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1.- ANATOMÍA DEL GLOBO OCULAR 

La vista es extremadamente importante para la supervivencia humana. Más de la mitad de los 

receptores sensitivos se localizan en el ojo, y gran parte de la corteza cerebral participa en el 

procesamiento de la información visual (Tortola G. J. & Derrickson B., 2013). 

El ojo o globo ocular es el órgano de la visión. Es una estructura esférica de aproximadamente 

2,5 cm de diámetro con un marcado abombamiento sobre su superficie anterior y un peso 

aproximado de 7 gramos. Como órgano visual, percibe la radiación electromagnética del 

espectro visible (rango de longitudes de onda de 400 a 700 nm) y la transforma en impulsos 

electroquímicos que son transmitidos al cerebro en donde se formará la imagen (Tortola G. J. 

& Derrickson B., 2013).  

En los mamíferos, el globo ocular está constituido por varias membranas yuxtapuestas y por 

los medios transparentes, que se disponen unos después de otros desde el polo anterior al 

posterior.  

Las membranas  que forman las paredes del ojo  son tres, de fuera adentro (Moore K.L.D.A. & 

Agur A.M.R., 2007; Welsch U. & Sobotta J., 2008; Sobotta J. &  Reinhard P., 2006) (Figura 1):  

 1.- La capa externa o fibrosa,  consta de una parte posterior opaca (esclerótica o esclera) y 

 una parte anterior transparente o córnea. La unión entre ambas se denomina limbo 

 esclerocorneal.  

 1.1.- La esclerótica o esclera es una membrana firme compuesta por una superficie 

 externa blanca (epiesclera), que presenta inserciones de los tendones del músculo 

 orbitario y un estroma corneal constituido por tejido conectivo fibroelástico, cuya función 

 es mantener y proteger las delicadas estructuras que contiene. Posteriormente la 

 esclerótica presenta un orificio a través del cual pasa el nervio óptico. 

 1.2.- La córnea es una estructura transparente que ocupa la porción anterior del ojo. 

 Presenta una curvatura más acentuada que la del resto del globo ocular. A ella se debe la 

 mayor parte de la refracción de los rayos luminosos que penetran en el ojo.  

 2.- La capa media o vascular, también llamada úvea, está compuesta principalmente por 

 tres estructuras: coroides, iris y cuerpo ciliar.  

 2.1.- La coroides es una capa vascular situada entre la esclera y la retina, que aporta 

 nutrición a las capas retinianas más externas.  
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 2.2.- El iris es un diafragma ajustable que deja un orificio central (la pupila) encargado 

 de regular la cantidad de luz que penetra en el ojo. Tiene una gama cromática que se 

 extiende desde el azul claro al marrón oscuro y divide el segmento anterior del ojo en 

 las cámaras anterior y posterior.  

 2.3.- El cuerpo ciliar es un anillo que se sitúa entre el iris (parte contráctil del globo 

 ocular) y la ora serrata (parte más periférica de la retina, ubicándose en el extremo 

 anterior a la porción central). La ora serrata es la zona de empalme o confluencia entre la 

 retina y el cuerpo ciliar, marca la transición entre el área que no es fotosensitiva y la 

 compleja región de varias capas sensibles a la luz (Ross M.H., 2013; Honrubia F., 2001). 

 El cuerpo ciliar está constituido por dos partes bien diferenciadas:  

 •   La pars plicata: Contiene los procesos ciliares, que son unos pliegues que se encuentran 

en la parte anterior del cuerpo ciliar. Son los encargados de la secreción del líquido que rellena 

la cámara anterior (el humor acuoso). 

 •   La pars plana: En esta zona se encuentra el músculo ciliar, que es una banda circular de 

músculo liso que consta de fibras radiales y longitudinales que permiten adaptar la visión. Es el 

encargado de variar la curvatura del cristalino para poder enfocar a distintas distancias. 

En los procesos ciliares se insertan las fibras del ligamento suspensorio del cristalino que se 

encargan de mantenerlo en su posición y también son responsables de la producción del 

humor acuoso. Dicho fluido se produce mediante un mecanismo de secreción activa (80% del 

total) y por mecanismos de secreción pasiva, como ultrafiltración y difusión, que dependen a 

su vez, de la presión sanguínea, la presión osmótica plasmática y la presión intraocular. Está 

compuesto por agua en un 99%, aporta nutrientes a las estructuras avasculares del ojo y es el 

principal responsable del mantenimiento de la presión intraocular. El humor acuoso rellena la 

cámara posterior y por la pupila pasa a la cámara anterior (Honrubia F., 2001). 

 3.- La capa interna o nerviosa o la parte sensorial del ojo, compuesta por la retina: 

 membrana interior del ojo, constituida por varias capas de células, que recibe 

 imágenes y las envía al cerebro a través del nervio óptico.  

Compuesta por diferentes capas celulares, la retina supone una especie de tejido sensible a la 

luminosidad y que genera diversos procesos hasta llegar a la transmisión de un impulso 

nervioso hacia el cerebro. 



  INTRODUCCIÓN 

16 
 

El espacio interno del globo ocular está delimitado por las tres cámaras de fluido: la cámara 

anterior (entre la córnea y el iris), cámara posterior (entre el iris, las fibras de la zónula y el 

cristalino) y la cámara vítrea (entre el cristalino y la retina). Como hemos comentado 

anteriormente, las primeras dos cámaras están llenas de humor acuoso, mientras que la 

cámara vítrea se llena con un fluido más viscoso, el humor vítreo  (Kolb H., 2012).  

 La función de la retina es transformar las señales luminosas que recibe del exterior en 

impulsos nerviosos mediante un proceso conocido como fototransducción. Esos impulsos 

nerviosos salen de la retina a través del nervio óptico y viajan a la corteza cerebral para su 

procesamiento (Kolb H., 2000). Al llegar a la superficie de la retina, la luz atraviesa sus 

múltiples capas  antes de llegar a las células fotorreceptoras, donde los fotones son absorbidos 

y transformados en impulsos electro-químicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.- Anatomía del globo ocular humano. Adaptación de Merriam-Webster. Anatomy of 

the Human Eye (Webster M., 2006). 

2.- LA RETINA  

 2.1.- Estructura microscópica de la retina 

La retina está formada por distintos tipos celulares, básicamente neuronas, (Guyton A., 2012; 

Kolb H., 2011)  que se distribuyen a lo largo de 10 capas, 9 constituyen la retina sensorial y la 

décima es el epitelio pigmentario (Ramón y Cajal S., 1892; Gallego A., 1971; Ross M.H., & 

Pawlina W., 2006). Desde la capa más externa localizada en la parte posterior de la coroides 
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(que no forma parte de la neuroretina), pero es imprescindible para su correcto 

funcionamiento (Kolb H., 1994; Ross M.H, & Pawlina W., 2006),  hasta la parte más interna  de 

la retina en contacto con el humor vítreo, las capas de la retina son (Figura 2): 

 1.- El epitelio pigmentario (EPR). Aunque no se considera parte de la retina neural, cumple 

 funciones imprescindibles en la fototransducción y la integridad de los fotorreceptores. 

 2.- La capa fotorreceptora de segmentos interiores y exteriores de los fotorreceptores 

 (bastones y conos), (CSE). Constituida por los segmentos externos e internos de las células 

 fotorreceptoras de la retina. 

 3.- Membrana limitante externa (MLE), situada entre los núcleos y los segmentos externos 

 de los fotorreceptores, la MLE está compuesta por uniones intercelulares entre las células 

 de Müller y  los fotorreceptores. 

 4.- Capa nuclear externa (CNE), que contiene los núcleos de las células fotorreceptoras. 

 5.- Capa plexiforme externa (CPE), con las extensiones de las células bipolares y 

 horizontales con los fotorreceptores. 

 6.- Capa nuclear interna (CNI), en donde se situan los cuerpos de células o bipolares, 

 amacrinas y  horizontales. 

 7.- Capa plexiforme interna (CPI), que comprende las conexiones de las células 

 ganglionares con las células amacrinas y bipolares. 

 8.- Capa de las células ganglionares (CCG), donde se localizan las células ganglionares y 

 algunas células amacrinas desplazadas. 

 9.- Capa de fibras nerviosas, que contiene los axones de las células ganglionares que pasan 

 al nervio óptico. 

10.- Membrana Limitante interna (MLI), constituida por la lámina basal de las células de 

 Müller. 
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Figura 2.- Capas de la retina. A) Se especifica las diferentes capas que componen la retina. B) 

Componentes celulares de la retina. Imagen adaptada de Koppen R. & Stanton S., 2008 

(Koppen R. & Stanton S., 2008). 

 2.2.- Tipos celulares de la retina 

En los mamíferos, la retina madura se compone de dos tejidos distintos:  

 2.2.1.- El epitelio pigmentado de la retina (retinal pigment ephitelium), con una sola 

 capa de células epiteliales.  

 2.2.2.- La retina neural, compuesta por neuronas y células gliales. 

 2.2.1.- Epitelio Pigmentario de la Retina  

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una capa de células epiteliales cúbicas asociadas 

entre sí por medio de uniones de tipo ocluyente y adherente en su cara ápico-lateral. 

A) B) 
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 Se trata de un tejido altamente polarizado cuyo lado basal contiene numerosos pliegues 

formando un laberinto basal (Geneser F., 2000; Sparrow J.R. et al., 2010). Las células del EPR, 

se caracterizan por contener abundantes gránulos de melanina en su citoplasma (Junqueira 

L.C. & Carneiro C., 2001), los cuales absorben el exceso de luz, impidiendo así que se 

produzcan reflejos lumínicos que perjudicarían a la formación correcta de la imagen (Geneser 

F., 2000). 

 Las células epiteliales que componen el EPR realizan funciones altamente especializadas, 

incluyendo: el almacenamiento,  transporte  y conversión del retinol (Kalloniatis M. & Fletcher 

E.L., 2004), la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores, funciones 

antioxidantes, (Gibis B. et al., 2001), el transporte selectivo de iones, nutrientes y metabolitos 

y el mantenimiento de la barrera hemato-retiniana (Geneser F., 2000; Buraczynska M. et al., 

2002). 

El epitelio pigmentario de la retina y los fotorreceptores están íntimamente relacionados de 

forma que mutaciones en genes expresados en fotorreceptores conducen a la degeneración 

del EPR en patologías como la enfermedad de Stargardt, y en otros casos, mutaciones de genes 

típicos del EPR provocan distrofias retinianas como la amaurosis congénita de Leber, la 

retinosis pigmentaria (RP) o la degeneración macular asociada a la edad (DMAE) (Strauss O., 

2005). 

 2.2.2.- Retina Neural 

La retina neural consta de seis tipos celulares neuronales: a) Células fotorreceptoras: los conos 

y los bastones, b) células bipolares, c) células horizontales, d) células amacrinas, e) células 

ganglionares y f)  las células gliales: astrocitos, microglía y células de Müller. 

a) Fotocerreptores: conos y bastones 

El proceso de recepción de la señal luminosa, su conversión en señal eléctrica y su transmisión 

al cerebro es llevado a cabo por los fotorreceptores. Estos, son neuronas sensibles a la luz y 

constituyen el tipo celular más importante de la retina, estimándose aproximadamente unos 

130 millones de fotorreceptores en la retina humana (Kolb H., 2013b). 

Existen dos tipos de fotorreceptores en la retina de los mamíferos: los bastones y los conos, los 

cuales ocupan una posición única en el sistema visual de los vertebrados ya que son las células 

sensoriales que transducen la acción de las ondas luminosas que forman la imagen.  
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La distribución de los receptores en la retina no es homogénea. En la especie humana, existe 

una región central donde la visión es más nítida al presentar una alta concentración de conos,  

la fóvea (Curcio C.A. et al., 1987). Por ello, la imagen que cae exactamente en la fóvea 

proporciona una visión más clara. En nuestra especie existe sólo una fóvea en cada globo 

ocular, ubicada en el centro de la retina (Rapp L.M. et al., 2000). Sin embargo no todos los 

mamíferos presentan fóvea. En el caso del ratón, tan solo sólo un 2,8% del total de 

fotorreceptores (~437.000 células/mm2) son conos (Carter-Dawson L.D. & LaVail M.M., 1979; 

Jeon C.J. et al., 1998).  

Los fotorreceptores se distinguen entre sí por su forma, el tipo de fotopigmento que 

contienen, su distribución en la retina y el patrón de sus conexiones sinápticas. Además, cada 

uno de ellos está especializado para diferentes aspectos de la visión: los bastones tienen una 

resolución espacial y temporal baja pero son extremadamente sensibles a  la luz y por ello 

intervienen en la visión nocturna (escotópica) y por otro lado, los conos presentan una 

resolución espacial y temporal alta e intervienen en la visión diurna (fotópica) y cromática 

(Dowling J.E., 1987).  

En la morfología tanto de los conos como de los bastones, se distinguen cuatro regiones bien 

diferenciadas (Bear M.F. et al., 1998; Germain F. et al., 2010; Wright A.F. et al., 2010) (Figura 

3):  

 1) Segmento externo: contiene los pigmentos visuales. Los fotorreceptores de tipo  bastón 

 presentan un segmento externo cilíndrico y largo. Están constituidos por discos 

 membranosos aislados de la membrana plasmática donde se encuentran inmersos los 

 pigmentos sensibles a las radiaciones luminosas. Mientras que los de tipo cono se 

 caracterizan por presentar un segmento externo afilado y corto.  

 En los conos no existen discos membranosos aislados sino múltiples repliegues de la 

 membrana plasmática (Bear M.F. et al., 1998).  

 2) Segmento interno: encargado del metabolismo celular ya que en esta parte se encuentra 

 un gran número de mitocondrias y  ribosomas. En esta zona se ensamblan las moléculas de 

 opsina (Cuenca N., 2006).  

 3) Región pericarial o cuerpo celular: contiene el núcleo de la célula. Los conos tienen 

 sus cuerpos celulares situados en una hilera sencilla.  
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 4) Terminal sináptica: encargada de transmitir la información a las neuronas de segundo 

 orden. Es la porción terminal de los fotorreceptores. Efectúa los contactos sinápticos con 

 las células horizontales y bipolares que representan las etapas siguientes en el proceso 

 visual. La terminación sináptica de los fotorreceptores se denomina pedículo o pie 

 terminal, debido a que su terminal sináptica es plana. El cuerpo sináptico del bastón, 

 por ser pequeño y redondeado, recibe el nombre de esférula o bulbo terminal (Artigas M. 

 et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.- Estructura de los fotoreceptores. Representación esquemática de las partes de las 

que consta un bastón (izquierda) y un cono (derecha). (Imagen adaptada de (Wright A.F. et al., 

2010). 

Los fotopigmentos de los conos y bastones no son iguales: el de los bastones se denomina 

rodopsina, sensible a longitudes de onda cercana a 500nm (luz verde-azul). El ser humano y 

otros primates presentan una visión tricomática del color. Esto quiere decir que nuestra 

percepción de una gran cantidad de colores se debe a la estimulación de sólo tres tipos de 

conos. Estos, presentan diferentes tipos de opsinas, lo que les hace sensibles a diferentes 

longitudes de onda de la luz.   
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Así, en la retina de los mamíferos se encuentran conos “azules” o conos S (short wavelength) 

porque su pigmento se excita de forma máxima con luz de 430 nm de longitud de onda, y 

solamente forman el 2% del conjunto de conos. Son los que poseen mayor sensibilidad (por 

responder a energías menores) y mayoritariamente se encuentran fuera de la fóvea. Los conos 

“verdes” o conos M (medium wavelength), cuyo pigmento se excita al máximo con luz de 530 

nm y constituyen el 33% de esta clase y, en primates, conos “rojos” o conos L (large 

wavelength) activados de forma máxima por luz de 560 nm de longitud de onda, y constituyen 

la gran mayoría del conjunto, con un 65%. Tanto los conos M como los L se hallan 

concentrados en la fóvea (Bear M.F. et al., 1998; Geneser F., 2000; Kolb H., 2013). Los conos de 

diferente sensibilidad de longitud de onda y las consiguientes vías de conectividad en el 

cerebro son, por supuesto, la base de la percepción del color en nuestra imagen visual (Kolb 

H., 2005) (Figura 4). El grado de excitación de un receptor (cono o bastón) sería una suma, para 

cada frecuencia, del producto de la absorción por la intensidad de luz entrante (Ira F., 2003). 

Figura 4.- Diagrama de absorción espectral de los conos y los bastones. Cada pigmento 

absorbe de manera máxima la luz con una longitud de onda diferente. Los conos se clasifican 

según la longitud de onda de la radiación que captan en: bajos (S), medios (M) y altos (L). La 

visión del color se debe a la actividad de los conos azules, verdes y rojos.  

La transducción de la energía luminosa en impulsos nerviosos sigue una secuencia causa- 

efecto, que es lo contrario de lo que suele ocurrir en el proceso de detección de estimulos 

sensitivos. Los bastones y conos contienen numerosos canales para el ión sodio en la 

membrana celular de su segmento externo, y en la oscuridad están abiertos la mayoría de 
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estos canales. La consecuencia es la difusión continua del ión sodio hacia el segmento externo 

y a través de su estrecha conexión con su segmento interno. El escaso flujo del ión sodio que 

tiene lugar en ausencia de estimulación luminosa se denomina corriente de oscuridad  y hace 

que la membrana de los fotoreceptores presente una cierta despolarización en situaciones de 

oscuridad. Los canales del ión sodio existentes en el segmento externo se cierran rápidamente 

en respuesta a la luz, reduciendo la corriente de oscuridad y dando lugar a la hiperpolarización 

del fotoreceptor (Ira F., 2003). 

La complejidad de los fotorreceptores, sus regiones altamente especializadas, el gran número 

de proteínas que intervienen en su correcto funcionamiento y su alto consumo de energía 

predisponen a estas células a padecer patologías, provocadas por causas ambientales o por 

mutaciones genéticas, que desembocan en disfunciones visuales o en ceguera. 

b) Células bipolares 

Las células bipolares de la retina están situadas en la zona intermedia de la retina. 

Se trata de neuronas que disponen de dos terminaciones, una dendrita y un axón, la dendrita 

las conecta con las células fotorreceptoras (conos y bastones), mientras que el axón sirve para 

realizar la conexión con la capa celular más externa de la retina, formada por las llamadas 

células ganglionares de las que parte el nervio óptico. Las células bipolares conectan con las 

terminaciones sinápticas de los fotorreceptores y transmiten las señales hacia las células 

ganglionares. Presentan un cuerpo celular situado en la capa nuclear interna de donde parte 

una expansión externa, dendrítica, que se dirige hacia la capa plexiforme externa, donde 

contacta con las terminaciones sinápticas de los fotorreceptores y una expansión interna o 

axón, más larga que la dendrítica, que termina a nivel de la capa plexiforme interna sinaptando 

con las células ganglionares (Artigas M. et al., 1995). 

Su comunicación con los bastones es convergente, es decir, que varios bastones se comunican 

con una única célula bipolar, mientras que la transmisión de los conos es lineal, esto es, un 

único cono sinapta con una única célula bipolar (Boycott  B.B. & Wässle H., 1991). 

Existen dos tipos de células bipolares, aquellas que contactan con conos (tipo ON y OFF), las 

cuales hacen sinapsis directamente con las células ganglionares, y las celulares bipolares que 

contactan con los  bastones (tipo ON) que hacen sinapsis con células amacrinas, que  actúan 

como  intermediarias y, transmiten la información a las células ganglionares (Kolb H. et al, 

2000; Nelson R., 2012). 
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c) Células horizontales  

El soma de las células horizontales se localiza en el límite exterior de la capa interna, desde 

donde envía sus prolongaciones hasta la capa plexiforme externa. Estas prolongaciones se 

extienden horizontalmente abarcando una gran superficie. 

Atendiendo a criterios morfológicos, se han descrito tres tipos de células horizontales  en 

humanos (Kolb H. et al., 1992, 1994; Ahnert R. & Kolb H., 1994). Las células horizontales de tipo 

I (HI), no poseen axón y contactan preferencialmente con conos rojos y verdes aunque 

también con conos azules; las células horizontales de tipo II (HII), o células horizontales con 

axón, contactan preferentemente con conos azules pero también con otros tipos de conos a 

nivel de sus terminaciones dendríticas y únicamente con conos azules a nivel de su axón 

terminal. Por último, las células horizontales de tipo III (HIII) son semejantes a las células de 

tipo I, aunque de mayor tamaño a cualquier excentricidad y evitan cualquier contacto con 

conos azules (Ahnelt R. & Kolb H., 1994).  

d) Células amacrinas 

Las células amacrinas son interneuronas que se encuentran en las capas más profundas de la 

retina del ojo humano.  

Como repuesta a los estímulos visuales, las células amacrinas interactúan sinápticamente a 

nivel de la capa plexiforme interna (CPI) e influyen en los procesos de impulsos nerviosos 

retinales, estableciendo contacto entre las células bipolares y las células ganglionares (Kolb H., 

2013b).  

Las células amacrinas fueron descritas por primera vez por Dogiel (1891), quien resaltó el 

hecho de que en ellas se pudiera encontrar un verdadero axón, por ello se les denominó 

amacrinas o anaxónicas. En 1892 los estudios de Ramón y Cajal arrojaron más luz acerca de 

estas interneuronas de asociación (Dogiel A., 1891; Kolb H., 2013b).  

 Hoy en día sabemos que existen ciertos tipos de células amacrinas en la retina de los 

vertebrados que poseen prolongaciones axónicas largas y que probablemente funcionan como 

tal. Se han clasificado alrededor de 40 tipos diferentes de células amacrinas. La mayoría de 

ellas desempeñan un papel como inhibitorio utilizando los neurotransmisores ácido gamma-

aminobutírico o glicina (Kolb H., 2013b).  
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e)  Células ganglionares (GCRs) 

Las células ganglionares son las neuronas finales de la retina de los vertebrados y recogen la 

información del exterior. Sus cuerpos están localizados en el estrato de células ganglionares, y 

con sus dendritas conectan con las células bipolares y con las células amacrinas de la capa 

plexiforme interna (Nelson R., 2007). Sus axones viajan a través del nervio óptico a las 

estructuras receptoras de la retina en el cerebro, donde tendrá lugar el procesamiento de la 

información (Kim N.R. et al., 2010). 

En el sistema visual, el campo receptivo de una célula ganglionar específica se define como la 

región de la capa fotorreceptora en la retina que, al ser estimulada por la luz, altera la 

actividad (envío de señales) de esa célula ganglionar (Kong J.H. et al., 2005). 

En 1953 Kuffler, en investigaciones con fibras del nervio óptico de gato demostró que estas 

fibras podían responder de manera diferente según la parte del campo receptivo que era 

estimulada. El propio Kuffler observó como los campos receptivos de las células ganglionares 

(nervio óptico) del gato presentaban una configuración centro-periferia.  Kuffler, Barlow, Hubel 

& Wiesel en los años 70, pusieron de manifiesto una característica común de las células 

bipolares y ganglionares en la retina, todas ellas respondían de una forma casi óptima a un 

estímulo circular pequeño y que incidía en el campo sensorial receptor de la célula (Kuffer 

S.W., 1953; Barlow H.B. &  Mollon J.D., 1982; Hubel D.H.  & Wiesel T.N., 1970). 

El campo sensorial receptor de una célula ganglionar de la retina es la zona del entorno que al 

proyectarse sobre una parte concreta de la retina y estimularla influye sobre la frecuencia de 

descargas  de dicha de dicha célula, aumentándola (ON), o disminuyéndola (OFF). 

Dividimos las células ganglionares de la retina en dos tipos diferentes dependiendo de su 

campo receptor: Células centro-ON periferia-OFF y células centro-OFF periferia ON. Estas 

células se activan o no dependiendo de dónde incide la luz sobre el campo receptivo.  

Recordemos que el campo receptivo de una neurona en particular es determinado 

normalmente como un área en la que la presencia de un estímulo luminoso en este caso,  

alterará la actividad de esa neurona (ON-OFF), cuya entrada en el caso de la visión está en los 

fotorreceptores conos y bastones, y que las células ganglionares se encargan de transmitir con 

un largo axón hasta el cerebro (Artigas M. et al., 2005; Berne K. & Levy S., 2006).  
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B
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+ = área ON 

- = área OFF 

Una célula ganglionar centro-ON periferia-OFF se disparará cuando el centro de su campo 

receptivo detecte la luz, pero será inhibida cuando el área que rodea al centro (la periferia) de 

su campo receptivo detecte la luz. Las células centro-OFF periferia-ON responden de manera 

exactamente opuesta ante el estímulo de la luz (Germain F. et al., 2010; Kolb H., 2001) (Figura 

5). 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.- Campos receptivos de las células ganglionares. Las células ganglionares de la retina 

pueden ser excitadas o inhibidas dependiendo del lugar del campo receptivo sobre el cual pasa 

el estimulo visual, dado que los campos receptivos de las celulas ganglionares son 

concéntricos. Existen básicamente dos tipos de campos receptivos: el primero tiene un centro 

ON o encendido y una periferia OFF o apagado. A) Células centro-ON periferia-OFF y B) Células 

centro-OFF periferia-ON, estas se activan o no dependiendo de dónde incide la luz sobre el 

campo receptivo. (Imagen modificada de www.ub.edu). 

f) Células gliales  

Las células no neuronales más importantes de la retina son: los astrocitos, las células de Müller 

y las células de la microglía. Los astrocitos se sitúan en la capa de las fibras nerviosas, 

rodeando a éstas y a los vasos sanguíneos (Ramírez  J.M. et al., 1996), las células de Müller se 

extienden a lo ancho de toda la retina dando sustento y soporte mecánico a las neuronas de la 

retina y por último, las células de la microglía, con un pequeño tamaño y morfología variable; 

son parte del sistema inmune y su función es fundamentalmente fagocítica (Mérida S. et al., 

2015; Sobrado P. et al., 2007; Galindo-Romero C. et al., 2013). Hay dos tipos de macroglia en la 

retina de mamíferos: los astrocitos y las células de Müller. Anatómicamente, los astrocitos se 

limitan a la capa de fibras nerviosas, mientras que las células de Müller corren radialmente 

desde la superficie vítrea, o la membrana limitante interna, a la membrana limitante externa 

(Newman E. et al., 1996; Newman E. et al., 2001; Kur J. et al., 2014; Metea M. R. et al., 2006). 
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f.1) Astrocitos  

Los astrocitos se encuentran casi exclusivamente en la parte más interna de la retina (Kolb H. 

et al., 2000). Su morfología cambia según su localización, de manera que pasan de ser muy 

elongados a nivel de la retina central a una morfología estrellada a nivel de la retina periférica 

(Schnitzer J., 1988), además se caracterizan por su cuerpo celular aplanado y una serie de 

ramificaciones fibrosas (Schnitzer J., 1988; Kolb H. et al., 2000). 

Los astrocitos pueden desempeñar las funciones de protección, nutrición y mantenimiento de 

la homeostasis. En la retina: 1) los astrocitos se encuentran rodeando a los axones y vasos 

sanguíneos de las células ganglionares y forman parte de la barrera hematoencefálica 

ejerciendo una función protectora, 2) estás células contienen abundante glucógeno, por lo que 

podrían contribuir a su función nutritiva proporcionando metabolitos a las neuronas, 3) y por 

último, se piensa que los astrocitos pueden intervenir en la homeostasis iónica, contribuyendo 

a regular los niveles extracelulares de potasio, y el metabolismo de determinados 

neurotransmisores (Höllander H. et al., 1991; Kolb H. et al., 2000). También se ha comprobado 

que los astrocitos son muy resistentes al estrés oxidativo, debido a su elevado contenido en 

antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos y su capacidad para regenerar glutatión 

(Kettenmann H. et al., 1996; Wilson J.X., 1997). 

 Cuando se produce un daño en el sistema nervioso, y hay una destrucción neuronal, tiene 

lugar una proliferación de astrocitos (astrocitos reactivos), formando una cicatriz glial (Miller 

R.H. et al., 1986). Los astrocitos reactivos presentan más prolongaciones y filamentos gliales 

que los normales, desarrollando una mayor actividad metabólica (Kimelberg H.K., 1989; Dusart 

I. et al., 1991). Se ha visto como estos están implicados en diversas patologías retinianas. 

Wolter J.R, observó que las células gliales retinianas, en un ojo glaucomatoso, estaban 

hipertrofiadas formando una cicatriz glial como respuesta a una gran destrucción neuronal 

(Wolter J.R., 1955). 

 Las propiedades estructurales del citoesqueleto de astrocitos son mantenidas gracias a la red 

de filamentos intermedios, de los cuales el componente fundamental es la proteína fibrilar 

glial también llamada filamentos gliales o proteína gliofibrilar ácida (GFAP) (Guillamón-

Vivancos T. et al., 2015). Entre las funciones de la GFAP se encuentra la de desempeñar un 

papel crucial en la modulación de la motilidad celular (Jacque C.M. et al., 1978), la 

proliferación, el tráfico de vesículas y la interacción entre los astrocitos y las neuronas (Wilding 

C. et al., 2015; Eddleston M. et al., 1993), además está involucrado en el correcto 

funcionamiento de la barrera hematoencefálica (Venkatesh K. et al., 2013). 
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f. b) Células de Müller 

Las células gliales de Müller son la glía predominante de la retina de los vertebrados. Están 

dispuestas verticalmente a través de la retina: desde el soma, en la capa nuclear interna, 

irradian prolongaciones hacia las capas más internas de la retina, rodeando vasos sanguíneos 

(Kolb H. et al., 2000) y en contacto con el humor vítreo, proporcionando apoyo funcional y 

estructural a las neuronas de la retina (Newman E.A. & Reichenbach A., 1996; Lahmar I. et al., 

2014). También emiten prolongaciones hacia las capas de los fotorreceptores, rodeando a 

estas células (Fisher S.K. & Lewis G.P., 2003; Germain F. et al., 2010). 

Una característica morfológica de estas células es la enorme variedad de formas que se 

pueden encontrar en función de la especie (Kolb H. et al., 2000). Además, dentro de una 

misma retina se pueden observar variaciones en la morfología de las células de Müller, según 

la zona concreta donde se encuentren. Las células Müller son el elemento glial predominante 

en la retina (representa 90% de la retina glial). Estas células están orientadas radialmente 

atravesando la retina, desde su frontera interior (vítreo) hasta el extremo distal de la capa 

nuclear externa (Vecino E. et al., 2016). Las células de Müller pueden ser fácilmente 

identificadas por su morfología característica, ya que contienen un gran retículo endoplásmico 

con cantidades variables de gránulos de glucógeno (Hogan M.J. et al., 1971). 

Las células de Müller están íntimamente involucradas en un amplio rango de actividades 

imprescindibles para la viabilidad y la supervivencia neuronal, además de ser el soporte 

arquitectónico de la retina, mantienen la homeostasis del medio extracelular de la retina 

(iones, agua, neurotransmisor moléculas, y pH) (Gallina C. et al., 2015; Bringmann A., 2013; 

Bringmann A. et al., 2006). También, pueden estar involucradas en la fagocitosis de desechos 

neurales y en la liberación de sustancias neuroactivas tales como ácido gamma aminobutírico 

(gamma aminobutyric acid, GABA), taurina y dopamina (Newman E.A. et al., 1984), en la 

síntesis del  ácido retinoico a partir de retinol (Edwards R.B., 1994) y parece que están  

involucradas en el control de la angiogénesis (Reichenbach A. et al., 1995; Kolb H. et al., 2000; 

Kumar A. et al., 2013). 

Es sabido que las células de Müller proporcionan agua y homeostasis iónica a la retina, 

proporcionan el neurotransmisor glutamato, protegen las neuronas del estrés oxidativo y 

segregan sustancias vasoactivas, neuroactivas y neuroprotectoras (Frasson M. et al., 1999). Por 

otra parte, su morfología les permite actuar como «fibras ópticas» que transmiten la luz desde 

la membrana limitante interna a través de la totalidad de la retina hasta los segmentos 

externos fotosensibles de los fotorreceptores (Bringmann A. et al., 2006). Todo este conjunto 
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de mecanismos moleculares, fundamentales para un mantenimiento y funcionamiento 

correcto de la retina, resalta la importancia de las células de Müller en las patologías retinianas 

(Franze K. et al., 2007). De acuerdo con esto, las células de Müller tienen múltiples papeles que 

son cruciales como son el apoyo al desarrollo neuronal, la supervivencia y el procesamiento 

visual (Sarthy V. & Ripps H., 2001; Reichenbach A. & Bringmann A., 2010). En términos de 

inmunohistoquímica existen varias proteínas restringidas a los astrocitos y a las células de 

Müller, como la vimentina y la proteína acídica glial fibrilar (glial fibrillary acidic protein, GFAP). 

Además, se ha visto como el anticuerpo GFAP es capaz de proteger las células del estrés 

oxidativo  en glaucoma (Wilding C. et al., 2015) o como responden a  la degeneración de las 

células fotorreceptoras de por una forma atípica de gliosis (Iandiev I. et al., 2006). 

Lo más notable, es que las células de Müller se vuelven 'activas' o 'reactivas' en respuesta a 

prácticamente todas las alteraciones patológicas de la retina (Bringmann A. et al., 2006). Esta 

reacción se llama gliosis celular. La gliosis celular es un componente de la respuesta de la 

retina a los estímulos patógenos y que también incluye la activación microglial, alteraciones de 

la vasculatura y la migración de leucocitos derivados de la sangre en el tejido de la retina. Muy 

probablemente, el inicio de al menos ciertas formas de gliosis celular, requieren una 

interacción entre la microglía y células de Müller, tal como se muestra en el caso de daño por 

la luz en la retina (Harada T. et al., 2002).  

En general, las células microgliales modulan la producción de una variedad de factores tróficos 

a través de las células de Müller, incluyendo unos que promueven la supervivencia y otros  que 

promueven la muerte de las células fotorreceptoras (Harada T. et al., 2002). 

f.c) Microglia 

La microglía son las células efectoras inmunes del SNC y la retina y constituyen 

aproximadamente el 5% de todas las células gliales. 

El fenotipo de la microglía depende de su localización, estado de diferenciación y funciones 

(Rezaie P. et al., 2005). Tradicionalmente se distingue entre: 1) microglía ameboide, 2) 

microglía ramificada o  madura (también llamada “quiescente” o en  “reposo”) y 3) la microglía 

reactiva o activada. Aunque cada  una de ellas desarrolla diferentes papeles funcionales, todas 

están implicadas en el crecimiento neuronal, la supervivencia y la regeneración mediante la 

regulación de la biosíntesis de factores de crecimiento.  
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La microglía comparte funciones de la inmunidad innata con otros fagocitos mononucleados, 

como macrófagos, monocitos y células  dendríticas. Participa en la limpieza de restos celulares, 

generación de señales para la restauración de tejidos y resistencia a patógenos, además, 

colabora en el inicio de la respuesta adaptativa actuando como célula presentadora de 

antígenos y mandando señales a los linfocitos T para regular la respuesta efectora (Mérida S. 

et al., 2015; Harry G.D. & Kraft A.D., 2008; Perry V.H. et al., 2009).  

Los macrófagos fagocitan y matan a los microorganismos invasores y presentan un importante 

papel fagocítico como primera defensa en la inmunidad innata, pero también ante los 

patógenos y las células infectadas que están dirigidos por una respuesta inmune adaptativa 

(Mérida S. et al., 2015). Estos liberan diferentes productos tóxicos que ayudan a los 

microorganismos fagociticos, como es la liberación péptidos antimicrobianos, especies 

reactivas de nitrógeno (NO), y especies reactivas de oxígeno (ERO), tales como el anión 

superóxido (O2 -) y peróxido de hidrógeno (H2O2) (Rajendram R. et al., 2007; Bosch-Morell F. et 

al., 2002; Forman H. J. et al., 2001). Los macrófagos también apoyan la inflamación inicial 

mediante la secreción de las proteínas de señalización (citocinas y quimiocinas) que activan 

otras células del sistema inmune y dan lugar a la  respuesta inmune (Gordon S., 2007).   

Las células de la microglía pueden permanecer en estado quiesciente durante largos periodos 

de tiempo y modificar dicho estado, en respuesta a una amplia variedad de estímulos 

patológicos, incluyendo traumatismo, inflamación e isquemia (Subramanian K. et al., 2012). La 

transformación desde la forma inactiva (microglía ramificada) hasta la activa está 

estrictamente controlada y acompañada por la producción de sustancias (citoquinas, 

aminoácidos excitatorios, glutamato, radicales libres…) por medio de las cuales  se comunican  

con otras células del cerebro y del sistema inmunológico.  

En el estado activado, la microglía ejerce una función esencial para la supervivencia neuronal y 

la inmunidad innata, elimina restos celulares tóxicos y aumenta la supervivencia neuronal 

produciendo factores tróficos y anti-inflamatorios. Además, facilita la reparación guial, es 

decir, la migración de células madre hasta el sitio de inflamación o daño, pudiendo estar 

implicada en la neurogénesis (Block F. et al., 2007). Pero también, por otro lado, ciertos 

estímulos provocan que la microglía alcance un estado de sobreactivacion que puede 

incrementar el daño cerebral (Polazzi E. & Contestabile A., 2002) por la secreción de una serie 

de factores citóxicos como óxido nítrico (NO) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) (Biber 

K. et al., 2007). 
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En el ojo, se sabe que la retina presenta microglía (Merida S. et al., 2015). Las poblaciones de 

células de origen mieloide, principalmente macrófagos, los cuales están constantemente 

reemplazados (Mérida, S. et al., 2015),  están situados anatómicamente dentro de las limites 

gliales de los vasos de la retina interior y todo el parénquima de la retina (Zhang C. & Tso M.O., 

2003; Dick A.D., 2009). La microglia expresan diversos marcadores asociados a macrófagos 

como son CD14, CD11b, y receptores hormonales similares a EGF mucina-1 (EMR1; también 

conocido como F4 /80 en ratones) (Merida S. et al., 2015; Kettenmann H. et al., 2011).  

 En la retinosis pigmentosa (RP) se ha observado como la degeneración de los fotorreceptores 

va acompañada de gliosis reactiva con activación y migración de la microglía de las capas 

internas de la retina a las externas y al espacio subretiniano (Roque R.S. et al., 1996; Gupta N. 

et al., 2003; Zeng H.Y. et al., 2005; Peng B. et al., 2014). En los últimos años se ha descrito un 

aumento de mediadores inflamatorios como interleuquinas (IL) y citoquinas (TNFα, IL-6, IL-

1β,…) y quimioquinas como la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), 

quimioquinas (motivo CC) ligando 5 (también llamadas CCL5 o reguladas en la activación, 

células T normales expresadas y secretadas, RANTES) e IL-8,… en retina de ratones rd10 

(Yoshida K. et al., 2012b) y en humor acuoso y vítreo de pacientes con RP (Yoshida K. et al., 

2012a). Los autores sugieren que este incremento de mediadores inflamatorios contribuiría a 

una peor función visual en pacientes. 

 2.3.- Fisiología de la retina: proceso de fototransducción  

La función más importante de la retina en el mecanismo de la visión es la transformación de 

los estímulos luminosos en señales eléctricas. Este fenómeno es denominado transducción 

visual o fototransducción y tiene lugar en los segmentos externos de los fotorreceptores 

(conos y bastones).  

Los segmentos externos de los bastones están formados por una acumulación de discos 

membranosos en forma de pilas de monedas rodeados por la membrana celular, donde se 

encuentra un pigmento fotosensible llamado rodopsina. En los conos los discos están 

formados por repliegues de la propia membrana plasmática y las moléculas fotosensibles se 

denominan opsinas (Cuenca N., 2009; Ira S., 2003). Estos pigmentos visuales están formados 

por una parte proteica, opsina, que determina la longitud de onda del fotón que absorberá, y 

la vitamina A1, 11-cis-retinaldehido (retinal) que es la porción que absorbe la luz (cromatóforo) 

(Cuenca N., 2009; Ira S., 2003).   
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En oscuridad, el potencial de membrana de los bastones es de -30 mV, siendo 

considerablemente menor que el resto del potencial típico de las neuronas (-60 a -90 mV)  y 

otras células eléctricamente activas. Consecuentemente de esta despolarización en oscuridad, 

los bastones secretan constantemente neurotransmisores, y las neuronas bipolares de la 

retina están estimuladas (Ira S., 2003; Darnell R., 1990; Artigas M. et al., 2005; Berne L. & Levy 

K. 2006).  

En condiciones lumínicas, debido a la absorción de fotones por los fotopigmentos de los 

receptores, se produce la estimulación de los discos del segmento externo, que  activan una 

compleja cascada de reacciones enzimáticas y bioquímicas como respuesta a la luz, induciendo 

el cierre de los canales catiónicos de la membrana del fotorreceptor, impidiendo la salida de 

iones sodio y calcio. Este tráfico de iones determina la hiperpolarización de la célula 

provocando la retención de neurotransmisores como el glutamato (Cuenca N., 2009; Riquelme 

A. et al., 2010).  

El evento molecular inicial de la fototransducción, consiste en la absorción de un fotón por 

parte de la rodopsina, el cual causa la isomerización del retinal (R) (11-cis-retinal), a su estado 

activo (11-trans-retinal) y alcanza su forma activa más estable: metarrodopsina II (R*) (Rawn 

J.D., 1989; Hargrave P.A. et al., 2001; Arshavsky V.Y et al., 2012; Wert K.J. et al., 2014). La 

rodopsina, excitada por la luz, cataliza el intercambio de los nucleótidos guanosildifosfato 

(GDP) por guanosiltrifosfato (GTP) en una proteína G denominada transducina. 

La transducina consta de 3 subunidades (alfa, beta y gama), siendo la subunidad alfa (T-GTP) 

la utilizada para activar a otra enzima inhibidora de la fosfodiesterasa  guanosín monofosfato 

cíclico (GMPc-específica 6) (PDE6) (Ching K. & Jason C. ,2015; Fu X., 2010), siendo esta enzima 

muy importante en la cascada de la fototransducción para el mantenimiento de los niveles de 

guanosimonofosfato cíclico (GMPc) (Wert K.J. et al., 2014).  

La transducina activada aumenta la actividad de PDE6 que a su vez estimula la degradación de 

GMPc a 5'-GMP (Alberts B. et al., 2008). La rápida reducción de los niveles de GMPc después 

de la estimulación lumínica, causa el rápido cierre de los canales de canales iónicos (cyclic 

nucleotide gated, CNG) localizados en la membrana plasmática, por lo que los niveles de iones 

sodio y calcio se reducen en la membrana y causan la hiperpolarización de la misma, 

iniciándose así la respuesta a la luz (Kang C. & Chen J. , 2015; Cuenca N., 2009; Ira S., 2003; 

Riquelme A. et al., 2010; Arshavsky V.Y  & Burns S., 2012 Wert K.J. et al., 2014).  
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El resultado final es una disminución de la secreción del neurotransmisor glutamato por parte 

de los fotorreceptores (Wert K.J. et al., 2014). La sinapsis con las células bipolares es inhibida,  

formándose un impulso nervioso que es transmitido a las células ganglionares y de éstas al 

cerebro (Riquelme A. et al., 2010). 

 

Figura 6.- Proceso de transducción visual. Cascada bioquímica activada por la luz en un 

fotorreceptor: A) En la oscuridad, el GMPc regula un canal de sodio y provoca una corriente de 

iones sodio hacia el interior y la despolarización de la célula. B) La activación de la rodopsina 

por la energía luminosa hace que la proteína G (transducina) intercambie GDP por GTP, lo que 

a su vez activa al enzima fosfodiesterasa. C: La fosfodiesterasa degrada el GMPc y desactiva la 

corriente deoscuridad (Modificado de Arshavsky K. & Burns J., 2012).  

El calcio  también ejerce efectos muy importantes en la cascada de la fototransducción. Los 

niveles citosólicos de calcio disminuyen en presencia de luz, al cesar su entrada a través de los 

canales sensibles a GMPc. 

 Cuando la concentración de calcio disminuye por debajo de 10 nM, se estimula una proteína 

guanililo ciclasa (GC), localizada en la membrana plasmática, la cual sintetiza GMPc a partir de 

GTP. Esto conlleva a la recuperación de los niveles de GMPc presentes en el estado de 

oscuridad. Además, existen otras proteínas moduladoras de la cascada de excitación, las cuales 

funcionan de una manera dependiente de la concentración de iones calcio: la calmodulina, 
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proteína que regula directamente los canales iónicos dependientes de GMPc, y la recoverina, 

la cual regula la acción de la rodopsina quinasa de una manera dosis-dependiente de iones 

calcio (Hargrave P.A., 1993; Alberts B. et al., 2008). 

Después de la activación de toda la cascada de fototransducción por la luz, es esencial la  

recuperación oportuna del fotorreceptor para que pueda responder de nuevo a la absorción 

de fotones, para ello se requiere  la inactivación de cada uno de los componentes activados, 

como la transducina y la PDE6, así como la regeneración eficiente de la rodopsina, lo que se 

realiza mediante la rodopsina cinasa (RK), pero ésta a su vez  debe activarse con GMPc, por lo 

que es necesario una rápida restauración de la concentración de esta (Fu Y.X., 2010) .  

De esta forma la fosforilación de la rodopsina previene la unión de esta a la proteína G y el 

bastón vuelve al estado de reposo. Las alteraciones en cualquier paso de esta cascada pueden 

provocar la muerte del fotorreceptor (Schmidt S.Y & Berson E.L., 1990; Nakao T. et al., 2012). 

3.- ESTRÉS OXIDATIVO 

Se denomina estrés oxidativo a aquella situación en la que las células están expuestas a un 

ambiente pro-oxidante que puede afectar a la homeostasis del estado redox (Sies H., 1991). La 

instauración del proceso de estrés oxidativo ocurre por la existencia de un desequilibrio entre 

los sistemas oxidativos y los mecanismos antioxidantes, a favor de los primeros, llevando a la 

generación de grandes cantidades de radicales libres o al detrimento de la velocidad de 

neutralización de éstos (Halliwell B. & Whiteman M. et al., 2004). Este proceso conduce a la 

oxidación de biomoléculas con la consiguiente pérdida de sus funciones biológicas; así como al 

descontrol homeostático junto al potencial daño oxidativo contra las células y tejidos (Halliwell 

B. & Whiteman M. et al., 2004; Hicks J.J. et al., 2006). La cronicidad del estrés oxidativo 

conlleva importantes implicaciones en el desarrollo de enfermedades crónicas no 

transmisibles, tales como la obesidad, la aterogénesis, la diabetes, los transtornos 

neurodegenerativos y el cáncer (Galili et al., 2007; Furukawa S. et al., 2004) (Figura 7). 

La terminología empleada para designar estas especies químicas presenta cierta confusión. El 

oxígeno es una molécula altamente inestable con gran capacidad de aceptar los electrones de 

otras moléculas, esta afinidad hace que se formen moléculas de oxígeno inestable con un 

electrón desapareado en la última capa, es decir radicales libres de oxígeno, de ahí que se les 

denomine genéricamente especies reactivas de oxígeno (ERO), con una gran capacidad de 

reacción.  
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En el organismo y en condiciones normales, la mayoría de los radicales libres (RL) proceden de 

la respiración aerobia y contienen oxígeno (HO- y O2-), por este motivo muchos autores los 

llaman especies reactivas de oxigeno (ERO). Estas dos denominaciones (RL y ERO), no son 

exactamente sinónimos, puesto que algunas ERO no son necesariamente radicales, como el 

peróxido de hidrógeno o el ácido hipocloroso. Otros autores hablan de oxidantes. Por todas 

estas razones lo habitual es referirse a las ERO que engloba a las otras categorías o 

condiciones.  

Los RL son todas aquellas moléculas que contienen en su orbital más externo un electrón 

desapareado, por tanto, el electrón de dicho orbital necesitaría de otro para poseer una 

configuración bioquímica y electromagnética estable. Los RL tienden a reaccionar ávidamente 

con otras moléculas cercanas para completar este orbital incompleto, desestabilizando con 

ello la configuración electrónica de las moléculas con las que reaccionan, convirtiéndolas a su 

vez en especies reactivas y pudiendo producir reacciones en cadena. 

Se ha demostrado la función de las ERO en la defensa antimicrobiana y antitumoral, también 

como mensajeros e inductores genéticos (Hardy K. & Hunt N.H., 2004; Zimmerman M.C. et al.,  

2002), además las ERO, pueden intervenir en la inactivación o activación de ciertas enzimas, 

(Minamiyama Y. et al., 2007; Fillebeen C. & Pantopoulos K., 2002) o, contribuir a la regulación 

del proceso inflamatorio (Bourbon A. et al., 2004). 

Las principales ERO involucrados en la neurodegeneración son anión superóxido (O2-), 

peróxido de hidrógeno (H2O2), y el altamente reactivo radical hidroxilo (HO-). Son productos 

normales del metabolismo del oxígeno y se producen en exceso durante el curso de la 

isquemia/reperfusió que a través de una variedad de mecanismos, son capaces de inducir 

daños y, en casos graves, la muerte celular a través de alteraciones mitocondriales que 

conducen a la liberación de citocromo C o por la activación de factor nuclear de transcripción 

kappa B (NFκB).  
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Figura 7.- Representación gráfica del balance de las sustancias antioxidantes y las pro-

oxidantes. La superación de los sistema pro-oxidantes por los antioxidantes favorece la 

instauración del estrés oxidativo, caracterizado por la producción exacerbada de radicales 

libres y especies reactivas de oxigeno u otras especies reactivas. Esta situación conlleva al 

desarrollo de daños oxidativo, por medio de la oxidación de las moléculas y/o alteración de la 

homeostasis. (Imagen adaptada de Barbosa S. et al., 2008). 

Por otra parte, se ha visto que la acumulación de ERO induce al estrés oxidativo y causa la 

despolarización de la membrana mitocondrial, que es seguida por la liberación del citocromo 

C, la activación de caspasas, y la apoptosis (Luo P.F. et al., 2012). Un aumento en los niveles de 

ERO puede provocar el mal funcionamiento de órganos tales como el cerebro (Muriach M. et 

al., 2010; Pomierny-Chamioło L., 2013), tejido especialmente susceptible al ataque de agentes 

oxidantes, al presentar un elevado consumo de oxígeno y un gran contenido en sustratos 

fácilmente oxidables (Noterdmann R., 1994), la retina ( Miranda M. et al., 2010) , puesto que 

presenta la mayor tasa metabólica por peso en el cuerpo y está constantemente expuesta a 

ERO, de hecho, el sistema redox es particularmente importante para la supervivencia de la 

retina. De hecho, en todos los tejidos, el aumento de los niveles de ERO  puede dar lugar a la 

peroxidación lipídica, la oxidación de proteínas y  daño en el ADN (Devi B.G. & Chan A.W., 

1999; Pomierny-Chamioło L.et al., 2013). Los biomarcadores de estrés oxidativo se han 

determinado en muchos trastornos neurológicos y psiquiátricos, incluyendo la enfermedad de 

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, trastorno bipolar,… 
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 3.1.- Radicales libres 

Las ERO proceden de fuentes metabólicas endógenas o de agresiones oxidativas externas. 

 Un radical libre es cualquier molécula que contiene uno o más electrones no pareados 

(Rybczynska M., 2004). En las células aeróbicas existen diversas vías que conducen a la 

producción de radicales libres derivados del oxígeno. Los radicales libres se producen 

continuamente en el organismo por medio de reacciones bioquímicas de oxidación-reducción 

con oxígeno (REDOX), que tienen lugar por el metabolismo normal de las células, por los 

fagocitos, en una reacción inflamatoria controlada y también en ocasiones, como respuesta a 

la exposición de radiaciones ionizantes, rayos ultravioletas, contaminación ambiental, humo de 

cigarrillos, hiperóxia y exceso de ejercicio e isquemia. 

Dentro de las fuentes endógenas de producción de radicales libres podemos incluir las 

siguientes:  

 1. La cadena electrónica mitocondrial (Kas J. & Blattna J., 1986). 

 2. Una excesiva actividad de la nicotinamín adenín dinucleótido fosfato reducido (NADPH) 

 oxidasa fagocitica. 

 3. La activación del metabolismo del ácido araquidónico en procesos inflamatorios; en 

 concreto la enzima cicloxigenasa, la lipoxigenasa y la citocromo P-450 (Rybczynska M., 

 2004). 

 4. La deslocalización de metales de transición (iones hierro e iones cobre) de sus sitios de 

 depósito.  

 5. La hiperactividad de la xantina oxidasa.  

 6. La activación de la enzima óxido nítrico sintetasa.  

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

 1996). 

Algunas de las fuentes exógenas de daño oxidativo son:  

 1. Radiaciones ionizantes (Fridovich I., 1983). 

 2. Aumento en la disponibilidad de metales de transición en algunas enfermedades  

 metabólicas y en procesos inflamatorias (Halliwell B. & Gutteridge J.M., 1986).  
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 3. Acción de xenobióticos y fármacos (Trush M.A. et al., 1982). 

Los RL pueden inducir alteraciones de macromoléculas vitales para los seres vivos, entre ellas 

el DNA (provocando mutaciones), lípidos de membrana (provocando su peroxidación) o 

proteínas (alterando actividades enzimáticas) (Carmody R.J. et al., 1999; Liang F.Q. et al., 2003; 

Yamada H. et al., 1999; Okoye G. et al., 2003; Valko M. et al., 2007). Pueden alterar directa o 

indirectamente varios mecanismos celulares y fisiológicos los cuales pueden conducir en 

último término a apoptosis y muerte neuronal (Paravicini T.M. & Touyz R.M., 2008; Gupta N. et 

al., 2007; Torchinsky A. & Toder V., 2007;  Svensk A.M. et al., 2004; Liu P.K. et al., 2002); y se 

han relacionado entre otras enfermedades, con la hipertensión (Touyz R.M., 2004), la 

disfunción cardiovascular (Ramachandran V. et al., 2003), la inflamación (Telfer J.F. & Brock 

J.H., 2004), y enfermedades como la diabetes (Arnal E. et al., 2010; Miranda M. et al., 2007; 

Muriach M. et al., 2006; Miranda M. et al., 2004), la RP (Carmody R.J. et al., 1999; Hackam A.S. 

et aL., 2004), el SIDA (Jareño E.J. et al., 2002) etc.  

 3.2.- Estrés oxidativo en la retina 

Numerosos estudios han demostrado como la retina es altamente sensible al daño ocasionado 

por el estrés oxidativo (Miranda M. et al., 2010). La retina, necesita grandes cantidades de 

oxígeno y el contenido de lípidos insaturados y su constante exposición a la luz la convierten 

en un sitio de elección para la producción de radicales de oxígeno y la peroxidación lipídica 

(Miranda M. et al., 2010; Liang F.Q & Godley B.F., 2003; Yamada H. et al., 1999; Yamada H. et 

al., 2001; Okoye G. et al., 2003; Bosch-Morell F.et al., 2015). Por lo que, cada vez hay mayor 

evidencia de como el estrés oxidativo contribuye a numerosos enfermedades 

neurodegenerativas, incluyendo la RP, degeneración macular asociada a la edad (DMAE), 

glaucoma, retinopatía diabética y a el daño causado por la luz (Berson E.L. et al., 1993;  Berson 

E.L. et al., 2004; Bazan NG, 2006). 

Se ha demostrado que el estrés oxidativo en el epitelio pigmentario de la retina (EPR) 

desencadena el desarrollo de la DMAE (Ardeljan D. & Chan CC., 2013). ERO  también puede ser 

importante en la patogénesis de la RP y glaucoma. Las células fotorreceptoras en RP y las 

células ganglionares en el glaucoma son altamente sensibles al estrés oxidativo durante las 

primeras etapas de la degeneración celular. En ambos tipos de células, los estímulos 

apoptóticos, que desencadenan la muerte apoptótica, se ven agravados por el estrés oxidativo 

(Chrysostomou V. et al., 2013, Himori N. et al., 2013, Oveson B.C. et al., 2011; Sanvicens N. et 

al., 2004). 



  INTRODUCCIÓN 

39 
 

3.3.- Defensas antioxidantes 

La exposición a los RL debido a los daños generados por la exposición excesiva al sol, tabaco, 

mala alimentación…. ha llevado a el organismo humano a desarrollar una serie de mecanismos 

de defensa (Cadenas E., 1997), siendo estos: (i) mecanismos preventivos, (ii) mecanismos de 

reparación, (iii) mecanismos de defensas físicas, y (iv) mecanismos de defensas antioxidantes 

(Valko M. et al., 2007).  

Un antioxidante se define como cualquier sustancia que, retrasa o previene significativamente 

la oxidación de dicho sustrato (Halliwell B. & Gutteridge J.M., 1986), dicho de otra forma, un 

antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidación de un sustrato 

oxidable, actuando como donador de electrones (agente reductor). El término sustrato 

oxidable incluye casi toda macromolécula que se encuentra en las células vivas, como 

proteínas, lípidos, carbohidratos y ADN.  

El término antioxidante resulta de una amplia descripción que engloba numerosas sustancias, 

de las cuales los captadores de radicales representan sólo una categoría, asociada únicamente 

al caso particular en el que se origina la formación de un nuevo RL más estable y menos dañino 

tras su interacción con la especie radical (Cos P. et al., 2003). Esta reacción es debida a una 

transición redox en la que está implicada la donación de un electrón, o bien, de un átomo de 

hidrógeno a la especie radicalaria, dando como resultado la formación de un radical derivado 

del antioxidante (captador de radical) que, en la mayoría de las ocasiones, presenta carácter 

inerte, estable o de cierta reactividad (Cadenas E. et al., 1997).  

En referencia a la actividad antioxidante, ésta se encuentra determinada por tres factores 

fundamentales: la capacidad del antioxidante para acceder a la zona de reacción, su 

reactividad química, desarrollada por dos posibles mecanismos de acción: el mecanismo SET 

“single electron transfer” y el mecanismo HAT “hydrogen atom transfer” (Figura 8) (Halliwell, 

B., 2007) y, finalmente, por la estabilidad de los productos formados después del proceso de 

estabilización de radicales libres.  
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Figura 8.- Interacción directa con especies reactivas: mecanismo SET y mecanismo HAT. El 

mecanismo SET permite que el radical libre pierda su condición por “pareamiento” de su 

electrón desapareado. Una consecuencia para el antioxidante es que, como resultado de ceder 

un electrón, éste se convierte en un radical libre y termina oxidándose bajo una forma que es 

de baja o nula reactividad hacia su entorno. En el mecanismo HAT el antioxidante estabiliza 

radicales libres a través de un mecanismo que implica la transferencia directa de un átomo de 

hidrógeno (esto es un electrón con su protón). En este último caso, el radical libre también 

queda estabilizado electrónicamente (Bartosz G., 2009). 

La desintoxicación de las ERO es uno de los requisitos para la vida aerobia, por ello que se ha 

desarrollado un importante sistema defensivo antioxidante integrado por las defensas 

antioxidantes endógenas y exógenas: 

 Defensas antioxidantes endogéna: Formadas por enzimas con capacidad antioxidante 

directas, es decir inactivan directamente a las ERO (Poulson H.E. et al., 1998; Zhong Y. et 

al., 2002) como son la superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx), y la  

catalasa etc …, y  por las enzimas con actividad antioxidante secundaria, que 

contribuyen al mantenimiento de otros sistemas antioxidantes o bien conjugan 

sustancias derivadas de la acción tóxica de los radicales, como son glutation S-

transferasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, etc (Sies H., 1991). 

 

Estas enzimas catalizan la transferencia de electrones desde un sustrato hacia los RL. 

Posteriormente, los sustratos o agentes reductores empleados en estas reacciones se 

regeneran para ser nuevamente activos (Chaudière B. et al., 1999). La acción antioxidante de 

todas estas enzimas se traduce en una disminución del estado redox celular. Entre las enzimas 
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mencionadas, dos casos ameritan un comentario adicional. El primero, la SOD se distingue 

pues si bien su acción remueve un radical libre (superóxido), como producto de su acción se 

forma una especie que también es reactiva, peróxido de hidrógeno. Esto último pone de 

manifiesto la importancia que tiene otras enzimas capaces de remover peróxido de hidrógeno, 

como es GSx. La segunda enzima que amerita comentario es la glutatión reductasa pues su 

acción antioxidante es doble ya que ésta cataliza no solo la remoción de un ROS sino que 

además, como resultado de ello, da lugar a la formación de GSH, un importante antioxidante 

celular. 

 

Debido a que la retina es especialmente sensible al EO, dispone de sustancias antioxidantes 

como los pigmentos visuales o por ejemplo vitaminas como la vitaminas C y E, los cuales 

contrarrestan los efectos nocivos de los RL en el ojo (Garland D.L., 1991; Stoyanovsky D.A. et 

al., 1995; Rozanowska M. et al., 2012). En el humor acuoso existen elevados niveles de ácido 

ascórbico o vitamina C y de glutatión (GSH) (Umapathy A. et al., 2013) capaces de proteger al 

ojo del daño oxidativo, neutralizando los radicales libres y las ERO (Ringvold A., 1996).  

 

 Defensas antioxidantes exógenas: Formadas por sustancias no enzimáticas que ingresan 

en el organismo a través de la dieta o de suplementos con formulaciones antioxidantes, 

como son el ácido ascórbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E),  los carotenoides, los 

flavonoides, el ácido lipoíco y otros antioxidantes (Valko M. et al., 2007). En este 

apartado podemos incluir minerales como  el selenio, zinc, cobre y compuestos como la  

coenzima Q10. 

 

Las estructuras químicas de todas están moléculas es muy diferente. Por ejemplo, la vitamina 

C, generalmente conocida como ácido ascórbico aunque en su estructura no existe ningún 

grupo carboxilo, ha sido propuesta desde hace muchos años como un eficaz antioxidante. 

Entre sus propiedades químicas sobresale su fuerte poder reductor, es decir, la facilidad con 

que se oxida reversiblemente a ácido dehidroascórbico. 

 

Tiene un peso molecular de 176,13 Da, es hidrosoluble y posee propiedades ácidas y 

fuertemente reductoras. Tales propiedades se deben a su estructura enediol y a la posibilidad 

de ionizar el hidroxilo situado sobre el carbono 3, formando un anión que queda estabilizado 

por resonancia (figura 9). Eventualmente, puede disociarse el hidroxilo del carbono 2, 

formando un dianión, aunque no adquiere la misma estabilidad que la del carbono 3. La forma 

natural de la vitamina es el isómero L que posee propiedades nutricionales; el isómero óptico 
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del carbono 4 D tiene alrededor de 10% de la actividad del isómero L- pero sin fines 

vitamínicos, al igual que el isómero óptico del carbono 5, el ácido iso-ascórbico (Jesse F. et al., 

2000: Marcelo H.S. & Cafara T.A., 2007). 

 

 

 

 

  

Figura 9.- Estructura química del ácido abscórbico.  

La actividad antioxidante de los tocoferoles (Vitamina E) está basada en el sistema redox 

tocoferol-tocoferilquinona. Son secuestradores de radicales libres y de radicales peróxidos. Se 

ha sugerido que la larga cadena de titilo permite al tocoferol repartirse entre las membranas 

Iipofilas de células y orgánulos, donde ejercerían su actividad antioxidante, evitando el daño 

oxidative. El a-tocoferol, con su cadena de isopreno de 16 carbonos protege mejor de la 

oxidación a microsomas de hígado, sinaptosomas de cerebro y liposomas de fosfatidil-colina 

que otros derivados del cromano con cadenas de C11, C6, C3 y C1, cuya actividad va 

disminuyendo a medida que se acorta la cadena (Duran M. & Padilla B., 1993) (figura 10). En lo 

que se refiere a propiedades antioxidantes, es lógico que el acetato de tocoferilo, que es la 

forma comercial más frecuente de la vitamina E, carezca de ellas, ya que el grupo hidroxilo se 

encuentra protegido. Sin embargo, en algunas condiciones, como pueden ser sistemas acuosos 

ácidos, se produce un cierto grado de hidrólisis, liberándose tocoferol, que actúa como 

antioxidante (Schuler P., 1990). 

 

Figura 10.- Estructura química del (+) – α- tocoferol. 
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3.4.- El sistema glutatión 

El glutatión es un tripéptido, γ-l-glutamyl-l-cysteinyl-glicina, que se encuentra en todos los 

tejidos de mamíferos y especialmente altamente concentrado en el hígado. Existe glutatión en 

las formas tiol reducida (GSH) y disulfuro oxidado (GSSG) (Kaplowitz N. et al., 1985). 

Por decirlo  de otro modo, se denomina sistema glutatión, al conjunto formado por el glutatión 

(GSH) y las enzimas relacionadas con su metabolismo,que son además responsables del 

mantenimiento de su estado redox en condiciones fisiológicas (Meister A. & Anderson M.E., 

1983). El GSH es un tripéptido de interesantes propiedades biológicas debido a dos 

características estructurales: el enlace γ-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 A. & Anderson M.E., 1983).  Es el tiol no 

proteico más abundante en prácticamente todas las células animales (Dringen R., 2000) y su 

presencia se puede explicar por su función de protección frente a la toxicidad del oxígeno.   

     3.4.1.- Síntesis del Glutation 

La síntesis de GSH se produce en el citosol de prácticamente todas las células a partir del 

glutamato, la cisteína y en dos pasos consecutivos (1) catalizados por la enzima ligasa γ-

glutamilcisteína (GCL, también conocido como la sintetasa de γ-glutamilcisteína) y (2) 

catalizados por la glutatión sintetasa (GS) (Meister A. & Anderson M.E., 1983). 

(1) El primer paso de la  biosíntesis de GSH se considera limitante de la velocidad,  es catalizada 

por la enzima glutamato cisteína ligasa (GCL), para dicha reacción se requiere de ATP con 

glutamato y cisteína para formar un dipéptido, γ-glutamilcisteína (γGluCys) (Aoyama A. & 

Nakaki T., 2013).  

 

 

 

La GCL es una enzima heterodímera de aproximadamente 73-kDa y está compuesta por dos 

subunidades: una subunidad catalítica o pesada (GCLC) y una subunidad ligera o modificadora 

(GCLM) (Richman P.G. et al., 1975; Shelly C. & Lu M., 2009;  Aoyama A. & Nakaki T., 2013). La 

GCLM no tiene actividad enzimática; Sin embargo tiene una importante función reguladora 

(Huang C.S. et al., 1993a, Huang C.S. et al., 1993b) pues ratones knockout para la GCLM son 
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viables, pero en ausencia de la GCLM, la GCLC es catalíticamente ineficiente, dando lugar a una 

disminución de la concentración GSH (Yang et al., 2002). Además, se ha visto como  la 

asociación de GCLM con GCLC disminuye el valor de la constante de afinidad (Km) para el 

glutamato y aumenta el valor de la constante de inhibición (Ki) para la inhibición de la 

retroalimentación de GSH (Chen G. et al, 2005).  

La formación de esta enzima está regulada por estrés, viéndose aumentada en condiciones de 

daño oxidativo aunque no exista ningún cambio en la expresión de ambas enzimas (Krejsa C.M 

et al., 2010). La GCL es considerada la enzima limitante de la velocidad de síntesis ya que la 

sobreexpresión de GS no aumenta los niveles de GSH en tanto que la sobreexpresión de GCL 

incrementa la síntesis de GSH (Grant C.M et al., 1997). 

(2) El segundo paso en la síntesis de GSH está catalizado por la glutatión sintetasa (GS), dicha 

reacción también requiere de ATP con γ- glutamilcisteína y glicina para formar GSH. Aunque no 

se sabe mucho acerca de los mecanismos exactos que subyacen a la regulación de la actividad 

de la GS en comparación con los de GCL (Shelly C. & Lu M., 2009; Aoyama A. & Nakaki T., 

2013); si es sabido que la GS está compuesta de dos subunidades aparentemente idénticas 

(Oppenheimer L. et al., 1979). La deficiencia de esta enzima en los seres humanos puede 

resultar en niveles de GSH inferiores y tiene consecuencias metabólicas dramáticos porque la 

γ-glutamilcisteína acumulada se convierte en 5-oxoprolina, que puede causar acidosis 

metabólica grave, anemia hemolítica, y daño al sistema nervioso central (Shi Z.Z. et al. , 1996).  

(Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.- Síntesis de glutation. La síntesis de GSH se produce a través de un proceso 

enzimático en el que requiere de dos pasos. El primer paso es catalizado por ligasa glutamato-

cisteína, que se compone de subunidades catalíticas y de modificación. Este paso conjuga 

cisteína con glutamato, dando lugar a la generación de γ-glutamilcisteína. El segundo paso es 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2704241/#R126
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catalizada por la enzima glutatión sintetasa, que añade glicina a gamma-glutamilcisteína para 

formar γ-glutamylcysteinylglycina o GSH. La GSH ejerce una inhibición de retroalimentación 

negativa sobre GCL. (Imagen adaptada de Shelly C. Lu, 2013). 

 3.4.2.- Función del glutation 

El GSH podemos encontrarlo en forma de tiol reducido (GSH), en forma oxidada (GSSG) y en 

forma de disulfuros mixtos en su mayoría GS-S-proteína.  El GSSG es regenerado de nuevo a su 

forma reducida por medio de la glutation reductasa NADPH dependiente, que es 

constitutivamente activa, por ello el GSH es la forma más abundante en la célula preparada 

para contrarrestar el estrés oxidativo (Ballatori N. et al., 2009). 

La presencia de GSH  en el cuerpo constituye en sí una defensa contra los radicales libres. El 

GSH es  dependiente del NADPH que es el sustrato necesario para la reducción del glutatión 

oxidado (GSSG) a glutatión reducido (GSH) el cual será utilizado por la enzima  glutatión 

peroxidasa (GPx) para la reducción del H2O2 y de lipoperóxidos (L-OOH).  La relación GSH/GSSG 

es un indicador fiable del estado redox celular, una reducción crónica de GSH/GSSG refleja una 

capacidad antioxidante reducida y un aumento de la vulnerabilidad al daño oxidativo (Jones 

B.W., 2006). El estrés oxidativo se activa como consecuencia del agotamiento de GSH o el 

aumento de los niveles de GSSG. Entre los roles que se le atribuyen al GSH se encuentra el de 

la protección de las células frente a el estrés oxidativo o lo daños causados por la radiación, la 

desintoxicación de metabolitos xenobióticos o peróxidos, y la regeneración de vitaminas 

antioxidantes (Miranda M. et al., 2010). 

El glutatión está relacionado con la actividad de diferentes enzimas como:  

   - Actividad peroxidasa representada por tres enzimas:  

 1. Glutation peroxidasa (GPx): enzima que contiene selenio y capaz de reducir el H2O2 a 

 agua por oxidación del GSH. Es la forma más común de actividad peroxidasa en mamíferos 

 y se presenta como un importante sistema protector frente a la peroxidación de lípidos. La 

 función de este enzima es proteger a las membranas celulares del daño oxidativo. El hígado 

 por ejemplo, que es uno de los principales lugares para la detoxificación y está expuesto a 

 altos niveles de oxidantes, posee una actividad elevada de glutatión peroxidasa.  

 Los animales con deficiencias en selenio, presentan un descenso de la  actividad de  esta 

 enzima (Van Vleet J.F. et al., 1981).  
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 2. Glutation transferasa con acción peroxidasa: algunos isoenzimas de la glutatión S-

 transferasa también tienen actividad frente a hidroperóxidos orgánicos, mientras que no 

 la tienen frente al peróxido de hidrógeno. Bajo condiciones de deficiencia de selenio 

 en la rata, la glutatión peroxidasa está disminuida mientras que la actividad glutatión 

 transferasa está aumentada (Schramm H. et al., 1985).  

     3. Glutation peroxidasa frente a fosfolípidos peroxidados: actúa sobre fosfolípidos 

 oxidados de membranas biológicas. Es un monómero y ha sido descubierto como una 

 seleno enzima distinta de la clásica GPx basándose en su DNAC y secuencia aminoácida. 

 - Actividad glutation disulfuro reductasa: el GSSG formado en las reacciones de peroxidación 

se reduce por acción del NADPH mediante una reacción catalizada por la glutation reductasa. 

Por tanto esta enzima mantiene el estado reducido del glutation, necesario a su vez para 

muchos procesos de detoxificación celular. 

El producto final de la oxidación de GSH es GSSG, constituido por dos  moléculas de GSH 

unidas por un puente disulfuro, que es regenerado por la glutatión reductasa (GR), enzima que 

transfiere electrones del NADPH  al GSSG, reduciendo esta molécula.  

Durante las  reacciones catalizadas por la GPx y la GR el GSH no es consumido,  pero es 

reciclado y así puede de nuevo ser utilizado cuando se requiera (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.- Esquema del metabolismo del glutatión (Adaptado de Massaad C.A. et al., 2011). 
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4.- DISTROFIAS RETINIANAS 

Las distrofias retinianas (DR) son un grupo de enfermedades degenerativas de la retina las 

cuales tienen una elevada variabilidad clínica y heterogeneidad genética (Benjamin M. et al., 

2015). Dichas enfermedades se pueden dividir entre ser sindrómicos (síndrome de Usher, 

síndrome de Bardet-Biedl, síndrome de Senior-Locken, síndrome de Alport…) o no sindrómicos 

(retinosis pigmentaria, distrofias maculares, amaurosis congénita de Leber, enfermedad de 

Stargardt, etc.).  

Actualmente, se conocen más de 260 genes y loci responsables de algún tipo de DR 

(https://sph.uth.edu/retnet/). A modo de ejemplo, existen 53 genes responsables del 

desarrollo de la RP o 22 genes responsables de amaurosis congénita de Leber. Además, 

distintas mutaciones en un mismo gen pueden dar lugar a cuadros clínicos diferentes o el 

mismo cuadro clínico pero con diferentes patrones de herencia (Ávila-Fernández A., 2011). 

Las manifestaciones más comunes de estos trastornos incluyen desde la perdida de la visión 

nocturna a la pérdida de visión diurna (por la muerte progresiva primero de los bastones y 

luego de los conos), así como la visión de túnel y la posterior progresión a la ceguera total. 

Además, la gravedad por lo general aumenta con la edad (Benjamin M. et al., 2015; Daiger S.P. 

et al., 2015). 

 Según el tipo de fotorreceptor que se ve afectado primariamente, las DR se pueden clasificar 

en cuatro grupos: 

1.- Distrofias de bastones: Son DR que inicialmente afectan a los bastones y 

progresivamente se extienden también a los conos. Ejemplos de este tipo de DR son la RP.  

2.- Distrofias de conos: Se caracteriza por la pérdida inicial de la visión central,  la agudeza 

visual y la dificultad para percibir colores  debido a la pérdida progresiva de los conos. Entre 

las distrofias de los conos más frecuentes, se encuentra la enfermedad de Stargardt, de 

herencia recesiva, aunque existen un gran número de distrofias maculares que reciben 

distintos nombres en función del patrón que presentan en los estudios de fondo de ojo 

(Roosing S. et al., 2014). 

3.- Distrofias de conos y bastones: En este tipo de distrofias, la muerte de los conos se 

produce con anterioridad a la muerte de los bastones. Una de las más comunes y de 

entidad clínica de inicio temprano es la amaurosis congénita de Leber (ACL), se caracteriza 
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por una pérdida visual muy severa de forma congénita o antes del primer año de vida por la 

pérdida simultánea de conos y bastones (Roosing S. et al., 2014; Hamel C.P., 2014). 

4.- Otras distrofias de retina: Algunas de las DR son difíciles de catalogar porque aunque 

afectan a la retina, se asocian, además, a alteraciones de otras estructuras oculares. Como 

por ejemplo La coroideremia que es una DR ligada al cromosoma X caracterizada por una 

degeneración progresiva de la coroides, el EPR y la retina; la retinosquisis, también ligada al 

cromosoma X caracterizada por una degeneración macular temprana; el síndrome de 

Goldmann-Favre es una distrofia vitreorretiniana muy poco frecuente con un patrón de 

herencia autosómico recesivo, etc… (Hamel C.P., 2014). 

5.- RETINOSIS PIGMENTARIA 

 5.1.- Definición y fisiopatología de retinosis pigmentaria 

La RP es una enfermedad genética de tipo hereditaria que se caracteriza por la muerte 

progresiva de los fotorreceptores (Han J. et al, 2013; Daiger S.P. et al., 2003; Farrar G.J. et al., 

2002).  

La prevalencia mundial de la enfermedad es de 1 en 4.000 para un total de más de 1 millón de 

personas afectas (Bunker C.H. et al., 1984). La RP representa aproximadamente la mitad de los 

casos de las enfermedades retinianas hereditarias a nivel mundial  (Daiger S.P. et al., 2013).  

Existe gran variabilidad en cuanto a la edad de inicio de la enfermedad, normalmente, los 

primeros síntomas se producen en la infancia, pero los síntomas más severos no se 

manifiestan hasta la edad adulta (40-50 años) (Hartong D.T. et al., 2006; Sahni J.N. et al., 

2011). A pesar de esto, la edad de aparición de los síntomas es una medida imprecisa ya que el 

declive de la enfermedad va a depender de los factores ambientales y dietéticos, defectos 

primarios genéticos, estrés oxidativo, etc… (Hartong D.T. et al., 2006; Miranda M. et al., 2010; 

Punzo C. et al., 2012). 

Desde su comienzo, los principales síntomas que provocan  esta enfermedad retiniana son: 

- Una deficiencia en la adaptación a la oscuridad, debido a la pérdida progresiva de los 

bastones (ceguera nocturna), una disminución del campo visual periférico (conocido como 

visión de túnel) (Figura 13), fotofobia y problemas en la visión en color y pérdida de agudeza 

visual (etapa en la que se produce la degeneración de los conos). Además se produce una 

alteración en el fondo del ojo, que muestra palidez papilar, disminución del calibre de los vasos 
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y depósitos de pigmento en forma de osteoclastos. El resultado final  es la pérdida de la visión 

central como consecuencia de la muerte lenta y progresiva de los conos (Farrar G.J. et al., 

2002, Tsui I. et al., 2007, Mitamura Y. et al., 2012). En la progresión de los síntomas en la RP, la 

ceguera nocturna generalmente precede a la visión de túnel por años o incluso décadas 

(Anasagasti A. et al, 2012;  Ayuso C. & Millan J.M., 2010).   

  

Figura 13.- Visión en túnel característica de pacientes con retinosis pigmentaria. Debido a la 

muerte progresiva de los bastones se va reduciendo el campo visual periférico, dando lugar a 

la llamada visión en túnel. 

El  mecanismo por el cual la muerte gradual de los conos va seguida a la muerte de los 

bastones es hasta ahora desconocido, siendo esta la clave para resolver los misterios de la RP. 

Existen 3 teorías de porque los conos dependen de los bastones para su supervivencia:  1)  Una 

vez que los bastones mueren, estos liberan factores o agentes tóxicos que causan la muerte de 

los conos (Ripps R., 2002); 2) La microglía activada por la muerte de los bastones,  migra a la 

capa de fotorreceptores y secreta sustancias tóxicas que hacen que los conos empiecen a 

degenerarse (Gupta N. et al., 2003); 3) los bastones producen un factor de supervivencia que 

es requerido por los conos, la falta de segregación de este factor da lugar a la disminución 

progresiva  de la supervivencia de los conos (Leveillard T. et al., 2004).  

Sin embargo, estas teorías no pueden explicar por qué los conos a menudo sobreviven durante 

años después de que todos los bastones hayan desaparecido, o la tremenda variabilidad de 

síntomas que existen entre los individuos en el momento de la muerte de los conos  (Komeina 

K. et al., 2006). 
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  5.2.- Genética de la retinosis pigmentaria 

Los estudios epidemiológicos realizados en nuestro país indican que la forma autosómico 

dominante de la enfermedad está implicada en alrededor de un 15% de los casos mientras que 

las formas autosómico recesivas suponen el 34% y las formas ligadas al cromosoma X un 7%. El 

50% de los casos son esporádicos, sin antecedentes familiares. Se supone que estos casos son 

en su mayoría de herencia autosómica recesiva pero no pueden descartarse mutaciones de 

novo en genes con herencia autosómica dominante (Ayuso C. & Millán J.M, 2010). El 1 de 

octubre de 2015, se indentificó que existían 238 genes y 278 loci independientes que 

intervienen en las degeneraciones retinianas (RetNet, http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/). 

Debido a esta enorme heterogeneidad genética, la RP constituye un problema para el 

desarrollo de tratamientos que tienen que ver con defectos genéticos primarios. De hecho, la 

presentación clínica y la gravedad de la enfermedad  varía con el patrón de herencia (Chang S. 

et al., 2011). 

Típicamente, la RP puede clasificarse en dos grupos:   

 No sindrómica: La  enfermedad está restringida únicamente a los ojos, y a su vez puede 

ser transmitida genéticamente como autosómica dominante (30%-40% de los casos) 

(ADRP), autosómica recesiva (50% -60%) (ARRP), o ligado al cromosoma X (5%-15%) 

(XLRP), (Anasagasti A. et al., 2012; Petrs-Silva H. & Linden R., 2013; Hartong D.T. et al., 

2006; Bunker C.H. et al., 1984; Grondahl J., 1987; Hamel C., 2006). Aproximadamente el 

50% de los casos son esporádicos (Shu X.  et al., 2007). 

 

 Sindrómica: Aunque la RP es una enfermedad asociada a la vista generalmente, algunos 

casos se han asociado a enfermedades no oculares, los cuales  pueden implicar más de 

30 casos de síndromes diferentes (Wert K.J. et al., 2014; Hartong D.T. et al., 2006; Petrs-

Silva H.  &  Linden R., 2013; Anasagasti A. et al., 2012; Chang S. et al., 2011  y  Ferrari S. 

et al., 2011), siendo el síndrome de Usher  el más común (caracterizado por presentar 

un deterioro auditivo congénito) o el síndrome de Bardet-Biedl caracterizado por un 

amplio espectro de signos clínicos, incluyendo la degeneración progresiva de la retina, 

polidactilia postaxial, la obesidad, dificultades de aprendizaje, etc… (Beales P.L. et al., 

1999).  

 

http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/
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La mayoría de los casos de RP son monogénicos, sin embargo la enfermedad es muy 

heterogénea genéticamente. La mayoría de los genes causantes de la RP solo son responsables 

una pequeña proporción de casos (Mebed R. et al., 2015; Ayuso C. & Millan J.M., 2010 ), 

siendo  los genes más importantes implicados en la RP: el gen de la rodopsina (RHO) (Mebed et 

al., 2015; Kim K.J. et al., 2011; Audo I. et al., 2010; Hamel C., 2006; Berson E.L. et al.,2002), lo 

que conduce a aproximadamente 25% de las retinitis dominante pigmentosa, el gen USH2A, 

causa aproximadamente el 20% de la enfermedad recesiva (incluyendo muchos con el 

síndrome de Usher tipo II), y el gen que RPGR que representa alrededor del 70% de la retinitis 

pigmentaria ligada al cromosoma X (Ayuso C. & Millan J.M., 2010; Dryja T.P. & Berson E.L., 

1995) (Tabla 1 ).  

Tabla 1.- Ejemplos del papel de los algunos genes implicados en el desarrollo de la RP. 

(Herencia; adRP: autosómica dominante; arRP: RP autosómica recesiva; XIRP: RP ligada al 

cromosoma) (Dryja T.P.  & Berson E.L., 1995). 

Actualmente no existe tratamiento que detenga la evolución de la enfermedad o logre revertir 

el proceso patogénico. El abordaje terapéutico se limita a retrasar la progresión mediante la 

protección de la luz solar y el suplemento con multivitamínicos, además de dispositivos ópticos 

y electrónicos, como las gafas de visión nocturna y el tratamiento de las complicaciones que se 

presenten (Dufier J.L., 2003). 
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  5.3.- La inflamación en la retinosis pigmentaria 

La inflamación  es una respuesta adaptativa del sistema immune ante una agresión externa, ya 

sea por un agente químico, o por virus o por bacterias, para el mantenimiento de la 

homeostasis y la restauración de su funcionalidad (Chen X. & Heping S., 2015).  

El privilegio inmune es una propiedad de algunos sitios inmunoprivilegiados, como el cerebro, 

los órganos de reproducción y el ojo, y comprende un conjunto de procesos moleculares 

complejos que controlan la inflamación para prevenir el daño en los tejidos especiales 

(Streilein J.W., 2003; Ono S.J., 2003).  

El ojo posee un sistema inmune especial en el cual se incluyen reguladores e inhibidores de la 

respuesta inmune, lo que ayuda a modular la respuesta ante la presencia de un antígeno. Este 

inmunoprivilegio se consigue a través de tres mecanismos: (a) barreras físicas como la hemato-

acuosa y la hemato-retiniana; (b) un microambiente intraocular inmunosupresor y (c) la 

tolerancia periférica, la cual provoca la inactivación o la muerte celular de los linfocitos B y 

T“autorreactivos“ en los órganos linfoides periféricos (bazo y nódulos linfáticos) (Taylor H.M., 

2009). En concreto, la retina se considera un tejido inmunoprivilegiado debido a sus 

propiedades anatómicas y fisiológicas únicas (Chen X. & Heping S, 2015; Ono S.J., 2003). 

Recientemente, la inflamación crónica se considera que es un factor etiológico de la RP, 

aunque, todavía no está claro si la inflamación es un contribuyente central o menor a la 

patogénesis de la RP (Yoshida N. et al., 2013; Viringipurampeer I.A. et al., 2013). Estudios más 

detallados han detectado los elevados niveles significativos de células inflamatorias y factores 

inflamatorios en el humor acuoso y vítreo y en la sangre de pacientes con RP, incluyendo 

múltiples citocinas y quimiocinas tales como las interleuquinas 1, 2,8 (IL-1, IL-2, IL-8) y el factor 

de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (Viringipurampeer I.A. et al., 2013; Martínez-Fernández de la 

Cámara C. et al., 2015; Martínez-Fernández de la Cámara C. et al., 2013). 

Cuando hay daño celular, bacterias, lipopolisacáridos o ERO, la microglía se activa, migra al 

lugar del daño donde act y fagocita a las células dañadas liberando TNFα, ERO y proteasas de 

manera general. En el caso de las RP, se crea un ambiente tóxico extracelular que destruye 

células sanas lo que produce un ciclo que amplifica el daño y acelera la muerte de los 

fotorreceptores (Zeng H.Y. et al., 2005; Peng B. et al., 2014; Zeng H. et al., 2014). De hecho, se 

ha observado como la degeneración de los fotorreceptores va acompañada de gliosis reactiva 

con activación y migración de la microglía de las capas internas de la retina, a las externas y al 

espacio subretiniano (Roque R.S.et al., 1996; Gupta N. et al., 2003; Zeng H.Y. et al., 2005; Peng 
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H. et al., 2014). Además, diferentes estudios han puesto de manifiesto como la activación de 

las células  microgliales  en la retina y la regulación positiva de TNF-α son eventos tempranos 

implicados en la muerte de los fotorreceptores en modelos murinos de RP (Yoshida N. et al., 

2013; Cuenca N. et al., 2014). 

Diferentes estudios muestran como además de la activación de la microglia, la activación de 

las células de Müller en estadios más avanzados de la RP forman una cicatriz glial en el espacio 

subretiniano. Tras sufrir un daño, las células gliales de Müller liberan quimioquinas como las 

proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) y citoquinas proinflamatorias como el 

TNFα, que promueven la infiltración de células inmunitarias (Cuenca N. et al., 2014). La 

activación de las células gliales de Müller asociada a la degeneración de los fotorreceptores 

también se ha observado en varios modelos animales de RP con sobreexpresión de la proteína 

acídica glial fibrilar (GFAP) (Yu D.Y. et al., 2004; Cronin T. et al., 2010; Roesch K. et al., 2012; 

Chua J. et al., 2013).  

6.- TRATAMIENTOS EN RETINOSIS PIGMENTARIA 

Un objetivo clave en el desarrollo de una terapia efectiva para la RP es la comprensión de su 

fisiopatología, y la identificación de los eventos moleculares y los mecanismos de la 

enfermedad que ocurren en la retina degenerativa. 

En la actualidad, los posibles enfoques terapéuticos dirigidos a la búsqueda de una posible cura 

para la RP se centran en:  

 1.- Terapia génica: Consiste en la reparación de genes y silencio génico de aquellas 

mutaciones que causan la enfermedad. Este tipo de terapias  requieren de un diagnóstico y 

tratamientos tempranos, así como que los fotorreceptores sean viables aún en el momento de 

la intervención.  

Actualmente, la terapia génica es la opción más prometedora para el tratamiento de las 

enfermedades retinianas, ya que tiene como objetivo la corrección del defecto genético 

causante de la enfermedad. Con el desarrollo de las nuevas tecnologías tales como la “next 

generation sequencing“(NGS), más genes mutantes que causan la degeneración retiniana han 

sido encontrados (Shu X. et al., 2015) haciendo de esta terapia la más factible para la 

corrección del defecto genético. 
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La mayoría de estas terapias consisten en el uso de vectores virales, en concreto la terapias 

actuales se han basado en el uso del “recombinant adenoassociated virus” (rAAV) (Binny C.J. & 

Nathwani A.C., 2012). Un ejemplo de terapia génica para la RP es el uso de estos rAAV con el 

promotor del gen receptor tirosin quinasa humano (Human receptor tyrosine kinase, MERTK). 

Este gen está identificado como defectuoso en un modelo de ratas que presentan RP: the 

Royal College of Surgeons (RCS). Las mutaciones en MERTK son responsables de una rara 

forma autosómica recesiva de RP en humanos (Gal A. et al., 2000; Tada A. et al., 2006; Brea-

Fernández A.J. et al., 2008). Smith y col. demuestran como en efecto puede haber  una cierta 

supervivencia de los fotorreceptores, pero esta sólo se prolonga durante 12 semanas, incluso 

en presencia de la continua expresión del transgen MERTK (Smith A.J. et al., 2003). Una posible 

explicación es que una vez que se activa la maquinaria de la degeneración, esta se puede 

retrasar, pero no parar la muerte progresiva de los fotorreceptores (Sancho-Pelluz J. et al., 

2008).  

En consecuencia, uno de los principales objetivos de los estudios de terapia génica actual es el 

desarrollo de vectores AAV altamente eficientes (Petrs-Silva H. et al., 2009; Petrs-Silva H.  et 

al., 2011) que permitan al menos una perservación parcial de la estructura del fotorreceptor 

(Han J. et al., 2013). 

 Por otro lado, la terapia génica para la mutación RPE65, que se asocia con amaurosis 

congénita de Leber RPE65 (LCA2), ha sido utilizada en la clínica con resultados esperanzadores 

(Bennett J. et al., 2012; Testa F. et al., 2013; Cideciyan A.V. et al., 2008; Cideciyan A.V. et al., 

2013). Sin embargo, los defectos genéticos específicos con una sola mutación de genes se han 

encontrado en sólo unos pocos pacientes, limitando así la aplicación potencial de la terapia 

génica.  Por otra parte, se  ha demostrado que a pesar de que  la terapia génica condujo a una 

mejoría visual importante, la degeneración retiniana continuó progresando en las regiones 

tratadas y no tratadas de la retina (Cideciyan A.V. et al., 2013). Para evaluar mejor las opciones 

de tratamiento para los pacientes humanos con ARRP causadas por mutaciones en la 

subunidad beta de la fosfodiesterasa 6 (PDE6B), se necesitan más estudios para explorar los 

efectos de las intervenciones terapéuticas en modelos animales más grandes en varias etapas 

de la degeneración de los fotorreceptores  (Han J. et al., 2013). 

Como conclusión, las posibilidades de éxito de la terapia génica están seriamente 

comprometidas por dos factores importantes: 1) la terapia génica es más eficaz cuando se 

inicia el tratamiento temprano, antes de la aparición de la muerte celular de fotorreceptores  

(Shu X. et al., 2015; Colella P. et al., 2012), 2) La alta heterogeneidad genética de esta 
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enfermedad requiere correcciones para cada mutación y en la practica el número de pacientes 

con una misma mutación es muy pequeño, por lo que esto significa que las terapias génicas 

deben ser adecuadas a cada paciente (Zheng A. et al., 2015; Petrs-Silva H. & Linden R., 2014).  

 2.- Estrategias de neuroprotección: Son estrategias independientes de la mutación, las 

cuales tienen como objetivo preservar la viabilidad de las células afectadas y favorecer sus 

mecanismos de supervivencia. Además con este tipo de tratamiento tiene como objetivo  

proteger de la muerte tanto a los bastones (portadores de la mutación), como a los conos, que 

degeneran de forma secundaria a la mutación.  

Este término hace referencia al efecto de cualquier sustancia o molécula química o biológica, 

con efectos protectores en el sistema nervioso central (SNC), capaz de prevenir, mitigar o 

retrasar, los procesos neurodegenerativos propios de enfermedades como el Alzheimer, 

lesiones cerebrales, etc. 

Además, proporciona un entorno favorable para prolongar la viabilidad de los fotorreceptores 

por su efecto sobre las vías bioquímicas secundarias. Se trata de una estrategia terapéutica 

que se puede lograr ya sea mediante la activación de factores de crecimiento neurotróficos, 

como por la inhibición de las vías de proapoptóticas (Xu Y. & Peng L., 2015). Recientemente se 

ha demostrado que los factores antiapoptóticas como la proinsulina enlentecen la 

degeneración de la retina en el ratón rd10 (Corrochano S. et al., 2008). 

Debido a la relevancia de las estrategias de neuroprotección en este trabajo, en el siguiente 

apartado se hará una descripción más detallada sobre en qué consisten y su efecto terapéutico  

para el tratamiento de la RP actualmente. 

 3.- Estrategias de reemplazo: Se han convertido en una prometedora estrategia 

terapéutica para la RP (Shu X. et al., 2015). Este tipo de estrategias incluyen diferentes técnicas 

para sustituir o reemplazar los fotorreceptores que se han  degenerado o perdido. 

Se basan en el trasplante de células de la retina (uso de células madre embrionarias; 

embryonic stem cells, ESC), neuroesferas) el uso de prótesis  o la optogenética (Deisseroth K. 

et al., 2006, Barber A.C. et al., 2013, Yvon C. et al., 2015; Nguyen H.V. et al, 2015; Shu X. et al, 

2015). 

 La ontogenética, nacida de la óptica y la genómica, es una técnica prometedora para 

comprender mejor los traumas y las enfermedades neurodegenerativas. Esta novedosa técnica 

consiste en inyectar de un virus benigno, cuya información genética proviene de unas algas 
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fotosensibles. Así las células neurales se vuelven sensibles a la luz. Las proteínas, que actúan 

como interruptores, encienden o apagan las neuronas en función de los destellos de luz 

enviados en milisegundos mediante cables de fibra óptica (Kirpichnikov M.P. & Ostrovskiy 

M.A., 2015). 

 4.- Otras: La teoría del uso de la medicina tradicional china (traditional chinesse medicine, 

TCM). Se basa principalmente en la práctica de la medicina china y está en constante 

enriquecimiento y desarrollo con la experiencia práctica. Diferentes estudios han demostrado 

como el uso de la acupuntura o de hierbas tradicionales chinas pueden detener en parte el 

avance de la enfermedad (Xu J. & Peng Q., 2015; Ma S. et al., 2012; Peng Q., 2011). Así la 

combinación de la medicina tradicional china con las estrategias actuales puede ser un 

objetivo prometedor para la reducción de la progresión de la RP (Xu J. & Peng Q., 2015; Shu X. 

et al., 2015). 

La adopción de la estrategia terapéutica idónea depende en gran parte de la fase en la que se 

encuentre el proceso degenerativo. Muchos autores han propuesto el uso combinado de estas 

estrategias para hacer frente a la progresión de la enfermedad, ya que una de las hipótesis que 

se están barajando actualmente es que el uso conjunto  de estas estrategias ofrece  resultados 

tal vez más beneficios que cada una de ellas por separado. La razón de esto es que no solo se 

centran en la sustitución del gen defectuoso, sino también en la supervivencia de las células 

fotorreceptoras restantes. De tal manera que se podría en un futuro adecuar la estrategia  a 

cada uno de los pacientes, sin importar la fase en la que se encuentre la degeneración 

retiniana. 

De hecho se ha propuesto, después de diferentes estudios preclínicos y clínicos, que la terapia 

de reemplazo de genes usando inyecciones intravítreas de vectores AAV altamente eficientes y 

penetrantes combinados con antioxidantes, factores de crecimiento u otros                                   

reactivos farmacológicos, podría llegar a ser una estrategia importante para el tratamiento de 

la RP en el futuro. (Han J. et al., 2013; Grimm C. et al., 2002; Rex T.S. et al., 2004; Sanz M.M. et 

al., 2007). 

 6.1.- Estrategias de neuroprotección en la retinosis pigmentaria 

El término neuroprotección hace referencia a cualquier maniobra terapéutica que logre 

mantener la integridad de la función neuronal y evitar la muerte celular secundaria y la 

isquemia tras la lesión neuronal. La mayoría de las enfermedades neurodegenerativas se debe 

a un cúmulo de proteínas en el cerebro, que derivan en la sintomatología que hoy día 
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conocemos como demencia. Si somos capaces de proteger las neuronas y las células nerviosas 

cerebrales, el daño causado por esas proteínas puede quedar minimizado, lo que en la práctica 

supondría contar con un neuroprotector, un elemento capaz de prevenir el estrés oxidativo o 

inflamatorio. Es importante señalar que de ese efecto neuroprotector no sólo se beneficia el 

alzhéimer o el párkinson, sino que también otras patologías como el ictus cerebral (Djaldetti R. 

et al., 2003).   

El tratamiento neuroprotector está ideado para interferir con una cascada de eventos 

celulares que producen la muerte celular: liberación de neuro-transmisores excitatorios, 

aumento de calcio, producción de productos tóxicos que incluyen óxido nítrico, radicales libres 

y activación de fosfolipasas. Para ello disponemos de diferentes fármacos y vitaminas que han 

demostrado una eficacia significativa, así como toda una serie de medidas relacionadas con 

hábitos de vida saludables 

Las estrategias de neuroprotección en la RP podríamos clasificarlas en dos tipos: 1) aquellas 

cuyo objetivo es fortalecer las vías de supervivencia de los fotorreceptores y 2) aquellas cuyo 

principal objetivo es prevenir el inicio y la ejecución de los mecanismos de muerte celular en 

los fotorreceptores.  

 6.1.1.- Fortalecimiento de las vías de supervivencia de los  fotorreceptores 

En cuanto al tratamiento de la RP, actualmente muchos estudios se están centrando en  las 

formas de prevenir la muerte celular, a través del fortalecimiento de las vías de supervivencia 

de los fotorreceptores, mediante la administración de compuestos como anti-apoptóticos, 

anti-inflamatorios y/o neurotróficos.  

En este contexto, diferentes estudios han demostrado como la administración de factores 

neurotróficos, de antioxidantes (solos o en cócteles),  y más recientemente de neuroesteroides 

tales como la progesterona (Sánchez-Vallejo V. et al., 2015) pueden ralentizar                                       

la neurodegeneración de la retina que se produce en las degeneraciones retinianas 

(Fernandez-Sanchez L. et al., 2011; Fernandez-Sanchez L. et al., 2012; Fernandez-Sanchez L. et 

al., 2012b; Lax P.et al., 2014; Fernández-Sánchez L.et al., 2015). 

 a) Factores neurotróficos 

Las neurotrofinas, también llamadas factores neurotróficos, son una familia de proteínas que 

favorecen la supervivencia de las neuronas. Estas sustancias pertenecen a una familia de 

factores de crecimiento que son un tipo de proteínas que se vierten al torrente sanguíneo y 

son capaces de unirse a receptores de determinadas células para estimular su supervivencia, 
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crecimiento o diferenciación. Los factores neurotróficos son secretados por determinados 

tejidos, siendo una de sus funciones impedir a las neuronas diana que inicien la muerte celular 

programada (apoptosis), permitiendo así que las neuronas sobrevivan. Las neurotrofinas 

también inducen la diferenciación celular de células progenitoras para formar neuronas. 

(Vecino E. et al., 2015). 

La familia de las neurotrofinas está formada por el factor de crecimiento nervioso (nerve 

growth factor, NGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro (brain-derived neurotrophic 

factor, BDNF), la neurotrofina-1 (NT-1), la neurotrofina-3 (NT-3), la neurotrofina-4 (NT-4), 

entre otros. 

Los factores neurotróficos fueron estudiados por su potencial para mejorar la supervivencia de 

las neuronas en modelos genéticos y mejorar la respuesta sobre el estrés oxidativo que se 

produce de la degeneración de la retina (Kenneth R. et al., 2014). El uso de factores 

neutróficos se justifica con la evidencia de que, al degenerarse la retina, se produce una 

activación de las vías neuroprotectoras endógenas. Esta activación induce a  la producción de 

molécula tales como: el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de 

crecimiento básico derivado de fibroblastos (bFGF), el factor de crecimiento derivado del 

cerebro (BDNF) ( LaVail M.M. et al., 1998), la cardiotrofina-1, el factor derivado del epitelio 

pigmentario (PEDF) (Vigneswara V.et al., 2015), el factor de crecimiento nervioso (NGF), el 

factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor neurotrófico ciliar (CNTF)…                                          

(Vecino E., et al., 2015; Zheng X.R. et al., 2012). Todos estos factores neutroficos promueven la 

supervivencia celular (LaVail M.M. et al., 1998; Gao J. & Hollyfield J.G., 1996; Akhtar M. et al., 

2004; Roth S., 2004).  

LaVail et al., demostraron como la inyección vía intravítrea de factores de supervivencia, tales 

como BDNF, la neurotrofina-3, la neurotrofina-4 y el CNTF, en varios modelos animales con 

degeneración de la retina, incluyendo el ratón rd1, puede retardar la progresión de la muerte 

celular de los fotorreceptores (LaVail M.M. et al., 1998; LaVail M.M. et al., 2000; Liang F.Q. et 

al., 2001; Frasson M. et al., 2002). 

El CNTF aumenta la supervivencia de los fotorreceptores actuando como un factor 

neuroprotector (Wen R. et al., 2012; Tao W. et al., 2012). El desarrollo simultáneo de la 

tecnología de células encapsuladas (TEC) en forma de microcápsulas implantables 

intraoculares, permitió la administración de CNTF a niveles fisiológicos durante largos períodos 

de tiempo. Este hecho ha permitido su utilización en ensayos clínicos en  humanos donde se ha 
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podido demostrar su eficacia como neuroprotector (Tao W. et al., 2002; Tao W. et al., 2006; 

Tao W. et al., 2007). 

Una primera fase (Fase I) de ensayos clínicos en humanos  tratados con CNTF, se realizó en 10 

pacientes con retinitis pigmentosa avanzada. En esta primera fase, los dispositivos de TEC 

fueron bien tolerados, y sin efectos adversos significativos a CNTF. En este ensayo varios 

participantes presentaron un aparente aumento de la agudeza visual (Sieving P.A. et al., 2009).  

En posteriores ensayos de fase II de CNTF para RP, Talcott y colaboradores monitorizando 

directamente los conos observaron como el número de conos  se mantenía estable  durante  

intervalos de tiempo que abarcan entre los 12 y los 35 meses en aquellos pacientes que 

recibieron  implantes de CNTF, mientras que en los pacientes a los que se les administró 

placebo se observó una disminución del  9% al 24% en el número de conos. Estos datos clínicos 

demuestran como el CNTF puede tener efectos neurotróficos en los conos humanos 

(Talcott K.E. et al., 2011).  

Durante las dos últimas décadas, se ha demostrado como una gran variedad de factores 

neurotróficos   atenúan la  degeneración de los fotorreceptores y en parte pueden preservar la 

función retiniana en diferentes modelos animales con degeneración hereditaria de la retina y 

otras enfermedades que implican la pérdida de fotorreceptores (Wenzel A. et al., 2005;  Buch 

P.K. et al., 2007). Pero a veces estas estrategias suelen ser insuficientes, debido a que 

normalmente estos fármacos tienen tiempos de vida media corta, no pueden atravesar  

totalmente la barrera sangre-retina y se tiene que asumir el riesgo de efectos secundarios 

inaceptables cuando se administran por vía sistémica, por lo que  se están desarrollando 

estrategias que permitan una administración local y sostenida de estos factores en la retina 

(Jung G. et al., 2013). Entre estas estrategias se incluyen Implantes intravítreos con dispositivos  

de un material biodegradable cargados con el factor en cuestión, el uso de  vectores virales o 

no virales y trasplantes intraoculares de células modificadas genéticamente para secretar 

factores de crecimiento (Cayouette M. & Gravel C., 1997; Gamm D.M. et al., 2007; McGee P. et 

al., 2001;  Miyazaki M. et al., 2003;  Jung G. et al., 2013). 

Curiosamente, la combinación de algunos de estos factores tróficos proporciona 

neuroprotección sinérgica en el rescate de los fotorreceptores (Miyazaki M. et al., 2008). 

Además, también han demostrado propiedades beneficiosas en el tratamiento de modelos 

animales de isquemia, de aumento de presión intraocular y de desprendimiento de retina, 

entre otras patologías.  
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 b) Antioxidantes 

Muchos estudios han demostrado como el ojo es particularmente sensible al estrés oxidativo                   

(Yu D.Y. et al., 2000, 2004; Shen J. et al., 2005; Komeima K. et al., 2006; Sanz M.M. et al., 2007; 

Miranda M. et al., 2010). Como hemos comentado anteriormente, los bastones son más 

numerosos que los conos y son metabólicamente más activos, por lo que consumen un alto 

contenido de oxígeno. Cuando los bastones mueren estas cantidades de oxígeno ya no se 

pueden metabolizar tan fácilmente, por  lo que se produce un aumento del estrés oxidativo, 

siendo esto una posible explicación de por qué los conos mueren a posteriori (Komeina K. et 

al., 2006; Shen J. et al., 2005; Yu D.Y. et al., 2004). Se ha demostrado mediante diferentes 

estudios, como los niveles incrementados de oxígeno dan lugar a daño oxidativo progresivo de 

los conos en diferentes modelos animales como  un modelo de cerdo transgénico (Martinez-

Fernandez de la Camara C.et al., 2013, Shen J. et al., 2005) y un modelo de ratón de RP, los 

ratones rd1 (Komeima K. et al., 2006). 

Los extensos datos de la literatura sobre el papel protector de los antioxidantes en la 

degeneración de fotorreceptores,  así como la existencia de varios informes que demuestran el 

papel fundamental del estrés oxidativo en la patogénesis de la degeneración de los 

fotorreceptores en las enfermedades retinianas, (Zhang M. et al., 2011; Kowluru R.A. & Chan 

P.S.,2007; Panfoli I., 2012), convierten el uso de antioxidantes en una de las más prometedoras 

dianas terapéuticas para el tratamiento de estas enfermedades. En concreto, diferentes  

estudios han demostrado como el uso de antioxidantes, tanto in vitro como in vivo actúan 

retrasando significativamente el proceso de degeneración de los fotorreceptores en diferentes 

modelos animales (Komeima K. et al., 2006; 2007; Sanz M.M. et al., 2007; Miranda M. et al., 

2010; Berson E.L. et al., 2012; Drack A.V. et al., 2012). 

Se ha demostrado como el uso de antioxidantes como la luteina  reduce con  éxito las ERO en 

las células nerviosas de la  retina y tiene un efecto protector sobre la función visual (Sasaki M. 

et al., 2009; Muriach M. et al., 2009); o como la astaxantina (AST) puede mejorar también la 

función visual y ayuda a retrasar la progresión de la DMAE (Piermarocchi S. et al., 2012). Li y 

col. demuestran como la AST protege las células ARPE-19 del daño celular inducido con H2O2  a 

través de su actividad antiapoptótica y posee efectos antioxidantes (Li Y. et al., 2013). En otro 

estudio experimental, se observa como el uso de  ácido lipoico en animales diabéticos reduce 

los marcadores de estrés oxidativo, la activación NFkB y del factor de crecimiento endotelial 

vascular en la retina diabética (Lin X. et al., 2006; Gomes M.B. & Negrato C.A., 2014). 
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Se ha descrito en la literatura como el estrés oxidativo también puede actuar como un 

mediador de la degeneración de la retina en la RP, y  de hecho, se cree que desempeña un 

papel importante en la muerte celular de los fotorreceptores (Baumgartner W.A., 2000; 

Krishnamoorthy R.R. et al., 1999). 

Berson E.L. y colaboradores  (1993a, 1993b) demostraron como los suplementos de vitamina A 

ralentizaban el ritmo de degeneración de los fotorreceptores en animales con RP                              

(Berson E.L. et al., 1993a, 1993b). Posteriormente, Li Y. et al., (1998) al estudiar el efecto de la 

suplementación de vitamina A en ratones transgénicos portadores de una mutacion en la 

rodopsina, observó como este antioxidante puede tener un efecto estabilizador en la muerte 

de los fotorreceptores (Li Y. et al., 1998). El ácido tauroursodeoxicólico (TUDCA), otro 

antioxidante presente en el ácido biliar de los osos, preserva las funciones y el número de los 

fotorreceptores (Phillips M.J. et al., 2008; Oveson B.C. et al., 2011), disminuye el estrés 

oxidativo y la actividad caspasa en un modelo de rata con desprendimiento de retina 

(Mantopoulos D. et al., 2011). Además se ha demostrado como la  administración del TUDCA 

en ratas P23H (mutación autosómica dominante en la rodopsina) exhibieron un menor número 

de células microgliales en todas las capas de la retina, además de una ausencia de células 

microgliales en el espacio subretiniano, demostrando su potencial terapéutico para el 

tratamiento de  enfermedades neurodegenerativas como la RP (Noalles A. et al., 2014). 

Por lo tanto, los antioxidantes pueden tener efectos beneficiosos para los pacientes con RP, 

aunque el éxito terapéutico parece estar altamente relacionado con el defecto genético del 

paciente, el antioxidante utilizado, y el momento en el que se administra el antioxidante.  

Hoy en día un antioxidante que está cobrando una gran relevancia para el tratamiento de las 

retinopatías es el ácido lipoico por su gran capacidad como antioxidante (Akpinar D. et al., 

2008) y como modulador de la transducción de varias vías la señalización como la insulina y el 

factor NFkB (Gomes M.B. & Negrato C.A., 2014; Golbidi S. et al., 2011; Packer, L., 1998).  

 b. 1.-  El ácido lipoico  

 Tanto el ácido lipoico, también conocido como ácido tióctico (AT) o ácido 1,2 ditiolano -3-

pentanoico, como su forma reducida, el ácido dihidrolipoico (ADHL) (Figura 14), se consideran 

potentes agentes antioxidantes naturales (Shay K.P. et al., 2009,Scott B.C. et al., 1994; Packer 

L. et al., 1995), los cuales se encuentran comúnmente en los componentes de la dieta, tales 

como verduras (espinacas, brócoli, tomate) y carnes, principalmente vísceras y también en 

muchos suplementos dietéticos (Gomes M.B. & Negrato C.A.,  2014) 
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Figura 14.- Estructura química del ácido lipoico y su forma reducida, el ácido dihidrolipoico. 

La presencia de dos radicales sulfhidrilo (-SH) en la estructura de un ácido graso de ocho 

carbonos corresponde a su forma reducida. Mediante un proceso de oxidación, el ácido lipoico 

cede dos electrones y dos protones (2e-+ 2 H+) para formar un puente disulfuro intramolecular. 

Este comportamiento lo convierte en un eficaz antioxidante (Ponts M., 2003). Imagen 

adaptada de http://hemedicalbiochemistrypage.org/es/vitamins-sp.php). 

 Hoy en día se cree que el ácido lipoico posee numerosas funciones bioquímicas: actúa como 

antioxidante biológico, como quelante de metales, reduciendo las formas oxidadas de otros 

agentes antioxidantes tales como la vitamina C y E y el glutatión (GSH) (Akpinar D. et al., 2007; 

Golbidi S. et al., 2011; Shay K.P. et al., 2009; Reed L.J., 1998) e incluso puede actuar como  

modulador de la transducción de varias vías de señalización (Gomes M.B. & Negrato C.A., 

2014; Golbidi S. et al., 2011). 

El ácido lipoico actúa como cofactor de complejos α-dehidrogenasa y participa en reacciones 

de transferencia de grupos que contienen azufre (Packer L., 1994). Se encuentra en muy bajas 

concentraciones en los tejidos animales, unido habitualmente a complejos enzimáticos, por lo 

que no está disponible habitualmente como antioxidante (Packer L., 1994). No obstante, el 

ácido lipoico exógeno y libre (no unido a complejos enzimáticos) puede tener un papel 

importante como antioxidante y participa en el reciclaje del ascorbato (Kagan V.E. et al., 1992; 

Packer L., 1994). El ácido lipoico exógeno (mediante alimentos, suplementos alimentarios, 

etc…) se reduce a ácido ácido dihidrolipoico, el cual es un potente antioxidante contra los 

radicales más importantes, ademas de participar en el reciclaje de la vitamina C, proceso por el 

que el ácido dihidrolipoico es convertido a ácido lipoico (Packer L., 1994) (Figura 15). 
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Figura 15.- Engranaje de varios sistemas antioxidantes en colaboración para neutralizar los 

radicales libres. 

En una serie de estudios llevados a cabo en humanos y animales, se ha demostrado como el  

ácido lipoico protege contra las patologías  oculares y del SNC (Zhao L. et al., 2014; Gilgun S. et 

al., 2001; Mérida S. et al., 2013). Estudios preliminares sugieren que puede ayudar en el 

tratamiento del glaucoma (Filina A.A. et al., 1995). En modelos animales con retinopatía 

diabética, se demostró como su administración a largo plazo, provoca una disminución de la 

apoptosis de las células  de la retina y la reversión de la muerte celular de los fotorreceptores 

(Kowluru R.A. & Odenbach S., 2004; Kowluru R.A., 2005; Berkowitz B.A. et al., 2007; Dene B.A. 

et al., 2005; Yorek M.A. et al., 2004; Obrosova I.G. et al., 2000; Kowluru R.A. et al., 2014). 

En consonancia con estos estudios, otras investigaciones, ponen de manifiesto como la 

administración temprana de ácido lipoico en ratas diabéticas, protege a  la retina de apoptosis 

y de daño microvascular y por tanto, este antioxidante puede tener un efecto protector al  

retrasar la aparición y eventualmente ralentizando la progresión de la retinopatía diabética 

(Johnsen-Soriano S. et al., 2008). Mansoon B. et al., demostraron como el ácido lipoico podría 

revertir el daño oxidativo y mejorar la función mitocondrial en las células de Müller en 

animales con DMAE (Mansoon B. et al., 2013). 

Recientemente, en un modelo in vitro llevado a cabo en células ARPE-19 se demostró que el 

ácido lipoico es capaz de proteger a las células del EPR tras la inducción de estrés oxidativo 

mediante diferentes concentraciónes de H202 (Li Y. et al., 2014). 

Todos estos estudios hacen que la  administración de ácido lipoico y sus derivados pueda ser  

considerada una estrategia eficaz para mejorar o retrasar enfermedades retinianas, tales como 

la RP. Sin embargo existen pocos estudios que se centren en el efecto del ácido lipoico sobre la 
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RP, de hecho los estudios actuales se basan en la combinación de este con otros antioxidantes 

naturales como la luteína, zeaxantina etc…  

 b. 2.- Cócteles antioxidantes  

Muchos de los estudios actuales apuestan por la terapia combinada con distintos 

antioxidantes, cuya hipótesis parte del hecho de que la combinación de estos puede presentar 

resultados más beneficiosos  que cada uno de ellos de estos por separado.   

De esta forma la administración conjunta del ácido lipoico con otros antioxidantes ha revelado 

resultados prometedores en diferentes enfermedades neurodegenerativas. La administración 

conjunta de ácido lipoico y la vitamina C inhibe el estrés oxidativo en ratas expuestas a la 

toxicidad crónica inducida por arsénico (Liu C.B et al., 2010). El ácido lipoico administrado 

conjuntamente con vitamina E ha mostrado efectos protectores contra la peroxidación lipídica 

en varios modelos con una alteración de las funciones neurológicas, la reactividad glial y la 

remodelación neuronal en ratas (Gonzalez-Perez O. et al., 2002). 

En cuanto a la retina, la administración de un cóctel de antioxidantes (α-tocoferol, ácido 

ascórbico, Mn (III) tetrakis (ácido 4-benzoico) porfirina, y ácido lipoico) a tres modelos de ratón 

de RP (rd1, rd10 y Q344ter) redujo los niveles de marcadores de daño oxidativo en los conos y, 

como consecuencia, se produjo un aumento del número de conos conservados (Komeima K. et 

al., 2007;  Komeima K. et al., 2006). Además, esta mezcla de antioxidantes desaceleró la 

muerte celular de los bastones, manteniendo así la función de los fotorreceptores, como se 

demuestró mediante la realización de electrorretinogramas en donde se hubo mayores  

amplitudes de las ondas a y b en los animales tratados en comparación con animales no 

tratados (Komeima K. et al., 2007; Komeima K. et al., 2006). También se observó  como la 

inyección de vitamina E y el ácido lipoico reducía la muerte de los conos al prevenir el daño 

oxidativo tras la muerte de los bastones (Komeima K. et al., 2006). En diversos ensayos clínicos 

se ha demostrado como  la vitamina A junto con la taurina y la vitamina E mejoraron, o al 

menos retrasaron, la pérdida visual en pacientes con RP (Berson E.L., 1993; Pasantes-Morales 

C. et al., 2002). En un estudio in vitro, se observó un aumento de la supervivencia de las células 

ganglionares de ratas con presión intraocular elevada trás el tratamiento de dichas células con 

antioxidantes (Ko M.L. et al., 2005).  
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Nuestro grupo de investigación ha demostrado como la combinación de antioxidantes  como la 

luteína, la zeaxantina, el ácido lipoico y el glutation, además de un extracto de Wolfberry  

desaceleró la degeneración de los fotorreceptores en ratones rd1 (Miranda M., et al., 2010; 

Sanz M.M., et al., 2007).   

         c) Neuroesteroides 

El término "neuroesteroide" fue acuñado por Etienne Baulieu en la década de los 80 y hace 

referencia  a una subclase de esteroides que pueden sintetizarse en el SNC de novo a partir del 

colesterol (Baulieu E.E., 1981; Mayo W., 2003). Estos neuroesteroides son  unos potentes y 

eficaces moduladores de los dos sistemas de neurotransmisores principales que rigen la 

actividad del SNC: el glutamato, el principal neurotransmisor excitatorio, y el ácido gamma 

aminobutírico (Gamma aminobutyric acid, GABA), el principal neurotransmisor inhibidor 

(Baulieu E.E., 1981, 1997). 

En cambio, el término ‘esteroide neuroactivo’ se refiere a esteroides que, 

independientemente de su origen, son capaces de modificar actividades neurales (Dubrovsky 

B.O., 2005). Este término, que se utiliza regularmente en sentido más general, se propuso para 

todos los esteroides sintéticos y naturales que pudieran alterar rápidamente la excitabilidad de 

las neuronas mediante su unión al receptor de membrana de la misma manera cómo actúan 

los neurotransmisores excitadores o inhibidores (Paul S.M. & Purdy R.H, 1992; Martín-García E. 

et al., 2007). 

Según sus diferencias en la actividad y estructura, los neuroesteroides pueden clasificarse en:  

 Neuroesteroides inhibitorios: Ejercen acciones inhibitorias sobre la neurotransmisión. 

Actúan como moduladores alostéricos positivos del receptor GABA, como son: 

Pregnanos, 5α-dihidroprogesterona (5α-DHP), alopregnanolona (Allop, 3α, 5α-THP), 

pregnanolona (3α, 5β-THP) androsterona…. (Reddy D.S., 2009). 

 

 Neuroesteroides excitatorios: Tienen efectos excitatorios sobre la neurotransmisión. 

Actúan como moduladores  alostéricos negativos de los receptores GABA A,  y también 

como moduladores alostéricos positivos del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), 

y/o agonistas de la σ 1 receptor. Dentro de estos se encuentran: sulfato de 

pregnenolona (PS), dehidroepiandrosterona (DHEA), sulfato de hidroepiandrosterona 

(DHEA-S), pregnanos,  feromonas etc… (Christopher H. et al., 2009; Monti-Bloch L. et 

al., 1994; Liebowitz T. et al., 2014; Reddy R.S., 2010). 
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 Otros neuroesteroides: Engloba a otros esteroides endógenos, como la pregnenolona, 

(Marx C.E. et al., 2011), la progesterona (Baulieu E.E. & Schumacher M., 2000; Thomas 

P. & Pang Y., 2012), el estradiol (17-β-Estradiol) (Srivastava A., et al., 2011). Estos 

neuroesteroides a diferencia de los anteriores no modulan la actividad de GABA A o los 

receptores de NMDA, sino que afectan a otros receptores de la superficie celular y 

objetivos no genómicos.  

Durante la última década, cada vez existe más evidencias del papel neuroprotector que 

ejercen los neuroesteroides, tales como dehidroepiandrosterona,  progesterona,  testosterona  

y 17-β-estradiol (Schumacher M., et al., 2000; Garcia-Segura L.M. et al., 2001; Stein D.G., 2001; 

Wise L.A. et al., 2001; McEwen B., 2002), en las enfermedades neurodegenerativas, tales como 

la enfermedad de Alzehimer (Brinton R.D. & Wang J.M., 2006; Patchev V.K. et al., 1997).  

La retina expresa diferentes enzimas necesarias para la conversión del colesterol en las  

diferentes hormonas esteroideas. Todas estas enzimas están presentes en la retina en 

cantidades bajas en comparación con las de las glándulas periféricas (testículos y glándulas 

suprarrenales), pero estos niveles son similares a los exhibidos por otras estructuras del SNC                  

(Mellon S.H., 2011).  

La síntesis de novo de todas las hormonas esteroideas comienza con la conversión de 

colesterol en pregnenolona por la enzima CYP11A1. Esta enzima, provoca la escisión de la 

cadena lateral del colesterol y cataliza la conversión de este, un compuesto C27, en la 

pregnenolona, el primer esteroide  C21. La pregnenolona y progesterona son las moléculas de 

partida para los tres grupos de esteroides: los glucocorticoides y los mineralocorticoides, C21; 

los andrógenos, C19; y los estrógenos, C18 (Figura 16). 

 Una vez sintetizada la pregnenolola, ésta puede tomar dos rutas protagonizadas por enzimas 

diferentes: 1) La 3Βhsd (3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa), que la convierte en 

progesterona. 2) La 17α-hidroxilasa (CYP17A1), que la convierte en 17α- hidroxi-pregnenolona 

(DHEA). La mayor parte de la progesterona sintetizada pasa a la sangre; una pequeña parte es 

oxidada en C17 para convertirse en andrógenos y estrógenos.  

La pregnenolona se convierte en progesterona por dos actividades de una sola enzima, la 

3βHSD: primero, se produce la oxidación del grupo hidroxilo en posición C3 de la 

pregnenolona; y, segundo, como consecuencia de la oxidación, se lleva a cabo la isomerización 

del doble enlace (Orizaba-Chávez B. et al., 2013). 
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La progesterona es convertida en metabolitos andrógenos, y luego en estrógenos (Guarneri P. 

et al., 1994; Guarneri P. 1996; Cascio C. 2007) por la acción de las aromatasas. Es rápidamente 

metabolizada en el cerebro a 5α-dihidroprogesterona (DHP) por la acción de la enzima 5α- 

reductasa (5αR) y mas tarde tras la acción de la enzima 3α-hidroxiesteroide deshidrogenasa 

(3α-HSD) es reducida a alopregnolona (Guarneri P. et al., 1998; Mellon S.H. & Vaudry H., 2001; 

Stoffel-Wagner B., 2001; Belelli D. & Lambert J.J., 2005; Rone M.B. et al., 2009; Gunn B.G. et 

al., 2011; Wirth M. et al., 2011).  

La testosterona se metaboliza a estradiol por la enzima aromatasa, o para la 

dihidrotestosterona (DHT) por la enzima reductasa 5-α (Arévalo M.A. et al., 2015).  El estradiol, 

la progesterona y la testosterona son factores locales que ejercen acciones autocrina o 

paracrina en el tejido nervioso, que regulan la función de las neuronas y células gliales. Los 

niveles locales de estradiol, progesterona y testosterona en el cerebro dependen, no sólo de 

sus niveles periféricos, sino también de su síntesis local y su metabolismo (Caruso D. et al., 

2013; Caruso D.et al., 2010). 

La ruta de síntesis del 17-β-estradiol al igual que la de los otros esteroides sexuales, parte del 

colesterol, y que tras varias reacciones se convierte en androstenediona. Este andrógeno es 

convertido en testosterona, que a través de una aromatización se transforma en                                   

17-β-estradiol. Alternativamente, la androstenediona puede ser aromatizada a estrona, que 

posteriormente es convertida en estradiol. La aromatasa (estradiol sintetasa, 17 βHSD) es la 

enzima que cataliza dichas aromatizaciones y sintetiza diversos estrógenos utilizando como 

sustrato distintos andrógenos. Así, es capaz de metabolizar la testosterona en estradiol, la 

androstenediona en estrona y la dehidroepiandrosterona en estradiol (Casio C. et al., 2015; 

Simpson E.R et al., 1994).  

En estas dos últimas décadas, el uso potencial de la terapia de hormonas sexuales en el 

tratamiento de varias enfermedades neurológicas y oculares, especialmente las enfermedades 

relacionadas con la edad, ha estimulado el interés de los investigadores (Cascio C. et al., 2015). 
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Figura 16.- Metabolismo de la progesterona y sus derivados en la retina. En la retina de los  

mamíferos, la progesterona, es sintetizada a partir de la pregnenolona, que a su vez deriva del 

colesterol. La progesterona es a su vez el precursor de la alopregnanolona, y la 

androstenediona. La androstenediona es convertida en testosterona y estrona que por acción 

de las aromatasas dará lugar a al 17-β-estradiol. 

El interés de estos esteroides surge de su actividad potencial como anticonvulsivo, anestésica, 

agentes ansiolíticos o sedantes-hipnóticos útiles para el tratamiento de varios trastornos 

neurológicos y psiquiátricos (Akk G. et al., 2007; Gasior M. et al., 1999).   

Se están investigando nuevas estrategias neuroprotectoras en el tratamiento y la prevención 

de las enfermedades retinianas (Vasilaki L., 2009). En términos de enfermedad de la retina, la 

evidencia confirma que la neurosterogenesis se produce en la retina, en particular la 

producción de novo de pregnenolona, el precursor para la síntesis de progesterona y todos los 

demás esteroides (Guarneri P. et al., 1994; Guarneri P. et al., 2003; Cascio C. et al., 2007). 

 

3BHSD 
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La administración intravitrea del neuroesteroide dehidroepiandrosterona en un in modelo in 

vivo de ratón, redujo el daño retiniano inducido por el aminoácido excitador acido a-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico (AMPA), proporcionando así neuroprotección a la retina 

(Kokona et al., 2012). Por otra parte, la administración de 17- β-estradiol también se ha visto 

que ejerce efectos protectores contra el daño isquémico generado en la retina de rata (Nonaka  

D. et al., 2000; Kaja S. et al., 2003). En este sentido, diferentes resultados muestran como  el 

17-β-estradiol y el sulfato dehidroepiandrosterona pueden mejorar el estado metabólico de las 

neuronas y las células gliales después de la lesión isquémica (Bucolo C. & Drago F., 2004).  

Varias líneas de evidencia han demostrado que el estrógeno humano más potente, es el 17- β-

estradiol (Guo L. et al., 2012; Spence R.D. & Voskuhl R.R., 2012). Como tal, el 17-β-estradiol es 

capaz de proteger a las neuronas a través de una variedad de mecanismos; por ejemplo, al 

interferir con las cascadas de señalización de la muerte celular, la alteración de los niveles de 

neurotransmisores, eliminar los radicales libres, la promoción de la plasticidad sináptica, etc… 

(Prokai-Tatrai K. et al., 2013). 

El 17-β-estradiol proporciona una amplia neuroprotección en estructuras oculares (Bigsby  

R.M. et al., 1999; Nonaka A. et al., 2000; Yu X. et al., 2004). Estos resultados no son 

sorprendentes teniendo en cuenta que los receptores de estrógeno (ER y β) se expresan 

abundantemente en todo el ojo, y en particular en la retina (Wickham L.A., et al., 2000; 

Kobayashi K. et al., 1998). En modelos animales con diversas enfermedades de la retina, 

tratamientos con 17-β-estradiol, han demostrado  protección de las células ganglionares de la 

retina (CGR), de las células fotorreceptoras, del nervio óptico y del epitelio pigmentario de la 

retina.  

La administración de norgestrel (derivado sintético de la testosterona) en dos modelos de 

ratón diferentes con RP (degeneración inducida por la luz y ratónes rd10) da lugar a una 

disminución de la apoptosis celular de los fotorrecptores, indicando un rescate parcial de las 

células de la retina, mejora el ERG y proponen  que en su  mecanismo neuroprotector se 

implica el factor de crecimiento bFGF y quinasas reguladas por señales extracelulares 1/2                   

(Erk1/2), ya que se han observado aumentos en su expresión y activación. Con todo ello, 

concluyen que norgestrel conserva significativamente tanto el número de células de 

fotorreceptores como su morfología (Doonan F.et al., 2011). 
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 c. 1.-  Progesterona  

La progesterona, puede ser metabolizada en el cerebro en metabolitos neuroactivos que 

incluyen 5α- dihidroprogesterona, 3α, 5α- tetrahidroprogesterone (alopregnanolona), y 3β, 

5α- tetrahidroprogesterona (pregnenolona). Estos derivados de la progesterona se denominan 

colectivamente como tetrahidrocannabinol (THP) (Compagnone N.A. & Mellon S.H., 2000), y 

son moduladores positivos de los receptores GABA A (Callachan H. et al., 1987; Gee K.W. et al., 

1987). Además, estos esteroides neuroactivos (neuroesteroides) (Baulieu E.E., 1998; 

Compagnone N.A. &Mellon S.H., 2000) también se pueden sintetizar de novo a partir del 

colesterol en cerebros de roedores. En los seres humanos, los niveles de la progesterona 

pueden estar correlacionados con la ansiedad y con trastornos en el estado de ánimo debido a  

los efectos hormonales sobre el SNC (Backstrom T., 1976, 2008; Wihlback A.C. et al., 2006) 

Esta hormona, es ampliamente conocida por su papel en la reproducción sexual, pero también 

muestra propiedades neuroprotectoras en diferentes paradigmas de la lesión cerebral: reduce 

el edema cerebral, modera la inflamación y preserva las neuronas y células gliales (Guo L. et 

al., 2006; Cutler S.M. et al., 2007; Stein D.G., 2008, 2011). 

La influencia del sistema endocrino en el procesamiento visual fue propuesta originalmente en 

la década de los 70, cuando se observó que la susceptibilidad de las células de la retina al daño 

provocado por la luz se produjo de manera concomitante con la maduración sexual tanto en 

animales machos y hembras (O’Steen W.K. et al., 1974).  

En la retina, se ha observado como el contenido de colesterol es mayor que en las 

mitocondrias suprarrenales y el hígado (Heo G.Y. et al., 2012), siendo compatible con el alto 

grado de neuroesteroidogenesis que se produce en la retina, en particular la producción de 

novo de pregnenolona, el precursor para la síntesis de progesterona y todos los demás 

esteroides (Guarneri P. et al., 1994; Guarneri P. et al., 2003; Cascio C. et al., 2007). 

La progesterona ejerce efectos protectores en numerosos modelos experimentales que imitan 

una gran variedad de aspectos patogénicos de la disfunción cerebral, debidos a la edad 

avanzada o relacionada con las enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad 

de Alzheimer. Por ejemplo, se ha demostrado que concentraciones fisiológicamente relevantes 

de progesterona puede  atenuar significativamente el estrés  oxidativo y/o excitotoxicidad en 

lesiones resultantes del uso de glutamato (Nilsen J. & Brinton R.D., 2002a, Nilsen J. & Brinton 

R.D., 2002b, Nilsen J. & Brinton R.D., 2003; Kaur P. et al., 2007), o con supresión de glucosa. 

(Goodman Y. et al., 1996). 
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 En un modelo de roedor con una lesión  en la corteza frontal  se vio como los marcadores de 

la inflamación tales como  GFAP y NFkB se encontraban reducidos (Pettus et al., 2005).  

La progesterona  actúa sobre muchos de los mecanismos implicados en la lesión isquémica en 

el cerebro, la retina y el nervio óptico. Allen et al., recientemente demostraron cómo la 

administración de 8 mg/kg progesterona (vía intraperitoneal una hora después de la lesión 

isquémica en el cerebro y luego por vía subcutánea a las 6, 24 y 48 horas) en un modelo de 

ratón middle cerebral artery occlusion model (MCAO) que produce daño en la reina y déficits 

funcionales en conjunción con la isquemia cerebral (O´Steele E.C et al., 2008), proporcionó 

protección contra  la isquemia retiniana (Allen R.S  et al., 2015).  

En este estudio, la administración de progesterona resultó en la reducción de las alteraciones 

del electrorretinograma (ERG), una reducción de la expresión de GFAP y en la reducción de la 

muerte de las células ganglionares tras la isquemia retiniana (Allen R.S. et al., 2015). En este 

sentido, se ha visto como la progesterona ofrece protección a la retina contra la lesión 

isquemia-reperfusión en ratas mediante el aumento de la actividad de la superóxido dismutasa 

(SOD) y disminución del contenido de malondialdehído (MDA) en la retina (Lu Y. et al., 2008). 

Recientemente, nuestro grupo de investigación ha demostrado como la administración oral de 

100 mg/kg de progesterona cada 2 días, a partir del día post natal 7 en ratones rd1, conserva 

significativamente el número de células fotorreceptoras y se produce una disminución de la 

muerte celular (Sánchez-Vallejo V. et al., 2015).  

En consonancia con la importancia que se le ha otorgado a lo largo de este trabajo a las 

combinaciones de las estrategias de neuroprotección, es importante resaltar diferentes 

estudios que ponen de manifiesto el papel de la progesterona en combinación con otras 

moléculas, antioxidantes.  

En este sentido, Atif F. et al., evaluaron los efectos neuroprotectores de la combinación de la 

progesterona y 25-dihidroxivitamina D (3) (VDH) (antioxidante) en las neuronas corticales 

primarias in vitro (se les sometió a privación de glucosa) (Atif F. et al., 2009)  e in vivo (ratas 

con lesión isquémica). Los resultados obtenidos revelan como dicha combinación es capaz de 

proteger al cerebro del daño isquémico mejor que solo el tratamiento con progesterona (Atif 

F. et al., 2013).  
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Este hallazgo pone de manifiesto la eficacia neuroprotectora de la progesterona en 

combinación y también, como esta podría prevenir la cascada inflamatoria inicial y el edema, y 

luego gracias a la combinación con VDH estimular los eventos neurotróficos y regenerativos 

que tienen lugar más tarde en el proceso de reparación (Atif F. et al., 2009; Atif F. et al., 2013).   

Recientemente, Tang H. et al., demostraron como la combinación de VDH y progesterona a las 

24 horas después de una lesión cerebral traumática en ratas Sprague-Dawley, inducían una 

reducción significativamente mayor de la neuroinflamación en comparación con la 

administración de progesterona y VDH por separado (Tang H. et al., 2015). 

 6.1.2.- Prevención del inicio y la ejecución de los mecanismos de muerte celular en los 

 fotorreceptores. 

Si bien las estrategias convencionales para la neuroprotección, con factores neurotróficos, 

antioxidantes o neuroesteroides, se basan en el fortalecimiento del metabolismo celular para 

estar preparadas para resistir los factores de estrés, otros enfoques tienen el objetivo de 

prevenir la muerte celular.  

Como hemos comentado anterioremente en el punto 3.1., el mecanismo por el cual la muerte 

gradual de los conos va seguida de la muerte de los bastones es hasta ahora desconocido, 

siendo este un punto clave para resolver los misterios de la RP. Una de las hipótesis que 

actualmente se está barajando, es el papel que adopta la acumulación de GMPc con la 

degeneración de los fotorreceptores, (ya que se sabe que es uno de los primeros 

acontecimientos detectables asociados). De hecho, en fotorreceptores adultos, GMPc es una 

molécula de señalización clave para la transducción de la luz (Pugh E.N. et al., 1.997). 

El GMPc es un importante segundo mensajero el cual, media la acción de varios 

neurotransmisores y hormonas (Eigenthaler M. et al., 1999) regulando diferentes funciones 

fisiológicas incluyendo la neurotransmisión o agregación plaquetaria (Vaandrager A.B. et al., 

1996). Hay una creciente evidencia de que puede desempeñar un papel importante en la 

proliferación celular, diferenciación y apoptosis (Shimojo T. et al., 1999, Loweth A.C. et al., 

1997, Chiche J.D. et al., 1998).  

El GMPc es formado a partir de su precursor de guanosina trifosfato (GTP) a través de la 

actividad de la enzima guanilato ciclasa (GC). Hay dos formas distintas de GC: 1) una forma de 

partícula (PGC), que se encuentra unido a la membrana a través de un único dominio 

transmembrana y 2) una forma soluble que contiene hemo-guanilato ciclasa soluble (GCS) que 

se encuentra  libre en el citosol (Rehmann H. et al., 2007).  
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El nivel intracelular de GMPc se regula a través de un equilibrio dinámico entre su tasa de 

síntesis por guanidil ciclasas (GCs) y la degradación por las fosfodiesterasas específicas (PDEs) 

(Stacey P. et al., 1998; Delyfer M.N. et al., 2004). Se sabe que el GMPc tiene varias dianas 

intracelulares: 1) se puede unir a fosfodiesterasas específicas (PDEs), estimulando así o inhibir 

sus actividades (Smolenski A. et al., 1998); 2) puede unirse y activar los canales iónicos CNG 

(cyclic nucleotide gated); 3) puede unirse y activar la proteína quinasa G (PKG) ( Rehmann H. et 

al., 2007) ; y, bajo ciertas condiciones, puede unirse a y activar la proteína quinasa A (PKA) 

(Lincoln T.M. et al., 1993; Deguchi A. et al., 2004). Los niveles intracelulares de GMPc están 

controlados principalmente por la degradación a través de enzimas PDE, y se que cree que no 

sólo es importante para mantener bajos los niveles de de GMPc en reposo, sino también es 

importante controlar la amplitud y la duración de una señal de GMPc (Rehmann H. et al., 2007; 

Omori K. & Kotera J., 2002). La superfamilia PDE se compone de once familias de proteínas 

individuales y veintiún genes distintos (Rehmann H. et al., 2007).  

Muchas de las distrofias retinianas que se conocen como algunos tipos de RP (Bowes C. et al., 

1990; McLaughlin M.E. et al, 1993), distrofia progresiva de los conos (Thiadens A.A. et al, 

2009), distrofia de conos y bastones (Buch P.A. et al., 2011; Sokal I. et al., 2005; Tucker C.L. et 

al., 1999), la amaurosis congénita de Leber (Perrault I. et al., 2000, 1996)…, son debidas a la 

producción anormalmente alta de GMPc, debido a mutaciones en los genes implicados en la 

síntesis de GMPc (RetGCs y GCAPs) o la degradación de la subunidad β de la fosfodiesterasa-6 

(PDE6) (Dizhoor A.M., 2000; Piri N. et al., 2005; Hunt R.C. et al, 2010). 

El metabolismo del GMPc está alterado en varios modelos animales de RP. La elevación 

drástica de GMPc se produce en las retinas de ratones  en los que hay una mutación en el gen 

que codifica para la subunidad β de la fosfodiesterasa-6 (PDE6), como ocurre por ejemplo en  

los ratones rd1. (Bowes C. et al., 1990). La muerte de los bastones en este modelo de ratón se 

cree que se asocia con la apertura masiva de los canales de GNC y aumento subsecuente en los 

niveles de intracelulares de calcio (Frasson M. et al., 1999; Paquet-Durand F. et al., 2011), 

curiosamente también hay acumulación de GMPc en otros modelos animales que se 

caracterizan por mutaciones en otros genes (Mendes H.F. et al., 2005; Michalakis S. et al., 

2010; Ramamurthy V. et al., 2004). 

Estudios recientes ponen de manifiesto como la acumulación de GMPc induce estrés oxidativo 

y que probablemente induce la activación microglial, que a su vez se regula por el  incremento 

de TNF-α para contribuir a la muerte celular. Por otra parte, la acumulación de GMPc conduce 

a la entrada de calcio y la activación de la calpaína. La inhibición de la PDE6 activa más de una 
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vía de apoptosis (caspasa-dependiente y caspasa-independiente) (Martínez-Fernández de la 

Cámara C. et al., 2013) como ocurre en otros modelos experimentales de la degeneración de la 

retina (Gómez V. et al., 2005; Kaur J. et al, 2011).  

 En los fotorreceptores, el GMPc tiene dos dianas típicas: los canales iónicos CNG (Hüttl S. et 

al., 2005), que permiten el flujo de calcio, y la proteína quinasa dependiente de GMPc (la 

proteína kinasa G o PKG) (Hofmann F. et al., 2009). 

7.-  MODELOS EXPERIMENTALES DE RETINOSIS PIGMENTARIA 

Existen varios modelos de animales para estudiar la RP, como son  cerdos  transgénicos (Ross 

J.W. et al., 2012), perros (Suber M.L. et al., 1993; Tuntivanich N. et al., 2009),  gatos (May C.A. 

et al., 2005)…, pero los modelos animales más utilizados por su facilidad de mantenimiento y 

coste para estudiar los mecanismos que tienen lugar en la aparición y desarrollo de la RP son: 

las ratas (RCS, p23H…) y los ratones, en concreto los modelos de ratón rd (“retinal 

degeneration”): rd1 y rd10. 

Durante más de 30 años, la retina de roedores ha proporcionado una valiosa herramienta para 

estudiar la dinámica y los mecanismos de la RP heredada, puesto que se demuestra que los 

fotorreceptores de ratón experimentan distrofias causadas por mutaciones espontaneas en el 

ADN, y estas están  estrechamente relacionadas con las distrofias que se generan en la retina  

de los humanos (Gargini C. et al., 2007). La similitud entre especies se traduce en numerosas 

enfermedades homólogas  que pueden ser investigadas en animales y dar soluciones para los 

humanos.  En este aspecto, el ratón es un buen ejemplo, ya que comparte el 99% del ADN con 

el ser humano.  

De hecho, existe una mutación en ratón que da lugar a una enfermedad degenerativa de la 

retina que es exactamente homóloga a la RP humana (McLaughlin M.E. et al., 1993, 1995). Se 

trata de la mutación ampliamente estudiada como mutación rd (rod degeneration) (Keeler 

C.E., 1966; Pittler S.J. et al., 1993). En concreto, los ratones homocigotos para la mutación rd 

tienen una degeneración de los bastones debida una mutación nonsense en el exón 7 del gen 

Pde6b que codifica para la subunidad β del complejo GMPc-PDE. Se ha descrito que la 

degeneración de los bastones en estos modelos animales va seguida de una degeneración de 

conos, aunque la razón de ésta es aun incomprendida (Provencio L. et al., 1998b). El resto de la 

retina parece conservar el número de células, aunque sufre grandes remodelaciones internas 

(Marc R.E. et al., 2003). La degeneración retiniana en los ratones rd es fácilmente evidenciable 

por técnicas estructurales o funcionales. 
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 7.1.- Retinal degeneration 1  

El ratón rd1 es el modelo murino más estudiado de degeneración de la retina (Farber D.B., 

1995; Fletcher E.L. et al., 2011). 

El ratón rd1 fue descrito por vez primera por Keeler C.E. en 1924 (Keeler C.E., 1924). Estos 

ratones sufren una mutación en la subunidad β de la fosfodiesterasa-6 (PDE6) de los bastones 

lo que provoca la no expresión de la proteína (Bowes C. et al., 1990, Yan Y. et al., 1998) y la 

acumulación de GMPc (Faber R.  & Lolley S.  1974).   

En el ratón rd1, la degeneración de los bastones comienza aproximadamente a dia post-natal 

10 (PN10) con la pérdida progresiva de la capa nuclear externa y quinesis celular evidente 

(Acosta M.L. et al, 2005; Carter-Dawson L.D. et al., 1978; Farber R. et al., 1994;  Gibson R. et al., 

2013; Greferath U. et al., 2015). En la segunda semana (dentro de los primeros 15-20 días de 

vida post-natal), comienza la pérdida de la mayoría de los fotorreceptores y los conos 

degeneran de manera mas evidente (Farber R. et al., 1994). En la  etapa final,  la retina de 

ratón rd1 se observa una degeneración casi completa de la capa nuclear externa (Farber R. & 

Lolley S., 1974; Bowes C. et al., 1990; Chang S. et al., 2002; Jones B.W. et al., 2003). 

A pesar de la rápida degeneración de los fotorreceptores en este modelo de ratón, ha sido 

ampliamente usado para estudiar los mecanismos de degeneración de la retina subyacente 

(Doonan F. et al., 2003; Hart A.W. et al., 2005).  

En la retina de los ratones rd1, los árboles dendríticos y los terminales axónicos de las células 

bipolares de los bastones se desarrollan de manera anormal (Strettoi E. & Pignatelli V., 2000; 

Strettoi E. et al., 2002; 2003). Además, se ha comprobado que el número de células bipolares 

disminuye notablemente (Strettoi E. & Pignatelli V., 2000). Por su parte, las dendritas de las 

células bipolares de los conos sufren un proceso de retracción progresiva, mientras que sus 

plexos en la capa plexiforme externa se vuelven cada vez más discontinuos (Strettoi E. et al., 

2003).  

En cuanto a las células gliales, sólo se ha descrito el incremento de inmunorreactividad a GFAP 

por parte de las células de Müller (Strettoi E. et al., 2003). En electrorretinograma, las 

principales diferencias observadas consisten en una reducción general de la amplitud asociada 

a cambios en la forma de las ondas (Strettoi E. et al., 2003). 
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El modelo de ratón rd1 se ha utilizado para probar enfoques terapéuticos que pueden inhibir 

el proceso de la apoptosis de los fotorreceptores y la degeneración de los mismos (Frasson M. 

et al, 1999a, b; Takano Y. et al, 2004; Komeima K. et al, 2006; MacLaren R.E. et al, 2006). 
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Aunque las mutaciones genéticas son las responsables de la muerte progresiva de los 

fotorreceptores en la retinosis pigmentaria, la aparición de nuevas estrategias terapéuticas 

que favorezcan las vías de supervivencia de los fotorreceptores o prevengan del inicio de los 

mecanismos de la muerte celular en los mismos, mediante el uso de antioxidantes, 

neuroesteroides y/u otros fármacos, está adquiriendo hoy en día mayor protagonismo.  

Conocidos todos estos antecedentes, las hipótesis que se proponen  son:   

Hipótesis 1. El uso del ácido lipoico y la progesterona aplicados como tratamiento preventivo 

frente a la degeneración retiniana, es capaz de disminuir el estrés oxidativo y como 

consecuencia, aumentar la supervivencia de los fotorreceptores. 

Hipótesis 2. La terapia combinada del ácido lipoico y progesterona puede fortalecer las vías de 

supervivencia ofreciendo mejores resultados y más beneficiosos que cada una de ellas por 

separado. 
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Por todo ello en este proyecto se plantearon los siguientes objetivos: 

1.- Estudia el posible efecto terapéutico de la administración oral de ácido lipoico, 

progesterona y su combinación, en la retina de un modelo animal de retinosis pigmentaria, el  

ratón rd1, y sus correspondientes controles.  

    1.1.- Evaluar in vivo los efectos de la administración de un tratamiento con ácido  

    lipoico,  progesterona y la combinación  de ambas, mediante la utilización de la técnica  

    TUNEL para la determinación de la muerte celular de los fotorreceptores.  

 1.2.- Estudiar in vivo el posible efecto antinflamatorio del ácido lipoico, la progesterona 

 y su combinación, mediante la determinación de la expresión de proteína fibrilar ácida 

 en los animales control y rd1 con y sin tratamiento. 

 1.3.- Analizar in vivo el efecto del ácido lipoico y/o la progesterona en la retina de 

 ratones control y rd1 a día post-natal 11, sobre la actividad de la enzima glutamato 

 cisteína ligasa, en concreto de la actividad de su unidad catalítica. 

2.- Estudiar in vitro el posible efecto protector del ácido lipoico y de la progesterona ante un 

daño oxidativo inducido en células ARPE-19. 

  2.1. Determinar la dosis óptima de peróxido de hidrógeno, que se utilizará para inducir 

un estrés oxidativo en un cultivo de células ARPE-19. 

  2.2 Estudiar el posible efecto tóxico del ácido lipoico y la progesterona sobre las células 

   ARPE-19. 

2.3. Evaluar el efecto del tratamiento preventivo de diferentes concentraciones de 

ácido lipoico y de progesterona ante un daño oxidativo inducido con peróxido de 

hidrogeno en células ARPE-19. 

  2.4. Evaluar el papel protector del ácido lipoico y la progesterona ante la 

 inducción de un  daño oxidativo en un cultivo de células ARPE-19, cuando el daño 

 oxidativo se induce al mismo tiempo que la aplicación de ácido lipoico o progesterona. 

3.- Determinar la capacidad antioxidante total del ácido lipoico y la progesterona, así como la 

de sus metabolitos más importantes (ácido dihidrolipoico; alopregnenola y estradiol 

respectivamente) mediante la medicion de la absorbancia del cromóforo CUPRAC. 
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4.- Evaluar mediante topología molecular el poder antioxidante de cada una de las moléculas 

de estudio, el ácido lipoico y la progesterona, comparándolas con sus metabolitos, ácido 

dihidrolipoico; alopregnenola y estradiol respectivamente, basándose en una función 

discriminante que permite evaluar la actividad antioxidante de una molécula, teniendo en 

cuenta únicamente su estructura molecular. 
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1.- EXPERIMENTOS IN VIVO 

  1.1.- Tratamiento y manejo de los animales de experimentación 

La especie de experimentación empleada en el presente trabajo ha sido el ratón (Mus 

musculus, L.). En concreto, hemos empleado la línea de ratones rd1/rd1, los cuales poseen una 

mutación en el gen que codifica la subunidad β de la fosforiesterasa 6 (PDE6β) (Farber D.B. et 

al., 1994) y los ratones C3H (wild type, wt).  

 Los ratones que se han empleado para el desarrollo de este trabajo, han sido una donación 

del Dr. Theo Van Veen, de la Universidad de Lund (Suecia). 

 1.1.1.- Condiciones de estabulación 

La estabulación se realizó en las instalaciones de la unidad de investigación del departamento 

de Ciencias Biomédicas de la Universidad CEU-Cardenal Herrera. 

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 08:00 a 20:00 horas 

en luz y de 20:00 a 08:00 horas en oscuridad. Durante su estabulación, los animales tuvieron 

libre acceso a agua y a una dieta estándar para pequeños animales de laboratorio, fabricada y 

distribuida por Harlan Ibérica S.L. (Barcelona, España). 

 1.1.2.- Manejo de los animales 

La manipulación y cuidado de los animales fue aprobada por el comité ético de la Universidad 

CEU-Cardenal Herrera (referencia 11/013) y de acuerdo con la “Declaración para el uso de los 

animales en investigación oftalmológica y de la visión”, elaborado por la asociación para la 

investigación en oftalmología y la visión (ARVO; Association for research in vision and 

ophthalmology). 

Se tuvo la precaución de evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. El 

número de animales se redujo al mínimo necesario para garantizar la fiabilidad de los 

resultados obtenidos. El sacrificio de los animales, se llevó a cabo mediante la técnica más 

incruenta, rápida e indolora y que, por otra parte no influyera en las variables consideradas en 

cada experimento, siguiendo así la regla de las 3R: reemplazo, reducción y refinamiento. La 

regla de las 3R tiene como objetivo reducir el impacto de las actividades científicas en el 

bienestar de los animales (Russell W.M & Burch R.L., 1959).  
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De forma general, estudios previos han detectado que la degeneración de los bastones en la 

retina de los ratones rd1 se produce de forma drástica a partir del día post-natal 11 durante la 

morfogénesis de los fotorreceptores. Se ha observado como en estos ratones a día post-natal 

21 los bastones están totalmente degenerados, al contrario que en los ratones control en los 

que a día post-natal 21 se produce el desarrollo completo de la morfología de los 

fotorreceptores en la retina (LaVail M.M. & Sidman R.L., 1974; Hauck S.M. et al., 2006; Paquet-

Durand F. et al., 2006; Assaf F. et al., 2015).   

Por lo tanto, la mayoría de las comparaciones en este estudio entre estos animales se llevaron 

a cabo a día post-natal 11 (PN11). El día del nacimiento fue considerado como día post-natal 0 

(PN0), las crías fueron sacrificadas por decapitación para los ensayos en el día post-natal 11 

(PN11). 

 1.2.- Diseño experimental 

 1.2.1.- Evaluación del papel neuroprotector del ácido lipoico, progesterona en la retina de 

ratones control y ratones rd1   

Para la evaluación del poder protector de los diferentes compuestos objeto de estudio, se 

realizó un total de 4 experimentos teniendo como base la administración por separado de 

ácido lipoico (Sigma-Aldrich, Madrid, España), y de progesterona (Sigma-Aldrich, Madrid, 

España), así como su administración conjunta, en ratones control y rd1. La finalidad de dichos 

experimentos fue la de estudiar el efecto de estas moléculas sobre la muerte de los 

fotorreceptores y el daño oxidativo. Los grupos establecidos fueron los siguientes: 

Grupo 1: ratones control y rd1 sin tratamiento: Estos ratones no fueron sometidos a ningún 

tratamiento con el fin de ser usados como control, sin embargo se les administró una dosis 

correspondiente de aceite de oliva vía oral en días alternos, siendo el primer día de 

tratamiento el día post-natal 7. Los ratones control y rd1 fueron sacrificados a día post-natal 

11. A su vez, los animales se distribuyeron de diferente manera según el estudio a realizar: 

para el estudio de muerte celular (TUNEL) se utilizó un tamaño muestral (n) n=6. Además, se 

recogieron muestras para realizar la inmunofluorescencia de GFAP (n=4) y GCLC (n=3)  también 

a día post-natal 11 

Grupo 2: ratones control y rd1 tratados con ácido lipoico (Sigma-Aldrich, Madrid, España): A 

los ratones rd1 y control se les administró por vía oral una dosis de 100 mg de ácido lipoico/kg 

peso, diluida en aceite de oliva. El tratamiento se administró en días alternos, siendo el primer 

día de tratamiento el día post-natal 7. Los ratones control y rd1 fueron sacrificados el día post-
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natal 11. Como en el grupo anterior los animales se distribuyeron según el estudio a realizar: 

para el estudio de muerte celular (TUNEL) se utilizó una n=6. Asimismo, se recogieron 

muestras para realizar la inmunofluorescencia de GFAP (n=3) y GCLC (n=3) también a día post-

natal 11. 

Grupo 3: ratones control y rd1 tratados con progesterona: Se administró oralmente una dosis 

de progesterona (Sigma-Aldrich, Madrid, España) de 100 mg/kg peso diluida en aceite de oliva, 

a ratones control y rd1. El tratamiento se dio en días alternos, siendo el primer día de 

tratamiento el día post-natal  7, los ratones fueron sacrificados el día post-natal 11. Como en el 

grupo anterior los animales se distribuyeron según el estudio a realizar: para el estudio de 

muerte celular (TUNEL) se utilizó una n=6. En este grupo como en los anteriores también se 

recogieron muestras para realizar la inmunofluorescencia de GFAP (n=3) y GCLC (n=3) también 

a día post-natal 11. 

Grupo 4: ratones control y rd1 tratados con ácido lipoico y progesterona: Se administró 

oralmente una dosis combinada de ácido lipoico 100 mg/kg y de progesterona 100 mg/kg 

diluida en aceite de oliva, a ratones rd1 y control. El tratamiento se dio en días alternos, siendo 

el primer día de tratamiento el día post-natal 7, los ratones fueron sacrificados el día post-

natal 11. Como en el grupo anterior los animales se distribuyeron según el estudio a realizar: 

para el estudio de muerte celular (TUNEL) se utilizó una n=6. Además, se recogieron muestras 

para realizar la inmunofluorescencia de GFAP (n=3) y GCLC (n=3) también a día post-natal 11. 

 1.2.2.- Tratamiento con ácido lipoico, progesterona y tratamiento combinado de ácido 

 lipoico y progesterona  

El día del nacimiento fue considerado el día post-natal 0 (PN0). De este modo, se eligió el día 

post-natal 7 como el día de inicio para el tratamiento con ácido lipoico (Sigma-Aldrich, Madrid, 

España), con progesterona (Sigma-Aldrich, Madrid, España) y con la combinación de ambos. El 

tratamiento fue suministrado por vía oral, tanto a los ratones control como a los rd1, a una 

dosis establecida de 100 mg/kg diluida en aceite de oliva. Esta misma dosis fue suministrada 

en los días posteriores, día post-natal 7, día post-natal 9 y a día post-natal 11, siendo el día 

post-natal 11 el último día de tratamiento, y procediéndose al sacrificio de los ratones al 

menos 8 horas después de la administración de la  última dosis del tratamiento (Figura 17). 
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Figura 17.- Diseño experimental para el tratamiento con ácido lipoico, progesterona y/o la 

combinación de ambos, de los ratones control y rd1. Se indican con flechas los días a los que 

se da el tratamiento a los ratones, la última dosis de  estos y el día de sacrificio de los animales. 

1.3.- Obtención y procesado de muestras 

Al final de cada  experimento, los animales a día post-natal 11 fueron sacrificados mediante 

dislocación cervical. En función del tipo de determinación que se fuera a realizar las muestras 

se obtuvieron y se procesaron  de formas diferentes. 

 1.3.1.- Estudios inmunohistoquímicos 

Los globos oculares fueron fijados, crioprotegidos y crioseccionados. Para ello, se realizó la 

extracción de los globos oculares a día post-natal 11 y se fijaron por inmersión en una solución 

de paraformaldehído al 4% durante 2 horas, después se realizaron 3 lavados con tampón 

fosfato salino a 0,1 M pH 7,2 (phosphate buffer saline, PBS) durante 10 minutos cada lavado, y 

finalmente se crioprotegieron usando PBS-sacarosa en concentraciones crecientes de sacarosa 

(10-20-30%) a 4 ºC. 

Se realizaron secciones de 8 μm en un criostato Leica CM 1850 UV Ag protect (Leica 

Microsistemas S.L.U., Barcelona, España), sobre portas Menzel-Gläser superfrost ®plus 

(Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Alemania) y se almacenaron a -20 ºC hasta su 

utilización. 
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 1.4.- Procedimientos y técnicas 

 1.4.1.- Detección mediante la técnica de marcaje con la técnica TUNEL 

- Fundamento del método 

Durante el proceso de apoptosis, en la célula sucede una fragmentación del ADN de doble 

hebra por parte de una endonucleasa interna. Como derivados de esta fragmentación 

aparecen fragmentos de ADN de bajo peso molecular (mono y oligonucleosomas) así como 

roturas en la cadena sencilla de ADN que da lugar a fragmentos de ADN de alto peso 

molecular. Estas últimas, se pueden detectar gracias a la existencia del extremo 3’-OH terminal 

que queda libre y se puede marcar con nucleótidos modificados, todo ello sucede gracias a la 

enzima transferasa desoxinucleotidil terminal, dicha enzima cataliza la polimerización de los 

nucleótidos marcados con fluoresceína que se unen a los extremos 3’-OH libres. 

Aunque en un primer momento se creía que la técnica de TUNEL detectaba solo apoptosis 

(Gavrieli Y. et al., 1992), posteriormente se ha demostrado que también marca diversos tipos 

de muerte celular como la necrosis (Grasl-Kraupp B. et al., 1995). 

- Soluciones y reactivos empleados: 

- Tampón fosfato salino (Phosphate buffer saline) PBS 0, 01 M pH 7, 2. 

 - PBS con seroalbúmina bovina al 1% (BSA; bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich, Madrid,     

España) y con TritónTM X-100 al 0,3% (Sigma-Aldrich, Madrid, España). 

- Solución de bloqueo: suero de cabra diluido al 5% (NGS; normal goat serum (Laboratorios                                                                              

Vector, Burlingame, EEUU) en PBS-BSA 1%-Tritón 0,3%. 

 - Vectashield con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; 4',6-diamidino-2phenylindole) 

(Laboratorio Vector, Burlingame, EEUU)   

- Procedimiento experimental: 

Primero se atemperan los cortes a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

Tras esto, se rehidratan 3 veces durante 5 minutos por lavado con PBS 0,01 M PH 7,2. El 

bloqueo de uniones inespecíficas se realiza con la solución de bloqueo durante 1 hora.               

A continuación, se lavan los cortes 3 veces con PBS 0,01 M pH 7,2 durante 5 minutos por 

lavado, y posteriormente, se incuban con la solución TUNEL, la cual es una técnica de marcaje 

con la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal con biotina-dUTP (terminal 
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deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling, TUNEL), durante 1 hora a 37 ºC 

(en estufa) y en oscuridad. Finalmente, tras 3 lavados de 5 minutos con PBS 0,01 M pH 7,2 se 

montan los cortes con medio de montaje Vectashield con DAPI para su visualización en el 

microscopio de fluorescencia. 

- Contaje celular al microscopio: 

Para analizar el marcaje de células TUNEL positivas en los cortes de retina, se tomaron 

imágenes con la cámara Nikon DS-Fi1 unida a un microscopio Leica DM 2000, con el programa 

Leica application Suite versión 2.7.0 R1 (Leica Microsistemas S.L.U., Barcelona, España). 

 Para el estudio de la pérdida de los fotorreceptores, a lo largo del tiempo y entre diferentes 

tratamientos, se requiere de la observación y contaje del número de células TUNEL positivas 

en cada una de las zonas de la retina en al menos tres cortes de ojo por animal.  Por ello, 

debido a que la desaparición de los fotorreceptores tiene lugar de manera distinta en función 

de la zona de la retina, para los contajes, esta se dividió en 6 secciones (Figura 18): 2 secciones 

centrales (I a y b) correspondientes a las zonas anejas al nervio óptico, 2 periferias centrales (II 

a y b) y 2 periferias lejanas (III a y b). El contaje se realizó manualmente a un aumento de 20 X. 

Las imágenes se procesaron con el programa informático Adobe Photoshop CS5. 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.- Representación gráfica de las zonas de contaje  para el estudio del número de 

filas de fotorreceptores. Secciones: I a y b: zona centro; II a y b: periferia central; III a y b: 

periferia lejana. 

Las células TUNEL positivas se contaron manualmente en la capa nuclear externa de las zonas 

de la retina ya descritas anteriormente; zonas centrales de la retina, periferias centrales y 

periferias lejanas. Se contaron las células TUNEL positivas de 3 cortes de retina por animal de 

cada grupo. Los contajes se realizaron a aumento de 20 X y el número de células se refirió al 

área de la  capa nuclear extrerna en que se había realizado el contaje. 
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 1.4.2.- Detecciones por inmunofluorescencia 

- Fundamento del método: 

Esta técnica se basa en la detección de proteínas o péptidos, gracias a la especificidad del 

reconocimiento antígeno-anticuerpo. Tras el bloqueo de las posibles uniones inespecíficas en 

el tejido, se emplea un anticuerpo primario que se une a la diana proteica de interés, 

posteriormente se añade el anticuerpo secundario que reconocerá específicamente al 

anticuerpo primario. A su vez, el anticuerpo secundario lleva unido un fluoróforo que emite 

fluorescencia a una longitud de onda específica y que será detectado por el microscopio de 

fluorescencia. 

- Soluciones y reactivos empleados: 

 -  Tampón fosfato salino PBS 0,01 M pH 7,2. 

 -  PBS con seroalbúmina bovina al 1% (BSA; bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich, Madrid,  

 España) y con TritónTM X-100 al 0,3% (Sigma-Aldrich, Madrid, España). 

 - Solución de bloqueo: suero de cabra diluido al 5% (NGS; normal goat serum) 

 (Laboratorios Vector, Burlingame, EEUU.) en PBS-BSA 1%-Tritón 0,3%. 

. - Vectashield con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; 4',6-diamidino-2-phenylindole) 

 (Laboratorios Vector, Burlingame, EE.UU). 

- Procedimiento experimental: 

Primero, se atemperan los cortes a temperatura ambiente durante 15 minutos. 

Seguidamente, se rehidratan 3 veces durante 10 minutos por lavado, con PBS-BSA 1%-Tritón 

0,3%. El bloqueo de uniones inespecíficas se realiza con la solución de bloqueo durante 1 hora 

y se procede a la incubación con el anticuerpo primario (Tabla 2), diluido en solución de 

bloqueo, la incubación tiene lugar durante toda la noche a 4 ºC. 

Al día siguiente, se lavan los cortes 3 veces con PBS 0,01 M pH 7,2 durante 10 minutos por 

cada lavado, posteriormente, se incuba con el anticuerpo secundario diluido en PBS 0,01 M pH 

7,2 durante 1 hora en oscuridad. Finalmente, tras 3 lavados de 10 minutos con PBS 0,01 M pH 

7,2 se montan los cortes con medio de montaje Vectashield con DAPI para su visualización en 

el microscopio de fluorescencia. 
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Tabla 2.- Lista de anticuerpos utilizados para técnicas de inmunofluorescencia. Se detallan su 

nombre comercial completo, la dilución a la que se ha usado, la descripción de la especie 

donde se ha producido, la casa comercial y su referencia en el catálogo. 

- Contaje celular al microscopio: 

Para analizar el marcaje de los anticuerpos en los cortes de retina, se tomaron imágenes con la 

cámara Nikon DS-Fi1 unida a un microscopio Leica DM 2000, con el programa Leica application 

Suite versión 2.7.0 R1  (Leica Microsistemas S.L.U., Barcelona, España). 

Se tomaron imágenes representativas de las secciones centrales de la retina, de las periferias 

centrales así como de las periferias lejanas, todo ello a un aumento de 20 X. Posteriormente, 

para el análisis de la proteína acida fibrilar glial (GFAP) se midió en toda la retina el porcentaje 

de área ocupada por el marcaje correspondiente al anticuerpo. Para ello, se realizaron 

mediciones en 3 retinas por porta, en cada una de las 6 zonas de la retina citadas 

anteriormente. Para la de detección de la enzima glutamato cisteína ligasa catalitica (GCLC) 

(Abcam, Cambridge, Inglaterra) al igual que con GFAP, se midió en toda la retina el porcentaje 

de área ocupada por el marcaje correspondiente al anticuerpo. Para ello, se realizaron 

mediciones en 3 retinas por porta,  pero en este caso solo se analizaron 3 zonas (I a, II a y III a) 

de la retina. Dichas medidas se realizaron con el programa de procesamiento de imágenes 

Image J 1.45s.  

 
Anticuerpo Nombre Descripción Dilución 

Casa 

comercial 
Referencia 

PRIMARIO 

GFAP 
Proteína acida  

fibrilar glial 

Policlonal 

de conejo 
1:500 

Dako 

Cytomation, 

Glostrup, 

Dinamarca 

Z0334 

GCLC 

Glutamato 

cisteínaligasa 

catalítica 

Policlonal 

de conejo 
1:200 

Abcam, 

Cambridge, 

Inglaterra 

ab53179 

SECUNDARIO 
Alexa Fluor 

®488 

Cabra 

anticonejo IgG 

(H+L) 

Policlonal 

de cabra 
1:200 

Invitrogen,Life 

technologies,  

Madrid, 

España 

A11008 
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 1.5.- Tratamiento estadístico de los resultados  

Para el análisis estadístico de los resultados se ha usado el paquete estadístico SPSS versión 15. 

Los resultados se muestran como las medias ± el error estándar de la media en cada uno de los 

grupos. Se ha establecido un intervalo de confianza del 95% para el estudio de la 

significatividad, considerando significativos los datos cuando el p-valor era menor a 0,05 

(p<0,05) para todos los estudios del presente trabajo. 

En el estudio de la muerte celular (TUNEL), la expresión de GFAP y de GCLC tras realizar la 

comprobación de la normalidad con el test de normalidad Kolmogorov-Smirnov y la 

variabilidad de varianzas con la prueba de Levene, realizamos el test ANOVA de una vía con el 

post-hoc Fisher’s LSD test o el de Games-Howell 

2.- EXPERIMENTOS IN VITRO  

 2.1.- Diseño experimental 

 2.1.1.- Inducción de estrés oxidativo a células ARPE-19 mediante peróxido de hidrógeno 

Una vez las células ARPE-19 adquieren la confluencia necesaria para la realización de los 

experimentos, les sometimos a diferentes concentraciones de peróxido de hidrogeno (Sigma-

Aldrich, Poole, UK) (0 μM, 250 μM, 500 μM, 750 μM y 1000 μM) con el fin de determinar la 

viabilidad celular tras la inducción de estrés oxidativo.  

El H2O2 fue disuelto en agua bidestilada esterilizada (89,8 µL de agua bidestilada + 10,2 µL de 

H2O2). 

 2.1.2.- Pre-tratamiento y co-incubación de células ARPE-19 con ácido lipoico y 

 progesterona 

Al alcanzar la confluencia necesaria, a las células ARPE-19 se les administración diferentes 

concentraciones tanto de progesterona como de ácido lipoico. Ambos fueron disueltos en 

dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, Poole, UK) para su administración. 

Se llevaron a cabo dos tipos de experimentos para evaluar el poder protector del ácido lipoico 

(Sigma-Aldrich, Poole, UK) (n= 4) y de la progesterona (n= 6) (Sigma-Aldrich, Poole, UK): 

1) Pre-tratamiento: 24 horas antes de la inducción de estrés oxidativo mediante la adición de 

500 µM de H2O2, se trató a las células con diferentes concentraciones de progesterona o ácido 

lipoico. La supervivencia celular se midió 24 horas después de la inducción del estrés oxidativo 
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mediante el método 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil) 2H 

tetrazolio (MTS) (Figura 19) 

 

 

 

 

 

Figura 19.- Diseño experimental del método de pre-tratamiento con ácido lipoico o 

progesterona. Las células ARPE-19 24h antes de la inducción del daño oxidativo son tratadas 

con ácido lipoico o progesterona. Tras 24h de incubación de las células con el peróxido de 

hidrógeno, se mide la viabilidad celular de las mismas  mediante el método MTS. SF: serum 

free; medio sin suero. 

Inicio: Se retira el medio 10% FBS-Pen/Strep-Gln (fetal bovine serum, FBS), suero fetal 

bovino-penicilina/estreptomicina-glutamina) en el que las células han estado incubadas 

para crecimiento durante 3 días a 37ºC.  

 Tratamiento: 24 horas después se retira el medio sin suero y se pre-tratan las células con 

 diferentes concentraciones de ácido lipoico (0 μM, 500 μM, 1000 μM y 2000 μM) y   

 progesterona (0 μM, 10 μM, 20 μM, 50 μM y 100 μM). En cada uno de los pocillos  se 

 añadió 150 µL de cada una de las concentraciones de ácido lipoico o progesterona y se 

 dejó incubar durante 24 horas en una estufa a 37ºC. 

Inducción de estrés oxidativo: Tras 24 horas se retira el tratamiento y se añade 150 µL de 

H2O2 a cada uno de los pocillos correspondiente. Se incuban durante 24horas en una estufa 

a 37ºC. 

 Medida de la viabilidad celular: Tras 24 horas se retira el H2O2. Se procede a la medida 

 de la viabilidad celular mediante el método MTS. 

2) Co-Incubación: Para el estudio de la viabilidad celular de las células ARPE-19 después de 24 

horas de la incubación conjunta de ácido lipoico o progesterona con 500 µM de H202. La 

viabilidad celular fue medida 24 horas después de dicha co-incubación mediante el método 

MTS (figura 20). 

Inicio Tratamiento 500 µM de H
2
O

2
 Método MTS  

24h 
37º  

24h 
37º  

3 días con SF 
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Inicio Co- incubación Método MTS  

24h 
37º  

 

 

 

    

 

Figura 20.- Diseño experimental del método de co-incubación con ácido lipoico o 

progesterona. A Las células ARPE-19 se les administra de manera conjunta ácido lipoico o 

progesterona con 500 µM de H2O2. Tras 24h de incubación conjunta, se mide la viabilidad 

celular de las mismas  mediante el método MTS.  

 Inicio: Se retira el medio 10% FBS-Pen/Strep-Gln, suero fetal bovino 

 penicilina/estreptomicina-glutamina) en el que las células han estado incubadas para 

 crecimiento durante 3 días a 37ºC.  

 Co-incubación: 24 horas después se retira el medio sin suero y se co-incuban las células con 

 ácido lipoico o progesterona y 500 µM de H2O2 en una proporción 1:100 (999 µL de 500 µM 

 de H2O2 y 1 µL de las diferentes concentraciones de ácido lipoico (0 μM, 500 μM, 1000 

 μM y 2000 μM) y progesterona (0 μM, 10 μM, 20 μM, 50 μM, 100 μM y 200 μM). Se 

 añade 150 µL de cada una de las concentraciones a los pocillos correspondientes y se deja 

 incubar durante 24 horas en una estufa a 37ºC. 

 Medida de la viabilidad celular: Tras 24 horas se retira el H2O2. Se procede a la medida de la 

 viabilidad celular mediante el método MTS. 

 2.2.- Obtención y  procesado de muestras 

 2.2.1.- Obtención de células ARPE-19 

ARPE-19 es una línea celular de epitelio de pigmento retinal (RPE), la cual apareció de manera 

espontánea en 1986 derivada de unos ojos normales de un ser humano varón de 19 años de 

edad que murió de un trauma craneal en un accidente automovilístico. Las células ARPE-19 

forman monocapas estables, las cuales exhiben polaridad morfológica y funcional. 

Las células ARPE-19, donación del laboratorio de Julie Sanderson (University of East Anglia, 

Norwich), están almacenadas en nitrógeno líquido hasta su uso en viales. Para su 

descongelación se incubó en una estufa a 37ºC. A continuación las células ARPE-19 se 

3 días con SF 
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cultivaron en medio de crecimiento completo con un ratio de 1:1 medio Dulbecco's eagle 

medium and Ham's F12 medium suplementado con 10% de FBS, 1% de Pen/Strep y 2mM de 

una solución de Gln, y se dejaron incubar en una estufa a 37ºC en un 5% de CO2. Las células 

crecieron en matraces de T75 (flask-T75) durante 3 días hasta que  las células ocuparon toda la 

superficie disponible, es decir, cuando alcanzaron la confluencia.  

Durante la confluencia, las células establecen contactos entre ellas que inhiben su 

proliferación y el crecimiento se detiene. Por eso, al cabo de un tiempo hay que transplantar 

las células a un nuevo soporte. Esta operación se denomina subcultivo o pase. Para subcultivar, 

se eliminó el medio gastado, y las células ARPE-19 se lavaron con una solución de tripsina al 

0,05%, y se eliminó la tripsina. Se añade uno o dos ml de solución de tripsina adicional  hasta 

que las células ARPE-19 se desenganchen completamente.  

A la vez que se realizaban los pases, se realizaba un recuento celular para determinar el 

número de células que había en cada flask mediante la cámara de Neubauer. Los cultivos de 

células diferenciadas se mantuvieron hasta 8-10 pases. En el momento en que se obtuvo la 

densidad celular requerida, se establecieron las condiciones óptimas de cultivo para el 

experimento. Se cultivaron las células en placas de 96 pocillos a una densidad de 3.000 

células/pocillo con un medio suplementado con FBS al 10%, Pen/Strep al 1% y Gln a 2 mM 

durante 24 horas.  

 2.3.- Procedimientos y técnicas 

 2.3.1.- Cultivo de células ARPE-19 

 - Fundamento del método: 

Se realiza el cultivo de las células ARPE-19 que son una línea celular diploide del epitelio 

pigmentario de la retina (EPR) no transformada (Dunn K.C. et al., 1996), e inducimos un estrés 

oxidativo a las células mediante la aplicación de H2O2 a diferentes concentraciones.             

 - Soluciones y reactivos empleados: 

 - Serum-free Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)/HamF12 (Gibco Invitrogen, 

 Paisley, UK)  

        - Suero fetal bovino (FBS; fetal bovine serum) (Gibco Invitrogen, Paisley, UK)  

 - Glutamina (Gln) (Gibco Invitrogen, Paisley, UK) 
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 - Penicilina-estreptomicina (Pen/Strep) (Gibco Invitrogen, Paisley, UK). 

 - Tripsina 0,05% (Gibco Invitrogen, Paisley, UK) 

 - Peróxido de hidrógeno (H2O2) (Sigma-Aldrich, Poole, UK) 

 - Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) (Gibco Invitrogen, Paisley, UK) 

 - Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, Poole, UK). 

 - Procedimiento experimental: 

Las células ARPE-19, se cultivaron a una densidad alta (alrededor de 200.000-582.500 

células/cm2) en flask T75 y se mantuvieron en cultivo a temperatura de 37ºC y a una 

concentración del 5% de CO2; se tripsinizan cuando están confluentes en la placa y para los 

cultivos de células diferenciadas se mantienen hasta 8-10 pases. En el momento en que se 

obtiene la densidad celular requerida, se establecen las condiciones óptimas de cultivo para el 

experimento. Para que las células se adhieran, se cultivan las células en placas de 96 pocillos a 

una densidad de 3.000 células/pocillo con un medio suplementado con FBS al 10%, Pen/Strep 

al 1% y Gln a 2 mM durante 24 horas.  

 2.3.2.- Determinación de la viabilidad celular mediante la técnica del  MTS  

 - Fundamento del método 

Muchos ensayos biológicos requieren medir la supervivencia y/o la proliferación de las células 

de mamífero, esto puede lograrse por varios métodos. El  ensayo de proliferación celular es un 

método colorimétrico que se utiliza para  determinar el número de células viables en ensayos 

de proliferación o citotoxicidad, en concreto  en este trabajo utilizamos  el método MTS ( 3-

[4,5-dimethiltiazol-2-il]-5-(3-carboximethoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio).  

El compuesto de tetrazolio MTS es biorreducido por las células a un producto llamado 

formazan, el cual  es coloreado y soluble en medio de cultivo tisular, dicho  producto tiene un 

máximo de absorbancia a 490-500 nm en solución salina tamponada con fosfato. Esta 

conversión se lleva a cabo presumiblemente por NADPH o NADH producido por enzimas 

deshidrogenasa en células metabólicamente activas (Figura 21). El ensayo MTS se describe a 

menudo como un ensayo MTT “de un solo paso", que ofrece la oportunidad de añadir el 

reactivo directamente al cultivo celular sin los pasos necesarios intermitentes en el ensayo de 

MTT. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazán producido y puede 

cuantificarse por espectrofotometría (Park D. et al., 2010). 
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Figura 21.- Estructuras de MTS tetrazolio y su derivado formazán.  El componente MTS es 

bioreducido por las células dando lugar a un producto soluble coloreado denominado 

formazán que es soluble en el medio. Imagen adaptada de http:// 

www.promega.com/~/media/files/resources/protocols/. 

 2.4.- Tratamiento estadístico de los resultados  

Al igual que para  los experimentos in vivo para el análisis estadístico de  estos experimentos, 

se ha usado el paquete estadístico SPSS versión 15. Los resultados se muestran como las 

medias ± el error estándar de la media en cada uno de los grupos. Se ha establecido un 

intervalo de confianza del 95% para el estudio de la significatividad, considerando significativos 

los datos cuando el p-valor era menor a 0,05 (p<0,05) para todos los estudios del presente 

trabajo. 

Para el estudio de la viabilidad celular del cultivo de las células ARPE -19 se ha utilizado el 

análisis de varianza ANOVA. En donde, el primer factor ha sido la concentración de H2O2 (0 μM, 

500 μM y 750 μM) / ácido lipoico (0 μM, 500 μM,  1000 μM y 2000 μM / Laboratorios Vector, 

Burlingame, EEUU) progesterona (0 μM, 10 μM, 20 μM, 50 μM, 100 μM y 200 μM) y la variable 

dependiente ha sido los datos obtenidos del método MTS (% de viabilidad celular respecto a el 

control). Al igual que anteriormente, se estudió la normalidad y la homogeneidad de varianza 

mediante los test correspondientes. Los test post-hoc elegidos dependieron del resultado de la 

prueba de Levene. 

 

http://www.promega.com/~/media/files/resources/protocols/
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3.- ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE A NIVEL MOLECULAR 

El sistema amortiguador antioxidante puede ser evaluado indirectamente como capacidad 

antioxidante total. Este parámetro puede ofrecer una idea de cómo se encuentra el conjunto 

de la respuesta antioxidante ante cada agresor oxidativo en cada sistema. Las técnicas 

desarrolladas para medir la capacidad antioxidante total de las muestras biológicas valoran la 

habilidad de los compuestos antioxidantes (donantes de un hidrógeno o un electrón) 

presentes en el fluido o célula, para reducir las especies oxidantes introducidas (iniciador) en el 

sistema de ensayo, por lo que son, en general, clasificados como métodos de inhibición 

directos o indirectos del poder oxidante de una molécula estándar determinada que es el 

iniciador. 

Para evaluar la capacidad antioxidante de nuestras moléculas, determinamos la capacidad 

antioxidante total mediante el método modificado de CUPRAC (cupric reducing antioxidant 

capacity). Además, se realizó un análisis topográfico de cada una de las moléculas de estudio y 

sus metabolitos, basándonos en la función lineal discriminante obtenida de la tesis doctoral 

del Dr. Carlos Casanova.  

    a)  Evaluación de la capacidad antioxidante total. Método CUPRAC 

El método CUPRAC se basa en la medición de la absorbancia del cromóforo CUPRAC. Este 

ensayo mide la capacidad antioxidante reductora de los antioxidantes de la muestra. Se utiliza 

la neocuproína y se basa en una reducción cúprica de Cu (II) a Cu (I) por la acción del agente 

oxidante cromogénico.  

 b) Topografía Molecular 

El presente estudio se realiza a patir de las investigaciones realizadas por el Dr. Carlos 

Casanova. En cuya tesis estudió  un grupo de compuestos con sin actividad antioxidante y otro 

grupo de compuestos con una clara actividad antioxidante reconocida y contrastada con el fin 

de seleccionar a través del análisis lineal discriminante, aquellas características que le 

permitieran clasificar a los compuestos según presenten o no dicha actividad. Determinando 

mediante una función discriminante si esa molécula de estudio poseía actividad antioxidante 

perse o no. 

Para ello, realizó una búsqueda guiada, basada en el modelo, de nuevas moléculas con esta 

actividad antioxidante, en una librería o base de datos molecular. A continuación,  buscó en los 
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principios activos comercializados en España en enero de 2013, lo que le permitió encontrar 

una nueva actividad biológica de la principal o inicialmente descrita en algunas moléculas.  

A posteriori, utilizó la herramienta en internet ChEBI (Chemical Entities of Biological Interest), 

diccionario gratuito de entidades moleculares centrado en compuestos químicos “pequeños”. 

ChEBI forma parte de The European Bioinformatics Institute (EBI), que depende de The 

European Molecular Biology Laboratory (EMBL), una organización intergubernamental sin fines 

lucrativos fundada en 1980 con sede actual en Welcome Trust Genome Campus en Hixton, 

Cambridge (Reino Unido). 

Esta herramienta dispone también de la posibilidad de agrupar conjuntos de moléculas según 

patrones de actividad. Por tanto, permite de una forma sencilla y eficaz acceder a un gran 

número de moléculas con la actividad antioxidante deseada. Seleccionó un número amplio de 

compuestos y descartó aquellos compuestos que eran estructuralmente similares, y otros 

compuestos que se utilizan como principios activos en la terapéutica, y se les haya descrito 

actividad antioxidante recientemente.  

Con todo ello, obtuvó una función discriminante a partir de la estructura química de cada una 

de las moléculas estudiadas. De dicho trabajo se dedujo que aunquellas  moléculas que en la 

función discriminante presentaran un valor superior a +1 se les consideran que poseen 

actividad antioxidante reconocida, mientras que aquellas moléculas cuyo rango es -1 se 

consideran sin actividad antioxidante reconocida. Mediante este método podremos 

comprobar si nuestras moléculas de estudio perse presentan capacidad antioxidante o no en 

función de su estructura molecular.   

3.1.- Evaluación de la capacidad antioxidante total mediante el método de 

 medición de la capacidad antioxidante-reductor de ion cúprico  

-Fundamento del método 

Este método tiene como fundamento el análisis de la intensidad de corriente obtenida al 

oxidar al complejo cobre (I)-neocuproina, Cu (II), obteniendo de esta manera datos 

relacionados con la concentración de los antioxidantes como hemosexplicado anteriormente 

(Harris J., 2004) (Figura 22) .  
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Figura 22.- Principio químico del método la evaluación de la capacidad antioxidante reductor 

de ion cúprico (adaptado de Huang C. et al., 2005). 

La medida de la capacidad antioxidante de las muestras a través del método CUPRAC se basó 

en una versión modificada del procedimiento experimental propuesto por Apak R. et al., 

(2004). 

- Soluciones y reactivos empleados: 

  - Cloruro de cobre (II) (Panreac, Barcelona, España), 

  - Neocuprina (Sigma-Aldrich, Madrid, España). 

  - Acetato amónico 1 M (Panreac, Barcelona, España) 

  - Ácido gálico (Panreac, Barcelona, España) 

  - DMSO (Scharlau Chemic S.L, Barcelona, España) 

Los reactivos utilizados en el método CUPRAC se prepararon el mismo día del análisis a partir 

de volúmenes equivalentes (1:1:1) de una disolución acuosa de Cu (II) 10 mM, de una solución 

de neocuproína 7.5 mM en EtOH 96% y de tampón acetato de amonio (1 M, pH 7). A partir de 

una concentración conocida de 5 mM de cada una de las moléculas de estudio, ácido lipoico 

(Sigma-Aldrich, Madrid, España), progesterona (Sigma-Aldrich, Madrid, España), sus 

correspondientes metabolitos activos (debido a su gran importancia biológica), el ácido 

dihidrolipoico (Sigma-Aldrich, Madrid, España), alopregnanolona (Sigma-Aldrich, Madrid, 

España), y 17-β-estradiol (Sigma-Aldrich, Madrid, España). Además utilizamos el  ácido 

ascórbico (Vitamina C) (Cofares, Madrid, España) como control positivo. La recta patrón se 

realizó a diferentes concentraciones conocidas de ácido gálico. 

Medimos la capacidad antioxidante de todos ellos, a diferentes concentraciones: 5 mM,                       

2,5 mM, 1,25 mM y 0,625 mM. Tras una incubación a 25 ºC durante 1 hora, se leyó la 
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absorbancia mediante espectrofotómetro, Genesys™ 20 (Thermo Scientific, Waltham, EE.UU.) 

a 450 nm.  

Por motivos de solubilidad de los compuestos, el disolvente elegido para preparar los patrones 

y las muestras ha sido el dimetilsulfóxido (DMSO) (Scharlau Chemic S.L, Barcelona, España)  

 3.2.-  Índices topológicos  

Un índice topológico o descriptor molecular es el resultado final de un cálculo lógico y 

matemático que transforma la información química codificada en una simbólica 

representación de la molécula, en un número útil o en un resultado de algún experimento 

normalizado (Todeschini et al., 2000).  

Por lo tanto, la finalidad de los índices topológicos es codificar información topológica sobre 

las moléculas de forma puramente numérica. Este formato facilita enormemente la búsqueda 

automatizada de moléculas con propiedades estructurales comunes y, por tanto, posibles 

candidatos a compartir propiedades químicas o farmacológicas deseadas. La relación entre 

grafos e índices topológicos no es unívoca, de manera que dado un índice topológico o un 

conjunto de ellos, en general no es posible identificar el grafo molecular correspondiente; esto 

es lo que se llama el problema de degeneración. Es esta degeneración, justamente, la que 

permite identificar grupos de moléculas con propiedades comunes mediante índices 

topológicos. El adjetivo ‘topológico’ hace referencia a que la información contenida en los 

índices es invariante respecto a propiedades ‘no esenciales’, como pueden ser la numeración 

de los nodos, las distancias reales entre átomos o todas aquellas distorsiones de la molécula 

que no modifiquen el grafo subyacente. 

La topología molecular se utiliza para encontrar relaciones cuantitativas entre una propiedad 

física, química o biológica y estructuras moleculares, basándose en la caracterización numérica 

de las mismas a través de unos índices o descriptores topológicos (Gálvez et al., 1995). Una vez 

calculados estos descriptores topológicos para los compuestos con la determinada actividad 

farmacológica se obtienen las funciones de predicción para cada uno de los compuestos 

activos, y las de clasificación que permiten discriminar entre compuestos activos e inactivos. A 

continuación se diseñan los modelos de actividad farmacológica, haciendo uso de las funciones  

seleccionadas, y se aplican a bases de datos moleculares para la selección de sustancias 

potencialmente activas. Los resultados obtenidos con las funciones de predicción informan 

que teóricamente presentan un buen perfil farmacológico, lo que nos induce a considerar a 

estas moléculas como posibles cabezas de serie para el diseño de nuevos fármacos (Mérida S. 



       MATERIAL Y MÉTODOS 

106 
 

et al., 2013;  tesis doctoral Carlos Casanova). La obtención de los ficheros .mol así como los 

pasos consiguientes hasta la obtención de la función discriminante fue realizada con 

anterioridad en la tesis doctoral del Dr. Carlos Casanova.  En el presente trabajo, se utilizó 

dicha función discriminante para determinar la capacidad antioxidante de nuestras moléculas 

de estudio. 

 a) Obtención de los archivos .mol  

Los índices topológicos se obtuvieron a partir de los ficheros o archivos .mol que proporciona 

la organización ChEBI de cada una de las moléculas de su base de datos.  

Los archivos formato .mol o MDL Molfile se utilizan para almacenar toda la información de la 

estructura molecular y ser utilizada en los sistemas software informático. Aparte de formato 

.mol, MDL Molfile también utiliza la extensión SDF. Se guardan todos los archivos .mol de las 

moléculas seleccionadas para posteriormente ser procesadas informáticamente.  

Como ejemplo, se presenta la estructura de la tiourea junto a su fichero Molfile (figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23.- Estructura química y fichero molfile de la tiourea  

 b) PaDEL-Descriptor  

Para el cálculo de los índices topológicos se utilizó el programa PaDEL-Descriptor, el cual 

calcula actualmente 1875 índices, de ellos, 1444 son índices uni- y bidimensionales y 431 

tridimensionales. Se calculan a partir de la CDK (Chemistry Development Kit), una librería 

científica que utiliza el lenguaje de programación Java.  
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PaDEL-Descriptor es un software de acceso libre y gratuito y forma parte del Pharmaceutical 

Data Exploration Laboratory (PaDEL). PaDEL fue iniciado en 2008 en el Departamento de 

Farmacia de la National University of Singapore (Yap C.W., 2011). 

  3.3.- Procesamiento de datos  

Cuando se obtuvieron los índices topograficos a través del programa PaDEL-Descriptor que 

describen la estructura de una molécula, el siguiente paso fue establecer una relación entre 

éstos y la actividad o propiedad estudiada de las moléculas.  

Se estudió esta relación a través del análisis lineal discriminante. Para realizar eln análisis 

discriminante se trabajó con  el programa estadístico IBM SPSS Statistics 19.  

 a) Análisis lineal discriminante  

El análisis lineal discriminante tiene sus orígenes en las formulaciones del cálculo de distancias 

entre grupos, primero por Karl Pearson (Karl P., 1920), quien propuso el término de 

“coeficiente de parecido racial” y más tarde por Mahalanobis (Mahalanobis L., 1930), cuyo 

nombre ha mantenido la medida de distancia entre grupos. A partir de estos trabajos, R.A. 

Fisher (Fisher R.A., 1936) introduce el término discriminación y da forma a la idea de 

combinación lineal de variables independientes para la discriminación de grupos. Desde ese 

momento, esta técnica se aplica a múltiples ámbitos disciplinares (Torrado-Fonseca M. & 

Berlanga-Silvente, V., 2013).  

El análisis discriminante se puede considerar como un análisis de regresión donde la variable 

dependiente es categórica y tiene como categorías la etiqueta de cada uno de los grupos, y las 

variables independientes son continuas y determinan a qué grupos pertenecen los objetos. Se 

pretende encontrar relaciones lineales entre las variables continuas que mejor discriminen en 

los grupos dados a los objetos.  

Es una técnica multivariante orientada fundamentalmente a lograr dos objetivos básicos: 

a) Explicar la influencia de un conjunto de variables cuantitativas sobre una variable 

cualitativa.  

b) Predecir la pertenencia de los sujetos u objetos a una de las categorías de la variable 

de agrupación a partir de los valores registrados en las variables predictivas. Se utiliza 

una ecuación denominada ‘función discriminante’ que expresa la combinación lineal de 

las variables predictivas (denominadas variables canónicas) (figura 24). 
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                X = las variables independientes  

              a0 = la constante  

               ap = los coeficientes de   

       discriminación  

Figura 24.- Función discriminante. La función discriminante para el análisis de los resultados, 

expresa la combinación lineal de las variables predictivas. 

 b) Procedimiento en SPSS  

SPSS permite realizar análisis lineal discriminante a pesar de no cumplir alguna de los 

supuestos anteriormente citados.  

Se introdujo como variable de agrupación la variable dependiente, esto es, la actividad 

antioxidante. Esta variable sólo puede tomar valores enteros, de tal manera que se indicó el 

valor máximo y el valor mínimo. Se introdujo la variable denominada “ANTIOX ACT” y se 

definieron los rangos como mínimo, el 0 (sin actividad antioxidante reconocida), y como 

máximo, el 1 (actividad antioxidante reconocida). 

El criterio para la selección de la mejor función discriminante esta basada en tres parámetros: 

- Comparación de los valores de autovalor, correlación canónica, λ de Wilks y chi-

cuadrado. 

- Determinación del porcentaje de moléculas correctamente clasificadas en el grupo de 

entrenamiento (activo y no activo). 

- Predicción de la clasificación de las moléculas del grupo test (activos y no activos). 

El programa SPSS realiza múltiples correlaciones y se selecciona aquella que presenta la mejor 

relación entre los tres parámetros anteriormente citados. 

Fueron seleccionaros 657 índices topológicos de 21 tipos distintos del programa PaDEL-

Descriptor para obtener la función lineal discriminante.  

Para realizar en análisis discriminante se trabajó con el programa estadísco IBM SPSS Statistics 

19 con el fin de conseguir unos resultados más completos.  

Y = a0 + a1* X1 + a2*X2+.....+ ap*Xp 
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En la tesis del Dr. Casanova  se utilizaron 91 moléculas con reconocida actividad antioxidante y 

98 sin dicha actividad previamente reconocida (grupo de entrenamiento) para obtener, 

mediante numerosos entrenamientos, la función lineal discriminante. Asimismo, se utilizaron 

21 moléculas con reconocida actividad antioxidante y 25 sin dicha actividad previamente 

reconocida (grupo test) para validar la función lineal discriminante. 

Como criterio de clasificación se eligieron como potenciales antioxidantes aquellas moléculas 

con valor de la función discriminante superior a cero. 

La función discriminante resultante obtenida fue: 

FD = 28,545 + 0,196C3SP2 + 0,402nHBd + 0,136nHdsCH + 0,115nsCH3 + 5,589nssSe + 

2,706minHsOH – 2,891minHssNH + 5,784mindS - 58,288ETA_EPSILON_3 – 10,584ETA_Psi_1 – 

0,202 nHBAcc + 1,364topoShape 

Los parámetros estadísticos (Autovalor: 4,082, Correlación canónica: 0,896, λ de Wilks: 0,197 y 

Chi-cuadrado de λ de Wilks: 293,45), junto a la concordancia de las predicciones, permiten 

validar la función discriminante lineal. 

Con la función discriminante que se obtivo, se permitió con 12 variables, realizar una correcta 

clasificación de los compuestos en el grupo de entrenamiento, con porcentajes de acierto del 

94,5% en las moléculas del grupo de entrenamiento activo y del 94,9% en las moléculas del 

grupo de entrenamiento no activo. La validación cruzada global fuedel 93,64%. 

La descripción de los índices que conforman la función discriminante que se obtuvieron 

fueron:  

- C3SP2: átomos de carbono con un doble enlace unidos a otros tres átomos de carbono.  

- nHBd: recuento de E-estados para los átomos donantes de enlaces de hidrógeno.  

- nHdsCH: recuento de E-estados de tipo de átomos =CH–.  

- nsCH3: recuento de E-estados de tipo de átomos –CH3.  

- nssSe: recuento de E-estados de tipo de átomo –Se –.  

- minHsOH: mínimo E-estado de tipo de átomos –OH–.  

- MinHssNH: mínimo E-estado de tipo de átomos –NH–.  

- MindS: mínimo E-estado de tipo de átomo =S.  
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- ETA_Epsilon_3: medida de la electronegatividad de los átomos.  

- ETA_Psi_1: medida de la predisposición a formar enlaces de hidrógeno de las 

moléculas y/o el área de superficie polar.  

- nHBAcc: recuento de átomos aceptores de enlaces de hidrógeno.  

- topoShape: medida de la forma molecular.  

De los que se dedujo que los índices C3SP2, nHBd, nHdsCH, nsCH3, nssSe, minHsOH, mindS y 

toposhape contribuyeron de forma positiva en las moléculas a presentar actividad 

antioxidante, mientras que los índices minHssNH, ETA_epsilon_3, ETA_Psi_1 y nHBAcc 

contribuyeron  de forma negativa. 

 3.4.- Evaluación de la actividad antioxidante  

En función de la función discriminate obtenida y los descriptores establecidos con anterioridad 

por el Dr. Carlos Casanova, evaluamos en base a lo explicado anteriormente si nuestras 

moléculas de estudio: el ácido lipoico, el dihidrolipoico, la progesterona, la  alopregnanolona, y 

el estradiol tienen actividad antioxidante perse a nivel molecular.  Además analizamos el ácido 

ascórbico (Vitamina C) como control, debido a su gran capacidad antioxidante conocida. Para 

ello, los pasos que hemos seguido fueron los siguientes:  

1) Dibujamos nuestra molécula mediante el programa ChemDraw. Este programa  permite 

dibujar estructuras biológicas y de compuestos químicos de un modo rápido y sencillo (figura 

25). 
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Figura 25.- Estructura molecular de cada una de las moléculas de estudio realizado con el 

programa ChemDraw. a) ácido áscórbico, b) ácido lipoico, c) ácido dihidrolipoico, c) 

progesterona, d) alopregnanolona, f) 17-β-estradiol 

2) Una vez realizados los dibujos de las moléculas se guardan en el fichero .mol. De esta 

manera quedará almacenada toda la información de la estructura molecular y puede ser 

utilizada en los sistemas software informático. Las moléculas se dibujan una a una en el 

ChemDraw y se guarda cada una en un fichero .mol. 

3) Para el cálculo de índices topológicos se utiliza el programa PaDEL-Descriptor (software de 

Java que puede calcular descriptores moleculares y huellas digitales). Introducimos nuestras 

moléculas guardadas anteriormente en fichero .mol en este programa. 

4) Para estudiar la actividad antioxidante de nuestras moléculas, introducimos la función 

discriminante en SPSS y los datos obtenidos en PaDEL-Descriptor. Como resultado de esto se 

abre un Excel en donde aparecen los 12 índices que conforman la función discriminante que 

hemos seleccionado anteriormente: C3SP2, minHsOH, nHBAcc etc… y los valores 

correspondientes a cada una de las moléculas estudiadas y se sabrá si por la función 

discriminante, dicha molécula presenta capacidad antioxidante (valor superior a +1) o no (valor 

inferior a -1). 
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 3.5.- Tratamiento estadístico de los resultados 

Para el estudio de la capacidad antioxidante mediante el método de CUPRAC, se ha realizado 

comparaciones de los valores obtenidos de cada una de las moléculas de estudio (ácido 

áscórbico, ácido lipoico, ácido dihidrolipoico, progesterona, alopregnanolona y 17-beta 

estradiol  a las diferentes concentraciones (5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM y 0,625 mM). Para ello se 

realizó el test ANOVA de dos vias. La variable dependiente fue el dato de la CAT y la variable 

independiente “las moléculas” de estudio y la”Fisher concentración” de cada una de ellas. 

Como test de normalidad de los datos, se escogió el test de Kolmogorov-Smirnov debido a que 

el tamaño muestral era inferior a 30, y además se comprobó la homogeneidad de varianzas 

con la prueba de Levene. 
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1.- CARACTERIZACIÓN DE LA MUERTE CELULAR EN LOS RATONES 

CONTROL Y RD1 A DÍA  POST-NATAL 11 

 1.1.- Efecto del ácido lipoico, progesterona y su combinación sobre la muerte de los 

fotorreceptores en la retina de los ratones control y rd1  

Con la finalidad de medir la muerte celular en la retina de los ratones control y rd1 así como el 

efecto del tratamiento con ácido lipoico, progesterona y la combinación de ambos, utilizamos 

la técnica de marcaje con la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal con biotina-dUTP 

(TUNEL; terminal deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP Nick End Labeling). Debido a que la 

degeneración de los fotorreceptores en el modelo de ratón rd1 se produce de forma distinta 

en las diferentes zonas de la retina, mostrando un gradiente del centro a la periferia (Chang S. 

et al., 2007, Gargini C. et al., 2007), los resultados se presentan también por zonas: periferia 

lejana, periferia central y centro de la retina (la más cercana al nervio óptico). 

La figura 26 muestra el porcentaje de células TUNEL positivas de la retina de los ratones 

control y rd1 no tratados y tratados (ácido lipoico, progesterona, ácido lipoico y progesterona) 

en las diferentes partes de la retina (A) la periferia lejana, (B) periferia central y (C) centro 

retina. Al realizar el estudio estadístico de las diferentes partes de la retina se comparó los 

animales control con sus rd1 correspondientes, y se observó la evidencia de una mayor muerte 

celular en los animales rd1 respecto a los control tanto tratados como sin tratar. Por lo tanto, 

como cabría de esperar, el número de células TUNEL positivas es mayor en la retina de los 

animales rd1 que la retina de los ratones control en las diferentes partes de la retina (*p< 0,05 

vs control sin tratamiento, $p< 0,05 vs control progesterona, #p< 0,05 vs control ácido lipoico,           

†p< 0,05 vs control ácido lipoico y progesterona). 

.  

 

 

 

 

A) 
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Figura 26.- Tinción TUNEL en las diferentes zonas de la retina de los ratones control y rd1, a 

día post-natal 11. Las barras del gráfico representan el número de células positivas TUNEL en 

las diferentes zonas de la retina (A) periferia lejana, (B) periferia central y (C) centro retina. Las 

barras del gráfico representan el número de células TUNEL positivas en las diferentes zonas de 

la retina (al menos n=6 ratones por grupo). Las barras de error representan el error estándar 

B) 

C) 
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de la media (*p< 0,05 vs control sin tratamiento, $p< 0,05 vs control, progesterona, #p< 0,05 vs 

control, ácido lipoico, †p< 0,05 vs control, ácido lipoico y progesterona). 

La figura 27 A,  muestra el número de células TUNEL positivas en la retina de los ratones rd1 

sin tratamiento (n=6) y los ratones rd1 tratados con ácido lipoico, progesterona y la 

combinación de ácido lipoico y progesterona a día post-natal 11 (n=6). Las imágenes muestran 

como en la capa nuclear externa de la periferia central de la retina de los animales rd1 sin 

tratamiento, se observa un mayor número de células TUNEL positivas que en aquellos 

animales a los que se les administró cualquier tipo de tratamiento. A su vez, las imágenes 

demuestran como ese número de células es mayor en aquellos a los que se le administró 

progesterona en comparación a aquellos a los que se trataron ácido lipoico y progesterona.  

La figura 27 B muestra un aumento significativo de las células TUNEL positivas en el centro de 

retina en comparación con las células de la periferia lejana (*p< 0,05 vs centro retina) tanto de 

los animales no tratados como los tratados. Por otro lado, en esta misma gráfica, se observa 

una disminución significativa de las células TUNEL positivas en aquellos animales a los que les 

administró tratamiento, respecto a los animales a los que se les administró únicamente aceite 

de oliva (# p< 0,05 vs todos los grupos).  

Además, cabe destacar que aunque si que se observa una dismunición significativa del número 

de células TUNEL positivas en aquellos animales a los que se les administró via oral únicamente 

progesterona, esta es significativamente menor que aquellos animales rd1 a los que se les  

administró ácido lipoico y ácido lipoico con progesterona como tratamiento ($p< 0,05 vs ácido 

lipoico, ácido lipoico y progesterona).  

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la retina de los ratones rd1 a los 

que se les administró ácido lipoico y la combinación de ácido lipoico y progesterona. A pesar 

de ello, si denota una ligera tendencia a la disminución de la muerte de los fotorrecptores en 

aquellos ratones rd1 a los que se les administró la combinación de ácido lipoico y progesterona 

en las diferentes partes de la retina aunque esta no sea significativa con respecto al 

tratamiento con ácido lipoico (Figura 27 B). 

En la figura 27 C (tabla) se muestra el porcentaje de reducción en el número de células TUNEL 

en las diferentes zonas de la retina en la retina de los ratones rd1sin tratar y rd1 tratados. 

Además, se observa que la mayor reducción del número de células TUNEL positivas tiene lugar 

en la zona de la periferia lejana con alrededor de un 40% de reducción en aquellos animales 

rd1 a los que se les administró progesterona, un 70 % en aquellos a los que se les administró 
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ácido lipoico y alrededor de un 80% en aquellos que recibieron una dosis conjunta de ácido 

lipoico y progesterona. No obstante, en la periferia central y en el centro de la retina también 

se observa una disminución de dichas células de alrededor de entre un 40% a un 70% de 

reducción del número de células TUNEL positivas dependiendo del tratamiento administrado. 

Siendo el porcentaje de reducción mayor en las diferentes partes de la retina de aquellos 

animales a los que se les trató con ácido lipoico y progesterona de manera combinada (Figura 

27C). 
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Figura 27.- Tinción TUNEL en las diferentes zonas de la retina de los ratones rd1, a día                 

post- natal 11. A) Marcaje de células TUNEL positivas en la CNE de la periferia lejana en la 

retina de ratones rd1 sin tratamiento y rd1 tratados (ácido lipoico, progesterona, la 

combinación de ácido lipoico y progesterona) a día post-natal 11. Escala 20 μm. B) Las barras 

del gráfico representan el número de células TUNEL/mm2 positivas en la CNE de las diferentes 

zonas de la retina para los citados grupos (al menos n=5 ratones por grupo). Las barras de 

error representan el error estándar de la media (*p< 0,05 vs periferia lejana; #p< 0,05 vs todos 

los grupos; $ p< 0,05 vs ácido lipoico, ácido lipoico y progesterona). C) Valores medios y 

porcentaje de mejora entre los grupos rd1 y rd1 tratados (ácido lipoico, progesterona, ácido 

lipoico y progesterona). 

Por tanto, en vista de los resultados, el tratamiento via oral con ácido lipoico, progesterona o  

con su combinación, es capaz de actuar  como neuroprotector frente a la muerte celular de los 

fotorreceptores a día post-natal 11 en un modelo del ratón rd1, reduciendo el número de 

células TUNEL positivas en las diferentes partes de la retina hasta casi un 80%, observándose 

una mayor reducción de la muerte celular al administrar ácido lipoico y progesterona, siendo 

este tratamiento el que desempeña el mejor poder como neuroprotector en un modelo de 

ratón con RP. 

2.- LA GLIOSIS REACTIVA DISMINUYE TRAS EL TRATAMIENTO CON ÁCIDO 

LIPOICO, PROGESTERONA Y LA COMBINACIÓN DE ÁCIDO LIPOICO Y 

PROGESTERONA 

 2.1.- Efecto del  ácido lipoico, la  progesterona, y la combinación de ambos sobre  la 

gliosis en la retina de los ratones control y rd1  

Las células gliales de Müller (se las considera células astrocitarias especializadas), son uno de 

los reguladores más importantes de la función fisiológica de la retina (Deeg C.A. et al., 2016). 
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Prácticamente todas las enfermedades de la retina están asociados con la gliosis de las células 

de Müller (de Hoz R. et al., 2016), además se ha descrito como existe un incremento de 

inmunorreactividad a GFAP “glial fibrillary acidic protein”por parte de las células de Müller 

(Strettoi E. et al., 2003). 

Con la finalidad de evaluar si el tratamiento con ácido lipoico, progesterona y/o la combinación 

de ácido lipoico y progesterona juega un papel en la disminución o el aumento de la gliosis en 

las células de Müller, se ha realizado la comparación del marcaje de la proteína GFAP en las 

diferentes zonas de la retina (periferia lejana, periferia central y centro de la retina) de ratones 

que habían recibido los distintos tratamientos a día post-natal 11.  

La figura 28 muestra la expresión de la proteína fibrilar ácida (GFAP) en la retina de los 

diferentes grupos estudiados (control, no tratados y tratados oralmente con ácido lipoico, 

progesterona y la combinación de ácido lipoico y progesterona; y rd1 no tratados y tratados 

oralmente con ácido lipoico, progesterona y la combinación conjunta de ácido lipoico y 

progesterona) a día post-natal 11. Las imágenes se muestran a modo de ejemplo y todas 

corresponden a la periferia central.  Se observó en primer lugar, que la expresión de GFAP es 

casi nula en los animales control a los que solo se les administró aceite de oliva. En segundo 

lugar, se observó como en aquellos animales rd1 tratados con ácido lipoico, progesterona y 

ácido lipoico con progesterona, la expresión de GFAP es menor en comparación con ratones 

rd1 a los que no se les administró tratamiento, siendo esta disminución de la gliosis más 

cercana a la retina de los ratones control; lo que sugiere que la administración oral de estas 

sustancias a día post-natal 11 disminuye la gliosis en la RP en las diferentes partes de la retina 

(figura 29). 
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Figura 28.- Inmunofluorescencia para la proteína acídica glial fibrilar en la periferia lejana, 

periferia central y centro de retina de la retina de los ratones control y rd1, sin tratar y 

tratados (ácido lipoico, progesterona y ácido lipoico con progesterona) a día post-natal 11. 

Marcaje de GFAP en la periferia central de la retina de los ratones control y rd1. Escala 20 μm. 

La gliosis está reducida en la retina de los ratones rd1 tratados con ácido lipoico, progesterona 

y la combinación de ácido lipoico y progesterona, en comparación con la retina de los ratones 

rd1 sin tratamiento 
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Figura 29.- Representación gráfica de la cuantificación del área ocupada por las células GFAP 

positivas en la retina de ratones control (sin y con tratamiento) y rd1 (sin y con tratamiento). 

Las barras representan el porcentaje de área ocupada por las células GFAP positivas en las 

diferentes zonas de la retina de los animales control y rd1. A) periferia lejana, B) periferia 

centro, C) centro retina. Las barras de error representan el error estándar de la media (*p< 

0,05 vs control sin tratamiento, $p< 0,05 vs control, progesterona, #p< 0,05 vs control, ácido 

lipoico, † p< 0,05 vs control, ácido lipoico y progesterona).  

Analizando cuantitativamente cada una de las partes de la retina, la figura 29 muestra la 

cuantificacióndel área ocupada del GFAP a día post-natal 11 para los diferentes grupos a 

estudio (control, control tratados vs rd1 y rd1 tratados) en cada una de las zonas de la retina. 

En concreto, se observa en primer lugar, como existe una diferencia significativa de la 

expresión de GFAP entre la retina de los animales controles y de rd1 tanto sin tratar como 

tratados, siendo mas notable dichas diferencias entre los animales control y rd1 no tratados en 

las diferentes partes de la retina (*p< 0,05 vs control sin tratamiento, $p< 0,05 vs control, 

progesterona, #p<0,05 vs control, ácido lipoico, †p<0,05 vs control, ácido lipoico y 

progesterona). Por otro lado, observamos como en la periferia lejana, periferia central y centro 

de la retina, la expresión de GFAP en los ratones rd1 tratados con la combinación de ácido 

lipoico y progestonera disminuye siendo esta parecida a los valores obtenidos en los animales 

control. De hecho, la figura 29 C muestra como en el centro retina no existen diferencia 

C) 
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significativas de la expresión de GFAP entre los animales control y rd1 tratados con el 

tratamiento combinado.  

La figura 30 muestra la evidencia de la presencia de gliosis reactiva típica en la retina de los 

ratones rd1 en comparación con aquellos ratones rd1 a los que se les administró cualquier 

tratamiento (*p< 0,05 vs todos los tratamientos) (figura 30 A). Dicha disminución es 

estadísticamente significativa y tiene un valor de entre un 40% a un 75% de reducción del 

marcaje de GFAP en las diferentes partes de la retina según el tratamiento administrado 

(figura 30 B). 

En esta misma figura, se observa como aquellos animales rd1 a los que se les administró 

progesterona presentan un mayor marcaje de GFAP que aquellos a las que se les administró 

ácido lipoico o ácido lipoico y progesterona (#p<0,05 vs ácido lipoico, ácido lipoico y 

progesterona), con un 32%  a un 40% de reducción del marcaje de GFAP dependiendo la zona 

de la retina, siendo la mayor dismunición del marcaje de GFAP, en la periferia lejana.  

No observamos que haya una disminución de la gliolisis reactiva significativa de la gliosis en los 

animales a los que se trató con la combinación de ácido lipoico y progesterona cuando se 

comparan con aquellos a los que se trató sólo con ácido lipoíco. Sin embargo, al cuantificar el 

porcentaje de reducción del marcaje de la expresión de GFAP en las diferentes partes de la 

retina, se observa una disminución del marcaje ligeramente mayor (aunque no significativa) en 

aquellos animales a los que se les administró  la combinación de ácido lipoico y progesterona, 

sobretodo en el centro de la retina con una reducción del 63% frente al 56% que se observa en 

los animales en los que se les administró ácido lipoico únicamente (Figura 30 B). 
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Figura 30.- Inmunofluorescencia para la proteína acídica glial fibrilar en la periferia lejana, 

periferia central y centro de la retina de los ratones rd1 sin tratar y rd1 tratados (ácido 

lipoico, progesterona y la combinación de ácido lipoico y  progesterona), a día post-natal 11. 

A) Representación gráfica del porcentaje de área ocupada por las células GFAP positivas en 

cada una de las secciones de la retina estudiada. Las barras de error representan el error 

estándar de la media (*p< 0,05 vs rd1 tratados, #p< 0,05 vs ácido lipoico y progesterona. B) 

Valores medios del porcentaje de área ocupada por el marcaje GFAP. También se muestra el 

porcentaje de reducción del marcaje de GFAP en funición del área en las diferentes partes de 

la retina en función del tratamiento administrado. 

Como hemos dicho anteriormente, en estos resultados se observa la evidencia de la gliosis 

reactiva típica de esta degeneración retiniana en los ratones rd1; sin embargo esta gliosis se 

encuentra disminuida entre un 35% a un 75% en las diferentes partes de la retina, cuando 

administramos ácido lipoico, progesterona y la combinación de ácido lipoico y progesterona, 

siendo el más efectivo la combinación de ambas sustancias. Se demuestra el papel que juegan 

estas sustancias como neuroprotectores frente a la gliosis reactiva generada por un daño  en la 

retina de ratón con RP. 

3.- CUANTIFICACIÓN DE LA ENZIMA GLUTAMATO CISTEÍNA LIGASA 

CATALÍTICA  

El GSH es esencial para la supervivencia celular y su depleción ha sido asociada a muerte 

celular por apoptosis y activación de caspasa-3, que a su vez puede cortar la subunidad 

catalítica de la GCL, reduciendo más la síntesis de GSH. Como hemos dicho anteriormente, la 

primera etapa limitante de la biosíntesis del GSH, está catalizada por la gamma-glutamil-cistein 

ligasa. Algunos autores han sugerido que bajo condiciones de estrés, puede convertirse en un 

paso crítico. 
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Por todo ello, se han estudiado los niveles de expresión de la enzima glutamato cisteína ligasa 

catalítica, enzima clave en la síntesis de novo del GSH, con la finalidad de evaluar si el  ácido 

lipoico, la progesterona y/o la combinación de ambos, en la retina de ratones rd1 y control, 

provoca alguna alteración en esta enzima.  

En la figura 31 se exponen imágenes representativas de la periferia central de la retina de los 

ratones control (sin y con tratamiento) y rd1 (sin y con tratamiento), en dichas imágenes se 

puede observar que no se aprecian apenas diferencias en la expresión de GCLC entre los 

grupos, en consonancia con los resultados obtenidos. 

 En ninguna de las tres partes de la retina de los animales estudiados se han encontrado 

diferencias significativas entre los animales control y rd1 (figura 32). 

A continuación, analizamos la actividad de la enzima GCLC en las diferentes partes de la retina 

de los ratones rd1, comparando dicha actividad en la retina de los ratones rd1 sin tratar con 

los animales rd1 tratados oralmente a día post-natal 7, día post-natal 9 y día post-natal 11 con 

ácido lipoico, progesterona y la combinación de ambos. Los resultados se observan en la figura 

33, en donde se refleja que solamente existen diferencias significativos en la periferia lejana de 

la retina de ratón rd1 entre los rd1 sin tratar y los tratados con la combinación de  ácido lipoico 

y progesterona (*p< 0,05) en los que hay una reducción del 37,18% (figura 33 B). Aunque no se 

observan diferencias significativas en la expresión de GCLC entre los animales rd1 sin tratar y 

los tratados, si que existe una cierta reducción en su expresión que oscila entre un 6% a un 

37%.  

 

.  
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Figura 31.- Inmunofluorescencia para la expresión de glutamato cisteína ligasa catalitica en 

las diferentes zonas de la retina de los ratones control y rd1, sin tratar y tratados (ácido 

lipoico, progesterona, y la combinación de ácido lipoico y progesterona), a día  post natal 11. 

Imagen representativa de la periferia central de la retina de los ratones control y rd1 sin 

tratamiento y con los diferentes tratamientos. Escala 20 µM. 
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C) 

Figura 32.- Representación gráfica de la cuantificación del área ocupada por la expresión de 

la enzima glutamato cisteína ligasa catalitica en la retina de ratones control (sin y con 

tratamiento) y rd1 (sin y con tratamiento). Las barras de error representan el error estándar 

de la media. No se muestra diferencias en actividad de la entre los ratones control y  rd1  en 

las diferentes partes de la retina, A) periferia lejana; B) periferia lejana y C) centro retina.  

A) 
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Figura 33.- Representación gráfica de la expresión de la actividad de glutamato cisteína 

ligasa catalítica según el  porcentaje de  área en las diferentes partes de la retina a día post-

natal 11 de ratones rd1. A) La expresión de GCLC se encuentra disminuida de manera 

significativa en la periferia lejana de la retina de los ratones rd1 tratados con ácido lipoico y 

progesterona respecto al control (*p< 0,05). B) Valores medios del porcentaje de área ocupada 

por la expresión de GCLC. También se muestra el porcentaje de reducción del marcaje de GCLC 

en función del área en las diferentes partes de la retina en función del tratamiento 

administrado. 

4.- DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR DE LAS CÉLULAS ARPE-

19 SOMETIDAS A ESTRÉS OXIDATIVO MEDIANTE PERÓXIDO DE 

HIDRÓGENO 

 4.1.- Efecto del peróxido de hidrógeno sobre la viabilidad de las células ARPE-19.  

Con el objetivo de escoger la concentración idónea de peróxido de hidrógeno (H202) a la cual 

debemos someter a las células ARPE-19 para nuestros siguientes experimentos, se ha realizado 

un estudio de la viabilidad celular en dichas células. A las células ARPE-19 se les ha inducido un 

estrés oxidativo con H202 a distintas concentraciones (0 µM, 250 µM,  500 µM y 1000 µM).   

La figura 34, muestra como  a medida que aumenta la concentración de H202 (*p< 0,05 vs 0 µM 

de H202) la viabilidad celular disminuye estadísticamente, tanto en aquella células a las que se 

les ha sometido a pre-tratamiento, como a co-incubación (figura 34 A y B) (explicado 

anteriormente en el apartado 2.2.2 de material y métodos). 

 

 

 



        RESULTADOS 

132 
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B) 

Figura 34 .- Representación gráfica de la viabilidad de las células ARPE-19 tras la inducción de 

un estrés oxidativo con diferentes dosis de H202 (0 µM, 250 µM, 500 µM y 750 µM). A) 

Células sometidas a pre-tratamiento con H202. B) Células sometidas a co-incubación con H202. 

Las barras de error representan el error estándar de la media (*p< 0,05 vs contra todos los 

grupos; # p< 0,05 vs 500 µM, 750 µM, 1000 µM de H202; $ p< 0,05 vs 500  µM de H202). 

Los resultados muestran como a una concentración de 250 µM no se existen diferencias 

significativas respecto al control, pero sí a concentraciones mayores de H202 (*p< 0,05 vs 0 µM 

de H2O2; # p< 0,05 vs 250 µM de H202).  
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A su vez, se aprecian diferencias significativas en la viabilidad celular de aquellas células que 

han sido sometidas a una dosis de 500 µM de H202 respecto a las concentraciones más altas 

($p< 0,05 vs 500 µM de H202) en aquellas que han sufrido pre-tratamiento, mientras que no se 

observa dicha significación en la co-incubación celular con una concentración de 750 µM de 

H2O2.  

En vista de los resultados obtenidos, para los experimentos que se iban a realizar 

posteriormente, escogimos la concentración de 500 µM de H2O2  para la inducción del daño 

oxidativo en las células ARPE-19. 

 4.2.- Efecto del ácido lipoico y la progesterona a diferentes concentraciones en un 

cultivo de células ARPE-19. 

Aunque no se encontraron datos bibliográficos sobre la posible toxicidad de ácido lipoico y/o la 

progesterona para las células ARPE- 19, para continuar con nuestros estudios, se procedió a 

valorar el efecto de estas sustancias tras su administración sobre las células siguiendo tanto la 

técnica de pre-tratamiento como la de incubación conjunta, mediante el ensayo MTS. La figura 

35, muestra como no existen diferencias significativas en la viabilidad celular de las células 

ARPE-19 tras haber sido sometidas a diferentes concentraciones ácido lipoico (500 µM, 1000 

µM y 2000 µM).  

Los resultados de este estudio nos permiten concluir que, independientemente de cual sea la 

concentración de ácido lipoico administrado, no se produce una disminución de la viabilidad 

de la células ARPE-19, y por lo tanto este tratamiento no es tóxico por si mismo. Incluso, se 

puede observar como en el caso de las células sometidas a co-incubación, los resultados 

reflejan una tendencia a un aumento creciente aunque no significativo de la viabilidad celular a 

medida que aumentamos la dosis de ácido lipoico (figura 35 B). 
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Figura 35.- Representación gráfica de la viabilidad celular de las células ARPE-19 a diferentes 

concentraciones de ácido lipoico (500 µM, 1000 µM y 2000 µM). A) Células sometidas a pre-

tratamiento. B) Células sometidas a co-incubación. Las barras de error representan el error 

estándar de la media. 
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Siguiendo  las mismas pautas, sometimos a las células ARPE-19 a diferentes concentraciones 

de progesterona (10 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM y 200 µM). La figura 36 muestra como no se 

manifiesta ninguna diferencia significativa en cuanto a la viabilidad celular respecto al control, 

en ninguno de los procedimientos.  

A)                                                                                   

B) 

Figura 36.- Representación gráfica de la viabilidad celular de las células ARPE-19 a diferentes 

concentraciones de progesterona (10 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM y 200 µM). A) Células 

sometidas a pre-tratamiento. B) Células sometidas a co-incubación. Las barras de error 

representan el error estándar de la media. 
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En vista de los resultados obtenidos, se pone de manifiesto que ni el ácido lipoico ni la 

progesterona a las diferentes concentraciones establecidas, resultan tóxicos para las células 

ARPE-19. 

 4.3.- Determinación de la viabilidad celular en un cultivo de células ARPE-19 

sometidas a un estrés oxidativo tras el tratamiento con ácido lipoico y progesterona  

Una vez determinado que ni el ácido lipoico ni la progesterona resultan tóxicos para las células 

ARPE-19, hemos estudiado el posible efecto protector del el ácido lipoico y la progesterona 

frente a un estrés oxidativo inducido. Para ello, como se explicó en el apartado de material y 

métodos, en primer lugar, se pre-trataron las células ARPE-19 con diferentes concentraciones 

de ácido lipoico (500 µM, 1000 µM y 2000 µM) y progesterona (10 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM 

y 200 µM), para posteriormente inducirles un estrés oxidativo con una concentración de 500 

µM de H202 (concentración idónea establecida en el apartado 4.1 de resultados).  

 4.3.1.- Efecto del ácido lipoico como pre-tratamiento en las células ARPE-19 ante la 

inducción de estrés oxidativo con 500 µM de peróxido de hidrógeno 

Se ha realizado un estudio de viabilidad celular en células ARPE-19 pre-tratadas a 

concentraciones distintas de ácido lipoico (500 µM, 1000 µM y 2000 µM), a las que 

posteriormente se les indujo un estrés oxidativo mediante H202 a una concentración de 500 

µM.  

En la figura 37 se observa un aumento significativo de la supervivencia de las células tratadas 

con diferentes concentraciones de ácido lipoico respecto a las no tratadas (*p< 0,05 vs 500 µM 

de H202) (figura 37 A). En concreto, se produjo un aumento de la viabilidad de un 37,97% en 

aquellas células pre-tratadas con 500µM de ácido lipoico, un aumento del 47,42% en aquellas 

que fueron pre-tratadas con una dosis de 1000µM y por último de un 37,06% a una dosis de 

2000 µM de ácido lipoico (figura 37 B).  

Aunque no se ha observado la existencia de diferencias estadísticamente significativas entre 

los diferentes concentraciones, la viabilidad celular fue mayor (47,42%) en aquellas células que 

fueron pre-tratadas a una dosis de 1000 µM, por lo que esta podría ser la idónea para tratar 

las células ARPE-19 ante la inducción de estrés oxidativo con ácido lipoico. 
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Figura 37.-Representación gráfica de la viabilidad de las células ARPE-19 tras el pre-

tratamiento de las células con ácido lipoico a diferentes concentraciones (500 µM, 1000 µM 

y 2000 µM) y la posterior inducción de estrés oxidativo con una dosis de 500 µM H202. A) Las 

barras de error representan el error estándar de la media, (*p< 0,05 vs 500 µM de H202). B) 

Valores medios del porcentaje de la supervivencia celular. También se muestra el porcentaje 

del aumento de la supervivencia celular de las células ARPE -19 pre-tratadas con ácido lipoico. 
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 4.3.2.- Efecto de la progesterona como pre-tratamiento en las células ARPE-19 ante la 

inducción de estrés oxidativo con 500 µM de peróxido de hidrógeno 

Para analizar el posible efecto protector frente a un estrés oxidativo de la progesterona in 

vitro, se ha realizado un estudio de viabilidad celular en células ARPE-19 pre-tratadas a 

distintas concentraciones de progesterona (10µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM y 200 µM)  y a 

continuación se les ha inducido un estrés oxidativo con H202 a una concentración de  500 µM.  

La figura 38 A,  muestra como a las diferentes dosis de progesterona, no existe un aumento 

significativo de la viabilidad celular en comparación con las células sometidas a 500 µM de 

H202. La figura 38 B muestra un ligero aumento del 11,62% de viabilidad celular respecto a las 

células tratadas con 500 µM de H202 a una dosis de 100 µM de progesterona.  Por tanto y pese 

a que no hubo diferencias significativas entre grupos, se estableció dicha concentración de 

progesterona como la dosis óptima para el tratamiento de las células ARPE-19 frente la 

inducción de estrés oxidativo con 500 µM de H202 (figura 38). 
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Figura 38.- Representación gráfica de la viabilidad de las células ARPE-19 tras el pre-

tratamiento de las células con progesterona a diferentes concentraciones (10 µM, 20 µM, 50 

µM, 100 µM y 200 µM), previo a la inducción de un estrés oxidativo con una dosis de 500 µM 

H202. A) Representación gráfica del porcentaje viabilidad celular en las células ARPE-19. Las 

barras de error representan el error estándar de la media. B). Valores medios del porcentaje 

de la supervivencia celular. También se muestra el porcentaje del aumento de la supervivencia 

celular de las células ARPE-19 pre-tratadas con progesterona. 

 4.4.- Determinación de la viabilidad celular en un cultivo de células ARPE-19 co-

incubadas con ácido lipoico y progesterona, y 500 µM de peróxido de hidrógeno 

Tras la evaluación de la viabilidad celular de las células ARPE-19 pre-tratadas con ácido lipoico 

y con progesterona durante 24 horas antes de la inducción de estrés oxidativo con H202, 

sometimos a las células a una incubación de ácido lipoico  y progesterona con 500 µM H202. El 

objetivo de este experimento fue estudiar si estas moléculas puede proteger a las células de 

un daño oxidativo en el momento que se produce el daño o es necesario que sean 

previamente metabolizadas por las células ARPE-19 para ejercer su poder protector. 

 

b) 
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 4.4.1.-  Evaluación de la viabilidad celular de  células ARPE-19 tras la incubación conjunta 

con ácido lipoico y 500 µM de peróxido de hidrógeno. 

Con la finalidad de evaluar el papel protector del ácido lipoico, se sometió a las células ARPE-

19 a la incubación conjunta de ácido lipoico y 500 µM de H2O2. Las células se trataron de 

manera conjunta con diferentes concentraciones de ácido lipoico y con 500 µM de H2O2 

durante 24 horas.  

Como se muestra en la figura 39, el ácido lipoico produjo un aumento en la viabilidad celular 

aunque no de manera significativa a todas las concentraciones. A una concentración de 500 

µM se produjo un aumento del 41,90% de viabilidad celular y un aumento del 33,61% en 

aquellas co-incubadas con 2000 µM de ácido lipoico. No obstante se aprecia un aumento 

significativo (*p< 0,05 vs 500 µM de H202) a una dosis de 1000 µM de ácido lipoico, con un 

aumento de la viabilidad celular del 70,84% respecto a las células que fueron tratadas con 500 

µM de H202.  
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 Figura 39.- Representación gráfica de la viabilidad de las células ARPE-19 tras la incubación 

conjunta con ácido lipoico (500 µM, 1000 µM y 2000 µM) y 500 µM H2O2. A) Representación 

gráfica del porcentaje viabilidad celular en las células ARPE-19. Las barras de error representan 

el error estándar de la media (*p< 0,05 vs 500µM de H2O2). B) Valores medios del porcentaje 

de la supervivencia celular. También se muestra el porcentaje del aumento de la supervivencia 

celular de las células ARPE-19 incubadas con ácido lipoico y 500 µM H202. 

  4.4.2.-Evaluación de la viabilidad celular de células ARPE-19 tras la incubación 

 conjunta con progesterona y 500 µM de peróxido de hidrógeno 

Al analizar los datos in vitro después de 24 horas de incubación conjunta de progesterona y 

500 µM H202 observamos que no existen diferencias significativas entre las diferentes dosis de 

progesterona (Figura 40 A). Únicamente observamos, como muestra la figura 40, un ligero 

aumento de la vialidad celular (9,78%) en aquellas células co-incubadas a una concentración 

de 10 µM de progesterona. Incluso, se aprecia una discreta tendencia a disminuir la viabilidad 

celular a medida que aumentamos la concentración de progesterona (figura 40 B). 
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Figura 40.- Representación gráfica de la viabilidad de las células ARPE-19 co-incubadas con 

progesterona a diferentes concentraciones (10 µM, 20 µM, 50 µM, 100 µM y 200 µM),  y 500 

µM H202. Las barras de error representan el error estándar de la media. A) Representación 

gráfica del porcentaje viabilidad celular en las células ARPE-19. Las barras de error representan 

el error estándar de la media. B) Valores medios del porcentaje de la supervivencia celular. 

También se muestra el porcentaje del aumento de la supervivencia celular de las células ARPE-

19  incubadas con progesterona y 500 µM H202. 
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5.- ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 

En la actualidad, debido a la complejidad de los procesos de oxidación, no existe un método 

que refleje de forma completa el perfil antioxidante de una muestra, por tanto, es bueno 

trabajar con varios métodos para facilitar la comparación e interpretación de los resultados.  

En el presente trabajo se han considerado dos técnicas para la evaluación de la capacidad 

antioxidante de las moléculas de estudio: el análisis mediante la técnica espectrofotométrica 

CUPRAC y un modelo topológico-matemático. 

 5.1.- Capacidad antioxidante total  

Como ya se apuntó anteriormente, para conocer si nuestras moléculas poseían poder 

antioxidante, se midió su capacidad antioxidante total (CAT) mediante el método CUPRAC. La 

capacidad antioxidante de una molécula se debe a su estructura molecular y a la presencia de 

grupos funcionales que pueden fácilmente donar electrones. Para este ensayo, se realizó una 

recta patrón de ácido gálico a diferentes concentraciones conocidas.  

La medida de absorbancia de la muestra antioxidante analizada es convertida a equivalentes 

de ácido úrico mediante una curva de dilución generada por los estándares del mismo. El 

cobre tiene un potencial redox más bajo que el hierro, lo que se traduce en reacciones más 

selectivas: azúcares y ácidos cítricos, no son oxidados en el ensayo CUPRAC. No obstante, es 

conveniente tener en cuenta que para potenciales redox bajos se incrementa el ciclo redox, así 

que la reducción de cobre puede ser, incluso, un indicador más sensible del potencial de la 

actividad prooxidante de los antioxidantes (Prior R. et al., 2005).  

La Figura 41, muestra los resultados de la capacidad antioxidante total de cada una de las 

moléculas de estudio (ácido ascórbico, ácido lipoico, ácido dihidrolipoico, progesterona, 

alopregnanolona y 17-β-estradiol) a las diferentes concentraciones estudiadas (5 mM, 2,5 mM, 

1,25 mM y 0,625 mM) en función de su absorbancia medida a 450 mM. Tal y como cabría 

esperar, a medida que la concentración de producto es menor, la intensidad de su color 

disminuye, y por tanto su capacidad antioxidante total es menor.  

Mediante este método colorimétrico, se puso de manifiesto como el acido ascórbico (usado 

como control positivo)  y el ácido dihidrolipoico, presentan un color naranja mas intenso que el 

resto de moléculas de estudio. Incluso, como demuestra el gráfico lineal (figura 41 B) el ácido 

dihidrolipoico a una concentración de 5 mM tiene mayor absorbancia que el acido ascórbico. A 

concentraciones menores, el ácido dihidrolipoico va perdiendo su capacidad antioxidante 
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siendo menor esta capacidad, que el ácido ascórbico. En esta misma figura, se observa como el 

color naranja que se obtiene si hay reacción de reducción de cobre con el antioxidante, es muy 

débil cuando se analiza el ácido lipoico y progesterona en comparación con sus metabolitos 

correspondientes ácido dihidrolipoico, alopregnanolona y 17-β-estradiol (Figura 41 A). Esto 

mismo se corrobora con el gráfico lineal (figura 41B) en el que la absorbancia de ácido lipoico y 

progesterona son más bajas en las diferentes concentraciones que sus metabolitos. Por otro 

lado, cabe destacar como el 17-β-estradiol presenta una alta capacidad antioxidante total a 

una concentración de 5 mM, que disminuye bruscamentre a medida que la concentración del 

mismo es menor. 
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Figura 41.- Determinación de la capacidad antoxidante total mediante el método CUPRAC. A) 

Reacción de óxido-reducción de cobre utilizando la neocuproína por acción de la adición de 

ácido ascórbico (control positivo), ácido dihidrolipoico, ácido lipoico, progesterona, 

alopregnanolona y 17-β-estradiol, a diferentes concentraciones (5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM y 

0,625 mM). El color naranja debido a la oxidación del complejo cobre (I)-neocuproina, cobre 

(II), es más intenso en los metabolitos del ácido lipoico y de la progesterona, por lo tanto ya a 

simple vista se observa que tienen mayor capacidad antioxidante total. B) Grafico líneal de la 

absorbancia de cada uno de los compuestos en función de la concentración estudiada. 

Al realizar el estudio estadístico, reflejado en la figura 42, en el apartado A) se comparó a las 

diferentes concentraciones establecidas (5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM y 0,625 mM), la capacidad 

antioxidante total del ácido ascórbico, el ácido lipoico y el ácido dihidrolipoico, observando 

que existen diferencias significativas entre el ácido ascórbico, que hemos usado como control 

positivo, y el resto de grupos de estudio (*p< 0,05 ácido lipoico, ácido dihidrolipoico). De la 

misma manera se refleja que la capacidad antioxidante total obtenida del ácido lipoico es 

significativamente menor que la de su metabolito, el ácido dihidrolipoico (#p< 0,05 vs ácido 

dihidrolipoico).  

B) 
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Repetimos el estudio  anterior, pero comparando el control positivo, con las moléculas: 

progesterona, alopregnanolona y 17-βestradiol. La figura 42 B nos muestra cómo, el acido 

ascórbico en todas las concentraciones de estudio, presenta una capacidad antioxidante total 

significativamente mayor que el resto de las moléculas estudiadas (*p< 0,05 vs progesterona, 

alopregnanolona y 17-β-estradiol). Además observamos como la progesterona tiene una 

capacidad antioxidante total significativamente menor que sus metabolitos, alopregnanolona y 

17-β-estradiol (#p< 0,05 vs alopregnanolona y 17-β estradiol).  

Por otra parte comparando la capacidad antioxidante total de los metabolitos de la 

progesterona, alopregnanolona y 17-β-estradiol, observamos como la alopregnanolona  

presenta una capacidad antioxidante total notablemente inferior a la capacidad antioxidante 

del  17-β-estradiol ($ p< 0,05 vs 17-β-estradiol). Por lo que es este derivado de la progesterona, 

el 17-β-estradiol, el que mayor capacidad antioxidante total posee de las moléculas 

esteroideas que hemos estudiado. Posiblemente, este aumento de capacidad antioxidante sea 

debido a que posee más grupos hidroxilos y menos número de carbono en su estructura 

molecular, y por tanto sea más fácilmente oxidable  
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Figura 42.- Representación gráfica de la capacidad antioxidante total mediante el método 

CUPRAC. A) Las barras representan la capacidad antioxidante total del ácido ascórbico, ácido 

lipoico y ácido dihidrolipoico, a diferentes concentraciones de 5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM y 0,625 

mM. Las barras de error representan el error estándar de la media (*p<0,05 vs ácido ascórbico; 

#p< 0,05 vs ácido dihidrolipoico). B) Las barras representan la capacidad antioxidante total del 

ácido ascórbico, progesterona, alopregnanolona y 17-β-estradiol, a diferentes concentraciones 

de 5 mM, 2,5 mM, 1,25 mM y 0,625 mM. Las barras de error representan el error estándar de 

la media (*p< 0,05 vs ácido ascórbico; #p< 0,05 vs alopregnanolona y 17-β-estradiol; $ p< 0,05 

vs 17-β-estradiol.  

Estos resultados sugieren que son los metabolitos biológicos del ácido lipoico y la 

progesterona, en concreto el ácido dihidrolipoico y el  17-β-estradiol respectivamente, los que 

poseen de manera intrínseca la capacidad antioxidante (figura 42). 

 5.2.- Evaluación de la actividad antioxidante 

Para esta parte del estudio se utilizó un modelo topológico-matemático en búsqueda del 

potencial activo de nuestras moléculas de estudio a partir de una función lineal discriminante 

(FD). Los resultados obtenidos con la aplicación del método de diseño topográfico, ponen de 

manifiesto la capacidad antioxidante perse de las moléculas de estudio ácido lipoico, 

progesterona  y sus metabolitos más conocidos, ácido dihidrolipoico y alopregnanolona y 17-β-

b) 

B) 
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estradiol, respectivamente.  Además, como en el método CUPRAC, el ácido ascórbico se utilizó 

como control debido a su conocida capacidad antioxidante. 

Aquellas moléculas cuyo resultado en la función lineal discriminante presenten un valor 

superior a +1, se considera que poseen una actividad antioxidante reconocida, y por lo tanto 

son consideradas moléculas antioxidantes activas, mientras que aquellas moléculas cuyo rango 

sea -1, se consideran moléculas sin actividad antioxidante reconocida y por lo tanto no activa.  

En la siguiente tabla se expone los resultados de los diferentes coeficientes de nuestros 

compuestos: 

Tabla 3.- Resultados de la evaluación antioxidante del ácido ascórbico,  ácido lipoico,  ácido 

dihidrolipoico, progesterona, alopregnanolona y 17-β-estradiol en SPSS. En donde, C3SP2: 

átomos de carbono con un doble enlace unidos a otros tres átomos de carbono; nHBd: 

recuento de E-estados para los átomos donantes de enlaces de hidrógeno; nHdsCH: recuento 

de E-estados de tipo de átomos =CH–. ; nsCH3: recuento de E-estados de tipo de átomos –CH3. 

; nssSe: recuento de E-estados de tipo de átomo –Se –; minHsOH: mínimo E-estado de tipo de 

átomos –OH–; MinHssNH: mínimo E-estado de tipo de átomos –NH–. ; MindS: mínimo E-

estado de tipo de átomo =S.; ETA_Epsilon_3: medida de la electronegatividad de los átomos. ; 

ETA_Psi_1: medida de la predisposición a formar enlaces de hidrógeno de las moléculas y/o el 

área de superficie polar; nHBAcc: recuento de átomos aceptores de enlaces de hidrógeno; 

topoShape: medida de la forma molecular; FD: función discriminante. 

 

 Ácido 
ascorbico 

AL ADHL P4 ALLOP E2 

C3SP2 0 0 0 1 0 2 

nHBd 4 1 3 0 1 2 

nHdsCH 0 0 0 1 0 0 

nsCH3 0 0 0 3 3 1 

nssSe 0 0 0 0 0 0 

minHsOH 0,63 0,72 0,72 0 0,30 0,26 

minHssNH 0 0 0 0 0 0 

mindS 0 0 0 0 0 0 

ETA_Epsilon_3 0,43 0,43 0,43 0,45 0,45 0,45 

ETA_Psi_1 0,39 0,60 0,60 0,63 0,63 0,62 

nHBAcc 6 2 2 2 2 1 

topoShape 1 1 0,8 0,83 0,83 1 

FD 2,68 0,20 1,14 -2,75 -1,86 -0,99 
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Nuestros resultados muestran cómo en un modelo topográfico, el ácido ascórbico posee una 

mayor capacidad antioxidante que ninguna de las otras moléculas de estudio (FD= 2,68), esto 

puede ser debido a que el valor de los descriptores nHBd y nHBAcc son los mas altos que se 

observan en la tabla. Por otra parte, los resultados muestran que el ácido lipoico (FD= 0,20) 

tiene un valor inferior a +1 y la progesterona (FD= -2,75) tiene un valor inferior a -1, 

considerándose moléculas no activas, y por lo tanto moléculas sin capacidad antioxidante. 

Por otro lado, observamos que el metabolito del ácido lipoico, el ácido dihidrolipoico presenta 

una gran capacidad antioxidante con una FD= 1,14, en consonancia con los resultados 

obtenidos con el método CUPRAC. Esto es debido a que el valor de sus descriptores minHsOH, 

ETA_Epsilon_3, ETA_Psi_1, nHBAcc y topoShape dan unos valores altos confiriéndole una FD 

mayor a +1, considerándose como una molécula con una actividad antioxidante reconocida, y 

por lo tanto una molécula antioxidante activa (tabla 3).  

En el caso de los metabolitos de la progesterona, en consonancia con los datos obtenidos con 

el método CUPRAC, la alopregnanolona  y el 17-β-estradiol, aunque tienen una  FD menor que 

1, (FD= -1,86, FD= -0,99, respectivamente), es mayor a la presentada por la progesterona. 

Entre ellos el 17-β-estradiol tiene un valor cercano a 1, posiblemente debido a los dos grupos     

–OH que contiene, por lo que se le podría considerar una molécula ligeramente activa (tabla 

3).  
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La RP es un trastorno complejo en el que, la imposibilidad de desarrollar estrategias 

terapéuticas efectivas parece surgir del escaso conocimiento de los factores patogénicos 

desencadenantes y del elevado grado de especialización y de la vulnerabilidad intrínseca de las 

células afectadas, principalmente, de los fotorreceptores (Thompson G. et al., 2015; Daiger S.P. 

et al., 2007; Guadagni V. et al., 2015).  

Actualmente  las estrategias de clonación e identificación de mutaciones, parece ser, que han 

hecho de la terapia génica la primera cura disponible para la RP. Sin embargo, las posibilidades 

de éxito de esta terapia están seriamente comprometidas por dos factores importantes: 1) la 

terapia génica es más eficaz cuando se inicia el tratamiento antes de la aparición de la muerte 

celular de fotorreceptores (Shu X. et al., 2015; Colella P. et al., 2012), 2) la alta heterogeneidad 

genética de esta enfermedad requiere correcciones para cada mutación y en la práctica el 

número de pacientes con una misma mutación es muy pequeño. Esto significa que las terapias 

génicas deben ser individualizadas para cada paciente (Zheng A. et al., 2015; Petrs-Silva H. & 

Linden R., 2013).  

Se ha visto como las terapias de neuroprotección por medio de factores antioxidantes 

(Cingolani et al., 2006; Komeima K. et al., 2006; 2007; Valter K. et al., 1998  y  Yu X. et al., 2004; 

Shen J. et al., 2005; Miranda M. et al., 2007; 2010) o mediante la administración de 

neuroesteroides (Sánchez-Vallejo V. et., 2015; Kokona D. et al., 2012; Corrochano S. et al., 

2008), dirigidas a tratar de disminuir los efectos producidos por las múltiples mutaciones que 

dan lugar a la RP,  pueden resultar beneficiosas en diferentes modelos de ratones con RP. Esto 

hace suponer que el daño oxidativo contribuye a la muerte de los fotorreceptores, 

independientemente de la causa genética subyacente, preparando el terreno para el uso de 

estos compuestos para proteger contra el daño oxidativo como estrategia en el tratamiento de 

la RP.  

El modelo animal mejor caracterizado para el estudio de la RP es el ratón rd1 o Pde6brd1 

(Pittler S.J. & Baehr W., 1991). Una mutación en el mismo gen se ha encontrado en las formas 

humanas de RP autosómica recesiva haciendo del ratón rd1 un modelo ideal de RP (Miranda 

M. et al., 2010). El ratón rd1 lleva una mutación espontánea nonsense en el gen de la 

subunidad β de la PDE6 que causa la muerte masiva de los bastones en las primeras semanas 

de vida. Con el tiempo también mueren los conos como en la RP de los humanos (LaVail M.M. 

et al., 1997). 

Por todo ello, con el objetivo de estudiar la efectividad del ácido lipoico y la progesterona, así 

como su combinación, para el tratamiento dela retinosis pigmentaria se ha utilizado en este 
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proyecto dos modelos de ratón: ratones control y rd1. Además hemos estudiado si la 

administración conjunta de ácido lipoico y progesterona resulta más beneficiosa que la 

administración de cada una de ellas por separado, sobre la muerte progresiva de los 

fotorreceptores que tiene lugar en la RP. En otro sentido, hemos estudiado la capacidad 

antioxidante perse de las moléculas de estudio, ácido lipoico y progesterona y de sus 

metabolitos, ácido lipoico, alopregnanolona y 17-β-estradiol respectivamente, para elucidar las 

posibles rutas metabólicas y mecanismos de acción, por los cuales estas moléculas ejercen 

finalmente su papel  como  neuroprotector  

1.- LA ADMINISTRACIÓN DE PROGESTERONA Y ÁCIDO LIPOICO 

DISMINUYE LA MUERTE CELULAR DE LOS FOTORRECEPTORES EN LA 

RETINA DE LOS RATONES RD1. 

Enfermedades neurodegenerativas de la retina, como la RP, disminuyen su funcionalidad, lo 

que conduce a la deficiencia visual severa y generalmente incurable (Hanus J. et al., 2015; 

Klassen H., 2016; Murakami Y. et al., 2013). Aunque los mecanismos subyacentes de la 

enfermedad relacionados con este trastorno pueden variar, los eventos neurodegenerativos se 

caracterizan generalmente por la degeneración y pérdida de los fotorreceptores, la 

remodelación de las neuronas postsinápticas de segundo orden y la activación de células 

gliales, todo lo cual conduce a una alteración de la morfología de la retina y la considerable 

pérdida de capacidad funcional (Cuenca N. et al., 2014 ; Jones B.W & Marc R.E., 2005;  Soto F. 

& Kerschensteiner D., 2015 ). 

Se han propuesto varios mecanismos de muerte celular durante la progresión de la RP. De 

hecho, es sabido que la muerte progresiva de los bastones en la RP se produce a través de 

apoptosis (Chang G.Q. et al., 1993; Cottet S. & Schorderet D.F., 2009). Sin embargo, el modo 

por el que se produce la muerte de los conos ha sido menos caracterizado. La muerte celular 

programada o apoptosis es un proceso celular esencial para el desarrollo y el mantenimiento  

de la homeostasis de los tejidos adultos. Su misión es eliminar las células superfluas, dañadas, 

infectadas o transformadas, evitando así desencadenar una reacción inflamatoria (Cascales- 

Angosto M., 2003). 

Para la detección de la muerte celular se han desarrollado varios métodos bioquímicos. En 

nuestro estudio utilizamos la técnica TUNEL.  Esta técnica detecta entre otras cosas las células 

apoptóticas (Grasl-Kraupp B. et al., 1995), de manera que la efectividad del tratamiento se 

correlaciona con una disminución del número de células TUNEL positivas. 
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A pesar de su etiología múltiple, la apoptosis es el destino final común de la RP así como de 

otras distrofias retinianas severas. No obstante, actualmente no hay un tratamiento que 

directamente esté dirigido a prevenir que las células de la retina se vean sometidas a la 

apoptosis (Chang G.Q. et al., 1993; Cottet S. & Schorderet D.F., 2009). 

Se ha demostrado que el tejido de la retina es particularmente susceptible al daño 

oxidativo. De hecho, es uno de los tejidos metabólicamente más activo  del cuerpo, contiene 

un número abundante de mitocondrias  y se somete a un estrés fotoquímico constante (Jarrett 

S. G et al., 2008). Para contrarrestar este daño oxidativo, el cuerpo tiene a su disposición una 

serie de antioxidantes que, incluso en concentraciones muy bajas, son capaces de retrasar o 

inhibir la oxidación del sustrato, como por ejemplo el GSH (Halliwell B. et al., 1989). Pero 

también, una segunda línea de defensa está formada por compuestos antioxidantes 

endógenos, como es el ácido lipoico (Reed L. J. et al., 1951). Sin embargo, los humanos sólo 

pueden sintetizar pequeñas cantidades de ácido lipoico, de ácidos grasos y cisteína, por lo que 

es necesario su administración exógena  (Packer L. et al., 2001; Wollin S.D &  Jones P.J., 2003; 

Nebbioso M. et al., 2013).  

Se cree que el estrés oxidativo juega un papel importante en la degeneración observada en la 

retina de varios modelos animales de RP. Varios estudios muestran como el ácido lipoico, ya 

sea solo, o en combinación con otros antioxidantes, puede disminuir el estrés oxidativo y la 

muerte de los fotorreceptores en estos modelos (Komeima K. et al., 2007; Komeima K. et al., 

2006; Sanz M.M. et al., 2007). En este sentido, Zhao y colaboradores investigaron si la 

administración de ácido lipoico via intraperitoneal en ratones  Balb/c, suponía una prevención 

eficaz de la degeneración retiniana inducida por la luz (light damage, LD), como fuente de 

producción de estrés oxidativo. Los resultados demostraron como el ácido lipoico redujo el 

número de fotorreceptores TUNEL-positivos inducidos por luz 7 días después de la 

administración del ácido lipoico (Zhao L. et al., 2014). Un estudio similar pero in vitro sobre un 

cultivo células ganglionares (retinal ganglion cells (RGC-5 cells)) mostró una disminución de las 

células TUNEL positivas en aquellas células que fueron tratadas con ácido lipoico. Además, 

numerosos estudios han demostrado los efectos neuroprotectores del ácido lipoico a través de 

su actividad antioxidante (Block F. et al., 1997). Las hormonas esteroideas juegan un papel 

regulador en una gran variedad de procesos como es la reproducción, el crecimiento, 

diferenciación, apoptosis y funciones del cerebro (Tsai S.K. & O’Malley B.W., 1994). Trabajos 

anteriores muestran como la progesterona tiene la capacidad de atenuar de disminuir la 
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apoptosis neural asociada con un daño en el sistema nervioso central (Gonzalez S.L. et al., 

2009; Shahrokhi N. et al., 2010). 

Existen pocos estudios sobre el papel neuroprotector y los efectos beneficiosos de la 

administración de progesterona sobre las patologías oculares, pero sí de sus derivados 

metabólicos más importantes (Cascio C., et al., 2015). En estudios llevados a cabo como el de 

Nakazawa y colaboradores se encontró como la progesterona no ofrecía protección en un 

modelo de daño en las células ganglionares de la retina (Nakazawa et al., 2006). A su vez, dos 

estudios independientes no pudieron demostrar los efectos protectores de la progesterona 

contra el estrés oxidativo inducido en la retina por luz (O'Steen W.K., 1977, Kaldi I. & Berta A., 

2004). La mayoría de los estudios en se han centrado en el papel que juegan sobre el 

tratamiento de las patologías celulares, alguno de sus principales metabolitos como son la  

alopregnanolona y el 17-β- estradiol.  

En este sentido, se ha demostrado como el 17-β-estradiol proporciona neuroprotección a las 

células ganglionares de la retina tanto in vitro, como in vivo en diferentes modelos animales 

frente a un daño oxidativo inducido (Arevalo M.A. et al., 2015; Cascio C., et al., 2015). Otros 

estudios han puesto de manifiesto como la inyección intravítrea de 17-β-estradiol puede 

prevenir del daño inducido por la luz en la retina, probablemente debido a sus efectos 

neurotróficos y anti-inflamatorios (Mo M.S. et al., 2013). Russo y colaboradores demostraron 

como una administración sistémica de 17-β-estradiol promueve la reducción de la muerte 

progresiva de las células ganglionares de la retina inducida por aumento de la presión 

intraocular, que se producen normalmente en el glaucoma agudo (Russo R. et al., 2008).  

Sin embargo, Sánchez-Vallejo y colaboradores recientemente han puesto de manifiesto el 

papel neuroprotector de la progesterona en la retina de los ratones rd1. En dicho trabajo, se 

demostró como la administración oral de 100 mg/kg de peso corporal de progesterona cada 2 

días, a partir del día post-natal 7, conserva significativamente el número de células 

fotorreceptoras en ratones rd1 (Sánchez-Vallejo V. et al., 2015). Estos resultados avalan los 

obtenidos en el presente trabajo, en el que se observa cómo el número de células TUNEL 

positivas en las retinas de ratones rd1 a los que se les administró progesterona disminuyó 

significativamente en comparación con la retina de los ratones rd1 a los que no se les 

administró tratamiento (figura 27).  

La disparidad existente de resultados entre unos estudios y otros podría ser debida a la 

variación existente en los estudios con luz, las especies animales, el régimen de dosis 

empleado o el origen de la progesterona (natural o sintética), ya que la progestina sintética no 
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siempre puede mimetizar los efectos fisiológicos de la progesterona (Doonan F. et al., 2011). 

Es por ello, que se necesitan más estudios para optimizar la dosis, elección del momento 

oportuno y vía de administración de la progesterona (Liu M. et al., 2010). 

Además, actualmente se desconocen cómo se ponen en marcha las vías de señalización que 

concurren durante el tratamiento hormonal en las enfermedades neurodegenerativas, y que 

representan un punto crítico. Por lo que serían necesarios más estudios para comprender el 

mecanismo de acción por el cual ejercen, estas hormonas ejercen su mecanismo 

neuroprotector in vivo en modelos animales con retinosis pigmentaria. Aunque este 

tratamiento no parece inhibir el curso patológico de la enfermedad, parece ralentizar su 

progresión (Sánchez-Vallejo V. et al., 2015). 

En base a la hipótesis de que el tratamiento con ácido lipoico, progesterona y la combinación 

del ácido lipoico y la progesterona puede proteger de la muerte celular se estudió su posible 

efecto como neuroprotector en las diferentes partes de la retina de los ratones rd1 a día post-

natal 11.  

En nuestro modelo de ratón,  la neurodegenarión de la retina comienza a día post-natal 10. En 

nuestro caso, en la figura 26 observamos como a día post-natal 11 existen diferencias 

significativas entre el número de células TUNEL positivas en la retina de los ratones control y 

rd1 en las diferentes partes de la retina (*p< 0,05 vs control sin tratamiento, $p< 0,05 vs 

control progesterona, #p< 0,05 vs control ácido lipoico, †p< 0,05 vs control ácido lipoico y 

progesterona), como cabria de esperar.  

En este sentido nosotros hemos encontrado una reducción significativa de la muerte celular de 

los fotorreceptores de aquellos ratones rd1 a los que se les trató con progesterona (figura 27). 

Sin embargo, esta esta reducción es menor a la que observamos en la retina de los animales 

rd1 tratados con con ácido lipoico o con la combinación de ácido lipoico y progesterona 

($p<0,05 vs rd1 ácido lipoico, ácido lipoico y progesterona), siendo estos mas eficaces.  

En la figura 26 observamos cómo en las diferentes partes de la retina de los ratones rd1 a los 

que se les administró la dosis conjunta de ácido lipoico y de progesterona,  presentan un 

número de células TUNEL positivas parecidas a las obtenidas en la retina de los ratones 

control. Esto demuestra que la combinación de ácido lipoico y progesterona puede tener un 

mejor efecto neuroprotector que cada una de las moléculas de estudio por separado, sobre 

todo en la periferia lejana (figura 26 C). En la figura 27 C (tabla) se observa como se produjo 

una disminución del porcentaje de células TUNEL positivas de aproximadamente de un 30% a 
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un 83%, entre aquellos animales no tratados con respecto a los animales tratados con ácido 

lipoico, progesterona y su combinación. En esta misma tabla observamos que el mayor 

porcentaje de reducción de células TUNEL positivas tiene lugar en aquellos animales rd1 a los 

que se les administró la combinación de ácido lipoico y progesterona en las diferentes partes 

de la retina (figura 27). 

No se encontraron diferencias significativas en la reducción de la muerte de las células de la 

retina entre los animales rd1 tratados con ácido lipoico y los animales tratados con la 

combinación de ácido lipoico y progesterona.  Esto último, puede ser debido a que habría que 

ajustar la dosis, la vía administración, la forma de combinarlas, etc…, por lo que sería necesario 

más estudios adecuando dichos paramétros para determinar si realmente esta combinación es 

eficaz.Nebbioso M. y colaboradores evaluaron la eficacia de un tratamiento combinado de 

ácido lipoico y superóxido dismutasa sobre las células ganglionares de la retina y en astrocitos 

del nervio óptico de ojos glaucomatosos, en un modelo animal de envejecimiento (cepa Wistar 

machos Harlan) (Nebbioso M., et al., 2015). En dicho estudio, no se observó una disminución 

de las células TUNEL positivas entre los animales no tratados y los tratados con la combinación 

y concluyeron que posiblemente esto fuera debido a la presencia de mecanismos no sinérgicos 

de acción entre la superóxido dismutasa y el ácido lipoico (Nebbioso M., et al., 2015). 

Principalmente, la superóxido dismutasa actúa en el entorno extracelular, y por el contrario el 

ácido lipoico actúa a nivel intracelular (Nebbioso M., et al., 2013; Reveillaud I. et al., 1991; 

Nebbioso M. et al., 2013). Por lo que se podría extrapolar esta posibilidad a nuestro caso, es 

decir, que la progesterona y ácido lipoico tuvieran mecanismos de acción diferentes y no 

sinérgicos, a través de los cuales ejercen su papel neuroprotector. 

En la actualidad, muchas investigaciones están apostando por el uso de una terapia combinada 

con antioxidantes. La hipótesis parte del hecho, de que la combinación de estos puede 

presentar resultados más beneficiosos que cada uno de ellos por separado. Incluso, en el 

mercado ya existen diferentes medicamentos para la mejora de defectos visuales como DMAE, 

ojo seco, o cataratas, cuya composición química incluye varios principios activos con acción 

antioxidante: ácido ascórbico (Vitamina C), ácido lipoico, D- α tocoferol (Vitamina E), luteína.… 

La terapia combinada con antioxidantes está cobrando cada día mayor protagonismo para el 

tratamiento o prevención de las degeneraciones retinianas. Los trabajos previos en modelos 

animales han aportado información importante sobre la implicación del daño oxidativo en la 

muerte de los fotorreceptores. En estos modelos se han ensayado diversas estrategias 

terapéuticas dirigidas a neutralizar los radicales libres a través de la administración conjunta  
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de diferentes  antioxidantes (ácido lipoico, vitamina C, tocoferol, etc.) (Komeima K. et al., 2006; 

Lu S.C. et al., 2009; Usui S. et al., 2009; Oveson B.C. et al., 2011).Por ejemplo,  se ha observado 

como una combinación de ácido lipoico (100 mg/kg) (misma dosis utilizada en este trabajo) y 

Vitamina E (140 mg/kg) en conejos disminuyó la gliosis reactiva y mejoraba el rendimiento 

funcional (García-Estrada J. et al., 2003; González-Pérez O. et al., 2002). 

Actualmente, incluso se están llevando a cabo diferentes ensayos clínicos administrando 

cócteles de antioxidantes compuestos por vitamina A, vitamina E, luteína y ácido 

docosahexanoico en pacientes con RP, en los que se han mostrado algún tipo de beneficio 

(Aleman T.S. et al., 2001; Berson E.L. et al., 2004; Berson E.L. et al., 2010). Además,  algunas 

casas comerciales los empiezan a comercializar como suplemento alimentario (ácido 

dihidrolipoico, α-tocoferol, ácido lipoico…). Se ha descrito que una dieta rica en ácidos grasos 

omega-3 suplementada con vitamina A reduce la pérdida de la agudeza visual de cuatro a seis 

años (Berson E. L. et al., 2012) o que la combinación de luteína con vitamina A disminuye la 

pérdida de campo visual periférico en pacientes con RP (Berson E. L et al., 2010). 

2.- LA GLIOSIS REACTIVA DISMINUYE TRAS EL TRATAMIENTO CON ÁCIDO 

LIPOICO, PROGESTERONA Y LA COMBINACIÓN DE ÁCIDO LIPOICO Y 

PROGESTERONA 

La retina se considera un tejido inmune privilegiado y, por lo tanto, en él,  operan una multitud 

de mecanismos para limitar la inflamación dañina que provocan las sustancias extrañas. Se 

cree que las células ganglionares de la retina representan la primera línea de defensa en la 

retina, desempeñando un papel importante en la depuración y posterior reconocimiento de 

patógenos durante la infección. A su vez, las células gliales son capaces de modificar sus 

posiciones con el fin de mantener la homeostasis, y además, colaboran en la actividad 

antinflamatoria detectantando lesiones en la retina y cambiando su morfología para ejercer 

como barrera protectora ante dicha lesión (Vecino E. et al., 2016). 

En la retina, los astrocitos y células de Müller expresan en condiciones normales, poco o nada 

de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) (Bignami A. & Dald D., 1979; Lewis G.P. & Fisher S.K., 

2003), pero cuando tiene lugar un daño retiniano agudo o crónico,  se produce una activación 

de la gliosis reactiva en donde las células de Müller proliferan y se convierten en hipertróficas 

(Suria H., 1999; Wilding C. et al., 2015; Vecino E. et al., 2016).  
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Así pues, la gliosis reactiva es un fenómeno complejo que implica la activación y proliferación 

de la microglía y astroglia y la migración de estas células hacia los sitios de la lesión (Sofroniew 

M.V., 2009; Graeber M.B & Streit W.J., 2010; Lull M.E & Block M.L., 2010). Es la respuesta de 

las células gliales en el tejido neural, incluyendo la retina, a cualquier daño. El reclutamiento de 

células gliales a regiones dañadas se produce en casi todas las condiciones patológicas en el 

SNC y en una gama de patologías retinales, incluyendo la degeneración macular relacionada 

con la edad, la RP, la degeneración de la retina de inicio tardío, el desprendimiento de retina, 

el glaucoma, la retinopatía diabética y en muchos modelos experimentales de degeneración de 

la retina (Gupta N. et al., 2003; Ghosh F. & Johansson K., 2012; Chong R.S. & Martin K.R., 2015; 

Kern T.S., 2014; Collier et al., 2014; Rutar M. et al., 2012; Karlstetter M. et al., 2015).  

El aspecto más conocido de la respuesta glial en la retina es que las células de Müller expresan 

la proteína GFAP (Roesch K. et al., 2012). Las células de Müller en respuesta a una lesión o 

degeneración en la retina se vuelven inmunorreactivas y expresan niveles elevados de 

vimentina y de GFAP, lo cual altera las propiedades físicas de las células de la retina que se 

hacen más rígidas (Ekström P. et al., 1988;  Strettoi E. et al., 2002;  Strettoi E. et al., 2003; Lewis 

G.P. & Fisher S.K., 2003; Tackenberg M.A. et al., 2009;  Robel S. et al., 2011). Esto permite 

establecer una cicatriz glial que constituye una barrera física y bioquímica para las infecciones, 

así como una barrera para la regeneración (Vecino E. et al., 2016; Karl M.O & Reh T.A, 2010). 

Estudios recientes han demostrado que las células de Müller participan activamente en la 

inmunidad innata de la retina, específicamente en condiciones infecciosas como la endofalitis 

bacteriana (irritación e inflamación del cerebro, casi siempre debido a infecciones), la 

fagocitosis, y en la secreción de citocinas y quimiocinas (Vecino et al., 2016). 

En la RP se ha observado como la degeneración de los fotorreceptores va acompañada 

también de una gliosis reactiva con activación y migración de la microglía de las capas internas 

de la retina a las externas y al espacio subretiniano (Roque R.S. et al., 1996; Gupta N. et al., 

2003; Zeng H.Y. et al., 2005; Peng B. et al., 2014). Durante la degeneración de los 

fotorreceptores en el ratón rd1 y en otros modelos de distrofias retinianas  (el ratón chx10 y 

prph2 y la P23H, RCS y la rata S344ter), se ha observado como en la última fase de la 

degeneración retiniana, en donde los fotorreceptores empiezan a desaparecer 

completamente, existen cambios glióticos que incluyen el aumento de la expresión de la GFAP 

(Chua J. et al., 2013; Greferath U. et al., 2015; Strettoi E. et al., 2002).  

Es necesario comprender los procesos celulares fundamentales que causan la degeneración de 

la retina, así como una mejor comprensión de los mecanismos de muerte celular, los cambios 
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anatómicos y funcionales anteriores a la pérdida total de los fotorreceptores en la retina, para 

el desarrollo de nuevas estrategias basadas en la prevención (Cuenca N. et al., 2014; Guadagni 

V. et al., 2015). Por esta razón, en este trabajo se ha estudiado la expresión de GFAP a día 

post-natal  11, es decir, antes de que se produzca la degeneración total de los fotorreceptores, 

así como el posible papel modulador del ácido lipoico, progesterona y la combinación de 

ambos sobre esta gliosis reactiva. 

Nuestros resultados sugieren que la gliosis reactiva asociada a la degeneración en los ratones 

rd1 (tanto tratados como no tratados), como avalan otros trabajos en diversos modelos de 

degeneración retiniana, se encuentra altamente activada (Goel M. & Dhingra NK., 2012). 

Asimismo, se observa cómo a día post-natal 11 con el tratamiento con ácido lipoico, 

progesterona y la combinación de ácido lipoico y progesterona, la inducción de GFAP fue 

parcialmente o ligeramente inhibida en las diferentes partes de la retina (figura 28 y 29).  

Numerosos estudios demuestran que el ácido lipoico es un excelente antioxidante (Osborne 

N.N., 2008; Santos J.M. & Kowluru R.A., 2011) también en el entorno ocular (Mérida S. et al., 

2013) y  que actúa protegiendo  a la retina en su conjunto, (Chidlow G. & Schmidt K.G., 2002). 

A pesar de estos resultados positivos, la eficacia del ácido lipoico como un protector neural de 

la retina no se ha investigado (Wang Y. et al., 2006) en profundidad, más allá de los resultados 

publicados por nuestro grupo en modelo animal de uveítis (Mérida S. et al, 2013). En el 

presente trabajo, los resultados demuestran el posible papel tanto como antioxidante como 

antiinflamatorio del ácido lipoico. Estos resultados se reflejan en la figura 30, en la que 

observamos  que existe una disminución significativa del marcaje de GFAP para los ratones rd1 

tratados con ácido lipoico frente aquellos que no habían sido tratados (#p< 0,05 vs ácido 

lipoico). De hecho en esta misma figura, observamos como existe una redución de la  gliosis 

reactiva de entre un 40% a un 75% en las diferentes partes de la retina entre los animales rd1 

no tratados y aquellos a los que se les administró ácido lipoico (figura 30 B). 

Pese a que la progesterona produzca una disminución de la gliosis reactiva menor a la  

obtenida con el tratamiento con ácido lipoico y con la combinación de ácido lipoico y 

progesterona en la retina de los ratones rd1 (figura 28, 29 y 30), numerosos estudios avalan su 

papel antiinflamatorio (Chen G. et al., 2008; Stein D.G. et al., 2008; Anderson M.E. et al., 2011; 

Sarkaki A.R. et al., 2013). En particular, se ha observado que la progesterona suprime la 

expresión de varias citoquinas pro-inflamatorias tras una isquemia cerebral, entre otras 

patologías y minimiza el aumento inducido por la isquemia de la IL-1β y TGF-β (Gibson C.L et 

al., 2005) y TNF-α (Aggarwal R. et al., 2008). Además, la progesterona puede disminuir la 



        DISCUSIÓN 

161 
 

expresión de la óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS; inducible nitric oxide synthase) in vivo 

(Coughlan T. et al., 2005, Gibson C.L. et al., 2005) y también in vitro (Coughlan T. et al., 2005, 

Muller E. & Kerschbaum H.H., 2006). Efectos similares se han obtenido con su precursor 

pregnenolona (García-Estrada R. et al., 1999) y uno de los estrógenos más potentes que 

derivan de la síntesis de la progesterona, el 17-β-estradiol (Acaz-Fonseca E. et al., 2016). 

Más recientemente nuestro grupo de investigación ha demostrado como la expresión de GFAP 

en la retina de los ratones rd1 tratados con progesterona vía oral (100 mg/kg) presenta una 

ligera disminución en comparación con los ratones rd1 no tratados, principalmente a día PN11, 

lo que sugiere que la progesterona puede inducir un retraso en la gliosis reactiva en la RP 

(Sánchez- Vallejo V. et al., 2015).  

En la presente tesis no evidenciamos que haya una disminución de la gliosis reactiva 

significativa entre los animales a los que se trató con ácido lipoico y aquellos a los que se trató 

con la combinación de ácido lipoico y progesterona, aunque, en el centro retina sí se observa 

una ligera disminución del marcaje de GFAP en aquellos ratones rd1 a los que se les administro 

la combinación de ácido lipoico y progesterona, de hecho, el área de la retina ocupada por el 

marcaje de GFAP en los animales rd1 no tratados y los tratados con la combinación de ácido 

lipoico y progesterona son muy parecidos en las diferentes partes de la retina (figura 30).  

Hasta donde sabemos, este estudio ha sido el primero que se ha realizado utilizando una 

combinación de un neuroesteroide y un antioxidante, por lo que sería necesario seguir 

investigando para determinar la dosis óptima de ácido lipoico y progesterona necesaria para 

que se observara una disminución mayor de la expresión de GFAP y para establecer cual sería 

el mecanismo de acción subyacente a esta disminución.  

Otra posibilidad sería utilizar esteroides en los que se ha observado una capacidad 

antioxidante y antiinflmatoria más potente que en la progesterona como es la 

alopregnanolona y/o el 17-β estradiol. En concreto, se ha observado numerosos efectos 

beneficiosos del estradiol en el cerebro y cómo está implicado en la regulación de muchos 

procesos como son la supervivencia celular y la apoptosis, la respuesta inflamatoria, el control 

de la transmisión sináptica o la regeneración axonal (Maggi A. et al., 2004).  

Finalmente, podemos concluir  que nuestros datos sugieren que los efectos protectores de la 

progesterona o el ácido lipoico y la combinación de ambos sobre la retina de los ratones rd1, 

podrían estar mediados de forma parcial a través de la disminución de la gliosis, y de la 

apoptosis, conduciendo esto a la mayor supervivencia de los fotorreceptores. 
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3.- EFECTO DEL ÁCIDO LIPOICO, PROGESTERONA Y SU COMBINACIÓN 

SOBRE LA ENZIMA GLUTAMATO CISTEINA CATALASA EN LA RETINA DE 

RATONES CONTROL  Y RD1 A DÍA  POST-NATAL 11 

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la producción de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) y los sistemas antioxidantes existentes en las células 

(Betteridge D.J., 2000). Estas especies reactivas son una parte esencial de la inmunidad innata 

que protege a las células de las infecciones pero también contribuyen a la patogénesis de 

enfermedades degenerativas. 

Se ha sugerido que el estrés oxidativo está implicado en la patogénesis de la RP, tanto en 

modelos animales como en pacientes con RP (Komeima K. et al., 2007, Lee S.Y. et al., 2011b, 

Oveson B.C. et al., 2011). Existen varias hipótesis/teorías en cuanto a lo que conduce a la 

muerte de los fotorreceptores en RP, pero ninguno de ellos ha sido demostrada de manera 

definitiva (Bhatt L. et al., 2010).  

Se sabe, que los bastones son más numerosos que los conos y son células metabólicamente 

más activas con un alto nivel de consumo de oxígeno. Los niveles de oxígeno en la periferia 

lejana de la retina varían inversamente con el consumo de oxígeno; es decir, cuando el número 

de bastones en un área particular de la retina disminuye, disminuye el consumo de oxígeno 

(porque no hay bastones que lo consuman), y por lo tanto aumentan los niveles de oxígeno. 

Por ello, la periferia lejana de la retina es la primera región que experimenta la muerte de los 

fotorreceptores, debido a su exposición a niveles peligrosamente altos de oxígeno y es por ello 

que en el caso de la RP el campo visual periférico se estrecha primero (Shen J. et al., 2005). 

La hipótesis oxidativa de la RP postula que la muerte de los  batones conduce a un aumento 

del estrés oxidativo, lo que eventualmente mata a los conos. Es decir, durante la progresión de 

la RP, cuando los bastones mueren como consecuencia de una mutación genética, el consumo 

de oxígeno en la retina disminuye y se produce una situación de hiperoxia que originaría daño 

oxidativo. Este daño afectaría a la supervivencia de las células de la retina, entre ellas los 

conos, y además exacerbaría la muerte de los bastones. Los elevados niveles de oxígeno 

favorecerían la acumulación de radicales O2
- que, junto con otras ROS y RNS como el H2O2 y los 

radicales OH·, causarían importantes daños a lípidos, proteínas y al ADN (Usui S. et al., 2011).  

En 2005, Shen y colaboradores demostraron en un modelo de cerdo transgénico de RP que 

tras la muerte de los bastones por mutaciones genéticas la hiperoxia generada causaba 
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peroxidación lipídica y daño oxidativo a proteínas y ADN que afectaba a la  supervivencia de los 

conos (Shen J. et al., 2005). A su vez, Komeima y colaboradores confirmaron estos resultados 

en el ratón rd1. Además, observaron como  la inyección de vitamina E y ácido α-lipoico reducía 

la muerte de los conos al prevenir el daño oxidativo tras la muerte de los bastones (Komeima 

K. et al., 2006). También se ha visto en un modelo autosómico dominante de RP, ratas P23H, 

como la muerte de los fotorreceptores inducida por la hiperoxia incrementaba el estrés 

oxidativo y aceleraba la muerte de los fotorreceptores supervivientes (Yu D.Y.  et al., 2004). 

Estos estudios apoyan la hipótesis oxidativa de la RP sugiriendo que los marcadores de estrés 

oxidativo, así como las enzimas antioxidantes pueden ser importantes dianas terapéuticas.  

La retina es especialmente sensible al estrés oxidativo en comparación con otros órganos. En 

condiciones normales, la retina puede equilibrar los ERO generados con su propia defensa 

antioxidante. En concreto, en humor acuoso hay elevados niveles de ácido ascórbico o 

vitamina C (1 mM) y de glutatión (GSH) (2 μM) (Umapathy A. et al., 2013), este último se 

encuentra en mayor cantidad en el cristalino (Aebi H. & Flohé L., 1974). Se sabe que las 

cantidades de GSH de la retina se mantienen gracias a su síntesis de novo, a la regeneración 

del disulfuro de glutatión (GSSG) y a la toma de GSH extracelular (Circu A.W., 2012). El GSH es 

el agente tiol más abundante y juega un papel crítico como  antioxidante en el CNS (Dringen R., 

2000). En algunas enfermedades neurodegenerativas cerebrales se ha visto como existe un 

agotamiento de GSH (Sian J. et al., 1994; Ramassamy C. et al., 2000), por lo que se considera 

como un evento temprano hacia la progresión de las enfermedades  (Jenner P., 1994).  

Como se ha explicado anteriormente, el paso inicial en la síntesis de GSH es catalizada por la  

ligasa glutamato cisteína (GCL), una enzima heterodimérica con una subunidad de 73 kDa 

catalítica (GCLC), que puede ser inhibida por GSH (Huang C.S. et al., 1993) y otra subunidad 

modificadora de 31-kDa (GCLM) (Griffith O. W. & Mulcahy R. T., 1999; Seelig G. F. & Meister  

A., 1984). En condiciones fisiológicas normales, la tasa de la síntesis de GSH se determina en 

gran parte por dos factores, la disponibilidad de cisteína y de la actividad GCL.  

El estrés oxidativo causado por una variedad de agentes es una de los factores que se han 

asociado con los cambios que se producen en los niveles celulares de GSH y en la actividad de 

la GCL (Ishikawa T. et al., 1996, Woods J.S, et al., 1992, Shi M.M. et al., 1994, Liu R.M. et al., 

1998  y  Yamane Y. et al., 1998). En concreto, se ha visto cómo un aumento excesivo de las ERO 

conlleva una disminución de la acción de la enzima GCL y por tanto, un agotamiento de  la 

producción de GSH. Por ejemplo, Liu y colaboradores han evaluado sistemáticamente el efecto 

del envejecimiento en roedores sobre la homeostasis de GSH en diferentes tejidos, y 
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encontraron que el nivel de GSH disminuye en todos los tejidos con la edad, debido a una 

disminución de la expresión génica de GS  (Wang H. et al., 2003; Liu H. et al., 2004).  

Pocos estudios han investigado el papel que desempeña la GCL en la retina en estado normal y 

patológico (Sánchez-Vallejo V. et al., 2016). Es por ello, que en la presente tesis, se estudió los 

posibles cambios en la subunidad GCLC asociados a RP en el modelo de ratón rd1, con el 

objetivo de poder comprender si esta enzima esta enzima para hacer frente al estrés oxidativo. 

Nuestros resultados corroboran los obtenidos recientemente por nuestro grupo de 

investigación en la retina de los ratones rd1, control y C57 y rd10 (Sánchez-Vallejo V. et al., 

2016).  

En el mencionado estudio, se midieron las concentraciones de las dos subunidades de ligasa 

glutamato cisteína (GCLC y GCLM) en la retina de ratones control y rd1, a diferentes días post-

natales (los días post-natales seleccionados correspondieron a las fases temprana, intermedia 

y final de la degeneración de la retina)  y se observó que tanto la expresión de GCLC como la 

de GCLM disminuyó en la retina de ambos tipos de ratón con la edad.  Además, se observó  

que en las fases tempranas de la degeneración retiana (a día post-natal 7 y a día post-natal 11), 

no existen diferencias significativas en la expresión de GCLC entre la retina de los ratones 

control y rd1 (Sánchez-Vallejo V. et al., 2016).  

Por otra parte, se ha visto como el ácido lipoico puede actuar como un antioxidante indirecto 

mediante la inducción de la ligasa γ-glutamilcisteína (GCL), y otras enzimas de fase II que están 

implicados en la desintoxicación de compuestos xenobióticos (Suh J.H. et al., 2004). Estos 

resultados, juntos con otros estudios previos (Suh J.H. et al., 2004; Liu J. et al., 2002; Han D. et 

al., 1997), demuestran el papel del ácido lipoico sobre el aumento de los niveles de 

mecanismos de protección asociados a la activación de GSH (Suh J.H. et al., 2004). De hecho, 

estudios recientes han revelado que el ácido lipoico ejerce un efecto neuroprotector contra el 

estrés oxidativo en las neuronas de la retina, a través de la activación de GSH (Koriyama Y. et 

al., 2013; Liu B. et al., 2012).  

En relación con la progesterona, existen muy pocos estudios que relacionen la actividad de la 

GCLC y del GSH en la retina de ratones con RP. En la retina, autores como Ishikawa y 

colaboradores entre otros, han observado en un modelo ex vivo de glaucoma en ratas, que el 

aumento de glutamato y del calcio intracelular provocado por una presión inducida, puede 

desencadenar la síntesis de neuroesteroides (Ferrarese C. et al., 1991, Guarneri C. et al., 1998, 

Ishikawa H. et al., 2014). En este sentido, estudios anteriores llevados a cabo en nuestro 

laboratorio reflejaron cómo no existían diferencias significativas en la actividad de la GSH entre 
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los animales rd1 no tratados y los animales rd1 tratados con una dosis de progesterona 

conocida (100 mg/Kg) a día post-natal 11, pero sí a días posteriores justo después del pico de 

la degeneración (Sanchez- Vallejo V., 2015). 

No obstante, según nuestros resultados, el ácido lipoico, la progesterona y su combinación no 

tiene efecto a nivel de la expresión de la enzima GCLC, al no observarse diferencias en la 

expresión de la GCLC en los grupos tratados (control y rd1 tratado) respecto de los 

correspondientes grupos no tratados con ácido lipoico, progesterona y su combinación en las 

diferentes partes de la retina (figura 31y 32) a día post-natal 11. Sin embargo, en la figura 33 A 

si que observa una disminución significativa de la expresión de GCLC en la periferia lejana de la 

retina de los ratones rd1 a los que se les administró la dosis conjunta de ácido lipoico y 

progesterona, en comparación en la misma parte de la retina, con los animales rd1 a los que 

no se les administró tratamiento (*p< 0,05 vs rd1 sin tratamiento) (figura 33 A).  

Estos resultados contrastan con lo demostrado por otros autores que han empleado 

compuestos como el lípido sintético ebselen, con objetivos similares. En estos estudios se ha 

determinado que dicho compuesto, era capaz de activar la GPx y la GCLC (Lee J.M & Johnson 

J.A., 2004, Tamasi V. et al., 2004, Tan V. et al., 2015) y también de proteger contra el estrés 

oxidativo en tejidos, incluido la retina (Nakamura Y. et al., 2002, Uno K. et al., 2010, Xu X. et al., 

2014). 

Hasta donde tenemos constancia, es la primera vez que se estudia el efecto de dicha 

combinación sobre la expresión de GCLC y por lo tanto de la síntesis de GSH, por lo tanto sería 

necesarios mas estudios para entender el mecanismo por el cual puede actuar como posible 

neuroprotector temprano ante un aumento del estrés oxidativo que tiene lugar en la RP.  

4.- DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR DE UN CULTIVO CON 

CÉLULAS ARPE- 19. 

El epitelio pigmentario retiniano (EPR), es una monocapa de células epiteliales, cuya función 

principal es la de actuar como barrera hemato-retiniana para controlar el transporte de 

nutrientes y metabolitos de la retina, mientras que de forma secundaria se incluyen funciones 

metabolizadoras y de reciclaje, así como la secreción de factores de crecimiento para los 

fotorreceptores (Strauss O. et al., 2005), por lo que desempeña un papel esencial en el 

mantenimiento de la función visual normal (Cai Z. et al., 2000). Se sabe que, el EPR es muy 

vulnerable al estrés oxidativo con una elevada tensión de oxígeno y está expuesto a la luz que 

puede ser fototóxica (Wu J. et al., 2006; Li Y. et al., 2014; Mettu P.S. et al. 2012; Beatty S. et al., 
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2000). Sin embargo, no se entiende completamente cómo el estrés oxidativo induce lesiones 

en el RPE. Actualmente, no se dispone de ningún agente farmacológico clínicamente eficaz  

que pueda proteger a las células del RPE de la lesión inducida por el estrés oxidativo. 

 4.1.- La inducción de estrés oxidativo mediante peróxido de hidrogeno disminuye 

significativamente la viabilidad celular en las células ARPE-19  

El tratamiento con H2O2 en cultivos celulares es un modelo comúnmente usado para probar la 

susceptibilidad al estrés oxidativo o la eficiencia antioxidante en tipos celulares con alto riesgo 

de daño oxidativo in vivo (Kaczara P. et al., 2010, Zheng M. et al., 2010, Jia L. et al., 2011) como 

es el caso de las células del EPR. 

 Las diferentes sensibilidades de las células al H2O2 son debidas al tipo celular del que se trate y 

a los diferentes mecanismos antioxidantes que pueden contratacar los efectos de las 

concentraciones de H2O2. En el presente trabajo, se realizó un estudio de inducción del estrés 

oxidativo con H2O2 en células del EPR, las células ARPE-19. Nuestros resultados demuestran 

que la aplicación de dosis crecientes de H2O2 a células en cultivo provoca una disminución de la 

viabilidad celular dosis-dependiente. El ensayo MTS puso de manifiesto que a 500 µM de H2O2 

tuvo lugar una disminución significativa de la viabilidad celular (44,90 % de disminución), 

disminución relativamente suave si la comparamos con las posteriores concentraciones 

crecientes de 750 µM y 1000 µM de H2O2 (95,17 % y 97,80 % de disminución respectivamente). 

Por lo tanto, elegimos la dosis de 500 µM de H2O2 como la concentración de referencia para 

los siguientes experimentos, pues parecía que esta concentración era la adecuada para 

demostrar si tanto el ácido lipoico como la progesterona son capaces de apoyar el sistema 

endógeno de defensa antioxidante para mejorar la viabilidad celular (figura 34). 

Nuestros resultados concuerdan con los resultados obtendios por Yu L. y colaboradores, los 

cuales  demostraron que el H2O2 induce a la apoptosis en células ARPE-19 de una manera 

dependiente de la concentración (Yu L. et al., 2014).  

 4.2.-  Protección de la viabilidad celular de las células ARPE- 19, tras la inducción 

de estrés oxidativo, mediante ácido lipoico y progesterona.  

Tomando como base investigaciones previas llevadas a cabo en nuestro laboratorio, utilizamos 

diferentes dosis de ácido lipoico y progesterona en las células ARPE-19, los resultados 

obtenidos evidenciaron en primer lugar que, estos compuestos por sí mismos no afectaban a 
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la viabilidad de las células que no habían sido sometidas previamente a ningún tipo de estrés, 

en ninguno de los experimentos realizados de pre-tratamiento y co-inducción (figuras 35 y 36). 

El efecto del ácido lipoico en nuestro estudio apoya el hallazgo que constatan otros autores  

sobre  los efectos protectores del  ácido lipoico en las células ARPE- 19 a través de la inhibición 

del estrés oxidativo (Lin J. et al., 2006; Ihnat M.A. et al., 2006). En este sentido, se ha visto 

como el ácido lipoico usado como pretratamiento tiene un efector protector tanto en células 

primarias humanas fetales, como en el RPE en condiciones de estrés oxidativo inducido (Jia L. 

et al., 2015; Jia L. et al., 2007). Recientemente,  Li Y. y colaboradores,  para demostrar el papel 

protector del ácido lipoico, incubaron las células ARPE-19 con una concentración determinada 

de H2O2 durante 30 min y posteriormente se incubaron con o sin ácido lipoico durante 0, 2, 4, 

6, 8, y 10 horas.  Los resultados obtenidos demostraron que el ácido lipoico administrado fue 

capaz de mitigar el efecto del H2O2 en la inducción de la apoptosis en las células ARPE-19 (Yun 

L. et al., 2015). 

Nuestros resultados demuestran que la aplicación de dosis crecientes de ácido lipoico sobre las 

células ARPE-19 produce una tendencia al aumento de la supervivencia celular ante un daño 

oxidativo inducido con H2O2. Estos resultados se ponen de manifiesto  tanto en las células pre-

tratadas como las co-incubadas (figura 37 y 39). En concreto, la figura 37 pone de manifiesto 

un aumento significativo del porcentaje de la viabilidad celular de ARPE-19 en aquellas a las 

que les administró ácido lipoico previmiente al daño oxidativo inducido, en comparación a 

aquellas que no fueron tratadas (figura 37), observándose un aumento del porcentaje de la 

viabilidad celular aproximandamente en un 50% cuando estas células son pre-tratadas con 

1000 µM de ácido lipoico (figura 37 B).  

En este mismo sentido, las células ARPE- 19 a las que se les indujo un daño oxidativo al mismo 

tiempo que fueron tratadas con diferentes dosis de ácido lipoico, observamos que existe una 

tendencia al aumento de la viabildad celular pero, únicamente se observa un aumento 

significativo cuando la dosis administrada era de 1000 µM de ácido lipoico (figura 39 A), con un 

aumento de la viabildad celular de un 70% (figura 39 B). 

En conjunto nuestros resultados demuestran el poder protector del ácido lipoico como 

tratamiento ante la inducción de estrés oxidativo mediante H2O2, sin embargo el porque es 

más efectivo como pretratamiento que como co-tratamiento se podría explicar debido a que 

su mecanismo de acción es fundamentalmente biológico (Packer L. et al., 1995). En la co-

incubación al producirse el daño simultáneamente con la administración de ácido lipoico,  es 

posible que las células no sean capaces de reducir el ácido lipoico y por eso observemos una 
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menor supervivencia celular en comparación a la observada cuando las células han sido 

tratadas anteriormente de producirse el daño oxidativo. 

Diversos estudios han revelado el papel protector de diferentes antioxidantes sobre el daño 

oxidativo inducido en las células ARPE-19 a unas concentraciones de H2O2 similares a las 

utilizadas en nuestro estudio. En este sentido, por ejemplo, se ha visto como existe un 

aumento de la viabilidad celular tras la inducción de estrés oxidativo a través de H2O2 cuando 

las células ARPE- 19 fueron tratadas con los polisacáridos de Lycium barbarum (planta de las 

bayas de Gogi) (Liu L. et al., 2015), el tratamiento conjunto de una combinación de luteína y  

zeaxantina (Xu et al., 2013), la curcumina (Woo J.M. et al., 2012), la astaxantina (Li Y. et al., 

2013), o la vitamina C (Wei W.  et al., 2014)…   

Por otro lado, con el objetivo de conocer si el mecanismo de acción neuroprotector de la 

progesterona es debido a su efecto antioxidante, sometimos a las células ARPE-19 a un estrés 

oxidativo inducido tal y como lo habíamos realizado anteriormente con el ácido lipoico. 

Nuestros resultados demuestran que la aplicación de dosis crecientes de progesterona ante la 

inducción de un daño oxidativo no provoca una disminución significativa de la viabilidad 

celular de las células ARPE- 19 (figura 38). Es más, podemos observar que cuando las células 

son tradadas conjuntamente con 500 µM de H2O2, las células que fueron tratadas con 

progesterona con una concentración mayor a 20 µM presentaban un porcentaje de viabildad 

celular menor a las células que no fueron tratadas con progesterona (figura 40). 

En conjunto nuestros datos sugieren que los efectos protectores del ácido lipoico podría estar 

mediados de forma parcial a través de la inhibición del estrés oxidativo sobre todo cuando es 

administrado de manera preventiva ante un daño oxidativo inducido, conduciendo esto a la 

mayor supervivencia de las células ARPE- 19. Sin embargo, aunque los otros resultados previos 

han sugerido que la progesterona protege frente al daño mediados de forma parcial a través 

de la disminución de la apoptosis y la gliosis en un modelo de ratón rd1, in vitro la 

progesterona no muestra la capacidad de reducir el estrés oxidativo, por lo que esta molécula 

debe de tener otro mecanismo de acción por el cual lleve a cabo su poder como 

neuroprotector conduciendo esto a una mayor supervivencia de los fotorreceptores. 
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5.- LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL ÁCIDO LIPOICO Y LA 

PROGESTERONA SE EJERCE A TRAVÉS DE SUS PRINCIPALES 

METABOLITOS  

El estudio del estrés oxidativo ha cobrado una considerable importancia debido a las 

numerosas consecuencias que puede tener sobre la salud. Hoy en día, conocer la actividad 

antioxidante de las moléculas (que se pueden encontrar en los alimentos, suplementos 

nutriciones o ser sintetizadas por nuestro propio organismo), se está convirtiendo en un 

objetivo esencial  para el desarrollo de nuevas terapias que ayuden a la prevención contra el 

daño oxidativo crónico y que dará lugar a la aparición de aquellas patologías que se 

encuentran asociadas al estrés oxidativo. Sin embargo, existen muy pocos estudios que se 

centren en analizar la estructura molecular mediante un método topologico matemático y 

relacionarlo con su actividad antioxidante mediante un método colorimétrico como CUPRAC. 

El ácido lipoico deriva del ácido octanoico y contiene dos átomos de azufre unidos mediante 

un puente disulfuro, es un compuesto de origen natural (Shay K.P., et al., 2009), que  tiene un 

centro quiral y por lo tanto existe en dos formas R y S enantiómeros (Shay K.P., et al., 2009; 

Gomes M.B., et al., 2014).  

EL ácido lipoico es conocido por estar reducido a ácido dihidrolipoico a través de la 

deshidrogenasa mitocondrial dihidrolipoamida, la glutatión reductasa citosólica, y la 

tiorredoxina reductasa (Slepneva I.A. et al., 1995;  Bilska A. et al., 2005; Arner E.S.J. et al., 

1996). Además, se sabe que el ácido dihidrolipoico tiene un actividad antioxidante más fuerte 

que el ácido lipoico debido a su grupo tiol (Zhao F. et al., 2011). Nuestros resultados muestran 

que el ácido lipoico no presenta una actividad antioxidante tan grande como cabría esperar 

tanto mediante el método CUPRAC (figura 41 y 42 A) como con el modelo topologico 

matemático (FD=0,20). Esto quizá es debido a su mecanismo de acción fundamentalmente 

biológico (Packer L. et al., 1995), y el ciclo de su estructura química, con dos átomos de azufre 

unidos y la falta de un grupo tiol (#p< 0,05 vs ácido dihidrolipoico; FD=1,14) (figura 42 A). De 

hecho, Zhao L. et al., pusieron de manifiesto que la superior actividad antioxidante del ácido 

dihidrolipoico frente al ácido lipoico podría ser debida a la presencia del grupo tiol libre que 

presenta el ácido dihidrolipoico y del que carece el ácido lipoico (Zhao L. et al., 2011), en 

consonancia con los resultados obtenidos.  

Tanto el ácido lipoico como el ácido dihidrolipoico se consideran potentes agentes 

antioxidantes naturales con capacidad de eliminación de muchas especies reactivas del 



        DISCUSIÓN 

170 
 

oxígeno (Scott B.C., et al., 1994; Packer L., et al., 1995). Se ha demostrado como estos tienen 

algunas ventajas importantes sobre otros agentes antioxidantes tales como la vitamina E y C, 

ya que presentan  propiedades anfifílicas que le confieren sus acciones antioxidantes  (Gomes 

M.B. & Negrato C.A., 2014; Golbidi S. et al., 2001; Scott B. C et al., 1994). Nuestros resultados 

demuestran como el ácido dihidrolipoico posee mas capacidad antioxidante que el ácido 

ascórbico en la reacción de óxido reducción que se da mediante CUPRAC, pero no en el 

método topologico matemático (FD=2,68). Esto puede ser debido a que el modelo matemático 

solo tiene en cuenta los descriptores establecidos sin tener en cuenta las reacciones que estos 

pueden llevar a cabo en las reacciones de oxido-reducción.   

Por otra parte, hemos estudiado la capacidad antioxidante intrínseca de la progesterona 

(pregn-4-ene-3, 20-dione, progesterona), hormona esteroide C-21 (con una cadena lateral de 2 

átomos de carbono en el C17) (García-Segura L. & Melcangi R., 2006), que se sintetiza 

principalmente por el ovario en la mujer, y los testículos y la corteza adrenal en el varón. Si 

bien, los niveles de progesterona son generalmente más altos en las hembras, vale la pena 

señalar que  durante la fase folicular del ciclo menstrual femenino los niveles de progesterona 

son similares a las observadas en los hombres (Strauss J. & Barbieri R., 2004), y por lo tanto, 

pueden ser igualmente importantes en los varones.  

Los resultados obtenidos sobre la capacidad antioxidante de la progesterona mediante el 

método de CUPRAC (#p< 0,05 vs alopregnanolona y 17-β-estradiol) y mediante la topología 

molecular (FD= -2,75), pusieron de manifiesto que no poseía capacidad antioxidante, resultado 

que cabría esperar, ya que la progesterona no es considerado como antioxidante. Esto es 

debido a que la progesterona presenta un doble enlace en el C4, tres grupos metilo y dos 

grupos cetónicos. De hecho, la progesterona es considerado un neuroesteroide y no como un 

antioxidante aunque muchos estudios avalen su poder como antioxidante (Sánchez-Vallejo V. 

et al.,  2015).  

La progesterona es rápidamente metabolizada en el cerebro por las enzimas 5α/ß-reductasa y 

se convierte en 5α/β-dihidroprogesterona (5α/β-DH PROG). A continuación, se produce una 

reducción de este en la posición C3, por la enzima 3α-hidroxiesteroide oxidorreductasa enzima 

(3α-HSOR), que da lugar a la alopregnanolona (3a-hidroxi-5α-pregnan-20-one) (Celotti F. et al., 

1992, Guarneri P. et al., 1998, Mellon S.H & Vaudry H., 2001, Stoffel W., 2001, Belelli D. & 

Lambert J.J., 2005, Rone M.B. et al., 2009).  Los resultados muestran como el metabolito, 

tampoco presenta una alta capacidad antioxidante aunque si ligeramente superior a la 
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progesterona, hecho que podría explicarse por la ruptura del doble enlace en el C4 y el grupo  

hidróxilo en C3 (figura 41 y 42 B).  

Los efectos beneficiosos del 17-β-estradiol en el cerebro implican la regulación de muchos 

procesos como la supervivencia celular y la apoptosis, la respuesta inflamatoria, el control de 

la transmisión sináptica o la regeneración axonal (Maggi A. et al., 2004). Y afectan al menos a 

los principales componentes del cerebro: las neuronas, los astrocitos, los oligodendrocitos y las 

células microgliales (Tripanichkul W. et al., 2007; Dhandapani K.M. & Brann D.W., 2007; Zhu 

T.S. & Glaser M., 2008; BruceKeller A.J. et al., 2000).   

La molécula de estradiol, tiene efecto neuroprotector en sí misma, debido a las propiedades 

antioxidantes que le confiere el grupo hidroxilo que el anillo A presenta en la posición C3 (Behl 

C. et al., 1997). El estradiol (E2 (17β)-estra-1, 3,5 (10)-trieno-3,17-diol) es el estrógeno natural 

más potente en seres humanos seguido por la estrona y el estriol. Cada una de estas moléculas 

es un esteroide de 18 carbonos, que contiene un anillo fenólico A (un anillo aromático con un 

grupo hidroxilo en el carbono 3) y un grupo β-hidroxilo o cetona en la posición 17 del anillo D.  

El estradiol, a excepción de su región terminal, es una molécula apolar e hidrofóbica. La 

flexibilidad conformacional del esqueleto estratrieno reside en el anillo B (Duax W.L y  Weeks 

C.M, 1980) probablemente, debido a sus uniones en una conformación de baja energía. El 

grupo fenólico -OH del anillo A presenta una energía libre de unión que le hace actuar 

fundamentalmente como un enlace donador de hidrógeno. Por su parte, el grupo 17-β-

hidroxilo del anillo D presenta una energía libre inferior a la del grupo fenólico del anillo A y 

suele actuar como un enlace aceptor de hidrógenos, ya sea directamente o a partir de una 

molécula de agua. 

Datos recientes apuntan que la alopregnanolona presenta un efecto protector contra varias  

patologías, restaurando el estado redox intracelular (Zampieri S. et al., 2009; Raso G.M., et al., 

2011; Afrazi S. et al., 2014). Aunque todavía no ha sido bien dilucidado como la 

alopregnanolona ejerce neuroprotección al reducir el estrés oxidativo, Qian X. y colaboradores 

en un modelo de Alzhéimer propusieron que el papel protector de alopregnanolona pudiera 

ser que se realizara a través de la inhibición del estrés oxidativo intracelular (Qian X. et al, 

2015) disminuyendo las concentraciones intracelulares de ERO mediante la mejora de la 

actividad de la enzima SOD. 
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Todo ello concuerda con los resultados obtenidos en el método de CUPRAC, en donde se 

observaba que la capacidad antioxidante total del estradiol es significativamente mayor que la 

de la progesterona (figura 42 B), lo cual se observa a simple vista en el método CUPRAC y 

también en el módelo topográfico en el que la FD = -0,99. Aunque según estos datos, el 

estradiol no se podría considerar una molecula con capacidad antioxidante activa, el valor FD 

es más cercano a +1 que el de la progesterona y la alopregnanolona. 

En conjunto nuestros resultados sugieren que los posibles efectos protectores del ácido 

lipoico, la progesterona y la combinación de ambos,  podrían estar mediados,  aunque sea de 

forma parcial, a través de la disminución de la apoptosis, la gliosis, y la inhibición del estrés, 

para una mayor supervivencia de los fotoreceptores en las fases tempranas de la enfermedad 

en los ratones rd1. Por lo que el uso de neuroesteroides como la progesterona, la 

alopregnanolona y/o el 17-β-estradiol, asi como el uso de ácido lipoico y/o ácido dihidrolipoico 

y la utilización combinada de todos ellos,  podrían ser una posible nueva vía para la prevención 

temprana de la muerte progresiva de los fotorreceptores en la RP, considerándose una nueva 

estrategia de neuroprotección para la RP.  
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1. – Acid lipoic, progesterone and their combined treatment, decrease cell death in an 

experimental model of RP, the rd1 mice.  

    1.1. – Acid lipoic, progesterone and their combined oral treatment, are able to protect 

photoreceptors from death in the retina of rd1 mice. The number of TUNEL positive cells after 

these three different treatments in the retina from rd1 mice at post-natal day 11 decrease 

when compared to the number of TUNEL cells in the non treated rd1 mice.  

 1.2. - In vivo, characteristic gliosis observed in the retina of the rd1 mice model is 

 decreased after oral treatment with acid lipoic, progesterone and their combination  at 

 post-natal day 11.  

     1.3. - A slight decrease of GCLC expression was observed in the retina of rd1 mice 

 treated with the combination of lipoic acid and progesterone when compared to rd1 

 mice treated with lipoic acid or progesterone alone. 

2. – Lipoic acid and progesterone increased survival of ARPE-19 cells that where subjected to 

oxidative stress. 

2.1. - Higher concentration of H2O2 induced higher apoptosis in ARPE-19 cells. The 

 dose of H2O2 selected for our studies was 500 M. 

2.2. - Lipoic acid and progesterone have no toxic effects on ARPE-19 cells. 

2.3. - Pre-treatment with increasing concentrations of lipoic acid decreased cell death     

induced by oxidative damage in ARPE-19 cells. In contrast, progesterone has no effect 

on an in vitro model of oxidative damage. 

2.4. - Lipoic acid is able to protect ARPE-19 cells against induced oxidative damage 

when lipoic acid was co-incubated together with H2O2. However, the co-incubation of 

progesterone with H202 has no effect on ARPE-19 cells. 

3. - The reduced form of lipoic acid, dihydrolipoic acid shows a higher total antioxidant 

capacity, as demonstrated by the CUPRAC method, than lipoic acid. Allopregnanolone and 17-

β-estradiol show higher total antioxidant capacity than progesterone. 

4. - The molecular structures perse of lipoic acid and progesterone showed a discriminant 

function lower than 1, so these molecules are considered non-active molecules, without 

antioxidant capacity. 

    4.1. - Dihydrolipoic acid is considered and active molecules with antioxidant capacity.  

 4.2.-Allopregnanolone and 17-β-estradiol show a discriminant function inferior to 1. 

However this value is higher than the one obtained for progesterone, demonstrating  that 

they have better antioxidant properties than progesterone.
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