia del experimento). En este caso, se puede observar que la
concentracion de MDA estd significativamente incrementada en ratas tratadas con
etanol hasta el ultimo dia del experimento cuando se compara con las ratas control

(Figura 34; Tabla 19).
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Figura 33. Grdfico comparativo de la concentracion de MDA en ojo de los grupos control,
control-naltrexona, etanol y etanol-naltrexona, expresado en nanomoles por miligramo de

proteina.
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Figura 34. Grdfico comparativo de la concentracion de MDA en ojo de los grupos control,

etanol y etanol sin retirada, expresado en nanomoles por miligramo de proteina. p<0.05 vs.

control y etanol.

4.2. Experimento con cocaina y tratamiento con topiramato

4.2.1. Actividad Glutation Peroxidasa (GSH-Px) en ojo

La Figura 35 nos muestra los datos de actividad glutation peroxidasa de los seis

grupos del experimento con cocaina y topiramato. No se ha obtenido ninguna alteracién

significativa en la actividad de dicha enzima en ninguno de los grupos tratados al

compararlos con el valor control (Tabla 20).
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Figura 35. Gradfico comparativo de la actividad glutation peroxidasa en ojo de los grupos
control, control-topiramado, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato,

expresado en nanomoles por miligramos de proteina por minuto (nmol/mg proteina*min).

4.2.2. Determinacion de glutation (GSH) en ojo

Otro parametro bioquimico, cuya alteracion podria ser un indicio de estrés
oxidativo, que se ha determinado en el experimento de cocaina es la concentracion del
GSH (Tabla 21). Sin embargo, no se han obtenido diferencias al comparar las medias de
estos valores de los distintos grupos de este estudio. Estos datos estan reflejados en la

Figura 36, abajo representada.
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Figura 36. Grdfico comparativo de la concentracion de GSH en ojo de los grupos control,

control-topiramado, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato, expresado en

nanomoles por miligramo de proteina.

4.2.3. Determinacion de malondialdehido (MDA) en ojo

La Tabla 22 recoge los valores de la concentracion de MDA en ojo del estudio

con cocaina y topiramato, datos que estan representados en la Figura 37. El analisis

comparativo de las medias de este pardmetro ha mostrado un dato muy llamativo, y es

que los tres grupos tratados con topiramato muestran una disminucién en la

concentracion de MDA al compararlos con el valor del grupo control.
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Figura 37. Grdfico comparativo de la concentracion de MDA en ojo de los grupos control,
control-topiramado, cocaina, cocaina-topiramato, retirada y retirada-topiramato, expresado en

nanomoles por miligramo de proteina. * p<0.05 vs. control.

4.2.4. Determinacion de glutamato en ojo

La concentracion de glutamato estd significativamente incrementada en el
homogenado de ojo de ratas tratadas con cocaina comparadas con los dos grupos
control. Ademads, el tratamiento con topiramato ha revertido esta alteracion en los

animales a los que se les ha administrado la droga (Figura 38; Tabla 23).

70 4

60

50

40 -

30 +

Glutamato (nM)

20

Control Control-Topiramato Cocaina Cocaina-Topiramato

Figura 38. Grafico comparativo de la concentracion de glutamato en ojo de los grupos control,
control-topiramado, cocaina y cocaina-topiramato, expresado en nM. * p<0.05 vs. todos los

grupos.
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4.2.5. Correlacion entre los niveles de glutamato y la actividad GSH-Px

La Figura 39 muestra una correlacion positiva entre los niveles de glutamato y la

actividad de la enzima GSH-Px en homogenado de ojo.
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Figura 39. Correlacion entre la actividad GSH-Px (nmol/mg proteina*min) y los niveles de

glutamato (nM) en ojo del experimento con cocaina y topiramato.
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Para comprobar si hay un dafio producido en la retina, es importante estudiar la
aparicion de cambios en el -electrorretinograma, ya que ésta es la prueba
neurofisiologica utilizada habitualmente para objetivar alteracion retiniana (Casson et
al., 2003, Ranchon et al., 2003, Maier et al., 2004). La electrorretinografia permite
realizar un registro no invasivo y objetivo del funcionamiento de la retina in vivo. Es
oportuno recordar que la onda a parece originarse en los fotorreceptores, mientras que
son las células de Miiller, las bipolares y las amacrinas las que se han relacionado con la
formacion de la onda b (Introduccion 2.3.1.).

Por su parte, el estudio de los potenciales evocados visuales permite detectar
objetivamente cudl es el estado funcional de la via visual, de modo que una alteracion
de este parametro indicaria un cambio en algin punto de la via sinaptica desde las

células ganglionares de la retina, hasta el cortex visual (Introduccion 2.4.3.)

1. Efectos del alcohol sobre la electrofisiologia de la

retina

La posibilidad de que el alcohol afecte de forma directa la retina es una cuestion
aun por resolver. Asi como esta bien definida la retinopatia diabética, ain no se acepta
clinicamente la existencia de una retinopatia o neuropatia Optica alcohdlica. Las
manifestaciones oftalmoldgicas de los pacientes alcohdlicos han sido atribuidas a otros
factores etiologicos como el tabaco (Victor and Dreyfus, 1965, Dunphy, 1969, Hoyt,
1979, Samples and Younge, 1981) o carencias nutricionales (Hamard and Desbordes,
1982, Meinck and Adler, 1982, Behrens, 1983), que con frecuencia se asocian al
consumo de etanol.

Hay algunos estudios que muestran alteracion del ERG en el abuso de etanol. En
un experimento de larga duracion realizado en primates sometidos a ingesta cronica de
etanol, Pawlosky y colaboradores demostraron una alteracion del ERG, aumentando las
latencias de las ondas a y b, y disminuyendo la amplitud de la onda b (Pawlosky et al.,
2001). Estudios realizados en nuestro laboratorio mostraron también un descenso en la
amplitud de la onda b del ERG en ratas tratadas con etanol durante seis semanas, sin
que hubiera ninguna diferencia nutricional entre los animales control y los tratados

(Johnsen-Soriano et al., 2007b, Sancho-Tello et al., 2008).

100



V. Discusion

En este trabajo se han visto dos parametros electrorretinograficos afectados
después de seis semanas de tratamiento con alcohol. En primer lugar, se observa un
aumento en el tiempo implicito de la onda a (Figura 19; Tabla 4), lo que indicaria una
ralentizacion en la hiperpolarizacion de los fotorreceptores. Ademds, es interesante
destacar que en animales tratados con etanol y naltrexona no se ha producido este
cambio en el ERG. No obstante, con este disefio experimental no se podria saber si esto
se debe a que la naltrexona ha tenido un efecto terapéutico o un efecto profilactico.

El segundo efecto del tratamiento con alcohol sobre la electrofisiologia de la
retina ha sido una disminucion en la amplitud de la onda b (Figura 22; Tabla 7),
posiblemente causada por una disfuncioén de las células de Miiller, las bipolares o las
amacrinas. En este caso, la administracion de naltrexona durante las dos ultimas
semanas de tratamiento con alcohol no ha producido ninguna mejora en este parametro.

Estos datos se corresponden con algunos resultados de trabajos previos. Sin
embargo, Pawlosky, como hemos visto, también encontré un aumento de la latencia de
la onda b del ERG, manifestado a lo largo de los cinco afios que durd el experimento.
No se puede descartar que prolongando nuestro periodo experimental se acabara
obteniendo también esta alteracion en la onda b.

Como ya hemos sefialado, en trabajos realizados anteriormente por nuestro
grupo el tratamiento con alcohol no indujo ningin cambio en la latencia de la onda a,
que es el tiempo que transcurre desde que se genera el estimulo luminoso hasta que
aparece la onda a. Sin embargo, en este estudio hemos querido analizar el tiempo
implicito, que es el que transcurre desde la aparicion del estimulo hasta que la onda a

alcanza su amplitud maxima, observandose un aumento en dicho parametro.

1.1. Aumento del tiempo implicito de la onda a tras el

tratamiento cronico con alcohol

Los fotopigmentos visuales se denominan opsinas y son proteinas
transmembrana asociadas a proteina G. En el ser humano, la opsina de los bastones se
denomina rodopsina, mientras que los conos poseen tres tipos diferentes de opsinas. Un
experimento realizado por Anderson y colaboradores en 1985 (Anderson et al., 1985)
mostrd que la peroxidacion lipidica inducida por alcohol in vitro podria disminuir la

funcion de los fotorreceptores a través de un descenso en la regeneracion de la
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rodopsina. Otro estudio desarrollado por Goss-Sampson y colaboradores en 1998 (Goss-
Sampson et al., 1998) sugiridé que alteraciones en la fluidez de las membranas de los
fotorreceptores y el aumento de la peroxidacion lipidica provocadas por un déficit de
vitamina E, podrian afectar a la rodopsina, lo que explicaria las anormalidades
observadas en procesos de hiperpolarizacion y despolarizacion de los fotorreceptores.
Es importante puntualizar que estos estudios que acabamos de citar hablan unicamente
de la rodopsina, y sefialar que en condiciones de adaptacion completa a la oscuridad,
como es el caso de nuestro estudio, la curva de la sensibilidad espectral del ERG se
aproximaba al espectro de absorcion de la rodopsina

Datos publicados por nuestro grupo muestran un aumento en la peroxidacion
lipidica en ojos de ratas tratadas con alcohol durante seis semanas, medido como un
aumento en la concentracion de MDA (Johnsen-Soriano et al., 2007b, Sancho-Tello et
al., 2008). Por tanto, el aumento del tiempo implicito de la onda a del ERG obtenido en
este trabajo tras un tratamiento crénico con alcohol podria estar relacionado con una
alteracion en las membranas lipidicas de los fotorreceptores, lo que ralentizaria la

hiperpolarizacion de dichas células.

1.2. Disminucién de la amplitud de la onda b por el alcohol

Ya que la onda b del ERG es producida principalmente por las células de la
retina interna (células de Miiller, principalmente, pero también células ganglionares y
amacrinas) (Miller and Dowling, 1970, Dick et al., 1985, Gottlob et al., 1988, Chappell
et al., 2002), la disminucion de la amplitud de la onda b que se observa en el grupo
etanol puede atribuirse a una disfuncion de las mismas.

Existen otros modelos experimentales donde se observa esta misma relacion
entre la alteracion de la célula de Miiller y la disminucion de la amplitud de la onda b
del ERG. Kainz y colaboradores, en un modelo de déficit visual inducido por mutacion
en embrion de pez cebra, observaron una gran correlacion entre la afectacion de la
célula de Miiller durante el desarrollo embrionario y la disminucién de la onda b, asi
como la posible afectacion del desarrollo de los fotorreceptores cuando se daia
precozmente la célula de Miiller (Kainz et al., 2003). Roth y colaboradores, en un
modelo de isquemia retiniana por aumento de la presion intraocular en rata, observaron
un aumento de la expresion de ERK (quinasa regulada por sefiales extracelulares) en las

células de Miiller, asociado a una disminucion de la onda b. Ademas, el bloqueo de la
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expresion de ERK recuperd la amplitud de dicha onda (Roth et al., 2003). En un modelo
de diabetes inducida por estreptozotocina en rata se observd una marcada disminucion
de la onda b y —en menor medida- de la onda a, previa a la sobreexpresion de GFAP en
las células de Miiller (Li et al., 2002). Esta afectacion de las células de Miiller también
ha sido comprobada en un estudio necropsico sobre retinas de pacientes diabéticos
(Mizutani et al., 1998). También en la insuficiencia hepatica se ha buscado una posible
afectacion de la retina, demostrandose neurofisiologicamente una disminucién de la
onda b del ERG, en los casos avanzados, por posible disfuncion de las células de
Miiller, de forma similar a la lesion de otras células gliales, causante de la llamada
encefalopatia hepatica (Eckstein et al., 1997).

Sin embargo, también son varios los estudios que vinculan la disminucion de la
onda b a otros tipos celulares: asi, Peachey y colaboradores, en un modelo de
sobreexpresion de Bcl-2 en raton transgénico observaron una disminucion de la onda b
asociada a la pérdida de células bipolares (Peachey et al., 2003). En el estudio ya citado
de Roth, también se observoé un aumento de la expresion de JNK (quinasa c-jun N-
terminal) y p38 en las células amacrinas, ganglionares, en la capa de axones y en los
axones de las células bipolares, y el bloqueo de la expresion de p38 también contribuy6
a la recuperacion de la onda b (Roth et al., 2003). Dong, por su parte, demostrd como el
bloqueo del feedback de GABAc de las células amacrinas sobre las células bipolares
disminuye la amplitud de la onda b, involucrando por tanto a estas células en la génesis
de dicha onda (Dong and Hare, 2002).

En resumen, si las alteraciones en todos estos tipos celulares anteriormente
mencionadas provocan cambios en la amplitud de la onda b, seria l6gico pensar que la
disminucién de dicho parametro observado en este trabajo se deba a un efecto, directo o
indirecto, del alcohol sobre estas células. En concreto, un estudio realizado
anteriormente por nuestro grupo sugiri6é un importante papel de las células gliales en los
cambios inducidos por el etanol en la onda b. Este estudio demostr6 un incremento en la
expresion de la proteina antiapoptdtica Bcel-2 en la retina de ratas tratadas con alcohol en
estas areas, lo que fue negativamente correlacionado con la amplitud de la onda b del
ERG de estas ratas (Sancho-Tello et al., 2008). Sin embargo, para confirmar este hecho
serian necesarios muchos mas estudios que nos permitan elucidar los mecanismos que

implican a estos cambios.
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2. Efectos del alcohol en la via sinaptica hasta el cortex

visual

Ademas de realizar un estudio electrofisiologico de la retina, en este modelo de
alcoholismo croénico se ha desarrollado otro analisis neurofisiolégico complementario
para conocer mas a fondo el estado funcional de la via visual de los animales tratados.
Para ello se han medido los potenciales evocados visuales tal y como se describe en el
punto 3.2 del apartado Material y Métodos. El resultado de este andlisis ha sido una
alteracion de los dos parametros estudiados: aumento del tiempo de latencia de los PEV
inducido por el alcohol y que no se revierte con el tratamiento con naltrexona; y
disminucioén de la amplitud de los PEV provocado tanto por el alcohol como por la
naltrexona.

Al realizar una revision de todos los trabajos realizados durante las ultimas
décadas sobre el alcohol y sus efectos en el nervio Optico, queda claro que dicha
sustancia produce importantes dafios sobre este nervio. Durante la década de los 90, y
también algo después, gran cantidad de estos estudios se centraron en el sindrome
alcoholico fetal (FAS), llegando todos ellos a la misma conclusion: estos animales
presentan una hipoplasia del nervio 6ptico consistente en una reduccion en el nimero de
axones de dicho nervio y una disminucioén en su tasa de mielinizacion (Strémland, 1985,
Ferriero et al., 1992, Ashwell and Zhang, 1994, Parson et al., 1995, Parson and Sojitra,
1995, Dangata and Kaufman, 1997, Pinazo-Duran et al., 1997, Matsui et al., 2006, Pons
et al., 2007). Incluso existen casos documentados de nifios con FAS en los que también
se ha observado hipoplasia del nervio optico después de un examen oftalmologico (Hug
et al., 2000).

En 1984, Kelley y colaboradores realizaron un estudio con pacientes alcoholicos
en los que observaron un aumento en la latencia de los PEV (Kelley et al., 1984).
Ademas, es interesante sefialar que dicho pardmetro se recuperd, aunque solo en
pacientes jovenes, después de 3 semanas de desintoxicacion. Resultados similares
obtuvieron Nazliel y colaboradores, en 2007 (Nazliel et al., 2007), en algunos de sus
pacientes alcohdlicos al realizarles un estudio de los PEV estructurados. Resende y
colaboradores, en 2001 (Resende et al., 2001), observaron una prolongacion de las
latencias de los PEV de flash, aunque no de los PEV estructurados, en voluntarios

normales después de una ingesta aguda de alcohol. Varios afios antes, Boyes y
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colaboradores también encontraron cambios en los PEV en un modelo experimental de
alcoholismo agudo con ratas (Boyes et al., 1993).

No obstante, no se puede olvidar que una alteracion en los PEV podria deberse a
cambios en el ERG, de modo que para poder utilizar los primeros para evaluar la via

visual hasta el cortex, no deberian observarse alteraciones en los segundos.

2.1. Aumento del tiempo de latencia de los PEV inducido por el

alcohol

Kjellstrdm y colaboradores, en 1993, observaron, tras un tratamiento crénico con
alcohol, una disminucion en el calibre del nervio 6ptico de los animales relacionado con
pérdida de mielina, pero sin disminuciéon en el numero de axones (Kjellstrom and
Conradi, 1993). Otros casos de consumo cronico de alcohol en humanos también han
mostrado una atrofia del nervio optico (Antonowicz and Lenkiewicz, 1994, de Lima
Rde et al., 2006).

En el estudio que aqui se presenta, se ha observado un aumento en el tiempo
implicito de los PEV inducido por el alcohol, efecto que, ademads, no ha sido revertido
por el tratamiento con naltrexona. Esto podria deberse a una pérdida de mielina en el
nervio Optico de los animales tratados con alcohol, ya que esta sustancia acelera la

transmision de impulsos nerviosos.

2.2. Disminucion de la amplitud de los PEV inducido por el

alcohol

En 2002, un trabajo realizado por nuestro grupo con un modelo experimental de
alcoholismo cronico mostrd un incremento de los productos de peroxidacion lipidica
junto con un descenso de antioxidantes celulares (GSH), lo que implicd al estrés
oxidativo en la toxicidad del etanol en el nervio dptico de rata (Avifio et al., 2002). Por
lo tanto, la disminucion en la amplitud de los PEV, tanto en el grupo alcohol como en el
grupo alcohol-naltrexona, obtenida en este trabajo podria estar relacionada con un dafio
oxidativo provocado por el alcohol sobre el nervio 6ptico de estos animales.

Por otro lado, este cambio en los PEV también se ha observado en los animales
tratados con naltrexona durante las dos ultimas semanas del experimento. Varios

estudios han mostrado que la naltrexona podria actuar como una neurotoxina,
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provocando cambios degenerativos en las terminales nerviosas de ciertas regiones del
cerebro (Saland et al., 1984, Saland et al., 1986, Saland et al., 1990). Graham y
colaboradores sugirieron que la salida de glutamato podria estar regulada por receptores
opioides durante la isquemia y que la inhibicion de la salida de este aminoacido
excitatorio podria contribuir a las acciones protectoras de los antagonistas de receptores
opioides en la isquemia cerebral (Graham et al., 1993). Sin embargo, este efecto de la
naltrexona en la salida de glutamato podria estar afectando a la transmision de la sefial
luminosa por el nervio Optico hacia la corteza visual.

Luego, los datos observados en este trabajo apoyarian la hipdtesis de que el
alcohol podria producir una disminucién de la mielinizaciéon y dafio oxidativo en las
membranas de las neuronas que componen el nervio Optico, lo que dificultaria la

transmision del impulso nervioso desde la retina hacia la corteza visual.

3. Efecto del alcohol sobre parametro bioquimicos

indicativos de estrés oxidativo

A lo largo de los afos se ha observado que muchos pacientes con problemas de
consumo de alcohol muestran problemas de pérdida de vision, aunque en la mayoria de
los casos esto se ha atribuido a un efecto sinérgico del alcohol y el tabaco (Samples and
Younge, 1981), e incluso a un déficit de ciertas vitaminas debido a una mala nutricion
(Hoyt, 1979). Sin embargo, muchos trabajos han apoyado que estas alteraciones se
deben también a un efecto directo del alcohol en la generacion de radicales libres o de
sus metabolitos, los cuales podrian dafar tejidos como la retina o el nervio Optico
(Introduccion 3.5.3.).

En este trabajo se han estudiado varios parametros bioquimicos en tejido de ojo,
que podrian indicar estrés oxidativo producido por el tratamiento cronico con el alcohol
(Resultados 4.1.). Sin embargo, no se han obtenido diferencias para ninguno de estos
pardmetros al comparar los cuatro grupos del estudio (Figura 31, Figura 32, Figura 33;
Tabla 16, Tabla 17, Tabla 18). Estos datos difieren de otros obtenidos anteriormente por
nuestro grupo (Johnsen-Soriano et al., 2007b, Sancho-Tello et al., 2008). No obstante,
existe una diferencia importante entre este modelo experimental y otros realizados
anteriormente, y es que en el presente trabajo el alcohol fue retirado un dia antes del

sacrificio tanto en el grupo alcohol como en el grupo alcohol-naltrexona. Por ello, se
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decidid repetir el experimento para la determinacién del MDA con solo tres grupos:
control, etanol sin retirada y etanol con retirada del mismo el ultimo dia. Como se
esperaba, los grupos control y etanol con retirada no han mostrado diferencias entre si,
mientras que el grupo sin retirada ha presentado un aumento en los niveles de MDA al
compararlos con los del grupo control y etanol (Figura 34; Tabla 19). El MDA es un
producto derivado de la peroxidacion lipidica, y es una molécula volatil, que se une a
proteinas (Miranda et al., 2007). Por tanto, el hecho de que los niveles de MDA se
recuperen hasta valores normales tras un solo dia de retirada de alcohol, no implica que
el dafio producido en las membranas celulares por peroxidacion lipidica también se
revierta. El aumento en el tiempo implicito de la onda a en el grupo etanol, atin con

retirada de alcohol, podria apoyar esta idea.

4. Efectos de la cocaina sobre la electrofisiologia de la

retina

Como ya se ha sefialado en la Introduccion 4.5, el abuso de cocaina podria
provocar severas complicaciones vasculares en la retina de estos pacientes. Ademas,
recientemente Ascaso y colaboradores (Ascaso et al., 2009) observaron el primer caso
de maculopatia bilateral y simétrica asociada al uso intranasal de cocaina durante largo
tiempo.

En un estudio electrofisiologico de la retina, la onda a negativa del ERG
representa la hiperpolarizacion de los fotorreceptores en respuesta a un estimulo
luminoso (Robson and Frishman, 1998-1999). Se ha mostrado que pacientes
dependientes de cocaina tienen afectada la funcion de los conos azules (Roy et al., 1996,
Roy et al., 1997). Estas alteraciones en la funcién de los conos estdn en concordancia
con los resultados de este trabajo, ya que se ha mostrado un descenso en la amplitud de
la onda a del ERG en el grupo tratado con cocaina comparado con el grupo control
(Figura 24; Tabla 9). Este efecto de la cocaina sobre la electrofisiologia de la retina no
se ha observado en el grupo retirada. Habria que realizar mas estudios para saber si esto
se debe a que 18 dias con tratamiento de cocaina no son suficientes para provocar dafos
en la retina, o a que durante los dias de retirada de esta droga el tejido ha sido capaz de

revertir los posibles dafios.
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El topiramato es un farmaco que se ha propuesto como un tratamiento eficaz en
pacientes con dependencia a cocaina (Zullino et al., 2002, Zullino et al., 2004). Ademas,
Yoneda y colaboradores (Yoneda et al., 2003) propusieron al topiramato como un
tratamiento eficaz para enfermedades relacionadas con la retina, en concreto, para
prevenir un daflo isquémico en la retina, aunque con dependencia de la dosis de este
farmaco. En el estudio que aqui se presenta, el grupo cocaina-topiramato muestra una
amplitud de la onda a del ERG comparable con la del grupo control, y estadisticamente
diferente a la del grupo cocaina. Esta onda a (hiperpolarizacion de los fotorreceptores)
aparece como consecuencia del cierre de canales de Na' y de Ca®" después de recibir un
estimulo de luz, lo que se traduce en una disminucién de la salida de glutamato.
Diferentes estudios han mostrado que el topiramato podria actuar inhibiendo la
actividad neuronal de canales de Na" y de Ca®" y la salida de glutamato mediada por
estos canales (White, 2005, Sitges et al., 2007). Este mecanismo de accion del
topiramato podria explicar el hecho de que en el grupo cocaina-topiramato no se dé el

descenso en la amplitud de la onda a observado en el grupo cocaina.

5. Efectos de la cocaina y el topiramato sobre

parametros bioquimicos indicativos de estrés oxidativo

El abuso de cocaina puede originar gran cantidad de desérdenes (Introduccion
4.4.), incluyendo alteraciones de la funcion visual. Se han propuesto muchos
mecanismos sobre la toxicidad de la cocaina, incluyendo la posibilidad de que esta
droga induzca un incremento en el estrés oxidativo debido a una oxidacion excesiva de
la dopamina o por el ciclo redox de metabolitos de la cocaina (Numa et al., 2008). Se ha
visto una asociacion entre la administracion de cocaina y la induccion de estrés
oxidativo en diferentes regiones del cerebro, lo que podria sugerir que el dafio oxidativo
sea un factor muy importante en los efectos que la cocaina produce sobre las funciones
normales del sistema nervioso central, ya que éste es un tejido con mayor vulnerabilidad
al dafo oxidativo (Numa et al., 2011).

En este trabajo no se han encontrado cambios en los pardmetros bioquimicos
relacionados con estrés oxidativo estudiados en la retina de las ratas del grupo cocaina,
comparados con los del grupo control (Figura 35, Figura 36 yFigura 37; Tabla 20, Tabla

21 y Tabla 22). Es posible que la cocaina no induzca estrés oxidativo en la retina de
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ratas, y, en este sentido, también es posible que diferentes areas del sistema nervioso
central responda de forma diferente ante una misma agresion. En concreto, nuestro
grupo ha mostrado que el cortex frontal y el hipocampo responden de manera diferente
frente a la cocaina, ya que el primero no muestra diferencia en los marcadores de estrés
oxidativo entre los grupos control y cocaina, mientras que el hipocampo de animales
tratados con cocaina presenta un descenso en la concentracion de GSH y en la actividad
GSH-Px (Muriach et al., 2010). Incluso, seria posible que el dafio por estrés oxidativo
inducido por cocaina en la retina esté restringido a ciertos tipos celulares (por ejemplo,
fotorreceptores), y que este efecto especifico no sea detectable o esté diluido cuando se

analiza toda la retina.

6. Efectos de la cocaina sobre los niveles de glutamato

En el presente trabajo se han observado alteraciones electrorretinograficas
inducidas por la administraciéon de cocaina durante 36 dias. Sin embargo, tal y como
desvelan los resultados de los andlisis bioquimicos, no parece que estas alteraciones
estén relacionadas (o al menos no directamente) con estrés oxidativo. Por este motivo, y
teniendo en cuenta que el glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio de la
retina, se decidid analizar las concentraciones de este aminoacido. Los resultados de
este andlisis mostraron un incremento en la concentracion de glutamato en el ojo de
ratas tratadas con cocaina (Figura 38; Tabla 23). Este es el primer estudio que muestra
un incremento de este aminodcido en los ojos de ratas expuestas a esta droga.

Este aumento en los niveles de glutamato inducido por tratamiento con cocaina
se ha observado con anterioridad en diferentes areas del cerebro (Jimenez-Rivera and
Waterhouse, 1991, Rockhold et al., 1991, Karler et al., 1994). Sin embargo, a pesar de
la importancia que tiene este aminoacido en la retina, un exceso en los niveles de
glutamato puede provocar dafios neuronales severos, incluyendo isquemia en la retina,
glaucoma y otras enfermedades de la retina (Ambati et al., 1997, Osborne et al., 2004,
Moreno et al., 2005). Ademas, los aminodcidos excitatorios pueden alterar el
metabolismo de los fotorreceptores y del epitelio pigmentario (Delyfer et al., 2005). Por
tanto, este aumento en los niveles de glutamato podria estar afectando, directa o

indirectamente, sobre la electrofisiologia ocular de los animales tratados con cocaina.
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Un estudio realizado por Angehagen y colaboradores mostr6 la capacidad del
topiramato para proteger frente a la neurotoxicidad inducida por glutamato (Angehagen
et al., 2003). Esta capacidad del topiramato, asi como su accidn sobre canales de sodio y
calcio, podria explicar que en el grupo cocaina-topiramato no se observe aumento en los
niveles de glutamato, ni disminucion en la amplitud de la onda a del ERG. No obstante,
es muy importante seguir realizando estudios a este respecto con diferentes modelos de
administracion de topiramato.

Ademas, se ha encontrado una correlacion significativamente positiva entre la
concentracion de glutamato y la actividad de la GSH-Px (Figura 39). Este resultado
puede sugerir que el ojo estd preparado para defenderse frente a la toxicidad del
glutamato incrementando sus defensas antioxidantes. Probablemente, con una mayor
exposicion a cocaina se podrian haber observado mas signos evidentes de cambios en
los parametros relacionados con estrés oxidativo. De hecho, Yoles y colaboradores
observaron un efecto similar, ya que cuando ellos inyectaban cantidades subtoxicas de
glutamato en el cuerpo vitreo de ojos de ratas, se activaba una sefial de transduccioén con
incremento en la expresion de bel-2, que comenzaba a las 24 horas y duraba al menos 4

dias (Yoles et al., 2001).
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1y

2)

3)

4)

El tratamiento cronico con etanol produce un aumento en el tiempo implicito de la
onda a del ERG y de los PEV, y una disminucion de la amplitud de la onda b
del ERG y de los PEV. La administracion de naltrexona no consigue evitar las
alteraciones producidas por el etanol tanto en la amplitud de la onda b, como
en el tiempo implicito de los PEV.

La retirada de la dieta alcoholica 24 horas antes del sacrificio permite la
normalizacién de la concentracion de MDA en el ojo, no asi las variaciones
electrofisiologicas observadas.

La administracion de cocaina provoca una disminucion en la amplitud de la onda a
del ERG, mientras que el tratamiento con topiramato previene dicho cambio
en la electrofisiologia de la retina.

El tratamiento con cocaina produce aumento en los niveles de glutamato de la
retina, mientras que esta alteracion no se produce en los animales a los que se
les administro topiramato. Ademads, existe una correlacion significativamente

positiva entre la concentracion de glutamato y la actividad de la GSH-Px
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Tablas de los datos representados en los histogramas

Tiempo implicito de la
onda a (ms)
Control 229+ 14
Control-Naltrexona 23.0£0.6
Etanol 25.6 +2.4%
Etanol-Naltrexona 22.8+1.9

Tabla 4. Valores del tiempo implicito de la onda a del ERG (media *+ desviacion estandar) de

los diferentes grupos del experimento con etanol y naltrexona. * p<0.05 vs. todos los grupos.

Amplitud de la onda a
uVv)
Control 459+ 12.5
Control-Naltrexona 49.1 £10.2
Etanol 50.9+29.1
Etanol-Naltrexona 37,8 +£15.7

Tabla 5. Valores de la amplitud de la onda a del ERG (media + desviacion estindar) de los

diferentes grupos del experimento con etanol y naltrexona.
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Tiempo implicito de la
onda b (ms)
Control 53.9+7.5
Control-Naltrexona 52.3+4.9
Etanol 52.0+4.2
Etanol-Naltrexona 55.7+3.5

Tabla 6. Valores del tiempo implicito de la onda b del ERG (media *+ desviacion estandar) de

los diferentes grupos del experimento con etanol y naltrexona.

Amplitud de la onda b
V)
Control 150.2 + 18.1
Control-Naltrexona 166.7 £ 13.0
Etanol 118.1 £29.0*
Etanol-Naltrexona 117.2 £24 3%

Tabla 7. Valores de la amplitud de la onda b del ERG (media + desviacion estandar) de los
diferentes grupos del experimento con etanol y naltrexona. * p<0.05 vs. control y control-

naltrexona.
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Tiempo implicito de la

onda a (ms)

Control 23.5 £0.0
Control-Topiramato 244 £2.9
Cocaina 20.5 £4.2
Cocaina-Topiramato 22.0 £5.7
Retirada 25.6 £3.1
Retirada-Topiramato 252 £0.3

los diferentes grupos del experimento con cocaina y topiramato.

Amplitud de la onda a
V)

Control 40.6 +9.1
Control-Topiramato 64.4+29.5

Cocaina 103 +£6.1*
Cocaina-Topiramato 30.1 £ 9.3**

Retirada 56.1 £14.3
Retirada-Topiramato 57.5+7.1

Tabla 8. Valores del tiempo implicito de la onda a del ERG (media + desviacion estandar) de

Tabla 9. Valores de la amplitud de la onda a del ERG (media + desviacion estandar) de los
diferentes grupos del experimento con cocaina y topiramato. *p<0.05 vs. todos los grupos;,

**4p<0.05 vs. retirada-topiramato.
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Tiempo implicito de la
onda b (ms)
Control 52.7+£3.3
Control-Topiramato 545+45
Cocaina 56.8 £6.6
Cocaina-Topiramato 56.0£5.5
Retirada 57.6+6.1
Retirada-Topiramato 52.0+6.3

Tabla 10. Valores del tiempo implicito de la onda b del ERG (media + desviacion estandar) de

los diferentes grupos del experimento con cocaina y topiramato.

Amplitud de la onda b
V)
Control 179.0 £ 64.7
Control-Topiramato 219.1 £76.2
Cocaina 124.6 + 60.3
Cocaina-Topiramato 141.1 £35.1
Retirada 173.8 £73.5
Retirada-Topiramato 175.4 £26.8

Tabla 11. Valores de la amplitud de la onda b del ERG (media + desviacion estandar) de los

diferentes grupos del experimento con cocaina y topiramato.
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Tiempo implicito de los
PEV (ms)
Control 359+24
Control-Naltrexona 37.8+1.5
Etanol 389+ 3.2%
Etanol-Naltrexona 39.8 £ 1.5%

diferentes grupos del experimento con etanol y naltrexona. * p<0.05 vs. control.

Amplitud de los PEV
nV)
Control 71.8+£304
Control-Naltrexona 43.3 +3.4*
Etanol 32.8+£12.0%
Etanol-Naltrexona 56.1 £24.1

Tabla 12. Valores del tiempo implicito de los PEV (media £ desviacion estindar) de los

Tabla 13. Valores de la amplitud de los PEV (media = desviacion estandar) de los diferentes

grupos del experimento con etanol y naltrexona. * p<0.05 vs. control.
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Tiempo implicito de los

PEV (ms)

Control 36.0 £ 0.8
Control-Topiramato 38.8+44
Cocaina 35.8+10.7
Cocaina-Topiramato 40.8+ 1.7
Retirada 37.3+£2.6
Retirada-Topiramato 38.5+£5.7

Tabla 14. Valores del tiempo implicito de los PEV (media £ desviacion estindar) de los

diferentes grupos del experimento con cocaina y topiramato.

Amplitud de los PEV
V)
Control 93.9+£60.5
Control-Topiramato 59.4+£22.4
Cocaina 374+ 134
Cocaina-Topiramato 103.6 £ 77.7
Retirada 50.7+18.2
Retirada-Topiramato 82.2£36.3

Tabla 15. Valores de la amplitud de los PEV (media = desviacion estandar) de los diferentes

grupos del experimento con cocaina y topiramato.
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Actividad GSH-Px
(nmol/mg proteina*min)
Control 20.8 £9.2
Control-Naltrexona 240+ 7.0
Etanol 20.3+4.2
Etanol-Naltrexona 21.2+£2.7

Tabla 16. Valores de la actividad glutation peroxidasa (media £ desviacion estandar) en ojo de

los diferentes grupos del experimento con etanol y naltrexona.

Concentracion GSH

(nmol/mg proteina)
Control 6.7+2.7
Control-Naltrexona 6.0+£2.3
Etanol 6.8+1.5
Etanol-Naltrexona 65+1.9

Tabla 17. Valores de la concentracion de GSH (media £ desviacion estandar) en ojo de los

diferentes grupos del experimento con etanol y naltrexona.

146



Anexo

Concentracion MDA
(nmol/mg proteina)
Control 0.70 £ 0.40
Control-Naltrexona 0.89+0.23
Etanol 0.70 £0.34
Etanol-Naltrexona 0.72+0.29

Tabla 18. Valores de la concentracion de MDA (media £ desviacion estandar) en ojo de los

diferentes grupos del experimento con etanol y naltrexona.

Concentracion MDA
(nmol/mg proteina)

Control 0.70 £ 0.40
Etanol 0.70+0.34
Etanol sin retirada 1.60 + 0.30*

Tabla 19. Valores de la concentracion de MDA (media £ desviacion estandar) en ojo de los

grupos control, etanol y etanol sin retirada.* p<0.05 vs. control y etanol.
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Actividad GSH-Px
(nmol/mg proteina*min)

Control 39.6+£9.3
Control-Topiramato 40.6 + 12.1

Cocaina 414+ 16.0
Cocaina-Topiramato 282+7.1

Retirada 34.1£8.6
Retirada-Topiramato 340+7.5

Tabla 20. Valores de la actividad glutation peroxidasa (media £ desviacion estandar) en ojo de

los diferentes grupos del experimento con cocaina y topiramato.

Concentracion GSH

(nmol/mg proteina)
Control 3.8+1.1
Control-Topiramato 69+2.1
Cocaina 6.2+2.6
Cocaina-Topiramato 6.6 +4.3
Retirada 6.6 +4.0
Retirada-Topiramato 84+5.1

Tabla 21. Valores de la concentracion de GSH (media £ desviacion estandar) en ojo de los

diferentes grupos del experimento con cocaina y topiramato.
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Concentracion MDA
(nmol/mg proteina)

Control 32+1.1
Control-Topiramato 1.8+ 0.9*
Cocaina 20+1.4
Cocaina-Topiramato 1.4+1.0%
Retirada 22+0.9
Retirada-Topiramato 1.8+ 1.5*

Tabla 22. Valores de la concentracion de MDA (media £ desviacion estandar) en ojo de los

diferentes grupos del experimento con cocaina y topiramato. * p<0.05 vs. control.
grup 4 Yy top p

Concentracion glutamato (nM)
Control 239+6.9
Control-Topiramato 241+ 174
Cocaina 47.3 £ 14.6*
Cocaina-Topiramato 17.9+9.0

Tabla 23. Valores de la concentracion de glutamato (media + desviacion estandar) en
ojo de cuatro grupos del experimento con cocaina y topiramato. * p<0.05 vs. todos los

grupos.
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