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con un amplio intervalo de linealidad, con un bajo limite de deteccion
y cuantificacion y con una buena precision y exactitud. Por tanto, el
método desarrollado y validado en nuestro laboratorio puede utilizarse
para detectar y cuantificar simultaneamente sildenafilo y N-desmetil
sildenafilo en plasma para el seguimiento de nifios con hipertension
pulmonar sometidos a tratamiento con este farmaco.
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RESUMEN:

INTRODUCCION:

Las células madre responsables de la regeneracion continua del epi-
telio corneal se localizan en el denominado limbo esclero-corneal, la
zona de transicion entre la cornea y la esclera-conjuntiva. Cuando se
produce una disfuncion o pérdida de estas células madre limbares se
desarrolla el Sindrome de Insuficiencia Limbica (SIL), patologia que
se caracteriza principalmente por la presencia de conjuntivalizacion,
neovascularizacion y defecto epitelial corneal y por la aparicion de
dolor cronico y pérdida de vision. Actualmente, |a reparacion del epi-
telio de la superficie ocular después de haber sufrido un SIL es un
gran desafio. Con el fin de estudiar con precision la eficacia de nuevas
terapias en el tratamiento de esta patologia, es necesario desarrollar
nuevos modelos animales que reproduzcan los diferentes grados de
severidad del SIL en humanos.

OBJETIVO:

Desarrollar y clasificar modelos de SIL que engloben diferentes gra-
dos de inflamacion de la superficie ocular (de leve a severo), y rela-
cionarlos con los diferentes grados de severidad de SIL en humanos.

MATERIAL Y METODOS:

Se desarroll6 un modelo parcial de SIL en 6 conejos y un modelo total
de SIL en 10 conejos. Para ello, en el ojo derecho de cada conejo se
realizd una desepitelizacion completa de la cornea con n-heptanol y
una peritomia limbar quirdrgica de 180° (modelo parcial) 0 360° (mo-
delo total). Se evalué semanalmente la neovascularizacion corneal,
la opacificacion y el defecto epitelial utilizando una escala de 0 a 4
(de menor a mayor severidad) y realizando un seguimiento total de
11 semanas. Posteriormente, los conejos fueron eutanasiados y se
recogieron los globos oculares para realizar un estudio histol6gico.
Los tejidos se fijaron y se incluyeron en parafina, después se reali-
zaron cortes en el micrétomo y se tifieron con la técnica de tincion
de PAS. Se evalud el grado de dafo tisular, la presencia de infiltrados
inflamatorios y el nimero de células caliciformes en el limbo y la
cornea central.

RESULTADOS:

Las cdrneas de conejo de los modelos parcial y total de SIL desarro-
llaron opacidad, defectos epiteliales y neurovascularizacion durante
las 3-4 semanas posteriores a la lesion. La opacidad corneal, la ul-
ceracion y la neovascularizacion fueron significativamente mayores
en el modelo total que en el modelo parcial. En 4 de los 10 conejos
del modelo total se observd mayor severidad de los signos clinicos,
desarrollandose una conjuntivalizacion que les cubria la cornea to-
talmente. En la histologia se observé que el estroma corneal y limbar
del modelo de SIL total presentaba una mayor desorganizacion y un
numero significativamente mayor de células inflamatorias y de célu-
las caliciformes con respecto al modelo de SIL parcial.

Los resultados mostraron el desarrollo de diferentes grados progre-
sivos de la enfermedad. Se desarrolld un SIL leve en la superficie
ocular del 100% de los conejos con SIL parcial. En cambio, en el
modelo total de SIL, se observd el desarrollo de un SIL moderado en
la superficie ocular del 60% de los conejos y un SIL severo en el 40%
de los conejos.

CONCLUSIONES:

Se ha desarrollado un modelo experimental eficiente de inflamacion
después de producir un SIL parcial o total. Se han observado grados
progresivos de severidad (leve, moderado y severo), que se asemejan
mucho a los grados que se producen en esta patologia en humanos y
por lo tanto, estos modelos seran de utilidad para el estudio prelimi-
nar de la eficacia de nuevos tratamientos para el SIL antes de realizar
un posible ensayo clinico.
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RESUMEN:

INTRODUCCION:

La enfermedad de higado graso no alcohdlica (HGNA) se considera
la manifestacion hepéatica del sindrome metabdlico y se caracteriza
por la progresion de una esteatosis benigna a lesiones hepaticas mas
graves como esteatohepatitis, cirrosis e, incluso, hepatocarcinoma.
De hecho, el acimulo de grasa caracteristico de esta enfermedad es
debido a una desregulacion en las rutas que modulan la homeostasis
lipidica en este tejido, incluyendo aquellas que afectan a la captacion
de los &cidos grasos libres. Evidencias recientes indican que la seve-
ridad de HGNA se ve afectada por el sindrome de apnea obstructiva
del suefio, una obstruccion recurrente de la via aérea superior duran-
te el suefo, caracterizada por periodos de hipoxia intermitente (HI).
De hecho, la desregulacion del gradiente normal de oxigeno en el
higado, que promueve la estabilizacion de los factores inducibles por
hipoxia (HIFs), puede inducir esteatosis hepatica e inflamacion.

OBJETIVO:

Estudiar el impacto de la hipoxia en la captacion hepatica de acidos
grasos, centrandonos en investigar la modulacion del transportador
de acidos grasos CD36 bajo condiciones de hipoxia.

MATERIAL Y METODOS:

Para la realizacion de este estudio se han utilizado tanto modelos mu-
rinos (ratones Vhl floxed-Ubc-Cre-ERT2 (VHL KO), que sobreexpresan
de manera constitutiva los HIFs, y sus correspondientes controles,
y ratones sometidos a un protocolo de hipoxia intermitente) como
celulares (Huh7, linea celular de hepatoma humano). Se ha realizado
un andlisis histopatoldgico de los higados de estos ratones mediante
una tincién de hematoxilina/eosina y una tincion tricromica de Mas-
son. Ademas, se han determinado los niveles de expresion de CD36
por PCR cuantitativa a tiempo real, y su translocacion a la membrana
celular mediante inmunohistoquimica. Asimismo, en células Huh7
sometidas a un ambiente hipdxico se ha medido la acumulacion de
lipidos intracelulares y la expresion en membrana de CD36 mediante
citometria de flujo, asi como se ha determinado el contenido de mRNA
de CD36 por PCR cuantitativa a tiempo real.

RESULTADOS:

El andlisis histopatoldgico de los higados procedentes de ratones VHL
KO revelo signos de esteatohepatitis caracterizada por aparicion de
esteatosis, inflamacion y balloning. Asimismo, se detectd una estea-
tosis hepatica leve en ratones sometidos a hipoxia intermitente. Cabe
destacar que cuando se analiz6 tanto la expresion como la trans-
locacion a la membrana celular del transportador de acidos grasos
libres CD36, ambas se encontraron aumentadas en los dos modelos
experimentales. De la misma manera, se observd un aumento en la
acumulacion de lipidos intracelulares en paralelo a un aumento tanto
en la expresion como en la translocacion de CD36 a la membrana
plasmatica en células Huh7 sometidas a un ambiente hipoxico.

CONCLUSIONES:

En conjunto, estos datos indican que la hipoxia favorece la acumula-
cion de lipidos en el higado, resaltando la importancia del transporta-
dor de acidos grasos CD36 en este proceso, y sugieren que la hipoxia
podria tener un papel patogénico clave en la aparicion de esteatosis
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