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RESUMEN 

 
El estrés oxidativo celular ha sido reconocido en los últimos años como un 

jugador clave en diferentes enfermedades, entre ellas las  

neurodegenerativas. Debido a que el cerebro es un órgano 

metabólicamente hiperactivo y con menor capacidad para la regeneración 

celular en comparación con otros órganos, es extremadamente vulnerable 

a este daño. Dentro de los compuestos estudiados en los últimos años 

como posibles metabolitos reguladores del estrés oxidativo, la curcumina 

ha sido objeto de numerosos estudios como posible terapia frente al daño 

oxidativo. Debido a sus características farmacocinéticas y 

farmacodinámicas tales como su baja solubilidad en agua, su baja 

biodisponibilidad, su alta inestabilidad química y su mala absorción 

digestiva, esta molécula presenta dificultades a la hora de llegar a sus 

dianas fisiológicas. Por ello, en este trabajo se han evaluado las 

propiedades antioxidantes de catorce derivados asimétricos de la 

curcumina, con la finalidad de caracterizar aquellos derivados con mejor 

perfil antioxidante, de tal manera que pudiéramos seleccionar aquellos 

que además presentaran mejores características para actuar a nivel 

neuronal. 

Los ensayos realizados para estudiar la capacidad antioxidante han sido 

ABTS, FRAP y DPPH habiéndose encontrado que todos los compuestos 

presentan propiedades antioxidantes similares a la curcumina. Los 

estudios de viabilidad celular realizados en las líneas celulares SH-SY5Y, 

HT-22 y HepG2, han demostrado que estos derivados tienen menor 

citotoxicidad que la curcumina. De todos los quimiotipos la selecion de 6b 

y 7b ha evidenciado que estos dos derivados presentan excelente 

solubilidad y estabilidad química en medios biorrelevantes, que tienen  

comportamiento de quelación frente a Fe2+ similar a la curcumina, y que 

además, ambos han proporcionado una buena actividad neuroprotectora 

contra el estrés oxidativo inducido tanto por generadores de radicales 
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libres (H2O2) , como por inhibidores de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial, o como excitotoxicidad inducida por glutamato. 

 Teniendo en cuenta estos resultados, se ha evidenciado que los 

compuestos 6b y 7b poseen un prometedor perfil antioxidante, con baja 

actividad citotóxica y buena actividad neuroprotectora, lo que les hace 

candidatos para ser una nueva clase química interesante con alto 

potencial farmacológico como nuevos agentes terapéuticos contra 

enfermedades neurodegenerativas. 
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ABSTRACT  

Oxidative stress has been recognized in recent years as a key player in 

different diseases, including neurodegenerative diseases. Because the 

brain is a metabolically hyperactive organ with less capacity of cell 

regeneration compared with other organs, therefore is extremely 

vulnerable to this damage. In the last years a lot of compunds has been 

studied as a metabolite like anti-oxidative regulator. In fact, curcumin has 

been object of numerous quimical studies to determine its use against 

oxidative damage. Due to its pharmacokinetic and pharmacodynamic 

characteristics such as low solubility in water, low bioavailability, high 

chemical instability and poor digestive absorption, this molecule presents 

difficulties to reaching its physiological targets. Therefore, in this work the 

antioxidant properties of fourteen asymmetric derivatives of curcumin 

have been evaluated, in order to characterize those derivatives wich 

present a better antioxidant profile. Then we selected those that also 

presented better characteristics to act at the neuronal level. 

The tests carried out to study the antioxidant capacity have been ABTS, 

FRAP and DPPH. The results have shown that all the compounds had 

antioxidant properties similars to curcumin. Cell viability studies on the 

cell lines SH-SY5Y, HT-22 and HepG2 have shown that these derivatives 

compared with curcumin had low cytotoxicity. After these assays, 6b and 

7b compudns had been selected through their excellent solubility and 

chemical stability in biorelevant media, their chelation behavior against 

Fe2+, and in addition, about their neuroprotective activity against 

oxidative stress. Acording to these results, it has been shown that 

compounds 6b and 7b had a favorable antioxidant profile, with low 

cytotoxic and neuroprotective activity, which makes them the best eligible 

candidates as therapeutic agents against neurodegenerative diseases. 
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I.INTRODUCCIÓN  

 

I.1. Enfermedades neurodegenerativas. 

El sistema nervioso (SN) es una red compleja que permite al organismo 

comunicarse con el medio en el que vive. Dicha red incluye componentes 

sensoriales, que detectan cambios en los estímulos del medio exterior, y 

componentes motores, que producen la contracción de músculos 

voluntarios como los encargados del movimiento, la contracción de los 

músculos involuntarios como el corazón y la secreción de las glándulas 

como por ejemplo la secreción de insulina por parte del páncreas. Los 

componentes que integran el SN reciben, almacenan y procesan la 

información sensorial, y después coordinan las respuestas motoras 

apropiadas. El SN está formado por el sistema nervioso central (SNC), el 

cual comprende el encéfalo y la médula espinal, y el sistema nervioso 

periférico (SNP), que incluye receptores sensoriales, nervios sensoriales y 

ganglios situados en el exterior del SN. Ambos sistemas están 

profusamente comunicados entre sí. 

 

En el SN también se pueden distinguir divisiones sensoriales y motoras. 

La división sensorial o aferente aporta la información hacia el centro 

integrador del SN, por lo general sobre fenómenos ocurridos en los 

receptores sensoriales de la periferia, entre los que se incluyen receptores 

de diversa naturaleza como receptores auditivos y visuales, 

quimiorreceptores, receptores somatosensoriales, etc. La información que 

se recopila desde estos sensores es enviada vía aferente a niveles del SN 

de forma progresiva hasta llegar a la corteza cerebral. La división motora 

o eferente transporta la información desde el centro integrador del SN 

hacia la periferia.2 

 

 

https://psicologiaymente.com/neurociencias/medula-espinal
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Teniendo en cuenta la amplia red que forma el SN, las patologías que le 

pueden afectar son muy numerosas y diversas, entre ellas se encuentran 

las enfermedades neurodegenerativas (END) las cuales comprenden una 

serie de enfermedades que tienen como rasgo principal la pérdida 

progresiva y funcional de las neuronas del sistema nervioso central (SNC) 

y/o del sistema nervioso periférico (SNP).3,4 Estas enfermedades tanto por 

su morbilidad como  complejidad, suponen actualmente uno de los 

principales retos que afronta la Medicina. Son enfermedades que aunque 

siempre han estado presentes, en los últimos años han cobrado una 

especial relevancia ya que están emergiendo como un verdadero 

problema de Salud Pública en los países desarrollados, representado 

junto con las enfermedades vasculares y oncológicas, la principal causa 

de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. 5 Este aumento de las END se 

asocia a la conjunción de los avances científico-técnicos, así como los 

cambios socio-económicos y ambientales que han conseguido unos 

mejores sistemas sanitarios en los países desarrollados, con una  mejor 

calidad asistencial y un aumento de la esperanza de vida que favorece su 

aumento exponencial asociado al envejecimiento.  Por todo ello, no solo 

en el futuro sino también en estos momentos, las END representan un 

problema sanitario a tener muy en cuenta ya que previsiblemente se irán 

trasformando en una verdadera epidemia mundial representando una 

importante carga tanto  para la comunidad médico-sanitaria  como para la 

sociedad.  

El amplio grupo de las enfermedades neurodegenerativas está constituido 

por numerosas entidades clínicas entre las que cabe destacar la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA), las Enfermedades Neuromusculares 

(ENM), la Esclerosis Múltiple (EM), la Enfermedad de Alzheimer (EA) y la 

Enfermedad de Parkinson (EP). Las de mayor prevalencia tanto en el 

mundo como en Europa son EA, la EP y la EM. 
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Tabla 1. Prevalencia mundial de las tres principales enfermedades neurodegenerativas (Infome 
Neuroalianza).6 

 

Tabla 2. Prevalencia de las enfermedades neurodegenerativas en Europa. (Infome Neuroalianza).6 

Como se evidencia en las tablas 1 y 2, la EA es la forma más común de 

demencia, siendo este tipo de enfermedades una de las principales 

causas de discapacidad y dependencia entre las personas mayores a 

nivel mundial. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), las 

cifras actuales de prevalencia de las demencias son escalofriantes ya que 

hay aproximadamente 35 millones de personas afectadas y cada año se 

registran cerca de 10 millones de casos nuevos. Dentro de todos ellos 

entre el 60% y el 70% de los casos están causados por EA, lo que 

representa aproxidamedamente entre 21-25 millones de personas 

afectadas en el mundo. En Europa, la prevalencia de la EA y otras 

demencias es de 1,23%  lo que supone unos 6 millones de afectados.6 En 

este momento y teniendo en cuanta que la EA muestra un pico de 

incidencia de aparición entre los 60 y 70 años, las previsiones de aumento 

de casos de esta enfermedad están estrechamente ligados a la 

progresión del envejecimiento de la población, siendo mayor la afectación 

en mujeres que en hombres.7 
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En Estado Unidos (EE.UU.) Los últimos datos de la Asociación de 

Alzheimer revelan que aproximadamente 5,7 millones de personas están 

afectados, de entre los cuales 5,5 millones son mayores de 65 años y 

unos 200.000 individuos menores de 65. Se estima que el número llegará 

a triplicarse para el año 2050 con más de 13 millones de enfermos con 

EA. Como en Europa también se ha visto que hay mayor afectación en las 

mujeres representando 2/3 de los casos. 7,8 

En cuanto a la Enfermedad de Parkinson, es la segunda END por orden 

de prevalencia afectando a unos 23 millones de pacientes en el mundo.6 

En los países industrializados aparece con una prevalencia de entre el 

0,3% y el 1%, en sujetos mayores de 60 años y alcanza el 3% en 

individuos de más de 80 años, presentando unas tasas de incidencia que 

varían entre 0,08 y 0,18 por 1.000 personas/año. Esta prevalencia varía 

ampliamente a lo largo del mundo, siendo en Europa y Estados Unidos 

donde es más alta.9 Según el informe de la Fundación del Cerebro (Brain 

fundation), la prevalencia en Europa se estima en 108-207 por cada 105 

habitantes. En España, los resultados varían entre 150 y 1.500 por cada 

105 habitantes, con una media de 682,2 por cada 105. Además, la 

posibilidad de sufrir Parkinson esporádico aumenta con la edad, debido a 

las comorbilidades y a la ausencia de respuesta al tratamiento con 

levodopa, que tiende a decrecer a lo largo de su uso por diversos 

motivos.10 En EE. UU., en los últimos años, se diagnosticaron 680.000 

casos en adultos jóvenes (45 años o más) estimándose que ese número 

aumentará hasta unos  930.000 afectados en 2020 y a 1.238.000 en 

2030, según las proyecciones de población de la Oficina del Censo de 

EE. UU.11  

A diferencia de la EA, en la EP casi todos los estudios epidemiológicos 

han mostrado que tanto la incidencia como la prevalencia son de 1,5 a 2 

veces mayor en hombres que en mujeres, lo que ha sugerido un posible 

efecto protector de los estrógenos. Por otro lado, se han visto diferencias 

interétnicas con un mayor riesgo en poblaciones hispanas.12   



INTRODUCCIÓN 
 
 

33 
 

I.1.1. Semiología de enfermedades neurodegenerativas.  

Las END se caracterizan por una disminución en el número de células en 

determinadas poblaciones neuronales específicas, lo cual implica un 

incorrecto funcionamiento del SN, ocasionando múltiples signos y 

síntomas que a grandes rasgos podemos identificar como dificultades en 

las habilidades motoras  tales como el movimiento musculoesquelético, el 

habla, la deglución, o la respiración, y también defectos en los procesos 

cognitivos como el aprendizaje, la memoria, los sentidos o el estado de 

ánimo. Al afectar al SN de manera progresiva pueden aparecer 

diferencias clínicas y de progresión de la enfermedad, desde formas 

lentas hasta entidades de progresión más rápida. Esto supone que al 

inicio, el daño puede pasar desapercibido ya que no es suficiente para 

mostrar los síntomas y a medida que va progresando la enfermedad 

comenzamos a ver sus manifestaciones.    

I.1.1.1 Enfermedad neuromuscular (ENM). 

Este grupo que incluye más de 100 tipos de enfermedades y aunque 

pueden afectar a individuos de todas las edades, principalmente debutan 

en la mayoría de los casos durante la edad infantil.  Se caracterizan por la 

pérdida de fuerza por parte de los músculos, lo que conlleva a problemas 

secundarios como la rigidez o la deformación de las articulaciones. Otros 

síntomas frecuentes son la fatiga, las contracturas, o la dificultad para la 

relajación muscular. Las principales manifestaciones no motoras son la 

alteración de la sensibilidad, el dolor y la disautonomía. La progresión de 

este tipo de enfermedades puede desembocar en problemas respiratorios 

y/o cardíacos, que constituyen la principal causa de mortalidad. 13 

I.1.1.2. Esclerosis lateral amiotrófica (ELA). 

La ELA se caracterizada por la pérdida progresiva de las neuronas 

motoras del cerebro y la médula espinal,14 involucra principalmente las 

neuronas responsables de controlar el movimiento de los músculos 

voluntarios. Los primeros síntomas son debilidad y/o rigidez muscular, con 

afectación de los músculos que controlan la capacidad de hablar, comer, 
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moverse e incluso respirar. Tanto las neuronas motoras superiores como 

las inferiores se degeneran o mueren y dejan de inervar a los músculos, 

por lo que se debilitan y atrofian gradualmente provocando 

fasciculaciones, que son pequeñas contracciones musculares 

involuntarias.15 

I.1.1.3. Esclerosis múltiple (EM). 

La EM merece una consideración especial dentro de las enfermedades 

neuronales  ya que posee una alta prevalencia en adultos jóvenes de 20-

40 años. Es una enfermedad que se caracterizada por la pérdida de la 

función motora y sensorial, que resulta de la inflamación mediada por el 

sistema inmunitario, la desmielinización y el daño axonal posterior.  Se 

produce una lesión de la vaina de mielina (material que rodea y protege 

las axones de las neuronas), lo que provoca alteraciones de la vista, 

debilidad muscular, problemas con la coordinación y el equilibrio, 

entumecimiento, parestesias e incluso problemas en las funciones 

cognitivas.16  

I.1.1.4. Enfermedad de Alzheimer (EA). 

En la EA se ha observado que son principalmente las neuronas 

colinérgicas del hipocampo y la amígdala las que comienzan a dañarse, lo 

que clínicamente se refleja con alteración inicial en los procesos de 

memoria y lenguaje.17 Este deterioro cognitivo y conductual que parece 

estar asociado con la agregación de β-amiloide en las neuronas, es el que 

parece ser el responsable de la neurodegeneración. La EA no afecta por 

igual a todos los individuos, lo que ha llevado a describir tres etapas 

diferenciales que pueden aparecer a diferentes edades y no tienen por 

qué ser progresar de forma lineal. 

1. Etapa de afectación Leve: pérdida mínima de la memoria, 

cambios de humor, lentitud de aprendizaje y de reacción, 

dificultades para la organización y planificación. 

2. Etapa de afectación Moderada: aumento de la dependencia, 

incapacidad de orientación y aumento de la pérdida de memoria. 
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3. Etapa de afectación Grave: pérdida de la autonomía, con 

incapacidad para hablar, para alimentarse, para controlar las 

funciones corporales. 

Actualmente la EA se puede clasificar siguiendo dos criterios principales: 

según su componente hereditario y según la edad a la que se muestran 

los síntomas. 18,19   

Respecto a si posee o no un componente hereditario se clasifican en: 

 Alzheimer familiar: en los que el origen de la enfermedad posee un 

componente genético y son la minoría de los enfermos. En estos 

casos, la apolipoproteína E (APOE) ha sido reconocida como el 

principal factor de riesgo genético. Aunque los mecanismos que 

subyacen a la naturaleza patógenica del APOE en esta 

enfermedad no se han dilucidado por completo, se apunta a que la 

APOE puede contribuir a la patogénesis de la enfermedad a través 

de la formación de  β–amiloide.20,21   

 Alzheimer esporádico: en la que el origen de la enfermedad es 

desconocido y ocurre de manera repentina, suelen ser la mayoría 

de los casos. 

Según la edad a la que aparecen los síntomas se clasifican en: 

 Alzheimer de inicio precoz: generalmente corresponde a los casos 

de Alzhéimer familiar. En ellos la enfermedad aparece antes de los 

65 años, incluso antes de los 40. 

 Alzheimer de inicio tardío: los síntomas se manifiestan después de 

los 65 años. Es la forma más común de la enfermedad, de la cual 

hasta el momento no se conocen sus causas y de las cuales se 

barajan diferentes hipótesis.  

I.1.1.5. Enfermedad de Parkinson (EP). 

En la EP son las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra las que 

empiezan a afectarse provocando modificaciones en el control y en la 

coordinación del movimiento.17  
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Se trata de una enfermedad con afectación principalmente 

musculoesquelética y actualmente también se reconoce que produce 

afectación cognitiva.22 La EP al igual que el Alzheimer se puede subdividir 

en EP de origen esporádico, la mayoría de los casos, y  en EP de origen 

hereditario, que constituyen el 10% de los casos. 

En los síntomas motores 23,24 nos encontramos con: 

 Bradicinesia: lentitud, fatigabilidad y disminución de amplitud en la 

iniciación y ejecución de un movimiento repetitivo simple. 

 Rigidez: se define como la sensación de resistencia a la 

movilización pasiva de los miembros o cuello del paciente.  

 Temblor: característicamente de reposo en fases iniciales que al 

progresar puede asociar a un temblor postural o de acción. 

 Acinesia: “falta de movimiento”, se trata del rasgo fundamental de 

la enfermedad. 

Estos síntomas pueden presentarse aisladamente o en combinación y son 

característicamente de inicio unilateral manteniéndose un grado de 

asimetría a lo largo de la enfermedad. 

En cuanto a los síntomas no motores nos encontramos con:   

 Síntomas cognitivos y conductuales: 

 Demencia: se trata probablemente del síntoma más 

discapacitante y que más preocupación y estrés provoca en el 

paciente y su entorno familiar. Los déficits cognitivos se 

consideran parte integral del trastorno. La prevalencia 

acumulada de demencia a lo largo del curso de la EP se sitúa 

entre el 60 y el 83%, con una prevalencia puntual de hasta el 

30%.25 

 Depresión y ansiedad, psicosis, apatía y fatiga.26 

 Trastornos del control de los impulsos y conductas compulsivas. 

Se trata de alteraciones conductuales que se pueden ver 

asociadas o incrementadas por el uso de la terapia 

dopaminérgica. Generalmente se presenta en pacientes 

hombres y que padecen Parkinson de inicio precoz.  
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 Pérdida de libido: se puede dar hasta en el 65% de pacientes y 

en hombres no va siempre asociada a disfunción eréctil. La 

edad, sexo femenino y depresión son los mayores predictores 

del riesgo.27 

 Sintomas disautonómicos: 

 Estreñimiento, disfunción urogenital, hipotensión postural, 

hipersudoración, etc. Estos síntomas son principalmente 

debidos a la denervación periférica del sistema nervioso 

autónomo aunque también existe alteración de los centros 

autonómicos centrales.28,29 

I.1.2. Mecanismos etiopatogénicos en  las enfermedades 

neurodegenerativas. 

I.1.2.1. Mecanismos generales. 

Ya que la etiología de las END permanece aún desconocida se barajan 

varios mecanismos fisiopatológicos que podrían estar involucrados en su 

aparición y progresión. La mayoría de estas enfermedades poseen un 

origen multifactorial y actualmente se apunta a un origen secundario 

responsable de los cambios en los mecanismos metabólicos o tóxicos de 

las células, los cuales pueden ocasionar disfunción mitocondrial y/o 

modificaciones en distintos procesos moleculares que pueden 

desembocar en el desarrollo de agregados de proteínas neurotóxicas.  

I.1.2.1.1. Implicación de plegamientos anómalos de proteínas en 

END. 

Entre los mecanismos propuestos como factores etiológicos de estas 

enfermedades, se encuentran aquellos relacionados con fallos en el 

control de la síntesis y del plegamiento correcto de las proteínas. 

Entre los mecanismos de control del plegamiento proteico que podrían 

sufrir cambios funcionales se encuentran: 
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 Desregulación de la proteostasis:  

La proteostasis es un mecanismo de regulación de proteínas que se 

encarga de eliminar proteínas con plegamientos erróneos que pueden 

llegar a producir agregados tóxicos. Este mecanismo implica varios 

procesos reguladores de translación y plegado de proteínas, entre los que 

se incluyen las chaperonas que se encargan de dar la conformación 

tridimensional a la proteína y de transportarla, y de las respuestas a 

proteínas malplegadas (UPR, Unfolded Protein Response) que se 

encargan de degradar proteinas defectuosas enviándolas al proteasoma. 

Por lo tanto, la proteostasis actúa como control de la calidad de proteínas 

en los diferentes tipos celulares. En las END este control de proteínas 

funciona de manera incorrecta con una proteostasis interrumpida, debido 

a la disminución de la función de la UPR, lo que estaría favoreciendo la 

acumulación y agregación de proteínas malformadas, provocando 

disfunción neuronal progresiva y la muerte celular.30 

 Perturbación de la Autofagia: 

Otro proceso relacionado con la regulación de proteínas malformadas es 

la autofagia, que se trata de un proceso de degradación intracelular 

dependiente de lisosomas que permite el reciclaje de los componentes 

citoplasmáticos en materiales bioenergéticos y biosintéticos para el 

mantenimiento de la homeostasis celular. Dado que la función de la 

autofagia es particularmente importante en diversas condiciones de 

estrés, la perturbación de esta puede conducir a disfunción celular y 

diversas enfermedades como las END.31 

 Exosomas:  

Son pequeñas entidades membranosas de origen endocítico producidas 

por gran cantidad de células. Es otro de los mecanismos de eliminación 

de proteínas y poseen una gran importancia en los mecanismos de 

comunicación celular. Estos exosomas son excretados tanto en 

condiciones fisiológicas como fisiopatológicas, y sus acciones conducen a 

la modulación del comportamiento celular para la agregación o 
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eliminación de determinadas moléculas. Parece que están implicados en 

las END ya que ayudan a la formación y agregación de proteinas 

neurotóxicas.32 

 Priones: 

Los priones son agentes infecciosos que son capaces de formar 

agregados aberrantes de proteínas. La proteína priónica (PrP) pertenece 

a la clase de proteínas formadoras de amiloide, de las cuales y en 

algunos casos se han asociado a ciertas END como la EA. El daño se 

produce por la conversión de una glucoproteína de superficie celular 

normal (PrPC) en una isoforma con su conformación alterada (PrPSc), la 

cual es capaz de iniciar una reacción autocatalítica que produce la 

acumulación de amiloide en el SNC y que conduce al desarrollo de 

neurodegeración.33 

 
En general, la actividad alterada de estos sistemas de degradación de 

proteínas provoca la formación de agregados anormales que pueden ser 

causantes de enfermedades. Existen evidencias que demuestran como la 

desregulación de estos procesos estaría implicada en trastornos 

neuronales como la EA, la EP, la ELA y la EM, ya que favorece la 

aparición de priones, α-sinucleína y proteína tau anormal, lo que termina 

provocando una disfunción neuronal con una transcripción desregulada y 

un transporte axonal deteriorado. Por lo tanto, la agregación de proteínas 

defectuosas y su acumulación en el SN estarían dificultando las funciones 

mitocondriales y proteómicas, el transporte axonal y la transmisión 

sináptica. Además parece que hay mecanismos que pueden facilitar la 

diseminación de estas proteínas erróneas desde zonas con neuronas 

enfermas a lugares donde no hay afectación, lo que estaría implicado en 

la expansión del daño neuronal y la progresión de la neurodegeneración 

en diferentes áreas del SN.  
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I.1.2.1.2. Implicación del daño oxidativo en END. 

Además de la posible implicación de los fallos en la eliminación de las 

proteínas malformadas como mecanismo fisiopatológico común en varias 

END, en numerosos estudios se ha evidenciado que estas enfermedades 

poseen otro vínculo fisiopatológico común como es la producción de las 

especies reactivas de oxígeno (ROS). Las ROS generan un amplio 

abanico de respuestas celulares como son: el estrés oxidativo (EO), el 

aumento de calcio intracelular, el aumento de la peroxidación lipídica , el 

aumento de la carbonilación de proteinas y/o un desequilibrio en la 

concentración de hierro y cobre.34 Todos estos procesos son inductores 

de daño celular ya que pueden deteriorar el sistema de reparación de 

ADN, alterar los lípidos y las proteínas, traduciéndose todo ello en una 

pérdida de la función mitocondrial acelerando el proceso de 

envejecimiento celular. El cerebro es extremadamente vulnerable al daño 

oxidativo ya que es un órgano con un metabolismo elevado y alto 

consumo de oxígeno, que además cuenta con una menor capacidad de 

regeneración celular y tiene gran cantidad de lípidos en comparación con 

otros órganos, por lo que se ha descrito que los ROS pueden estar 

implicados en la patogénesis de las END.35 

I.1.2.2. Mecanismos etiopatogénicos en Alzheimer y Parkinson. 

Teniendo en cuenta que dentro de las END Alzheimer y Parkinson son las 

de mayor prevalencia y que probablemente tendrán una progresión 

exponencial a lo largo de los años, es importante ahondar en sus 

mecanismos fisiopatológicos.  

I.1.2.2.1. Mecanismos etiopatogénicos en EA. 

Ya que en la EA las causas no han sido completamente dilucidadas, se 

define como un trastorno heterogéneo con interrelación entre una serie de 

factores genéticos y factores adquiridos a lo largo de la vida. Avances 

recientes en estudios celulares y moleculares revelan que la formación de 

β-amiloide y otros derivados de la proteína precursora de amiloide son los 

principales responsables de los cambios en el cerebro de pacientes con 
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Alzheimer. Además, la disfunción mitocondrial y de neurotransmisores, el 

estrés oxidativo, la inflamación y los trastornos neuroinmunes y tróficos se 

incluyen como factores etiológicos en distintos síndromes de demencia 

asociados a la pérdida de un número crítico de dendritas y de sus 

conexiones sinápticas.36  

En la histopatología de la EA se destaca una atrofia severa de la corteza 

cerebral, producida por la pérdida de neuronas corticales y subcorticales y 

de conexiones dendríticas en áreas de la corteza y del hipocampo, debida 

a la formación de las denominadas placas seniles y ovillos neurofibrilares 

en los cuerpos neuronales.37,38 Las placas seniles consisten en cuerpos 

extraneuronales de forma esférica formados por agregados de β-amiloide 

y rodeados de formaciones neuríticas anómalas, como dendritas y axones 

pequeños degenerados, asociados a astrocitos y células de la microglia 

activadas. Los ovillos neurofibrilares son formaciones proteícas 

intracelulares que aparecen en neuronas corticales y límbicas. Entre las 

proteínas implicadas en la formación de estos ovillos se encuentra la 

proteína tau (), la cual se encarga de la estabilización de los 

microtúbulos axonales a través de la interacción con la tubulina. En la EA 

esta proteína tau se encuentran fosforilada de forma anómala, lo que da 

lugar a la formación de filamentos helicoidales apareados insolubles que 

crean los ovillos neurofibrilares.  

 

En los últimos años la teoría más aceptada para explicar las causas de la 

EA es la denominada "cascada amiloide", que establece que el fenómeno 

patológico central es el depósito extracelular de placas β-amiloides que 

conduce a daño axonal mediante procesos inflamatorios, la alteración en 

la estructura del citoesqueleto microtubular neuronal y la aparición de los 

cambios neurofibrilares y neurodegenerativos, dando como resultado final 

de la muerte neuronal. Este depósito extracelular de placas β-amiloides 

se produce cuando el proceso de metabolización de la proteína 

precursora del amiloide (PPA) se realiza de manera incorrecta; la PPA se 

procesa por acción de enzimas β-secretasas para generar β-amiloide, 

https://es.wikipedia.org/wiki/Ax%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Tubulina
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cuando se produce un fallo en este proceso se generan los agregados de 

β-amiloide los cuales se encuentran presentes en las  placas 

neuríticas.39,40,41,42 Estos resultados, se han visto apoyados por los 

estudios realizados en modelos experimentales, donde ratones 

transgénicos con EA y aumento de la expresión de la PPA, muestran un 

aumento del daño oxidativo y parecen tener síntomas relacionados con la 

degeneración neuronal.43  

 

Además de esta posible etiopatogenia para EA, se propone también como 

posible mecanismo de afectación neuronal el déficit especifico de las 

enzimas acetilcolintransferasa (AChT) y acetilcolinesterasa (AChE), lo que 

se correlaciona con un déficit colinérgico que conllevaría a la disfunción 

cognitiva. La enzima AChT es esencial para la síntesis de acetilcolina 

(ACh) y la deficiencia de esta enzima se relaciona con una disminución 

del nivel neurotransmisor lo que terminaría provocando daño neuronal. La 

pérdida de neuronas colinérgicas en los núcleos basales estaría por tanto 

correlacionada no solo con el déficit de AChT, sino también con la 

aparición de las placas neuríticas, lo que permite formular la denominada 

“hipótesis colinérgica”.44  

 

Otro de los procesos fisiopatológicos definidos en la etiopatogenia de la 

EA indica que modificaciones en la concentración de glutamato pueden 

estar implicados en esta enfermedad. El glutamato posee diversas 

funciones en el organismo; participa en numerosas rutas metabólicas y 

forma parte de la mayoría de las proteínas. En el SNC además de estas 

funciones, su principal papel es facilitar y agilizar la comunicación entre 

las neuronas como neurotransmisor excitatorio. Una vez que el glutamato 

es liberado al espacio sináptico interactúa con la neurona receptora 

mediante receptores específicos, localizados en la superficie de la 

membrana. Existen al menos cuatro tipos de receptores que pueden 

reconocer al glutamato, tres de ellos son receptores ionotrópicos, los 

cuales forman canales que permiten el paso de iones como el sodio y el 
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calcio; el otro tipo son receptores metabotrópicos, los cuales al interactuar 

con el glutamato pueden activar diferentes rutas de señalización a nivel 

neuronal. Por otro lado, la sobreestimulación de los receptores 

ionotrópicos por glutamato produce una sobrecarga de calcio en el interior 

celular, la cual induce hiperexcitabilidad y neurotoxicidad, provocando un 

EO que da lugar a la degeneración celular y en consecuencia la muerte 

neuronal.45,46  

 
Esta serie de eventos se asocia a END como la ELA, EM, EP y la EA, y 

por esta razón es interesante conocer la capacidad de nuevos 

compuestos con potencial terapéutico de proteger frente a la 

neuroexcitotoxicidad inducida por glutamato, ya que constituye la fase 

previa al desarrollo de un proceso neurodegenerativo.47    

Por todo ello, en la actualidad se piensa que en la EA los epifenómenos 

subyacentes a los trastornos que ocurren en los sistemas de distintos 

neurotransmisores, como el glutamato, la noradrenalina, la dopamina, la 

serotonina y la histamina, estarían implicados en la fisiopatología de esta 

enfermedad. 48,49 

Además de las posibles causas citadas, en la EA se ha visto que una 

minoría de los casos tienen un origen genético. En este sentido, y como 

se ha mencionado anteriormente, parece que el gen APOE puede poseer 

un papel importante en la modulación de la patogénesis de la 

enfermedad. En condiciones normales la expresión del gen da como 

producto la apolipoproteína E (ApoE),  que se encarga del transporte de 

lipoproteínas, vitaminas liposolubles y colesterol hacia el sistema 

linfático y luego a la sangre. Esta proteína, aunque se expresa 

mayoritariamente en el hígado, aparece también en los astrocitos y en las 

neuronas del SNC, estando implicada en el remodelado y reparación de 

las conexiones sinaptodendríticas. El gen de la APOE es un gen 

polimórfico que posee tres alelos principales ApoE2, ApoE3 y ApoE4. 

Estudios genéticos realizados en pacientes con Alzheimer familiar, han 

demostrado que la expresión del alelo ApoE4 podría estar involucrado en 

https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_linf%C3%A1tico
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_linf%C3%A1tico
https://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
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una mayor sensibilidad de contraer la enfermedad ya que los pacientes 

con este genotipo poseen mayores niveles plasmáticos de marcadores de 

EO, lo que podría obstaculizar la reparación de las conexiones sinápticas. 

En los últimos años las pruebas de genotipado de APOE están 

emergiendo como posibles marcadores de diagnóstico y evaluación de 

riesgo de padecer la enfermedad, por lo que se están empezando a 

sugerir estrategias terapéuticas dirigidas al control de la APOE4.50,51 

I.1.2.2.2. Mecanismos etiopatogénicos en EP. 

Respecto a la etiopatogenia de EP, esta enfermedad se define como un 

trastorno motor complejo del SNC cuyas manifestaciones clínicas están 

relacionadas con la pérdida de neuronas dopaminérgicas en el locus 

ceruleus y en la pars compacta de la sustancia nigra. El daño celular se 

relaciona con la agregación de la proteína α-sinucleína que forma los 

cuerpos de Lewy induciendo la lesión de las células y su muerte 

progresiva, lo que afecta las vías de señalización de la coordinación de 

movimientos. Aunque no se conoce del todo la función fisiológica de la α-

sinucleína, su sobreexpresión en las neuronas induce la apoptosis celular, 

liberando proteínas pro-apoptóticas como el citocromo C, y la 

acumulación de estas proteínas en el retículo endoplasmático 

desencadenaría también la respuesta UPR. 52,53 

 

Actualmente no se conoce si la α-sinucleína precede y desencadena 

indirectamente el daño mitocondrial o si los déficits mitocondriales 

conducen a la disfunción neuronal y la acumulación sináptica de α-

sinucleína tal y como se muestra en la figura 1(a y b).1 Se ha descrito que 

las inclusiones de α-sinucleína favorecen el aumento de la entrada de 

calcio en la mitocondria, elevando así el EO mitocondrial en las neuronas 

dopaminérgicas, por lo que la formación de α-sinucleína como  el daño 

mitocondrial parecen actuar como factores fundamentales en la 

patogénesis de la EP.54 
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Figura 1. Posibles hipótesis bajaradas para la EP. En la figura (a) se presenta la α-sinucleína 

como inductor del EO y en consecuencia de la disfunción mitocondrial y en la figura  (b) se 

presenta que el desencadenante es el daño mitocondrial, el cual genera cierto EO y en 

consecuencia la acumulación de α-sinucleína lo que genera una disfunción sináptica. (Zaltieri y 

col.,2015) 1  

 

Además, del daño mediado por α-sinucleína, en la EP también se ven 

exacerbados múltiples procesos neuroinflamatorios, como por ejemplo 

reacciones mediadas por la microglía, aumento de la expresión de 

sustancias proinflamatorias y la infiltración linfocítica, particularmente en la 

sustancia nigra. Todo esto hace pensar que la neuroinflamación también 

está implicada en la patogenia de Parkinson y como consecuencia en los 

consiguientes síntomas conductuales.55,56 Esto sugiere que tanto la 

agregación, el daño oxidativo, la neuroinflamación y como consecuencia 

el deterioro mitocondrial pueden constituir un papel importante en los 

procesos de neurodegeneración en la EP.  

Análogamente a lo que ocurre en la EA, alrededor del 10% de los casos 

de Parkinson son de tipo hereditario, y se han descrito varios genes 

implicados en su etiopatogenia. Todos ellos son de la familia PARK, como 

el PARK1/4 (SNCA), PARK8 (LRRK2), PARK6 (PINK1), PARK2 (PRKN) y 
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PARK7 (DJ-1). Estos genes están implicados en varios procesos celulares 

como el metabolismo de la dopamina, la disfunción mitocondrial, el estrés 

que se produce en el retículo endoplasmático y en la alteración de la 

autofagia57 

 El PARK1/4 o gen SNCA fue el primero que se asoció 

inequívocamente con el parkinsonismo familiar. La aparición de 

una mutación sin sentido en este gen provoca una malformación 

en la α-sinucleína, que afecta a las vesículas de 

neurotransmisores sinápticos afectando a la modulación de la 

liberación del neurotransmisor, lo que provocaría alteraciones 

funcionales en las neuronas dopaminérgicas. Además se ha 

descrito que en ratones transgénicos con EP temprana, la 

mutación A53T de α-sinucleína podría suprimir la autofagia en el 

cerebro produciendo una sinucleinopatía. También  la agregación 

de esta α-sinucleína mutada está implicada en la generación de 

disfunción mitocondrial asociada a EO previo.58 

 El gen PARK8 o LRRK2 codifica la proteína dardarina que parece 

jugar un papel importante en el ensamblaje del citoesqueleto y en 

la transmisión de señales ayudando a la comunicación celular. 

Mutaciones en este gen están implicadas en la modificación de la 

transmisión de dopamina, al mismo tiempo pueden reducir la 

eficiencia del sistema de la autofagia lo que facilitaría la 

acumulación de α-sinucleína por lo que su implicación en la 

génesis de la EP estaría relacionada por un lado con un aumento 

en los cuerpos de Lewy y por otro lado una disminución en las 

neuronas dopaminergicas.59 

 PARK6 o PINK1 codifica para la proteína quinasa putativa inducida 

por PTEN 1. Esta proteína se encuentra en las mitocondrias de 

todas las células del cuerpo. Su función aún no se conoce 

completamente, pero parece que ayuda a proteger a las 

mitocondrias de un mal funcionamiento durante períodos de estrés 

celular, por lo que podría tener un papel neuroprotector. Aunque 
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las mutaciones en PINK1 son poco frecuentes,  pueden explicar 

algunos casos de EP de inicio temprano en los que se ve alterada 

la respuesta de la mitocondria frente al estrés celular. 60 

 El gen PARK2 o PRKN codifica para una proteína llamada parkina. 

Se trata de una proteína ubiquitina-ligasa involucrada en la 

degradación de proteínas mediante la vía proteosómica. 

Mutaciones en este gen provocan que la parkina no pueda eliminar 

correctamente las proteínas malformadas lo que lleva a su 

acumulación y en consecuencia a una posible disfunción 

mitocondrial. Aunque hoy en día sigue siendo una incógnita la 

interacción funcional entre la ubiquitinización de proteínas 

malformadas por parte de la parkina y el control de calidad 

mitocondrial regulado por PINK1, se sabe que estos mecanismos 

están relacionados por lo que se ven implicados en el correcto 

funcionamiento de la mitocondria y por lo tanto en el 

funcionamiento celular. Mutaciones en PINK1 y en PARK2 

interfieren con los eventos mencionados anteriormente, lo que 

sugiere que poseen cierta importancia en la etiología de la EP.61 

Estudios en Drosophila melanogaster corroboraron que los genes 

PARK6 (PINK1) y PARK2 (Parkina) están vinculados a una vía 

común involucrada en el mantenimiento mitocondrial. Mutaciones 

en estos genes causa la pérdida de la función en esta vía lo que 

conlleva a alteraciones morfológicas y funcionales de la 

mitocondria, que conduce a la degeneración muscular del vuelo y 

la muerte celular en grupos específicos de neuronas 

dopaminergicas. En mamíferos se demostró también que ambos 

genes conjuntamente regulan la eliminación de las mitocondrias 

disfuncionales por la vía autofagia-lisosoma, mediante el proceso 

conocido como mitofagia y que mutaciones en estos genes hacen 

que se vea afectada esta vía de eliminación.62 

 El gen PARK7 o DJ1 codifica una proteína que pertenece a la 

familia ThiJ/Pfp1. Aunque aún no se conoce realmente el papel de 
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DJ-1 dentro de las células, existen varias funciones propuestas. En 

la actualidad, la función más aceptada es la de proteger las 

neuronas del estrés oxidativo y/o protegerlas contra el daño 

mitocondrial. Sin embargo, este mecanismo aún no está claro, 

pero se sabe que posee propiedades antioxidantes, efectos 

antiapoptóticos y efectos sobre la función respiratoria mitocondrial, 

la morfología, el recambio y la biogénesis. Mutaciones en DJ-1 

afectan principalmente a una proteína involucrada en la oxido-

reducción intracelular, lo que aumenta la sensibilidad hacia el EO y 

disminuye la capacidad neuroprotectora. También se ha visto que 

mutaciones en este gen poseen cierta relación con la aparición 

temprana de la EP.58,63 

 

I.2. Producción de radicales libres, estrés oxidativo y disfunción 

mitocondrial.  

 

I.2.1. Producción de radicales libres y estrés oxidativo. 

El oxígeno es un elemento esencial para los organismos aerobios, entre 

ellos el ser humano y aunque es un elemento imprescindible para la vida, 

un estado de hiperoxia conduce a la toxicidad celular. En el cuerpo 

humano los radicales libres se genera de forma constante, ya que son 

productos de múltiples procesos fisiológicos como por ejemplo, la 

respiración celular, la actividad fagocítica, las oxidaciones biológicas, la 

actividad de la xantina oxidasa, el  envejecimiento, la alimentación, etc. 

Estos radicales son especies reactivas de oxígeno (ROS), especies 

reactivas de nitrógeno (RNS) y especies reactivas de carbono (RCS), 

siendo las ROS los que se producen de manera mayoritaria debido a que 

el oxígeno es el elemento esencial para la respiración aerobia.64 

En la respiración mitocondrial, y de forma específica en la cadena 

transportadora de electrones, el O2 se reduce completamente actuando 

como aceptor final de cuatro electrones, lo que genera una molécula de 

agua. Durante este proceso se produce una reducción parcial generando 
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ROS ya que la configuración electrónica del O2 en su estado fundamental 

contiene dos electrones desapareados. Sin embargo, el hecho de que los 

dos electrones desapareados tengan el mismo espín hace que la 

molécula de oxígeno no pueda aceptar directamente dos electrones de 

otra molécula, ya que la combinación final de espines incumpliría el 

principio de exclusión de Pauli, por lo que tiende a aceptar electrones de 

uno en uno. 65,66 

 

La adición de un electrón conduce al radical superóxido (O2-), la 

aceptación del segundo electrón da lugar al anión peróxido (O2
2-) que al 

combinarse con hidrógeno genera peróxido de hidrógeno (H202). Al 

perderse una molécula de agua se genera el radical hiroxilo (OH-), y por 

último tiene lugar la unión de un protón y un electrón al radical hidroxilo 

para finalmente dar una  molécula de agua tal y como se ve en la figura 2.  

 

 

Figura 2. Generación de especies reactivas de oxígeno por la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial.(Angoso, 2008)67 

 

En condiciones metabólicas el organismo está continuamente generando 

radicales libres, no solo en la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial para producir gran cantidad de energía en forma de ATP, 
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sino que también existen otros complejos enzimáticos productores de 

ROS en la mitocondrial y/o en el citosol.  

Estos complejos enzimáticos son:  

1) La NADPH-oxidasa, complejo enzimático multimérico 

perteneciente a la familia de genes NOX que comprende el 

citocromo b558 compuesto por la subunidad p22PHOX y la 

subunidad gp91PHOX que se encuentran ancladas a la membrana, 

varias proteínas citosólicas (p47PHOX, p67PHOX, y p40PHOX) y 

la proteína G Rac. La NADPH-oxidasa se activa cuando las 

subunidades citosólicas son fosforiladas y Rac es activada en el 

citosol, lo que produce su translocación a la membrana y la 

formación del complejo NADPH-oxidasa activo. Esta enzima 

transfiere un protón a través de la membrana y genera como 

producto el anión superóxido. Dicha enzima se expresa en la glía, 

los astrocitos y en las neuronas aunque su papel es aún 

desconocido.68 

2) La xantina-oxidasa (XO) (que junto con la xantina-

deshidrogenasa son dos formas convertibles de la oxidoreductasa). 

Se encuentra en altas concentraciones en la leche de mamíferos y 

está ampliamente distribuida en los tejidos de estos. Está 

considerada una enzima clave para el catabolismo de las purinas. 

La XO cataliza una gran variedad de sustratos y tiene la capacidad 

de pasar electrones al oxígeno molecular para producir ácido úrico, 

anión superóxido y peróxido de hidrógeno. 69 

3) Las monoamino-oxidasas (MAO-A y MAO-B), localizadas en la 

membrana exterior de la mitocondria y se encargan del catabolismo 

oxidativo de neurotransmisores amínicos como la serotonina, la 

dopamina y la epinefrina. Para su función utilizan FADs (Flavín-

Adenína-Dinucleótidos) y en consecuencia producen aldehídos. El 

ciclo FAD-FADH2 genera peróxido de hidrógeno. 70 
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Todos estos radicales producidos son moléculas altamente inestables y 

con gran poder reactivo capaces de generar daño celular. Numerosos 

estudios demuestran que un aumento de estos radicales libres en el 

interior de la mitocondria puede generarle daños tanto en su función como 

en su morfología, asociados en numerosas ocasiones a lesiones en su 

ADN. Este daño en el ADN mitocondrial puede inducir delecciones y 

mutaciones puntuales en sus genes, desencadenando disfunción en la 

mitocondria responsable de la lesión celular descrita en el proceso de 

envejecimiento. Por otro lado, es conocido que cuando se produce una 

mayor cantidad de radicales libres, la mitocondria pierde su potencial de 

membrana (Δψm), siendo este es uno de los eventos clave que ocurren 

durante el proceso de apoptosis celular mediada por radicales libres. Por 

esta razón el potencial de membrana mitocondrial es un parámetro de 

referencia para evaluar la función mitocondrial y conocer así el estado 

celular.71 La relación entre la función mitocondrial, la producción de 

radicales libres, el daño del ADN mitocondrial y el envejecimiento celular 

se apunta como un eje importante a la hora de poder comprender parte 

de los mecanismos etiológicos en las enfermedades neurodegenerativas. 

Pero además de los radicales libres producidos en la mitocondria a través 

de estos mecanismos, en la célula hay otros orgánulos que también los 

producen como son los peroxisomas, donde la aminoácido oxidasa, la 

acil-CoA oxidasa y la urato oxidasa generan H2O2, y en el retículo 

endoplasmático, donde el citocromo P-450 cataliza reacciones de 

monooxigenación que generan O2
- y H2O2 por mecanismos dependientes 

de NADPH. 72,73  Tanto el radical superóxido como el peróxido no poseen 

una elevada reactividad frente a las macromoléculas, pero sin embargo 

en presencia de metales de transición como el hierro o el cobre, pueden 

reaccionar entre sí (reacción de Fenton o Harber-Weiss) y dar lugar al 

radical hidroxilo (OH-) que posee una elevada reactividad.74 
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A parte de estas rutas metabólicas productoras de radicales libres en 

condiciones fisiológicas, existen otros mecanismos inductores que se 

describen a continuación. 

1) Rotenona: sustancia química de origen vegetal extraída de raíces 

de plantas del género Lonchocarpus y Derris que fue ampliamente 

utilizada como insecticida hasta 2007. Debido a su elevada lipofilia 

es capaz de atravesar fácilmente las membranas celulares 75. Se 

une al complejo I de la cadena transportadora de electrones 

inhibiéndolo, lo que da lugar a una reducción en la producción de 

ATP,y genera un aumento de las ROS causado por la fuga de 

electrones.76 Por otro lado como efecto secundario destacable, la 

exposición crónica a este pesticida puede reproducir características 

de la EP. 77,78   

2) Oligomicina: se trata de un antibiótico macrólido producido por 

bacterias del género Streptomyces. No tiene efecto directo sobre la 

cadena de transporte de electrones ni sobre el gradiente 

quimiosmótico, ya que actúa específicamente bloqueando el canal 

de protones en la fracción FO de la ATP sintasa, lo que conlleva a 

la inhibición de la Fosforilación oxidativa. 79 En experimentos in 

vitro, es utilizado como un coinhibidor junto a rotenona para 

potenciar el efecto inhibitorio sobre la cadena transportadora de 

electores, generando así un aumento de las ROS, lo cual genera 

un aumento en el EO y en consecuencia la disfunción 

mitocondrial.80  

3) 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+): el MPP+ es el metabolito tóxico del 

MPTP, un herbicida con estructura similar al paraquat. El MPTP es 

oxidado por la enzima MAO-B en los astrocitos a MPP+, el cual es 

captado por las células dopaminérgicas, almacenándose en 

vesículas citoplasmáticas o mitocondriales, donde inhibe el 

complejo I de la cadena transportadora de electrones, lo que 

provoca una disminución en la producción de ATP y muerte de las 

células dopaminérgicas. 81 Asimismo el MPP+ produce un aumento 

http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/759313
http://www.esacademic.com/dic.nsf/eswiki/1256270
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en los nivles de ROS por la fuga de electrones que se produce a 

nivel de la cadena transportadora de electrones,82 lo que de forma 

secundaria, produce la muerte de las células dopaminérgicas del 

SN a través de mecanismo inflamatorios como respuesta al estrés 

oxidativo que se genera.83,84 Por todo ello es un modelo 

ampliamente utilizado para mimetizar la disfunción mitocondrial y el 

EO que se produce en la EP.  

4) 6-hidroxidopamina: se trata de un compuesto análogo a la 

dopamina que actúa como neurotoxina, ya que es capaz de 

producir degeneración en las neuronas dopaminérgicas 

nigroestriatales.85 La degeneración neuronal se produce ya que la 

6-hidroxidopamina al metabolizarse genera una elevada cantidad 

de radicales libres y quinonas; lo que provoca un rápido descenso 

en enzimas antioxidantes y la inhibición de la cadena respiratoria 

mitocondrial,  con un aumento de las ROS y en consecuencia 

daños en la estructura y en el metabolismo dando lugar a la muerte 

celular.86 Su toxicidad es selectiva para las neuronas 

catecolaminérgicas. 87  Es capaz de producir procesos celulares 

propios de la enfermedad tales como estrés oxidativo, 

degeneración neuronal, neuroinflamación y apoptosis 88 89 

Como ya se ha apuntado anteriormente, todos estos radicales son 

moléculas altamente inestables y con gran poder reactivo, capaces de 

generar daño célular, siendo necesario que el organismo cuente con 

sistemas biológicos antioxidantes que sean capaces de contrarrestar los 

efectos tóxicos de estos compuestos.  

I.2.1.1. Sistemas celulares antioxidantes. 

Se entiende como antioxidante (AOX) a cualquier molécula que pueda 

prevenir o retardar la oxidación de otra molécula, generalmente sustratos 

biológicos como lípidos, proteínas o ácidos nucleicos. Los sistemas 

antioxidantes mantienen el estado redox a costa de un constante gasto de 

energía metabólica.   
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Los AOX biológicos pueden ser de origen interno o externo e incluyen: 90 

 Antioxidantes enzimáticos: 

 Superóxido dismutasa: son una familia de enzimas cuya 

acción antioxidante consiste en catalizar el paso de anión 

superóxido a peróxido de hidrógeno y oxígeno 

molecular.91,92 En mamíferos se han descrito tres 

isoformas como la cobre-zinc-SOD (Cu/Zn-SOD o SOD-1), 

la manganeso-SOD (Mn-SOD o SOD-2) y la SOD-

extracelular (EC-SOD o SOD-3). 93 

 Catalasa: también llamada peróxido-reductasa,  es una 

enzima tetramérica que contiene un grupo ferro-porfirínico. 

Junto con la enzima Glutation peroxidasa (GPx), se 

encarga de catalizar la reacción de H2O2  a O2 y H2O. Es 

una de las enzimas con mayor actividad catalítica, siendo 

una sola molécula de catalasa capaz de convertir millones 

de moléculas de peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno. 

94 Se encuentra localizada en los peroxisomas aunque 

también se puede encontrar en el citoplasma y la 

mitocondria.95  

 Glutation peroxidasa: cataliza la reducción de peróxido 

de hidrógeno y de peróxidos lipídicos utilizando para ello la 

GSH como donante de electrones y como cofactor el 

selenio, reacción donde se forma H2O y GSSG, por lo que 

esta enzima se encarga de la eliminación de radicales 

libres, lo cual protege al organismo frente al EO.96 Existen 

hasta ocho isoformas de la enzima en tejidos de 

mamíferos, localizadas en el citosol y en la mitocondria de 

las células. En el cerebro, las enzimas GPx se expresan en 

neuronas y células gliales, siendo la GPx4 la isoforma más 

expresada en el tejido cerebral,97 la cual ha sido 

reconocida recientemente como un regulador clave en la 

ferroptosis, una vía de muerte celular programada no 
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apoptótica dependiente de hierro, recientemente 

descubierta que causa un rápido elevación en las ROS.98 

 

 Antioxidantes no enzimáticos: 

 Cofactores enzimáticos antioxidantes (Se, Coenzima 

Q10) 

 Inhibidores enzimáticos oxidativos (Inhibidores de la 

ciclooxigenasa) 

 Quelantes de metales de transición  

 Captadores de radicales libres (Curcuimna, vitamina C y 

E)  

 

En la figura 3 se esquematiza como la producción de radicales libres 

asociadas a las funciones metabólicas normales es controlada por alguno 

de estos mecanismos. 

 

Figura 3. Generación y neutralización de radicales libres. En la figura se observa la producción de 

ROS y  RNS (flecha negra), y la eliminación de estos por parte de los mecanismos celulares 

(flecha blanca).  
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Por lo tanto, la finalidad de estos sistemas antioxidantes es reducir de 

forma constante la producción de radicales para mantener un equilibrio 

estable entre la oxidación y reducción, siendo imprescindible para el 

mantenimiento del correcto funcionamiento celular el balance entre los 

mecanismos de producción y los sistemas de eliminación. Sin embargo, 

hay situaciones que provocan una pérdida de este equilibrio  y  terminan 

generando un estrés oxidativo (EO) por aumento de radicales libres.  

 

I.2.2. Estrés oxidativo y disfunción mitocondrial: 

El EO se produce por un desequilibrio entre los sistemas productores de 

radicales libres del organismo y las defensas antioxidantes endógenas, 

siendo la causa de lesiones oxidativas en lípidos, proteínas y ADN. 

Dichas lesiones se manifiestan como peroxidación de los lípidos 

insaturados de las membranas, modificaciones en el ADN con 

alteraciones en los pares de bases, roturas de las hebras de ADN, 

intercambios entre las cromátidas hermanas o estimulación de factores de 

transcripción nuclear que pueden afectar la regulación de genes. También 

favorece la producción de cruzamientos entre las proteínas y el ADN, la 

carbonilación proteica y la pérdida de los grupos SH- de las proteínas, etc.  

Hay numerosas evidencias que demuestran que el EO provoca disfunción 

mitocondrial, ya que la mitocondria es el orgánulo con mayor producción 

de ROS. El radical hidroxilo, el cual se produce en la CTE, es altamente 

reactivo y puede dañar diferentes macromoléculas dentro de las 

mitocondrias como proteínas, lípidos y ADN,99 el daño irreparable que se 

produce en el ADN mitocondrial conduce al fallo del complejo I, lo que 

puede dar como resultado un aumento de electrones que genera la 

formación de radical superóxido lo que contribuye al estrés oxidativo 

metabólico.100 Una vez que se daña el ADN mitocondrial se puede 

amplificar el EO al disminuir la expresión critica de ciertas proteínas que 

son importantes para el transporte de electrones. Esto a su vez crea un 

círculo vicioso de producción de ROS y daño oxidativo que conduce a la 

apoptosis celular.99 
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Además la CTE también es sensible al daño mediado por RNS (NO y 

ONOO). Estos RNS pueden modificar las proteínas mitocondriales y dar 

lugar a alteraciones funcionales de muchas enzimas metabólicas 

implicadas en la CTE como el citocromo C oxidasa.  

Por lo que la disfunción mitocondrial es de origen multifactorial ya que se 

produce debido a una serie de factores tales como disfunción de la CTE, 

estrés oxidativo, desregulación en los niveles de calcio mitocondrial, 

reducida producción de ATP por la CTE, apertura del poro de transición 

mitocondrial y desregulación en la eliminación de mitocondrias 

defectuosas por medio de los sistemas ubiquitina-proteasoma.101 

Numerosas evidencias sugieren que el aumento del EO, la apoptosis 

alterada y en consecuencia la disfunción mitocondrial parecen jugar un 

papel clave en la patogénesis de varias END como la EA, la EP, la ELA y 

la enfermedad de Huntington,102,103 de tal forma que en los últimos años se 

ha establecido una relación entre la pérdida de la función mitocondrial y 

los fallos en la función celular asociada al envejecimiento, ya que como se 

ha comentado anteriormente, la alta producción de ROS produce una 

lesión en la membrana interna de las mitocondria, lo que induce un 

incremento en la generación de especies reactivas generando un sistema 

de retroalimentación positiva.104 Estos datos sugieren que el EO y la 

disfunción mitocondrial pueden jugar un papel clave en la muerte celular y 

como consecuencia en END como la EA y la EP.  

 

Para determinar los efectos dañinos de los radicales libres y si estos 

pueden afectar a los cambios en el potencial redox intracelular, la 

activación génica y la modificación oxidativa de lípidos, proteínas y ADN, 

se usan biomarcadores celulares que evalúan el estrés oxidativo y de la 

disminución de la defensa reductora.105,106  Entre ellos principalmente se 

utiliza la peroxidación de  lípidos, ya que son uno de los principales 

objetivos de ROS. Los hidroperóxidos pueden reaccionar con metales de 

transición como el hierro o el cobre para formar aldehídos estables, como 
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el malondialdehído (MDA), que dañan las membranas celulares y oxidan 

las lipoproteínas. La cuantificación de MDA es fácilmente detectable en 

plasma, suero, tejidos y cultivos celulares permitiendo utilizarlo como 

marcador biológico del estrés oxidativo.107 Como biomarcador para la 

determinación de la disminución de la defensa endógena reductora, se 

puede utilizar la relación entre el glutatión reducido (GSH) y el glutatión 

oxidado (GSSG). La enzima glutation (GSH) es la enzima antioxidante 

más común en células aeróbicas, se trata de un tripéptido (ϒ-

glutamilcisteinilglicina) que actúa como un antioxidante endógeno y está 

implicado en la regulación del metabolismo y en la detoxificación de 

sustancias xenobióticas.108 Dado el alto consumo de oxígeno del cerebro, 

éste es especialmente susceptible al estrés oxidativo, actuando la GSH 

como un secuestrador de radicales libres y como un inhibidor de la 

peroxidación lipídica.109  

El grupo cisteína-tiol confiere a la molécula de GSH su actividad 

antioxidante,110 ya que es susceptible de ser oxidado por sustancias pro-

oxidantes como los ROS y los RNS, para dar la forma oxidada (GSSG). 

En condiciones fisiológicas, la forma reducida de la GSH es la 

predominante, sin embargo el ratio GSH/GSSG disminuye debido al 

envejecimiento natural del cuerpo humano y en las enfermedades 

neurodegenerativas como la EP y la EA.111,112 Por tanto, la medida del 

ratio GSH/GSSG en modelos experimentales es un método idóneo para 

evaluar la eficacia del tratamiento.   

En la actualidad se ha descrito un aumento del EO en la EA y la EP 

relacionado con altos niveles de marcadores de la peroxidación lipídica, 

disminución de las defensas reductoras asociadas a niveles de glutatión, 

y delecciones en el ADN mitocondrial. Además, esta situación de EO 

podría actuar no solo dañando la mitocondria y favoreciendo el acumulo 

de ROS, sino que sería probable que también participara en la aparición 

de proteínas aberrantes (α-sinucleína o β-amiloide) y que al escapar del 

control de eliminación de proteínas malplegadas (fallos en la proteolisis) 

se podrían acumular y provocarían la neurodegeneración.113 
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Por otro lado el organismo posee más de 100 genes involucrados en el 

sistema antioxidante, existen factores de transcripción que se activan por 

radicales libres (ROS, RNS), entre ellos destacan el factor nuclear κ B (NF 

κB), la proteína activadora 1 (AP1), la hemo-oxigenasa 1  (HMOX-1) y los 

factores relacionados al factor nuclear (Nrfs).   

 

La hemo oxigenasa (Hmox) es la enzima responsable de la 

descomposición fisiológica del grupo hemo en biliverdina, monóxido de 

carbono y hierro. Se han identificado tres isoformas (Hmox‐1, Hmox‐2 y 

Hmox‐3). La isoforma Hmox‐1 es ubicua y su actividad puede 

incrementarse por el grupo hemo u otras metaloporfirinas, metales de 

transición y estímulos que inducen el estrés celular. Actualmente Hmox‐1 

se reconoce como una de las principales proteínas de choque térmico y 

respuesta al estrés114 y es considerada como un indicador sensible y 

fiable de estrés oxidativo celular, ya que se sabe que su actividad 

aumenta en respuesta al EO regulando la expresión inducible de 

numerosos genes de enzimas anti-apoptóticas, anti-oxidantes y anti-

inflamatorias (figura 4). También ha sido descrita en END como la EA, ya 

que Hmox‐1 se encuentra presente en neuronas y neuroglia, por lo que se 

ha especulado que podría ser un nuevo objetivo terapéutico para la 

neuroprotección.115,116  
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Figura 4. Productos derivados de la actividad de Hmox‐1, la cual degrada el grupo hemo en  Fe2+, 

dióxido de carbono (CO) y biliverdina (BV) para la posterior inducción de la expresión de 

numerosos genes de enzimas anti apoptoticas, anti-oxidantes y anti-inflamatorias (Modificada de 

Jazwa y col., 2010).115  

 

Por otro lado, los factores relacionados al factor nuclear (Nrfs) contribuyen 

a la actividad del proteosoma 26S, lo cual confiere protección contra el 

estrés oxidativo y los xenobióticos. Uno de los factores más estudiados 

actualmente es Nrf2, el cual regula la expresión inducible de numerosos 

genes de enzimas antioxidantes y citoprotectoras, mediante su unión a 

una secuencia específica del ADN conocida como ARE ("Antioxidant 

Response Element"). La actividad del factor Nrf2 se encuentra 

constitutivamente reprimida debido a su unión al citoesqueleto y a una 

proteína citoplasmática llamada Keap1 (proteína 1 asociada a ECH tipo 

Kelch). Ya que Nrf2 se expresa de manera constitutiva en la mayoría de 

las células, su actividad se mantiene estrictamente regulada. La célula 

debe conservar un determinado estado redox para permanecer en 

homeostasis, un cambio en dicho estado puede modificar la actividad de 

diversas enzimas y factores de transcripción, por lo que Nrf2 no se 

encuentra libre y activo todo el tiempo, sino únicamente cuando se 
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generan condiciones de estrés oxidativo tal y como se muestra en la 

figura 5.117  

 

Figura 5. Efectos transcripcionales de Nrf2. Al producirse un EO Nrf2 se disocia de Keap1 y se 

transloca al núcleo formando heterodímeros con las proteínas Maf (Maf), lo cual facilita su 

interacción con las regiones ARE del ADN y la consecuente transcripción de genes antioxidantes y 

enzimas de fase II (Fainstein y col., 2007).117 

Por otro lado, la bibliografía indica que las vías ligadas a Nrf2 están 

involucradas en mecanismos protectores contra el estrés oxidativo 

mediante la regulación de antioxidantes y genes detoxificantes de fase II. 

Y que la desregulación de Nrf2 se ve relacionada con el envejecimiento y 

la patogénesis de muchas enfermedades crónicas humanas, incluidas las 

neurodegenerativas como la EP, la EA y la ELA. Por lo tanto, el control de 

Nrf2 y las proteínas reguladoras de esta vía resulta de gran interés, para 

identificar nuevas terapias más efectivas para el control de las END.118,119 

 
En general, el uso de estos biomarcadores facilita el estudio del EO y su 

relación con la disfunción mitocondrial y con el daño celular. En los 

últimos años ha habido numerosos estudios ahondando en el papel de 

estos mecanismos y su relación con la degeneración celular en las END 

como Alzehimer y Parkinson con intención de profundizar en cómo estos 

acontecimientos afectan al ciclo de la vida de célula. Además en la 
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actualidad el uso de terapias antioxidantes se siguen contemplando como 

posibles herramientas terapéuticas importantes para prevenir el inicio y 

progresión de este tipo de enfermedades.120–122.   

 

I.3. Antioxidantes como terapia. 

La curcumina y otros compuestos fenólicos y flavonoides han sido los 

más estudiados como posible terapia frente al EO. 123,124 

Como parece que las END pueden estar relacionadas con situaciones de 

EO, en los últimos años se han ensayado distintos compuestos 

antioxidantes (AOX) en EA y EP ya que podrían funcionar como terapias 

potenciales para la prevención de estas enfermedades, de hecho en 

numerosos estudios se han demostrado los efectos beneficiosos de los 

AOX tanto en modelos animales como en modelos celulares de 

enfermedad neurodegenerativa.35,125  

Entre las posibles moléculas con efectos AOX estudiadas para la EA se 

encuentran: la vitamina E o el α-tocoferol, el β-caroteno, la vitamina C, el 

ácido lipoico y la N- acetilcisteína, etc., evidenciándose que estos 

compuestos pueden ejercer cierta protección contra los ROS que son los 

causantes del daño celular. En la tabla 3 se resumen las posibles 

funcione de los AOX en el desarrollo y progresión de EA.126,127 
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Tabla 3. Funciones potenciales de algunos antioxidantes en la enfermedad de Alzheimer 

(Modificada de Moneim y col., 2015).126 

 

En cuanto a la EP son numerosos los estudios dónde se han utilizado los 

AOX como terapia preventiva. En este caso, los AOX más estudiados son 

las vitaminas y los flavonoides, poniéndose de manifiesto que individuos 

que consumen una dieta rica en vitamina A y B muestran un riesgo 

reducido de desarrollar EP.128 Los flavonoides poseen una elevada 

capacidad AOX y los más estudiados hasta hoy  en día han sido el  galato 

de epigalocatequina (EGCG), las flavonas (baicaleína), flavonoles 

(quercetina, kaempferol, morina y miricetina), isoflavonas (biochanina A) y 

otros compuestos fenólicos no flavonoides (resveratrol y curcumina). De 

los compuestos mencionados anteriormente los que mostraron mayor 

efecto AOX en los modelos de la EP fueron el resveratrol, la curcumina y 
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EGCG, por lo que podrían ser candidatos prometedores para el 

tratamiento de la EP.129   

 

En la tabla 4 se muestra para las tres sustancias anteriores los modelos 

de estudio utilizados (in vivo o in vitro) y los posibles mecanismos 

implicados en la disminución del EO. El resveratrol y el EGCG actúan  en 

la función mitocondrial mientras que la curcumina además de actuar a 

nivel mitocondrial media en el metabolismo de la dopamina y disminuye 

los niveles de metales como el hierro. 

 

Tabla 4. Posibles mecanismos implicados en la disminución del EO de EGCG, resveratrol y 

curcumina en la EP (Modificada de Ding y col., 2018).129 

I.3.1. Curcumina y curcuminoides. 

Entre todos los AOX citados anteriormente el que ha sido ampliamente 

más utilizado en experimentación a lo largo de los últimos años ha sido la 

curcumina por sus efectos a nivel de protección mitocondrial en células 

nerviosas, lo que podemos observar analizando el número de 

publicaciones científicas sobre el uso de curcumina como AOX ha ido 

aumentado considerablemente a lo largo de los años tal y como se puede 

observar en la figura 6. 
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Figura 6. Gráfica en la que se representa el numero de publicaciones cientificas sobre la 

curcumina a lo largo de los años. 

 
La curcumina es compuesto fenólico de origen natural procedente de la 

Cúrcuma (Curcuma longa), el cual es el componente mayoritario del curri 

aunque también se encuentra en cantidades limitadas en el jenjibre. Ha 

sido empleada durante cientos de años por su sabor, color y capacidad 

como conservante a la vez que se le han atribuido propiedades 

terapéuticas para una gran variedad de enfermedades como las 

enfermedades neurodegenerativas, el cáncer, artritis, etc.130,131   

 

Desde el punto de vista estructural el equilibrio tautomérico ceto-enol 

determina las propiedades físicas y químicas de la curcumina (figura 7). 

 

Figura 7. Equilibrio tautómerico ceto-enol de la curcumina.  

 

La curcumina posee una fuerte actividad antioxidante comparable a la de 

las vitaminas C y E, además numerosos estudios han demostrado sus 

propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, su capacidad para captar 

radicales (O2- , OH- y NO) y su capacidad de inhibir la peroxidación 
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lipídica de la membrana.132 Los mecanismos AOX propuestos hoy en día 

para la curcumina se muestran en la figura 8.133 

 

Figura 8. Mecanismos antioxidantes de la curcumina (Thiyagarajan y col., 2004).133 

 

Los estudios referentes al uso de la curcumina en la EA han puesto de 

manifiesto diversas propiedades biológicas de esta molécula a la hora de 

modular diferentes procesos bioquímicos, como son la atenuación de la 

disfunción  mitocondrial  inducida por EO y la regulación de la respuesta 

inflamatoria. También se ha visto que podría estar implicada en la 

atenuación de la formación de las palcas neuríticas, ya que evita la 

formación del oligómero tóxico β-amilode inhibiendo su agregación y 

acumulación.134,135   

 

Por otro lado, los trabajos sobre el uso de curcumina en Parkinson han 

evidenciado que previene la agregación de α-sinucleína al reducir la 

toxicidad por unión a oligómeros preformados y fibrillas, lo cual acaba 

alterando su exposición hidrofóbica a la superficie. Además, se ha visto 
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que la curcumina no se une a la  α-sinucleína monomérica, sino que se 

une específicamente a oligomeros intermedios, lo que sugiere que tanto 

ella como los compuestos polifenólicos sintetizados a partir de su 

estructura  pueden usarse como dianas farmacológicas candidatas para el 

tratamiento de la EP y otras enfermedades neurológicas.136 

 

Todos estos resultados tomados en conjunto demuestran que los 

curcuminoides pueden ser buenas herramientas terapéuticas para 

prevenir e incluso tratar enfermedades neurodegenerativas, y podrían ser 

fármacos de elección ante estas patologías. Sin embargo, debido a la 

baja solubilidad en agua de la curcumina y la mala absorción tras su 

administración oral, existen varios problemas farmacocinéticos y 

farmacodinámicos, como su baja biodisponibilidad y su alta inestabilidad 

química que dificultan la orientación efectiva hacia su diana, ya que esta 

se encuentra en las células y mitocondrias del cerebro humano.137  Por 

ello es importante descubrir nuevos  derivados de curcumina que sean 

capaces de eludir estas limitaciones y que mantengan su capacidad 

protectora frente a las END, siendo la obtención de estos derivados un 

nuevo reto farmacológico que se perfila como prioritario en la actualidad. 

 

La idea de abordar un tratamiento con nuevos quimiotipos derivados de 

curcumina que  posean un perfil antioxidante similar a ella y sin embargo 

presenten una mejor biodisponibilidad ha sido parte fundamental de 

nuestra investigación. En este sentido se han diseñado por el Grupo de 

Sistemas Supramoleculares Bioorgánicos de la Universidad Nacional de 

Educación a Distancia (UNED) varios derivados simétricos con diferentes 

patrones de sustitución aromática.138,139 

 
Los derivados curcuminoides obtenidos, son compuestos que mantienen 

el puente dicetónico α, β-insaturado de 7 carbonos con anillos aromáticos 

sustituidos, enlazados a ambos lados de este puente y que contienen 

diferentes sustituciones. Estos hemicurcuminoides β-dicetonas, se han 

agrupado en dos series. La serie “a” se trata de los derivados que 
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contienen en su extremo un grupo fenilo (Ph) y la serie “b” son los 

derivados que en su estructura química contienen un grupo trifluorometilo 

(CF3).  

 

Los derivados que han sido utilizados estos se muestran en la figura 9.  

 

Figura 9. Los curcuminoides estudiados en este trabajo, representados como la forma tautomérica 

principal.138,139 

Todos estos compuestos han sido ensayados para determinar su 

capacidad antioxidante y protectora en ensayos in vitro utilizando líneas 

celulares neuronales,  con la finalidad de ahondar en las posibles 

relaciones entre la pérdida del balance oxido-reducción, la disfunción 

mitocondrial y la relación de estos dos fenómenos con el correcto 

funcionamiento neuronal.  

Teniendo en cuenta las  evidencias que apoyan que la pérdida del control 

de la oxidación celular es uno de los procesos que favorecen el 

envejecimiento celular y por lo tanto la pérdida de su función, hemos  
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querido abordar como terapéutica el utilizar unas condiciones 

antioxidantes como medidas para ralentizar el envejecimiento  celular, 

proponiendo la siguiente hipótesis de trabajo y los consiguientes 

objetivos. 
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II.HIPOTESIS Y OBJETIVOS:   

 
El SN es muy sensible al daño oxidativo debido a su baja capacidad AOX 

y su alta demanda de oxígeno y glucosa. Teniendo en cuenta que el EO 

está implicado en el inicio y progresión de las END y que estas son un 

reto sanitario y social importante por su aumento de incidencia, las 

estrategias farmacológicas orientadas a prevenir este EO deberían 

considerarse prioritarias para controlar su aparición y progresión. Dentro 

de las moléculas capaces de prevenir este EO se encuentra la curcumina, 

la cual posee un buen perfil AOX. Sin embargo dicha molécula presenta 

una mala biodisponibilidad a nivel sistémico y del SNC, como 

consecuencia de sus malas propiedades fisicoquímicas como son su baja 

solubilidad y baja estabilidad química,140 junto con un mal perfil de 

propiedades ADMET (Absorción, Distribución, Metabolismo, Eliminación y 

Toxicidad) lo que conlleva en su conjunto a que presente malas 

propiedades farmacocinéticas y farmacodinámicas,141 lo que le imposibilita 

alcanzar los órganos diana con niveles de exposición adecuados y poder 

así ejercer su acción AOX.  Por todo ello, en el presente trabajo se 

establece como hipótesis de partida la posibilidad de identificar dentro del 

quimiotipo de las 1,3--dicetonas asimétricas, nuevos compuestos con  

modificaciones estructurales en la molécula de curcumina, que permitan 

mejorar sus propiedades fisicoquímicas  manteniendo su actividad AOX, y 

que eviten posteriormente las limitaciones de estabilidad y 

biodisponibilidad propias de la curcumina, dotando a su vez a los nuevos 

compuestos de un buen perfil neuroprotector en condiciones de estrés 

oxidativo, junto con una baja citotoxicidad en diferentes líneas celulares.  

Para abordar nuestra hipótesis establecemos como objetivo principal 

identificar dentro de los compuestos diseñados por el Grupo de Sistemas 

Supramoleculares Bioorgánicos de la Universidad Nacional de Educación 

a Distancia (UNED) aquellos quimiotipos que posean mejor perfil AOX y 

mejores capacidades neuroprotectoras, al objeto de seleccionar el 

compuesto más idóneo, cuya progresión lo hará elegible como candidato 
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para los estudios posteriores in vivo en modelos pre-clínicos de Alzheimer 

y Parkinson.  

 

Por ello se establece como objetivos específicos los siguientes:  

 
1. Determinar la capacidad antioxidante de los quimiotipos 

(hemicurcuminoides β-dicetonas) en comparación con la curcumina, 

al objeto de seleccionar los que tengan mejor perfil AOX. 

2. Determinación de la citotoxicidad de los todos compuestos, 

realizando estudios de citotoxicidad para establecer la dosis letal 50 

(DL50) en las líneas neuronales SH-SY5Y y HT-22 y en la línea 

hepática HepG2.  

3. Estudio de la solubilidad y estabilidad química en medios bio-

relevantes de aquellos compuestos con mejor perfil AOX y de 

citotoxicidad, al objeto de establecer el mejor perfil drug-like. 

4. Determinación de la capacidad quelante de hierro (Fe2+) en medios 

bio-relevantes de aquellos compuestos con mejor perfil AOX y 

menor citotoxicidad. 

5. Determinación de la viabilidad celular en diferentes condiciones de 

EO en las líneas neuronales SH-SY5Y y H-T22, al objeto de 

establecer la DL50 de los diferentes inductores de EO, que se 

utilizarán posteriormente en los estudios de neuroprotección. 

6. Estudiar la actividad neuroprotetora en diferentes condiciones de EO 

de aquellos compuestos que muestren el mejor perfil antioxidante y 

de citotoxicidad, en las líneas neuronales SH-SY5Y y H-T22. 

7. Determinación de los niveles intracelulares de las ROS en células 

SH-SY5Y en condiciones de EO crónicas y agudas, y previo 

tratamiento con los mejores compuestos. 

8. Estudiar el potencial de membrana mitocondrial en células SH-SY5Y 

en condiciones de EO crónicas y agudas, y previo tratamiento con 

los mejores compuestos. 
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9. Cuantificación de biomarcadores celulares de daño oxidativo en la 

línea neuronal SH-SY5Y en condiciones EO crónicas y agudas, 

previamente tratadas con aquellos compuestos que hayan 

demostrado el mejor perfil antioxidante, neuroprotector y con menor 

citotoxicidad. 

10. Determinación por western blot de los niveles de expresión de las 

enzimas endógenas de defensa antioxidante en las células SH-

SY5Y en condiciones de estimulación crónicas de EO, al objeto de 

elucidar el potencial mecanismo de acción de los compuestos más 

prometedores. 
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III.MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Para determinar la capacidad antioxidante de los quimiotipos 

hemicurcuminoides diseñados y sintetizados por el Grupo de Sistemas 

Supramoleculares Bioorgánicos de la UNED138,139 hemos llevado a cabo 

ensayos dirigidos a estudiar sus características antioxidantes. 

En todos los estudios realizados en el presente trabajo de tesis se han 

empleado disoluciones madre en dimetilsulfóxido (DMSO) (23488.294 

VWR Prolabo) de los compuestos patrones y de las 1,3-β-dicetonas a una 

concentración 20 mM en viales de vidrio topacio de 4ml.  Posteriormente 

los compuestos se alicuotaron en microviales Eppendorf de 100 µl y se 

mantuvieron a -20ºC. En estas condiciones se comprobó además que los 

compuestos permanecían perfectamente solubles y estables. 

 

III.1. Determinación de la capacidad AOX: ABTS, FRAP y DPPH. 

Los métodos de determinación de la actividad AOX se basan en distintos 

sistemas generadores de radicales libres, de tal modo que cuanto mayor 

sea la capacidad de inhibir la generación de radicales por parte del 

compuesto ensayado mayor capacidad AOX tendrá dicho compuesto.  

Debido a la complejidad de los procesos de oxidación, no existe un único 

método que refleje de forma univoca el perfil AOX de un compuesto, por 

lo que es necesario utilizar diferentes métodos que permitan elucidar el 

mecanismo AOX. 

Estos métodos pueden clasificarse en dos tipos principales:  

- Aquellos que determinan la transferencia de electrones, donde la 

interacción del compuesto AOX y el sustrato dan como resultado la 

neutralización de radicales libres. Entre estos ensayos se 

encuentran el ABTS  y el FRAP.142 

- Aquellos donde se determina la capacidad de donación de un 

átomo de Hidrógeno al radical por parte del compuesto AOX. Estos 

ensayos se basan en una reacción competitiva entre el AOX y el 
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sustrato, los cuales compiten por los radicales. Entre los métodos 

existentes el método DPPH es uno de los más utilizados.143 

La capacidad reductora del compuesto AOX frente al radical se mide en 

una reacción reductora que implica por lo general un cambio 

colorimétrico, el cual puede cuantificarse espectrofotómetricamente.90,144 

III.1.1. Método ABTS.  

El ensayo ABTS se basa en la reducción del radical ABTS•+ por parte del 

compuesto AOX que se esté estudiando. El radical monocatiónico ABTS•+ 

(2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolín)-6-sulfónico) se genera por reacción del 

ABTS y el persulfato potásico, dando lugar al radical ABTS•+ de color 

verde-azulado oscuro y con una absorción ultravioleta (UV) máxima a 415 

nm, con otros picos de absorbancia a 645 nm, 734 nm y 815 nm. La 

capacidad de decoloración del compuesto se toma como una medida de 

la reducción o inhibición del radical ABTS•+, de tal forma que a mayor 

poder AOX mayor decoloración se produce.145,146 

En este ensayo para la generación del radical ABTS•+ se empleó ABTS 7 

mM (10102946001, Sigma-Aldrich) y persulfato potásico 2,4 mM (216224, 

Sigma-Aldrich) en proporción 1:1, incubándose durante 16 horas en 

oscuridad. La concentración de radical óptima para el ensayo de la 

capacidad AOX se determinó mediante una recta de calibrado al objeto de 

establecer la concentración necesaria de radical en el ensayo como 

aquella en la que se obtuviera una absorbancia de 0,7 UAM. Para el 

ensayo de los distintos compuestos (serie a y serie b) se realizaron 

diluciones seriadas en agua miliQ partiendo de una disolución madre de 

cada compuesto de concentración 1 mM en DMSO, con el fin de obtener 

concentraciones finales de 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM para su 

ensayo se utilizaron placas transparentes de 96 pocillos con fondo plano 

(391-3615, VWR). La capacidad AOX de cada compuesto se determinó 

por cuadruplicado a cada una de las distintas concentraciones ensayadas. 

Cada placa contó con un control negativo de la reacción (concentración 0 

μM = ABTS•+ + agua), y en cada experimento se ensayaron trolox y 

curcumina como antioxidantes de referencia.  Para la realización del 
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ensayo, el radical ABTS+ y el compuesto AOX se añadieron en una 

proporción 3:1 en un volumen final de 200 μL/pocillo. Tras incubar la placa 

30 min en oscuridad se midió la absorbancia a ʎ=734 nm en el 

espectrofotómetro (Lector de microplacas multimodo Varioskan™ 

LUX, VL0000D0, Thermo Fisher) . La capacidad de captación del 

radical ABTS•+, se calculó empleando la siguiente fórmula: 

Porcentaje de actividad de captación de radicales ABTS•+ = {1 - [As / Ac]} 

x 100 donde As es la absorbancia de las muestras y Ac la absorbancia de 

la solución de control sin antioxidante.  

III.1.2. Método FRAP.  

En este método la capacidad antioxidante se basa en el poder que tiene 

un compuesto para reducir el Fe3+ a Fe2+. En dicho ensayo el complejo 

férrico-2,4,6-tripiridil-s-triazina (Fe3+-TPTZ) incoloro es reducido al 

complejo ferroso (Fe2+-TPTZ) el cual es coloreado, por lo que a mayor 

aumento de la coloración mayor capacidad reductora de Fe3+ tiene el 

compuesto ensayado y por lo tanto mejor capacidad AOX. 147 

El ensayo se llevó a cabo siguiendo el método de Benzie y col. 148, para 

su  realización se utilizaron ácido clorhídrico (HCl) 40 mM (87003-253, 

VWR), tricloruro de hierro Hexahidratado (FeCl3-6·H2O) 20 mM 

(24208237, VWR), tampón acetato (NaAc) 0,3 mM (S5636, Sigma-Aldrich) 

pH 3,6 y TPTZ 10 mM (T1253, Sigma-Aldrich) disuelto en HCl 40 mM. 

Para la preparación del reactivo FRAP se utilizó TPTZ 10 mM, FeCl3-6 

H2O 20 mM y tampón Acetato 0,3 mM a pH 3,6 añadiéndolos en una 

proporción 1:1:10. La concentración de radical óptima se determinó 

mediante una recta de calibrado al objeto de establecer la concentración 

necesaria de radical en el ensayo como aquella en la que se obtuviera 

una absorbancia de 0,6 UAM.  La capacidad AOX de cada compuesto se 

determinó a distintas concentraciones (0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 

μM) y por cuadruplicado en placas transparentes de 96 pocillos con fondo 

plano (391-3615, VWR). Cada placa contó con un control negativo de la 

reacción (concentración 0 μM = FRAP + agua) y en cada experimento se 

ensayaron trolox y curcumina como antioxidantes de referencia.  En cada 
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placa la disolución del radical FRAP y el AOX se añadieron en una 

proporción 9:1 en un volumen final de 200 μL/pocillo. A continuación se 

agitó la placa durante 30 min a 30⁰C y posteriormente se leyó la 

absorbancia en el espectrofotómetro a ʎ = 593 nm. 

Porcentaje de capacidad de reducción del Fe3+ = {1 - [As / Ac]} x 100 

donde As es la absorbancia de las muestras y Ac la absorbancia de la 

solución de control sin antioxidante.  

III.1.3. Método DPPH. 

El ensayo DPPH se emplea para evaluar la capacidad AOX de los 

compuestos para reducir el radical estable 1,1-difenil-2-picrilhidacil 

(DPPH•). Este radical es susceptible de reaccionar con compuestos AOX 

a través de un proceso caracterizado por la cesión de un átomo de 

hidrógeno que proporciona el agente AOX, esta reacción se puede 

representar de la siguiente manera: 

[DPPH•] + [AO-H]   [DPPH-H] + [AO•] 

Dicho radical, absorbe a la longitud de onda de 517 nm. Como resultado 

de la reacción a mayor decoloración del radical mayor será la capacidad 

del compuesto ensayado de donar un H al DPPH• y por lo tanto tendrá 

mayor capacidad AOX.142,149  

Para la realización del ensayo se generó el radical DPPH• 0,2 mM 

(D9132, Sigma-Aldrich) por disolución en etanol absoluto (141086.1315, 

Panreac). La concentración de radical óptima se determinó mediante una 

recta de calibrado al objeto de establecer la concentración necesaria de 

radical en el ensayo como aquella en la que se obtuviera una absorbancia 

de 0,5 UAM.   

La capacidad AOX de cada compuesto se determinó a distintas 

concentraciones (0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM) en placas 

transparentes de 96 pocillos con fondo plano (391-3615,VWR). Los 

experimentos se realizaron cuatro veces por cuadruplicado. Cada placa 

contó con un control negativo de la reacción (concentración 0 μM = 
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DPPH• y agua), y en cada experimento se ensayaron trolox y curcumina 

como antioxidantes de referencia. La disolución del radical DPPH• y el 

AOX se añadieron en una proporción 3:1 en un volumen final de 200 

μL/pocillo. Se dejó incubar la placa 30 min en oscuridad y a continuación 

se realizó una primera medida en el espectrofotómetro a ʎ = 517 nm, tras 

lo cual se dejó incubar la placa otros 30 min más en oscuridad y 

realizándose una segunda lectura al objeto de comprobar que no existiese 

una evolución posterior de la reacción.  

El porcentaje de capacidad captadora de radicales DPPH• se calcula con 

la siguiente fórmula: 

% de reducción del DPPH•= {1 - [As / Ac]} x 100, donde As es la 

absorbancia de las muestras y Ac el absorbancia de la solución control sin 

antioxidante pero con DPPH.  

 

III.2. Determinación de las propiedades drug-like. 

Para estudiar el potencial farmacológico de todos los compuestos 

sintetizados, se calcularon los parámetros fisicoquímicos de la curcumina 

y de las 1,3-β-dicetonas sintetizadas mediante el programa MedChem 

Designer(TM) MedChem-Designer-Simulations-Plus-Inc.; Lancaster, CA, 

USA: 2014. Version 3.1.0.30. 

 

III.3. Determinación de la citotoxicidad de los compuestos en las 

diferentes líneas celulares.   

 

III.3.1. Líneas celulares. 

Para la realización de los estudios de citotoxicidad se utilizaron las líneas 

celulares neuronales SH-SY5Y y HT-22 y la línea de hepatocitos HepG2. 

En todos los estudios realizados en el presente trabajo de tesis se han 

empleado disoluciones madre en DMSO de los compuestos patrones y de 

las 1,3-β-dicetonas a una concentración 20 mM, se comprobó que la 

cantidad de DMSO en las disoluciones de los compuestos no interfería en 

la viabilidad celular. 
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3.1.1. Línea de neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

El uso de neuronas primarias de mamíferos derivadas del tejido del 

sistema nervioso central embrionario está limitado por el hecho de que 

una vez diferenciadas en neuronas maduras, las células ya no pueden 

propagarse. Sin embargo para superar esta limitación se pueden usar “in 

vitro” líneas celulares transformadas. En este contexto, se describe la 

línea celular de neuroblastoma SH-SY5Y, la cual provienen de una 

biopsia de tumor de medula ósea metastásico, fue depositada en la 

ATCC® (American Type Culture Collection) por June L. Biedler en 1970. 

Es ampliamente utilizada como modelo neuronal desde el comienzo de 

los años 80 gracias a que posee las propiedades bioquímicas y 

funcionales de las neuronas, por lo que suele utilizarse para modelos “in 

vitro” de diferenciación y funcionalidad neuronal. Además su facilidad de 

mantenimiento debido a su suministro ilimitado de células, ha hecho que 

esta línea sea ampliamente utilizada en estudios experimentales de 

procesos relacionados con la diferenciación neuronal, el metabolismo, 

procesos neurodegenerativos y neuroadaptativos, así como en 

neurotoxicidad y neuroprotección. Asimismo es ampliamente utilizada 

como modelo “in vitro” para END como la EA y la EP.150,151 Fueron 

obtenidas de la ATCC® (ATCC® - CRL-2226). 

 

 

Figura 10. Línea celular SH-SY5Y. Imagen realizada al microscopio de contraste de fases (LEICA 

DM300) a 20x.  
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3.1.2. Línea de hipocampo de ratón HT-22. 

Se trata de una línea celular de hipocampo de ratón inmortalizada 

subclonada a partir de las células HT-4 por Marimoto y Koshland.152  Se 

ha visto que esta línea neuronal es altamente sensibles al glutamato, por 

lo tanto son usadas frecuentemente como sistema modelo para estudiar 

la toxicidad inducida por glutamato en neuronas,153 aunque también se 

utilizan para determinar la citotoxicidad de otros compuestos. 

Adicionalmente se ha observado que poseen propiedades colinérgicas 

funcionales, por lo que es usada para determinar el mecanismo 

fisiopatológico de la EA ya que se sabe que la hipofunción colinérgica del 

hipocampo está involucrada en esta enfermedad. Por lo que se trata de 

un modelo celular ampliamente utilizado para la determinación de la 

etiología de la EA , el cual nos sirve para determinar si existen 

compuestos capaces de proteger al organismo frente a esta 

enfermedad.154 Fueron obtenidas del Departamento de Morfología y 

Biología Celular de la Facultad de Medicina. Universidad de Oviedo (Dra. 

Eva Martínez Pinilla). 

 

 

Figura 11. Línea celular HT-22. Imagen realizada al microscopio de contraste de fases (LEICA 

DM300) a 20x. 

3.1.3. Línea tumoral de hepatocitos HepG2. 

Al objeto de estudiar la citotoxicidad de los compuestos de la serie de las 

1,3-β-dicetonas en otras  líneas celulares humanas se realizaron estudios 

de citotoxicidad frente a la línea celular HepG2. Se trata de línea celular 
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hepática inmortalizada de células de hepatoblastoma humano, 

caracterizadas y derivadas por primera vez por Aden y col.155  Fue 

depositada en la ATCC® por el Instituto Wistar.156  Son ampliamente 

utilizadas en estudios “in vitro” para el estudio de metabolismo de 

fármacos y para estudios de hepatotoxicidad. Fueron obtenidas de la 

ATCC® (ATCC® -HB8065). 

 

 

Figura 12. Línea celular HepG2. Imagen realizada al microscopio de contraste de fases (LEICA 

DM300) a 20x. 

III.3.2. Estudios de citotoxicidad: determinación de la dosis letal 50 

(DL50). 

Al objeto de determinar la citotoxicidad de las 1,3-β-dicetonas, se 

realizaron estudios de citotoxicidad en las líneas celulares SH-SY5Y, HT-

22 y HepG2,  para definir la dosis de compuesto necesaria que permita 

obtener una viabilidad celular del 50% (DL50).  

Para ello, se utilizaron placas de cultivo transparentes de 96 pocillos de 

fondo plano Costar™ (10792552, Fisher Scientific), en la que se 

sembraron 5.000 células por pocillo. Las células SH-SY5Y  se cultivaron 

en medio DMEM/F12 con glutamina y 15 mM de HEPES (L0092-500, 

Biowest), suplementado con 10% de suero fetal bovino (S181-H100, 

Biowest), 1% de penicilina/estreptomicina 10.000 U/ml (15140122, 

Thermo Fisher), bicarbonato 2,44 g/L (S5761, Sigma-Aldrich) y 0,1% de 

fungizona (15290026, Gibco). Las células HT-22 se cultivaron en medio 

DMEM  con 4,5 g/L de glucosa (BE12-614F, Lonza), suplementado con 
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10% de suero fetal bovino (S181-H100, Biowest), 1% de 

penicilina/estreptomicina 10.000 U/ml (15140122, Thermo Fisher), L-

glutamina 2 mM (10214683, Fisher Scientific), HEPES 1 M (l0180-100, 

Biowest) y 0,1% de fungizona (15290026, Gibco). Las células HepG2 se 

cultivaron en medio RPMI 1640 con L-glutamina (L0500-500, Biowest), 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (S181-H100, Biowest), 1% 

de penicilina/estreptomicina 10.000 U/ml (15140122, Thermo Fisher), 

bicarbonato 2,44 g/L (S5761, Sigma) y 0,1% de fungizona (15290026, 

Gibco). 

 
Una vez sembradas las placas con cada uno de los tipos celulares el 

procedimiento a seguir fue el mismo tal y como se muestra en el esquema 

1,  incubándose 24 h a 37⁰C, 5% de CO2 y 90% de humedad relativa 90%, 

tras lo cual las células se trataron otras 24 h con los compuestos a las 

concentraciones de 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM. Tras lo cual se 

determinó la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT según el 

protocolo de Mosmann.157 

Este ensayo se basa en la capacidad de las células para reducir el MTT 

(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a formazán (E,Z) 

- 5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano, el cual en medios acuosos 

se encuentra en forma de cristales insolubles de color violeta, por lo que 

puede ser medido a una longitud de onda de 540 nm o 570 nm.157 Las 

deshidrogenasas mitocondriales son las que llevan a cabo esta reducción, 

con lo cual es una medida directa de la viabilidad cellular.158 Por lo que es 

un método ampliamente empleado para evaluar la viabilidad celular en 

ensayos de proliferación y citotoxicidad celular. 159 

Para ello se añadieron 20 μL de MTT 5 mg/ml (M5655, Sigma) a cada 

pocillo, tras lo cual se dejó incubar 2 h,  al objeto de alcanzar la reducción 

de MTT a formazán por parte de las células viables. A continuación se 

añadió a cada pocillo 200 μL de DMSO (23488.294 VWR Prolabo), y las 

placas fueron leídas en el espectrofotómetro a 540 nm. 
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Esquema 1. Ensayo para determinación de la citotoxicidad de los compuestos. Determinación de 

la viabilidad celular mediante MTT. 

 

III.4. Estudios de neuroprotección frente a H202. 

III.4.1. Determinación de la dosis letal 50 (DL50). 

Para determinar la supervivencia celular frente al EO inducido por 

peróxido en las líneas neuronales SH-SY5Y y HT-22 al objeto de 

establecer la DL50 hemos realizado estudios de viabilidad celular del 

peróxido de hidrógeno, para ello se realizó una disolución madre de 1 M, 

a partir del reactivo comercial al 33% (SZBB3540V, Sigma-Aldrich). A 

partir de esta se realizaron las diluciones seriadas de 0, 50, 100, 200, 400, 

600, 800, 1000 μM en el medio celular correspondiente a cada línea 

celular. Una vez sembradas las placas con cada uno de los tipos celulares 

el procedimiento a seguir fue el mismo que el anterior. 

III.4.2. Neuroprotección en condiciones de EO inducido por H2O2. 

Para determinar la actividad neuroprotectora en condiciones de EO 

inducidas por peróxido de hidrógeno de aquellos derivados que mostraron 

el mejor perfil antioxidante y menor citotoxicidad se procedió tal y como se 

muestra en el esquema 3. Se sembraron 3.000 células por pocillo en 

placas de cultivo de 96 pocillos de fondo plano Costar™ (10792552, 

Fisher Scientific) y se incubaron durante 24 h a 37⁰C, 5% de CO2 y 90% 

de humedad relativa. Transcurridas las primeras 24 h se procedió a tratar 

las células con los compuestos a las concentraciones de 0, 5, 10, 20 y 40 

μM, incubándose de nuevo la placa otras 24 h en las mismas condiciones. 

Tras el tratamiento con el compuesto AOX se procedió a la inducción de 

EO con H2O2 a la concentración de su DL50 (200 μM) durante otras 24 h. 
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Finalmente tras la incubación se determinó la viabilidad celular para cada 

concentración de compuesto ensayada, utilizando el ensayo de MTT, 

según el protocolo de Mosmann.157 

 

 

Esquema 2. Ensayo de neuroprotección en condiciones de EO inducida por H2O2. Determinación 

de la viabilidad celular mediante MTT. 

 
Una vez seleccionados los compuestos más prometedores se volvió a 

realizar el ensayo de neuroprotección frente a H2O2 200 μM con los 

compuestos 6b y 7b a concentraciones de 0, 5, 10, 20, 40 y 50 μM. 

Siguiendo el mismo protocolo anterior.   

Al objeto de confirmar la actividad neuroprotectora de los compuestos 

más interesantes en la línea celular SH-SY5Y se procedió además a la 

realización del ensayo de determinación de viabilidad celular mediante el 

método de la Lactato Deshidrogenasa (LDH). La LDH es una enzima 

citosólica perteneciente a la familia de las óxidoreductasas presente en 

múltiples tipos celulares, que es liberada al medio extracelular cuando la 

membrana plasmática se encuentra dañada.160 Este método se basa en 

una reacción enzimática en la cual la LDH cataliza el paso de lactato a 

piruvato, con la reducción de una molécula de NAD+ a NADH. Éste NADH 

actúa como cofactor en la conversión de la sal de tetrazolio (cloruro de 2-

(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-fenil tetrazolio) a formazán que presenta un 

color rojo intenso. La concentración de formazán es directamente 

proporcional a la concentración de LDH.161 

En este método, una vez finalizado el tratamiento de las células se 

tomaron 50 μl del sobrenadante de cada pocillo y se dispensaron en una 

placa transparente de 96 pocillos con fondo plano (391-3615, VWR). 
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Posteriormente se añadieron  50 μl del reactivo (LDH Cytotoxicity Assay 

Kit, PierceTM, USA) a cada pocillo, dejándose durante 30 minutos en 

agitación, a temperatura ambiente y en oscuridad. Transcurrido este 

tiempo se añadieron 50 μl del reactivo de parada de la reacción y se 

procedió a la lectura espectrofotométrica a 490 nm. 

 

 

Esquema 3. Ensayo de neuroprotección en condiciones de EO inducida por H2O2. Determinación 

de la viabilidad celular mediante LDH. 

III.5. Ensayos para la determinación de la solubilidad y estabilidad.  

Para determinar la solubilidad y la estabilidad química en medios bio-

relevantes de aquellos 1,3-β-dicetonas con el mejor perfil AOX y de 

citotoxicidad, se realizaron estudios de solubilidad y estabilidad al objeto 

de identificar los compuestos con el mejor perfil drug-like. 

Para la determinación de la solubilidad se utilizó el protocolo descrito por 

Hoelke y col.8 con ligeras modificaciones. El ensayo se realizó en una 

placa de 48 pocillos transparente de fondo plano (1820765, Thermo 

Fisher), se usaron los compuestos 6b y 7b a concentraciones en el rango 

de 10 μM a 1 mM. Cada dilución del compuesto se llevó a cabo 

pipeteando volúmenes definidos de la solución stock en los pocillos, y 

posteriormente se adiciono PBS 10 mM PH=7,4 hasta alcanzar un 

volumen final de 500 μL por pocillo. La cantidad final de DMSO por pocillo 

fue del 2%. Posteriormente, 200 μl de cada dilución fueron transferidos a 

una placa de 96 pocillos con fondo plano (10547781, Thermo Scientific) 

para para la determinación de los espectros UV. Se midió también la 

absorbancia de un control sin compuesto, la cual se usó posterior para 

corregir las absorbancias de las disoluciones con compuesto. En paralelo 

en en otra p96 se dispensaron 10 μl de soluciones stock 20 mM y 190 μl 

de PBS 10 mM, se agitaron en un agitador de microplacas durante dos 
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horas, y luego se filtraron 160 μl de cada solución y se transfirieron a una 

nueva placa para la medida de absorción UV. 

Para la determinación de la estabilidad de los compuestos en un medio 

bio-relevante como el PBS, se prepararon diluciones de concentración 

400 μM de los derivados 6b y 7b, en PBS 10 mM, y de concentración 50 

μM para curcumina debido a su baja solubilidad. A continuación se 

determinó el espectro UV para cada disolución en el rango de 270-600 

nm, volviéndose a medir dicho espectro a las 24, 48 y 72 horas. El ancho 

de banda espectral se estableció en 5 nm y el intervalo de medición de 

datos fue de 10 nm.  

III.6. Determinación de la capacidad de quelación de hierro. 

Para estudiar la capacidad de quelación de hierro de las 1,3-β-dicetonas  

que presenten mejor perfil AOX y de citotoxicidad, se determinó la 

capacidad de quelación de hierro Fe2+ de acuerdo al método de Dinis y 

col,162 utilizando cloruro ferroso en lugar de sulfato ferroso. Para ello se 

utilizaron placas transparentes de 96 pocillos con fondo plano (10547781, 

Thermo Scientific). Las concentraciones utilizadas de los compuestos en 

este ensayo fueron 0, 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200 μM, dispensándose 180 

μl de cada una por pocillo, a los que se les añadió 10 μl de FeCl2 1 mM 

(372870, Sigma-Aldrich). Posteriormente se agito la placa durante 1 

minuto y se agregaron 10 μl de ferrozina 2 mM (160601, Sigma-Aldrich) 

por pocillo, se agitó de nuevo y se dejó reposar durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. A continuación se midió la absorbancia a 562 nm. 

A menor absorbancia mayor actividad quelante del compuesto. Como 

control positivo de la reacción se usó EDTA (1233508, Sigma-Aldrich). 

Los experimentos se realizaron en H2O MiliQ y en una disolución de 

agua:metanol en proporción 1:1 al objeto de evaluar el efecto de la 

solubilidad en la capacidad de quelación de Fe2+ sobre todo en el caso de 

curcumina, debido a su baja solubilidad en medios acuosos.  

La actividad de quelación de hierro del compuesto se calculó como el 

porcentaje de inhibición del complejo Fe2+-ferrrozina mediante la siguiente 

fórmula: 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/usp/1233508?lang=es&region=ES
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% De inhibición = {(Ao-As) / Ao} x 100  

Donde Ao es la absorbancia del control, y As es la absorbancia de las 

muestras. Usándose EDTA como control positivo.  

 

III.7. Estudios de neuroprotección frente a los inhibidores de la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial. 

Para estudiar la actividad neuroprotectora de las 1,3-β-dicetonas que 

mostraron mejor perfil AOX y menor citotoxicidad, se utilizaron las líneas 

neuronales SH-SY5Y y HT-22 y se realizaron ensayos de protección al 

objeto de determinar la supervivencia celular para cada compuesto en 

diferentes condiciones de EO. 

III.7.1. Determinación de la dosis letal 50 (DL50). 

Para determinar la supervivencia celular frente a diferentes condiciones 

de EO en las líneas neuronales SH-SY5Y y HT-22 al objeto de establecer 

la DL50 de los inductores de EO, las cuales se utilizarán posteriormente 

en los estudios de neuroprotección, hemos realizado estudios de 

viabilidad celular de los siguientes inductores: 

 Rotenona: se preparó una disolución madre 20 mM de rotenona (R-

8875, Sigma-Aldrich) en DMSO. A partir de esta se realizaron las 

diluciones seriadas a 0, 10, 20, 50, 75, 100, 150, 200 μM en el 

medio celular correspondiente.  

 Oligomicina: Se usó una disolución stock de 10 mM de oligomicina 

(75351, Sigma-Aldrich) en DMSO. La oligomicina se utilizó en 

combinación con rotenona en los experimentos de 

neuroprotección, manteniendo una relación rotenona/oligomicina 

5:1 en el caso de los estudios con la línea celular SH-SY5Y y de 

10:1 para los ensayos llevados a cabo con las células HT-22. 

 MPP+: (se utilizó una disolución madre de MPP 100 mM (D048, 

Sigma-Aldrich) en DMSO, a partir del cual se preparó disoluciones 

seriadas de 0, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 2000 μM en el 

medio celular correspondiente. 
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 6-hidroxidopamina: se preparó una disolución madre 100 mM de 6-

hidroxidopamina (SC-203482, Santa Cruz) disuelta en DMSO, para 

posteriormente realizar las diluciones seriadas a 0, 10, 20, 40, 60, 

200, 250, 500 μM en el medio celular correspondiente. 

Tal y como indica el esquema 2, se sembraron 5.000 células por pocillo 

en placas de cultivo de 96 pocillos de fondo plano Costar™ (10792552, 

Fisher Scientific), y se incubaron durante 24 h a 37⁰C, 5% de CO2 y 90% 

de humedad relativa. Transcurrido el tiempo de incubación, las placas se 

trataron con cada uno de los inductores de EO a las concentraciones 

indicadas anteriormente y se volvieron a incubar en las mismas 

condiciones otras 24 horas. Finalizado el período de tratamiento con el 

agente inductor de EO, se determinó la viabilidad celular utilizando el 

ensayo de MTT, según el protocolo de Mosmann.157 

 

Esquema 4. Ensayo para la determinación de la DL50 de los inductores de EO. Determinación de 
la viabilidad celular mediante MTT. 

III.7.2. Neuroprotección en condiciones de EO inducido por 

inhibidores de la cadena de transporte electrónico mitocondrial. 

Para determinar la capacidad neuroprotectora de las mejores 1,3-β-

dicetonas en diferentes condiciones de EO inducidas por inhibidores de la 

cadena de transporte electrónico se utilizaron placas de cultivo de 96 

pocillos de fondo plano Costar™ (10792552, Fisher Scientific) en las que 

se sembraron 3.000 células por pocillo, tal y como se muestra en el 

esquema 5 se incubó la placa durante 24 h a 37⁰C, 5% de CO2 y 90% de 

humedad relativa, transcurridas las cuales se trataron células con los 

compuestos 6b y 7b a las concentraciones de 0, 5, 10, 20, 40 y 50 μM, y 

se volvieron a incubar otras 24 h en las mismas condiciones. 

Posteriormente, se trataron las células con el compuesto inhibidor de la 
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cadena de transporte electrónico a ensayar, rotenona, oligomicina, MPP+ 

o 6-hidroxidopamina, a la concentración de su DL50. Tras 24 h de 

incubación se determinó la viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT, 

según el protocolo de Mosmann.157 

 

 

Esquema 5. Ensayo de neuroprotección en condiciones de EO inducido por inhibidores de la 

cadena de transporte mitocondrial. Determinación de la viabilidad celular mediante MTT. 

III.7.3. Neuroprotección frente a neurotoxicidad inducida por 

glutamato. 

Para determinar la capacidad de neuroprotección frente a la 

neurotoxicidad inducida por glutamato en la línea celular HT-22 de 

aquellos quimiotipos que muestren el mejor perfil antioxidante y menor 

citotoxicidad. Se determinó previamente la DL50 de glutamato de la 

misma forma que para los agentes inductores de EO. Se realizó una 

disolución madre de 1 M de ácido L-glutámico monosódico (101322410 

Sigma-Aldrich) en agua miliQ autoclavada, y a partir de esta se realizaron 

las diluciones seriadas 0, 1, 2, 5, 10, 15, 20 y 30 mM en el medio celular 

correspondiente. Tras determinar su DL50 se pasó a determinar la 

neuroprotección. Para ello se utilizaron placas de cultivo de 96 pocillos de 

fondo plano Costar™ (10792552, Fisher Scientific) en las que se 

sembraron 3.000 células por pocillo, tal y como se muestra en el esquema 

6 se incubó la placa durante 24 h a 37⁰C, 5% de CO2 y 90% de humedad 

relativa, y después se trataron las células con los derivados 6b y 7b a las 

concentraciones de 0, 5, 10, 2, 40, 50 μM y se volvieron a incubar otras 

24 h en las mismas condiciones. Posteriormente, se trataron las células 

con glutamato a la concentración de su DL50. Tras 24 h de incubación se 



MATERIALES Y MÉTODOS 

95 
 

determinó la viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT, según el 

protocolo de Mosmann.157 

 

Esquema 6. Ensayo de neuroprotección en condiciones de excitotoxicidad inducida por glutamato. 
Determinación de la viabilidad celular mediante MTT. 

 

III.8. Determinación de los niveles intracelulares de ROS en ensayos 

de neuroprotección. 

Para aquellas 1,3-β-dicetonas que mostraron actividad neuroprotectora en 

condiciones de EO inducida por diferentes estresores, se procedió a la 

determinación de los niveles intracelulares de ROS después del 

tratamiento con dichos compuestos en la línea celular SH-SY5Y en 

condiciones crónicas y agudas de EO. 

Para ello en el presente estudio se empleó la sonda fluorescente 

diacetato de diclorofluoresceína (DCFH2-DA) siguiendo el método de 

Wang y col.163 En este ensayo el  DCFH2-DA internalizado por las células 

es escindido intracelularmente por las esterasas celulares, siendo oxidado 

posteriormente por las ROS para formar el compuesto fluorescente 

Diclorofluoresceína (DCF),164 siendo ésta una molécula altamente 

fluorescente. De esta forma se puede relacionar directamente el 

contenido de ROS con la fluorescencia emitida por la DCF. 

  

Para este ensayo se utilizaron placas negras de 96 pocillos con fondo 

plano y transparente (10588885, Thermno Scientific) en las que se 

sembraron 3.000 células por pocillo y se incubaron durante 24 h a 37⁰C, 

5% de CO2 y 90% de humedad relativa. Transcurrido el primer período de 

incubación las células se trataron con los compuestos 6b y 7b a las 

concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40 y 50 µM. En el modelo crónico, dicho 

tratamiento con los compuestos se llevó a cabo durante 24 h, y después 

https://www.fishersci.es/shop/products/black-96-well-immuno-plates/10588885
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se indujo el EO con H2O2 (SZBB3540V, Sigma-Aldrich) 400 µM durante 4 

horas. En el modelo agudo, el tratamiento con los compuestos se realizó 

durante 6 h, transcurridas las cuales se indujo el EO durante 2 h con H2O2 

500 µM. En ambos casos, después del período de incubación con H2O2, 

las células células fueron lavadas dos veces con tampón Hanks (sin Ca+2 

ni Mg+2) (BE10-547F, Lonza) y posteriormente se trataron con DCFH2-DA 

20 μM (D6883, Sigma-Aldrich) disuelto en medio de cultivo sin suero fetal 

bovino. Se incubaron las placas de ambos tratamientos durante 40 min, 

tras lo cual se lavaron dos veces con tampón Hanks. Las medidas de 

fluorescencia se realizaron en el espectrofotómetro a la longitud de 

excitación de 485 nm y a la de emisión de 535 nm. 

 

III.9. Determinación del potencial de membrana mitocondrial (Δψm). 

Para determinar el potencial de membrana mitocondrial en células SH-

SY5Y en condiciones de estimulación crónicas y agudas de EO, previo 

tratamiento con los mejores compuestos, se usó la  sonda fluorescente de 

ioduro de 5,5’, 6, 6’-tetracloro-1,1’,3, 3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina 

(JC-1), la cual es capaz de entrar en el interior celular formando 

monómeros a nivel citoplasmático y formando agregados en la 

mitocondria, siempre y cuando la homeostasis mitocondrial funcione 

correctamente. Esta sonda tiene una longitud de excitación de 488 nm y 

tanto los agregados como los monómeros de JC-1 exhiben fluorescencia. 

Los monómeros exhiben fluorescencia verde (con pico emisión a 527 nm) 

y los agregados de JC-1 muestran fluorescencia roja (con pico emisión a 

590 nm. Por lo tanto, las células sanas emitirán mayor fluorescencia roja 

que verde, mientras que las células con la función mitocondrial alterada 

por el EO muestran mayor fluorescencia verde que roja.32,165,166  

Este estudio se realizó mediante dos técnicas de análisis, utilizando 

espectroscopia de fluorescencia en formato de placa p96 negra y por 

citometría de flujo en formato de placa p6. 
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III.9.1. Ensayo por espectroscopía de fluorescencia. 

Para determinar el Δψm mediante espectectroscopia de fluorescencia, se 

utilizó el colorante catiónico JC-1, el cual entra selectivamente en las 

mitocondrias y de forma reversible cambia su color de rojo a verde a 

medida que disminuye el potencial de membrana.167 En células sanas, 

JC-1 forma agregados fluorescentes rojos, mientras que en células 

apoptóticas con bajo potencial de membrana, JC-1 permanece como 

monómeros con fluorescencia verde.168  

En este ensayo se utilizaron placas negras de 96 pocillos con fondo plano 

y transparente (10588885, Thermno Scientific) sembrándose 3.000 

células por pocillo e incubándose durante 24 h a 37⁰C, 5% de CO2 y 90% 

de humedad relativa. Transcurrida la primera incubación, las placas se 

trataron con los mejores compuestos (6b y 7b), a concentraciones de 0, 

10, 20, 30, 40 y 50 µM. En el tratamiento crónico la incubación con los 

compuestos fue de 24 h, tratándose posteriormente con H2O2 a 400 µM 

(SZBB3540V, Sigma-Aldrich) durante 4 h. En el tratamiento agudo las 

células se trataron con los  compuestos durante 6h a las mismas 

concentraciones, y luego se expusieron 2 h a H2O2 500 µM. Una vez 

finalizado el período de incubación con H2O2, las células se lavaron dos 

veces con tampón Hanks y posteriormente se incubaron las placas con 

JC-1 5 µM (BIOV1130-5, VWR) durante 20 min, tras lo cual se lavaron las 

células tres veces con tampón Hanks. Las placas se leyeron en el 

espectrofotómetro, la intensidad de fluorescencia roja debida a los J-

agregados se midió a longitud de onda de excitación de 535 nm y de 

emisión de 595 nm, mientras que para los J-monómeros con 

fluorescencia verde se midió a una longitud de onda de excitación de 485 

nm y de emisión a 535 nm. Los resultados fueron expresados como la 

relación de la intensidad de fluorescencia de los J-agregados:J-

monómeros. 

III.9.2. Ensayo por citometría de flujo. 

Para corroborar el potencial de membrana mitocondrial con el compuesto 

7b se realizaron estudios de citometría de flujo. En este ensayo se 

https://www.fishersci.es/shop/products/black-96-well-immuno-plates/10588885
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utilizaron placas de cultivo de 6 pocillos de fondo plano Costar™ 

(10578911, Fisher Scientific) sembrando 250.000 células por pocillo, 

incubándose la placa durante 24 h a 37⁰C, 5% de CO2 y 90% de humedad 

relativa. Transcurrido el primer período de incubación se trataron las 

células con 7b a concentraciones de 20 µM y 40 μM, incubándose la 

placa otras 24 h en las mismas condiciones. Una vez finalizada la 

segunda incubación las células se trataron con H2O2 a 400 μM 

(SZBB3540V, Sigma-Aldrich)  y se incubaron durante 24 h. Tras la 

incubación las células se lavaron con  tampón Hanks y se incubaron 

durante 30 min más en medio de cultivo con JC-1 5 µM (BIOV1130-5, 

VWR). Tras la incubación se procedió al levantamiento enzimático de las 

células con 0,3 ml de tripsina 0,25%/EDTA (T3924, Sigma-Aldrich) por 

pocillo durante 5 minutos. Tras la neutralización de la tripsina con 1 ml de 

medio de cultivo, se centrifugaron a 1000 rpm durante 4 minutos en un 

vial Eppendorf de 1,5 ml. El pellet fué resuspendido en 1 ml de medio 

Hanks para su lectura posterior en el citómetro de flujo. El análisis de 

poblaciones por citometría de flujo se realizó teniendo en cuenta que los 

monómeros de JC-1 exhiben fluorescencia verde (con pico emisión a 527 

nm) medida en el canal FL-1 y los agregados de JC-1 muestran 

fluorescencia roja (con pico emisión a 590 nm) medida en el canal FL-2. 

Por lo tanto, las células sanas emitirán mayor señal de fluorescencia en el 

canal FL-2 (fluorescencia roja) que señal de fluorescencia en el canal FL-

1 (verde), mientras que las células con la función mitocondrial alterada por 

el EO mostraron mayor señal en el canal FL-1 que en el canal FL-2.  

 

III.10. Cuantificación de biomarcadores celulares de daño oxidativo. 

Para cuantificar los biomarcadores celulares de daño oxidativo en la línea 

neuronal SH-SY5Y en condiciones de estimulación crónica y aguda de 

EO se realizaron los siguientes ensayos. 
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III.10.1. Cuantificación de MDA. 

El malondialdehído (MDA) es uno de los aldehídos reactivos más 

comunes en el plasma, suero y tejidos. Es por ello que su cuantificación 

se haya usado para determinar la peroxidación de lípidos a nivel celular y 

tisular, cuantificando así el nivel de estrés oxidativo in vivo e in vitro. Entre 

los métodos más comunes está el método TBARS.169,170  En este método, 

el sustrato de la reacción es el MDA, que reacciona con el ácido 

tiobarbitúrico (TBA) en medio ácido y a alta temperatura para dar un 

complejo coloreado, que puede cuantificarse mediante fluorimetría o 

espectrofotometría.171,172 

Para la cuantificación del MDA se utilizaron placas de cultivo de 6 pocillos 

de fondo plano Costar™ (10578911, Fisher Scientific) con 250.000 células 

por pocillo. Las células se incubaron de manera estándar durante 48 h, 

tras la incubación se trataron las células con los derivados 6b, 7b a 

concentraciones de 10 µM y 20 μM. En el tratamiento crónico la 

incubación con los compuestos fue de 24 h, tratándose posteriormente 

con H2O2 a 400 µM (SZBB3540V, Sigma) durante 4 h. En el tratamiento 

agudo las células se trataron con los  compuestos durante 6 h a las 

mismas concentraciones, y luego se expusieron H2O2 500 µM durante 2 h. 

Una vez finalizado el período de incubación las células se lavaron con 

PBS 50 mM y se levantaron mecánicamente. Se recolectaron en tubos de 

5 ml (0030119380, Eppendorf) y se resuspendieron en 1 ml de PBS 50 

mM. Se mantuvieron a -80⁰C durante 24 h. Se realizó una recta de 

calibrado de MDA utilizando TMOP, molecula generadora de MDA 

(108383, Sigma-Aldrich), con las siguientes concentraciones de MDA 0, 

0.007, 0.013, 0.030, 0.060, 0.125, 0.250, 0.500 μM.  

Para el ensayo, de cada pellet celular con PBS se cogieron 150 μL y se 

añadió se añadió 100 μL de buffer de lisis (Tris-HCl 1 M pH=8, EDTA 0,5 

M y 10% SDS). Las muestras se sonicaron durante 10 min en hielo en el 

sonicador (3000512 – Ultrasons 1 Litro, Grupo Selecta). Tras lo cual se 

añadió 1,250 ml de TBA (ácido acético glaciar y 2- tiobarbiturico en una 

proporción 1:4, (20104.298, VWR), (T-5500, Sigma), respectivamente). Se 
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incubó 1 h a 96⁰C y 700 rpm en el termo bloque (20444601112 - 

Thermomixer Comfort, Eppendorf). Tras la hora se pasaron a hielo 

durante 10 minutos y se centrifugaron durante otros 10 min a 4⁰C y 

13.000 g. Posteriomente se cogió 200 μL del sobrenadante por triplicado y 

se pasaron a una placa negra de 96 pocillos con fondo plano y 

transparente (10588885, Thermno Scientific) para determinarse la 

fluorescencia en el espectrofotómetro con una excitación a 540 nm y una 

emisión a 590 nm.  

Para dar un valor de MDA en correspondencia a la cantidad de células 

que tenemos en la muestra se determinó la cantidad de proteínas que 

posee la muestra, mediante el método de Bradford.173 Se tomaron 25 μL 

de muestra y 75 μL de Bradford (B6916, Sigma-Aldrich), se dejó incubar 

durante 10 minutos en agitación y a continuación se midió la absorbancia 

en el espectrofotómetro a ʎ = 595 nm. Como recta patrón para la 

determinación de proteinas se usó albumina de suero bovino (BSA) 

(1076192, Sigma-Aldrich) a concentraciones de 0, 0.97, 1.9, 3.9, 7.8 y 

15.6 μg/ml. 

III.10.2. Determinación de los niveles endógenos de GSH y GSSG.  

La GSH es la enzima antioxidante más común en células aeróbicas. Dado 

el alto consumo de oxígeno del cerebro, éste es especialmente 

susceptible al EO, por lo que la GSH actúa como un secuestrador de 

radicales libres. 109 La actividad AOX de la GSH es debida al grupo 

cisteína-tiol,110 que es susceptible de ser oxidado por sustancias pro-

oxidantes como los ROS o los RNS, para dar la forma oxidada de la GSH, 

la GSSG. En condiciones fisiológicas, la forma reducida de la GSH es la 

predominante, sin embargo a medida que van aumentando los radicales 

libres la forma predominante es la GSSG. Por tanto, la medida del ratio 

GSH/GSSG es indicativo de la presecia de ROS en modelos 

experimentales. Esta descrito que el ratio GSH/GSSG se ve disminuido 

en el envejecimiento celular y en las enfermedades neurodegenerativas 

como la EP y la EA. 174,112 

Para determinar la relación GSH/GSSG se utilizaron placas de cultivo de 

https://www.fishersci.es/shop/products/black-96-well-immuno-plates/10588885
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6 pocillos de fondo plano Costar™ (10578911, Fisher Scientific) con 

250.000 células por pocillo. Las células se incubaron de manera estándar 

durante 48 h para que se produzca la expresión de los biomarcadores de 

EO, tras la incubación se trataron las células con los derivados 6b, 7b a 

concentraciones de 10 µM y 20 μM. En el tratamiento crónico la 

incubación con los compuestos fue de 24 h, tratándose posteriormente 

con H2O2 a 400 µM (SZBB3540V, Sigma) durante 4 h. En el tratamiento 

agudo las células se trataron con los  compuestos durante 6 h a las 

mismas concentraciones, y luego se expusieron 2 h a H2O2 500 µM. Una 

vez finalizado el período de incubación las células se lavaron con PBS 50 

mM y se levantaron mecánicamente para su ruptura. Se recolectaron en 

tubos eppendorf de 5 ml (0030119380, Eppendorf) y se resuspendieron 

en 1 ml de PBS 50 mM. Se mantuvieron a -80⁰C durante 24 h.  

Para la determinación de la GSH se tomaron 100 μL de muestra y se le 

añadió 10 μL de OPT a 10mg/ml (1.11452.0005, MERK) y 290 μL del 

buffer KPE (fosfato potásico monobásico (P5655, Sigma-Aldrich)) + EDTA 

1233508, Sigma-Aldrich)+ Di-potasio hidrógenofosfato (12D050006, 

VWR). Se agitaron las muestras y se centrifugaron a 13.000 g a 4ºC 

durante 10 min, posteriormente se transfirió 100μL del sobrenadante una 

placa negra de 96 pocillos con fondo plano y transparente (10588885, 

Thermno Scientific) y se determinó la fluorescencia en el 

espectrofotómetro con una excitación  de ʎ = 360 nm y una emisión de ʎ = 

420 nm. Se realizó una recta de calibrado de GSH (0399, VWR) a 

concentraciones de  0; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25 y 50 μM con objeto 

de determinar la concentración de GSH de la muestra. 

 

Para la determinación de la GSSG se cogió 100 μL de muestra y se le 

añadió 2 μL de NEM (40526, Alfa Aesar)  y 200 μL de KPE, se agito y se 

incubo durante 30 min en oscuridad a temperatura ambiente. Se 

añadieron 10 μL de OPT y 190 μL NaOH 0,1 N (655104, Sigma) y se 

volvió a incubar 10 min en oscuridad. Se centrifugaron las muestras a 

13.000 g a 4ºC durante 10 min, posteriormente se transfirió 100 μL del 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/usp/1233508?lang=es&region=ES
https://www.fishersci.es/shop/products/black-96-well-immuno-plates/10588885
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sobrenadante a una placa de 96 negra con fondo plano y transparente 

(10588885, Thermno Scientific) para determinar la fluorescencia de igual 

modo que en la GSH.  Asimismo se realizó una recta de calibrado de 

GSSG (0524, VWR) a concentraciones de 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 y 

200 μM con objeto de determinar la concentración de GSSG de la 

muestra.  

 

III.11. Cuantificación de la expresión de las enzimas endógenas de 

defensa antioxidante. 

Para determinar los niveles de expresión de las enzimas endógenas de 

defensa antioxidante en las células SH-SY5Y en condiciones crónicas de 

EO, se utilizó la técnica de Western Blot.  

Se determinó el nivel de expresión de la enzima Hmox-1 ya que es 

considerada como un indicador sensible y fiable de EO, y se sabe que su 

actividad aumenta en respuesta al EO regulando la expresión inducible de 

numerosos genes de enzimas anti-apoptóticas, anti-oxidantes y anti-

inflamatorias.175  

Por otro lado se determinó también la influencia de los derivados en la vía 

Nrf2/Keap1, Nrf2 regula la expresión inducible de numerosos genes de 

enzimas antioxidantes y citoprotectoras, mediante su unión a una 

secuencia específica del ADN conocida como ARE  mientras que Keap1 

(proteína 1 asociada a ECH tipo Kelch) regula la actividad de Nrf2. Keap1 

también actúa como un sensor de resistencia oxidativa y electrofílica.176 

En numerosos estudios se ha determinado que ambas vías se encuentran 

influenciada por los polifenoles como la curcumina.175,177 

Para ello se emplearon placas de cultivo de 6 pocillos de fondo plano 

Costar™ (10578911, Fisher Scientific) sembradas con 250.000 células 

por pocillo. Posteriormente se incubaron las placas bajo condiciones 

estándar durante 24 h, tras lo cual se trataron las células con 20 µM y 40 

μM de los derivados 6b y 7b. Se volvió a incubar la placa otras 24 h, y se 

pasó a realizar el tratamiento crónico en el cual se trataron las células con 

H2O2 a 750 µM y se incubo durante 24 h. Se extrajo de las células la 

https://www.fishersci.es/shop/products/black-96-well-immuno-plates/10588885
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proteína total celular utilizando un tampón de lisis RIPA (R0278 Sigma-

Aldrich), suplementado con inhibidores de proteasas (Protease inhibitor 

cocktail P8340, Sigma–Aldrich) y de fosfatasas (Phosphatase inhibitor 

cocktail Set II, Calbiochem). Las células se incubaron con esta solución 

tampón durante 30 minutos a 4ºC; posteriormente se centrifugaron a 

12.000 g durante 15 minutos y se recogieron los sobrenadantes. Una vez 

extraído el contenido proteico, se determinó su concentración mediante el 

método estándar del ácido bicinconínico con el kit “BCA Protein Assay” 

(Thermo Fisher Scientific), utilizando BSA como estándar. Los extractos 

proteicos (20 µg de proteína) se separaron mediante electroforesis en 

geles de poliacrilamida (PAGE) al 12% en presencia de SDS y bajo 

condiciones reductoras; a continuación, se transfirieron a membranas de 

nitrocelulosa mediante un sistema semi-seco Trans-Blot® (Bio-Rad, 

Berkeley, CA, EEUU). Posteriormente, las membranas se bloquearon 

durante 1 h a temperatura ambiente con leche al 5% en un tampón Tris-

HCl 50 mM (T3263, Sigma-Aldrich), pH 7,5, NaCl 150 mM (S9888, Sigma-

Aldrich) con Tween-20 (P1369, Sigma-Aldrich) al 0,1%. A continuación, 

las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios específicos y, 

posteriormente, con la IgG secundaria correspondiente conjugada con 

peroxidasa (tabla 5). Las bandas inmunorreactivas se detectaron por 

quimioluminiscencia mediante el sistema ECL (GE-Amersham, 

Buckinghamshire, R.U) y fueron cuantificadas por densitometría mediante 

el programa informático ImageJ v1.46a (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, EEUU).  
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Tabla 5. Relación de Anticuerpos primarios y secundarios empleados.  

 

 

 

III.12. Análisis estadístico. 

 
Los datos se expresan como la media ± la desviación estándar de cuatro 

experimentos realizados por cuadruplicado a menos que se indique lo 

contrario.  

 
Para las curvas de captación de radicales y las curvas de muerte se 

realizó un ajuste por mínimos cuadrados de regresión no lineal usando el 

programa GRaphPad Prism 7.0 (GraphPad-Software, LA Jolla, CA, EUA) 

Para todos los estudios de evaluación in vitro de la actividad biológica se 

realizaron comparaciones entre los grupos control y tratados o el 

intragrupo completo usando un ANOVA de dos vías y la prueba de 

comparaciones multiple de Dunnet. 
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IV. RESULTADOS  

 

IV.1. Determinación de la capacidad AOX: Método ABTS, FRAP y 

DPPH.  

A continuación se describen los resultados obtenidos para la 

determinación de la capacidad AOX de los 1,3-β-dicetonas, 

comparándolos con curcumina y trolox como compuestos AOX de 

referencia. 

La actividad AOX de los compuestos ha sido caracterizada por los 

métodos ABTS, FRAP y DPPH. Los resultados obtenidos se muestran en 

las tablas 6 y 7.  

 

Tabla 6. Capacidad AOX del trolox, de la curcumina y de la serie a y b determinada mediante 

ABTS y FRAP. Valores de IC50, definidos como la cantidad de AOX necesaria para disminuir la 

concentración de radicales iniciales en un 50% y valores TEAC definidos como la capacidad 

antioxidante equivalente al trolox. En el caso del FRAP se muestra la capacidad reductora del 

compuesto a 100 y 200 µM. Los valores son la media ± la desviación estándar de cuatro 

experimentos diferentes llevados a cabo por cuadruplicado.    
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En ellas se muestran valores de IC50, definidos como la cantidad de AOX 

necesaria para disminuir la concentración de radicales iniciales en un 

50%, y valores TEAC definidos como la capacidad antioxidante 

equivalente al trolox; se trata de una medida que determina la fuerza 

antioxidante de un compuesto basada en la capacidad AOX del trolox. 

 

De los resultados expuestos los compuestos con mejor carácter AOX 

corresponden a 1a, 3a, 4a, 6a, 7a, 1b, 3b, 6b y 7b; siendo 1a y 1b los que 

mejor capacidad AOX presentan. Por otro lado los valores obtenidos para 

curcumina y trolox eran los esperados tal y como se respalda en la 

lieteratura.178,179 Por lo que los resultados obtenidos a partir de los 

experimentos realizados mediante los métodos ABTS y FRAP confirman 

el carácter AOX de curcumina, trolox y de las 1,3-β-dicetonas. 

 
En cuanto al ensayo de DPPH, los compuestos 1a y 1b fueron las únicas 

β-dicetonas que han mostrado actividad en este ensayo. La tabla 7 

muestra los valores de IC50 obtenidos para trolox, curcumina y los 

derivados 1a y 1b. En ella se puede observar que los derivados 1a y 1b 

poseen mayores valores de IC50 que los de curcumina y trolox.  

 

Tabla 7. Capacidad AOX del trolox, de la curcumina y de la serie a y b determinada mediante 

DPPH•. Valores de IC50, definidos como la cantidad de AOX necesaria para disminuir la 

concentración de radicales iniciales en un 50%. Los valores son la media ± la desviación estándar 

de cuatro experimentos diferentes llevados a cabo por cuadruplicado. 

 



RESULTADOS 

109 
 

 

 

En la Figura 13 se muestra el porcentaje de DPPH• restante en ella se 

puede observar que ha altas concentraciones 1b es el que mejor 

disminuye la cantidad de DPPH•. 

 

 

 

 

Figura 13. Capacidad antioxidante de trolox, curcumina, 1a y 1b, medida como % de cantidad de 

DPPH• residual. Los valores son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos 

diferentes llevados a cabo por cuadruplicado. 
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IV.2. Determinación de las propiedades drug-like. 

Para estudiar el potencial farmacológico de todos los compuestos 

sintetizados, se calcularon sus parámetros fisicoquímicos y se 

compararon con los de la curcumina. Los resultados obtenidos se 

muestran en la tabla 8.  

 

Tabla 8. Propiedades drug-like de la curcuimna y de las 1,3-β-dicetonas. Los cálculos se realizaron 

con MedChem Designer(TM)  MedChem – Designer – Simulations – Plus - Inc. ; Lancaster, CA, 

USA: 2014. Version 3.1.0.30. PM: peso molecular; MlogP: Moriguchi logP; logD: coeficiente de 

distribución a pH 7.4; NO: número de átomos de oxígeno; TPSA: Área de superficie polar total; 

HBD: número de grupo donante de enlace de hidrógeno. 

 

Los criterios actualmente más aceptados para compuestos dirigidos al 

SNC son los siguientes:  PM ≤ 360, MlogP ≤ 3.0, logD ≤ 2, HBD ≤ 2, NO ≤ 

2, TPSA > 40 Å2 y ≤ 90 Å2.180,181  Según los resultados obtenidos 

podemos observar que todos los compuestos poseen propiedades 

similares a las de la curcumina mejorándose muchas de ellas en los 

derivados, teniendo los compuestos de la serie b (CF3) el perfil más 

compensado en cuanto a PM, MlogP, logD y TPSA, y siendo los 

compuestos 6b y 7b los más prometedores considerando sus 

propiedades fisicoquímicas calculadas y sus actividades antioxidantes. 
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IV.3. Determinación de la citotoxicidad de los compuestos en las 

diferentes líneas celulares. 

 

IV.3.1. Determinación de la dosis letal 50 (DL50) en la línea celular 

SH-SY5Y. 

Los resultados de los estudios de citotoxicidad frente a células de la línea 

neuronal SH-SY5Y se muestras en la tabla 9. Los datos se expresan 

como valores de DL50 (μM), es decir, la concentración del compuesto 

necesaria para reducir la viabilidad celular al 50% con respecto del 

control.  

 

Tabla 9. Citotoxicidad de la curcumina y de la serie a y b sobre la línea neuronal SH-SY5Y. 

Valores de DL50, definidos como la cantidad de compuesto necesaria para disminuir la viabilidad 

celular al 50%. Los valores son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos 

diferentes llevados a cabo por cuadruplicado. La viabilidad celular se determinó mediante el 

ensayo MTT. 

 

A partir de los resultados obtenidos podemos determinar que la serie b 

posee una citotoxicidad menor que la serie a sobre la línea neuronal SH-

SH5Y. 
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En las siguientes figuras (14-28) se muestran las imágenes tomadas con 

un microscopio invertido de contraste de fases (Leica DM300).  Se 

observa que algunos compuestos son capaces de cristalizar (1a, 2a y 3a), 

a diferencia del resto. pudiendo ser esto un factor influyente en la 

citotoxicidad de la línea celular SH-SY5Y. 

 

 

Figura 14. Citotoxicidad de curcumina a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea celular 

SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

Figura 15. Citotoxicidad del compuesto 1a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 16. Citotoxicidad del compuesto 2a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 17. Citotoxicidad del compuesto 3a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 18. Citotoxicidad del compuesto 4a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 19. Citotoxicidad del compuesto 5a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 20. Citotoxicidad del compuesto 6a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 21. Citotoxicidad del compuesto 7a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 22. Citotoxicidad del compuesto 1b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 23. Citotoxicidad del compuesto 2b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 24. Citotoxicidad del compuesto 3b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 25. Citotoxicidad del compuesto 4b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 26. Citotoxicidad del compuesto 5b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 27. Citotoxicidad del compuesto 6b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 28. Citotoxicidad del compuesto 7b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular SH-SY5Y. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

IV.3.2. Determinación de la dosis letal 50 (DL50) en la línea celular 

HT-22. 

En cuanto a la línea celular HT-22 tanto la serie a como la serie b 

muestran la DL50 por encima de 200 μM exceptuando la curcumina y los 

compuestos 2a, 4a, 7a y 2b tal y como se muestra en la tabla 10.  

 

Tabla 10. Citotoxicidad de la curcumina y de la serie a y b sobre la línea neuronal HT-22. Valores 

de DL50, definidos como la cantidad de compuesto necesaria para disminuir la viabilidad celular al 

50%. Los valores son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos diferentes llevados 

a cabo por cuadruplicado. La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT. 
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A partir de los resultados obtenidos podemos determinar que los 

compuestos muestran menor citotoxicidad para esta línea que para la 

línea neuronal SH-SY5Y y que la adición del grupo fenilo o trifluorometilo 

no afecta de forma significativa en la citotoxicidad de los compuestos.  

Por lo que se puede ver que  la sustituciones realizadas tanto en la serie a 

como en la serie b disminuyen la citotoxicidad con respecto a la 

curcumina. 

En las siguientes figuras se observa, al igual que para las SH-SY5Y, las 

imágenes tomadas al microscopio invertido de contraste de fases (Leica 

DM300) de la citotoxicidad de nuestros compuestos, en ellas se puede 

observar que la serie b posee menor citotoxicidad y que algunos 

compuestos de la seria a como el 1a, 2a y 3a cristalizan, pudiendo ser 

esto un factor influyente en la citotoxicidad de la línea celular HT-22 al 

igual que ocurre en las SH-SY5Y. 

 

Figura 29. Citotoxicidad de la curcumina a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea celular 

HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 30. Citotoxicidad del compuesto 1a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

Figura 31. Citotoxicidad del compuesto 2a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 32. Citotoxicidad del compuesto 3a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 33. Citotoxicidad del compuesto 4a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 34. Citotoxicidad del compuesto 5a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 35. Citotoxicidad del compuesto 6a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 36. Citotoxicidad del compuesto 7a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x.  

 

 

 

 

Figura 37. Citotoxicidad del compuesto 1b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 38. Citotoxicidad del compuesto 2b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 39. Citotoxicidad del compuesto 3b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 40. Citotoxicidad del compuesto 4b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

 

Figura 41. Citotoxicidad del compuesto 5b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x.  
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Figura 42. Citotoxicidad del compuesto 6b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x 

 

 

 

 

Figura 43. Citotoxicidad del compuesto 7b a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HT-22. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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IV.3.3. Determinación de la dosis letal 50 (DL50) en la línea celular 

HepG2. 

En la tabla 11, se muestra que tanto la curcumina como la serie a y la 

serie b poseen una DL50 por encima de 100 μM. 

 

 

Tabla 11. Citotoxicidad de la curcumina y de la serie a y b sobre la línea neuronal HepG2. Valores 

de DL50, definidos como la cantidad de compuesto necesaria para disminuir la viabilidad celular al 

50%. Los valores son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos diferentes llevados 

a cabo por cuadruplicado. La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT. 

 
En esta línea celular, por lo tanto, encontramos que todos los compuestos 

a excepción del compuesto 2b presentan una menor citotoxicidad en 

comparación con la curcumina.  
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En las figuras 44, 45 y 46 se muestra las imágenes de micoscopia 

electrónica donde se valora la capacidad de precipitación de los  

compuestos 1a, 2a y 3a. 

 

Figura 44. Citotoxicidad del compuesto 1a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HepG2. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

Figura 45. Citotoxicidad del compuesto 2a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HepG2. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 46. Citotoxicidad del compuesto 3a a 0, 5, 10, 20, 50, 100, 150 y 200 μM sobre la línea 

celular HepG2. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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IV.4. Estudios de neuroprotección frente a H202. 

 

IV.4.1. Determinación de la dosis letal 50 (DL50). 

Para establecer la DL50, concentración a la cual hay una viabilidad del 

50% se realizaron las curvas de muerte. 

IV.4.1.1. Línea celular SH-SY5Y. 

En cuanto a la curva de muerte de H2O2 sobre la línea celular SH-SY5Y 

en la figura 47 se muestra el ajuste correspondiente de cuatro 

experimentos independientes realizados por cuadruplicado. Habiéndose 

obtenido el valor de DL50 en 237 ± 10,7 μM y estableciéndose como valor 

por defecto de DL50 200 μM. 

 

 

 

 

 

Figura 47. Determinación de la dosis letal 50 (DL50, μM) de H2O2 tras 24h de incubación sobre las 

SH-SY5Y.La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT. Los valores representados 

son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos diferentes realizados por 

cuadruplicado (r2:0,9896). 
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IV.4.1.2. Línea celular HT-22. 

En referencia a los resultados obtenidos para la curva de muerte de H2O2 

sobre la línea celular HT-22 en la figura 48 se muestra la curva obtenida 

con el ajuste correspondiente de cuatro experimentos independientes 

realizados por cuadruplicado. Habiéndose obtenido el valor de DL50 en  

674,4 ± 13,39 μM y estableciéndose como valor por defecto de DL50 700 

μM. 

 

 

 

 

Figura 48. Determinación de la dosis letal 50 (DL50, μM) de H2O2 tras 24h de incubación sobre las 

HT-22.La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT. Los valores representados son 

la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos diferentes realizados por cuadruplicado 

(r2:0,9511). 
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IV.4.2.Neuroprotección en condiciones de EO inducido por H2O2. 

IV.4.2.1. Línea celular SH-SY5Y. 

Para estudiar el pisble efecto protector frente al EO, se llevaron a cabo los 

ensayos de neuroprotección con las 1,3-β-dicetonas que se muestran en 

la tabla 12. 

 

Tabla 12. Actividad neuroprotectora en la linea neural SH-SY5Y bajo condiciones de estrés 

oxidativo (H2O2 200 µM).La viabilidad celular fue determinada mediante el ensayo de MTT. 

 

Los resultados apuntan que tras la adición de H2O2 200 μM la mayoría de 

los derivados presentan actividad neuroprotectora a concentraciones de  

5 μM y 10 μM, a excepción de los compuestos 2a, 5a y 2b, 5b. Además 

se puede observar que los derivados más prometedores eran 6b y 7b, ya 

que muestran neuroprotección tanto a 5 μM como en 10 μM y también a 

concentraciones más altas de 20 μM y 40 μM.  
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Los ensayos de neuroprotección frente a H2O2 200 μM ampliando el rango 

de concentracion utilizado con los compuestos 6b y 7b (0, 5, 10, 20, 40 y 

50 μM) se muestran en la figura 49.  

 

 

Figura 49. Efecto neuroprotector de la curcumina, 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por H2O2 

en la línea celular SH-SY5Y. La viabilidad celular fue determinada por MTT. Los compuestos 

fueron administrados a diferentes concentraciones durante 24h, tras lo cual se trataron la células 

con 200 μM de H2O2 durante 24h. Los datos representados son la media ± DS de cuatro 

experimentos independientes realizados por cuadruplicado. #p<0.001 control con H2O2 200 μM. 

*p>0.05, **p<0.01, ***p<0.001 células tratadas con el compuesto y con H2O2 200 μM. 

 

Los resultados indican que el pretratamiento con 6b y 7b en todas las 

concentraciones ensayadas mejoran la viabilidad celular con respecto a 

las celulas tratadas con H2O2 200 μM, teniendo 7b el mejor perfil de 

inhibición de muerte celular a 10 μM (p <0.01), 20 μM, 30 μM, 40 μM y 50 

μM (p <0.001).  
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Los resultados sobre el efecto de protección de los compuestos 6b y 7b 

para evitar la muerte celular inducida por H2O2 200 μM se expresan en la 

figura 50. Se determinó la liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) en 

el medio celular y como se muestra, tanto 6b como 7b redujeron la 

producción de LDH en todas las concentraciones probadas, siendo este 

efecto más significativo a 30 μM,  40 μM (p <0.01) y 50 μM (p <0.001).  

 

 

Figura 50. Efecto neuroprotector de 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por H2O2 en la línea 

celular SH-SY5Y expresado como la cantidad de LDH liberada. La viabilidad celular fue 

determinada mediante la cantidad de LDH liberada. Los compuestos fueron administrados a 

diferentes concentraciones durante 24h, tras lo cual se trataron la células con 200 μM de peróxido 

durante 24h. Los datos representados son la media ± DS de cuatro experimentos independientes 

realizados por cuadruplicado. #p<0-001 control con H2O2 200 μM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 

células  tratadas con el compuesto y con H2O2 200 μM. 
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Los ensayos de viabilidad celular se muestran a continuación en las 

siguientes imágenes. Se compara la neuroprotección frente a peróxido 

200 μM de los compuestos 6b y 7b frente al efecto de la curcumina. Las 

figuras 51, 52 y 53 evidencian como la curcumina posee menor capacidad 

neuroprotectora y que a altas concentraciones es más citotóxica que los 

compuestos 6b y 7b, al disminuir la viabilidad celular. 

 

Figura 51. Protección de la curcumina frente a H202 200 μM en la línea celular SH-SY5Y. 0, control 

con H202 200 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de 

fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

Figura 52. Protección del compuesto 6b frente a H202 200 μM en la línea celular SH-SY5Y. 0, 

control con H202 200 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el microscopio invertido 

de fases (Leica DM300) a 20x. 



RESULTADOS 

137 
 

 

 

Figura 53. Protección del compuesto 7b frente a H202 200 μM en la línea celular SH-SY5Y. 0, 

control con H202 200μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el microscopio invertido 

de fases (Leica DM300) a 20x. 

IV.4.2.2. Línea celular HT-22. 

La figura 54 muestra los resultados de neuroprotección realizados tras la 

someter a las células a un EO inducido por H2O2 700 μM. Observandose 

que el pretratamiento con 6b y 7b en todas las concentraciones 

ensayadas mantiene constante la viabilidad celular en comparación con la 

curcumina. 

 

Figura 54. Efecto neuroprotector de la curcumina, 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por H2O2 

en la línea celular HT-22. La viabilidad celular fue determinada por MTT. Los compuestos fueron 

administrados a diferentes concentraciones durante 24h tras la incubación se trataron la células 

con 700 μM de H2O2 durante 24h. Los datos representados son la media ± DS de cuatro 

experimentos independientes realizados por cuadruplicado. #p<0.001 control con H2O2 700 μM. 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 células células tratadas con el compuesto y con H2O2 700 μM. 



RESULTADOS 

138 
 

En las siguientes figuras (55, 56 y 57) se muestran las imágenes de 

microscopio de los ensayos de neuroprotección frente al estrés oxidativo 

inducido por peróxido de hidrógeno 700 μM para los compuestos 6b, 7b 

comparados con la curcumina. En ellas se puede observar que la 

curcumina posee menor capacidad neuroprotectora y que a altas 

concentraciones es más citotóxica que los compuestos 6b y 7b, sobre las 

células HT-22. 

 

Figura 55. Protección de la curcumina frente a H202 700 μM en la línea celular HT-22. 0, control 

con H202 700 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de 

fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

Figura 56. Protección del compuesto 6b frente a H202 700 μM en la línea celular HT-22. 0, control 

con H202 700 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de 

fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 57. Protección del compuesto 7b frente a H202 700 μM en la línea celular HT-22. 0, control 

con H202 700 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de 

fases (Leica DM300) a 20x. 

 

IV.5. Ensayos para la determinación de la solubilidad y estabilidad. 

Entre los parámetros fisicoquímicos más importantes en el descubrimiento 

de fármacos, la solubilidad y la estabilidad química en medios acuosos 

son determinantes a la hora de caracterizar la biodisponibilidad de un 

fármaco. Teniendo en cuenta que las β-dicetonas 6b y 7b eran las que 

mejor perfil AOX poseian y presentaban menor citotoxicidad, se determinó 

su solubilidad y estabilidad, ya que como hemos comentado 

anteriormente son parámetros fundamentales. Para determinar la 

solubilidad de estas moléculas en medio acuoso (PBS)  se siguió el 

procedimiento descrito por Hoelke y col.182  
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La solubilidad máxima lograda para los compuestos 6b, 7b y curcumina 

disueltas en PBS 10 mM se muestran en la tabla 13, en la que se observa 

que tanto 6b como 7b poseen una solubilidad mucho que la curcumina.  

 

Tabla 13. Solubilidad máxima de la curcumina y de los compuestos 6b y 7b en PBS 10mM. Los 

valores son la media ± la desviación estándar de dos experimentos diferentes llevados a cabo por 

triplicado. 

 
Para conocer la integridad del compuesto, se determinó la estabilidad 

química en medio acuoso (PBS 10 mM) tras 6, 24 y 48 horas. Los 

resultados obtenidos para los compuestos 6b, 7b (a 400 μM) y curcumina 

(a 50 μM) se muestran en la tabla 14, en la que podemos observar que 

tanto 6b como 7b son más estables comparados con la curcumina, ya 

que poseen una concentración constante con respecto al tiempo. 

 

Tabla 14. Estabilidad de la curcumina y de los compuestos 6b y 7b en PBS 10mM. Los valores son 

la media ± la desviación estándar de dos experimentos diferentes llevados a cabo por triplicado. 

 
A la vista de los resultados se evidencia que los derivados 6b y 7b 

poseen una mejor solubilidad y estabilidad en solución acuosa tamponada 

(PBS 10 mM) que la curcumina, lo que refuerza las propiedades drug-like 

de la serie química de las β-dicetonas.  
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IV.6. Determinación de la capacidad de quelación de hierro. 

Como es conocido el el hierro promueve la producción de ROS al 

reaccionar con peróxido de hidrógeno en la reacción de Fenton para para 

producir el radical hidroxilo (OH-), que es altamente tóxico.183,184,185   

Por lo que determinamos la capacidad que poseen nuestros compuestos 

de quelar el Fe2+ y evitar así esta reacción. Se determinó la capacidad de 

quelación sobre el Fe2+ a 50 μM y 200 μM. En la figura 58A se muestran 

los resultados obtenidos de las muestras disueltas en agua, mientras que 

la figura 58B se muestran los resultados obtenidos de las muestras 

disueltas en metanol y agua en proporción 1:1, en ambos experimentos 

se usó como control el EDTA. 

 

Figura 58. Determinación de la capacidad de quelación sobre el Fe2+. En la gráfica A se muestran 

los resultados de los compuestos disueltos en agua. En la gráfica B se muestran los resultados de 

los compuestos disueltos en agua y metanol en proporción 1:1. Los datos representados son la 

media ± la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado, 

mostrando un p<0,001.   

Estos resultados evidencian que en solución acuosa (figura 58A) los 

compuestos 6b y 7b a baja concentración (50 μM), muestran una 

capacidad de unión al Fe2+ similar a la de curcumina (aproximadamente 

un 8%), mientras que a concentraciones altas (200 μM) su capacidad de 

quelación (25- 26%) es más alto que el de la curcumina en disolución 

acuosa (figura 58A). En cuanto al ensayo con MeOH: H2O (1:1), (figura 

58B), se observa que los tres compuestos muestran un patrón de unión a 

Fe2+ similar tanto a 50 μM como a 200 μM. Además los resultados indican 

que la curcumina a 200 μM tiene una capacidad de quelación similar a la 

descrita en la literatura. 
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IV.7. Estudios de neuroprotección frente a los inhibidores de la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial. 

 

IV.7.1. Determinación de la dosis letal 50 (DL50). 

Para establecer la DL50, concentración a la cual hay una viabilidad del 

50% se realizaron las curvas de muerte. 

IV.7.1.1. Línea celular SH-SY5Y. 

Con respecto al resultado obtenido para rotenona, en la figura 59 se 

muestra la curva de muerte con el ajuste correspondiente de cuatro 

experimentos independientes realizados por cuadruplicado. Habiéndose 

obtenido el valor de DL50 en 10,84 ± 1,04 μM y estableciéndose como 

valor por defecto de DL50 10 μM para todos los experimentos posteriores 

de protección como agente inductor de EO.  

 

 

Figura 59. Determinación de la dosis letal 50 (DL50, μM) de rotenona tras 24h de incubación sobre 

las SH-SY5Y.La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT. Los valores 

representados son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos diferentes realizados 

por cuadruplicado (r2:0,9890). 

 

En cuanto a la curva de muerte de rotenona/oligomicina en la figura 60 se 

muestra la curva con el ajuste correspondiente.  

Se obtuvo el valor de DL50 en 5,797:0,89 ± 0,96:0,12 μM y 

estableciéndose como valor por defecto de DL50 5:1 μM para todos los 

experimentos posteriores de protección como agente inductor de EO.  
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Figura 60. Determinación de la dosis letal 50 (DL50, μM) de rotenona/oligomicina en proporción 

5:1 tras 24h de incubación sobre las SH-SY5Y.La viabilidad celular se determinó mediante el 

ensayo MTT. Los valores representados son la media ± la desviación estándar de cuatro 

experimentos diferentes realizados por cuadruplicado (r2:0,9849).  

 

En referecia a la curva de muerte de MPP+ al realizarse el ajuste 

correspondiente tal y como se muestra en la figura 61 se obtuvo el valor 

de DL50 en 656,0 ± 87,12 μM y estableciéndose como valor por defecto 

de DL50 700 μM para los experimentos posteriores.  

 

 

Figura 61. Determinación de la dosis letal 50 (DL50, μM) de MPP+ tras 24h de incubación sobre 

las SH-SY5Y.La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT. Los valores 

representados son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos diferentes realizados 

por cuadruplicado (r2:0,9802). 

En cuanto a la curva de muerte de la 6-hidroxidopamina en la figura 62 se 

muestra el ajuste correspondiente de la curva en el cual se obtuvo como 

valor de DL50 en 275,20 ± 16,8 μM, estableciéndose como valor por 

defecto de DL50 250 μM para los experimentos posteriores.  
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Figura 62. Determinación de la dosis letal 50 (DL50, μM) de 6-hidroxidopamina tras 24h de 

incubación sobre las SH-SY5Y.La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT. Los 

valores representados son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos diferentes 

realizados por cuadruplicado (r2:0,9899). 

IV.7.1.2. Línea celular HT-22. 

Con respecto al resultado obtenido para el experimento de 

rotenona/oligomicina sobre la línea celular HT-22 en la figura 63 se 

muestra la curva obtenida con el ajuste correspondiente. Obteniendose 

como valor de DL50 en 14,98:0,95 ± 4,03:0,03 μM y estableciéndose 

como valor por defecto de DL50 10:1 μM. 

 

 

Figura 63. Determinación de la dosis letal 50 (DL50, μM) de rotenona/oligomicina en proporción 

10:1  tras 24h de incubación sobre las HT-22.La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo 

MTT. Los valores representados son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos 

diferentes realizados por cuadruplicado (r2:0,9702). 
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IV.7.2. Neuroprotección frente inhibidores de la cadena de transporte 

electrónico mitocondrial. 

IV.7.2.1. Línea celular SH-SY5Y. 

Neuroprotección frente a rotenona. 

La figura 64 muestra los resultados de neuroprotección obtenidos para la 

línea celular SH-SY5Y tras la adición de rotenona 5 μM para los 

compuestos 6b, 7b y curcumina en comparación con las células control. 

En ella se observa que el pretratamiento tanto con 6b como 7b a las 

concentraciones de 10 μM, 20 μM y 40 μM la viabilidad celular con 

respecto a las células tratadas con rotenona 5 μM, viéndose mayor 

protección en ambos compuestos a 20 μM en comparación con 

curcumina. 

 

Figura 64. Efecto neuroprotector de la curcumina, 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por 

rotenona en la línea celular SH-SY5Y. La viabilidad celular fue determinada por MTT. Los 

compuestos fueron administrados a diferentes concentraciones durante 24h tras la incubación se 

trataron la células con 5 μM de rotenona durante 24h. Los datos representados son la media ± la 

desviación estándar de cuatro experimentos independientes realizados por cuadruplicado. 

#p<0.001 control con rotenona 5 μM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 células tratadas con el 

compuesto y con rotenona 5 μM. 
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En las siguientes figuras (65, 66 y 67) se muestran las imágenes de los 

ensayos de neuroprotección frente a rotenona 5 μM para los compuestos 

6b, 7b y curcumina. 

 

 

Figura 65. Experimento de protección de la curcumina frente a rotenona 5 μM en la línea celular 

SH-SY5Y. 0, control con rotenona 5 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

Figura 66. Experimento de protección del compuesto 6b frente a rotenona 5 μM en la línea celular 

SH-SY5Y. 0, control con rotenona 5 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 67. Experimento de protección del compuesto 7b frente a rotenona 5 μM en la línea celular 

SH-SY5Y. 0, control con rotenona 5 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 
En las imagnes se puede observar como la curcumina posee menor 

capacidad neuroprotectora y que a altas concentraciones es más 

citotóxica que los compuestos 6b y 7b, ya que se disminuye la viabilidad 

celular. 
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Neuroprotección frente a rotenona/oligomicina. 

La figura 68 muestra los resultados de neuroprotección obtenidos para la 

línea celular SH-SY5Y tras la adición de rotenona/oligomicia 5:1 μM para 

los compuestos 6b, 7b y curcumina en comparación con las células 

control. En ella podemos observar que el pretratamiento con 6b y 7b en 

todas las concentraciones ensayadas mantiene la viabilidad celular en 

comparación con la curcumina y que el compuesto 7b mejora la viabilidad 

celular a 10 μM y 20 μM con respecto a las células tratadas con 

rotenona/oligomicina 5:1 μM y en comparación con la curcumina, 

viéndose una mayor protección a 20 μM. 

 

 

 

Figura 68. Efecto neuroprotector de la curcumina, 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por 

rotenona/oligomicina 5:1 μM en la línea celular SH-SY5Y. La viabilidad celular fue determinada por 

MTT. Los compuestos fueron administrados a diferentes concentraciones durante 24h tras la 

incubación se trataron la células con 5:1 μM de rotenona/oligomicina durante 24h. Los datos 

representados son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos independientes 

realizados por cuadruplicado. #p<0.001 control con rotenona/oligomicina 5: 1 μM*p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 células tratadas con el compuesto y con rotenona/oligomicina 5: 1 μM. 
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En las siguientes figuras 69, 70 y 71 se muestran las imágenes de 

microscopia correspondientes a los experimentos de neuroprotección 

frente a rotenona/oligomicina. 

 

Figura 69. Experimento de protección de la curcumina frente a rotenona/oligomicina 5:1 μM en la 

línea celular SH-SY5Y. 0, control con rotenona/oligomicina 5:1 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. 

Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

Figura 70. Experimento de protección del compuesto 6b frente a rotenona/oligomicina 5:1 μM en la 

línea celular SH-SY5Y. 0, control con rotenona/oligomicina 5:1 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. 

Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 71. Experimento de protección del compuesto 7b frente a rotenona/oligomicina 5:1 μM en la 

línea celular SH-SY5Y. 0, control con rotenona/oligomicina 5:1 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. 

Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

En las imágenes se observa que los compuestos 6b y 7b tienen mayor 

habilidad de protección para mantener la viabilidad celular que cuando se 

utiliza curcumina.  
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Neuroprotección frente a MPP+. 

La figura 72 muestra los resultados de neuroprotección obtenidos para la 

línea celular SH-SY5Y tras la adición de MPP+ a 700 μM. En ella se 

observa que el pretratamiento con 6b a 20 μM mejora significativamente 

la viabilidad celular en comparación con MPP+ 700 μM.Y en el caso del 

compuesto 7b esta mejora se ve a concentraciones de 10 μM y 20 μM. 

 

 

 

Figura 72. Efecto neuroprotector de la curcumina, 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por 

MPP+ 700 μM en la línea celular SH-SY5Y. La viabilidad celular fue determinada por MTT. Los 

compuestos fueron administrados a diferentes concentraciones durante 24h tras la incubación se 

trataron la células con MPP+ 700 μM durante 24h. Los datos representados son la media ± la 

desviación estándar de cuatro experimentos independientes realizados por cuadruplicado. 

#p<0.001 control con MPP+ 700 μM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 células tratadas con el 

compuesto y con MPP+ 700 μM. 
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En las siguientes figuras (73, 74 y 75) se muestran las imágenes de los 

ensayos de neuroprotección frente a MPP+ 700 μM para los compuestos 

6b, 7b y curcumina. Se puede observar como la curcumina posee menor 

capacidad neuroprotectora y que a altas concentraciones es más 

citotóxica que los compuestos 6b y 7b, ya que se disminuye la viabilidad 

celular. 

 

 

Figura 73. Experimento de protección de la curcumina frente a MPP+ 700 μM en la línea celular 

SH-SY5Y. 0, control con MPP+ 700 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 74. Experimento de protección del compuesto 6b frente a MPP+ 700 μM en la línea celular 

SH-SY5Y. 0, control con MPP+ 700 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

Figura 75. Experimento de protección del compuesto 7b frente a MPP+ 700 μM en la línea celular 

SH-SY5Y. 0, control con MPP+ 700 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

Neuroprotección frente a 6-hidroxidopamina. 

La figura 76 muestra los resultados de neuroprotección obtenidos frente a 

a 250 µM de 6-hidroxidopamina. En ella se observa que el pretratamiento 

únicamente el pretratamiento con 7b a 20 μM mejora significativamente la 

viabilidad celular en comparación con 6-hidroxidopamina 250 μM. 
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Figura 76. Efecto neuroprotector de la curcumina, 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por 6-

hidroxidopamina 250 μM en la línea celular SH-SY5Y. La viabilidad celular fue determinada por 

MTT. Los compuestos fueron administrados a diferentes concentraciones durante 24h tras la 

incubación se trataron la células con 6-hidroxidopamina 250 μM durante 24h. Los datos 

representados son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos independientes 

realizados por cuadruplicado. #p<0.001 control con 6-hidroxidopamina 250 μM; *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 células tratadas con el compuesto y con 6-hidroxidopamina 250 μM. 

 
En las siguientes figuras 77, 78 y 79 se muestran las imágenes de los 

ensayos de neuroprotección frente a 6-hidroxidopamina 250 μM para los 

compuestos 6b, 7b y curcumina.  

 

 

Figura 77. Experimento de protección de la curcumina frente a 6-hidroxidopamina 250 μM en la 

línea celular SH-SY5Y. 0, control con 6-hidroxidopamina 250 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM de 

curcumina. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 78. Experimento de protección del compuesto 6b frente a 6-hidroxidopamina 250 μM en la 

línea celular SH-SY5Y. 0, control con 6-hidroxidopamina 250 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM de 

curcumina. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

Figura 79. Experimento de protección del compuesto 7b frente a 6-hidroxidopamina 250 μM en la 

línea celular SH-SY5Y. 0, control con 6-hidroxidopamina 250 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM de 

curcumina. Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

Se puede observar como la curcumina posee menor capacidad 

neuroprotectora y que a altas concentraciones es más citotóxica que los 

compuestos 6b y 7b, ya que se disminuye la viabilidad celular. 
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IV.7.2.2. Línea celular HT-22.  

Neuroprotección frente a rotenona/oligomicina. 

La figura 80 muestra los resultados de neuroprotección obtenidos para la 

línea celular HT-22 tras la adición de rotenona/oligomicina 10:1 μM. En 

ella se observa que el pretratamiento con 6b y 7b a todas las 

concentraciones ensayadas mantiene la viabilidad celular en comparación 

con la curcumina viéndose diferencias significativas con respecto al 

control con Rotenona:Oligomicina 10:1 μM únicamente para el compuesto 

7b a 20 μM. 

 

 

 

 

Figura 80. Efecto neuroprotector de la curcumina, 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por 

rotenona/oligomicina 10:1 μM en la línea celular HT-22. La viabilidad celular fue determinada por 

MTT. Los compuestos fueron administrados a diferentes concentraciones durante 24h tras la 

incubación se trataron la células con rotenona/oligomicina 10:1 μM durante 24h. Los datos 

representados son la media ± desviación estándar de cuatro experimentos independientes 

realizados por cuadruplicado. #p<0.001 control con rotenona/oligomicina 10:1 μM, *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 células tratadas con el compuesto y con rotenona/oligomicina 10:1 μM. 
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En las siguientes figuras se muestran las imágenes de los ensayos de 

neuroprotección para los compuestos 6b, 7b y curcumina, en ellas se 

puede observar como la curcumina posee menor capacidad 

neuroprotectora y que a altas concentraciones es más citotóxica que los 

compuestos 6b y 7b, ya que se disminuye la viabilidad celular. 

 

 

Figura 81. Experimento de protección de la curcumina frente a rotenona/oligomicina 10:1 μM en la 

línea celular HT-22. 0, control con rotenona/oligomicina 10:1 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. 

Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 82. Experimento de protección del compuesto 6b frente a rotenona/oligomicina 10:1 μM en 

la línea celular HT-22. 0, control con rotenona/oligomicina 10:1 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. 

Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

 

Figura 83. Experimento de protección del compuesto 7b  frente a rotenona/oligomicina 10:1 μM en 

la línea celular HT-22. 0, control con rotenona/oligomicina 10:1 μM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. 

Imágenes realizadas en el microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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IV.7.3. Neuroprotección frente a neurotoxicidad inducida por 

glutamato. 

En cuanto a neurocitotoxicidad inducida por glutamato en la línea celular 

HT-22 se ha obtenido el valor de DL50 en 9,53 ± 0,82 mM y 

estableciéndose como valor por defecto de DL50 10 mM. En la figura 84 

se muestra la curva con el ajuste correspondiente. 

 

 

 

 

 

Figura 84. Determinación de la dosis letal 50 (DL50, μM) de glutamato  tras 24h de incubación 

sobre las HT-22. La viabilidad celular se determinó mediante el ensayo MTT. Los valores 

representados son la media ± la desviación estándar de cuatro experimentos diferentes realizados 

por cuadruplicado (r2:0,9611). 

 

 

En la figura 85 se muestran los resultados de neuroprotección obtenidos 

tras la adición de glutamato 10 mM. En ella se observa que el 

pretratamiento con 6b a 30 μM y 40 μM protege frente a glutamato 10 

mM. Sin embargo el pretatamiento con 7b protege a menor concentracion 

(10 y 20 μM) siendo 20 μM la que mejor protección presenta (p<0.001). 
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Figura 85. Efecto neuroprotector de la curcumina, 6b y 7b contra la citotoxicidad inducida por 

glutamato 10 mM en la línea celular HT-22. La viabilidad celular fue determinada por MTT. Los 

compuestos fueron administrados a diferentes concentraciones durante 24h tras la incubación se 

trataron la células con glutamato 10 mM durante 24h. Los datos representados son la media ± la 

desviación estándar de cuatro experimentos independientes realizados por cuadruplicado. 

#p<0.001; control con glutamato 10mM, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 células tratadas con el 

compuesto y glutamato 10mM. 
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En las siguientes figuras 86, 87 y 88 se muestran las imágenes al 

microscopio de los ensayos de neuroprotección para la curcumina y los 

compuestos 6b y 7b.  

 

Figura 86. Experimento de protección de la curcumina frente a glutamato 10mM en la línea celular 

HT-22. 0, control con glutamato 10 mM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

 

 

Figura 87. Experimento de protección del compuesto 6b frente a glutamato 10mM en la línea 

celular HT-22. 0, control con glutamato 10 mM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 
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Figura 88. Experimento de protección del compuesto 7b frente a glutamato 10mM en la línea 

celular HT-22. 0, control con glutamato 10 mM, 5, 10, 20, 30, 40, 50 µM. Imágenes realizadas en el 

microscopio invertido de fases (Leica DM300) a 20x. 

En ellas se puede observar como la curcumina posee menor capacidad 

neuroprotectora y que a altas concentraciones es más citotóxica que los 

compuestos 6b y 7b, ya que se disminuye la viabilidad celular. 

 

IV.8. Cuantificaciónn intracelular de ROS.  

Para la cuantificación intracelular de ROS en la línea celular SH-SY5Y, se 

hicieron ensayos en condiciones de daño crónico y agudo.  

En el estudio en condiciones de daño crónico, se realizó un tratamiento 

previo con los compuestos 6b y 7b de 24 horas, y posteriormente se 

realizó la exposición a H2O2 400 μM durante 4 horas.  

En el estudio, en condiciones de daño agudo, se realizó un tratamiento 

previo de 6h con los compuestos 6b y 7b seguido de 2 h de H2O2 a 500 

μM. 
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En la figura 89 se muestran los resultados obtenidos para la condición 

cronica, observandose como el pretratamiento con los compuestos 

produjo una reducción significativa del nivel de ROS, siendo más 

significativa esa reducción para 7b (p <0.001).  

 

Figura 89. Disminución intracelular de ROS mediada por los compuestos 6b y 7b en la línea 

celular SH-SY5Y tras el tratamiento durante 4h de 400 μM de H2O2 y con previo tratamiento con 

los compuestos 6b y 7b durante 24h. La cantidad intracelular de ROS fue determinada mediante el 

método DFCH-DA. Los datos representados son la media ± la desviación estándar de tres 

experimentos independientes realizados por cuadruplicado. #p<0.001 control con H2O2 400 μM.; 

*p<0.05, **p<0.01 ****p<0.001 células tratadas con los compuesto y con H2O2 400 μM. 

En la figura 90 se muestran los resultados obtenido para la condición 

aguda, observandose que el pretratamiento con los compuestos 6b y 7b 

han mostrado una disminución significativa del nivel de ROS siendo esta 

mayor para el compuesto 7b.  

 

Figura 90. Disminución intracelular de ROS mediada por los compuestos 6b y 7b en la línea 

celular SH-SY5Y tras el tratamiento durante 2h de 500 μM de H2O2 y con previo tratamiento con 

los compuestos 6b y 7b durante 6h. La cantidad intracelular de ROS fue determinada mediante el 

método DFCH-DA. Los datos representados son la media ± la desviación estándar de tres 

experimentos independientes realizados por cuadruplicado. #p<0.001 control con H2O2 500 μM;  

*p<0.05, **p<0.01 ****p<0.001 células tratadas con los compuesto y con H2O2 500 μM. 
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IV.9. Valoración de la integridad de la membrana mitocondrial 

midiendo su potencial de membrana (Δψm). 

 

IV.9.1. Ensayo por espectroscopia de fluorescencia. 

Con el fin de determinar la despolarización del potencial de membrana 

mitocondrial (Δψm), se realizaron ensayos en condiciones de daño 

crónico, para asegurar que los compuestos lograran una mejor reducción 

de los niveles intracelulares de ROS. En la figura 91 se observa que el 

H2O2 a 200 μM disminuye el potencial de membrana en un 62%, por otro 

lado también se evidenció que el pretratamiento con los compuestos 6b y 

7b durante 24 h recuperaba el potencial de membrana en 

aproximadamente un 20%.   

 

 

Figura 91. Prevención de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Δψm) mediada por 

los compuestos 6b y 7b en la línea celular SH-SY5Y tras el tratamiento durante de 24h de H2O2 

200 μM. Las células fueron tratadas con los compuestos 6b y 7b durante 24h, después se 

incubaron 24h más H2O2. La pérdida del Δψm fue determinada mediante la sonda JC-1. El Δψm se 

expresa como relación de fluorescencia de JC-1 en términos de fluorescencia roja a fluorescencia 

verde (agregados: monómeros). Los datos representados son la media ± la desviación estándar de 

tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. #p<0.001 control con H2O2 200 

μM. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001 células tratadas con los compuesto y con H2O2 200 μM. 
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IV.9.2. Ensayo por citometría de flujo. 

Con el objetivo de confirmar los resultados de recuperación del potencial 

de membran se llevaron a cabo experimentos de citometría de flujo con el 

compuesto 7b en la línea celular SH-SY5Y. Una de las sondas más 

utilizadas para evaluar el estado del Δψm es JC1, se trata de  una sonda 

permeable y catiónica que entra de forma selectiva en la mitocondria. Las 

células sanas presentan un alto Δψm por lo que JC1 entra de forma 

selectiva en la mitocondria y forma agregados (J-agregados) que emiten 

fluorescencia roja cuyo pico máximo de emisión es de 590 nm (canal FL-

2). Sin embargo en celulas dañadas cuyo potencial de membrana  es 

bajo, JC1 permanece en forma monomérica(J-monómeros) emitiendo 

fluorescencia verde cuyo pico de máximo de emisión es de 527 nm (canal 

FL-1).  

 
La relación entre la fluorescencia roja y la fluorescencia verde (FL-2/FL-1) 

permite realizar un estudio comparativo del potencial de membrana entre 

distintas poblaciones celulares, lo que permite determinar el daño  

producido por las radicales libres. 32,165,166  
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Los resultados obtenidos para 30.000 eventos se muestran en la figura 

92, en ella se observa que la población de células disminuia bajo 

condiciones de estrés oxidativo inducido por H2O2 400 μΜ y que esta 

aumenta cuando se realiza un tratamiento previo con el compuesto 7b a 

20 y 40 μM. 

 

Figura 92. Efecto neuroprotector de los compuesto 7b frente H2O2  a 400 μM durante 4h en la 

línea celular SH-SY5Y. El compuesto fue administrado a 20 y 40 µM durante 24h antes del 

tratamiento con H2O2. El potencial de membrana fue determinado mediante citometría de flujo 

usando la sonda JC-1. Se representa las poblaciones en cada región FL-1 la cual da fuorescencia 

verde (J-monómeros) y FL-2 la cual da fluorescencia roja (J-agregados). Los datos representados 

son la media de los 30.000 eventos ± la desviación estándar de tres experimentos independientes 

realizados por triplicado. A: células control, B: células tratadas con H2O2  a 400 μM C: células 

tratadas con 7b 20μM y con H2O2  a 400 μM D: células tratadas con 7b 40μM y con H2O2  a 400 

μM. 
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El análisis cuantitativo de estos resultados se representa en la figura 90. 

En ella se observa que el control con H2O2 400 µM presentó un aumento 

significativo en la relación FLA-1/FLA-2, mientras que las células tratadas 

previamente con 7b a 20 μM y 40 μM exhiben una reducción de esa 

relación. A partir de estos experimentos de citometría de flujo, podemos 

evidenciar que tras el tratamiento con el compuesto 7b a 20 μM y 40 μM 

se produce una recuperación significativa del potencial de membrana en 

células SH-SY5Y en condiciones de EO inducidas por H2O2 400 μM. 

 

 

Figura 93. Efecto neuroprotector de los compuestos 6b y 7b frente H2O2  a 400 μM durante 4h en 

la línea celular SH-SY5Y. Se representa cuantitativamente la relación FL-1/FL-2. Los compuestos 

fueron administrados a 20 y 40 µM durante 24h antes del tratamiento con H2O2. Los datos se 

representan como la media ± la desviación estándar de tres experimentos independientes 

realizados por triplicado. #p<0.001 control con H2O2 400 μM.; *p<0.05, **p<0.01,  ****p<0.001 

células tratadas con los compuesto y con H2O2 400 μM. 

 

IV.10. Cuantificación de biomarcadores celulares de daño oxidativo. 

En estos ensayos se incluye el compuesto sin el estresor con el objetivo 

de estudiar el efecto persé del compuesto sobre los biomarcadores 

celulares.  

IV.10.1. Cuantificación de MDA. 

Para la detección de MDA en la línea celular SH-SY5Y, se realizaron 

ensayos en condiciones de daño crónico y agudo. Para la condición 

crónica se trataron las células con los compuestos 6b y 7b a 10 µM y 20 
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µM y posteriormente se adicionó peróxido a 400 µM durante 4 h. En el 

caso del tratamiento agudo se realizó una protección previa durante 6h 

con los compuestos 6b y 7b y posteriormente se adicionó peróxido a 500 

µM durante 2 h. Se determinó la cantidad de MDA mediante fluorimetría.  

En la figura 94 se representa el tratamiento crónico, en ella se observa 

que el pretratamiento de las células con el derivado 7b a 20 µM consiguió 

disminuir significativamente los niveles de MDA en comparación con 

aquellas células tratadas con H2O2, y que el tratamiento únicamente con 

los compuestos y sin el estresor (H2O2) muestran niveles similares de 

peroxidación lipica a los observados en el control de células sanas. 

 

 

 

Figura 94. Efecto neuroprotector de los compuestos 6b y 7b frente a H2O2 400 μM durante 4h en 

la línea celular SH-SY5Y. Se representa la concentración de MDA (nM) frente a la cantidad de 

proteína (mg/ml), los compuestos fueron administrados a diferentes concentraciones durante 24h 

antes del tratamiento con H2O2. Los datos se representan como la media ± la desviación típica de 

tres experimentos independientes realizados por triplicado. #p<0.001 control con H2O2 400 μM.; 

*p<0.05, **p<0.01 ****p<0.001 células tratadas con los compuesto y con H2O2 400 μM.  
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En la figura 95 se muestran los resultados obtenidos para el tratamiento 

agudo, se puede observar también como el compuesto 7b a 20 µM 

disminuye la cantidad de MDA en comparación con las células tratadas 

con H2O2, y que el tratamiento únicamente con los compuestos y sin el 

estresor (H2O2) muestran niveles similares de peroxidación lipica a los del  

control de células sanas. 

 

 

 

Figura 95. Efecto neuroprotector de los compuestos 6b y 7b frente a peróxido 500 μM durante 2h 

en la línea celular SH-SY5Y. Se representa la concentración de MDA (nM) frente a la cantidad de 

proteína (mg/ml), los compuestos fueron administrados a diferentes concentraciones durante 6h 

antes del tratamiento con peróxido. Los datos se representan como la media ± la desviación 

estándar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. #p<0.001 control con H2O2 

500 μM.  *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001 células tratadas con los compuesto y con H2O2 500 μM.  
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IV.10.2. Determinación de las defensas celulares endógenas a través 

de la relación GSH/GSSG. 

Este ensayo se llevó a cabo en las mismas condiciones que las 

anteriores.  

En la figura 96 se representa los resultados del tratamiento en 

condiciones crónicas, observandose que el tratamiento con 7b a 10 µM y 

20 µM aumenta la relación GSH/GSSSG con respecto a las células 

tratadas con H2O2 400 µM, y que el tratamiento únicamente con los 

compuestos y sin el estresor (H2O2) muestran una relación GSH/GSSG 

similar a los observados en el control de células sanas.  

 

 

 

Figura 96. Efecto neuroprotector de los compuestos 6b y 7b frente a peróxido 400 μM durante 4h 

en la línea celular SH-SY5Y. Se representa la relación GSH/GSSG, los compuestos fueron 

administrados a diferentes concentraciones durante 24h antes del tratamiento con peróxido. Los 

datos se representan como la media ± la desviación estándar de tres experimentos independientes 

realizados por triplicado. #p<0.001 control con H2O2 400 μM;  p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001 células 

tratadas con los compuesto y con H2O2 400 μM.  
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En la figura 97 se representa el tratamiento agudo, en ella se puede 

observar también que el tratamiento con los derivados 6b y 7b a 20 µM 

disminuye la relación de GSH/GSSG con respecto a H2O2 500 µM. 

 

 

Figura 97. Efecto neuroprotector de los compuestos 6b y 7b frente a peróxido 500 μM durante 2h 

en la línea celular SH-SY5Y. Se representa la relación GSH/GSSG, los compuestos fueron 

administrados a diferentes concentraciones durante 6h antes del tratamiento con peróxido. Los 

datos se representan como la media ± la desviación estándar de tres experimentos independientes 

realizados por triplicado. #p<0.001 control con H2O2  500 μM.  p<0.05, **p<0.01, ****p<0.001 células 

tratadas con los compuesto y con H2O2 500 μM.  

 

IV.11. Cuantificación de la expresión de las enzimas endógenas de 

defensa antioxidante. 

Al objeto de estudiar la actividad reguladora de la expresión de las vías 

endógenas de defensa por parte de los derivados 6b y 7b se llevó a cabo 

un estudio mediante la técnica de Western blot para determinar los 

niveles de expresión de las enzimas Hmox-1, Nrf2 y Keap1. En estos 

ensayos se incluye el compuesto sin el estresor con el objetivo de 

estudiar el efecto persé del compuesto sobre la expresión de las enzimas 

endógenas de la defensa AOX. 
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Los resultados obtenidos para la Hmox-1 se muestran en la figura 98, en 

ella podemos observar como en condiciones crónicas de estrés oxidativo 

los compuestos disminuyen la expresión de esta proteina frente al control 

con H2O2, lo que indica que los compuestos reducen los niveles de dicha 

enzima. Se observa que el tratamiento solo con los compuestos mantiene 

niveles similares del enzima Hmox-1 a los observados para el control sin 

EO, habiéndose encontrado que en condiciones de presión bajo H2O2 

ambos compuestos, pero sobretodo el derivado 6b, disminuyen los 

niveles de Hmox-1 significativamente en comparación a los niveles del 

control con H2O2. 

 

Figura 98. Cuantificación de la cantidad de proteína HMOX-1 mediante Western-Blot en diferentes 

condiciones. En la parte de la izquierda aparece la imagen del gel, cada carril es una condición: A: 

control, B: control con H2O2 750 µM, C: células tratadas con 6b 20 µM, D: células tratadas con 6b 

40 µM, E: células tratadas previamente con 6b 20 µM y posteriormente con H2O2 750 µM, F: 

células tratadas previamente con 6b 40 µM y posteriormente con H2O2 750 µM, G: células tratadas 

con 7b 20 µM, H: células tratadas con 7b 40 µM, I: células tratadas previamente con 7b 20 µM y 

posteriormente con H2O2 750 µM, J: células tratadas previamente con 7b 40 µM y posteriormente 

con H2O2 750 µM. En la parte de la derecha de la imagen aparece la relación normalizada entre 

HMOX-1/Actina. #p<0.01 control con H2O2 750 μM.  *p<0.05, **p<0.01, células tratadas con los 

compuesto y con H2O2 750 μM. 
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En la figura 99 se muestran los resultados obtenidos para Nfr2. 

Observándose, como en condiciones crónicas de estrés oxidativo 

aumenta la cantidad de Nrf2 y como los compuestos disminuyen la 

expresión de esta proteina frente al control con H2O2. Por otro lodo se 

observa que el tratamiento solo con los compuestos mantiene niveles 

similares a los del control sin H2O2. 

 

Figura 99. Cuantificación de la cantidad de Nrf2 mediante Western-Blot en diferentes condiciones. 

En el lado izquierdo de la figura se representa la imagen del gel, cada carril es una condición: A: 

control B: control con H2O2 750 µM, C: células tratadas con 6b 20 µM, D: células tratadas con 6b 

40 µM, E: células tratadas previamente con 6b 20 µM y posteriormente con H2O2 750 µM, F: 

células tratadas previamente con 6b 40 µM y posteriormente con H2O2 750 µM, G: células tratadas 

con 7b 20 µM, H: células tratadas con 7b 40 µM, I: células tratadas previamente con 7b 20 µM y 

posteriormente con H2O2 750 µM, J: células tratadas previamente con 7b 40 µM y posteriormente 

con H2O2 750 µM. En la parte de la derecha de la imagen aparece la relación normalizada entre 

Nrf2/Actina. #p<0.001 control con H2O2 750 μM.  *p<0.05, **p<0.01, células tratadas con los 

compuesto y con H2O2 750 μM. 
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Los resultados obtenidos para la proteína Keap1 se muestran en la figura 

100. En ella podemos observar como en condiciones crónicas de estrés 

oxidativo los dos compuestos son capaces de disminuir la producción de 

esta proteina y que el tratamiento únicamente con los compuestos 

mantiene valores similares a los obtenidos para el control de células 

sanas. 

 

Figura 100. Cuantificación de la cantidad de KEAP1 mediante Western-Blot en diferentes 

condiciones. En el lado izquierdo de la figura se representa la imagen del gel, cada carril es una 

condición: A: control B: control con H2O2 750 µM, C: células tratadas con 6b 20 µM, D: células 

tratadas con 6b 40 µM, E: células tratadas previamente con 6b 20 µM y posteriormente con H2O2 

750 µM, F: células tratadas previamente con 6b 40 µM y posteriormente con H2O2 750 µM, G: 

células tratadas con 7b 20 µM, H: células tratadas con 7b 40 µM, I: células tratadas previamente 

con 7b 20 µM y posteriormente con H2O2 750 µM, J: células tratadas previamente con 7b 40 µM y 

posteriormente con H2O2 750 µM. En la parte de la derecha de la imagen aparece la relación 

normalizada entre Keap1/Actina. #p<0.05 control con H2O2 750 μM.  *p<0.05, **p<0.01, células 

tratadas con los compuesto y con H2O2 750 μM. 
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V.DISCUSIÓN  
 

En el siglo XX se ha producido uno de los fenómenos biológicos más 

importantes sucedidos a lo largo de la historia en nuestra especie, ya que 

en las sociedades avanzadas la esperanza de vida ha sufrido un aumento 

considerable en un breve periodo de tiempo. A principios del siglo XX la 

esperanza de vida al nacer era de poco más de 40 años, y actualmente 

se ha duplicado hasta los aproximadamente 80 años. Debido a los 

continuos avances científicos y técnicos, junto con la mejora en la 

alimentación, en las condiciones higiénicas, en el acceso al agua potable 

y en el control de las enfermedades infecciosas, se ha conseguido ese 

avance espectacular en la esperanza de vida, principalmente en los 

países industrializados. Sin embargo, este aumento de forma tan rápida 

ha generado otros problemas ya que nuestra biología es mucho más lenta 

en sus procesos de cambio, por lo que no ha tenido tiempo de adaptarse 

a esa nueva duración de la vida, mostrando ineludiblemente sus 

limitaciones a la hora de dar soporte a un cuerpo que no está programado 

para durar tanto. Así, es interesante comprobar como las END poseen 

una alta prevalencia y se estima que en un futuro sus cifras aumentaran 

de manera alarmante. Como la etiología de estas enfermedades es aún 

desconocida, se ha establecido como objetivo terapéutico prioritario, en la 

actualidad y en un futuro próximo, el prevenir o retrasar su aparición y 

mejorar la calidad de vida de los pacientes que las padezcan.  

 

Estudios epidemiológicos y experimentales demuestran diversos factores 

de riesgo y posibles causantes de las END, como la edad, los defectos 

genéticos, la autoinmunidad, la deficiencia de minerales, el estrés 

oxidativo, etc. Uno de los factores de riesgo más estudiados hoy en día y 

en el que es interesante ahondar es el EO, ya que la generación de 

radicales libres (RNS, RCS y ROS) se está produciendo de manera 

constante en el organismo en condiciones fisiológicas. Estos radicales 

son combatidos por los sistemas antioxidantes de defesa del organismo 
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pero cuando se produce un desequilibrio entre estos sistemas de defensa 

y la producción de los radicales, se genera una sobreproducción de ROS 

que desencadena un EO perjudicial para el organismo, ya que provoca 

daños en proteínas, lípidos, ADN y promueve potencialmente la apertura 

del poro de transición mitocondrial, lo cual a su vez puede estimular la 

producción de más especies reactivas de oxígeno (ROS) y generar un 

ciclo vicioso. Se ha visto que este EO podría contribuir al padecimiento de 

ciertas patologías tales como las END (EA y EP).186 

 
En la actualidad, numerosos estudios han demostrado que una buena 

forma de disminuir el EO es mediante el uso de  agentes antioxidantes de 

manera exógena. Uno de los AOX más estudiados y que más interés ha 

despertado en los últimos años ha sido la curcumina, la cual ha 

demostrado ser beneficiosa en numerosas patologías como por ejemplo 

las END. Sin embargo, esta molécula posee ciertas limitaciones ya que 

presenta una mala biodisponibilidad a nivel sistémico y del SNC, como 

consecuencia de sus malas propiedades fisicoquímicas como su baja 

solubilidad y estabilidad química, junto con un mal perfil de propiedades 

ADMET (Absorción, Distribución, Metabolismo, Eliminación y Toxicidad). 

Todo ello conlleva a que presente malas características farmacocinéticas 

y farmacodinamias, lo que le imposibilitan alcanzar los órganos diana y 

mantener niveles de exposición adecuados para poder ejercer así su 

acción AOX.144 Por ello, es necesario diseñar y desarrollar nuevos 

quimiotipos derivados de la curcumina, con propiedades AOX similares a 

esta pero con funcionalidad estructural diferente, lo que permitirá así 

generar nuevas entidades químicas más atractivas, desde el punto de 

vista de las propiedades drug-like. 
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Con este objetivo de partida, en el presente trabajo se ha evaluado el 

potencial AOX y neuroprotector de nuevas 1,3-β-dicetonas asimétricas, 

diseñadas y sintetizadas por el Grupo de Sistemas Supramoleculares 

Bioorgánicos de la UNED, 138,139 las cuales poseen modificaciones 

estructurales innovadoras sobre el esqueleto fundamental de la 

curcumina. (Figura 101) 

 

 

Figura 101. Cambios estructurales en la curcumina para generar las 1,3--dicetonas de las series 
a y la b. 

 

Estos cambios estructurales de la curcumina dan como resultado los 

derivados 1a y 1b tal y como se muestra en la figura 102. 

 

 

Figura 102. 1,3--dicetonas 1a y 1b 
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Posteriormente, se diseñaron y realizaron las diferentes sustituciones en 

el anillo fenólico de los derivados 1b y 1b, al objeto de conseguir los 

restantes derivados de ambas series. (Figura 103). 

 

Figura 103. Estructuras de las 1,3-β-dicetonas 

 

Una vez obtenidos los diferentes compuestos, se determinó en primer 

lugar la capacidad AOX de todos ellos mediante tres métodos diferentes 

(ABTS, FRAP y DPPH), y posteriormente se realizaron estudios para 

evaluar su citotoxicidad así como su potencial neuroprotector sobre las 

líneas neuronales SH-SY5Y y HT-22. 

 

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos realizados mediante 

los métodos ABTS y FRAP confirmaron el carácter AOX de las 1,3-β-
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dicetonas además de confirmar la capacidad AOX de curcumina y trolox, 

empleados en el presente proyecto como controles, de acuerdo con los 

resultados descritos en la literatura.178,179  

 

A partir de los resultados mostrados en la tabla 6, se puede concluir que 

la sustitución del grupo alilo en el lado derecho de la curcumina por fenilo 

(Ph, compuestos 1a-7a) o por trifluorometilo (CF3, compuestos 1b-7b) da 

como resultado un aumento en la IC50 en el ensayo ABTS. Los derivados 

1a, 3a, 6a, 7a, 1b, 7b poseen una IC50 en este ensayo, similar o 

ligeramente superior al de curcumina, viéndose en general que la serie 1a 

con el grupo fenilo, posee mejor actividad inhibitoria del radical ABTS•+ en 

comparación con la serie 1b con el sustituyente CF3. Del mismo modo, en 

el ensayo FRAP se observó una tendencia similar a la observada en los 

resultados del ABTS, siendo el orden de poder reductor del Fe+3 el 

siguiente: curcumina>1a≈1b> 3a≈3b> 6a≈7a> 6b≈7b. 

 

Por otro lado, la sustitución del radical hidroxilo (-OH) por flúor en los 

derivados 2a y 2b dio lugar a la pérdida total de la actividad antioxidante 

en comparación con los derivados 1a y 1b, tanto en el ensayo de ABTS 

como en el de FRAP, ya que en estos ensayos es necesaria la presencia 

de un OH fenólico para que se dé la reacción.187,188 Así mismo, la 

sustitución del grupo OMe en posición 3 por flúor en los derivados 3a y 3b 

produce una ligera disminución de la capacidad de AOX en el ensayo 

ABTS en comparación con los derivados 1a y 1b, siendo esa actividad 

similar en ambas series Ph y CF3. Del mismo modo, se observa una 

pérdida del carácter AOX en los compuestos 4a y 4b (los cuales poseen 

el átomo de flúor en la posición 2 del anillo aromático) en comparación 

con sus análogos 3a y 3b.  

 

La introducción de un segundo átomo de flúor en el anillo fenólico dio 

lugar a los derivados 6a, 6b y 7a, 7b, los cuales han mostrado una ligera 

mejora en la actividad AOX tanto en el ensayo ABTS como en el FRAP.  
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Por último, el cambio del grupo OH de la posición 4 (para) del anillo 

fenólico a la posición 3 (meta) en los derivados 7a y 7b, dio como 

resultado los compuestos 5a y 5b, los cuales mostraron una pérdida casi 

total de la actividad AOX en ambos ensayos. 

 

Con respecto al ensayo de determinación de la carácter AOX mediante el 

método DPPH, el cual mide la actividad AOX de un compuesto como la 

capacidad de éste para donar un átomo de hidrógeno o un electrón al 

radical DPPH• 143,189 los compuestos 1a y 1b fueron las únicas β-dicetonas 

que han mostrado actividad en este ensayo, con valores de IC50 

ligeramente mayores a los de curcumina y el trolox, tal y como se muestra 

en la tabla 7. El hecho de que solo 1a y 1b hayan mostrado capacidad 

reductora en el ensayo de DPPH era de esperar, teniendo en cuenta que 

mantienen el grupo metoxi en posición alfa al OH fenólico en para, por lo 

que se mantiene la capacidad donadora de protones y con ello la 

capacidad de reducir el radical DPPH•. Además de ello, la falta de 

actividad captadora de radical DPPH• observada para los derivados 

fluorados, confirma un aumento de la acidez en los compuestos fenólicos, 

producido por la introducción de átomos de flúor en el anillo aromático de 

la izquierda de la molécula, lo que hace que el hidrógeno fenólico sea 

menos lábil, de acuerdo con resultados previos.190 

 

A partir de lo anteriormente expuesto sobre los resultados obtenidos de 

los estudios para la determinación del carácter AOX, podemos concluir 

que los derivados curcuminoides 1,3--dicetónicos asimétricos constituye 

una nueva alternativa interesante a la curcumina como compuestos AOX, 

ya que poseen una capacidad AOX significativa similar a a aquella, pero 

con funcionalidades estructurales diferentes. 
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Para estudiar el potencial terapéutico de todos los compuestos 

sintetizados, se calcularon sus parámetros fisicoquímicos y se 

compararon con los de curcumina (datos mostrados en la tabla 8). A partir 

de los parámetros calculados, podemos concluir que todos los 

compuestos poseen propiedades drug-like, con pesos moleculares (PM) 

más pequeños que los de la curcumina, con buena lipofilia (MlogP) y con 

buen coeficiente de distribución a pH 7,4 (logD), y que cumplen con los 

criterios actualmente aceptados para compuestos dirigidos al SNC, es 

decir, PM ≤ 360, MlogP ≤ 3.0, logD ≤ 2, HBD ≤ 2, NO ≤ 2, TPSA  > 40 Å2 y 

≤ 90 Å2.180,181. Vale la pena mencionar la mejora observada en esos 

parámetros fisicoquímicos después de la sustitución del anillo de fenilo de 

la serie a por el grupo CF3 en la serie b. Por otro lado, el área polar 

superficial total  (TPSA) se ha utilizado como un predictor de la capacidad 

de un fármaco para atravesar la barrera hematoencefálica, según la cual 

aquellas compuestos dirigidos al SNC poseen áreas de superficie polar 

más bajas. Para que una molécula sea capaz de introducirse en el SNC 

su TPSA debe ser > 40 Å2 y ≤ 90 Å2, de acuerdo con el rango más 

aceptado en la actualidad.180,181 En cuanto a los resultados obtenidos en 

este trabajo, podemos ver que las 1,3-β-dicetonas poseen mejor TPSA en 

comparación con curcumina, siendo los derivados de la serie 1b con el 

grupo CF3 los que presentan el perfil más compensado en PM, MlogP, 

logD y TPSA, y de entre ellos, los compuestos 6b y 7b son los más 

prometedores, considerando en conjunto sus propiedades fisicoquímicas 

calculadas y sus actividades antioxidantes. 

 

Una vez visto que los quimiotipos sintetizados poseen un buen perfil de 

propiedades fisicoquímicas y una capacidad AOX significativa, se 

procedió a determinar la citotoxicidad de dichos compuestos frente a 

líneas celulares. Para ello se realizaron estudios in vitro, en líneas 

celulares establecidas como las líneas neuronales SH-SY5Y y HT-22 y la 

línea de hepatocitos HepG2, al objeto de determinar la DL50 (dosis a la 

que hay un 50% de viabilidad celular) y determinar así el rango de 
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concentraciones de cada producto a los cuales no presentan citotoxicidad, 

para posteriormente llevar a cabo los experimentos de neuroprotección.  

 

En los ensayos realizados de citotoxicidad en la línea celular SH-SY5Y 

(tabla 9), podemos observar que la DL50 de la curcumina es 

aproximadamente 50 μM, frente a los derivados sintetizados cuyo rango 

esta entre 75-200 μM. En cuanto a la línea neuronal HT-22 (tabla 9), la 

DL50 de la curcumina es de aproximadamente 85 μM, frente a los 

derivados sintetizados que muestran la DL50 por encima de 200 μM 

exceptuando en los compuestos 2a, 4a, 7a y 2b que se encuentra en el 

rango de 100-200 μM. Y por último, para la línea celular HepG2 (tabla 10), 

la DL50 para la curcumina es de 136 μM mientras que para la mayoría de 

los derivados se encuentra por encima de 200 μM, exceptuando para los 

compuestos 4a, 2b y 3b. A partir de estos resultados podemos concluir 

que la sustitución del grupo fenilo por el grupo trifluorometilo en las β-

dicetonas dio lugar a una disminución en el citotoxicidad frente a estas 

líneas celulares. Además de ello, dentro de cada serie química la 

introducción de un segundo átomo de flúor en el anillo de fenilo al lado 

izquierdo de la molécula disminuye la citotoxicidad de la molécula. Por 

otro lado, en todas las líneas celulares, se observó una ligera 

precipitación de los compuestos 1a, 2a y 3a, lo que indicaría una baja 

solubilidad en medios tamponados.  

 

A partir de los resultados del presente estudio podemos concluir que 

curcumina es el compuesto más tóxico en las líneas celulares ensayadas,  

y que la introducción del grupo trifluorometilo en el anillo aromático 

fenólico disminuye la citotoxicidad de los compuestos, al mostrar los 

derivados del quimiotipo de la serie b una menor citotoxicidad que los 

correspondientes de la serie a, lo que podría estar relacionado con la 

menor lipofilia de los compuestos con el grupo trifluorometilo (serie b).  
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Con el objetivo de probar nuestra hipótesis de trabajo, se llevaron a cabo 

estudios de neuroprotección con las 1,3-β-dicetonas en condiciones de 

estrés oxidativo. Para ello todos los derivados se ensayaron in vitro frente 

a la línea celular neuronal SH-SY5Y en condiciones de EO inducido por 

H2O2  al objeto de evaluar la influencia sobre la actividad neuroprotectora 

de las modificaciones estructurales puntuales, realizadas en cada uno de 

los quimiotipos estudiados. Para poder realizar estos estudios se llevaron 

a cabo previamente curvas de muerte del agente inductor de EO (H2O2), a 

partir de las cuales se determinó que la DL50 del H2O2 en la línea celular 

SH-SY5Y era de 200 µM.  

 

Una vez determinada la DL50 del H2O2, se evaluó el carácter 

neuroprotector de cada uno de los compuestos de ambas series.  En la 

tabla 12 se muestran los resultados de los ensayos de neuroprotección 

tras la adición de H2O2 200 μM, posterior al tratamiento previo con cada 

uno de los compuestos durante 24 horas. A partir de estos datos y 

teniendo en cuenta las estructuras de los compuestos se observan las 

siguientes relaciones estructura-actividad: 

1. La mayoría de los derivados muestran cierta actividad 

neuroprotectora a concentraciones de 5 μM y 10 μM, a excepción 

de los compuestos 2a, 5a y 2b y 5b.  Esto es debido a la falta del 

grupo hidroxilo en la posición 4 del anillo aromático de la izquierda.  

2. En cuanto a los derivados 1a y 1b conservan en las posiciones 3 

y 4 la misma sustitución que la curcumina y han mostrado menos 

actividad que esta, lo cual es debido a la sustitución introducida en 

el lado derecho de la curcumina.  

3. En los derivados 3a y 3b el grupo metoxi de la posición 3 del 

anillo aromático de la izquierda de la molécula se ha sustituido por 

flúor, lo que demuestra que la sustitución del grupo flúor es bien 

tolerada.  

4. En referencia a los compuestos 4a y 4b la introducción del flúor 

en la posición 2 del anillo aromático muestra que la actividad 
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observada es compatible en el derivado 4b con la mostrada para 

curcumina.  

5. En cuanto a los derivados 6a y 6b, en los que se ha introducido el 

átomo de flúor en las posiciones 2 y 5 del anillo aromático de la 

parte izquierda de la molécula, se observa una mejora en su 

actividad lo que demuestra que la introducción del segundo átomo 

de flúor en la posición 5 del anillo aromático aumenta el carácter 

neuroprotector con respecto a los derivados 4a y 4b. 

6. Con respecto a los derivados 7a y 7b, en los cuales se mantiene 

el grupo hidrolixo en la posición 4 y se introducen 2 átomos de flúor 

en las posiciones 2 y 3 del anillo aromático, se consigue una 

mejora de la actividad protectora en comparación con los derivados 

3a, 3b, 4a y 4b, y en comparación con los derivados 5a y 5b; por lo 

que esto demuestra que el mantenimiento del grupo hidroxilo en la 

posición 4 es esencial para la actividad neuroprotectora.  

 

Teniendo en cuenta las propiedades AOX, drug-like, la citotoxicidad y los 

datos de neuroproteccion obtenidos hasta el momento, podemos concluir 

que los derivados más prometedores a considerar como punto de partida 

con potencial terapéutico son 6b y 7b, por lo que se progresaron a 

estudios posteriores in vitro con el objetivo de profundizar en el estudio de 

su actividad neuroprotectora.  

 
Siguiendo en esta línea, a continuación se realizaron ensayos de 

neuroprotección en línea SH-SY5Y con los compuestos 6b y 7b utilizando 

concentraciones de 0, 5, 10, 20, 40 y 50 μM y en condiciones de EO con 

H2O2 200 μM.  Los resultados obtenidos (figura 37) ponen de manifiesto 

que el pretratamiento con 6b y 7b a todas las concentraciones ensayadas 

mejora significativamente la viabilidad celular con respecto a las células 

control tratadas solo con H2O2 200 μM, mostrando el compuesto 7b el 

mejor perfil de viabilidad celular. Estos resultados se corroboraron 

posteriormente, con los obtenidos para dichos compuestos, en el estudio 
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realizado de viabilidad celular mediante el ensayo de LDH (Figura 49 y 

50). 

 

Para evaluar el carácter neuroprotector de los compuestos 6b y 7b en la 

línea celular de hipocampo de ratón HT-22, se realizaron previamente las 

curvas de muerte del agente inductor de EO (H2O2), donde se estableció 

que su DL50 era de 700 µM. En La figura 54 se muestran los resultados 

obtenidos para el ensayo de neuroprotección de ambos compuestos 

frente a una concentración de H2O2 de 700 µM, y en ella se observa que 

el pretratamiento con 6b y 7b no mejoró la viabilidad celular con respecto 

al control tratado exclusivamente con H2O2 700 µM de manera 

estadísticamente significativa. 

 

Posteriormente se procedió a determinar la solubilidad, la estabilidad y la 

capacidad de quelación del Fe2+ de los compuestos 6b y 7b. A partir de 

los resultados obtenidos (tablas 13 y 14) se concluyó que estos derivados 

presentaban el mejor perfil de propiedades drug-like, tal y como se ha 

demostrado en los resultados mostrados, ya que ambos poseen mejor 

solubilidad y estabilidad en medio tamponado que la curcumina. Por otro 

lado, también se observó que los derivados 6b y 7b a baja concentración 

(50 μM), muestran una capacidad de unión al Fe2+ (7-8%) similar a la de 

curcumina (8%), mientras que al elevar su concentración (200 μM) su 

capacidad de quelación (25- 26%) es más alto que el de la curcumina, 

gracias a su mejor solubilidad en agua. En cuanto al ensayo de quelación 

análogo, llevado a cabo en la mezcla de MeOH:H2O (1:1) para los tres 

compuestos, se muestra un patrón de unión a Fe2+ similar tanto a 50 μM 

como a 200 μM (figura 58). A partir de estos resultados se puede concluir 

que los compuestos 6b y 7b poseen mejor capacidad de quelación sobre 

el hierro que la curcumina en medio acuoso, siendo esta característica 

interesante por su potencial de quelación de Fe2+intracelular.  

 
Los resultados obtenidos para los compuestos 6b y 7b tanto desde el 

punto de vista de su capacidad AOX, así como de su mejor perfil en lo 
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que respecta a las propiedades drug-like, la solubilidad, la estabilidad y la 

citotoxicidad han favorecido su progresión a otros estudios in vitro de 

protección en las líneas celulares SH-SY5Y y HT-22, en condiciones de 

estrés oxidativo producido por inhibidores de la cadena mitocondrial de 

transporte de electrones, tales como rotenona, oligomicina, 6-

hidroxidopamina y MPP+. Por otro lado se realizaron además, estudios de 

excitotoxicidad por glutamato en la línea celular HT-22. 

 

Para poder realizar estos estudios, se realizaron una vez más, curvas de 

muerte de los distintos inhibidores de la cadena mitocondrial de transporte 

electrónico a diferentes concentraciones, con el fin de determinar la DL50.  

 

- En cuanto a la línea celular SH-SY5Y a partir de experimentos 

dosis-respuesta, se estableció que la DL50 de rotenona es de 5 µM 

(figura 64), la de rotenona/oligomicia de 5:1 µM (figura 68), la de 

MPP+ de 700 µM (figura 72) y por último para la 6-hidroxidopamina 

se determinó en 250 µM (figura 76). Los resultados obtenidos para 

valorar la capacidad de protección de los compuestos 6b y 7b bajo 

la condición de estrés oxidativo inducido por rotenona 5 µM han 

demostrado que el pretratamiento con ambos derivados mejoró 

significativamente la viabilidad celular, teniendo el mejor perfil de 

inhibición de muerte celular para la concentracion 20 µM (figura 

64). Además, cuando se potenció el daño oxidativo de la rotenona 

añadiendo oligomicina (5:1 μM), los resultados han evidenciado 

que en ese caso es el compuesto 7b el que mejora 

significativamente la viabilidad celular, viéndose una mayor 

protección a 20 μM (figura 68). Ahondando en la capacidad 

protectora de los compuestos, en el caso de la protección frente a 

MPP+ 700 μM, se vió que tanto 6b como 7b mostraron protección a 

20 μM, mostrando el mejor perfil protector el compuesto 7b (figura 

72).  Por último, frente a 6-hidroxidopamina los resultados han 
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indicado que únicamente 7b a 20 μM muestra protección (figura 

76). 

 
- En los estudios similares realizados en la línea celular HT-22, a 

partir de experimentos dosis-respuesta se estableció que la DL50 

para la combinación rotenona/oligomicina era de 10:1 µM (figura 

80), y que para glutamato la DL50 era de 10 mM (figura 85). Los 

resultados obtenidos para valorar la capacidad de protección de los 

compuestos 6b y 7b en la línea HT-22 en condiciónes de estrés 

oxidativo causado por la combinación rotenona/oligomicina, 

pusieron de manifiesto que únicamente el compuesto 7b a una 

concentración de 20 μM mostraba diferencias significativas frente 

al control (figura 80). Por otro lado, los resultados obtenidos en el 

ensayo de protección de los derivados 6b y 7b  frente a 

excitotoxicidad inducida por glutamato han evidenciado que tal y 

como se muestra en la figura 85, el compuesto 6b muestra 

protección a la concentración de 30 μM y 40 μM,  mientras que el 

compuesto 7b ejerce una mayor protección y a menores 

concentraciones (10 μM y 20 μM). 

 

Tomando estos resultados en conjunto, se puede concluir que es el 

compuesto 7b el que muestra mejor capacidad de protección en distintas 

condiciones de estrés oxidativo tanto en la línea celular SH-SY5Y como 

en la línea HT-22, así como frente a la excitotoxicidad inducida por 

glutamato. Estos datos están en concordancia con su baja actividad 

citotóxica y con su estructura química donde se confirmaría que el 

mantenimiento del grupo hidrolixo en la posición 4, junto con la 

introducción de flúor en las posiciones 2 y 3, mantienen la actividad 

neuroprotectora e incluso la mejorarían en comparación con su análogio 

6b.  
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Una vez determinado que 6b y 7b poseen un papel importante en el 

control del daño oxidativo mediado por distintos estresores como por 

ejemplo H2O2, rotenona o glutamato, se procedió al estudio de los 

posibles mecanismos celulares implicados en el control del daño oxidativo 

mediado por ROS y su efecto sobre el potencial de membrana 

mitocondrial. Se ha descrito en la bibliografía que el EO aumenta los 

niveles de ROS, lo que puede causar una pérdida del potencial de 

membrana y en consecuencia disfunción mitocondrial lo que puede 

causar la muerte celular.191 Al objeto de evaluar si los compuestos con 

actividad neuroportectora del presente trabajo eran capaces de reducir los 

niveles intracelulares de ROS, en condiciones de EO inducido por H2O2, 

se evaluaron dichos niveles mediante DFCH-DA en células SH-SY5Y 

pretratadas con los derivados 6b y 7b comparándolas con controles no 

tratados. Los resultados obtenidos durante el tratamiento crónico con 

H2O2, ponen de manifiesto que a todas las dosis ensayadas con previo 

tratamiento con los compuestos, se obtuvo una reducción significativa del 

nivel de ROS, siendo más significativa la reducción con el compuesto 7b 

(figura 89). En la figura 90, se observan los resultados obtenidos en los 

experimentos similares realizadas en condiciones de tratamiento agudo 

con H2O2, y en ellos se observó también como el pretratamiento con los 

compuestos 6b y 7b demostró una disminución significativa del nivel de 

ROS, siendo más eficaz el compuesto 7b.  En general, se observa que 

esta disminución de ROS es más eficaz en el tratamiento crónico que en 

el agudo, por lo que de estos resultados se podría concluir que los 

compuestos 6b y 7b reducen los niveles de ROS intracelulares, y que un 

período previo de tratamiento más largo con los compuestos podría ser 

necesario para lograr una mejor reducción de los niveles intracelulares de 

ROS. 

 

En cuanto a la determinación del potencial de membrana mitocondrial, se 

han utilizado dos técnicas diferentes de análisis, una por espectroscopia 

de fluorescencia y otra por citometría de flujo. Ambas aproximaciones 
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experimentales se realizaron en condiciones de estrés oxidativo crónico al 

haber establecido a partir de los resultados anteriores que los compuestos 

podrían ser más eficaces con tiempos de exposición más largos frente a 

las células SH-SY5Y. 

 

A partir de los estudios llevados a cabo para la determinación  de los 

cambios del potencial de membrana mitocondrial en condiciones de 

despolarización por estrés oxidativo mediante espectroscopia de 

fluorescencia, se observó, tal como se ve en la figura 91, que la inducción 

de EO con H2O2 200 μM dio lugar a una disminución del potencial de 

membrana de un 62%, mientras que el pretratamiento de las células con 

el derivado 6b a partir de concentraciones de 20 μM y con el derivado 7b 

a partir de concentraciones de 10 μM, se produjo una recuperan del 

potencial de membrana de entre un 18 a un 25%. Estos resultados 

confirmaron el efecto neuroprotector de 6b y 7b en línea SH-SY5Y, ya 

que disminuyen los niveles de ROS intracelulares y además permiten la 

recuperación  del potencial de membrana bajo condiciones de estrés 

oxidativo mediado por H2O2  200 μM. Teniendo en cuenta que el 

compuesto 7b recupera de manera más eficaz el potencial de membrana 

mitocondrial dañado por ROS, realizamos la técnica de citometría de flujo 

para confirmar estos resultados. En la figura 92 se observa una 

disminucion en la población celular bajo condiciones de EO inducido por 

H2O2 400 μΜ, y que el pretratamiento con el compuesto 7b a 20 μM y 40 

μM la evita.  Además el análisis cuantitativo corrobora los resultados 

anteriores (figura 93), evidenciando que el pretratamiento con el derivado 

7b aumenta el porcentaje de células sanas frente a las células dañadas 

como consecuencia de su exposición al peróxido de hidrógeno. Estos 

resultados confirman que el pretratamiento con el compuesto 7b a 20 μM 

y 40 μM  produce una recuperación significativa del potencial de 

membrana en la línea neuronal SH-SY5Y, respaldando que el compuesto 

7b sea uno de los mejores derivados de curcumina con posibilidades de 
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ser utilizado como agente preventivo para evitar las enfermedades que 

cursen con daño neuronal mediado por acumulación de radicales libres.  

 

Una vez que se confirmó que 6b y 7b disminuyen la cantidad de ROS y 

mejoran el potencial de membrana se pasó a la realización de estudios 

para la cuantificación de biomarcadores celulares de daño oxidativo en 

células SH-SY5Y pretratadas con dichos compuestos en condiciones de 

EO. Para ello se procedió a la determinación de la cantidad de MDA y de 

la relación GSH/GSSG en condición de daño crónico y agudo. En estos 

ensayos se incluye el compuesto sin el estresor con el objetivo de 

estudiar el efecto persé del compuesto sobre los niveles de MDA en 

comparación con las células control sin estresor. En cuanto a la detección 

de MDA en la línea celular SH-SY5Y, en la figura 94 obtenida a partir de 

los resultados del tratamiento crónico con H2O2 se observa que el 

tratamiento previo con 7b a 20 µM disminuye la cantidad de MDA con 

respecto al control con H2O2 de manera estadísticamente significativa. En 

la figura 95 se representa el tratamiento agudo, y en ella se puede 

observar también que únicamente el tratamiento con 7b a 20 µM 

disminuye la cantidad de MDA con respecto al control con H2O2 de 

manera estadísticamente significativa. Además, en ambos ensayos el 

tratamiento de las células únicamente con los compuestos y sin el 

estresor muestró niveles muy similares de peroxidación lipídica en 

comparación al control de células sanas.  

 

 

En cuanto a los niveles observados de GSH y GSSH en dichos 

experimentos realizados en células SH-SY5Y los resultados muestran que 

la relación entre ambos marcadores disminuye drásticamente en 

condiciones de EO, habiéndose observado una recuperación de dicha 

relación en todos los tratamientos (agudo y crónico) en los que se han 

utilizado dichos compuestos. En estos ensayos también se incluyó el 

compuesto sin el estresor con el objetivo de estudiar el efecto único del 
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compuesto sobre el ratio GSH/GSSG en comparación con las células 

control sin estresor. La figura 96 muestra los resultados del tratamiento 

crónico, y en ella se observa que el tratamiento con 7b a 10 y 20 µM 

aumenta el ratio GSH/GSSSG con respecto al control con H2O2 de forma 

significativa, lo que es indicativo de un amento en de la defensa endógena 

celular AOX. En cuanto al tratamiento agudo los resultados obtenidos se 

representan en la figura 97, a partir de la cual se puede observar también, 

que únicamente el tratamiento con los derivados 6b y 7b a 20 µM 

disminuyen la relación GSH/GSSG con respecto al control con H2O2 de 

manera estadísticamente significativa. En ambos ensayos se observó que 

el tratamiento exclusivamente con los compuestos y sin el estresor 

muestra un ratio similar al del control de células sanas.  

 

Al objeto de estudiar el efecto de los compuestos 6b y 7b sobre los 

niveles de expresión de las enzimas involucradas en las vías celulares de 

defensa endógena, se ha estudiado su expresión mediante la técnica 

Western blot en la línea SH-SY5Y bajo condiciones de daño crónico 

inducido por H2O2. Para ello se llevó a cabo la determinación de Hmox-1, 

Nrf2 y Keap1 (datos mostrados en las figuras 98, 99, 100). A partir de 

estos estudios se ha encontrado que ambos compuestos son capaces de 

actuar sobre las vías endógenas de defensa celular. A partir de estos 

resultados se puede concluir, que en condiciones de EO por peróxido de 

hidrógeno ambos productos a las concentraciones de 20 µM y 40 µM 

reducen los niveles de expresión de estas enzimas de forma significativa, 

lo que corrobora el carácter AOX de dichos compuestos. El tratamiento de 

las células SH-SY5Y con ambos productos, sin presión de peróxido de 

hidrógeno, ha mostrado además niveles de expresión de dichas proteínas 

similares al control celular sin estrés oxidativo, lo que confirmaría que 

dichos compuestos a dichas concentraciones no interfieren en las vías de 

expresión de las defensas endógenas.  
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VI.CONCLUSIONES 
 

Como resultado del trabajo de investigación desarrollado para esta tesis 

se ha llegado a las siguientes conclusiones: 

1. La serie de las nuevas 1,3-β-dicetonas asimétricas, han mostrado 

interesantes propiedades antioxidantes en los ensayos ABTS, 

FRAP y DPPH. 

2. Los ensayos de citotoxicidad realizados en las líneas celulares 

neuronales SH-SY5Y y HT-22 y en la línea hepática HepG2 han 

mostrado que los derivados de la serie b (CF3) poseen menor 

citotoxicidad que los derivados de la serie a (Ph).  

3. Por otro lado, a diferencia de los problemas fisicoquímicos que 

posee la curcumina, los compuestos 6b y 7b han demostrado una 

buena solubilidad y estabilidad química en medios biorelevantes, 

además de tener propiedades drug-like mejoradas en comparación 

a aquella. 

4. Asimismo se ha observado que ambos derivos (6b y 7b) son 

quelantes de hierro y que poseen un perfil similar al de la 

curcumina, con un mejor comportamiento quelante en medios 

acuosos. 

5. En los ensayos de neuroprotección frente a peróxido de hidrógeno 

en la línea neuronal SH-SY5Y, se han identificado los compuestos 

6b y 7b como los derivados más prometedores para la progresión a 

los diferentes estudios de neuroprotección frente a los diferentes 

inhibidores de la cadena de transporte mitocondrial.  

6. En los estudios de neuroprotección realizados con los diferentes 

inhibidores de la cadena de transporte electrónico mitocondrial, 6b y 

7b han demostrado actividad neuroprotectora en las líneas 

celulares SH-SY5Y y HT-22, en diferentes condiciones de estrés 

oxidativo, siendo 7b el derivado con mejorperfil neuroprotector. 

7. En cuanto a la determinación de los niveles intracelulares de ROS 

en la línea neuronal SH-SY5Y,  en condiciones crónicas y agudas 



CONCLUSIONES 

198 
 

de EO inducido por peróxido, los derivados 6b y 7b han mostrado 

una reducción de los niveles de ROS intracelulares. 

8. Los compuestos 6b y 7b han mostrado una recuperación 

significativa del potencial de membrana mitocondrial en condiciones 

de EO crónicas y agudas inducidas por peróxido de hidrógeno. 

9. El derivado 7b a 20 µM  ha mostrado un buen perfil de disminucion 

de MDA y ha mejorado la relación GSH/GSSG.  

10.  Por último se ha observado una activación de los niveles de 

expresión sobre de las enzimas implicadas en las vías endógenas 

de defensa antioxidante (Hmox-1, Nrf2 y Keap1) en la línea celular 

SH-SY5Y en condiciones de crónicas de EO inducido por peróxido 

de hidrógeno y previo tratamiento con los derivados 6b y 7b.  
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