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4-‐HDA	   	  4-‐hidroxialquenales	  
1O2	  	   Singlete	  de	  oxígeno	  
AA-‐NAT	   Enzima	  arilalquilamina-‐N-‐acetil	  

transferasa	  
ABTS	   Ácido	  2,2’-‐azino-‐bis-‐[3-‐etilbenzotiazol-‐

sulfónico]	  
ABTS.+	   Radical	  del	  ácido	  2,2’-‐azino-‐bis-‐[3-‐

etilbenzotiazol-‐sulfónico]	  
aD	   	   Herencia	  autosómica	  dominante	  
ADH	   Alcohol	  deshidrogenasa	  
ADN	   Ácido	  desoxirribonucleico	  
ADNmit	  Ácido	  desoxirribonucleico	  mitocondrial	  
ADNn	   Ácido	  desoxirribonucleico	  nuclear	  
adRP	   Retinosis	  Pigmentaria	  de	  herencia	  

autosómica	  dominante	  
AFMK	   N1-‐acetil-‐N2-‐formil-‐5-‐metoxi-‐

quinureamina	  
AMK	   N1-‐acetil-‐5-‐metoxi-‐quinureamina	  
ARN	   Ácido	  ribonucleico	  
ARNm	   Ácido	  ribonucleico	  mensajero	  
arRP	   Retinosis	  Pigmentaria	  autosómica	  
	   recesiva	  
ATP	   Adenín	  trifosfato	  
AV	  	   Agudeza	  visual	  
BH4	   Tetrahidrobiopterina	  
BSA	   Albúmina	  sérica	  bovina	  
Ca2+	   Ion	  calcio	  
CAT	   Enzima	  catalasa	  
CCG	   Capa	  de	  células	  ganglionares	  
CDNB	   1-‐cloro-‐2,4-‐dinitrobenceno	  
CFNR	   Capa	  de	  fibras	  nerviosas	  de	  la	  retina	  
CGR	   Células	  ganglionares	  de	  la	  retina	  
CNE	   Capa	  nuclear	  externa	  
CNI	   Capa	  nuclear	  interna	  
CO	   Monóxido	  de	  carbono	  
COX-‐2	   Enzima	  ciclooxigenasa-‐2	  
CPE	   Capa	  plexiforme	  externa	  
CPI	  	   Capa	  plexiforme	  interna	  
CPR	   Grupo	  prostético	  FAD/FMN	  
Cu-‐SOD	   Isoforma	  de	  la	  enzima	  SOD	  

dependiente	  de	  cobre	  y	  cinc	  
Cu2+	   Ion	  de	  cobre	  (II)	  
CV	   	   Campo	  visual	  
CYP450	   Citocromo	  450	  
DEN	   Dietilnitrosamina	  
DHR	   Distrofias	  Hereditarias	  de	  la	  Retina	  
DMAE	   Degeneración	  macular	  asociada	  a	  la	  

edad	  
DNPH	   2,4-‐Dinitrofenilhidrazina	  
DTNB	   5,5’-‐ditiobis-‐2-‐ácido	  nitrobenzoico	  

EC	   	   Epicatequina	  
ECG	   Galato	  de	  epicatequina	  
EDTA	   Ácido	  etilendiaminotetraacético	  
EGC	   Epigalocatequina	  
EGCG	   Galato	  de	  epigalocatequina	  
eNOS	   NOS	  endotelial	  
EPR	   Epitelio	  pigmentario	  de	  la	  retina	  
ERG	   Electrorretinograma	  
ERNs	   Especies	  reactivas	  de	  nitrógeno	  
EROs	   Especies	  reactivas	  de	  oxígeno	  
FADH2	   Flavín	  adenín	  dinucleótido	  
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Retinosis	  Pigmentaria	  (RP)	  es	  el	  término	  utilizado	  para	  designar	  un	  conjunto	  de	  

alteraciones	   hereditarias	   y	   neurodegenerativas	   de	   la	   retina,	   caracterizadas	   por	   una	  

afectación	   global	   de	   las	   capas	   celulares	   retinianas	   que	   desemboca	   en	   una	  

desorganización	  y	  remodelación	  de	  las	  mismas,	  causando	  afectación	  visual	  y	  pudiendo	  

finalizar	  en	  ceguera	  total	  en	  los	  pacientes	  que	  la	  sufren.	  	  

Independientemente	   de	   la	   causa	   primaria,	   potencia	   la	   progresión	   de	   la	  

enfermedad	   el	   incremento	   de	   estrés	   oxidativo	   que	   se	   produce	   en	   la	   retina	   y	   que	  

favorece	   los	   procesos	   de	   inflamación	   y	   apoptosis,	   dañando	   macromoléculas	   como	  

ADN,	  proteínas	  y	  lípidos.	  Además,	  se	  ha	  observado	  niveles	  elevados	  de	  estrés	  oxidativo	  

en	   la	   retina,	   humor	   acuoso	   y	   plasma	   en	   pacientes	   y	   modelos	   animales	   de	   la	  

enfermedad.	  Asimismos,	  este	  estrés	  oxidativo	  no	  sólo	  afecta	  a	  nivel	  ocular,	   sino	  que	  

también	  se	  ha	  demostrado	  una	  alteración	  del	  estado	  oxidativo	  hepático	  en	  el	  modelo	  

animal	  de	  RP,	  la	  rata	  P23H.	  

Melatonina	   (MT)	   y	   galato	   de	   epigalocatequina	   (EGCG)	   son	   dos	   moléculas	  

naturales	   con	   propiedades	   antiinflamatorias,	   antiapoptóticas,	   neuroprotectoras	   y	  

antioxidantes,	  que	  se	  han	  demostrado	  útiles	  como	  tratamiento	  en	  otras	  enfermedades	  

oculares	   como	   degeneración	   macular	   asociada	   a	   la	   edad,	   glaucoma	   y	   retinopatía	  

diabética,	   en	   las	   cuales	   el	   estrés	   oxidativo	   también	   tiene	   un	   papel	   clave	   en	   la	  

progresión	  de	  la	  enfermedad.	  

Las	  ratas	  P23H	  de	  la	  línea	  1	  se	  cruzaron	  con	  ratas	  Long	  Evans	  (LE)	  pigmentadas	  

normales	   para	   producir	   descendencia	   P23HxLE,	   de	   modo	   que	   exhibieron	   las	  

condiciones	  clínicas	  de	  RP.	  Como	  grupo	  de	   referencia,	   las	   ratas	  Sprague	  Dawley	   (SD)	  

también	  se	  cruzaron	  con	  ratas	  LE	  para	  producir	  animales	  pigmentados	  SDxLE.	  

Las	  ratas	  P23H	  evaluadas	  hasta	  los	  180	  días	  mostraron,	  no	  sólo	  una	  pérdida	  de	  

la	  función	  visual,	  sino	  una	  desincronización	  de	  ritmos	  circadianos	  y	  una	  afectación	  del	  

estado	   hepático	   oxidativo	   respecto	   a	   ratas	   sanas.	   Los	   ritmos	   circadianos	   no	  

experimentaron	  grandes	   cambios	  debido,	  probablemente,	   a	  una	  buena	  preservación	  

de	   las	   células	   ganglionares	   retinianas	   intrínsicamente	   fotosensibles	   hasta	   estadíos	  

avanzados	  de	  la	  enfermedad.	  
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	   Estudio	  de	  Melatonina	  y	  Galato	  de	  epigalocatequina	  frente	  a	  las	  degeneraciones	  retinianas	  

La	   administración	   de	   melatonina	   y	   galato	   de	   epigalocatequina,	   a	   una	  

concentración	  de	  10	  mg/kg/día,	  tanto	  de	  forma	  individual	  como	  de	  forma	  conjunta,	  a	  

ratas	   P23H	   heterocigotas	   pigmentadas	   durante	   6	   meses	   supuso	   una	   mejora	   en	   los	  

parámetros	   de	   función	   visual	   analizados	   (agudeza	   visual,	   sensibilidad	   al	   contraste	   y	  

registros	  electrorretinográficos),	  siendo	  el	  EGCG	  y	  la	  combinación	  con	  MT	  los	  mejores	  

tratamientos	   a	   la	   hora	   de	   detener	   la	   progresión	   de	   la	   enfermedad.	   Éstos	   también	  

mejoraron	   significativamente	   los	   mismos	   parámetros	   en	   ratas	   sanas,	   indicando	   un	  

posible	  efecto	  beneficioso	  en	  los	  daños	  producidos	  como	  consecuencia	  de	  la	  edad.	  A	  

nivel	   de	   ritmos	   circadianos,	   mediante	   telemetría	   se	   detectó	   un	   mayor	   índice	   de	  

desincronización	  entre	  los	  animales	  afectos	  por	  RP	  y	  los	  animales	  de	  referencia,	  que	  se	  

redujo	   únicamente	   con	   el	   tratamiento	   con	   MT.	   En	   cuanto	   a	   los	   parámetros	  

bioquímicos	   analizados,	   las	   ratas	   P23H	   presentaron	   mayores	   niveles	   de	   estrés	  

oxidativo	  y	  menor	  capacidad	  antioxidante	  comparados	  con	  las	  ratas	  de	  referencia.	  MT,	  

de	  forma	  individual	  y	  conjuntamente	  a	  EGCG	  demostró	  ser	  capaz	  de	  reducir	  los	  niveles	  

de	   marcadores	   oxidativos,	   mientras	   que	   el	   EGCG	   individualmente	   produjo	   menores	  

mejorías.	   En	   el	   caso	   de	   los	   parámetros	   antioxidantes,	   MT	   incrementó	   los	   niveles	  

globales	   antioxidantes	   y	   la	   actividad	   de	   las	   enzimas	   CAT	   y	   SOD,	   mientras	   que	   su	  

combinación	  con	  EGCG	  produjo	  cambios	  menores.	  La	  administración	  de	  antioxidantes	  

a	   las	   ratas	   de	   referencia	   disminuyó	   los	   niveles	   antioxidantes	   totales	   e	   incrementó	  

algunos	  parámetros	  oxidativos	  respecto	  a	  aquellas	  con	  vehículo.	  

Podemos	   concluir	  que	  el	   tratamiento	  en	   con	  MT	  y/o	  EGCG	  mejora	   la	   función	  

visual,	   sincronización	   circadiana	   y/o	   estrés	   oxidativo	   hepático	   en	   las	   las	   ratas	   P23H,	  

modelo	  de	  RP,	  además	  de	  tener	  efectos	  sobre	  los	  animales	  de	  referencia.	  

Sin	   embargo,	   son	   necesarios	   más	   estudios	   para	   determinar,	   en	   los	   animales	  

P23H,	   por	   qué	   el	   EGCG	   tiene	  mayor	   beneficio	   a	   nivel	   visual	   siendo	  MT	   la	   que	   tiene	  

mayor	   beneficio	   a	   nivel	   circadiano	   y	   bioquímico;	   y	   también	   determinar,	   	   en	   los	  

animales	   de	   referencia,	   el	   efecto	   real	   que	   produce	   la	   administración	   de	   sustancias	  

antioxidantes	  sobre	  organismos	  sanos.	  
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	   Retinitis	  Pigmentosa	  (RP)	  is	  a	  group	  of	  inherited	  neurodegenerative	  diseases	  in	  

which	  a	  mutation	   triggers	  a	  progressive	   loss	  of	  visual	   function	  affecting	  not	  only	   the	  

photorreceptors,	   but	   the	   rest	   of	   retinal	   layers	   aswell,	   ending	   with	   a	   complete	  

disorganization	   and	   remodeling	   of	   the	   retina.	   Although	   people	  who	   suffer	   from	   this	  

disease	  present	  night	  blindness	  and	   loss	  of	   the	  peripheral	  visual	   field	   in	  early	  stages,	  

the	  consequent	  degeneration	  that	  cones	  suffer	  as	  result	  of	  the	  death	  of	  rods	  finishes	  

with	  the	  loss	  of	  central	  vision	  and	  a	  complete	  blindness.	  	  	  

Regardless	  of	  the	  primary	  cause,,	  the	  progression	  of	  the	  disease	  is	  enhanced	  by	  

the	  increase	  in	  oxidative	  stress	  that	  occurs	  in	  the	  retina	  and	  that	  favors	  the	  processes	  

of	  inflammation	  and	  apoptosis,	  damaging	  macromolecules	  such	  as	  DNA,	  proteins	  and	  

lipids.	   In	   addition,	   increased	   oxidative	   damage	   is	   observed	   in	   the	   retina,	   aqueous	  

humor,	  and	  plasma	  of	  RP	  animal	  models	  and	  patients.	  Not	  only	  the	  retina	  is	  affected,	  

but	  the	  hepatic	  oxidative	  status	  is	  also	  affected	  by	  free	  radicals	  in	  an	  animal	  model	  of	  

RP,	  P23H	  rat.	  

Melatonin	   and	   epigallocatequin-‐3-‐gallate	   are	   both	   natural	   molecules	   with	  

antinflammatory,	   antiapoptotic	   and	   antioxidant	   properties	   that	   have	   been	  

demonstrated	   to	   be	   usefull	   as	   treatment	   for	   multiple	   ocular	   diseases	   such	   as	   age-‐

related	  macular	  degeneration,	  glaucoma	  and	  diabetic	  retinopathy,	   in	  which	  oxidative	  

stress	  plays	  a	  key	  role.	  

Line	  1	  P23H	  rats	  were	  crossed	  with	  pigmented	  normal	  Long	  Evans	  (LE)	  rats	  to	  

produce	  offspring,	  so	  that	  they	  exhibited	  the	  clinical	  conditions	  of	  RP.	  As	  a	  reference	  

group,	  Sprague	  Dawley	  (SD)	  rats	  were	  also	  crossed	  with	  LE	  rats	  to	  produce	  pigmented	  

animals.	   P23HxLE	   and	   SDxLE	   were	   divided	   into	   4	   groups,	   and	   each	   one	   received	  

different	  antioxidant	  treatments	   in	  drinking	  water	  for	  6	  months:	  no	  treatment	  (sham	  

group),	  melatonin	  10mg/kg	  (MT	  group),	  EGCG	  10mg/kg	  (EGCG	  group)	  and	  a	  combined	  

treatment	  with	  melatonin	   and	  EGCG	   in	   equal	   parts,	   administering	  10	  mg/kg	  of	   each	  

drug	  (MT+EGCG	  group).	  Retinal	  visual	  function	  was	  assessed	  based	  on	  optomotor	  and	  

electroretinogram	   responses.	   Daily	   locomotor	   activity	   and	   core	   body	   temperature	  	  

were	  assessed	  to	  measure	  the	  circadian	  rhythm,	  as	  an	  indicator	  of	  non-‐visual	  function	  

of	   the	   retina.	   Finally,	   we	   measured	   hepatic	   malondialdehyde	   (MDA)	   and	   4-‐
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hydroxyalkenal	   (4-‐HDA)	  concentrations,	  protein	  carbonyl	  groups	  and	  GSH/GSSG	  ratio	  

as	   oxidative	   stress	  markers;	   nitrite	   level	   as	   a	   total	   nitrosative	   damage	  marker;	   total	  

antioxidant	  capacity	  as	  measurement	  of	  global	  antioxidant	  status;	  and	  the	  activities	  of	  

catalase	  (CAT),	  superoxide	  dismutase	  (SOD),	  and	  glutathione	  S-‐transferase	  (GST)	  as	  the	  

main	  antioxidant	  enzymes.	  At	  P180	  all	  biochemistry	  parameters	  were	  analysed.	  

P23H	   transgenic	   rats	   exhibited	   diminished	   visual	   acuity	   compared	   to	   the	  

referenced	  group	  for	  the	  whole	  period;	  however,	  EGCG	  and	  MT+EGCG	  groups	  showed	  

a	   statistically	   significant	   improvement	   in	   their	   values	   from	   P90.	   At	   P180,	   SDxLE	   rats	  

showed	  a	  better	  visual	  acuity	  threshold	  with	   	  MT	  and	  EGCG	  treatments	  compared	  to	  

the	  sham	  group.	  P23HxLE	  and	  SDxLE	  rats	  showed	  differences	  in	  contrast	  sensitivity	  at	  

P30,	   but	   the	  differences	  disappeared	   from	  P90	   to	  P180,	  with	  better	   results	   in	   EGCG	  

and	   MT+EGCG	   groups	   in	   both,	   P23HxLE	   and	   SDxLE	   animals.	   In	   P23H	   rats,	  

electroretinographic	  responses	  	  showed	  a	  significative	  reduction	  in	  the	  a-‐	  and	  b-‐wave	  

amplitudes,	   indicating	   the	   loss	  of	   rods	  and	  cones	   in	   the	  photoreceptor	   layer	  and	  the	  

progression	   of	   the	   disease	   throughout	   the	   different	   retina	   layers.	   Using	   both	  

optomotor	   and	   ERG,	  MT+EGCG	   and	   EGCG	  were	   the	   best	   treatments	   that	   improved	  

visual	   function	   and	   helped	   reduce	   the	   progression	   of	   the	   disease.	   None	   of	   the	  

treatments	  were	  capable	  of	  showing	  a	  difference	  in	  the	  a-‐wave	  amplitude	  in	  P23HxLE.	  

However,	  we	  noticed	  better	  results	  in	  a-‐wave	  amplitude	  in	  SDxLE	  rats	  treated	  with	  MT,	  

EGCG	  and	  MT+EGCG,	  achieving	  statistically	   significant	  differences	   (p<0,05)	  compared	  

to	  the	  sham	  group.	  Cone	  response	  assessed	  with	  double	  flash	  protocol	  did	  not	  show	  

any	  improvements	  due	  to	  antioxidant	  treatment	  in	  neither	  the	  P23HxLE	  results	  nor	  the	  

SDxLE	  values	  at	  the	  light	  intensity	  tested.	  

While	  analyzing	  the	  telemetry	  parameters,	  we	  did	  not	  find	  marked	  differences	  

betwen	   P60	   and	   P180	   ages	   in	   P23HxLE	   rats.	   	   At	   P180,	   P23HxLE	   showed	   decreased	  

levels	  of	   locomotor	  activity	  compared	  to	  the	  wild	  type	  group,	  and	  a	  desincronization	  

index	   that	   reflected	   more	   than	   7	   hours	   difference	   between	   the	   time	   of	   minimum	  

temperature	   and	   the	   time	   of	   minimum	   activity.	   MT	   treatment	   improved	   the	  

desincronization	  index	  compared	  to	  vehicle	  P23HxLE.	  The	  EGCG	  group	  experimented	  a	  

deterioration	   in	   the	   activity	   period	   and	   lower	   values	   in	   the	   interstability	   parameter,	  

which	  quantifies	   the	   synchronization	   to	   the	   24-‐h	   light–dark	   cycle.	  MT+EGCG	  did	   not	  
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report	  any	  benefitial	  or	  adverse	  effect	   in	   the	  circadian	  rhtym	  of	   the	  P23HxLE	  rats.	   In	  

the	   SDxLE	   rats,	   MT	   increased	   temperature	   amplitude	   and	   improved	   the	  

desynchronization	   index	  as	   in	  P23HxLE	   rats.	  The	  EGCG	  group	  showed	   lower	   levels	  of	  

activity	  mesor,	  indicating	  that	  these	  animals	  were	  less	  active	  than	  of	  the	  sham	  group.	  

The	   MT+EGCG	   group	   results	   showed	   higher	   values	   in	   temperature	   amplitude	   and	  

relative	  amplitude	  of	  activity.	  

While	   analyzing	   the	   biochemistry	   results,	   the	   P23HxLE	   rats	   exhibited	   higher	  

values	   of	   lipid	   peroxidation.	   Rats	   treated	   with	   MT	   showed	   improvements	   reducing	  

MDA	   and	   4-‐HDA	   concentrations.	   The	   EGCG	   group	   showed	   no	   differences	   to	   vehicle	  

group	   in	   the	   oxidative	   parameters	   studied.	   The	   combined	   MT+EGCG	   treatment	  

exhibited	  the	  best	  measurement	  improvements;	  only	  the	  GSH/GSSG	  ratio,	  which	  is	  an	  

indicator	   of	   general	   oxidative	   status,	   reached	   significant	   differences.	   Looking	   for	   the	  

antioxidant	  defenses,	  the	  P23HxLE	  rats	  in	  the	  sham	  group	  showed	  78%	  of	  the	  hepatic	  

total	  antioxidant	  capacity	  of	  the	  wild	  type	  animals,	  with	  a	  reduction	  of	  the	  activity	  of	  

CAT,	  SOD	  and	  GST.	  In	  these	  animals,	  MT	  improved,	  with	  a	  42%	  increase	  in	  CAT	  activity,	  

and	  26%	  in	  SOD	  activity.	  Although	  EGCG	  increased	  the	  total	  antioxidant	  capacity	  levels	  

in	  32%	  and	  GST	  activity	  in	  almost	  44%,	  we	  did	  not	  find	  any	  effect	  in	  the	  CAT	  and	  SOD	  

enzymes.	  Unexpectedly,	  combined	  MT+EGCG	  treatment	  showed	  a	  slight	  improvement	  

in	  the	  total	  antioxidant	  capacity	  (less	  than	  23%).	  

In	  the	  SDxLE	  rats,	  MDA	  and	  4-‐HDA	  concentrations	  were	  not	  significantly	  modify	  

by	   none	   of	   the	   three	   treatments.	   MT	   reduced	   protein	   carbonyl	   groups	   and	   nitrite	  

levels,	  which	  could	  be	   translated	   in	  a	  better	  oxidative	   status	  compared	   to	  untreated	  

rats.	  EGCG	  also	   reduced	  protein	  carbonyl	  groups,	   	  without	  any	  significant	  changes	   in	  

nitrite	  levels	  or	  GSH/GSSG	  ratio	  compared	  to	  sham	  group.	  Finally,	  MT+EGCG	  treatment	  

did	  not	   significantly	  modify	  any	  of	   the	  oxidative	  markers	   tested	   in	   SDxLE	   rats.	  While	  

checking	   for	   antioxidant	   defenses,	   the	   three	   treated	   groups	   exhibited	   lower	   total	  

antioxidant	  capacity	   in	  the	  MT-‐treated	  group	  was	  37,5%	  lower	  than	  the	  sham	  group,	  

EGCG	   treatment	   reduced	   total	   hepatic	   antioxidant	   capacity	   by	   almost	   42%	   and	   the	  

group	  treated	  with	  the	  MT+EGCG	  combination	  had	  the	   least	   loss	  of	   total	  antioxidant	  
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capacity	  (33%).	  MT	  group	  in	  wild	  type	  animals	  also	  reduced	  CAT	  activity	  values	  by	  44%;	  

For	  EGCG	  and	  EGCG+MT	  the	  reduction	  in	  SOD	  and	  GST	  levels	  was	  not	  significant.	  

To	   sum	  up,	   the	  administration	  of	  melatonin	  and	  epigallocatechin	  gallate,	  at	  a	  

concentration	   of	   10	   mg/kg/day,	   both	   individually	   or	   jointly,	   to	   pigmented	  

heterozygous	  P23H	  rats	  for	  6	  months,	  resulted	  in	  an	  improvement	  in	  the	  parameters	  

of	  visual	  function	  analysed	  (visual	  acuity,	  contrast	  sensitivity	  and	  electroretinographic	  

recordings),	  being	  the	  EGCG	  and	  the	  combination	  with	  MT	  the	  best	  treatments	  to	  stop	  

the	  progression	  of	  the	  disease.	  They	  also	  significantly	  improved	  the	  same	  parameters	  

in	  healthy	  rats,	  indicating	  a	  possible	  beneficial	  effect	  in	  the	  age-‐related	  damage.	  At	  the	  

level	   of	   circadian	   rhythms,	   telemetry	   detected	   a	   greater	   rate	   of	   desynchronization	  

between	   the	   animals	   affected	   by	   RP	   and	   the	  wild	   type	   animals,	  which	  was	   reduced	  

only	   with	   the	   MT	   treatment.	   Regarding	   the	   biochemical	   parameters	   analyzed,	   the	  

P23H	   rats	   showed	   higher	   levels	   of	   oxidative	   stress	   and	   lower	   antioxidant	   capacity	  

compared	  with	  the	  wild	  type	  rats.	  MT,	  individually	  and	  jointly	  to	  EGCG	  demonstrated	  

to	   be	   able	   to	   reduce	   the	   levels	   of	   oxidative	   markers,	   while	   the	   EGCG	   individually	  

produced	   minor	   improvements.	   In	   the	   case	   of	   the	   antioxidant	   parameters,	   MT	  

increased	  the	  overall	  antioxidant	  levels	  and	  the	  activity	  of	  the	  CAT	  and	  SOD	  enzymes,	  

while	   its	   combination	   with	   EGCG	   produced	   minor	   changes.	   The	   administration	   of	  

antioxidants	  to	  the	  wild	  type	  rats	  decreased	  the	  total	  antioxidant	  levels	  and	  increased	  

some	  oxidative	  parameters	  with	  respect	  to	  those	  with	  vehicle.	  

We	   can	   conclude	   that	   treatment	   with	   MT	   and/or	   EGCG	   improves	   visual	  

function,	  circadian	  synchronization	  and/or	  hepatic	  oxidative	  stress	   in	  rats	  P23H,	  a	  RP	  

model,	  as	  well	  as	  having	  effects	  on	  reference	  animals.	  

However,	  more	  studies	  are	  needed	  to	  determine,	   in	  animals	  P23H,	  why	  EGCG	  

has	   greater	   benefit	   at	   the	   visual	   level	   with	   MT	   having	   the	   greatest	   benefit	   at	   the	  

circadian	  and	  biochemical	   level;	  and	  also	  to	  determine,	   in	  the	  reference	  animals,	   the	  

real	   effect	   produced	   by	   the	   administration	   of	   antioxidant	   substances	   on	   healthy	  

organisms.	  
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La	  visión	  es	  el	  sentido	  que	  se	  entiende	  como	  más	  importante	  de	  los	  cinco	  que	  

los	  seres	  vivos	  nos	  servimos	  para	  percibir	  y	  entender	  el	  mundo	  que	  nos	  rodea.	  

Según	   la	  Organización	  Mundial	  de	   la	  Salud	  (OMS),	  se	  estima	  que	  actualmente	  

existen	   253	   millones	   de	   personas	   con	   alguna	   discapacidad	   visual,	   de	   las	   cuales,	   36	  

millones	  serían	  completamente	  ciegas.	  

	  

Figura	  1.	  Corte	  sagital	  del	  globo	  ocular.	  	  
Adaptado	  de	  (1).	  

	  

Si	   realizamos	   un	   corte	   sagital	   del	   ojo,	   podemos	   dividirlo	   en	   3	   secciones	   (ver	  

Figura	  1)	  (2):	  	  

• la	  más	  externa,	  compuesta	  por	  la	  esclera,	  considerada	  la	  pared	  de	  soporte	  del	  

ojo	   y	   que	   se	   continúa	   en	   la	   parte	   anterior	   con	   la	   córnea.	   Ésta	   última,	  

aproximadamente	  una	  sexta	  parte	  de	  la	  cobertura	  ocular,	  es	  una	  capa	  externa	  

y	  transparente	  gracias	  a	   la	  disposición	  de	  sus	  fibras	  de	  colágeno,	  que	  cubre	  la	  

cámara	  anterior	  del	  ojo,	  separada	  por	  humor	  acuoso	  del	  iris	  y	  la	  pupila	  y	  que,	  

junto	  al	  cristalino,	  forman	  los	  medios	  refractivos	  transparentes	  que	  consiguen	  

una	  imagen	  nítida	  a	  nivel	  de	  la	  capa	  de	  la	  retina.	  
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• 	  la	  capa	  intermedia,	  úvea,	  altamente	  vascularizada,	  la	  cual	  a	  su	  vez	  se	  subdivide	  

en	  dos	  partes:	  	  

o la	   anterior	   formada	  por	  el	   iris,	   con	   función	  muscular	  de	  esfínter,	   y	   en	  

cuya	  parte	  central	  encontramos	   la	  pupila	   (su	   regulación,	  dependiendo	  

de	  las	  condiciones	  de	  luminosidad	  del	  ambiente,	  controla	  la	  cantidad	  de	  

luz	   que	   entra	   en	   el	   ojo,	   gracias	   al	  músculo	   dilatador	   de	   la	   pupila	   y	   el	  

esfínter	  pupilar),	  y	  el	  cuerpo	  ciliar,	  que	  produce	  el	  humor	  acuoso	  y	  que	  

está	  formado	  a	  su	  vez	  por	  los	  músculos	  ciliares,	  que	  modifican	  la	  forma	  

del	   cristalino	   según	   relajen	   o	   contraigan	   la	   zónula,	   en	   un	   proceso	  

conocido	  como	  acomodación.	  

o la	  posterior	   formada	  por	   la	  coroides,	   capa	  vascular	  del	  ojo,	  encargada	  

del	   mantenimiento	   térmico	   ocular,	   vascularización	   de	   capas	   más	  

externas	  de	  la	  retina,	  etc.	  

• la	  capa	  interna,	  parte	  sensorial	  del	  ojo,	  y	  conocida	  como	  retina.	  

 RETINA	  

La	   retina	  es	  el	   tejido	   sensible	   a	   la	   luz	  que	   recubre	   la	   cara	   interna	  de	   la	  parte	  

posterior	  del	  globo	  ocular.	  Se	  forma	  durante	  la	  embriogénesis	  a	  partir	  del	  ectodermo	  

del	  tubo	  neural,	  de	  ahí	  que	  constituya	  parte	  del	  sistema	  nervioso	  central.	  La	  retina	  no	  

solo	  está	  compuesta	  por	  neuronas,	  sino	  también	  por	  otras	  células	  no	  neuronales,	  que	  

junto	  a	  las	  anteriores	  forman	  una	  estructura	  altamente	  organizada	  y	  especializada.	  	  	  

 ESTRUCTURA	  

Las	  retinas	  de	  todos	  los	  animales	  vertebrados	  se	  pueden	  dividir	  en	  10	  capas	  (3),	  

siendo	  desde	   la	  más	   interna,	   en	   contacto	   con	   el	   vítreo,	   a	   la	  más	   externa,	   junto	   a	   la	  

coroides	  (Ver	  Figura	  2):	  	  

1. Membrana	   Limitante	   Interna	   (MLI):	   es	   la	   capa	   más	   interna	   de	   la	   retina,	   en	  

contacto	   con	   el	   vítreo,	   y	   compuesta	   por	   las	   terminaciones	   de	   las	   células	   de	  

Müller	  y	  una	  membrana	  basal.	  En	  la	  región	  anterior	  se	  continúa	  con	  el	  cuerpo	  
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ciliar,	   y	   a	   nivel	   del	   ngdisco	   óptico,	   los	   procesos	   terminales	   de	   los	   astrocitos	  

sustituyen	  a	  los	  de	  las	  células	  de	  Müller.	  

2. Capa	  de	  Fibras	  Nerviosas	  de	  la	  Retina	  (CFNR):	  constituida	  por	  los	  axones	  de	  las	  

células	   ganglionares,	   que	   se	   disponen	   paralelos	   a	   la	   superficie	   de	   la	   retina	   y	  

abandonan	  el	  ojo	  formando	  el	  nervio	  óptico.	  A	  su	  nivel	  está	  dispuesto	  el	  plexo	  

capilar	  retiniano	  superficial.	  

3. Capa	   de	   Células	   Ganglionares	   (CCG):	   capa	   de	   una	   única	   célula	   de	   grosor	  

(excepto	  en	  la	  zona	  perifoveal	  donde	  puede	  estar	  constituida	  por	  hasta	  8	  ó	  10	  

células,	  y	  en	  la	  región	  temporal	  al	  disco	  óptico	  donde	  la	  constituyen	  2	  células).	  

En	  esta	  capa	  no	  solo	  encontramos	  células	  ganglionares	  de	  la	  retina	  (CGR),	  sino	  

también	  los	  procesos	  gliales	  de	  las	  células	  de	  Müller	  que	  las	  separan,	  así	  como	  

algunas	   células	   amacrinas	   o	   cuerpos	   de	   células	   de	   Müller	   “desplazados”	  

(displaced).	  

4. Capa	  Plexiforme	   Interna	   (CPI):	   constituida	  por	   las	   conexiones	   sinápticas	  entre	  

los	  axones	  de	  las	  células	  bipolares	  y	  las	  dendritas	  de	  las	  células	  ganglionares.	  En	  

esta	  capa	  encontramos	  las	  sinapsis	  de	  las	  neuronas	  de	  segundo	  y	  tercer	  orden	  

en	  el	  “mecanismo	  de	  la	  visión”	  (visual	  pathway).	  También	  podemos	  encontrar	  

conexiones	  entre	  procesos	  de	  células	  amacrinas	  y	  axones	  de	  células	  bipolares	  o	  

cuerpos	  de	  células	  ganglionares	  y	  dendritas;	  también	  encontramos	  conexiones	  

entre	  distintos	  tipos	  de	  células	  amacrinas	  y	  entre	  neuronas	   interplexiformes	  y	  

células	  amacrinas.	  En	  esta	  capa	  se	  encuentran	   las	  uniones	  en	  hendidura	   (gap	  

junctions)	   de	   las	   células	   amacrinas	   y	   en	   algunos	   casos	   podemos	   observar	  

cuerpos	  de	  células	  ganglionares	  y	  amacrinas	  desplazadas.	  

5. Capa	   Nuclear	   Interna	   (CNI):	   compuesta	   por	   los	   cuerpos	   celulares	  

principalmente	   de	   células	   bipolares,	   horizontales,	   amacrinas,	   neuronas	  

interplexiformes,	   células	   de	  Müller	   y	   alguna	   célula	   ganglionar	   desplazada.	   La	  

vasculatura	  retiniana	  del	  plexo	  capilar	  profundo	  también	  se	  encuentra	  en	  esta	  

capa.	  
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6. Capa	  Plexiforme	  Externa	  (CPE):	  a	  este	  nivel	  encontramos	  las	  sinapsis	  entre	   las	  

células	   fotorreceptoras	   (conos	   y	   bastones)	   con	   las	   células	   que	   componen	   la	  

CNI,	  mediante	  los	  pedículos	  de	  los	  conos	  y	  las	  esférulas	  de	  los	  bastones	  con	  las	  

dendritas	  de	   las	  células	  comentadas	  anteriormente	  con	  sinapsis	   tipo	   ribbon	  o	  

cintilla.	  

7. Capa	   Nuclear	   Externa	   (CNE):	   contiene	   los	   cuerpos	   celulares	   de	   los	  

fotorreceptores,	  conos	  y	  bastones.	  

8. Membrana	   Limitante	   Externa	   (MLE):	   está	   compuesta	   por	   las	   uniones	  

adherentes	   o	   zonulas	   adherens	   entre	   los	   fotorreceptores	   y	   entre	   éstos	   y	   las	  

células	   de	  Müller,	   a	   nivel	   de	   los	   segmentos	   internos	   (SI).	   Esta	   banda	   tendría	  

como	   función	   la	   de	   actuar	   como	   una	   barrera	   ante	   moléculas	   de	   alto	   peso	  

molecular,	  como	  las	  proteínas	  (4).	  

9. Capa	  de	  los	  segmentos	  internos	  y	  externos	  de	  conos	  y	  bastones	  (SI/SE):	  como	  

su	   propio	   nombre	   indica,	   estaría	   compuesta	   por	   los	   segmentos	   internos	   y	  

externos	  de	  los	  conos	  y	  los	  bastones.	  

10. Epitelio	  Pigmentario	  Retiniano	  (EPR):	  compuesto	  por	  una	  monocapa	  de	  células	  

pigmentadas,	   de	   forma	   hexagonal,	   altamente	   polarizadas	   apico-‐basalmente,	  

productoras	  de	  melanina.	  Se	  encuentra	  estrechamente	  unido	  a	  la	  coroides	  por	  

su	  región	  basolateral,	  donde	  está	  en	  contacto	  con	  la	  membrana	  de	  Bruch	  (MB):	  

esta	  multicapa	  especializada	   	  permite	   la	   interacción	  a	   través	  de	   su	  matriz,	  de	  

las	  células	  del	  EPR	  con	  el	  flujo	  sanguíneo	  de	  los	  coriocapilares.	  Estas	  células	  no	  

solo	  contienen	  gránulos	  pigmentados	  (o	  melanosomas),	  sino	  ciertos	  orgánulos	  

responsables	  de	  la	  digestión	  de	  las	  membranas	  de	  los	  segmentos	  externos	  (SE)	  

de	  los	  fotorreceptores.	  Además,	  participa	  en	  el	  proceso	  de	  absorción	  de	  la	  luz,	  

transporte	   epitelial,	   homeostasis	   de	   los	   niveles	   iónicos	   y	   secreción	   y	  

modulación	  del	   sistema	   inmunitario,	  del	   ciclo	  de	   retinol	  además	  de	   formar	   la	  

barrera	   hematorretiniana	   externa	   por	   las	   uniones	   estrechas	   (tight	   junctions)	  

entre	  ellas.	  La	  barrera	  hematorretiniana	   interna	  está	   formada	  por	   las	  uniones	  

estrechas	   a	   nivel	   del	   endotelio	   capilar	   retiniano.	   Ambas	   son	   las	   encargadas,	  
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junto	   con	   la	   barrera	   hematoacuosa,	   de	  mantener	   el	   interior	   del	   globo	  ocular	  

aislado	  de	  sustancias,	  algunas	  de	  ellas	  nocivas,	  del	  torrente	  circulatorio	  (5).	  	  

	  

	  

Figura	  2.	  Representación	  esquemática	  de	  las	  diferentes	  capas	  de	  la	  retina	  y	  los	  tipos	  celulares	  que	  la	  componen.	  
Adaptado	  de	  (6).	  

El	  globo	  ocular	  es	  el	  órgano	  receptor	  de	  la	  luz	  reflejada	  por	  los	  objetos;	  esta	  luz,	  

tras	   atravesar	   la	   córnea	   y	   el	   cristalino,	   alcanza	   la	   parte	   posterior	   del	   globo	   ocular,	  

donde	   será	   reflejada	   por	   el	   EPR	   y	   encontrará	   la	   capa	   de	   los	   fotorreceptores	   de	   la	  

retina.	  Estas	  células	  poseen	  unos	   fotopigmentos	  que	  se	  activan	  por	   los	   fotones	  de	   la	  

luz	  y	  convierten	  ésta	  en	  una	  señal	  neural	  por	  el	  proceso	  de	  la	  fototransducción.	  Señal	  

que	  se	  transmite	  a	  través	  de	   las	  diferentes	  células	  retinianas	  hasta	  alcanzar	  el	  nervio	  

óptico.	   Desde	   aquí	   se	   envía	   la	   información	   hasta	   el	   córtex	   visual,	   a	   una	   región	  

específica	  del	  cerebro,	  las	  áreas	  17,	  18	  y	  19	  de	  Brodman,	  que	  rodean	  la	  cisura	  calcarina	  

en	   el	   lóbulo	   occipital,	   donde	   se	   procesa	   y	   “crea”	   una	   imagen	   detallada	   y	   con	  

profundidad	  de	  lo	  que	  estamos	  viendo.	  
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FOTORRECPTORES:	  CONOS	  Y	  BASTONES	  

Las	   retinas	   de	   los	   animales	   vertebrados	   contienen	   dos	   tipos	   distintos	   de	  

fotorreceptores:	  los	  conos	  y	  los	  bastones.	  Ambos	  pueden	  dividirse	  en	  6	  partes:	  

1. El	   segmento	   externo	   (SE,	  Outer	   Segment,	  OS):	   en	   esta	   región	   encontraremos	  

los	   pigmentos	   visuales	   responsables	   de	   la	   conversión	   de	   la	   luz	   en	   señales	  

neurales.	   Están	   formados	   por	   numerosos	   discos	   apilados	   unos	   sobre	   otros,	  

procedentes	  de	  invaginaciones	  creadas	  a	  partir	  de	  la	  membrana	  plasmática	  del	  

cilio	  (siguiente	  región	  de	  los	  fotorreceptores).	  En	  la	  membrana	  de	  estos	  discos	  

es	   donde	   se	   van	   a	   localizar	   los	   fotopigmentos.	   Para	   mantener	   una	   buena	  

función	  visual	  es	  necesario	  que	  la	  longitud	  del	  SE	  permanezca	  constante,	  por	  lo	  

que	   su	   proceso	   de	   renovación	   está	   altamente	   controlado	   y	   regulado:	   se	  

produce	  un	  incremento	  en	  el	  número	  de	  fagosomas	  de	  las	  células	  del	  EPR,	  los	  

cuales	  destruyen	  los	  discos,	  a	  la	  vez	  que	  se	  crean	  nuevos	  en	  la	  región	  del	  cilio	  

del	  fotorreceptor,	  previamente	  comentado	  (7).	  Existen	  ciertas	  diferencias	  entre	  

los	  SE	  de	  los	  bastones	  y	  los	  conos:	  debido	  a	  su	  forma	  cónica,	   la	  base	  de	  éstos	  

últimos	   es	   más	   ancha	   que	   la	   de	   los	   bastones	   y	   de	   una	   longitud	   más	   corta;	  

además,	   mientras	   que	   el	   SE	   de	   los	   bastones	   está	   compuesto	   de	   discos	  

membranosos	  aislados	  de	  la	  propia	  membrana	  plasmática	  de	  la	  que	  proceden,	  

los	  de	  los	  conos	  son	  contínuos	  con	  ésta.	  	  

2. Cilio	  conector:	  mencionado	  en	  el	  caso	  anterior,	  une	  los	  segmentos	  interno	  y	  SE	  

de	  los	  fotorreceptores.	  

3. El	   segmento	   interno	   (SI,	   Inner	   Segment,	   IS):	   altamente	   cargado	   de	  

mitocondrias,	   ribosomas	   y	   distintos	   orgánulos	   como	   ribosomas,	   aparato	   de	  

Golgi	   y	   retículo	   endoplásmico	   (RE).	   En	   esta	   sección	   se	   produce	   la	   energía	  

necesaria	  para	  que	  el	   fotorreceptor	  sea	  capaz	  de	  funcionar	  y	  se	  sintetizan	   los	  

pigmentos	   que	   posteriormente	   se	   anclarán	   a	   la	   membrana	   plasmática	   y	  

formarán	  parte	  de	  los	  discos	  membranosos	  del	  SE.	  

4. Fibra	  externa,	  que	  conecta	  el	  SI	  con	  el	  cuerpo	  celular.	  

5. El	  cuerpo	  celular	  del	  fotorreceptor,	  que	  contiene	  el	  núcleo	  del	  mismo.	  
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6. La	   fibra	   interna,	   un	   proceso	   axonal	   que	   finaliza	   en	   la	   terminación	   sináptica,	  

donde	   se	   encuentran	   las	   vesículas	   sinápticas	   que	   liberarán	   los	  

neurotransmisores	  a	  las	  células	  bipolares	  y	  horizontales	  durante	  la	  sinapsis	  (3).	  	  

	  

	  

Figura	  3.	  Imagen	  obtenida	  por	  inmunocitoquímica	  de	  los	  fotorreceptores,	  conos	  y	  bastones.	  	  
Reproducida	  con	  permiso	  del	  Prof.	  Nicolás	  Cuenca,	  Universidad	  de	  Alicante	  Los	  fotorreceptores	  fueron	  teñidos	  con	  α-‐

sinucleína	  (en	  rojo),	  rodopsina	  y	  arrestina	  de	  cono	  (en	  verde).	  

A	  pesar	  de	  todas	  estas	  similitudes,	  existen	  ciertos	  aspectos	  en	  los	  que	  difieren	  

ambos	  tipos	  celulares	  y	  que	  definen	  sus	  actividades	  específicas:	  

1. Horario	  de	   renovación	  de	   los	  discos:	   el	   proceso	  de	   renovación	  de	   los	   SE	  está	  

controlado	  por	   los	   ritmos	  circadianos,	   siendo	  el	  amanecer	   la	  hora	  de	  máxima	  

renovación	   de	   los	   SE	   de	   los	   bastones	   y	   el	   atardecer	   el	   momento	   de	   mayor	  

actividad	  de	  degradación/síntesis	  de	  los	  de	  los	  conos.	  

2. Conexión	  sináptica:	  los	  terminales	  sinápticos	  de	  los	  bastones	  se	  conocen	  como	  

esférulas,	   y	   liberan	   glutamato	   como	   neurotransmisor	   en	   las	   vesículas	  

sinápticas;	  estos	  procesos	  permiten	  2	  conexiones	  sinápticas,	  una	  central	  con	  las	  
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dendritas	  de	  células	  bipolares	  y	  otra	  lateral	  con	  las	  de	  las	  células	  horizontales;	  

por	   el	   contrario,	   las	   terminaciones	   de	   los	   conos	   se	   denominan	   pedículos,	  

aunque	   liberan	   glutamato	   al	   igual	   que	   los	   bastones.	   En	   estas	   terminaciones	  

dendríticas	  encontramos	  una	  estructura	  conocida	  como	  triada	  (8,	  9)	  en	  la	  que	  

podemos	   distinguir	   3	   tipos	   de	   conexiones	   sinápticas:	   dos	   procesos	   laterales	  

procedentes	  de	  células	  horizontales,	  y	  un	  proceso	  central	  que	  se	  corresponde	  

con	   una	   célula	   bipolar.	   También	   es	   posible	   encontrar	   conexiones	   tipo	  

hendidura	   en	   los	   laterales	   de	   los	   conos	   (telodendria),	   que	   permiten	   las	  

conexiones	  eléctricas	  entre	  bastones	  y	  conos	  adyacentes.	  

3. Existe	  un	  único	  tipo	  de	  pigmento	  visual	  en	  el	  caso	  de	  los	  bastones,	  la	  rodopsina,	  

sensible	  a	   la	   luz	  verde	  y	  azul,	  mientras	  que	  en	  el	   caso	  de	   los	   conos	  existen	  3	  

tipos	  de	   fotopigmentos,	   responsables	  de	   la	  consecuente	  existencia	  de	  3	   tipos	  

de	  conos:	  conos-‐S,	  o	  conos	  de	  luz	  de	  longitud	  de	  onda	  corta	  cuyo	  pigmento	  nos	  

permite	  la	  discriminación	  del	  color	  azul;	  conos-‐M,	  o	  conos	  de	  luz	  de	  longitud	  de	  

onda	  media,	   color	   verde,	   y	   finalmente	   conos-‐L	  o	   conos	  de	   luz	  de	   longitud	  de	  

onda	   larga,	   de	   color	   rojo.	   En	   las	   retinas	   de	   los	   primates,	   incluyendo	   por	  

supuesto	  las	  humanas,	  encontramos	  los	  3	  tipos	  de	  conos,	  lo	  que	  aporta	  un	  tipo	  

de	   visión	   denominada	   tricromática.	   En	   el	   caso	   de	   los	   roedores	   por	   ejemplo,	  

sólo	  encontramos	  los	  conos	  de	  los	  tipos	  S	  y	  M-‐L,	  teniendo,	  por	  lo	  tanto,	  visión	  

dicromática	  y	  siendo	  incapaces	  de	  reconocer	  el	  color	  rojo.	  

4. Los	   bastones	   son	   células	   muy	   sensibles	   a	   la	   luz,	   sin	   embargo	   se	   saturan	  

rápidamente	  y	  su	  respuesta	  es	  lenta.	  Nos	  permiten	  la	  visión	  en	  condiciones	  de	  

baja	   luminosidad,	   lo	   que	   se	   conoce	   como	   visión	   escotópica.	   Los	   conos	   son	  

células	   mucho	   menos	   sensibles	   a	   la	   luz	   pero	   su	   respuesta	   de	   adaptación	   es	  

mucho	  más	  rápida	  y	  son	  difícilmente	  saturables.	  Son	  responsables	  de	  la	  visión	  

fotópica,	  es	  decir,	  nos	  permiten	  la	  visión	  en	  color,	  en	  condiciones	  de	  luz,	  y	  nos	  

aporta	  una	   imagen	  definida	  y	  detallada	  de	   los	  objetos	   (10).	  Para	  obtener	  una	  

respuesta	  de	  grado	  similar,	  en	  el	  caso	  de	  los	  bastones	  necesitaríamos	  un	  único	  

fotón,	  mientras	  que	  en	  el	  caso	  de	  los	  conos	  se	  requerirían	  al	  menos	  100	  (11).	  
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5. También	   en	   la	   distribución	   de	   los	   fotorreceptores	   encontramos	   diferencias	  

claras:	  en	  la	  retina	  central	  de	  los	  primates,	  y	  particularmente	  de	  los	  humanos,	  

vamos	   a	   encontrar	   una	   mayor	   predominancia	   de	   los	   conos,	   existiendo	   una	  

región	   específica,	   la	   fóvea,	   donde	   sólo	   vamos	   a	   encontrar	   este	   tipo	   celular	   y	  

que	  va	  a	  ser	  la	  región	  asociada	  a	  nuestra	  mayor	  percepción	  del	  detalle,	  es	  decir,	  

los	  conos	  van	  a	  ser	  los	  responsables	  de	  nuestra	  agudeza	  visual	  (AV).	  Conforme	  

nos	   vamos	   alejando	   hacia	   la	   periferia,	   los	   bastones	   comienzan	   a	   aparecen,	  

disponiéndose	  entre	  los	  conos	  para	  acabar	  ocupando	  prácticamente	  la	  CNE	  de	  

la	   retina	   periférica.	   Esto	   ocurriría	   en	   la	   mayoría	   de	   los	   mamíferos,	   que	  

presentan	   una	   retina	   dominada	   por	   los	   bastones,	   aunque	   su	   configuración	  

macular	   difiere	   de	   unos	   a	   otros;	   estudios	   sugieren	   que	   en	   la	   retina	   humana	  

podríamos	   encontrar	   entre	   80	   y	   110	  millones	   de	   bastones	   y	   un	   total	   de	   4-‐5	  

millones	  de	  conos	  (3,	  12).	  	  

6. Finalmente,	  hablar	  de	   la	  cantidad	  de	  conexiones	  sinápticas	  e	   información	  que	  

son	  capaces	  de	   transmitir	  cada	  uno	  de	  ellos:	   los	  conos	  presentan	  varios	   tipos	  

de	   células	   bipolares	   de	   conos	   con	   las	   que	   contactar,	   las	   cuales	   además	  

responden	   de	  manera	   diferente	   a	   los	   estímulos	   lumínicos;	   en	   el	   caso	   de	   los	  

bastones	   sólo	   existe	   un	   único	   tipo.	   Otra	   diferencia	   la	   encontraríamos	   en	   la	  

conexión	  establecida	  con	  las	  CGR:	  en	  el	  caso	  de	  las	  bipolares	  de	  bastones,	  éstas	  

no	  contactan	  directamente	  con	  las	  células	  ganglionares,	  sino	  que	  es	  necesaria	  

una	  conexión	   intermedia	  con	  células	  amacrinas	  que	  transmita	   la	   información;	  

entre	  estas	   células	   amacrinas	  destacan	   las	   células	  AII	   y	  A17,	   aunque	   también	  

encontramos	   otras	   como	   las	   células	   amacrinas	   dopaminérgicas	   A18,	   de	   gran	  

relevancia.	  En	  el	  caso	  de	  los	  conos,	  por	  el	  contrario,	  se	  establece	  una	  conexión	  

directa	   entre	   las	   células	   bipolares	   de	   cono	   y	   las	   dendritas	   de	   las	   células	  

ganglionares	  (13).	  Todo	  esto	  podría	  traducirse	  en	  que	  el	  grado	  de	  convergencia	  

que	   encontramos	   en	   el	   circuito	   que	   une	   a	   los	   conos	   con	   las	   CGR	   es	   menos	  

convergente,	   sobre	   todo	  en	   la	  mácula,	   lo	   cual	  es	  necesario	  para	  obtener	  una	  

máxima	  AV	  en	  dicha	  área.	  El	  hecho	  de	  que	  el	  circuito	  de	  los	  bastones	  sea	  más	  

convergente	   lo	   convierte	   en	   un	  mejor	   detector	   de	   la	   luz,	   ya	   que	   la	   unión	   de	  

numerosas	  señales,	  de	  pequeña	  intensidad,	  procedentes	  de	  distintos	  bastones	  
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generará	   una	   respuesta	   mayor	   sobre	   una	   célula	   bipolar.	   Esta	   misma	  

convergencia	  es	  la	  responsable	  de	  la	  disminución	  en	  la	  resolución	  espacial,	  que	  

encontramos	  en	  el	  sistema	  de	  los	  bastones.	  

CÉLULAS	  GANGLIONARES	  

A	  pesar	  de	  que	  anteriormente	  se	  ha	  establecido	  que	  conos	  y	  bastones	  son	  los	  

únicos	  fotorreceptores	  de	  la	  retina,	  hacia	  el	  inicio	  del	  siglo	  XXI	  se	  descubrió	  un	  tercer	  

tipo,	  dentro	  del	  grupo	  de	  CGR,	  las	  células	  ganglionares	  retinianas	  fotosensibles.	  

	  

Figura	  4.	  Imagen	  representativa	  de	  células	  ganglionares	  intrínsecamente	  fotosensibles	  en	  retina	  humana.	  
Adaptado	  de	  (14).	  

	  Éstas	   utilizan	   un	   fotopigmento	   distinto	   a	   los	   anteriormente	  mencionados,	   la	  

melanopsina,	   descubierto	   por	   primera	   vez	   en	   los	  melanocitos	   de	  Xenopus	   laevis	   (de	  

ahí	  su	  nombre)	  (15).	  Esta	  proteína	  G	  transmembrana	  es	  mucho	  menos	  sensible	  a	  la	  luz,	  

da	  una	   respuesta	  más	   lenta	  y	  presenta	  una	   resolución	  espacial	  mucho	  más	  baja.	   Sin	  

embargo,	   a	   diferencia	   de	   los	   otros	   fotorreceptores,	   estas	   células	   son	   capaces	   de	  
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comunicarse	  directamente	  con	  los	  centros	  visuales	  cerebrales,	  aportando	  información	  

al	   cerebro	   sobre	   los	   niveles	   de	   luz	   ambientales	   (16)	   y	   llevan	   a	   cabo	   su	   propio	  

mecanismo	   de	   fototransducción,	   muy	   similar	   al	   observado	   al	   proceso	   dado	   en	  

invertebrados	  (17).	  Estas	  neuronas,	  bautizadas	  con	  el	  nombre	  de	  células	  ganglionares	  

retinianas	   intrínsicamente	   fotosensibles	   (ipCGRs)	   compondrían	  menos	   de	   un	   5%	   del	  

total	  de	  células	  ganglionares.	  Entre	  sus	  funciones	  encontraríamos	  el	  control	  del	  reflejo	  

pupilar	   en	   función	  de	   la	   luz,	   regulación	  neuroendocrina	   (producción	  de	  melatonina),	  

sincronización	   de	   los	   ritmos	   de	   sueño/vigilia	   (ritmos	   circadianos)	   (15,	   16,	   18,	   19).	  

También	   participan	   a	   través	   de	   su	   actuación	   sobre	   la	   zona	   sub-‐paraventricular	   en	  

procesos	  implicados	  en	  la	  termorregulación	  y	  regulación	  hormonal	  (20).	  

Existen	  también	  diversas	  subclases	  dentro	  de	  este	  grupo	  celular,	   las	  cuales	  se	  

diferenciarán	  en	   su	  morfología,	   fisiología	   y	  proyecciones;	  dependiendo	  de	   la	  especie	  

existirán	  más	  o	  menos	  subtipos,	  encontrando	  5	  tipos	  en	  los	  roedores	  (ver	  Figura	  5)	  y	  2	  

en	   primates	   y	   humanos	   (18,	   21).	   En	   el	   caso	   de	   los	   roedores,	   el	   subtipo	  M1	   sería	   la	  

responsable	   de	   la	   sincronización	   lumínica	   (photoentrainment)	   circadiana	   y	   el	   reflejo	  

pupilar	  y	  actuaría	   independientemente	  del	   resto	  mientras	  que	   la	  M4	  contribuye	  a	   la	  

sensibilidad	   al	   contraste	   (SC)	   y	   formaría	   clusters	   con	   el	   subtipo	   M2	   (17);	   el	   M5	  

participarían	   en	   mecanismos	   de	   la	   visión,	   concretamente	   en	   la	   visión	   del	   color,	  

postulándose	   candidatas	   a	   ser	   las	   responsables	   de	   la	   influencia	   del	   color	   en	   las	  

alteraciones	  en	   los	   ritmos	  circadianos;	  éste	  a	   su	  vez	   formaría	   clusters	   con	  el	   subtipo	  

celular	  M3	  (22).	  Las	  células	  M2-‐M5	  participarían	  en	  el	  análisis	  de	  la	  forma	  del	  estímulo	  

visual	   y	   todas	  menos	  M5	   responden	   al	  movimiento	   del	   estímulo,	   participando	   en	   la	  

determinación	  de	  la	  velocidad	  del	  mismo	  (23).	  	  

	  
Figura	   5.	   Reprresentación	   de	   la	   morfología	   de	   los	   5	   tipos	   de	   células	   ganglionares	   retinianas	   intrínsicamente	  
fotosensibles	  (ipCGR)	  encontrados	  en	  la	  retina	  de	  rata.	  	  
Adaptado	  de	  (24).	  
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SISTEMA	  INMUNITARIO	  DE	  LA	  RETINA	  

Como	  ya	  se	  ha	  comentado	  previamente,	  además	  de	  existir	  células	  neuronales	  

en	  la	  retina,	  podemos	  encontrar	  varios	  tipos	  de	  células	  no	  neuronales	  en	  varias	  de	  las	  

capas	   de	   la	  misma.	   Es	   necesario	  mencionar,	   debido	   a	   su	   importancia	   las	   células	   de	  

Müller,	   los	   astrocitos	   (componentes	   de	   la	   conocida	   macroglía)	   y	   las	   células	   de	   la	  

microglía.	  Ambos	  conjuntos	  conformarían	  la	  llamada	  neuroglia.	  La	  glía	  es	  un	  conjunto	  

de	  células	  pertenecientes	  al	  sistema	  inmunitario	  que	  residen	  tanto	  en	  la	  retina	  como	  a	  

nivel	   del	   nervio	   óptico,	   y	   que	   son	   responsables	   de	   dar	   una	   respuesta	   rápida	   ante	   la	  

presencia	   de	   cualquier	   tipo	   de	   daño,	   para	   salvaguardar	   el	   tejido	   nervioso,	   del	   cual,	  

como	  ya	  se	  ha	  mencionado	  previamente,	  la	  retina	  forma	  parte	  (25).	  

Las	  células	  de	  Müller	  son	  las	  principales	  	  y	  más	  grandes	  células	  neurogliales	  que	  

encontramos	  en	  la	  retina.	  Se	  extienden	  de	  forma	  que	  están	  en	  contacto,	  no	  sólo	  con	  

las	  células	  neuronales	  sino	  también	  con	  la	  capa	  de	  vasos	  sanguíneos	  retinianos.	  Entre	  

sus	   funciones	   debemos	   nombrar,	   la	   captación	   y	   reciclaje	   de	   neurotransmisores,	  

componentes	  del	  ácido	  retinoico	  y	  ciertos	   iones,	  el	  control	  del	  metabolismo	  y	  aporte	  

de	   nutrientes	   a	   la	   retina,	   producción	   de	   factores	   de	   crecimiento	   para	   el	  

mantenimiento	   retiniano	   y	   finalmente	   la	   regulación	   del	   flujo	   sanguíneo	   y	  

mantenimiento	  de	  la	  barrera	  hematorretiniana.	  Al	  establecer	  contacto	  con	  las	  células	  

neuronales,	   son	  partícipes	   activos	   en	   el	   proceso	  de	   la	   neurotransmisión,	   captando	   y	  

eliminando	  los	  neurotransmisores	  como	  ácido	  γ-‐aminobutírico	  (GABA)	  y	  glutamato,	  y	  

de	  esta	  forma,	  previniendo	  la	  neurotoxicidad	  que	  podrían	  crear	  altos	  niveles	  de	  estas	  

moléculas	   en	   la	   retina	   (26,	   27).	   Un	   aspecto	   a	   tener	   en	   cuenta	   al	   estudiar	   la	   salud	  

retiniana,	  es	  el	  hecho	  de	  que	  estas	  células	  contribuyen	  en	  la	  respuesta	  obtenida	  en	  los	  

electrorretinogramas	   (ERG)	   gracias	   a	   su	   participación	   en	   el	   control	   de	   los	   niveles	   de	  

iones	  de	  potasio	  (28).	  También	  presentan	  canales	  iónicos	  de	  sodio	  y	  calcio,	  además	  de	  

una	   amplia	   variedad	   de	   receptores	   de	   aminoácidos,	   catecolaminas,	   hormonas	   y	  

factores	   de	   crecimiento	   entre	   otros,	   gracias	   a	   los	   cuales	   modulan	   la	   respuesta	  

neuronal	  (29,	  30).	  

Los	   astrocitos	   son	   un	   tipo	   de	   célula	   glial	   que	   no	   procede	   del	   neuroepitelio	  

retiniano,	   sin	   embargo	   formará	   parte	   de	   la	   retina	   gracias	   a	   su	   entrada	   a	   través	   del	  
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nervio	  óptico	  en	  desarrollo.	  Debido	  a	  esto,	  en	  su	  distribución	  destaca	  claramente	  una	  

predominancia	  en	  la	  zona	  de	  la	  papila	  óptica	  y	  sus	  niveles	  van	  disminuyendo	  hacia	  la	  

retina	  central,	  desapareciendo	   finalmente	  en	   la	  ora	   serrata	   (28).	   Los	  procesos	  de	   los	  

astrocitos	   se	   disponen	   a	   lo	   largo	   de	   los	   axones	   de	   las	   CGR,	   recorriendo	   la	   CFNR.	  

Forman	  una	  especie	  de	   red	  de	  apoyo	  para	  dicha	   capa	  de	   fibras	  nerviosas	   y	   las	  CCG.	  

Contribuyen	  a	  nivel	  de	  la	  MLI	  y	  presentarían	  algunas	  de	  la	  funciones	  de	  las	  células	  de	  

Müller	  (3,	  31).	  Estas	  células	  también	  presentan	  un	  papel	  fundamental	  en	  el	  control	  de	  

la	   barrera	   hematorretiniana,	   ya	   que	   se	   ha	   demostrado	   que	   secretan	   una	   serie	   de	  

factores	   capaces	   de	   modular	   y	   mantener	   esta	   barrera,	   además	   de	   ser	   capaces	   de	  

controlar	   el	   flujo	   sanguíneo	   de	   los	   vasos	   sanguíneos	   en	   función	   de	   la	   actividad	  

neuronal	  (32).	  

Finalmente,	   las	   células	   de	   la	   microglía,	   consideradas	   piezas	   clave	   en	   los	  

procesos	   inflamatorios.	   En	   el	   sistema	   nervioso	   central	   (SNC),	   este	   tipo	   celular	   está	  

continuamente	  controlando	  el	  tejido,	  y	  es	  capaz	  de	  actuar	  rápidamente	  ante	  cualquier	  

daño,	  movilizándose,	   y	   sintetizando	   y	   liberando	  multitud	  de	   citoquinas,	   quimiocinas,	  

factores	  neurotróficos	  y	  neurotransmisores,	   los	   cuales	   les	  permitirán	   interactuar	   con	  

los	   distintos	   tipos	   celulares	   y	   desencadenar	   efectos	   protectores	   o	   citotóxicos	  

(dependiendo	   del	   daño	   y	   del	   tejido).	   Bajo	   condiciones	   fisiológicas,	   no	   sólo	   son	  

importantes	   elementos	   en	   el	   proceso	   de	   la	   inflamación,	   sino	   que	   participan	   en	   el	  

desarrollo	  de	  las	  conexiones	  sinápticas,	  neurogénesis	  	  y	  contribuyen	  a	  la	  homeostasis	  

del	   cerebro.	   Ante	   un	   daño	   tisular	   agudo,	   la	  microglía	   actúa	   como	   parte	   del	   sistema	  

inmune	   innato.	   A	   pesar	   de	   ser	   células	   importantes	   en	   los	   procesos	   inflamatorios,	  

también	   son	   capaces	   de	   detectar	   y	   responder	   antes	   daños	   neurológicos	   a	   través	   de	  

mecanismos	  no	  inflamatorios.	  Sin	  embargo,	  hay	  que	  tener	  en	  cuenta	  algo	  sumamente	  

importante	  en	  relación	  a	  estas	  células:	  una	  respuesta	  inflamatoria	  prolongada	  ante	  un	  

daño	   activará	   de	   forma	   crónica	   la	   microglía,	   desencadenando	   el	   proceso	   conocido	  

como	  gliosis	  crónica,	  es	  decir,	  produciéndose	  una	  excesiva	  proliferación	  e	  hipertrofia	  

de	   las	   células	   gliales	   que,	   no	   sólo	   dejarán	   de	   actuar	   de	   forma	   beneficiosa	   y	  

neuroprotectora,	  sino	  que	  ejercerán	  el	  efecto	  contrario,	  neurotóxico.	  A	  este	  respecto	  

existen	   multitud	   de	   estudios	   que	   demuestran	   el	   importante	   papel	   de	   estos	   tipos	  

celulares	   en	   enfermedades	   neuroinflamatorias	   y	   neurodegenerativas	   y	   en	   su	  
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progresión,	   incrementando	   la	   permeabilidad	   vascular,	   infiltración	   de	   componentes	  

tóxicos,	  en	  incluso	  estimulando	  la	  neovascularización	  (25,	  33-‐38).	  	  

 VISIÓN	  

Numerosas	  conexiones	  entre	   las	  neuronas	  retinianas	  y	  el	  resto	  de	  células	  que	  

componen	   la	   retina,	   son	   las	   responsables	   de	   la	   imagen	   final	   que	   se	   forma	   de	   los	  

objetos	  que	  observamos.	  A	   grandes	   rasgos,	   la	   luz	   reflejada	  por	   los	  objetos	   atraviesa	  

todas	   las	   capas	  de	   la	   retina,	   se	   refleja	  en	  el	   EPR	  e	   inicia	  el	   ciclo	   visual	   a	  nivel	  de	   los	  

fotorreceptores.	   Una	   vez	   la	   luz	   alcanza	   los	   fotopigmentos	   dispuestos	   en	   sus	   SE,	   se	  

inicia	   una	   cascada	   de	   reacciones	   que	   permiten	   la	   transducción	   y	   la	   transmisión	   de	  

información	  desde	   los	  conos	  y	   los	  bastones	  hacia	   las	  células	  bipolares	  y	  amacrinas,	  y	  

desde	   éstas,	   hasta	   las	   células	   ganglionares,	   cuyos	   axones	   finalmente	   la	   enviarán,	   a	  

través	   del	   nervio	   óptico,	   hasta	   el	   córtex	   visual	   (3).	   Dentro	   de	   todo	   este	   proceso,	   es	  

indispensable	   la	   reacción	   de	   la	   fototransducción.	   Ésta	   es	   la	   responsable	   de	   la	  

conversión	  de	  los	  fotones	  de	  luz	  que	  llegan	  a	  los	  fotorreceptores,	  a	  señales	  eléctricas,	  y	  

en	   este	   paso	   es	   indispensable	   la	   actuación	   de	   los	   pigmentos	   visuales	   mencionados	  

previamente:	   la	   rodopsina	   en	   los	   bastones	   y	   las	   distintas	   opsinas	   en	   los	   conos.	  

Presentan	  ciertas	  diferencias	  en	  sus	  cadenas	  de	  aminoácidos,	  sin	  embargo,	  todos	  ellos	  

comparten	  la	  presencia	  en	  su	  estructura	  del	  11-‐cis-‐retinal,	  un	  cromóforo	  derivado	  de	  

la	  vitamina	  A	  y	  cuyo	  cambio	  estructural	  tras	   la	  captación	  de	  un	  fotón	  de	   luz,	   inicia	   la	  

fototransducción.	  Modificaciones	   en	   la	   secuencia	   de	   aminoácidos	  de	   estas	   proteínas	  

son	   las	   causantes	   de	  modificaciones	   estructurales	   de	   las	  mismas,	   las	   cuales	   impiden	  

una	   correcta	  actuación	  y	  producen	   la	  degeneración	  de	   los	   fotorreceptores	   causando	  

enfermedades	   neurodegenerativas	   como	   por	   ejemplo	   la	   Retinosis	   Pigmentaria	   (RP)	  

(39-‐41).	  

Como	   ya	   se	   ha	   descrito	   previamente,	   las	   células	   ganglionares	   son	   las	  

responsables	  de	  enviar	  la	  información	  recibida	  y	  transmitida	  a	  lo	  largo	  de	  toda	  la	  retina	  

a	   través	   de	   sus	   axones	   hasta	   el	   cerebro.	   Estas	   células	   se	   dividen	   en	   unos	   20	  

subcategorías,	   las	   cuales	   se	   diferencian	   en	   sus	   diferentes	   estructuras	   dendríticas	   y	  

conexiones	  sinápticas	   (42,	  43).	  Al	  establecer	  sinapsis	  con	  distintas	  células	  bipolares	  y	  

amacrinas,	   y	   a	   distintos	   niveles	   dentro	   de	   la	   organización	   de	   capas	   retiniana,	   la	  
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información	  que	  reciben	  también	  será	  diferente:	  color	  y	  tamaño	  del	  objeto,	  así	  como	  

velocidad	  y	  dirección	  del	  movimiento	  (44).	  

Al	   igual	   que	   son	   los	   conos	   los	   principales	   responsables	   de	   nuestra	   capacidad	  

para	  discernir	  los	  detalles	  de	  los	  objetos,	  es	  decir,	  de	  nuestra	  AV,	  en	  el	  caso	  de	  la	  SC,	  lo	  

son	  las	  células	  ganglionares	  (45,	  46).	  El	  contraste	  es	  la	  diferencia	  de	  brillo	  que	  existe	  en	  

un	  patrón,	  entre	  las	  fases	  blancas	  y	  negras.	  La	  menor	  diferencia	  detectada	  posible	  se	  

conoce	  como	  el	  umbral	  y	  se	  determina	  a	  una	  frecuencia	  espacial	  concreta.	  	  La	  relación	  

de	  la	  SC	  con	  su	  frecuencia	  espacial	  se	  denomina	  función	  de	  la	  sensibilidad	  al	  contraste	  

(FSC,	   spatial	   contrast	   sensitivity	   function,	   CSF)	   (47).	   Este	   parámetro	   nos	   sirve	   para	  

evaluar	  de	   forma	  más	  completa	   la	  calidad	  del	  sistema	  visual,	  y	  nos	  aporta	  una	  curva	  

que	   determinará	   o	   no	   una	   estimulación	   de	   la	   frecuencia	   espacial	   de	   las	   células	  

ganglionares	  óptima.	  	  

A	   la	   hora	   de	   analizar	   estos	   dos	   parámetros	   se	   utilizan	   diferentes	   técnicas,	   ya	  

estemos	  hablando	  de	  clínica	  humana	  o	  investigación	  con	  modelos	  animales:	  

En	  el	  primer	  caso	  estaríamos	  refiriéndonos	  a	  unos	  test	  específicos,	  utilizados	  en	  

las	   consultas	   de	   Oftalmología,	   como	   los	   que	   se	   muestran	   en	   la	   Figura	   6.	   En	   estos	  

exámenes,	  se	  observan	  unas	   letras	   las	  cuales	   irán	  variando	  en	  cuanto	  al	   tamaño	  o	  el	  

contraste,	  en	  función	  del	  parámetro	  analizado.	  
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Figura	  6.	  Distintos	  test	  de	  visión	  para	  evaluar	  la	  sensibilidad	  al	  contraste	  (A)	  y	  la	  agudeza	  visual	  (B)	  Cartas	  ETDRS	  
(Early	  Treatment	  of	  Diabetic	  Retinopathy	  Study)	  de	  contraste	  100%	  (izquierda),	  de	  2,5%	  (centro)	  y	  de	  1,25%	  

(derecha).	  
Adaptado	  de	  (48).	  

	  

En	   el	   segundo	   caso,	   actualmente	   existe	   un	   método	   no	   invasivo	   que	   nos	   aporta	  

información	  de	   la	  degeneración	  experimentada	  por	  el	  animal	  (roedor)	  en	   los	  conos	  y	  

los	  bastones,	  conocido	  como	  Optomotor	  (OptoMotry®;	  CerebralMechanics,	  Lethbride,	  

Alberta,	   Canada	   (48).	   Además,	   no	   es	   necesario	   el	   sacrificio	   del	   animal	   tras	   dicho	  

estudio,	  por	  lo	  que	  permite	  el	  análisis	  de	  un	  mismo	  animal	  a	  lo	  largo	  del	  tiempo	  (49).	  

 FUNCIONES	  NO	  VISUALES	  DE	  LA	  RETINA	  

A	  pesar	  de	  que	  la	  retina	  se	  relaciona	  principalmente	  con	  el	  sentido	  de	  la	  vista,	  

también	   presenta	   otras	   muchas	   funciones	   no	   visuales	   imprescindibles	   para	   la	   vida,	  

algunas	  de	  las	  cuales	  ya	  se	  han	  introducido	  previamente.	  Entre	  ellas	  ha	  de	  destacar	  el	  

control	  de	  los	  ritmos	  circadianos.	  

La	  luz	  es	  detectada	  por	  3	  tipos	  distintos	  de	  neuronas	  presentes	  en	  la	  retina:	  los	  

conos	  y	  bastones,	  de	  los	  cuales	  se	  ha	  hablado	  previamente,	  y	  las	  ipCGRs.	  Éstas	  últimas	  

A
)

B
)
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están	  implicadas	  en	  procesos	  no	  visuales	  como	  la	  regulación	  de	  los	  ritmos	  circadianos,	  

la	  respuesta	  pupilar	  a	  la	  luz,	  desarrollo	  de	  la	  vasculatura	  retiniana,	  etc.	  (50).	  Por	  ritmos	  

circadianos	  entendemos	  un	   conjunto	  de	  oscilaciones	  de	  aproximadamente	  24	  horas,	  

producidas	  a	  nivel	  endógeno,	  pero	  sincronizadas	  con	  cambios	  medioambientales	  como	  

por	   ejemplo	   los	   ciclos	   de	   día/noche	   o	   las	   estaciones,	   derivados	   del	   movimiento	   de	  

rotación	  y	  traslación	  de	  la	  Tierra.	  Factores	  como	  la	  temperatura	  corporal,	  los	  niveles	  de	  

hormonas	  y	  el	  ritmo	  de	  sueño	  y	  vigilia	  entre	  otros,	  presentan	  ritmos	  circadianos,	  de	  ahí	  

la	  importancia	  biológica	  que	  presenta	  el	  correcto	  control	  de	  este	  sistema.	  El	  principal	  

centro	   regulador	   de	   los	   ritmos	   circadianos	   en	   los	   vertebrados	   se	   encuentra	   en	   el	  

cerebro,	  concretamente	  en	  el	  núcleo	  supraquiasmático	  (NSQ),	  a	  nivel	  del	  hipotálamo:	  

la	   luz	  alcanza	   la	  retina	  y	  se	  transmite	  a	  través	  del	  tracto	  retino-‐hipotalámico	  hasta	  el	  

NSQ,	   donde	   se	   establecerán	   las	   señales	   que	   correspondan:	   como	   ejemplo,	   la	   luz	  

durante	  el	  día	  suprime	  la	  síntesis	  y	  liberación	  de	  melatonina	  pineal	  (51).	  Sin	  embargo,	  

no	   es	   el	   único	   “reloj”	   regulador	   del	   sistema	   circadiano,	   si	   no	   que	   existen	  múltiples	  

reguladores	  circadianos	  en	  distintos	  tejidos	  periféricos	  que	  conjuntamente	  trabajarán	  

para	  lograr	  un	  correcto	  control	  de	  los	  ritmos	  (52).	  Numerosos	  estudios	  apoyan	  la	  idea	  

de	  la	  existencia	  de	  un	  reloj	  circadiano	  a	  nivel	  de	  la	  retina:	  ciertos	  parámetros	  como	  los	  

niveles	  de	  neurotransmisores	  como	  el	  GABA	  o	  la	  dopamina	  o	  de	  pigmentos	  visuales	  o	  

procesos	   como	   la	   fagocitosis	   de	   los	   SE	   de	   los	   fotorreceptores	   van	   a	   presentar	  

variaciones	  en	  función	  del	  momento	  del	  día	  en	  el	  que	  se	  analicen	  (53,	  54).	  

El	  centro	  de	  control	  de	  los	  ritmos	  de	  sueño	  y	  vigilia	  se	  sitúa	  en	  el	  cerebro,	  como	  

hemos	  comentado	  a	  nivel	  del	  NSQ	  del	  hipotálamo,	  que	  está	  en	  contacto	  directo	  con	  el	  

quiasma	   óptico,	   relacionándose	   de	   esta	   forma	   con	   el	   exterior.	   Este	   reloj	   circadiano	  

presenta	  una	  oscilación	  endógena	  de	  aproximadamente	  24	  horas	  y	  a	  su	  vez	  ha	  de	  estar	  

sincronizado	  con	  el	  ciclo	  de	  24	  horas	  exógeno,	  a	  fin	  de	  permitir	  las	  actividades	  durante	  

el	  periodo	  luminoso.	  Además	  existen	  ciertos	  parámetros	  corporales	  regulados	  por	  este	  

“reloj	  biólogico”	  como	  serían	  la	  utilización	  óptima	  de	  nuestras	  habilidades	  cognitivas,	  

el	  estado	  de	  vigilancia	  y	  el	  control	  de	  la	  temperatura	  corporal,	  más	  típicos	  del	  día,	  y	  la	  

secreción	  de	   la	  hormona	  melatonina,	  control	  del	   sueño	  y	   la	  consolidación	  mnésica	  o	  

consolidación	  de	  la	  memoria	  y	  los	  recuerdos	  (hecho	  indispensable	  en	  los	  procesos	  de	  

aprendizaje),	   más	   típicos	   de	   noche	   (55,	   56).	   Una	   buena	   sincronización	   del	   ritmo	  
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circadiano	  es	   importante	  debido	   a	   que	   también	  estaría	   relacionado	  en	  el	   control	   de	  

proceso	  de	  apoptosis,	  división	   celular	   y	   reparación	  del	  ADN,	  además	  de	  en	  procesos	  

inmunológicos	  (55,	  57,	  58).	  

El	   reloj	   circadiano	   deriva	   de	   los	   llamados	   “genes	   reloj”,	   los	   cuales	   permiten	  

mantener	  en	  todos	  los	  órganos	  y	  tejidos	  periféricos	  la	  sincronía	  circadiana,	  ya	  que	  se	  

expresan	   en	   la	   mayoría	   de	   las	   células;	   a	   pesar	   de	   éstos,	   es	   necesaria	   la	   correcta	  

actuación	  de	  una	  compleja	  red	  de	  conexiones	  que	  regularán	  a	  su	  vez	   la	  secreción	  de	  

hormonas	  y	  procesos	  metabólicos	  (58).	  

En	  esta	  ritmicidad	  circadiana	  es	  necesario	  destacar	  	  los	  genes	  Per	  1	  y	  2,	  Cry	  1	  y	  

2,	  Bmal1	   y	  Clock	   (57).	   Se	   ha	   estudiado	   la	   expresión	   de	   estos	   activadores/represores	  

transcripcionales	  en	  todas	  las	  células	  de	  la	  retina	  y	  hay	  que	  destacar	  el	  hecho	  de	  que	  

se	  presenten	  en	  mayor	  o	  menor	  medida	  en	  todas	   las	  células,	  mostrando	  oscilaciones	  

en	  función	  del	  momento	  del	  día	  (53,	  59-‐62),	  y	  demostrando	  que	  la	  retina	  presenta	  un	  

ritmo	  circadiano	  independiente	  del	  establecido	  por	  el	  NSQ	  que	  le	  permite	  adaptarse	  a	  

las	   diferentes	   condiciones	   lumínicas	   del	   ambiente	   (59,	   63,	   64).	   Además,	   esto	   apoya	  

estudios	   en	   los	   que	   se	   demuestra	   que	  pacientes	   que	  padecen	   ciertas	   enfermedades	  

degenerativas	   de	   la	   retina	   pero	   en	   los	   que	   se	   mantiene	   la	   percepción	   de	   la	   luz,	  

mantienen	  la	  ritmicidad	  de	  sus	  ritmos	  biológicos	  mucho	  mejor	  que	  aquellas	  personas	  

que	  son	  incapaces	  de	  percibirla	  después	  de	  la	  evolución	  de	  la	  enfermedad	  (20,	  65).	  	  

Cuando	   hablamos	   de	   ritmos	   biológicos	   y	   control	   de	   los	   estados	   de	   sueño	   y	  

vigilia,	   hay	   que	   mencionar	   una	   hormona	   secretada	   principalmente	   por	   la	   glándula	  

pineal	  y	  de	  gran	  relevancia	  para	  el	  correcto	  control	  de	  estos	  procesos:	  melatonina.	  

Se	  han	  observado	  alteraciones	  en	  los	  patrones	  de	  sueño	  en	  personas	  de	  edad	  

avanzada	  y	  en	  pacientes	  que	  sufren	  patologías	  neurodegenerativas	  como	  el	  Alzheimer,	  

Parkinson,	  Huntington…	  (66,	  67).	  Con	  la	  edad	  se	  produce	  un	  descenso	  en	  la	  síntesis	  de	  

melatonina;	  esta	  hormona,	  junto	  a	  la	  dopamina	  son	  los	  principales	  neurotransmisores	  

que	   participan	   en	   la	   regulación	   del	   ciclo	   del	   día	   y	   la	   noche,	   de	   ahí	   que	   la	  

desorganización	   retiniana	   que	   se	   produce	   en	   ciertas	   patologías	   neurodegenerativas	  

como	  la	  RP	  o	  en	  la	  Degeneración	  Macular	  Asociada	  a	  la	  Edad	  (DMAE)	  avanzada	  pueda	  

afectar	  a	   la	   regulación	  de	   las	   fases	  del	   sistema	  circadiano	  en	   respuesta	  a	   la	   luz	   (51).	  
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Pacientes	  que	  sufren	  la	  enfermedad	  RP,	  en	  estadíos	  terminales	  de	  la	  misma,	  presentan	  

una	  mala	  calidad	  del	  sueño	  y	  disminución	  de	  parámetros	  como	  la	  latencia,	  la	  duración	  

y	  la	  eficiencia	  del	  sueño	  (68).	  Algo	  parecido	  sucede	  en	  los	  casos	  de	  aquellas	  personas	  

que	   trabajan	   a	   turnos,	   donde	   se	   observa	   un	   patrón	   alterado	   en	   la	   producción	   de	  

melatonina	  y,	  de	  igual	  forma,	  se	  da	  una	  alteración	  de	  los	  ritmos	  circadianos,	  debido	  a	  

la	   existencia	   de	   una	   desincronización	   entre	   los	   ritmos	   de	   producción	   del	   cortisol	   y	  

melatonina	  y	  los	  pico	  de	  máxima	  y	  mínima	  temperatura	  corporal.	  Existen	  un	  sinfín	  de	  

estudios	   que	   demuestran	   la	   importancia	   de	   un	   correcto	   patrón	   del	   sueño	   cuando	  

hablamos	   de	   la	   salud:	   personas	   que	   trabajan	   por	   la	   noche	   o	   a	   turnos	   presentan	   un	  

mayor	   riesgo	   de	   desarrollar	   complicaciones	   médicas	   crónicas,	   enfermedades	  

cardiovasculares,	   obesidad,	   irregularidades	   hormonales,	   cáncer,	   problemas	  

gastrointestinales…	  (69).	  

	  

 RETINOSIS	  PIGMENTARIA	  

La	  retina	  humana	  es	  una	  compleja	  estructura	  cuya	  correcta	  función	  depende	  de	  

una	   correcta	   organización	   de	   neuronas,	   células	   gliales	   y	   vasos	   sanguíneos.	   Cuando	  

alguno	  de	  estos	  componentes	  falla,	  toda	  la	  retina	  se	  ve	  comprometida,	  afectando	  a	  la	  

calidad	  de	  nuestra	  visión	  y	  demás	  funciones	  no	  visuales.	  	  

Existen	   numerosas	   causas	   por	   las	   que	   la	   retina	   se	   puede	   ver	   dañada:	  

enfermedades	   neurodegenerativas	   hereditarias,	   asociadas	   al	   envejecimiento,	   por	  

procesos	   inflamatorios	   o	   infecciosos	   o	   asociadas	   a	   otras	   enfermedades	   sistémicas,	  

desprendimiento	   de	   retina	   regmatógeno	   posterior	   a	   un	   desprendimiento	   de	   vítreo	  

posterior	   u	   otros	   daños/traumas	   producidos	   por	   algún	   agente	   externo	   que	   pueden	  

desembocar	  también	  en	  lesiones	  retinianas	  entre	  otros.	  

Dentro	  de	  grupo	  de	  Distrofias	  Hereditarias	  de	   la	  Retina	   (DHR)	  destaca,	  por	  su	  

alta	   prevalencia,	   la	   RP.	   Se	   otorga	   el	   término	   RP	   a	   un	   conjunto	   de	   enfermedades	  

degenerativas	   de	   la	   retina,	   hereditarias,	   que	   afectan	   preferentemente	   a	   las	   células	  

fotorreceptoras,	  bastones	  y	  secundariamente	  conos,	  causando	  una	  desorganización	  de	  
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la	   retina,	   soliendo	   llegar,	   con	   el	   avance	   de	   la	   enfermedad,	   en	   estadíos	   avanzados	   a	  

alcanzar	  la	  ceguera	  legal.	  En	  España	  a	  efectos	  normativos,	  para	  ser	  afiliado	  a	  la	  O.N.C.E	  

(Organización	  Nacional	  de	  Ciegos	  Españoles)	  se	  considera	  ceguera	  legal	  cuando	  la	  AV	  

del	  mejor	  ojo	  es	  inferior	  a	  1/10	  y/o	  el	  paciente	  presenta	  un	  campo	  visual	  (CV)	  reducido	  

en	  su	  periferia	  a	  los	  10°	  centrales	  o	  inferior	  (70).	  La	  DHR	  con	  pérdida	  predominante	  de	  

conos	  y	  por	  tanto	  de	  la	  visión	  central,	  es	  la	  Enfermedad	  de	  Stardgart	  (71).	  

 PREVALENCIA	  E	  INCIDENCIA	  

La	  RP	  es	  la	  primera	  causa	  de	  ceguera	  hereditaria	  (72),	  que	  afecta	  actualmente	  a	  

1	  de	  cada	  3.500	  personas	  en	  el	  mundo	  desarrollado,	  aunque	  su	  prevalencia	  varía	  en	  

función	  del	  país	  o	  de	  la	  etnia	  de	  la	  que	  hablemos	  (73-‐78).	  

Su	  baja	  incidencia	  hace	  que	  se	  englobe	  en	  las	  conocidas	  como	  “enfermedades	  

raras”,	   aunque	   la	   padecen	   aproximadamente	   1,6	   millones	   de	   personas	   en	   todo	   el	  

mundo,	  y	   representa	  una	  de	   las	  principales	  causas	  de	  afectación	  visual	  y	   ceguera	  en	  

personas	  menores	  de	  60	  años.	  

 HISTORIA	  

La	   primera	   descripción	   realizada	   de	   esta	   enfermedad,	   la	   realizó	   Rüdiger	   F.	  

Ovelgün	   en	   1744	   en	   el	   que	   hablaba	   de	   una	   familia	   cuyos	  miembros	   sufrían	   ceguera	  

nocturna;	  sin	  embargo,	  se	  le	  atribuye	  a	  Franz	  Cornelius	  Donders	  en	  1855	  y	  1857,	  que	  

fue	  realmente	  quien	  introdujo	  por	  primera	  vez	  el	  término	  “Retinosis	  Pigmentaria”	  para	  

describir	   esta	  enfermedad,	  utilizando	  un	  oftalmoscopio.	   También	   se	  han	  encontrado	  	  

descripciones	  de	  síntomas	  parecidos	  en	  el	  análisis	  de	  casos	  realizados	  por	  Schon	  y	  Von	  

Ammon	  en	  1938	  y	  las	  de	  Van	  Trigt	  en	  1853	  y	  Ruete	  en	  1854	  (79-‐81).	  

El	  primer	  artículo	  encontrado	  en	  “PubMed”	  data	  del	  año	  1878,	  en	  el	  cual	  David	  

Webster	  (82)	  analiza	  varios	  casos	  de	  pacientes	  que	  sufren	  de	  RP	  y	  trata	  de	  establecer	  

las	   causas	   de	   la	  misma:	   se	   postulaba	   la	   implicación	   de	   la	   consanguinidad	   y	   la	   sífilis	  

como	   algunas	   de	   las	   principales	   causas	   de	   la	   enfermedad.	   También	   se	   observaban	  

familias	  en	  las	  que	  la	  enfermedad	  se	  remontaba	  a	  aproximadamente	  200	  años	  antes	  y	  

que	   afectaba	   a	   prácticamente	   la	   mitad	   de	   la	   descendencia.	   Por	   los	   conocimientos	  
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actuales	   se	   puede	   comprender	   que	   el	   factor	   genético	   es	   sumamente	   importante	   en	  

todas	   las	   modalidades	   de	   herencia	   de	   la	   RP.	   El	   hecho	   de	   poseer	   padres	   con	  

parentescos	  familiares	  incrementa	  la	  probabilidad	  de	  heredar	  el	  gen	  por	  parte	  del	  hijo:	  

por	  esto	  había	  médicos	  que	  otorgaban	  a	  la	  consanguinidad	  un	  papel	  tan	  importante,	  y	  

otros	  en	  cambio	  no	  veían	  relación	  alguna	  en	  los	  casos	  que	  estudiaban.	  La	  sífilis	  es	  una	  

enfermedad	  de	  transmisión	  sexual	  causada	  por	   la	  espiroqueta	  Treponema	  pallidum	  y	  

que,	  en	  el	  caso	  de	  no	  ser	  tratada,	  acaba	  afectando	  al	  SNC	  y	  al	  sistema	  vascular.	  A	  nivel	  

ocular	   causa	   daños	   en	   capa	   vascular	   (coroides),	   cristalino,	   iris,	   retina,	   conjuntiva,	  

esclera,	   córnea,	   nervio	   óptico,	   nervios	   craneales	   que	   participan	   en	   los	  movimientos	  

extraoculares,	  y	  mecanismos	  retinomotores.	  Una	  de	  las	  afectaciones	  más	  comunes	  es	  

la	  coriorretinitis,	  que	  presenta	  algunos	  rasgos	  comunes	  con	  la	  RP	  como	  son	  la	  ceguera	  

nocturna	   y	   cierta	   pigmentación	   en	   el	   fondo	   de	   ojo,	   con	   lo	   cual	   es	   de	   obligado	  

diagnóstico	   diferencial,	   sobre	   todo	   en	   formas	   de	   afectación	   unilateral	   (83).	   Estas	  

complicaciones	  de	   la	   sífilis	  podrían	  haberse	  visto	   confundidas	  en	  el	   siglo	  XIX	   con	  RP,	  

dando	  pie	  a	  pensar	  en	  que	  la	  aparición	  de	  la	  degeneración	  retiniana	  fuese	  secundaria	  a	  

la	   otra	   patología,	   cuando	   en	   realidad	   no	   es	   así	   (tampoco	   los	   autores	   se	   ponían	   de	  

acuerdo	   ya	   que	   existían	   casos	   donde	   se	   encontraba	   relación	   entre	   ambas	  

enfermedades	  y	  otros	  no).	  	  

 SINTOMATOLOGÍA	  

A	   pesar	   de	   estas	   discrepancias	   en	   torno	   a	   la	   enfermedad	   en	   el	   pasado,	   las	  

cuales	   se	  han	   ido	  aclarando	  gracias	   al	   avance	  de	   la	  Ciencia,	   existen	   ciertos	   síntomas	  

claros:	  

• Ceguera	  nocturna	  o	   nictalopía:	   se	   produce	  por	   la	   afectación	  de	   los	   bastones,	  

apareciendo	  dificultad	  de	  visión	  en	  condiciones	  de	  baja	  luminosidad.	  Debido	  a	  

la	  heterogeneidad	  en	  las	  mutaciones	  e	  interindividual,	  puede	  aparecer	  tanto	  en	  

la	  infancia	  como	  en	  la	  adolescencia.	  Además	  su	  detección	  actualmente	  tiende	  a	  

volverse	   cada	   vez	  más	   complicada,	   debido	   al	   exceso	   de	   iluminación	   artificial	  

con	  las	  que	  convivimos.	  
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• Visión	   en	   túnel:	   la	   degeneración	   de	   los	   bastones,	   que	   se	   disponen	  

mayoritariamente	  en	  la	  periferia	  de	  la	  retina,	  va	  a	  dar	  lugar	  a	  una	  pérdida	  del	  

CV	  periférico.	  Estas	  alteraciones	  campimétricas	  comienzan	  entre	  los	  30°	  y	  50°,	  

donde	   encontramos	   la	   mayor	   densidad	   de	   bastones.	   A	   partir	   de	   aquí,	   la	  

degeneración	   irá	   progresando	   y,	   en	   casos	   evolucionados,	   el	   paciente	  

mantendrá	   exclusivamente	   la	   región	   central:	   la	   correspondiente	   a	   la	  mácula,	  

donde	  sólo	  encontraremos	  conos.	  

• Modificaciones	   tanto	   en	   la	   AV	   como	   en	   la	   SC	   (84,	   85),	   al	   igual	   que	   en	   las	  

amplitudes	  de	  las	  ondas	  a	  y	  b	  de	  los	  ERG.	  La	  onda	  a	  está	  originada	  en	  la	  capa	  de	  

los	  fotorreceptores,	  mientras	  que	  la	  onda	  b	  se	  origina	  en	  la	  capa	  de	  las	  células	  

bipolares	   y	   de	  Müller	   (86).	   Las	   variaciones	   serán	   de	  mayor	   o	  menor	   grado	   y	  

aparecerán	  antes	  o	  después	  en	  función	  del	  tipo	  de	  mutación	  que	  se	  presencie:	  

de	   herencia	   dominante	   (adRP),	   recesiva	   (arRP)	   o	   ligada	   a	   X	   (XlRP).	   Estas	  

alteraciones	   electrofisiológicas	   se	   observan	   antes	   que	   los	   síntomas	   y,	  

dependiendo	   del	   estadío	   en	   el	   que	   se	   encuentre	   el	   paciente,	   se	   apreciaran	  

cambios	   en	   la	   amplitud	   y	   latencia	   de	   la	   respuesta	   dada	   por	   los	   bastones	   (en	  

fases	  tempranas)	  como	  también	  de	   la	  de	   los	  conos	   (fases	  más	  avanzadas).	  En	  

estadios	  terminales	  ambas	  respuestas	  serán	  nulas.	  

• En	   las	   exploraciones	   realizadas	   en	   el	   fondo	   de	   ojo,	   se	   observan	   acúmulos	   de	  

pigmento,	  generalmente	  de	  morfología	  similar	  a	  espículas	  óseas,	  a	  nivel	  de	   la	  

periferia	   o	   media	   periferia,	   los	   cuales	   son	   responsables	   del	   nombre	   de	   esta	  

enfermedad.	   Aunque	   en	   esta	   enfermedad	   generalmente	   las	   primeras	   células	  

en	   verse	   afectadas	   son	   los	   fotorreceptores,	   con	   el	   progresivo	   avance	   de	   la	  

misma	  se	  van	  a	  ver	  alteradas	  el	  resto	  de	  células	  que	  conforman	  la	  retina,	  entre	  

ellas	  las	  células	  del	  EPR.	  Ante	  la	  pérdida	  de	  los	  fotorreceptores,	  se	  produce	  una	  

migración	  por	  parte	  de	  estas	  células	  hacia	   la	  retina	  neural	  donde	  se	  disponen	  

alrededor	  de	  los	  vasos	  sanguíneos	  y	  cerca	  de	  la	  MLI	  (87).	  Además	  estas	  células,	  

a	  pesar	  de	  que	  comparten	  ciertas	  características	  con	  aquellas	  que	  permanecen	  

a	  nivel	  del	  EPR	  (microvellosidades	  a	  nivel	  apical,	  uniones	  intercelulares	  y	  lámina	  

basal),	  no	  presentan	  gránulos	  de	  lipofuscina	  y	  carecen	  de	  invaginaciones	  en	  el	  

plasmalema	   formando	   en	   su	   lugar,	   procesos	   basales	   con	   forma	   de	   dedo	  
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orientados	   hacia	   la	   matriz	   extracelular.	   Además	   son	   inmunonegativas	   a	   la	  

proteína	   de	   unión	   al	   retinaldehido	   (CRALBP),	   molécula	   importante	   en	   las	  

células	  del	  EPR	  y	  que	  participa	  en	  el	  ciclo	  visual	  (88).	  	  

• También	   se	   va	   a	   observar	   la	   cabeza	   del	   nervio	   óptico	   de	   un	   color	   pálido	  

amarillento,	   y	   una	   esclerosis	   de	   los	   vasos	   sanguíneos	   arteriolares	   debido	   al	  

acúmulo	   de	   matriz	   extracelular	   entre	   el	   endotelio	   vascular	   y	   las	   células	  

pigmentadas	  (89).	  	  

• En	  muchos	  casos	  se	  han	  observado	  alteraciones	  de	  la	  visión	  cromática	  en	  fases	  

tardías	   de	   la	   enfermedad,	   debidas	   a	   la	   degeneración	   de	   los	   conos,	  

consecuencia	  de	  la	  apoptosis	  de	  los	  bastones	  (90,	  91).	  	  

 FORMAS	  HEREDITARIAS	  

Al	   existir	   numerosas	   formas	   de	   RP,	   pueden	   ser	   transmitidas	   por	   todas	   las	  

formas	  posibles	  de	  herencia	  monogénica:	  autosómica	  dominante	  (adRP),	  responsable	  

del	  30-‐40%	  de	  los	  casos;	  autosómica	  recesiva	  (arRP),	  50-‐60%	  de	  los	  casos;	  y	  recesiva	  

ligada	  al	  cromosoma	  X	  (XlRP),	  la	  menos	  común,	  afectando	  al	  5-‐15%	  de	  los	  pacientes,	  y	  

que	  es	  responsable	  de	  las	  formas	  más	  severas	  de	  la	  enfermedad.	  Existen	  algunos	  casos	  

en	   los	  que	   la	  enfermedad	  aparece	   sin	  que	  existan	  antecedentes	   familiares,	  debido	  a	  

una	   mutación	   nueva	   en	   un	   gen	   de	   herencia	   aD,	   a	   una	   etiología	   multifactorial	   o	  

fenocopias	   medioambientales	   o	   descendencia	   de	   unos	   progenitores	   que	   estén	  

afectados	  como	  mínimo	  por	  una	  mutación	  de	  herencia	  aD	  (92,	  93).	  	  

Además,	  a	  todo	  esto	  hay	  que	  añadir	   la	  posibilidad	  de	  que	  la	  enfermedad	  esté	  

asociada	  a	  otras	  enfermedades	  no	  oculares:	  formas	  sindrómicas	  de	  la	  RP,	  de	  las	  cuales	  

existen	  más	  de	  30	  tipos.	  Destacar	  el	  Síndrome	  de	  Usher,	   responsable	  del	  10-‐20%	  de	  

los	  casos	  de	  RP,	  y	  que	  cursa	  con	  una	  mutación	  que	  causa	  sordera	  neurosensorial	  de	  

distinta	   gravedad	   según	   el	   tipo	   de	   Usher,	   desde	   el	   nacimiento	   (tipo	   I),	   leve	   o	  

moderada,	   no	   progresiva	   (tipo	   II)	   o	   pérdida	   progresiva	   con	   los	   años	   (tipo	   III),	  

dependiendo	  de	   la	  mutación	   (94,	   95);	   el	   síndrome	   de	   Bardet-‐Biedl	   es	   una	   ciliopatía	  

autosómica	  recesiva	  causa	  del	  5-‐6%	  de	  los	  casos	  con	  RP	  y	  caracterizada	  por	  distrofia	  de	  
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bastones	  y	  conos,	  dificultades	  en	  el	  aprendizaje,	  polidactilia	   (en	  aproximadamente	  el	  

95%	  de	  los	  casos),	  obesidad	  (entre	  el	  72	  y	  el	  92%	  de	  los	  pacientes	  padecen	  obesidad	  

en	  la	  niñez	  y	  va	  empeorando	  con	  la	  edad),	  malformaciones	  genitales	  y	  afectación	  renal	  

(96-‐98).	  

MUTACIONES	  CAUSANTES	  

Existen	  más	   de	   60	   genes	   los	   cuales	   pueden	   verse	   afectados	   por	  mutaciones,	  

desembocando	   en	   la	   enfermedad	   RP.	   Las	   mutaciones	   van	   describiéndose	   y	  

actualizando	   con	   rapidez	   (99-‐101).	   Su	   actualización	   aparece	   en	  

http://www.sph.uth.tmc.edu/RetNet/.	  De	  éstos,	  el	  gen	  de	   la	  rodopsina	  es	  uno	  de	   los	  

más	  importantes,	  habiéndose	  detectado	  más	  de	  140	  mutaciones	  (91,	  99).	  

Las	  formas	  más	  frecuentes	  que	  se	  dan	  en	  los	  casos	  de	  adRP	  están	  asociadas	  a	  

mutaciones	   en	   el	   gen	   de	   la	   rodopsina	   (RHO)	   (102).	   Éstas	   alcanzarían	   el	   25%	   de	   las	  

mutaciones	  de	  este	  tipo	  de	  herencia	  y	  	  se	  han	  clasificado	  en	  6	  grupos	  en	  función	  dónde	  

encontramos	  la	  mutación	  y	  el	  efecto	  biológico	  que	  desencadena	  (103).	  Sin	  embargo,	  la	  

mayoría	  se	  encontrarían	  en	  los	  primeros	  2	  grupos:	  	  

1. Grupo	   1:	   Aquí	   encontramos	   aquellas	   mutaciones	   en	   las	   cuales	   la	   proteína	  

experimenta	   un	   correcto	   plegamiento,	   pero	   no	   es	   capaz	   de	   transportarse	  

correctamente	   al	   SE	   de	   los	   bastones.	   Estas	   mutaciones	   suelen	   producirse	  

predominantemente	   en	   el	   extremo	   C-‐terminal	   de	   la	   proteína,	   afectando	   al	  

transporte	   post-‐Golgi	   de	   la	   rodopsina.	   Un	   ejemplo	   lo	   encontraríamos	   en	   el	  

modelo	  animal	  S334ter:	  este	  animal	  presentaría	  un	  codón	  de	  terminación	  en	  el	  

residuo	   334,	   el	   cual	   produciría	   una	   rodopsina	   carente	   de	   los	   últimos	   15	  

aminoácidos	  del	  extremos	  C-‐terminal,	  y	  todos	  sus	  sitios	  de	  fosforilación	  (104).	  

Estas	   proteínas	   interferirían	   de	   varias	   formas	   en	   la	   viabilidad	   celular,	  

desembocando	  en	  la	  muerte	  de	  los	  fotorreceptores:	   interfiriendo	  en	  el	  tráfico	  

vesicular	   normal,	   afectando	   a	   procesos	   que	   se	   dan	   a	   nivel	   de	   la	   membrana	  

plasmática	   y/o	   por	   el	   acúmulo	   de	   proteína	   mutada	   degradada	   por	   el	  

proteasoma	  en	  el	  interior	  celular.	  



	  

37	  
	  

	  Introducción	  

2. Grupo	  2:	  la	  sustitución	  de	  la	  prolina	  por	  la	  histidina	  en	  la	  posición	  23	  en	  el	  gen	  

de	   la	   rodopsina	   (P23H-‐RHO)	  pertenecería	   a	   las	  mutaciones	   de	   la	   categoría	   2.	  

Estas	  mutaciones	  conllevan	  un	  mal	  plegamiento	  de	  la	  rodopsina,	  por	  lo	  que	  son	  

retenidas	  por	  el	  RE,	  siendo	  incapaces	  de	  formar	  un	  cromóforo	  funcional	  con	  el	  

11-‐cis	  retinal.	  Serán,	  por	  lo	  tanto,	  transportados	  al	  citoplasma	  para	  su	  posterior	  

degradación	  por	  el	  proteasoma.	  En	  las	  ratas	  P23H	  línea	  3	  (P23H-‐3	  RHO)	  no	  se	  

han	  identificado	  mecanismos	  celulares	  de	  señalización	  implicados	  en	  el	  proceso	  

de	  degeneración	  de	   los	   receptores,	  distintos	  del	   conocido	  como	  “respuesta	  a	  

proteínas	  mal	  plegadas”	  (Unfolded	  Protein	  Response,	  UPR),	  y	  que	  es	   llevado	  a	  

cabo	   por	   el	   sistema	   proteasoma-‐ubiquitina	   (Ubiquitin-‐Protoeasome	   System,	  

UPS).	  Este	  proceso	  se	  inicia	  por	  la	  activación	  de	  3	  mecanismos	  de	  señalización	  y	  

se	  necesita	  para	  controlar	  la	  capacidad	  del	  RE	  en	  el	  proceso	  de	  plegamiento	  de	  

proteínas	  y	  en	  el	  reestablecimiento	  de	  la	  homeostasis	  celular.	  El	  UPR	  también	  

desencadena	  el	  mecanismo	  de	  apoptosis,	  eliminando	  cualquier	  célula	   incapaz	  

de	  reestablecer	  correctamente	  el	  plegamiento	  proteico.	  Se	  ha	  demostrado	  que	  

los	   fotorreceptores	   del	  modelo	   P23H-‐3	   RHO	   presentan	   activada	   la	   caspasa-‐7	  

inducida	  por	  el	  estrés	  del	  RE	  y	  presentan	  también	  un	  aumento	  en	  la	  expresión	  

génica	   de	   Bip	   y	   CHOP	   (chaperona	   y	   factor	   de	   transcripción	   pro-‐apoptótico,	  

respectivamente).	  Estos	  resultados	  sugieren	  que	  el	  estrés	  en	  el	  RE	  persiste	  en	  

los	   fotorreceptores	   P23H-‐3	   RHO,	   lo	   cual	   estimularía	   una	   señalización	  

apoptótica	   en	   estos	   animales.	   Sin	   embargo	   existen	   otros	   mecanismos	   pocos	  

estudiados	  que	   también	   se	  ven	   implicados,	  mediados	  por	   los	  niveles	  de	  Ca2+,	  

desencadenando	   la	   activación	   de	   caspasas	   y	   calpainas.	   También	   la	   autofagia,	  

principal	   mecanismo	   de	   degradación	   tras	   la	   activación	   del	   UPR	   en	   células	  

neuronales,	   podría	   estar	   implicado	   por	   la	   regulación	   positiva	   de	   ciertas	  

proteínas	  que	  favorecen	  la	  formación	  de	  los	  fagosomas,	  en	  los	  casos	  de	  estrés	  

crónico	  del	  RE.	  La	  autofagia	  se	  produce	  de	  forma	  basal	  en	  los	  fotorreceptores,	  

en	  el	  procesamiento	  de	   los	  SE.	  En	   las	  enfermedades	  degenerativas	  retinianas,	  

se	   observa	   una	   activación	   de	   la	   UPR	   y	   la	   alteración	   de	   la	   cascada	   de	  

señalización	   de	   la	   autofagia	   (105-‐108).	   En	   otros	   modelos	   de	   mutaciones	  

pertenecientes	   a	   esta	   categoría	   (T17M,	   mutación	   que	   también	   impide	   la	  
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correcta	   unión	   de	   la	   rodopsina	   con	   el	   11-‐cis	   retinal,	   y	   por	   lo	   tanto	   presenta	  

efectos	   similares	   a	   la	   mutación	   P23H)	   también	   se	   han	   demostrado	   niveles	  

elevados	  de	  proteínas	  pro-‐apoptóticas	  en	  retina	  (109).	  

3. Grupo	  3:	  en	  estas	  mutaciones	  encontramos	  problemas	  a	  nivel	  de	  la	  endocitosis.	  

Un	   ejemplo	   es	   el	   caso	   de	   las	   mutaciones	   de	   la	   arginina	   en	   posición	   135,	  

responsables	   de	   una	   variante	   severa	   de	   la	   enfermedad.	   En	   estos	   casos	  

encontramos	  una	  proteína	  hiperfosforilada	  que	  presenta	   gran	   afinidad	  por	   la	  

arrestina	  visual,	  traslocándola	  del	  citoplasma	  a	  la	  membrana	  plasmática	  y	  a	  los	  

compartimentos	   endocíticos,	   alterando	   además	   la	   morfología	   de	   los	  

compartimentos	   endosomales	   y	   dañando	   las	   funciones	   endocíticas	  mediadas	  

por	  receptor	  de	  la	  célula	  (110).	  

4. No	   van	   a	   afectar	   al	   plegamiento	   per	   se,	   pero	   sí	   a	   su	   estabilidad	   y	   a	   las	  

modificaciones	   post-‐traduccionales.	   Una	   mutación	   en	   posición	   4,	   añadiendo	  

una	  carga	  positiva,	  a	  la	  vez	  que	  se	  producen	  en	  la	  asparagina	  en	  posición	  2	  un	  

fallo	  de	  glicosilación.	  La	  combinación	  de	  ambos	  errores	  lleva	  a	  una	  modificación	  

del	   sitio	   de	   unión	   del	   cromóforo,	   el	   cual	   se	   liberará	   más	   rápidamente	   de	   lo	  

debido:	   la	   molécula	   opsínica	   es	   más	   tóxica	   para	   la	   célula	   cuando	   no	   se	  

encuentra	  unida	  al	  11-‐cis	  retinal;	  también	  presenta	  menor	  resistencia	  al	  calor.	  

Esta	  mutación	  también	  causa	  acúmulo	  de	  la	  proteína	  en	  el	  RE	  y/o	  fallos	  a	  nivel	  

de	   transporte	   a	   los	   SE	   de	   los	   fotorreceptores,	   encontrando	   variaciones	   en	   la	  

membrana	   lipídica	  de	   los	  discos.	  También	  se	  ha	  visto	  estimulada	   la	  activación	  

de	   los	  mecanismos	   autofágicos	   y	   apoptóticos,	   iguales	   que	   en	   las	  mutaciones	  

anteriores	  (111,	  112).	  

5. Los	  mutantes	  de	  esta	  clase	  no	  presentan	  defectos	  en	  el	  plegamiento	   iniciales	  

obvios,	   pero	   muestran	   un	   incremento	   en	   la	   tasa	   de	   activación	   de	   la	  

transducina.	  Mutaciones	  como	  M44T	  y	  V137M,	  se	  incluirían	  en	  esta	  categoría:	  

se	   producen	   modificaciones	   a	   nivel	   de	   las	   hélices	   transmembrana	   de	   la	  

proteína,	   que	  no	   alteran	  el	   plegamiento	  de	   la	   rodopsina,	   pero	  que	   alteran	  el	  

equilibrio	  de	  la	  cascada	  de	  reacciones	  producidas	  en	  la	  fototransducción	  (113).	  
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6. Los	   mutantes	   que	   parecen	   plegarse	   correctamente	   pero	   que	   llevan	   a	   la	  

activación	  constitutiva	  de	   la	  opsina	  en	  ausencia	  de	  cromóforo	  y	  en	  el	  periodo	  

de	  oscuridad	  formarían	  parte	  de	  este	  grupo.	  Las	  mutaciones	  de	  este	  grupo,	  sin	  

embargo,	  	  causarían	  ceguera	  nocturna	  estacional	  congénita,	  y	  no	  adRP	  (103).	  

 FISIOPATOLOGÍA	  

Se	  ha	  observado	  que	  en	  las	  degeneraciones	  retinianas	  como	  la	  RP,	  a	  pesar	  de	  

que	  la	  causa	  inicial	  de	  las	  enfermedades	  sean	  mutaciones	  que	  afecten	  a	  un	  tipo	  celular	  

en	   concreto,	   como	   por	   ejemplo	   la	   mutación	   P23H	   que	   afecta	   únicamente	   a	   los	  

bastones,	   se	   produce	   un	   incremento	   del	   estrés	   oxidativo	   que	   sufren	   los	  

fotorreceptores,	   lo	  que	  ocasiona	  la	  muerte	  progresiva	  de	  los	  mismos,	  lo	  que	  a	  su	  vez	  

produce	  alteraciones	  visuales	  y	  una	  pérdida	  gradual	  de	  otras	  funciones	  no	  visuales	  de	  

la	  retina.	  La	  hipótesis	  del	  estrés	  oxidativo	  se	  basa	  en	   la	   idea	  de	  que	   la	  muerte	  de	   los	  

bastones	   en	   los	   estadíos	   iniciales	   de	   la	   enfermedad	   conlleva	   un	   incremento	   en	   los	  

niveles	  de	  oxígeno	  (O2)	  en	  la	  retina,	  que	  produce	  un	  desequilibrio	  en	  el	  estado	  redox.	  

Los	  conos	   son	   incapaces	  de	  hacer	   frente	  a	  este	  exceso	  en	   la	  producción	  de	  especies	  

reactivas	   de	   oxígeno	   (EROs),	   por	   lo	   que	   sufren	   también	   el	   proceso	   de	   apoptosis,	  

produciendo	   una	   atrofia	   general	   de	   la	   retina	   y	   favoreciendo	   la	   progresión	   de	   la	  

enfermedad	  (114,	  115).	  Además,	  se	  ha	  comprobado	  una	  disminución	  en	  los	  niveles	  de	  

los	  sistemas	  antioxidantes	  tanto	  de	  pacientes	  como	  de	  modelos	  animales	  que	  sufren	  

esta	  enfermedad,	  lo	  cual	  apoyaría	  esta	  teoría	  (116).	  	  

	  

 ESTRÉS	  OXIDATIVO	  

 RADICALES	  LIBRES	  

Los	  radicales	  libres	  (RL)	  son	  moléculas	  que	  poseen	  un	  electrón	  desapareado	  en	  

su	   última	   capa.	   Esta	   definición	   incluye	   átomos	   (como	   el	   de	   hidrógeno),	   metales	   de	  

transición	   y	   moléculas	   (como	   la	   de	   O2,	   que	   presenta	   dos	   electrones	   desapareados,	  

cada	   uno	   de	   ellos	   en	   un	   orbital	   de	   unión	   *π	   diferente)	   (Figura	   7).	   El	   electrón	  
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desapareado	  o	  solitario	  tiene	  un	  momento	  magnético	  o	  spin	  no	  compensado	  llamado	  

“magnetón	  Bohr”.	  Esta	  característica	  los	  convierte	  en	  elementos	  altamente	  reactivos	  y	  

con	  una	  vida	  corta.	  Una	  vez	  generados,	  los	  RL	  difunden	  unos	  pocos	  angstroms	  antes	  de	  

interactuar	   con	   otra	   molécula.	   La	   situación	   más	   estable	   para	   las	   moléculas	   es	  

presentar	   los	  electrones	  de	  su	  última	  capa	  pareados,	  por	   lo	  que,	  aquellas	  que	  no	   los	  

presenten,	   tenderán	   a	   captar	   electrones	   (agentes	   oxidantes)	   o	   cederlos	   (agentes	  

reductores)	  a	  otras	  moléculas	  para	  alcanzar	  la	  situación	  energética	  más	  estable.	  

	  
Figura	  7.	  Configuración	  electrónica	  de	  los	  orbitales	  moleculares	  de	  varias	  especies	  reactivas	  dependientes	  de	  

oxígeno.	  

Si	   interacciona	  con	  un	  no-‐radical	  puede	  continuar	   indefinidamente,	  ya	  que,	  el	  

RL	  que	  ha	  captado	  un	  electrón	  y	  ha	  estabilizado	  su	  última	  capa,	  lo	  ha	  hecho	  a	  expensas	  

de	   la	   inestabilidad	  de	  otra	  molécula,	   la	  cual	  se	  convierte	  a	  su	  vez	  en	  RL	  y	   repetirá	  el	  

proceso	  descrito	  (reacciones	  en	  cadena	  como	  las	  que	  se	  producen	  en	  la	  peroxidación	  

lipídica	   (LPO);	   si	   son	   dos	   radicales	   los	   que	   entran	   en	   contacto,	   en	   las	   condiciones	  

adecuadas,	   podrían	   combinarse	   dándose	   lo	   que	   se	   conoce	   como	   reacciones	  

terminales.	  Habitualmente	  los	  metales	  de	  transición	  se	  disponen	  en	  los	  centros	  activos	  

de	  las	  enzimas	  oxidasas,	  oxigenasas…	  aceptando	  y	  donando	  electrones	  en	  reacciones	  

de	   oxidación/reducción	   (117).	   Entre	   los	   RL	   encontramos	   hidroxilo	   (.OH),	   superóxido	  
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(O2
.-‐),	  óxido	  nítrico	  (.NO),	  dióxido	  de	  nitrógeno	  (.NO2),	  peroxilo	  (ROO.)	  y	  lípido	  peroxilo	  

(LOO.).	   El	   peróxido	  de	  hidrogeno	   (H2O2),	  ozono	   (O3),	   singlete	  de	  oxigeno	   (1O2),	   ácido	  

hipocloroso	   (HOCl),	   acido	   nitroso	   (HNO2),	   peroxinitrito	   (ONOO-‐),	   trióxido	   de	  

dinitrógeno	   (N2O3),	   peróxido	   lipídico	   (LOOH),	   no	   son	   RL;	   sin	   embargo	   pueden	  

desembocar	  fácilmente	  en	  reacciones	  productoras	  de	  RL	  en	  los	  organismo	  vivos	  (118-‐

120),	  por	  lo	  que	  se	  conocen	  junto	  a	  los	  RL	  genéricamente	  como	  ROS	  (Reactive	  Oxygen	  

Species)	  o	  EROs.	  	  

El	   radical	   O2
.-‐	   se	   considera	   una	   especie	   reactiva	   de	   oxígeno	   primaria	   que	   se	  

forma	   por	   la	   reducción	   de	   un	   único	   electrón	   de	   la	   molécula	   de	   O2.	   Su	   posterior	  

conversión	  a	  	  H2O2	  es	  llevada	  a	  cabo	  por	  la	  acción	  de	  una	  familia	  de	  enzimas	  conocidas	  

como	  superóxido	  dismutasa	  (SOD),	   las	  cuales	  se	  encuentran	  tanto	  en	  el	  citosol	  como	  

en	   la	   mitocondria.	   El	   producto	   de	   la	   dismutación	   del	   O2
.-‐,	   el	   H2O2,	   no	   presenta	  

electrones	   desapareados,	   pero	   es	   uno	   de	   los	   agentes	   oxidantes	   más	   potentes	  

conocidos;	  además	   tiene	   la	   capacidad	  de	  atravesar	   las	  membranas	  celulares	  y	  posee	  

una	  vida	  media	  relativamente	  larga.	  El	  H2O2	  es	  rápidamente	  metabolizado	  a	  productos	  

no	  tóxicos,	  por	  la	  enzima	  catalasa	  (CAT),	  que	  lo	  descompone	  en	  H2O	  y	  O2.	  Aunque	  si	  no	  

es	   enzimáticamente	   destruido,	   es	   la	   molécula	   precursora	   del	   radical	   más	   tóxico,	   el	  

radical	  .OH.	  El	  H2O2	  se	  reduce	  en	  presencia	  de	  un	  metal	  de	  transición,	  generalmente	  el	  

Fe2+,	  dando	  lugar	  al	  .OH	  en	  la	  conocida	  como	  la	  reacción	  de	  Fenton	  (121).	  Este	  radical	  

tiene	   una	   vida	  media	   in	   vivo	   de	   1x10-‐9	   segundos	   y	   viaja	   solo	   unos	   pocos	  Angströms	  

antes	  de	  dañar	  alguna	  molécula	  vulnerable.	  	  

El	  radical	  O2
-‐.	  también	  puede	  dar	  lugar	  a	  otro	  producto	  altamente	  toxico,	  tras	  su	  

combinación	   con	   el	   radical	   .NO,	   produciéndose	   el	   anión	   ONOO-‐.	   Éste	   último	   forma	  

parte	  de	  los	  RNS	  (Reactive	  Nitrogen	  Species),	  o	  Especies	  Reactivas	  de	  Nitrógeno	  (ERN),	  

elementos	   que	   desempeñan	   un	   papel	   fundamental	   en	   el	   estrés	   oxidativo,	   ya	   que	  

niveles	  elevados	  dan	  lugar	  al	  estrés	  nitrosativo,	  que	  puede	  desembocar	  en	  daño	  a	  nivel	  

de	   las	   proteínas.	   Aunque	   no	   es	   un	   radical,	   tiene	   la	   capacidad	   de	   dañar	   una	   gran	  

variedad	  de	  moléculas	  e	  iniciar	  procesos	  peroxidativos.	  Además	  de	  su	  toxicidad	  per	  se,	  

se	  degrada	  convirtiéndose	  en	  radicales	  .OH	  u	  otros	  agentes	  de	  toxicidad	  similar.	  	  
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El	  singlete	  de	  oxigeno	  (1O2)	  (presenta	  los	  dos	  electrones	  en	  el	  mismo	  orbital)	  se	  

forma	  por	  la	  adición	  de	  energía	  a	  la	  molécula	  de	  O2.	  Esto	  se	  produce	  en	  el	  organismo	  

por	  varias	  vías,	  y	  se	  observa	  una	  mayor	  cantidad	  de	  este	  oxidante	  en	  piel	  y	  ojos	  debido	  

a	  la	  acción	  del	  sol	  (122).	  	  

IMPORTANCIA	  BIOLÓGICA	  

Estos	   RL	   no	   sólo	   son	   perjudiciales	   para	   el	   organismo,	   muchas	   de	   ellas,	   a	   las	  

concentraciones	   y	   condiciones	   adecuadas,	   también	   son	   beneficiosas	   	   para	   el	  

organismo:	  unos	  niveles	  adecuados	  de	  radicales	  en	  una	  zona	  del	  organismo	  afectada	  

por	  un	  patógeno,	  o	  que	  presenta	  algún	  tipo	  de	  traumatismo,	  es	  capaz	  de	  estimular	  el	  

proceso	  de	   inflamación	  y	  activar	   la	   respuesta	   inmunitaria,	  para	   resolver	   la	   situación;	  

algunos	  de	  ellos	  como	  el	   .NO	  también	  son	  indispensables	  para	   la	  vida,	  ya	  que	  actúan	  

como	  	  moléculas	  señalizadoras	  en	  múltiples	  procesos	  biológicos	  como	  la	  regulación	  de	  

la	   presión	   sanguínea,	   neurotransmisor,	   relajación	   del	   músculo	   liso…	   (123-‐125).	  

Mantener	  estable	  este	  equilibrio	  entre	  ambos	  efectos	  es	  muy	  importante	  para	  la	  vida,	  

ya	   que	   los	   niveles	   bajos	   o	   moderados	   de	   ERO	   y	   ERN	   mantendrán	   un	   correcto	  

funcionamiento	   del	   organismo	   vivo,	   mientras	   que	   cuando	   el	   daño	   “se	   cronifica”	   y	  

mantiene	   durante	   un	   tiempo	   excesivo,	   estos	   niveles	   se	   elevan,	   generando	   el	   estrés	  

oxidativo.	  Lo	  definimos	  como	  un	  desequilibrio	  que	  se	  produce	  en	  el	  organismo,	  cuando	  

los	   niveles	   de	   especies	   oxidantes	   superan	   a	   aquellas	   sintetizadas	   para	   eliminarlas,	   y	  

que	  se	  conocen	  como	  moléculas	  antioxidantes	  (126).	  	  

El	  estrés	  oxidativo	  juega	  un	  papel	  fundamental	  en	  el	  	  desarrollo	  de	  numerosas	  

patologías	   crónicas	   y	   degenerativas	   como	   cáncer,	   artritis,	   envejecimiento,	  

enfermedades	  autoinmunes,	  cardiovasculares	  y	  neurodegenerativas,	  ya	  que	  tanto	  ERO	  

como	  ERN	  son	  capaces	  de	  interaccionar	  con	  biomoléculas	  como	  son	  lípidos,	  proteínas	  

y	  material	  genético.	  La	  retina	  es	  uno	  de	  los	  tejidos	  más	  susceptibles	  a	  su	  daño	  debido	  a	  

3	  razones:	  en	  primer	   lugar	   los	  ácidos	  grasos	  poliinsaturados	   (Poly-‐	  Unsaturated	  Fatty	  

Acids,	  PUFAs)	  son	  los	  lípidos	  más	  susceptibles	  de	  experimentar	  daños	  por	  parte	  de	  los	  

RL,	  y	  éstos	  son	  los	  principales	  componentes	  de	  las	  membranas	  celulares	  de	  los	  SE	  de	  

los	   fotorreceptores;	   este	   tejido	   se	   encuentra	   expuesto	   continuamente	   a	   radiaciones	  

UV,	  gases	  nocivos,	   contaminación…	   fuentes	  exógenas	  de	  RL.	  Finalmente,	   la	   retina	  es	  
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uno	   de	   los	   mayores	   consumidores	   de	   O2	   del	   organismo,	   lo	   cual	   favorecería	   la	  

producción	   de	   EROs,	   que	   a	   su	   vez	   favorecen	   la	   aparición	   y/o	   progresión	   de	  

enfermedades	  oculares	  (127,	  128).	  

EFECTOS	  PERJUDICIALES	  

Los	   RL,	   por	   su	   alta	   reactividad,	   interaccionan	   con	   diversas	  macromoléculas	   y	  	  

tienen	  efectos	  perjudiciales	  sobre	  su	  estructura	  y	  función.	  	  

1. PEROXIDACIÓN	  LIPÍDICA	  

Los	  radicales	  .OH	  y	  ONOO-‐,	  cuando	  son	  producidos	  en	  exceso,	  pueden	  dañar	  los	  

PUFAs	   	  de	   las	  membranas	  celulares	  en	  un	  proceso	  conocido	  como	  LPO.	  Este	   tipo	  de	  

ácidos	  grasos	  son	  los	  más	  vulnerables	  a	  la	  hora	  de	  sufrir	  oxidación	  por	  parte	  de	  los	  RL	  

debido	  a	   la	  presencia	  de	  un	  mayor	  número	  de	  dobles	  enlaces	  en	  su	  estructura.	  Este	  

proceso	   se	   divide	   en	   varias	   etapas	   (129):	   La	   iniciación	   de	   la	   LPO	   se	   produce	   por	  

diversos	  mecanismos;	  uno	  de	  ellos	  sería	  el	  ataque	  de	  un	  radical	  libre	  sobre	  alguno	  de	  

los	   dobles	   enlaces	   del	   ácido	   graso.	   Pueden	   iniciar	   este	   proceso	   el	   anión	  O2
.-‐,	   radical	  

perhidroxilo	  (HO2
.),	  .OH,	  1O2	  y	  O3.	  El	  RL	  capta	  un	  hidrógeno	  de	  uno	  de	  los	  carbonos	  de	  

los	   grupos	   metilo	   de	   la	   cadena	   carbonada,	   formándose	   un	   radical	   alquilo	   que	   se	  

estabilizará	  por	  resonancia	  formándose	  un	  dieno	  conjugado,	  que	  pude	  reaccionar	  a	  su	  

vez	   con	   una	   molécula	   de	   O2,	   formando	   endoperóxidos,	   hidroperóxidos	   y	  

cicloperóxidos.	   Estos	   productos	   pueden	   a	   su	   vez,	   interaccionar	   con	   otros	   carbonos	  

metilenos	  de	  otros	  PUFAs	  adyacentes,	  iniciando	  la	  propagación	  y	  ramificación	  de	  una	  

reacción	  en	   cadena	  que	   sólo	   terminará	   (cuarta	   y	   última	  etapa:	   terminación)	   cuando	  

estos	   radicales	   interaccionen	   con	  moléculas	   antioxidantes	   o	   cuando	   no	   existan	  más	  

moléculas	   sobre	   las	   que	   continúe	   la	   reacción,	   es	   decir,	   se	   termine	   el	   sustrato	   y	   la	  

reacción	  no	  pueda	  proseguir.	   Este	  proceso	  va	  a	  afectar	  a	  diversas	  propiedades	  de	   la	  

membrana	   plasmática	   como	   son	   la	   fluidez	   de	  membrana,	   su	   composición	   en	   ácidos	  

grasos	   o	   la	   permeabilidad	   selectiva	   hacia	   ciertas	   moléculas,	   desembocando	   en	   la	  

pérdida	  de	  su	  funcionalidad	  y	  muerte	  de	  la	  célula	  afectada	  (130,	  131).	  
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Esta	   reacción	  desemboca	  en	   la	   formación	  de	   ciertos	   aldehídos,	   entre	   los	   que	  

destacan	  el	  malonildialdehído	  (MDA),	  el	  4-‐hidroxi-‐2-‐nonenal	  (HNE)	  y	  la	  acroleína,	  que	  

son	   citotóxicos	   y	   mutagénicos.	   El	   HNE	   es	   un	   aldehído	   capaz	   de	   reaccionar	   con	  

fosfolípidos	  y	  grupos	  sulfhidrilo	  y	  amino	  de	  residuos	  de	  histidina,	   lisina	  y	  cistidina	  de	  

proteínas	  de	  la	  membrana	  plasmática,	  alterando	  la	  funcionalidad	  celular	  (132-‐134).	  La	  

acroleína	   es	   otro	   aldehído	   de	   cadena	   corta	   que	   procede,	   no	   solo	   de	   la	   LPO,	   sino	  

también	  de	  fuentes	  exógenas	  como	  el	  humo	  del	  tabaco,	  los	  aceites	  cocinados	  y	  ciertos	  

alimentos	  que	  contengan	  carbohidratos	  y	  que	  sean	  cocinados,	  pueden	  desembocar	  en	  

la	   producción	   de	   acroleína,	   por	   la	   conversión	   de	   glucosa	   (135).	   Esta	   molécula	  

interacciona	  con	  los	  grupos	  tioles	  de	  los	  residuos	  de	  cisteína	  entre	  110	  y	  150	  veces	  más	  

rápido	   que	   el	   HNE,	   causando	   la	   inactivación	   de	   ciertas	   enzimas	   como	   la	   aldosa	  

reductasa	  y	  la	  protein-‐tirosin	  fosfatasa	  1B.	  Se	  han	  encontrado	  elevados	  niveles	  de	  este	  

aldehído	  en	  pacientes	  con	  enfermedades	  neurodegenerativas	  como	  el	  Parkinson	  y	  el	  

Alzheimer	  (136).	  El	  MDA	  es	  un	  producto	  obtenido	  tanto	  de	  la	  LPO	  como	  de	  la	  síntesis	  

de	  prostaglandinas	  (PG),	  que	  es	  capaz	  de	  interactuar	  con	  el	  ADN	  formando	  productos	  

modificados	   de	   las	   bases	   nitrogenadas,	   como	   la	   pirimidopurinona,	   por	   lo	   que	   se	  

conoce	   como	   agente	   mutágeno.	   También	   es	   capaz	   de	   reaccionar	   con	   proteínas,	  

estimulando	  la	  respuesta	  inflamatoria	  y	  pro-‐fibrogénicas	  (137,	  138).	  	  

2. OXIDACIÓN	  DE	  PROTEÍNAS	  

Las	  proteínas	  también	  pueden	  verse	  dañadas	  por	  ERO/ERN,	  llevando	  a	  cambios	  

estructurales	   y	   perdida	   de	   la	   actividad	   enzimática.	   No	   siempre	   es	   necesaria	   la	  

afectación	  de	  la	  membrana	  plasmática	  por	  parte	  de	  estas	  especies	  reactivas	  para	  que	  

se	   produzca	   la	   proteólisis,	   aunque	   si	   bien	   es	   cierto	   que	   las	   modificaciones	   que	   se	  

producen	   en	   los	   lípidos	   de	   la	   membrana	   plasmática,	   y	   que	   alteran	   su	   fluidez	   y	  

composición,	  favorecen	  la	  proteólisis	  (139);	  también	  hay	  que	  tener	  en	  cuenta	  que	  no	  

todos	   los	   sistemas	   antioxidantes	   protegen	   a	   todas	   las	  moléculas	   del	   daño	   oxidativo,	  

debido	   a	   los	   diferentes	  mecanismos	  por	   los	   cuales	   las	   proteínas	   se	   ven	   alteradas.	   El	  

radical	  OH.	  es	  uno	  de	  los	  mayores	  responsables	  de	   la	  alteración	  y	  degradación	  de	  las	  

proteínas,	  alterando	  su	  peso	  molecular	  por	  procesos	  de	  agregación	  o	  fragmentación,	  

modificando	  su	  carga	  eléctrica,	  induciendo	  la	  pérdida	  de	  los	  residuos	  de	  tirosina	  de	  su	  
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composición	  y	  la	  producción	  de	  bitirosina,	  formada	  por	  la	  interacción	  de	  dos	  residuos	  

tirosilo	   o	   un	   aminoácido	   tirosina	   y	   un	   residuo	   tirosil	   (favoreciendo	   la	   agregación	   de	  

proteínas).	   Los	   RL	   también	   son	   capaces	   de	   favorecer	   la	   proteólisis	   por	   parte	   de	   los	  

mecanismos	  propios	  de	  la	  célula	  (140-‐142).	  	  

3. DAÑO	  SOBRE	  EL	  MATERIAL	  GENÉTICO	  

El	  exceso	  de	  RL	  también	  conlleva	  modificaciones	  a	  nivel	  del	  material	  genético.	  

Todas	   las	   bases	   nitrogenadas	   pueden	   experimentar	   modificaciones	   o	   lesiones	  

oxidativas	   que	   pueden	   causar	   mutaciones	   (143).	   Sin	   embargo,	   son	   las	   bases	  

pirimidínicas	   las	  más	   susceptibles	  de	  padecer	  alteraciones	  en	   sus	  estructuras.	   Los	  RL	  

pueden	  afectar	  tanto	  a	  los	  procesos	  de	  transcripción,	  traducción	  y	  replicación	  del	  ADN	  

como	   a	   los	   sistemas	   de	   reparación	   que	   protegen	   a	   la	   célula	   frente	   a	   todos	   estos	  

cambios.	  Como	  modificaciones	  del	  ADN	  encontramos	  la	  pérdida	  de	  bases	  nitrogenadas	  

por	  acción	  de	  los	  RL	  en	  los	  residuos	  azucarados	  de	  las	  bases,	  roturas	  de	  la	  cadena	  de	  

ADN	  por	  la	  unión	  de	  ROI	  (Reactive	  Oxygen	  Intermediates)	  a	  los	  azúcares	  	  en	  presencia	  

de	   Fe2+,	   modificaciones	   de	   las	   bases	   de	   ADN	   dando	   lugar	   a	   productos	   como	   la	   8-‐

oxoadenina,	  8-‐oxoguanina,	  4,6-‐diamino-‐5-‐formamidopirimidina,	  5-‐hidroxicitosina,	  2,6-‐

diamino-‐4-‐hidroxi-‐5-‐formamidopirimidina,	   5-‐hidroxiuracil,	   timina	   glicol	   y	   la	   8-‐hidroxi-‐

2'-‐desoxiguanosina.	   Cuando	   estas	   modificaciones	   no	   pueden	   ser	   resueltas	   por	   los	  

sistemas	   de	   reparación	   del	   ADN	   se	   producen	   las	   mutaciones,	   alteraciones	  

estructurales,	  e	  incluso	  pérdida	  parcial	  o	  total	  de	  cromosomas,	  con	  las	  consecuencias	  

derivadas	   de	   esto	   (144).	   También	   se	   pueden	   producir	   interacciones	   entre	   el	   ADN	   y	  

proteínas	  e	   intercambio	  de	  material	   genético	  entre	   cromátidas	  hermanas	   (145).	  Una	  

de	   las	   lesiones	   más	   comunes	   que	   encontramos	   asociadas	   a	   daño	   de	   ADN	   es	   el	   8-‐

hidroxiguanina,	  producto	  que	  difiere	  de	  la	  base	  nitrogenada	  guanina	  en	  la	  presencia	  de	  

un	  átomo	  de	  oxígeno	  en	  lugar	  de	  un	  hidrógeno	  en	  la	  posición	  C8	  del	  anillo	  imidazol	  de	  

la	  guanina.	  Su	  unión	  con	  la	  base	  adenina	  disminuye	  de	  forma	  severa	  la	  estabilidad	  de	  

la	   cadena	   de	   ADN.	   Su	   reparación	   es	   llevada	   a	   cabo	   por	   las	   enzimas	   glicosilasas	   que	  

forman	  parte	  del	   sistema	   reparador	  de	  excisión	  de	  bases,	   las	   cuales	   también	   se	   ven	  

afectadas	   por	   EROs	   (146).	   Otro	   mecanismo	   que	   eliminaría	   esta	   modificación	   sería	  
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llevado	  a	  cabo	  por	  una	  enzima	  endonucleasa;	  ambas	  liberarían	  o	  la	  base	  nitrogenada	  

(8-‐hidroxiguanina)	  o	  el	  nucleósido	  (8-‐hidroxi-‐2’-‐desoxiguanosina)	  (147-‐149).	  	  

4. DAÑO	  A	  MITOCONDRIAS	  

Hay	  que	  destacar	  que	  el	  ADN	  mitocondrial	  (ADNmit)	  se	  encuentra	  mucho	  más	  

desprotegido	  ante	  el	  daño	  oxidativo	  debido	  a	   la	  ausencia	  de	  histonas,	   intrones	  en	  su	  

secuencia	  y	   sistemas	  de	   reparación	  de	  ADN,	  con	  una	   tasa	  de	  mutaciones	  que	  puede	  

variar	  de	  entre	  1:5.000	  a	  1:500.000,	  10	  veces	  más	  alta	  que	  la	  del	  ADN	  nuclear	  (ADNn)	  

(150).	  La	  mitocondria	  es	  el	  principal	  orgánulo	  responsable	  de	  la	  producción	  de	  ATP	  por	  

el	   mecanismo	   de	   fosforilación	   oxidativa,	   OXPHOS.	   Como	   se	   explica	   en	   el	   apartado	  

siguiente,	   encontraremos	   altos	   niveles	   de	   EROs,	   debido	   a	   que	   es	   el	   responsable	   de	  

aproximadamente	  el	  90%	  de	   los	  RL	  producidos	  por	   las	  células,	   los	  cuales	  pueden	  dar	  

lugar	  a	  mutaciones	  en	  el	  propio	  genoma	  mitocondrial.	  Dicho	  genoma	  es	  el	  responsable	  

de	  una	  gran	  parte	  de	   los	  componentes	  proteicos	  que	  conforman	  el	  sistema	  OXPHOS.	  

Mutaciones	  a	  nivel	  del	  ADNmit	  podrían	  traducirse	  en	  una	  mayor	  producción	  de	  RL	  por	  

parte	   de	   la	   mitocondria;	   existen	   enfermedades	   neurodegenerativas	   derivadas	   de	  

mutaciones	  en	  el	  ADNmit	  en	  las	  que	  se	  ha	  observado	  unos	  niveles	  mayores	  de	  estrés	  

oxidativo,	  aunque	  todavía	  está	  por	  esclarecer	  cuál	  sería	  exactamente	  su	  implicación	  en	  

estas	  enfermedades	  (151,	  152).	  

FUENTES	  DE	  RADICALES	  LIBRES	  

Las	  ERO	  y	  ERN	  pueden	  proceder	  tanto	  de	  fuentes	  endógenas	  como	  exógenas.	  

Los	  RL	  endógenos	  son	  producidos	  por	  numerosas	  vías:	  en	   la	  activación	  de	   las	  células	  

del	   sistema	   inmunitario,	   inflamación,	   situaciones	   de	   estrés,	   ejercicio	   excesivo,	  

isquemia,	   infección,	  cáncer,	  edad...	  Las	   fuentes	  exógenas	  podrían	  ser:	  contaminación	  

del	   agua	  y	  del	   aire,	  humo	  del	   tabaco	   (tabaco	  per	   se),	   alcohol,	  metales	  pesados	  o	  de	  

transición	  (cadmio,	  mercurio	  plomo,	  hierro,	  arsénico),	  ciertos	  fármacos	  (ciclosporinas,	  

tacrólimus,	   gentamicina,	   bleomicina),	   solventes	   orgánicos,	   alimentación	   (carne	  

ahumada,	  aceite	  usado,	  grasas)	  (153-‐157).	  Tras	  su	  entrada	  en	  el	  cuerpo	  a	  través	  de	  las	  

distintas	  vías,	  estos	  componentes	  exógenos	  se	  descomponen	  o	  metabolizan	  en	  RL.	  
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1. ENDÓGENAS	  

1.1. Mitocondria	  -‐	  Sistema	  OXPHOS	  

El	   O2	   es	   un	   elemento	   indispensable	   para	   la	   vida.	   Cuando	   las	   células	   de	   los	  

organismos	   aerobios	   utilizan	   O2,	   se	   genera	   energía	   en	   forma	   de	   adenosín	   trifosfato	  

(ATP);	  sin	  embargo,	  la	  consecuencia	  directa	  es	  la	  producción	  de	  RL.	  	  

Como	   ya	   se	   ha	   comentado,	   la	   principal	   fuente	   de	   RL	   en	   la	   célula	   la	   vamos	   a	  

encontrar	  en	  la	  mitocondria,	  ya	  que	  es	  el	  responsable	  de	  la	  producción	  de	  energía	  para	  

la	  supervivencia	  de	  la	  célula,	  utilizando	  aproximadamente	  el	  90%	  del	  O2	  consumido,	  a	  

través	   de	   cadena	   respiratoria	   mitocondrial,	   la	   cual	   integra	   tanto	   la	   cadena	  

transportadora	  de	  electrones	  como	  la	  fosforilación	  oxidativa	  final.	  Lo	  que	  también	  se	  

conoce	  como	  sistema	  OXPHOS.	  Está	  compuesto	  por	  5	  complejos	  proteicos	  (complejos	  

I-‐V)	   localizados	   en	   la	   membrana	   mitocondrial	   interna	   y	   cuya	   expresión	   va	   a	   estar	  

controlada	   tanto	   por	   el	   ADN	   genómico	   como	   mitocondrial.	   En	   la	   mitocondria	  

encontramos	  numerosas	  vías	  metabólicas,	  como	  el	  complejo	  piruvato	  deshidrogenasa,	  

el	  ciclo	  de	  la	  carnitina,	  biosíntesis	  de	  pirimidinas,	  metabolismo	  de	  aminoácidos,	  síntesis	  

del	   grupo	   hemo	   y	   de	   centros	   Fe-‐S,	   la	   β-‐oxidación	   de	   los	   ácidos	   grasos	   y	   el	   ciclo	   de	  

Krebs,	   entre	   otros	   (158).	   Los	   dinucleótidos	   de	   nicotinamida	   y	   adenina	   (fosfato)	  

(NAD(P)H)	  y	  de	  flavina	  adenina	  (FADH2)	  son	  unas	  moléculas	  producidas	  en	  el	  proceso	  

de	  la	  β-‐oxidación	  de	  los	  ácidos	  grasos	  y	  el	  ciclo	  de	  Krebs,	  y	  que	  van	  a	  ejercer	  su	  función	  

en	   este	   proceso	   como	   transportadores	   de	   electrones.	   Otros	   elementos	  

transportadores	  de	  electrones	  que	  van	  a	  participar	  en	  la	  cadena	  van	  a	  ser	  el	  coenzima	  

Q,	   los	   citocromos	   y	   proteínas	   ferro-‐sulfuradas	   y	   cúpricas.	   Esta	   transferencia	   de	  

electrones	  que	  se	  produce	  a	  lo	  largo	  de	  los	  diferentes	  complejos	  proteicos	  va	  a	  generar	  

un	   gradiente	   electroquímico	   a	   través	   de	   la	   membrana	   interna	   mitocondrial,	  

traduciéndose	   en	   una	   separación	   de	   las	   cargas	   y	   la	   aparición	   de	   un	   gradiente	   de	  

protones	  (H+).	  El	  aceptor	  final	  de	  estos	  electrones	  es	  el	  O2	  molecular	  que	  será	  reducido	  

por	   dos	   electrones	   formando	   una	   molécula	   de	   H2O	   en	   el	   complejo	   IV	   (citocromo	  

oxidasa),	   con	   el	   consiguiente	   bombeo	   de	   dos	   H+,	   hacia	   el	   espacio	   intermembrana	  

mitocondrial.	  La	  síntesis	  de	  ATP	  se	  llevará	  a	  cabo	  gracias	  al	  gradiente	  de	  protones	  que	  
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se	  ha	  ido	  creando	  a	  lo	  largo	  de	  todo	  el	  proceso,	  y	  lo	  realizará	  el	  complejo	  V,	  también	  

conocido	  como	  ATP	  sintasa	  (159,	  160).	  

También	  se	  ha	  demostrado	  que	  entre	  el	  0,4	  y	  el	  4%	  del	  O2	   consumido	  por	  el	  

sistema	   OXPHOS	   es	   transformado	   en	   radicales	   O2
.-‐	   en	   los	   complejos	   I	   (NADH	  

deshidrogenasa)	   y	   III	   (citocromo	   c	   oxidoreductasa)	   por	   la	   captación	   de	   un	   único	  

electrón	   (Figura	   8).	   El	   complejo	   I	   libera	   estos	   aniones	   O2
.-‐	   a	   la	   matriz	   mitocondrial,	  

mientras	   que	   el	   complejo	   III	   los	   libera	   a	   ambos	   lados	   de	   la	  membrana	   interna.	   Este	  

radical	   puede	   ser	   transformado	   a	   H2O2	   por	   la	   manganeso-‐superóxido	   dismutasa	  

(MnSOD),	   y	   finalmente	   a	   H2O	   por	   la	   enzima	   glutatión	   peroxidasa	   (GPx)	   o	  

peroxirredoxina	  III.	  Esto	  se	  conoce	  como	  la	  paradoja	  del	  oxígeno	  ya	  que,	  este	  elemento	  

es	  indispensable	  para	  la	  supervivencia	  del	  organismo	  y	  al	  mismo	  tiempo	  es	  fuente	  de	  

RL,	   que	   afectan	   al	   correcto	   funcionamiento	   celular	   (161,	   162).	   Además,	   aunque	   el	  

anión	  O2
.-‐	  no	  es	  capaz	  de	  atravesar	  la	  membrana	  lipídica,	  tras	  su	  conversión	  a	  H2O2,	  sí	  

que	  puede	  hacerlo,	  pudiendo	  de	  esta	  forma	  interaccionar	  con	  multitud	  de	  moléculas	  y	  

creando	  nuevas	  especies	  reactivas.	  	  

	  
Figura	  8.	  Reducción	  del	  oxígeno	  para	  formar	  agua.	  	  

SOD:	  Superóxido	  dismutasa.	  

Se	   ha	   visto	   que	   con	   la	   edad	   y	   en	   numerosas	   patologías	   degenerativas	   como	  

Alzheimer,	   Parkinson,	   síndrome	   de	   Leigh,	   retinopatía	   diabética,	   DMAE,	   neuropatía	  

óptica	   hereditaria	   de	   Leber,	   RP…	   los	   sistemas	   antioxidantes	   de	   la	   mitocondria	   son	  

incapaces	  de	  hacer	  frente	  a	   la	  producción	  de	  EROs,	  con	  lo	  cual	  se	  da	  un	  aumento	  en	  

sus	  niveles,	  creando	  un	  estado	  de	  estrés	  oxidativo	  en	  el	  interior	  mitocondrial	  y	  celular	  

que	  termina	  dañando	  a	   lípidos,	  proteínas	  y	  ADN,	  y	  que	  finalizará	  con	  la	  muerte	  de	  la	  

célula	  (163-‐165).	  

e-‐ e-‐ +	  2H+ e-‐ +	  H+ e-‐ +	  H+
O2	   ·∙O2

-‐ H2O2 ·∙OH H2O

H2O

SOD Catalasa	  o	  peroxidasa

Complejo	  citocromo	  oxidasa
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1.2. NAD(P)H	  Oxidasas	  

Otra	  de	  las	  principales	  fuentes	  de	  ERO	  que	  existen	  a	  nivel	  mitocondrial	  es	  una	  

familia	  de	  enzimas	  conocidas	  como	  NAD(P)H	  oxidasas	  (NOX),	  las	  cuales	  participan	  en	  

el	  proceso	  de	  conversión	  del	  O2	  en	  el	  anión	  O2
.-‐,	  utilizando	   la	   coenzima	  NADH	  como	  

agente	   donador	   de	   electrones,	   con	   la	   posterior	   liberación	   de	   RL	   al	   medio.	   Este	  

complejo	   de	   proteínas	   es	   de	   gran	   importancia	   para	   la	   respuesta	   del	   sistema	  

inmunitario	   innato,	   ya	   que	   se	   expresa	   en	   la	   membrana	   de	   células	   fagocíticas,	  

principalmente	  neutrófilos,	  macrófagos,	  eosinófilos	  y	  células	  dendríticas,	  participando	  

en	  los	  procesos	  de	  inflamación	  y	  destrucción	  de	  microorganismos	  patógenos	  mediante	  

la	  producción	  y	  liberación	  de	  ERO.	  Está	  compuesta	  por	  dos	  subunidades	  de	  membrana	  

y	   3	   componentes	   citoplasmáticos;	   en	   estado	   inactivo,	   estas	   3	   subunidades	   se	  

encuentran	   formando	   un	   complejo	   citoplasmático,	   pero	   en	   el	   momento	   de	   la	  

activación	   del	   sistema	   (desencadenado	   por	   señales	   moleculares	   procedentes	   de	  

agentes	   patógenos	   como	   citoquinas	   o	   factores	   quimoatrayentes),	   se	   translocan	   a	   la	  

membrana	  junto	  a	  las	  otras	  dos	  unidades,	  para	  formar	  un	  complejo	  activo	  (166).	  

Tras	  la	  activación	  del	  sistema	  NOX	  se	  va	  a	  producir	  un	  incremento	  del	  consumo	  

de	   O2,	   con	   el	   objetivo	   de	   aumentar	   la	   producción	   de	   O2
.-‐,	  mediante	   el	   consumo	   de	  

NAD(P)H;	  este	  radical	  se	  liberará	  en	  el	  interior	  de	  vacuolas	  fagocíticas	  o	  directamente	  

al	  medio	  extracelular.	  Este	  proceso	  recibe	  el	  nombre	  de	  explosión	  respiratoria.	  Por	  la	  

acción	  de	  la	  enzima	  SOD,	  el	  anión	  O2
.-‐	  se	  transformará	  en	  H2O2,	  que	  a	  su	  vez	  servirá	  de	  

sustrato	   a	   enzimas	   peroxidasas	   que	   lo	   utilizarán	   para	   oxidar	   elementos	   halógenos	   y	  

crear	  ácidos	  hipohalogenosos,	   como	  el	  ácido	  hipocloroso	   (HClO).	  Sin	  embargo,	  es	  un	  

delicado	   equilibrio	   que	   se	   ha	   observado	   alterado	   en	   numerosas	   patologías	   como	   la	  

artritis	   reumatoide,	   la	   enfermedad	   granulomatosa	   crónica,	   enfermedad	   de	   Crohn	   y	  

colitis	  ulcerosa	  entre	  otras,	  en	  las	  cuales	  se	  produce	  una	  inflamación	  crónica	  del	  tejido	  

afectado,	  ya	  sea	  piel,	  algún	  componente	  del	  sistema	  digestivo,	  pulmones	  o	  infecciones	  

recurrentes	   de	   patógenos	   oportunistas	   debido	   a	   mutaciones	   en	   alguna	   de	   las	  

subunidades	  de	  esa	  familia	  de	  enzimas	  (166-‐170).	  
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1.3. Citocromo	  P450	  

Citocromo	  P450	  (CYP450)	  es	  el	  nombre	  por	  el	  que	  se	  conoce	  a	  una	  superfamilia	  

de	   enzimas	   con	   actividad	   monooxigenasa,	   en	   la	   que	   encontramos	   más	   de	   50	  

isoformas,	   divididas	   en	   18	   familias.	   Se	   encuadran	   dentro	   del	   conocido	   sistema	   de	  

monooxigenasas	   microsomales,	   localizado	   mayoritariamente	   en	   las	   membranas	   del	  

retículo	   plasmático	   de	   los	   tejidos.	   Son	   conocidas	   por	   su	   papel	   en	   el	   proceso	   de	  

detoxificación	  de	  xenobióticos,	  convirtiendo	  estas	  moléculas	  en	  otras	  de	  carácter	  más	  

hidrosoluble	  y,	  por	  tanto,	  más	  fácilmente	  excretables	  a	  través	  de	   la	  orina	  (171,	  172).	  

Catalizan	   reacciones	   de	   monooxigenación	   de	   una	   amplia	   variedad	   de	   compuestos	  

como	   etanol,	   fármacos	   y	   drogas,	   además	   de	   participar	   en	   la	   degradación	   de	  

biomoléculas	  como	  ácidos	  grasos,	  esteroides,	  eicosanoides	  e	  hidroperóxidos	  lipídicos,	  

entre	  otros.	  Todo	  esto	  es	  posible	  gracias	  a	  las	  múltiples	  isoformas	  que	  existen,	  y	  a	  su	  

selectividad	   frente	   a	   sustratos	   específicos	   (173).	   Además,	   también	   participan	   en	  

reacciones	  de	  reducción,	  hidrólisis	  e	  hidratación.	  Presentan	  una	  amplia	  distribución	  en	  

todo	  el	  organismo,	  sin	  embargo,	  el	  hígado	  es	  el	  órgano	  estudiado	  principalmente	  por	  

ser	   uno	   de	   los	   lugares	   fundamentales	   para	   el	   metabolismo	   de	   fármacos	   y	   otras	  

sustancias	   exógenas.	   Estas	   enzimas	   pueden	   clasificarse	   en	   4	   grupos	   en	   función	   de	  

cómo	   adquieren	   los	   electrones:	   directamente	   del	   NADPH,	   a	   través	   de	   un	   grupo	  

prostético	   FAD/FMN	   (llamado	   CPR)	   y	   por	   una	   reductasa	   que	   presenta	   FAD	   y	   una	  

ferrosulfoproteína.	  Existe	  una	  cuarta	  clase	  de	  estas	  enzimas	  que	  no	  necesitan	  para	  su	  

actuación	   de	   ninguna	   molécula	   donadora	   de	   electrones.	   Están	   formadas	   una	  

hemoproteína	  con	  un	  átomo	  de	  hierro	  y	  una	  flavoproteína	  que	  será	  la	  responsable	  de	  

la	   transmisión	   de	   electrones	   desde	   el	   NADPH	   hasta	   el	   substrato	   del	   CYP450.	   Una	  

alternativa	  a	  la	  presencia	  del	  grupo	  FAD/FMN	  sería	  el	  citocromo	  b5	  como	  donador	  de	  

electrones,	   sin	   embargo	   es	   menos	   eficaz.	   La	   enzima	   NADPH	   reductasa	   es	   la	  

responsable	  de	  la	  reducción	  del	  ion	  Fe3+	  a	  Fe2+	  gracias	  a	  un	  electrón	  del	  NADPH;	  el	  sitio	  

de	   unión	   de	   los	   fármacos	   se	   encuentra	   cercano	   a	   este	   grupo	   hemo.	   La	   posterior	  

oxidación	  para	  regenerar	  el	  Fe3+	  se	  lleva	  a	  cabo	  por	  la	  adición	  de	  un	  átomo	  de	  oxígeno,	  

y	  tras	  la	  adición	  de	  dos	  átomos	  se	  generará	  una	  molécula	  de	  H2O	  (174,	  175).	  Una	  de	  las	  

isoformas	  de	  mayor	  importancia	  es	  el	  CYP2E1.	  Se	  ha	  demostrado	  un	  incremento	  en	  los	  

niveles	  de	  esta	   enzima	  en	   los	  procesos	  de	  hepatotoxicidad	   y	   cáncer,	   al	   igual	   que	  en	  
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otras	   patologías	   como	   obesidad,	   debido	   a	   la	   liberación	   de	   RL	   durante	   su	  

funcionamiento,	   los	   cuales	   interactúan	   con	   PUFAs,	   desencadenando	   el	   proceso	   de	  

LPO,	   que	   finalmente	   inducirá	   la	   muerte	   celular	   por	   apoptosis	   (176).	   También	   se	   ha	  

visto	  que	  en	  el	  mecanismo	  de	  acción	  del	  CYP450	  se	  producirían	  RL	  como	  el	  anión	  O2
.-‐	  

(debido	   al	   posible	   deterioro	   del	   complejo	   P450	   oxidado)	   y	   H2O2	   (debido	   tanto	   a	   la	  

dismutación	   del	   anión	   O2
.-‐	   como	   al	   deterioro	   del	   peroxicitocromo	   P450)	   (177).	   Este	  

complejo	   enzimático	   presenta	   una	   alta	   tasa	   de	   producción	   de	   EROs,	   ya	   que	   se	  

encuentra	   en	   continuo	   funcionamiento,	   aun	   en	   ausencia	   de	   sustratos,	   oxidando	  

moléculas	  de	  NADPH.	  Niveles	  de	  actividad	  elevados	  del	  citocromo	  P450	  aumentan	  los	  

niveles	  de	  enzimas	  antioxidantes	  como	  glutatión	  y	  CAT,	  siendo	  un	  indicativo	  del	  nivel	  

de	   estrés	   oxidativo	   que	   experimenta	   la	   célula	   y,	   por	   tanto,	   un	   punto	   de	   inflexión	   a	  

tener	  en	  cuenta	  sobre	  el	  papel	  y	  la	  	  importancia	  de	  este	  sistema	  en	  el	  ser	  humano.	  

1.4. Óxido	  nítrico	  sintasa	  (NOS)	  

Esta	   familia	   de	   enzimas	   (EC	   1.14.13.39)	   compuesta	   por	   3	   isoformas	   de	   la	  

misma,	   es	   responsable	   de	   la	   síntesis	   del	   NO,	   por	   la	   conversión	   del	   aminoácido	   L-‐

arginina	   a	   L-‐citrulina	   (ver	   Figura	   9).	   Estas	   3	   isoenzimas	   son:	   NOS	   endotelial	   (eNOS),	  

NOS	  neuronal	  (nNOS)	  y	  NOS	  inducible	  (iNOS).	  Las	  dos	  primeras	  se	  expresan	  de	  forma	  

constitutiva	   en	   el	   organismo,	   aunque	   por	   diferentes	   tipos	   celulares:	   eNOS	   se	  

encuentra	  principalmente	  en	   las	  células	  endoteliales	  de	   los	  vasos	  sanguíneos,	   siendo	  

un	   elemento	   fundamental	   para	   el	   sistema	   cardiovascular,	   mientras	   que	   nNOS	   es	  

expresada	  mayoritariamente	  por	  neuronas,	  células	  del	  músculo	  esquelético	  y	  cardíaco.	  

iNOS	   se	   encuentra	   ausente	  en	   condiciones	   fisiológicas	  normales,	   sin	   embargo,	   antes	  

estímulos	   inflamatorios	   como	   citoquinas	   o	   lipopolisacáridos	   procedentes	   de	  

microorganismos	   o	   células	   del	   sistema	   inmunitario,	   se	   incrementa	   su	   expresión,	  

produciendo	   altas	   concentraciones	   de	   NO	   (178).	   eNOS	   y	   nNOS	   producen	   NO	   en	   un	  

mecanismo	  dependiente	   de	   Ca2+-‐calmodulina,	   produciendo	   unas	   concentraciones	   de	  

NO	  del	  orden	  nanomolar;	  sin	  embargo	  la	  isoforma	  inducible	  es	  independientes	  de	  ellas	  

pero	  cuando	  es	  estimulada	  es	   responsable	  de	  concentraciones	  micromolares	  de	  esta	  

molécula	   (179).	   Se	   ha	   detectado	   la	   expresión	   de	   esta	   enzima	   en	   la	   retina	   de	   los	  

animales	   vertebrados:	   se	   ha	   encontrado	   a	   nivel	   de	   los	   fotorreceptores,	   en	   distintos	  
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tipos	   de	   células	   amacrinas	   y	   a	   nivel	   de	   la	   CCG;	   se	   ha	   detectado	   la	   expresión	   de	   la	  

isoforma	  eNOS	  en	  los	  procesos	  de	  las	  células	  de	  Müller	  y	  la	  de	  la	  nNOS	  en	  los	  procesos	  

de	   las	   células	   bipolares	   y	   células	   horizontales	   y	   en	   los	   procesos	   presinápticos	   de	   las	  

células	  amacrinas	  (180).	  Todas	  ellas	  deben	  formar	  homodímeros	  para	  poder	  catalizar	  

la	  síntesis	  de	  NO,	  pero	  la	  unión	  de	  iNOS	  es	  mucho	  menos	  estable,	  y	  por	  lo	  tanto,	  favore	  

la	   producción	   de	   EROs	   y	   ERNs.	   El	   NO	   producido,	   puede	   interactuar	   con	   otros	   RL	   y	  

producir	  otros	  como	  O2
.-‐	  y	  ONOO-‐.	  	  

En	   la	   estructura	   de	   la	   NOS	   podemos	   encontrar	   2	   dominios:	   el	   dominio	  

oxigenasa,	  que	  se	  encuentra	  en	  la	  posición	  N-‐terminal,	  y	  que	  presenta	  un	  grupo	  hemo,	  

y	   el	   dominio	   reductasa,	   dispuesto	   en	   el	   extremo	   C-‐terminal	   y	   que	   posee	   en	   su	  

estructura	   un	   grupo	   FMN/FAD.	   Ambos	   dominios	   se	   encuentran	   unidos	   por	   una	  

secuencia	  de	  aminoácidos	  donde	  se	   localiza	  el	   lugar	  de	  unión	  a	   la	  calmodulina	  (181).	  

De	   forma	   simplificada,	   los	   electrones	   del	   NADPH	   son	   cedidos	   a	   través	   del	   grupo	  

prostético	  FMN/FAD,	  en	  el	  dominio	  reductasa,	  hasta	  el	  hierro	  del	  grupo	  hemo,	  en	  el	  

dominio	   oxigenasa.	   Aquí,	   gracias	   a	   la	   acción	   de	   una	   molécula	   de	   O2,	   y	   con	   la	  

participación	  de	  la	  tetrahidrobiopterina	  (BH4)	  como	  cofactor,	  la	  L-‐arginina	  se	  convierte	  

en	   el	   intermediario	   Nω-‐hidroxi-‐L-‐arginina,	   y	   éste,	   en	   una	   segunda	   reacción	   de	  

monooxigenación	  consecutiva,	  en	  L-‐citrulina.	  En	  esta	  reacción	  se	  produce	  la	  liberación	  

del	  NO	  (182,	  183).	  

	  

Figura	  9.	  Reacción	  de	  síntesis	  de	  óxido	  nítrico	  (NO)	  catalizada	  por	  la	  enzima	  óxido	  nítrico	  sintasa	  (NOS).	  

1.5. Xantina	  oxidasa	  (XO)	  

Pertenece	   a	   una	   familia	   de	   enzimas	   responsables	   de	   la	   hidroxilación	   de	   las	  

purinas.	  La	  XO	  cataliza	  la	  reacción	  que	  convierte	  la	  hipoxantina	  en	  xantina,	  y	  ésta,	  en	  
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ácido	   úrico.	   En	   ambas	   reacciones	   se	   va	   a	   dar	   una	   reducción	   del	   O2	   molecular,	  

produciendo	  anión	  O2
.-‐	  y	  H2O2.	  

2. FUENTES	  EXÓGENAS	  

Día	   a	   día	   estamos	   expuestos	   a	   numerosos	   agentes	   productores	   de	   RL	   y	   que	  

afectan	  a	  nuestra	  salud.	  	  

El	  humo	   del	   tabaco	   contiene	  más	  de	  4.800	   sustancias	   tóxicas,	  muchas	  de	   las	  

cuales	  son	  pro-‐oxidantes	  y	  carcinógenas.	  Es	  responsable	  de	  la	  producción	  de	  especies	  

reactivas	  como	  H2O2,	  O2
.-‐,	   .OH,	  acroleína,	  nitrosaminas,	  ERNs	  y	  monóxido	  de	  carbono	  

(CO),	  entre	  otras.	  Son	  capaces	  de	  unirse	  a	  los	  grupos	  tiol	  de	  las	  proteínas,	  induciendo	  

cambios	  estructurales	  y	  funcionales	  (184).	  Además	  es	  una	  de	  las	  principales	  fuentes	  de	  

daño	   a	   ADN:	   alteración	   de	   bases,	   rotura	   de	   la	   cadena,	   daño	   a	   genes	   supresores	   de	  

tumores	  e	  inducción	  de	  proto-‐oncogenes	  (185,	  186).	  	  

La	  luz	  es	  capaz	  de	  inducir	  la	  producción	  de	  EROs	  en	  diferentes	  tejidos	  como	  son	  

la	   retina	   y	   la	   piel,	   además	   de	   causar	   daño	   proteico,	   al	   ADN	   y	   LPO	   (187).	   Los	   rayos	  

ultravioleta	   B	   (UVB)	   presentan	  un	   carácter	   altamente	  mutágeno,	   ya	   que	  pueden	   ser	  

absorbidos	   directamente	   por	   el	   ADN	   creando	  mutaciones	   a	   nivel	   de	   la	   cadena.	   Los	  

rayos	  ultravioleta	  A	  (UVA),	  son	  el	  componente	  mayoritario	  de	  la	  luz	  solar,	  y	  también	  se	  

han	   demostrado	   capaces	   de	   modificar	   el	   ADN,	   además	   de	   suprimir	   el	   sistema	  

inmunológico,	   facilitando	   por	   tanto	   la	   aparición	   de	   tumores.	   Aunque	   estos	   últimos	  

prácticamente	   no	   son	   absorbido	   por	   el	   ADN	   directamente,	   son	   capaces	   de	   inducir	  

roturas	  de	   la	  cadena	  y	  oxidar	  bases	  pirimidínicas,	  efectos	   llevados	  a	  cabo	  sobre	  todo	  

por	  el	  1O2	  (188).	  	  

El	   consumo	   de	   alcohol	   es	   una	   de	   las	   principales	   causas	   de	   enfermedades	  

hepáticas	  que	  existen	  en	  la	  actualidad.	  El	  alcohol	  es	  metabolizado	  por	  los	  hepatocitos	  	  

gracias	   a	   la	   acción	  de	  dos	  enzimas:	   la	   alcohol	  deshidrogenasa	   (ADH)	   y	  el	  CYP2E1.	   Se	  

produce	   acetaldehído	   y	   posteriormente	   acetato,	   gracias	   a	   una	   enzima	  mitocondrial.	  

Estos	   compuestos,	   junto	   a	   la	   dietilnitrosamina	   (DEN),	   habitual	   no	   sólo	   en	   bebidas	  

alcohólicas,	   sino	   también	   en	   el	   humo	   del	   tabaco	   y	   alimentos	   como	   fritos	   y	   curados	  

(fuentes	   exógenas	   también	   de	   RL),	   van	   a	   incrementar	   los	   niveles	   de	   EROs	   a	   nivel	  



	  
	  

54	  
	  

	   Estudio	  de	  Melatonina	  y	  Galato	  de	  epigalocatequina	  frente	  a	  las	  degeneraciones	  retinianas	  

hepático.	   Además	   se	   ha	   visto	   que	   la	   ingesta	   de	   alcohol	   incrementaría	   los	   niveles	   de	  

expresión	  del	  ARN	  mensajero	   (ARNm)	  de	  estas	  enzimas,	  exacerbando	  por	   tanto	  esta	  

producción	   de	   RL.	   Todo	   esto	   desembocaría	   en	   una	   disfunción	   mitocondrial	   que	  

retroalimentaría	   este	   proceso,	   llevando	   a	   un	   proceso	   inflamatorio	   crónico,	   que	  

aumentaría	   los	   niveles	   de	   estrés	   oxidativo	   de	   los	   hepatocitos	   por	   la	   producción	   de	  

citoquinas	   y	   ciertos	   factores	   quimotácticos	   (189).	   La	   inflamación	   es	   un	   proceso	  

destinado	  a	  eliminar	  del	  organismo	  al	  causante	  de	  un	  daño	  producido	  en	  el	  tejido.	  Sin	  

embargo,	  un	  proceso	  inflamatorio	  prolongado	  no	  regulado	  puede	  inducir	  daño	  tisular	  

y	   es	   causa	   de	   numerosas	   enfermedades	   crónicas.	   Se	   va	   a	   producir	   la	   infiltración	   de	  

numerosas	  células	  del	  sistema	  inmune	  como	  leucocitos,	  monocitos,	  neutrófilos…	  que	  

liberarán	   múltiples	   enzimas	   (proteasas,	   elastasas,	   colagenasas,	   acido	   hidrolasas,	  

fosfatasas,	   lipasas...),	   especies	   reactivas	   (O2
.-‐,	   H2O2,	   .OH,	   acido	   hipocloroso...)	   y	  

mediadores	   quimicos	   (eicosanoides,	   componentes	   del	   complemento,	   citoquinas,	  

quemoquinas,	   oxido	   nitrico...)	   y,	   por	   lo	   tanto,	   inducirán	  mayor	   daño	   tisular	   y	   estrés	  

oxidativo	  (190,	  191).	  Además,	  células	  “no	  fagocíticas”	  también	  podrían	  producir	  RL	  en	  

respuesta	   a	   esta	   liberación	   de	   sustancias,	   incrementando	   de	   nuevo	   la	   cascada	   de	  

estrés	  y	  daño	  oxidativo.	  Añadido	  a	  todo	  lo	  anterior,	  el	  alcohol	  también	  incrementa	  la	  

producción	   de	   EROs	   por	   el	   aumento	   de	   la	   actividad	   de	   enzimas	   como	   la	   xantina	  

oxidorreductasa	  o	   la	  NADPH	  oxidasa,	  ambas	  productoras	  de	  RL	  y	  de	   las	  cuales	   se	  ha	  

hablado	  previamente	  (192).	  

Los	  metales	   son	   cruciales	   en	   una	   gran	   variedad	   de	   procesos	   biológicos;	   sin	  

embargo	   muchos	   estudios	   han	   demostrado	   que	   los	   metales	   xenobióticos,	   que	   no	  

presentan	   funciones	   fisiológicas,	   como	   serían	   el	   aluminio,	   el	   cadmio,	   el	   plomo,	   el	  

mercurio	   y	   el	   arsénico	   pueden	   interactuar	   con	  macromoléculas	   biológicas	   causando	  

daño	   oxidativo:	   su	   capacidad	   para	   generar	   EROs	   y	   ERNs,	   además	   de	   alterar	   la	  

homeostasis	   redox,	   serían	   factores	   importantes	   en	   la	   toxicidad	   inducida	   por	   estos	  

metales.	   Esta	   toxicidad	   induciría	   cambios	   a	   nivel	   epigenético,	   señalización	   celular	  

anormal	  y	  crecimiento	  celular	  descontrolado,	  iniciacion	  del	  daño	  celular	  y	  estimulacion	  

de	   procesos	   inflamatorios.	   Sin	   embargo,	   no	   sólo	   estos	   metales	   causarían	   daño	   al	  

organismo:	   los	   metales	   de	   transición	   como	   el	   cobre,	   el	   hierro,	   el	   cinc,	   cobalto	   y	  

manganeso	   que	   participan	   en	   numerosos	   procesos	   de	   señalización	   y	   metabólicos,	  
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también	   son	   capaces	   de	   interactuar	   con	   proteínas,	   lípidos	   y	   ADN,	   causando	   daño	   a	  

estas	   macromoléculas	   e	   induciendo	   alteraciones	   estructurales	   y	   funcionales	   de	   las	  

mismas,	  que	  desembocarán	  en	  muerte	  celular	  (193-‐195).	  

 SISTEMAS	  ANTIOXIDANTES	  

El	  cuerpo	  tiene	  multitud	  de	  mecanismos	  de	  defensa	  para	  contrarrestar	  el	  estrés	  

oxidativo,	   que	   se	   conocen	   como	   sistemas	   o	   moléculas	   antioxidantes.	   Estos	  

antioxidantes,	  al	   igual	  que	  en	  el	  caso	  de	  los	  RL,	  pueden	  ser	  sintetizadas	  por	  el	  propio	  

organismo	  (fuentes	  endógenas)	  o	  proceder	  de	   la	  dieta	   (origen	  exógeno).	  Su	  papel	  es	  

neutralizar	   el	   exceso	   de	   RL,	   protegiendo	   a	   las	   células	   contra	   sus	   efectos	   tóxicos	   y	  

contribuyendo	   a	   la	   prevención	   de	   las	   distintas	   enfermedades.	   Los	   compuestos	  

endógenos	   celulares	   que	   combaten	   estas	   EROs	   pueden	   clasificarse	   en	   antioxidantes	  

enzimáticos	  o	  no	  enzimáticos.	  Las	  principales	  enzimas	  antioxidantes	  que	  participan	  en	  

la	   neutralización	   directa	   de	   los	   RL	   son	   la	   SOD,	   CAT,	   GPx,	   glutatión	   reductasa	   (GR)	   y	  

glutatión	  S-‐transferasa	  (GST).	  

FUENTES	  ENDÓGENAS	  

1. SUPERÓXIDO	  DISMUTASA	  (SOD)	  

La	   superóxido	   dismutasa	   (SOD,	   EC	   1.15.1.1)	   es	   una	   familia	   de	   enzimas	   que	  

cataliza	   la	   dismutación	   del	   O2
.-‐,	   convirtiéndolo	   en	   O2	   y	   H2O2.	   A	   pesar	   de	   que	   esta	  

reacción	   va	   a	   producir	   H2O2,	   que	   como	   ya	   se	   ha	   comentado	   también	   es	   EROs,	   esta	  

molécula	   es	  mucho	  menos	   perjudicial	   para	   el	   organismo,	   y	   además	   se	   ha	   evitado	   la	  

producción	   del	   radical	   .OH,	   que	   puede	   originar	   graves	   daños	   celulares.	   En	   el	   ser	  

humano	   encontramos	   3	   isoformas	   de	   esta	   enzima:	   una	   forma	   dependiente	   de	   los	  

metales	  cobre	  y	  cinc,	  y	  que	  se	  encuentra	  situada	  en	  el	  citosol	  (CuZnSOD	  o	  SOD1),	  una	  

forma	   dependiente	   de	   manganeso	   que	   se	   dispone	   a	   nivel	   mitocondrial	   (MnSOD	   o	  

SOD2)	  y	  finalmente,	  otra	  isoforma	  dependiente	  de	  cobre	  y	  cinc,	  pero	  que	  se	  encuentra	  

a	  nivel	  extracelular	  (SOD3)	  (196).	  Se	  ha	  demostrado	  que	  mutaciones	  que	  afectan	  a	  la	  

isoenzima	   SOD1,	   son	   responsables	   de	   ciertas	   enfermedades	   neurodegenerativas,	  

como	  sería	  la	  esclerosis	  lateral	  amiotrófica	  (ELA)	  (197).	  Aunque	  su	  principal	  localización	  
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es	  el	  citosol,	  también	  la	  podemos	  encontrar	  en	  el	  núcleo,	  los	  lisosomas,	  peroxisomas	  y	  

la	  mitocondria.	   SOD2	   es	   la	   principal	   línea	   de	   defensa	   que	   presentan	   los	   organismos	  

aerobios:	   debido	   a	   su	   	   localización	   mitocondrial	   es	   la	   principal	   responsable	   de	   la	  

conversión	  del	  radical	  O2
.-‐	  producido	  por	   la	  cadena	  transportadora	  de	  electrones	  y	  el	  

sistema	  OXPHOS.	  Además,	  esta	  enzima	  disminuye	  el	  estrés	  oxidativo	  interaccionando	  

directamente	   con	   ERNs,	   e	   impidiendo	   que	   éstos	   reaccionen	   con	   el	   anión	   O2
.-‐,	  

formando	  el	  anión	  ONOO-‐,	  altamente	  dañino	  y	  que	  puede	  desembocar	  en	  la	  apoptosis	  

celular	  (198,	  199).	  	  

2. CATALASA	  (CAT)	  

La	   catalasa	   (CAT,	   EC	   1.11.1.6)	   es	   una	   enzima	   antioxidante	   responsable	   de	   la	  

descomposición	  del	  H2O2	  en	  O2	  y	  H2O.	  Encontramos	  3	  clases	  de	  enzimas	  con	  actividad	  

catalasa,	   que	   se	   diferencian	   en	   su	   distribución	   y	   estructura.	   La	   clase	   de	   CAT	   más	  

abundante	   en	   la	   naturaleza	   se	   caracteriza	   por	   presentar	   un	   átomo	   de	   hierro	   en	   su	  

centro	  activo	  y	  se	  va	  a	  localizar	  mayoritariamente	  en	  los	  peroxisomas	  celulares.	  Estas	  

enzimas	   las	   encontramos	   tanto	   en	   células	   eucariotas	   como	   procariotas	   (200).	   Su	  

actividad	   se	   divide	   en	  dos	   pasos:	   en	   primer	   lugar	   se	   produce	   la	   oxidación	  del	   grupo	  

hemo	   de	   la	   enzima	   por	   la	   presencia	   de	   una	   molécula	   de	   H2O2;	   el	   átomo	   de	   hierro	  

presente	  en	  el	  grupo	  hemo	  en	  estado	  III	  (FeIII)	  se	  oxida	  a	  hierro	  IV	  (FeIV)	  y	  se	  libera	  una	  

molécula	  de	  H2O.	  En	  el	  segundo	  paso,	  es	  necesaria	  una	  segunda	  molécula	  de	  H2O2	  para	  

que	  la	  enzima	  vuelva	  al	  estadio	  inicial	  mediante	  una	  reacción	  de	  reducción,	  en	  la	  cual	  

el	  FeIV	  vuelve	  a	  FeIII	  liberándose	  otra	  molécula	  de	  H2O	  y	  una	  de	  O2.	  De	  esta	   forma,	   la	  

enzima	  CAT	  actúa	  consumiendo	  dos	  moléculas	  de	  H2O2	  	  y	  generando	  dos	  moléculas	  de	  

H2O	  y	  una	  de	  O2	  (201,	  202).	  

3. GLUTATIÓN	  S-‐TRANSFERASA	  (GST)	  

La	  glutatión	  S-‐transferasa	  (GST;	  EC	  2.5.1.18)	  es	  una	  gran	  familia	  de	  enzimas	  que	  

catalizan	   reacciones	  de	  detoxificación	  de	   sustancias.	   Su	   función	  es	   la	   conjugación	  de	  

numerosos	  compuestos	  por	   los	  grupos	  tioles	  de	   la	  molécula	  glutatión	   (GSH).	  De	  esta	  

forma,	   sustancias	   dañinas	   para	   el	   organismo	   y	   de	   carácter	   electrofílico,	   son	  

reconvertidas	   en	   conjugados	   de	  GSH,	  mucho	  menos	   perjudiciales	   y	  más	   hidrofílicos.	  
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Debido	   a	   su	   elevado	   peso	   molecular	   por	   la	   adición	   del	   nuevo	   grupo	   químico,	   se	  

estimula	  su	  excreción	  por	  orina	  o	  bilis.	  	  

Estas	   enzimas	   se	   encuentran	   ampliamente	   distribuidas,	   habiéndose	  

encontrando	  en	  animales	  vertebrados,	  invertebrados,	  e	  incluso	  plantas	  (203,	  204).	  Su	  

expresión	  en	  los	  distintos	  órganos	  corporales	  varía	  en	  función	  de	  los	  cambios	  de	  pH,	  su	  

estabilidad	  al	  calor	  y	  distribución	  (205).	  Uno	  de	  los	  principales	  órganos	  donde	  vamos	  a	  

encontrar	  a	  estas	  enzimas	  va	  a	  ser	  el	  hígado,	  conocido	  por	  su	  papel	  en	  el	  metabolismo	  

de	   compuestos	   como	   fármacos,	   drogas…	   Las	   distintas	   isoenzimas	   catalizarán	  

diferentes	  reacciones	  en	  función	  de	  su	  especificidad	  al	  sustrato,	  siendo	  principalmente	  

la	   adición	   o	   sustitución	   de	   GSH	   al	   centro	   electrofílico	   de	   dicha	   molécula.	   En	   su	  

estructura	   encontramos	   un	   dominio	   de	   unión	   al	   GSH,	   en	   el	   extremo	   N-‐terminal,	  

altamente	  conservado,	  y	  un	  dominio	  de	  unión	  al	  substrato,	  en	  el	  extremo	  C-‐terminal,	  

estructuralmente	  diferente,	  en	  función	  de	  su	  especificidad	  (206).	  Las	  GST	  son	  capaces	  

de	  metabolizar	  compuestos	  hidroperóxidos,	  como	  el	  MDA,	  producto	  resultante	  de	   la	  

LPO	   y,	   por	   lo	   tanto,	   participa	   activamente	   en	   la	   reducción	   de	   los	   niveles	   de	   estrés	  

oxidativo.	  

4. GLUTATIÓN	  PEROXIDASA	  (GPX)	  

La	   enzima	   glutatión	   peroxidasa	   (GSH-‐Px,.	   EC	   1.11.1.9)	   es	   una	   familia	   de	  

proteínas	   que	   podemos	   encontrar,	   no	   solo	   en	  mamíferos,	   sino	   también	   en	   reptiles,	  

bacterias,	   protozoos,	   plantas...	   En	   los	   mamíferos	   se	   han	   encontrados	   8	   isoenzimas	  

distintas,	  cuya	  función	  principal	  en	  la	  eliminación	  del	  H2O2.	  En	  función	  de	  la	  isoenzima	  

de	   la	   que	   estemos	   hablando	   podemos	   encontrar	   un	   residuo	   de	   selenocisteína	   o	   un	  

residuo	  de	  cisteína	  en	  su	  sitio	  activo.	  En	  este	  proceso,	  se	  produce	  primero	  la	  reducción	  

de	   la	   molécula	   de	   H2O2,	   convirtiendo	   el	   residuo	   de	   (seleno)-‐cisteína	   en	   un	  

intermediario	   que	   será	   reducido	   por	   una	   molécula	   de	   GSH,	   desembocando	   en	   un	  

segundo	   intermediario	  que	  reaccionará	  de	  nuevo	  con	  una	  segunda	  molécula	  de	  GSH	  

que	  restaurará	  el	  aminoácido	  del	  centro	  activo	  de	  la	  molécula.	  De	  forma	  simplificada,	  

la	   glutatión	   peroxidasa	   requiere	   de	   la	   actuación	   de	   dos	   moléculas	   de	   glutatión	  

reducido,	   para	   convertir	   una	   única	  molécula	   de	   H2O2	   en	   2	  moléculas	   de	   H2O	  y	   una	  

molécula	  de	   glutatión	  oxidado	   (207).	   Estas	   enzimas	   también	  participan	  en	  el	   control	  
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del	   daño	  oxidativo	   causado	   al	   organismo	  disminuyendo	   los	   niveles	   del	   anión	  ONOO-‐	  

por	  su	  reducción	  a	  nitritos,	  en	  una	  reacción	  similar	  a	  la	  descrita	  anteriormente	  (208),	  y	  

está	   implicada	  en	  el	  metabolismo	  de	   la	  glucosa	  y	   los	   lípidos,	  siendo	  capaz	  de	  reducir	  

peróxidos	  lipídicos	  (209,	  210).	  La	  selenoproteína	  1	  (GPx1)	  es	  la	  forma	  más	  abundante	  

en	  los	  mamíferos,	  y	  se	  encuentra	  expresada	  principalmente	  en	  el	  hígado	  y	  en	  el	  riñón.	  

Al	   participar	   en	   la	   degradación	   del	   H2O2,	   es	   considerada	   una	   importante	   enzima	  

antioxidante	  intracelular:	  se	  ha	  observado	  en	  modelos	  knock-‐out	  para	  esta	  enzima	  un	  

incremento	  en	  la	  susceptibilidad	  al	  estrés	  oxidativo;	  sin	  embrago	  su	  sobreexpresión	  se	  

ha	   demostrado	   que	   causaría	   problemas	   en	   los	   procesos	   de	   señalización	   en	   los	   que	  

participa	   este	   radical:	   una	   gran	   cantidad	   de	   los	   procesos	   fisiológicos	   en	   los	   que	  

participa	  el	  H2O2	  están	  regulados	  por	  esa	  familia	  de	  enzimas	  (211).	  

5. GLUTATIÓN	  REDUCTASA	  (GR)	  

Es	  necesario	  el	  control	  del	  ratio	  entre	  el	  glutatión	  oxidado	  y	  reducido	  para	  un	  

correcto	   funcionamiento	  de	   los	  mecanismos	   intracelulares	   y	   el	  mantenimiento	  de	   la	  

homeostasis	   celular.	   Por	   esto	   encontramos	   la	   GR	   (EC	   1.8.1.7),	   responsable	   de	   la	  

conversión	   de	   una	   molécula	   de	   glutatión	   oxidado	   en	   dos	   moléculas	   de	   glutatión	  

reducido,	  por	  la	  reducción	  del	  puente	  disulfuro	  que	  une	  ambas	  moléculas	  y	  gracias	  a	  la	  

acción	   del	   coenzima	   NADPH	   (212).	   Debido	   a	   la	   importante	   función	   que	   ejerce	   el	  

glutatión	   en	   su	   forma	   oxidada	   en	   numerosos	   procesos	   celulares,	   algunos	   de	   ellos	  

previamente	  descritos,	  como	  detoxificación	  de	  compuestos,	  reacciones	  de	  conjugación	  

en	  la	  eliminación	  de	  agentes	  tóxicos	  y	  la	  producción	  de	  desoxirribonucleótidos	  para	  la	  

síntesis	  de	  ADN,	  esta	  enzima	  tiene	  un	  papel	  fundamental	  para	  el	  organismo	  (213).	  	  

6. ANTIOXIDANTES	  METABÓLICOS	  

Los	  antioxidantes	  no	  enzimáticos	  se	  dividen	  en	  2	  grupos:	  aquellos	  sintetizados	  

por	   el	   propio	   metabolismo,	   es	   decir,	   los	   antioxidantes	   metabólicos,	   y	   aquellos	  

procedentes	   de	   los	   nutrientes	   que	   ingerimos	   en	   la	   dieta	   (o	   nutritivos)	   (214).	   En	   	   el	  

grupo	  de	  los	  antioxidantes	  metabolicos	  podemos	  destacar	  el	  ácido	  lipoico,	  glutatión,	  L-‐

arginina,	   coenzima	  Q10,	  melatonina,	   ácido	   úrico,	   bilirrubina,	   proteínas	   quelantes	   de	  

metales,	  transferrina...	  	  
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Los	  antioxidantes	  de	  nutrientes,	  se	  consideran	  antioxidantes	  exógenos	  ya	  que	  

son	  moléculas	  que	  no	  pueden	   sintetizarse	  por	   los	  distintos	  mecanismos	  bioquímicos	  

del	   organismo.	   Debido	   a	   esto,	   sus	   niveles	   van	   a	   depender	   de	   nuestra	   ingesta	   en	   la	  

dieta	  de	  alimentos	  que	  los	  contengan:	  la	  vitamina	  E,	  C,	  carotenoides,	  trazas	  de	  metales	  

(selenio,	  manganeso,	  cinc),	  flavonoides	  y	  ácidos	  grasos	  ω-‐3	  y	  6…	  (215-‐217).	  

6.1. Glutatión	  

El	  tripéptido	  L-‐γ-‐glutamil-‐L-‐cisteinil-‐glicina	  o	  glutatión	  es	  una	  pequeña	  molécula	  

muy	   importante	   en	   el	   organismo	   que	   se	   ve	   implicada	   en	   numerosos	   procesos	  

biológicos:	   reacciones	   enzimáticas,	   síntesis	   de	   macromoléculas,	   metabolismo	   de	  

productos	  xenobióticos,	  toxicidad	  de	  RL,	  sistema	  inmunológico,	  cáncer…	  (218-‐220).	  

Este	  tiol	  podemos	  encontrarlo	  tanto	  en	  su	  forma	  reducida,	  GSH,	  como	  oxidada,	  

compuesta	   por	   dos	   moléculas	   de	   glutatión	   unidas	   por	   un	   puente	   disulfuro	   (GSSG),	  

siendo	   la	   primera	  de	   ellas	   la	   forma	  más	   abundante	   en	   las	   células.	   Su	   localización	   es	  	  

aproximadamente	   el	   90%	   del	   GSH	   a	   nivel	   citosólico	   y	   el	   10%	   restante	   en	   la	  

mitocondria;	  existe	  un	  pequeño	  reservorio	  a	  nivel	  del	  RE	  (221).	  Además,	  el	  hígado	  es	  el	  

órgano	   con	   una	   mayor	   concentración	   de	   esta	   molécula,	   debido	   a	   su	   principal	  

participación	  en	  la	  detoxificación	  de	  xenobióticos,	  proceso	  explicado	  anteriormente	  y	  

en	  el	  que	  es	  clave	  el	  glutatión.	  También	  es	  la	  principal	  fuente	  de	  GSH	  para	  el	  resto	  de	  

tejidos	  extrahepáticos	  (222).	  	  

El	  mantenimiento	  del	  ratio	  GSH/GSSG	  es	  indispensable	  para	  una	  correcta	  homeostasis	  

redox	   celular:	   la	   concentración	   de	   las	   formas	   oxidadas	   y	   reducidas	   va	   a	   estar	  

controlada	  por	  las	  enzimas	  de	  síntesis	  de	  la	  molécula,	  la	  γ-‐glutamilcisteína	  sintetasa	  y	  

las	   enzimas	  GSH	   sintetasa	   o	  GSSG	   reductasa;	   la	   GPx	   y	   GST	   son	   indispensables	   en	   el	  

control	   de	   las	   formas	   oxidadas	   y	   reducidas	   en	   procesos	   de	   detoxificación	   y	  

mecanismos	   antioxidantes,	   y	   en	   el	   control	   del	   ratio	   de	   GSH	   exportado	   fuera	   de	   los	  

hepatocitos)	  (223-‐225)	  (Figura	  10).	  
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Figura	  10.	  Mecanismo	  de	  actuación	  del	  glutatión	  reducido	  (GSH).	  	  
GPx:	  glutatión	  peroxidasa,	  GR:	  glutatión	  reductasa,	  GSSG:	  glutatión	  oxidado,	  GST:	  glutatión	  S-‐transferasa,	  NADPH:	  

nicotín	  adenín	  dinucleótido	  fosfato.	  Adaptado	  de	  (226).	  

6.2. Coenzima	  Q10	  

La	  coenzima	  Q	  es	  un	  grupo	  lipofílico	  de	  quinonas	  que	  presentan	  la	  capacidad	  de	  

transferir	  electrones	  dentro	  de	  la	  capa	  lipídica	  de	  la	  membrana	  celular.	  Su	  presencia	  es	  

muy	   conocida	   en	   la	  membrana	   plasmática	  mitocondrial.	   Aunque	   ésta	   es	   una	   de	   sus	  

funciones	  más	  conocidas,	  esta	  molécula	  también	  presenta	  una	   importante	  capacidad	  

antioxidante,	  a	  través	  de	  la	  reducción	  de	  los	  radicales	  lipídicos	  o	  aquellos	  derivados	  del	  

O2	  :	  Una	  de	  sus	  principales	  funciones	  es	  la	  reducción	  de	  los	  radicales	  de	  α-‐tocoferol	  y	  

ascorbato	   formados	   cuando	   éstos	   actúan	   a	   su	   vez	   como	   antioxidantes,	   siendo	  

oxidados	   por	   radicales	   de	  O2	   o	   carboxilos	   (227);	   de	   esta	   forma	   estas	   dos	  moléculas	  

antioxidantes	  son	  regeneradas	  para	  que	  puedan	  volver	  a	  actuar,	  gracias	  a	  la	  reducción	  

de	   la	  coenzima	  Q	  en	   la	  membrana	   lipídica	  celular.	  En	   todas	   las	  membranas	  celulares	  

podemos	   encontrar	   distintas	   enzimas	   capaces	   de	   reducir	   los	   radicales	   quinol	   de	   la	  

coenzima	   Q	   generados	   en	   su	   interacción	   con	   los	   radicales	   de	   oxígeno	   o	   de	   lípidos:	  

NADH	   citocromo	   b5	   reductasa,	   NADH/NADPH	   oxidorreductasa,	   NADH	   coenzima	   Q	  
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reductasa.	  Además,	  las	  enzimas	  NADH	  y	  la	  succinato	  deshidrogenasa	  que	  encontramos	  

en	   la	  mitocondria,	   son	   capaces	   de	  mantener	   a	   esta	  molécula	   parcialmente	   reducida	  

(228).	  

A	  pesar	  de	  todo	  lo	  dicho	  anteriormente,	  la	  coenzima	  Q	  también	  es	  fuente	  de	  RL	  

debido	  a	  la	  oxidación	  de	  las	  semiquinonas,	  productos	  intermediarios	  formados	  tras	  la	  

cesión	  de	  un	  único	  electrón	  a	   la	  hidroquinona	   coenzima	  Q.	  Esta	   semiquinona	  puede	  

ser	   rápidamente	   atacada	   por	   una	   molécula	   de	   O2,	   formando	   la	   forma	   quinona	   y	  

liberando	  en	  el	  proceso	  un	  radical	  O2
.-‐.	  

Sin	   embargo,	   el	   cuerpo	   es	   incapaz	   de	   sintetizar	   por	   sí	   mismo	   la	   cantidad	  

suficiente	  que	  se	  necesita	  para	  ejercer	  correctamente	  su	  acción,	  de	  ahí	  que	  también	  se	  

considere	  a	  esta	  molécula	  como	  una	  vitamina:	  la	  vitamina	  Q,	  obteniéndola	  de	  la	  dieta	  

(229).	  

7. MELATONINA	  

Previamente	  se	  ha	  hablado	  de	  esta	  molécula	  debido	  a	  su	  fundamental	  papel	  en	  

la	  regulación	  del	  ritmo	  circadiano	  en	  los	  organismos	  vivos,	  sin	  embargo	  no	  es	  su	  única	  

utilidad	  para	  el	  organismo.	  Como	  explicaremos	  en	  el	   siguiente	  apartado,	  melatonina	  

presenta	   numerosas	   funciones	   de	   importancia	   biológica,	   regulando	   multitud	   de	  

procesos	  metabólicos,	   además	  de	   ser	  una	  de	   las	  principales	  moléculas	   antioxidantes	  

del	  organismo.	  	  

Esta	   molécula	   presenta	   ciertas	   ventajas	   comparándola	   con	   otras	   moléculas	  

antioxidantes:	   es	   de	   síntesis	   endógena,	   aunque	   también	   puede	   ser	   suministrado	   al	  

organismo	   a	   través	   de	   la	   dieta,	   ya	   que	   se	   encuentra	   en	   alimentos	   como	   frutas,	  

verduras,	  semillas,	  arroz,	  trigo,	  plantas	  medicinales…	  (230,	  231).	  Su	  carácter	  anfipático	  

le	   permite	   atravesar	   la	  membrana	  plasmática	   celular,	   accediendo	  a	   todas	   las	   células	  

del	  organismo	  y	  compartimentos	  subcelulares.	  Se	  estima	  que	  es	  capaz	  de	  detoxificar	  

más	   de	   10	   radicales	   gracias	   a	   una	   serie	   de	   cascada	   de	   reacciones	   enzimáticas,	  

considerándose	   un	   antioxidante	   de	   amplio	   espectro.	   Se	   han	   realizado	   estudios	   para	  

determinar	  la	  toxicidad	  de	  melatonina,	  llegando	  a	  la	  conclusión	  de	  que	  esta	  toxicidad	  
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es	   extremadamente	   baja	   y	   observándose	   ciertos	   efectos	   secundarios,	   estando	   la	  

mayoría	  de	  ellos	  relacionados	  con	  la	  fatiga	  y	  el	  sueño	  (232).	  

FUENTES	  EXÓGENAS	  

1. ÁCIDO	  ASCÓRBICO	  	  

También	   conocido	   como	   vitamina	   C,	   es	   una	   de	   las	   principales	   moléculas	  

antioxidantes	   conocidas.	   Entre	   sus	   funciones	   podemos	   destacar	   su	   capacidad	   para	  

interactuar	   con	   los	   radicales	  O2
.-‐,	   alcoxilo	   y	  ROO.,	   además	  de	   con	  H2O2	   (aunque	  esta	  

reacción	   se	   lleva	   a	   cabo	   de	   forma	   mucho	   más	   lenta	   que	   las	   demás)	   y	   disminuir	   la	  

concentración	   de	   radicales	   aminoacídicos.	   A	   bajas	   concentraciones,	   esta	   vitamina	  

posee	   actividad	   pro-‐oxidante,	   interviniendo	   en	   la	   reducción	   de	   los	   iones	   de	   hierro	  

(Fe3+)	  y	  cobre	  (Cu2+),	  y	  desembocando	  en	  la	  liberación	  de	  radicales	  .OH	  por	  la	  reacción	  

de	  Fenton	  (233,	  234).	  También	  participa	  en	  la	  síntesis	  de	  colágeno,	  carnitina	  y	  ciertos	  

neurotransmisores,	  y	  en	  el	  catabolismo	  de	   la	   tirosina.	  En	  plantas,	  por	  ejemplo,	  se	  ha	  

postulado	  su	  importancia	  en	  la	  captación	  del	  hierro	  (235-‐238).	  

Esta	   molécula	   puede	   ser	   sintetizada	   por	   la	   mayoría	   de	   los	   eucariotas,	  

excluyendo	   algunos	   grupos	   animales	   como	   son	   los	   primates,	   y	   por	   lo	   tanto,	   los	  

humanos	   (239,	   240).	   Debido	   a	   esto,	   es	   necesaria	   su	   ingesta	   a	   través	   de	   la	   dieta,	   a	  

través	  de	  la	  toma	  de	  alimentos	  que	  la	  contengan	  como	  ciertas	  frutas	  y	  verduras,	  entre	  

otros.	  Su	  déficit	  desencadena	  ciertos	  problemas	  para	  la	  salud,	  siendo	  el	  más	  conocido	  

de	  ellos	  el	  escorbuto.	  

2. VITAMINA	  E	  

Las	  8	   isoformas	  de	   tocoferol	   y	   tocotrieno	  α-‐,	  β-‐,	   γ-‐	   y	  δ-‐	   se	   incluyen	  bajo	  este	  

nombre	   genérico.	   Todas	   ellas	   presentan	   potentes	   actividades	   antioxidantes,	  

eliminadoras	   de	   RL,	   sin	   embargo	   es	   la	   forma	   α-‐tocoferol	   la	   más	   abundante	   en	   la	  

naturaleza	   (241).	   A	   pesar	   de	   esto,	   los	   tocotrienos	   están	   cobrando	   cada	   día	   más	  

importancia	  debido	  a	  los	  estudios	  que	  avalan	  sus	  propiedades	  antiinflamatorias,	  anti-‐

aterogénicas,	  antidiabéticas	  y	  neuroprotectoras	  (242).	  Todas	  las	  formas	  de	  vitamina	  E,	  

tanto	   tocoferoles	   como	   tocotrienos	   destacan	   principalmente	   por	   ser	   capaces	   de	  
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detener	   la	   propagación	   de	   reacciones	   de	   oxidación	   en	   cadena	   como	   las	   que	   se	  

producen	  durante	  la	  LPO,	  interaccionando	  con	  las	  membranas	  celulares	  (243).	  	  

3. POLIFENOLES	  

Otro	  de	  los	  grupos	  principales	  de	  moléculas	  antioxidantes	  que	  encontramos	  en	  

la	  dieta	  son	  los	  polifenoles.	  Los	  podemos	  encontrar	  en	  multitud	  de	  frutas	  y	  verduras,	  

además	   de	   otros	   alimentos	   como	   los	   cereales,	   el	   chocolate,	   el	   café,	   el	   vino	   y	   el	   té.	  

Dentro	  de	  este	  amplio	  grupo	  encontramos	  distintos	  subgrupos	  de	  compuestos,	  entre	  

los	   que	   destacan	   los	   flavonoides,	   los	   ácidos	   fenólicos,	   los	   estilbenos	   y	   los	   lignanos	  

(244).	   Este	   grupo	   heterogéneo	   de	   moléculas	   se	   caracteriza	   por	   sus	   propiedades	  

antiinflamatorias,	   anticancerígenas,	   vasodilatadoras,	   antialérgicas,	   antidiabéticas,	  

antivíricas,	  estimuladoras	  del	  sistema	  inmunitario	  y	  antioxidantes	  (245,	  246).	  También	  

son	   capaces	   de	   actuar	   sobre	   procesos	   de	   señalización	   celular,	   adhesión	   celular	   y	  

alterar	   la	   expresión	   de	   determinados	   genes,	   de	   ahí	   que	   hayan	   sido	   ampliamente	  

estudiados	   como	   posibles	   moléculas	   terapéuticas	   en	   enfermedades	  

neurodegenerativas,	  cáncer,	  diabetes...(247-‐251).	  

3.1. Flavonoides	  

Uno	  de	  los	  más	  importantes	  grupos	  de	  moléculas	  que	  componen	  la	  familia	  de	  

los	   polifenoles	   es	   la	   de	   los	   flavonoides.	   Lo	   componen	   moléculas	   de	   bajo	   peso	  

molecular	  cuya	  estructura	  se	  va	  a	  caracterizar	  por	  poseer	  dos	  anillos	  aromáticos	  con	  al	  

menos	  un	  grupo	  hidroxilo	  en	  cada	  uno	  de	  ellos,	  y	  unidos	  por	  un	  puente	  de	  3	  carbonos,	  

formando	   un	   anillo	   heterocíclico	   de	   6	   miembros	   (C6-‐C3-‐C6)	   (252).	   Entre	   sus	  

mecanismos	  de	  acción	  hay	  que	  incluir	  su	  capacidad	  para	  unirse	  a	  distintas	  proteínas	  y	  

enzimas	  como	  las	  oxidasas,	   inhibiendo	  su	  acción,	  como	  al	  ADN;	  también	  son	  capaces	  

de	  quelar	  iones	  de	  metales	  de	  transición	  como	  hierro,	  cobre	  y	  cinc	  y	  eliminar	  RL	  como	  

O2
.-‐,	   .OH,	  peróxidos	  lipídicos,	  1O2	  e	  hidroperóxidos	  (253,	  254).	  Dentro	  de	  este	  grupo	  a	  

su	   vez,	   podemos	  encontrar	  distintos	   subgrupos	  moleculares,	   donde	  destacaremos	  el	  

de	   las	   catequinas.	   Estructuralmente	   se	   caracterizan	   por	   poseer	   dos	   anillos	  

(denominados	   anillos	   A	   (anillo	   bencenodiol)	   y	   B	   (anillo	   pirogalol))	   con,	   al	  menos,	   un	  



	  
	  

64	  
	  

	   Estudio	  de	  Melatonina	  y	  Galato	  de	  epigalocatequina	  frente	  a	  las	  degeneraciones	  retinianas	  

grupo	  hidroxilo	  y	  conectados	  por	  un	  tercer	  anillo	  (anillo	  C)	  heterocíclico	  dihidropirano	  

con	  un	  grupo	  hidroxilo	  en	  el	  carbono	  3	  (255).	  

Al	  igual	  que	  el	  resto	  de	  compuestos	  polifenólicos,	  las	  catequinas	  se	  encuentran	  

en	   altas	   concentraciones	   en	   numerosas	   frutas	   y	   verduras,	   sin	   embargo,	   una	   de	   las	  

bebidas	  por	  excelencia	  caracterizada	  por	  su	  alta	  concentración	  en	  catequinas	  es	  el	  té	  

verde.	  

ANTIOXIDANTES	  Y	  EDAD	  O	  ENFERMEDADES	  DEGENERATIVAS	  

Con	  la	  edad,	  los	  sistemas	  antioxidantes	  del	  organismo	  disminuyen	  su	  actividad,	  

por	   lo	   que	   los	   agentes	   externos	   son	   capaces	   de	   producir	   un	   daño	   mayor	   en	   el	  

organismo,	   lo	   cual	   fomenta	   la	   aparición	   y	   progresión	   de	   enfermedades.	   Se	   ha	  

demostrado	   un	   descenso	   en	   los	   niveles	   de	   enzimas	   antioxidantes	   como	  GST,	   GR,	   al	  

igual	  que	  en	  el	  ratio	  GSH/GSSG,	  indicativo	  del	  estado	  de	  estrés	  oxidativo	  del	  organismo	  

(256,	  257).	  Esto	  a	  su	  vez	  se	  ha	  visto	  acompañado	  de	  niveles	  incrementados	  de	  lípidos	  

peroxidados,	  proteínas	  oxidadas,	  daño	  al	  material	  genético	  (258,	  259)….	  La	  incidencia	  

de	   enfermedades	   degenerativas	   como	   serían	   el	   Alzheimer,	   Parkinson	   etc.	   se	  

incrementa	  exponencialmente	  con	  la	  edad,	  idea	  respaldada	  con	  estudios	  en	  los	  cuales	  

se	  ha	  demostrado	  que	  tanto	  pacientes	  como	  modelos	  animales	  de	  estas	  enfermedades	  

experimentan	  un	  desequilibrio	  oxidativo,	  con	  una	  menor	  capacidad	  antioxidante	  y	  por	  

lo	   tanto	  uno	  niveles	  mayores	  de	  EROs,	   lo	  cual	   favorecería	   la	  progresión	  de	   la	  misma	  

(128,	  260,	  261).	  Desde	  hace	  ya	  varios	  años,	   se	  ha	  postulado	   la	   idea	  de	  utilizar	   como	  

terapia	   complementaria	   en	   pacientes	   que	   sufren	   de	   enfermedades	   en	   las	   cuales	   el	  

estrés	   oxidativo	   juega	   un	   papel	   importante,	   antioxidantes	   exógenos.	   Sin	   embargo,	  

todavía	  existe	  discrepancia	  en	  cuanto	  a	  sus	  resultados	  ya	  que,	  aunque	  en	  muchos	  de	  

ellos	   los	   resultados	   son	   positivos	   (262,	   263),	   también	   existen	   otros	   en	   los	   cuales	   las	  

diferencias	  no	  son	  claras	  e	  incluso	  en	  algunos	  casos,	  son	  negativas	  (264,	  265).	  El	  paso	  

del	  modelo	  animal	  a	  la	  práctica	  clínica	  es	  crítico	  en	  cuanto	  a	  la	  selección	  de	  la	  molécula	  

antioxidante,	  al	  igual	  que	  el	  establecimiento	  de	  la	  dosis	  y	  la	  vía	  de	  administración.	  

En	   el	   campo	   de	   la	   Oftalmología,	   y	   en	   especial	   en	   las	   enfermedades	  

degenerativas	  de	   la	  retina,	  el	  uso	  de	  antioxidantes	  está	  especialmente	   indicado	  en	  la	  
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DMAE.	  El	  estudio	  AREDS	  formuló	  la	  utilidad	  de	  la	  suplementación	  de	  pacientes	  afectos	  

de	  DMAE	  con	  vitamina	  C,	  vitamina	  E,	  β-‐carotenos,	  cinc	  y	  cobre.	  Tras	  él,	  se	  estableció	  

un	   segundo	   estudio	   (AREDS2)	   en	   el	   cual	   se	   trató	   de	   mejorar	   esta	   formulación	  

antioxidante,	   añadiendo	   luteína,	   zeaxantina	   y	   ácidos	   grasos	   ω-‐3,	   eliminando	   los	   β-‐

carotenos	  y	  reduciendo	  la	  concentración	  de	  cinc:	   la	   luteína	  y	  zeaxantina	  así	  como	  los	  

ácidos	   grasos	   ω-‐3	   en	   el	   AREDS2	   no	   mostraron	   eficacia	   frente	   a	   los	   enfermos	   no	  

tratados.	  Se	  decidió	  eliminar	  los	  β-‐carotenos	  ya	  que	  se	  habían	  encontrado	  indicios	  de	  

una	  mayor	   incidencia	  de	   cáncer	  de	  pulmón	  en	   fumadores.	  Además,	   al	   contrario	  que	  

ocurre	  con	  la	  luteína	  y	  zeaxantina	  que	  actúan	  a	  nivel	  de	  la	  retina	  y	  el	  cristalino	  como	  

antioxidantes	  naturales,	  los	  β-‐carotenos	  no	  se	  han	  encontrado	  a	  nivel	  de	  la	  retina.	  Los	  

ácidos	  grasos	  ω-‐3	  son	   indispensables	  para	  mantener	   la	   integridad	  de	   las	  membranas	  

de	  las	  células	  retinianas.	  Se	  acepta	  la	  administración	  de	  este	  tipo	  de	  suplementos	  por	  

sus	   posibles	   beneficios	   en	   aquellos	   enfermos	   que	   sufren	   DMAEs	   de	   alto	   riesgo,	  

incluyendo	  aquellas	  con	  DMAE	  exudativa	  avanzada	  unilateral	  y	  signos	  de	  alto	  riesgo	  en	  

el	  ojo	  adelfo	  (266).	  Otro	  de	  los	  componentes	  a	  utilizar	  en	  la	  terapia	  antioxidante	  de	  la	  

DMAE	  es	  la	  vitamina	  A,	  cuya	  utilidad	  se	  ha	  estudiado	  en	  varios	  ensayos	  clínicos	  (267,	  

268)	   apoyando	   que	   su	   suplementación	   podría	   ayudar	   a	   retrasar	   la	   progresión	   de	   la	  

enfermedad.	  

	  En	   la	   terapia	   antioxidante	   en	   las	   DHR	   los	   resultados	   son	   mucho	   menos	  

concluyentes.	   No	   existen	   estudios	   que	   demuestren	   claramente	   los	   beneficios	   de	   las	  

terapias	  antioxidantes,	  la	  mayoría	  por	  ser	  ensayos	  clínicos	  con	  difícil	  aleatorización	  por	  

la	  gran	  cantidad	  de	  variantes	  a	  tener	  en	  cuenta	  en	  una	  enfermedad	  rara	  (como	  son	  el	  

tipo	  de	  herencia,	  la	  mutación,	  etc).	  Algunos	  de	  ellos	  han	  mostrado	  efectos	  beneficiosos	  

pero	  otros	  altamente	  deletéreos:	  a	  pesar	  de	  que	  se	  recomienda	  de	  forma	  genérica	  la	  

suplementación	   con	   vitamina	   A	   en	   pacientes	   con	   DMAE,	   está	   contraindicada	   en	  

aquellos	  pacientes	  afectos	  por	  RP	  con	  mutaciones	  del	  gen	  ABCA4	  (71).	  
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 MELATONINA	  

 BIOSÍNTESIS	  

Melatonina	   o	   N-‐acetil-‐5-‐metoxitriptamina	   es	   una	   indolamina	   aislada	   y	  

caracterizada	   por	   primera	   vez	   a	   partir	   de	   glándulas	   pineales	   bovinas,	   por	   el	  

dermatólogo	   Aaron	   Lerner	   en	   1958	   (269).	   A	   pesar	   de	   que	   la	   glándula	   pineal	   es	   su	  

principal	   órgano	   secretor,	   también	   es	   sintetizada	   en	   multitud	   de	   órganos	   como	   la	  

retina,	   tiroides,	   glándulas	   lacrimales,	   glándulas	   de	   Hardem,	   tracto	   gastrointestinal,	  

testículos,	  piel,	   riñones,	  páncreas,	  bazo,	  eritrocitos,	  plaquetas,	   timo,	  placenta…	   (270,	  

271).	  

Podría	   parecer	   que	   esta	   molécula	   es	   exclusiva	   de	   animales	   superiores,	   sin	  

embargo,	   se	   ha	   comprobado	   su	   presencia	   en	   una	   gran	   variedad	   de	   seres	   vivos:	  

organismos	   unicelulares,	   bacterias,	   plantas,	   invertebrados	   y	   animales	   vertebrados;	  

esta	   amplia	   distribución	   podría	   explicar	   el	   porqué	   de	   su	   gran	   número	   de	   funciones.	  

Esta	  molécula	  se	  identificó	  en	  plantas	  comestibles	  por	  primera	  vez	  por	  Hattori	  y	  cols.	  

en	  1995	  (272).	  Desde	  entonces	  se	  ha	  encontrado	  en	  numerosos	  tipos	  de	  plantas	  y	  en	  

distintas	  partes	  de	  las	  mismas	  (raíces,	  tallo,	  hojas,	  flores	  y	  semillas).	  Se	  han	  detectado	  

cantidades	   extremadamente	   elevadas	   en	   varias	   plantas	   medicinales	   como	   serían	   la	  

manzanilla	  y	   la	  hierba	  de	  San	   Juan,	  hecho	  que	  podría	  explicar	   su	  uso	  en	   la	  medicina	  

tradicional	  como	  inductoras	  del	  sueño	  (273).	  

La	  melatonina	  se	  sintetiza	  a	  partir	  del	  triptófano,	  aminoácido	  esencial	  y,	  por	  lo	  

tanto,	   imprescindible	   su	   ingesta	   por	   los	   alimentos.	   Este	   triptófano	   se	   captará	   de	   la	  

circulación	   y	   se	   convertirá	   en	   5-‐hidroxitriptófano,	   por	   un	   proceso	   de	   hidroxilación	  

catalizado	  por	   la	   triptófano	  hidroxilasa.	  En	  esta	   reacción	  es	   indispensable	  el	   cofactor	  

tetrahidrobiopterina	   (BH4).	   El	   5-‐hidroxitriptófano	   se	   convierte	   en	   serotonina	   (5-‐

hidroxitriptamina)	  por	  la	  acción	  de	  una	  descarboxilasa	  aromática	  de	  aminoácidos	  L.	  A	  

continuación	   se	   inicia	   un	   proceso	   compuesto	   por	   dos	   pasos,	   mediante	   el	   cual	   la	  

serotonina	   se	   convertirá	   en	   melatonina:	   en	   primer	   lugar	   actúa	   la	   enzima	  

arilalquilamina	   N-‐acetil	   transferasa	   (AA-‐NAT),	   que	   producirá	   N-‐acetilserotonina;	   ésta	  
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es	   la	  enzima	   limitante	  de	  todo	  el	  proceso	  de	  síntesis.	  El	   segundo	  paso	  consiste	  en	   la	  

actuación	   de	   la	   enzima	   hidroxiindol-‐O-‐metil-‐transferasa	   (HIOMT),	   que	   dará	   lugar	   a	  

melatonina.	  Los	  ARNm	  que	  codifican	  estas	  enzimas	  van	  a	  expresarse	  en	  función	  de	  los	  

ritmos	   de	   día/noche,	   de	   ahí	   el	   control	   en	   la	   secreción	   de	  melatonina	   por	   los	   ritmos	  

circadianos	  (274,	  275).	  

En	   el	   ser	   humano,	   la	   producción	   de	   melatonina	   en	   la	   glándula	   pineal	   está	  

regulada	  por	  las	  señales	  recibidas	  a	  través	  del	  NSQ,	  las	  cuales	  están	  moduladas	  por	  los	  

cambios	  diarios	  y	  estacionales	  que	  se	  producen	  durante	  los	  ciclos	  del	  día	  y	  de	  la	  noche.	  

Su	  secreción	  se	  produce	  durante	   la	  noche,	  obteniéndose	  su	  máximo	  valor	  en	  plasma	  

alrededor	   de	   las	   3-‐4	   de	   la	   madrugada	   (275).	   La	   información	   referente	   a	   la	   luz	   se	  

transmite	  a	   través	  de	   las	   fibras	   retino-‐hipotalámicas:	  durante	  el	  día,	  en	  presencia	  de	  

luz,	   provoca	   una	   inhibición	   de	   la	   síntesis	   de	   melatonina	   a	   través	   de	   esta	   vía;	   la	  

administración	  de	  luz	  artificial,	  de	  suficiente	  intensidad	  y	  duración	  es	  capaz	  de	  suprimir	  

la	   síntesis	   de	   melatonina:	   intensidades	   de	   2.000-‐2.500	   lx	   durante	   2	   horas	   suprime	  

completamente	   la	   producción	   de	   melatonina	   por	   la	   noche;	   las	   intensidades	   que	  

solemos	  encontrar	  a	  nivel	  doméstico	   (50-‐300	   lx)	   tienen	  un	  efecto	  supresor	  modesto.	  

Además,	   la	  exposición	  a	  la	   luz	  durante	  varias	  noches	  sucesivas	  tiene	  como	  efecto,	  no	  

sólo	  la	  supresión	  de	  la	  producción	  de	  melatonina	  sino	  un	  retardo	  en	  la	  secreción	  de	  la	  

misma	   (retardo	   de	   fase)	   hacia	   la	   mañana	   (275-‐277).	   El	   principal	   neurotransmisor	  

regulador	   de	   la	   glándula	   pineal	   es	   la	   noradrenalina,	   que	   se	   libera	   por	   la	   noche,	   en	  

respuesta	   a	   señales	   estimuladoras	   originadas	   en	   el	   SNC.	   Los	   bloqueantes	   β1	  

adrenérgicos	   suprimen	   la	   secreción	   nocturna	   de	   melatonina	   al	   igual	   que	   los	  

bloqueantes	   α2	   (clonidina)	   y	   α-‐metil-‐p-‐tirosina,	   que	   reducen	   la	   síntesis	   de	  

catecolaminas	  pre-‐sinápticas	  (275).	  

Melatonina	  producida	  por	   los	  pinealocitos	  es	   liberada	  a	   la	  circulación,	  y	  actúa	  

como	   “hormona”,	   viajando	   en	   sangre,	   uniéndose	   a	   sus	   receptores,	   localizados	   en	  

multitud	  de	  tejidos	  diana	  y	  desencadenando	  una	  serie	  de	  respuestas	  fisiológicas.	  Entre	  

los	  procesos	  en	  los	  que	  influye	  encontramos:	  regulación	  de	  la	  reproducción	  estacional,	  

los	   ritmos	   circadianos,	   los	   ritmos	   de	   la	   actividad	   locomotora,	   y	   la	  modulación	   de	   la	  

respuesta	   del	   sistema	   inmune.	   También	   presenta	   propiedades	   oncoestáticas,	  
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antienvejecimiento,	  regulación	  de	  la	  presión	  sanguínea,	  protección	  ósea	  y	  depuración	  

de	   RL.	   Sus	   efectos	   se	   extienden	   al	   cerebro,	   el	   sistema	   inmune,	   gastrointestinal,	  

cardiovascular,	  renal	  y	  huesos	  (278-‐280).	  	  

La	  disminución	  en	  la	  secreción	  de	  melatonina	  o	  la	  interrupción	  de	  sus	  ritmos	  de	  

producción	   están	   siendo	   ampliamente	   estudiados	   en	   la	   actualidad	   como	   uno	   de	   los	  

principales	  mecanismos	  de	  envejecimiento	  (281-‐283)	  y	  de	  enfermedades	  relacionadas	  

con	  el	  mismo,	  incluyendo	  enfermedades	  neurodegenerativas	  como	  sería	  el	  Alzheimer	  

(284,	   285).	   Sin	   embargo,	   aunque	   se	   ha	   visto	   en	   pacientes	   que	   padecen	   estas	  

enfermedades	   alguna	   de	   estas	   características	   (disminución	   de	   la	   producción	   de	  

melatonina	  y/o	  modificaciones	  en	  los	  ritmos	  diarios	  de	  síntesis	  de	  melatonina)	  todavía	  

no	  está	  claro	  si	  el	  descenso	  en	  los	  niveles	  de	  melatonina	  es	  causa	  o	  consecuencia	  de	  la	  

edad	  o	  de	  la	  enfermedad,	  y	  los	  mecanismos	  responsables	  de	  estas	  modificaciones	  son	  

todavía	  desconocidos	  (286,	  287).	  

 DISTRIBUCIÓN,	  FARMACOCINÉTICA	  Y	  METABOLISMO	  

Los	  niveles	  diurnos	  plasmáticos	  de	  melatonina	  son	  prácticamente	  indetectables	  

o	  muy	  bajos	  en	  la	  gran	  mayoría	  de	  los	  adultos	  y,	  como	  ya	  se	  ha	  explicado	  previamente,	  

tras	   su	   secreción	   esta	   hormona	   pasa	   al	   torrente	   circulatorio	   para	   llevar	   a	   cabo	   sus	  

funciones,	   por	   lo	   que,	   el	   perfil	   observado	   en	   plasma	   refleja	   la	   actividad	   pineal,	   en	  

cuanto	  a	  su	  producción	  (275).	  Para	  recorrer	  el	  torrente	  sanguíneo,	  melatonina	  se	  une	  

mayoritariamente	  a	  la	  albúmina	  (70%),	  mientras	  que	  el	  resto	  (30%)	  circulará	  libre	  (288)	  

y	   pasará	   a	   la	   saliva.	   Un	   método	   alternativo	   para	   medir	   los	   niveles	   de	   melatonina	  

producidos,	  es	  el	  análisis	  de	  la	  saliva	  (289).	  Sin	  embargo,	  esta	  molécula	  presenta	  una	  

vida	  media	  baja,	  de	  30	  minutos	  en	  plasma,	  tras	  lo	  cual	  se	  metaboliza	  en	  el	  hígado	  y	  se	  

elimina	  por	  orina	  en	  forma	  de	  6-‐sulfatoximelatonina	  (95%).	  	  

Al	   presentar	   una	   alta	   solubilidad,	   tanto	   en	   medio	   lipídico	   como	   acuoso,	   es	  

capaz	  de	  pasar	  con	  facilidad	  a	   través	  de	   las	  membranas	  celulares,	  pudiendo	  alcanzar	  

todos	   los	   tejidos	   corporales	   incluyendo	   oculares,	   y	   pudiendo	   atravesar	   la	   barrera	  

hemato-‐encefálica	  para	  modular	   la	  actividad	  cerebral.	  Este	  hecho	  es	  muy	  importante	  

en	  los	  neonatos	  y	  recién	  nacidos,	  en	  desarrollo	  del	  sistema	  nervioso,	  en	  los	  cuales	  se	  



	  

69	  
	  

	  Introducción	  

ha	  relacionado	  sus	  niveles	  de	  melatonina,	  medidos	  en	  cordón	  umbilical,	  con	  los	  de	  la	  

madre,	  por	  el	  paso	  de	  melatonina	  a	   través	  de	   la	  placenta	   (290-‐292).	  Los	  niveles	  más	  

altos	  de	  melatonina	  que	  podemos	  encontrar,	  se	  dan	  desde	  los	  3	  a	  los	  6	  años.	  A	  partir	  

de	  esa	  edad	   la	  producción	  de	  melatonina	  comienza	  a	  descender	  hasta	  alcanzar	  unos	  

valores	  del	  20%	  en	  las	  personas	  adultas	  (275).	  

El	   hígado	   es	   el	   principal	   órgano	   donde	   se	   lleva	   a	   cabo	   el	   metabolismo	   de	  

melatonina,	   por	   la	   hidroxilación	   de	   esta	  molécula	   en	   la	   posición	   6,	   realizada	   por	   las	  

isoformas	  del	  citocromo	  P450:	  CYP1A2	  y	  CYP1A1,	  y	  en	  menor	  medida,	  CYP1B1.	  De	  esta	  

reacción	  obtendremos	  6-‐hidroximelatonina,	  que	  sufrirá	  una	  conjugación	  con	  un	  grupo	  

ácido	  sulfúrico	  (la	  mayoría,	  entre	  un	  70	  y	  un	  80%)	  o	  glucurónico	  (<5%),	  tras	  lo	  cual	  será	  

excretada	  por	  orina	  y	  heces	   (280,	  293).	   Sin	  embargo,	  el	  hígado	  no	  es	  el	  único	   tejido	  

donde	   melatonina	   puede	   metabolizarse,	   aunque	   el	   proceso	   es	   diferente,	   y	   por	  

mecanismos	  no-‐enzimáticos	  en	  todas	  las	  células.	  También	  puede	  ser	  metabolizada	  por	  

RL	   u	   otras	  moléculas	   oxidantes,	   de	   forma	  extracelular	   donde	   se	   convierte	   en	   la	   3,6-‐

hidroximelatonina	   cíclica,	   al	   captar	   dos	   radicales	   .OH.	   N1-‐acetil-‐N2-‐formil-‐5-‐

metoxiquinurenamina	   (AFMK)	   y	   N1-‐acetil-‐5-‐metoxiquinurenamina	   (AMK)	   son	   dos	   de	  

los	   metabolitos	   procedentes	   tanto	   de	  melatonina	   como	   de	   este	   último	   compuesto,	  

más	   importantes	   y	   que	   presentan	   una	   excelente	   actividad	   depuradora	   de	   RL	   (279,	  

280).	  

La	   ingesta	   de	   ciertas	   sustancias,	   como	   por	   ejemplo	   el	   café,	   incrementa	   la	  

viabilidad	  de	  melatonina	  debido	  a	   la	   inhibición	  del	  metabolismo	  hepático.	  El	   tabaco,	  

por	  otro	  lado,	  a	  través	  de	  la	  vía	  de	  los	  hidrocarbonos	  aromáticos	  policíclicos	  induce	  el	  

citocromo	  CYP1A2	  y	  disminuye	  los	  niveles	  de	  melatonina	  inmediatamente	  después	  de	  

fumar,	  sin	  afectar	  a	  los	  niveles	  endógenos	  nocturnos	  (275).	  

 MECANISMOS	  DE	  ACCIÓN	  

MECANISMOS	  MEDIADOS	  POR	  RECEPTOR	  

Para	   llevar	   a	   cabo	   la	   mayoría	   de	   sus	   actividades	   eliminardoras	   de	   RL,	  

melatonina	  no	  precisa	  de	  ningún	   tipo	  de	   interacción	  más	  allá	  de	   la	  que	   tiene	   con	   la	  
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molécula	   a	   depurar.	   Para	   ejercer	   el	   resto	   de	   sus	   funciones	   encontramos	   dos	  

receptores:	   los	   receptores	  MT1	   (conocido	   también	  como	  Mel1a)	  y	  MT2	   (Mel1b).	   Los	  

receptores	   de	   melatonina	   humanos	   (de	   los	   genes	  MTNR1A	   y	  MTNR1B)	   presentan	  

diferentes	   estructuras	   moleculares,	   características	   farmacológicas	   y	   lugares	  

cromosómicos	  (4q35.1	  para	  MT1	  y	  11q21–q22	  para	  MT2).	  Estos	  receptores	  presentan	  

350	  y	  362	  aminoácidos	  de	  longitud,	  respectivamente,	  con	  unos	  pesos	  moleculares	  de	  

30-‐40	  kDa	  y	  un	  55%	  de	  homología	  global	  en	  sus	  aminoácidos	  (70%	  si	  nos	  referimos	  a	  

los	  dominios	  transmembrana).	  

Tanto	  MT1	  como	  MT2	  son	   receptores	  acoplados	  a	  proteínas	  G,	   formados	  por	  

las	  subunidades	  α,	  β	  y	  γ,	  en	  forma	  de	  heterotrímeros.	  Estas	  proteínas	  están	  formadas	  

por	  7	  dominios	  transmembrana,y	  su	  distribución	  es	  ligeramente	  diferente,	  ejerciendo	  

además	  diferentes	   funciones:	  MT1	  se	  expresa	  principalmente	  en	  el	  SNC,	  hipocampo,	  

sustancia	  negra	  y	  área	  tegmental	  ventral,	  mientras	  que	  MT2	  	  se	  encuentra	  en	  células	  

del	  sistema	  inmunitario,	  cerebro	  (hipotálamo	  y	  NSQ),	  retina,	  glándula	  pituitaria,	  vasos	  

sanguíneos,	   testículos,	   riñones,	   tracto	   gastrointestinal,	   glándulas	   mamarias,	   tejido	  

adiposo	   y	   en	   la	   piel	   (294,	   295).	   En	   la	   retina	   y	   el	   SNC	   encontramos	   ambos	   tipos	   de	  

receptores,	   donde	   actúan	   inhibiendo	   la	   liberación	   de	   dopamina,	   de	   la	   hormona	  

liberadora	   de	   gonadotropina	   (GnRH),	   disminuyendo	   la	   presión	   intraocular,	   y	   la	  

activación	  neuronal	  (296).	  Están	  implicados	  en	  procesos	  de	  memoria,	  estado	  anímico	  y	  

locomoción.	  También	  se	  ha	  observado	  que	  alteraciones	  en	  sus	  patrones	  de	  expresión	  

desencadenan	   o	   facilitan	   la	   progresión	   de	   enfermedades	   como	   el	   Alzheimer,	  

Parkinson,	   insomnio,	   cáncer…	   (297-‐300).	   Existe	   una	   amplia	   distribución	   de	   estos	  

receptores,	   encontrándolos	   tanto	   a	   nivel	   de	   la	   vasculatura,	   órganos	   reproductores,	  

tracto	   gastrointestinal…	   donde	  melatonina	   ejercerá	   una	   acción	   paracrina	   (296,	   301,	  

302).	  

El	   tradicionalmente	   conocido	   como	  MT3,	   es	   en	   realidad	   un	   sitio	   de	   unión	   de	  

baja	   afinidad	   de	  melatonina	   que	   se	   encuentra	   en	   la	   enzima	   citosólica	   NRH:quinona	  

oxidorreductasa	  2.	  
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MECANISMOS	  ANTIOXIDANTES	  	  

Este	   derivado	   del	   triptófano	   es	   un	   importante	   depurador	   de	   RL:	   es	   capaz	   de	  

eliminar	  directamente	   los	   radicales	   .OH	  generados	  por	   la	   reacción	  de	  Fenton	  a	  partir	  

del	   H2O2	   y	   ONOO-‐.	   Reduce	   la	   LPO	   en	   el	   cerebro	   producida	   por	   la	   intoxicación	   por	  

agentes	   generadores	   de	   RL	   y	   bloquea	   la	   toxicidad	   inducida	   por	   1O2	  y	   otros	   radicales	  

derivados	  del	  O2	  (303).	  	  

De	  forma	  indirecta,	  influye	  en	  los	  sistemas	  de	  defensa	  antioxidante,	  regulando	  

positivamente	   la	   expresión	   de	   ciertos	   genes	   y	   estimulando	   la	   actividad	   de	   enzimas	  

antioxidantes,	  entre	  las	  que	  se	  incluyen	  la	  GPx,	  GR,	  SOD,	  CAT	  y	  los	  niveles	  de	  glutatión.	  

También	   actúa	   inhibiendo	  enzimas	  pro-‐oxidantes	   como	   la	  NOS	   y	   se	  han	  descubierto	  

propiedades	  inmunomoduladoras	  de	  la	  respuesta	  inmune	  celular	  y	  humoral	  (304).	  

No	   sólo	   melatonina,	   sino	   también	   los	   metabolitos	   que	   se	   derivan	   de	   ella	  

presentan	   capacidades	   antioxidantes:	   la	   molécula	   6-‐hidroximelatonina,	   producida	  

mayoritariamente	  para	  permitir	   la	  excreción	  de	  melatonina	  por	   la	  orina,	  es	  capaz	  de	  

reducir	   los	   niveles	   de	   LPO,	   al	   igual	   que	   el	   daño	   a	   ADN	   y	   la	   neuro-‐	   hepato-‐	   y	  

nefrotoxicidad	   producida	   por	   ciertos	   metales	   y	   compuestos,	   debido	   a	   su	   capaz	   de	  

interactuar	   directamente	   con	   RL	   y	   por	   su	   capacidad	   antioxidante.	   Los	   principales	  

metabolitos	  de	  melatonina	  son	  AFMK	  y	  AMK;	  ambos	  son	  capaces	  tanto	  de	  interactuar	  

directamente	  con	  radicales	  como	  O2
.-‐	  ,.OOH,	  .OOCCl3,	  …	  como	  de	  inhibir	  la	  actividad	  de	  

enzimas	   pro-‐oxidantes	   y	   pro-‐inflamatorias	   como	   son	   la	   NOS,	   disminuyendo	   la	  

concentración	   intracelular	   de	   NO,	   o	   la	   enzima	   ciclooxigenasa	   2	   (COX-‐2)(305,	   306).	  

También	  son	  capaces	  de	  inhibir	  la	  síntesis	  de	  PG,	  el	  factor	  de	  necrosis	  tumoral	  α	  (TNF-‐

α)	  y	  la	  interleuquina-‐8	  (IL-‐8),	  reducir	  la	  oxidación	  de	  los	  lípidos	  y	  proteínas,	  y	  el	  ataque	  

producido	  por	  EROs	  sobre	  la	  cadena	  de	  ADN	  (307).	  

 SIGNIFICANCIA	  BIOLÓGICA	  

Como	   ya	   se	   ha	   comentado	   previamente,	   melatonina	   se	   va	   a	   secretar	   por	   la	  

noche,	   independientemente	   de	   que	   se	   esté	   sintetizando	   en	   animales	   nocturnos	   o	  

diurnos;	  sin	  embargo,	  las	  respuestas	  que	  va	  a	  provocar	  van	  a	  ser	  distintas,	  por	  lo	  que	  
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sólo	  se	  la	  puede	  llamar	  “hormona	  del	  sueño”	  en	  el	  caso	  de	  los	  animales	  diurnos.	  Entre	  

estos	  animales	  y	  los	  nocturnos,	  se	  observan	  unas	  variaciones	  diarias	  en	  los	  niveles	  de	  

los	  ácidos	  grasos	  libres,	  glucocorticoides,	  grelina,	  leptina	  y	  glucosa	  plasmática	  en	  anti-‐

fase,	  debido	  a	  la	  regulación	  por	  la	  luz	  del	  SNC,	  que	  regula	  el	  sistema	  circadiano,	  y	  éste	  

a	  su	  vez,	  regula	  los	  “sistemas	  reloj	  periféricos”	  que	  encontramos	  en	  los	  tejidos	  (hígado,	  

tejido	  adiposo,	  estómago,	  glándula	  adrenal	  e	   intestino,	  entre	  otros).	  En	  el	  caso	  de	   la	  

glucosa	   plasmática,	   por	   ejemplo,	   mientras	   que	   en	   los	   animales	   diurnos,	   como	   los	  

humanos,	  mayoritariamente	  muestran	  una	  mejor	  tolerancia	  a	  la	  glucosa	  y	  sensibilidad	  

a	   la	   insulina	   durante	   el	   periodo	   de	  mayor	   actividad,	   es	   decir,	   durante	   el	   día,	   en	   los	  

animales	  nocturnos,	  como	  los	  roedores,	  ocurriría	  esto	  durante	  la	  noche,	  momento	  en	  

el	  que	  presentan	  su	  mayor	  nivel	  de	  actividad	  (308).	  

Cuando	   melatonina	   es	   producida	   por	   los	   fotorreceptores	   retinianos,	   parece	  

tener	   un	   efecto	   local	   dentro	   de	   la	   propia	   retina,	   además	   de	   actuar	   como	   un	  

neuromodulador	  de	  la	  función	  retiniana.	  Así	  influiría	  en	  las	  respuestas	  retinomotoras,	  

modulación	   de	   la	   liberación	   de	   neurotransmisores	   (liberación	   de	   dopamina),	  

fagocitosis	  de	  los	  discos	  de	  los	  SE	  de	  los	  bastones	  y	  sensibilidad	  a	  la	  luz	  (274,	  278).	  	  

En	  relación	  con	  las	  degeneraciones,	  la	  melatonina	  ha	  demostrado	  aumentar	  la	  

autofagia	   a	   favor	   de	   la	   supervivencia	   celular	   (309-‐311).	   También	   es	   un	   potente	  

antioxidante,	   dado	   que	   interacciona	   directamente	   con	   radicales	   libres,	  

neutralizándolos	   (312).	  Asimismo,	   se	  ha	  demostrado	   su	   eficacia	   antiapoptótica	   en	   el	  

EPR	   (313,	   314).	  Melatonina	   disminuye	   en	   el	   glaucoma	   la	   concentración	   sináptica	   de	  

glutamato	  y	  por	  lo	  tanto	  induce	  una	  neuroprotección	  frente	  al	  daño	  excitotóxico	  (315).	  

Además	  tiene	  acción	  sobre	  la	  secreción	  de	  VEGF	  y	  la	  migración	  celular	  (316)	  y	  estimula	  

la	  actividad	  de	  la	  telomerasa	  en	  la	  DMAE	  (317).	  
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 GALATO	  DE	  EPIGALOCATEQUINA	  

 PRESENTE	  EN	  EL	  TÉ	  VERDE	  

El	   té	   procede	   de	   la	   planta	   Camellia	   sinensis,	   y	   es	   la	   segunda	   bebida	   más	  

consumida	   en	   el	   mundo	   después	   del	   agua,	   calculándose	   una	   ingesta	   diaria	   de	  

aproximadamente	  120	  mL	  por	  persona.	  Además,	  del	  volumen	  total	  de	  té	  producido	  y	  

consumido,	   aproximadamente	   un	   78%	   se	   corresponde	   con	   té	   negro,	   un	   20%	   con	   té	  

verde	  y	  un	  2%	  con	  té	  Oolong.	  También	  existen	  diferencias	  en	  cuanto	  a	  su	  popularidad	  

en	   los	   distintos	   países:	   el	   té	   negro	   es	   más	   característico	   de	   los	   países	   occidentales	  

(Europa	   y	  Norteamérica),	   aunque	   también	   se	   encuentra	   en	   algún	  país	   asiático;	   el	   té	  

verde	   se	   encuentra	  mayoritariamente	   consumido	   en	   China,	   Japón,	   la	   India	   y	   ciertos	  

países	  del	  norte	  de	  África	  y	  países	  del	  Este.	  El	  té	  Oolong	  se	  va	  a	  encontrar	  sobre	  todo	  

en	  áreas	  localizadas	  del	  sudeste	  asiático	  y	  Taiwán	  (318,	  319).	  Las	  hojas	  de	  esta	  planta	  

van	  a	  experimentar	  distintos	  procesos	  de	  oxidación	  y	  fermentación	  que	  darán	  lugar	  a	  

las	  distintas	  variedades	  de	  té,	  las	  cuales	  se	  caracterizarán	  por	  distintas	  concentraciones	  

y	   tipos	  de	  compuestos	   fenólicos,	  en	   función	  del	  procesamiento	   realizado:	  en	  el	   caso	  

del	   té	  verde,	   las	  hojas	   recién	   recogidas	  van	  a	  sufrir	  un	  proceso	  de	  cocción	  que	   tiene	  

como	   objetivo	   inactivar	   las	   enzimas,	   obteniendo	   un	   compuesto	   seco	   y	   estable	   que	  

mantendrá	   sus	   propiedades	   beneficiosas.	   A	   pesar	   de	   esto,	   es	   inevitable	   cierta	  

oxidación	  de	  las	  hojas,	  por	  lo	  que	  en	  este	  té	  vamos	  a	  encontrar	  entre	  un	  60	  y	  un	  80%	  

de	   la	   composición	   de	   polifenoles	   como	   catequinas	   y	   el	   resto	   como	   una	   serie	   de	  

polímeros	   de	   catequinas.	   En	   el	   caso	   del	   té	   negro,	   las	   hojas	   del	   té	   van	   a	   sufrir	   un	  

proceso	   de	   oxidación	   y	   fermentación	   con	   el	   objeto	   de	   transformar	   su	   contenido	   de	  

catequinas	  en	  otras	  moléculas	  conocidas	  como	  teaflavinas	  y	  tearrubiginas,	  polifenoles	  

condensados	   más	   complejos,	   responsables	   del	   olor	   y	   color	   característicos	   de	   estos	  

tipos	  de	  té	  (318).	  En	  el	  tratamiento	  del	  té	  Oolong,	  la	  oxidación	  es	  más	  corta	  que	  en	  el	  

caso	  del	   té	  negro,	   obteniendo	  una	   composición	   intermedia	  entre	  el	   té	  negro	   y	   el	   té	  

verde.	   Ambos	   tipos	   moleculares	   se	   caracterizan	   por	   sus	   potentes	   capacidades	  

antioxidantes	  (320).	  
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Algunas	  de	  las	  catequinas	  que	  encontramos	  en	  la	  composición	  del	  té	  verde	  son	  

epicatequina	   (EC),	   galato	   de	   epicatequina	   (ECG),	   epigalocatequina	   (EGC)	   y	   galato	   de	  

epigalocatequina	   (EGCG).	   Las	   diferencias	   estructurales	   que	   encontramos	   entre	   ellas	  

van	  a	  ser	  las	  responsables	  de	  las	  diferencias	  en	  su	  eficacia	  y	  eficiencia	  en	  cuanto	  a	  su	  

poder	   antioxidante	   (ver	   Figura	   11):	   el	   EC	   posee	   un	   grupo	   orto-‐dihidroxilo	   en	   los	  

carbonos	  3	  y	  4	  del	  anillo	  B	  y	  un	  grupo	  hidroxilo	  en	  el	  carbono	  3	  del	  anillo	  C;	  el	  EGC,	  

además	  de	   la	  estructura	  del	  EC,	  presenta	   tres	  hidroxilos	  en	   los	  carbonos	  3,	  4	  y	  5	  del	  

anillo	  B.	  Por	  otro	  lado,	  el	  ECG	  se	  diferencia	  del	  EC	  por	  un	  dominio	  galato	  esterificado	  

en	   el	   carbono	   3	   del	   anillo	   C.	   Para	   finalizar,	   el	   EGCG	   posee	   ambas	   cualidades,	   los	   3	  

grupos	   hidroxilo	   del	   EGC	   y	   el	   dominio	   galato	   del	   ECG	   (321).	   Éste	   último,	   es	   el	   más	  

abundante	   de	   todos	   ellos,	   con	   un	   48-‐55%	   del	   total	   de	   catequinas,	   además	   de	   ser	  

considerado	  como	  la	  biomolécula	  más	  activa	  debido	  a	   la	  presencia	  de	   los	  dominios	  y	  

grupos	  químicos	  previamente	  mencionados.	  
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	  Figura	  11.	  Estructuras	  de	  las	  4	  principales	  catequinas	  que	  encontramos	  en	  el	  té	  verde.	  	  
Adaptado	  de	  (322).	  

 BIODISPONIBILIDAD	  Y	  METABOLISMO	  

	  Algunos	  estudios	  han	  comprobado	  que	  el	  EGCG	  va	  a	  ser	  eliminado	  a	  través	  de	  

la	  bilis,	  mientras	  que	  otras	  catequinas	  también	  podrán	  ser	  excretadas	  por	  medio	  de	  la	  

orina.	   Además,	   este	   compuesto	   puede	   ser	   metabolizado	   por	   numerosas	   vías	  

metabólicas	   (las	   principales	   transformaciones	   que	   experimentan	   son	   las	   de	  

glucuronidación,	   metilación	   y	   sulfonación	   (323))	   y	   alcanzar	   distintos	   órganos	   en	  

función	   de	   la	   vía	   de	   administración	   (324).	   Diferentes	   estudios	   han	   analizado	   la	  

biodisponibilidad	   y	   absorción	   de	   las	   distintas	   catequinas	   del	   té	   verde,	   observándose	  

diferencias	  entre	  especies:	  aunque	  la	  absorción	  del	  EGCG	  se	  da	  a	  nivel	  intestinal	  tanto	  

en	   ratas,	   ratones	   y	   humanos,	   en	   la	   caso	   de	   las	   ratas	   los	   niveles	   plasmáticos	   que	   se	  

observaron	  del	  EGCG	  fueron	  menores	  que	  otras	  catequinas;	  en	  cambio,	  al	   realizar	  el	  

experimento	   en	   ratones	   se	   observaron	   los	   hallazgos	   contrarios.	   En	   humanos,	   la	  

Galato	  de	  Epicatequina	  (ECG) 

Epicatequina	  (EC) 

Galato	  de	  Epigalocatequina	  (EGCG) 

Epigalocatequina	  (EGC) 
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biodisponibilidad	  del	  EGCG	  es	  también	  menor	  respecto	  al	  EGC	  o	  ECG,	  sufriendo	  menos	  

procesos	  de	  metilación	  y	  conjugación	  que	  los	  otros	  dos	  compuestos	  (325,	  326).	  	  

MECANISMO	  DE	  ACCIÓN	  

El	  EGCG	  presenta	  una	  gran	  capacidad	  antioxidante,	  siendo	  capaz	  de	   influir	  en	  

las	  enzimas	  antioxidantes	  endógenas	  como	  la	  SOD,	  CAT,	  GPx,	  GR	  y	  GST.	  También	  se	  ha	  

demostrado	   que	   regula	   la	   producción	   del	   GSH	   celular,	   actuando	   sobre	   una	   de	   las	  

subunidades	  catalíticas	  de	  la	  enzima	  limitante	  de	  la	  síntesis	  de	  novo	  de	  esta	  molécula	  

(327,	  328).	  

La	   actividad	   antioxidante	   de	   esta	   molécula	   se	   debe	   principalmente	   a	   la	  

presencia	  de	  grupos	  fenólicos	  en	  su	  estructura,	  los	  cuales	  son	  sensibles	  a	  la	  oxidación	  y	  

pueden	   generar	   quinonas.	   Además	   en	   el	   anillo	   D	   del	   EGCG	   encontramos	   3	   grupos	  

hidroxilo,	   lo	   cual	   incrementa	   su	   capacidad	   antioxidante	   respecto	   a	   otras	   catequinas	  

(329).	  Los	  anillos	  fenólicos	  actúan	  captando	  electrones	  para	  la	  eliminación	  de	  radicales	  

ROO.	  e	   .OH,	  y	  aniones	  O2
.-‐	  y	  previniendo	  la	  oxidación	  de	  metales	  como	  el	  hierro.	  Este	  

polifenol	  también	  puede	   influir	  sobre	  el	  estado	  nitrosativo	  del	  organismo,	   inhibiendo	  

la	  actividad	  de	   la	   iNOS	  y,	  por	   lo	  tanto,	   reduciendo	   la	  producción	  de	  nitritos	  y	  ONOO-‐	  

(330).	  Presenta	  una	  gran	  importancia	  como	  quelante	  de	  metales	  de	  transición	  como	  el	  

aluminio,	  el	  manganeso	  y	  el	  hierro:	  el	  anillo	  galato	  (anillo	  D)	  es	  el	  que	  participaría	  en	  

esta	   reacción,	   uniéndose	   a	   los	   iones	   metálicos	   a	   través	   de	   los	   grupos	   hidroxilos	  

presentes	   en	   este	   anillo.	   De	   forma	  más	   secundaria,	   también	   el	   anillo	   B	   es	   capaz	   de	  

llevar	  a	  cabo	  este	  proceso,	  dando	  un	  ratio	  final	  de	  unión	  de	  4	  iones	  de	  hierro	  por	  cada	  

molécula	   de	   EGCG	   (331).	   De	   forma	   más	   indirecta	   EGCG,	   es	   capaz	   de	   disminuir	   los	  

niveles	   de	   EROs	   gracias	   a	   sus	   propiedades	   antiinflamatorias,	   que	   inhibirían	   la	  

activación	   de	   NF-‐κB,	   e	   impedirían	   la	   formación	   de	   estas	   moléculas	   en	   el	   proceso	  

inflamatorio.	  

No	   sólo	   el	   EGCG	   presenta	   actividad	   antioxidante,	   sino	   que	   algunos	   de	   sus	  

metabolitos	  como	  sus	  derivados	  metilados	  pueden	  inhibir	  la	  formación	  de	  nitrotirosina	  

mediada	   por	   el	   ONOO-‐	   y	   la	   actividad	   de	   la	   NADPH	   oxidasa,	   fuente	   endógena	   de	   RL	  

(332).	  
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SIGNIFICANCIA	  BIOLÓGICA	  Y	  APLICACIONES	  

Para	  la	  medicina	  tradicional	  China,	  los	  tratamientos	  basados	  en	  plantas	  son	  uno	  

de	  sus	  pilares	  fundamentales	  debido	  a	  la	  multitud	  de	  propiedades	  beneficiosas	  que	  se	  

ha	   demostrado,	   presentan	   para	   la	   salud:	   antiinflamatorias,	   antialérgicas,	  

antitumorales,	   antivirales	   y	   antibacterianas,	   además	   de	   reducir	   el	   daño	   oxidativo	  

producido	  por	  el	  avance	  de	  la	  edad	  y	  las	  enfermedades	  (333,	  334).	  

El	  té	  verde	  se	  ha	  utilizado	  durante	  siglos	  en	  la	  medicina	  tradicional	  China	  como	  

complemento	   o	   tratamiento	   de	   enfermedades	   como	   el	   cáncer,	   problemas	  

cardiovasculares,	   óseos,	   bucales,	   enfermedades	   neurodegenerativas…	   (325,	   335).	  

Probablemente	   debido	   a	   que	   conforma	   más	   del	   50%	   de	   la	   composición	   de	   las	  

catequinas	  totales	  en	  el	  té	  verde	  (en	  una	  taza	  de	  té	  de	  200	  mL	  obtenida	  a	  partir	  de	  2,5	  

g	  de	  hojas	  de	  té,	  Wu	  y	  cols.	  (336)	  determinaron	  que	  se	  encuentran	  90	  mg	  de	  EGCG),	  el	  

EGCG	  es	  una	  de	  las	  catequinas	  mejor	  conocidas	  y	  estudiadas,	  a	  la	  cual	  se	  le	  atribuyen	  

propiedades	   antimutagénicas,	   antidiabéticas,	   antibacterianas,	   antiinflamatorias,	  

antitumorales,	  hipocolesterolemiante,	  antioxidantes…,	  comprobadas	  en	  estudios	  tanto	  

in	  vitro	  como	  in	  vivo,	  en	  modelos	  animales	  y	  en	  ensayos	  clínicos.	  

EGCG	   es	   capaz	   de	   inhibir	   el	   desarrollo	   de	   tumores	   por	   su	   interacción	   con	  

numerosas	  proteínas	   apoptóticas	  de	   la	   vía	  de	   las	   caspasas,	   estimulando	   su	  acción,	   y	  

con	  factores	  de	  transcripción	  como	  NF-‐κB	  o	  el	  factor	  	  inducible	  por	  hipoxia	  1	  alfa	  (HIF-‐

1α)	   (337).	   También	   es	   capaz	   de	   ejercer	   su	   acción	   sobre	   proteínas	   del	   ciclo	   celular,	  

factores	   de	   crecimiento	   y	   proteínquinasas	   (329).	   Además	   de	   estos	   mecanismos,	   el	  

EGCG	   posee	   propiedades	   neuroprotectoras,	   las	   cuales	   se	   han	   observado	   en	  

enfermedades	  neurodegenerativas	  como	  el	  Alzheimer	  y	  el	  Parkinson,	  actuando	  como	  

quelante	   de	  metales,	   incrementando	   la	   actividad	   de	   enzimas	   antioxidantes	   como	   la	  

CAT	  y	  la	  SOD	  y	  disminuyendo	  los	  niveles	  de	  RL	  como	  el	  H2O2	  (337,	  338).	  	  

Gracias	   a	   su	   bajo	   peso	  molecular	   y	   carácter	   hidrosoluble,	   las	   catequinas	   son	  

capaces	   de	   alcanzar	   los	   diferentes	   compartimentos	   y	   tejidos	   oculares	   (339):	   córnea,	  

cristalino,	   retina…	  para	  ejercer	   su	  acción	  antioxidante,	  de	  ahí	  que	  sea	  un	  compuesto	  
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estudiado	   también	   para	   tratamiento	   en	   enfermedades	   como	   cataratas,	   ojo	   seco,	  

glaucoma,	  DMAE,	  RP…	  (340-‐343).	  

Estudios	   previos	   ya	   han	   demostrado	   el	   efecto	   beneficioso	   de	   EGCG,	   por	   sus	  

propiedades	  antioxidantes,	  en	  patologías	  retinianas	  como	  glaucoma	  (341,	  344),	  DMAE	  

(341),	  retinopatía	  diabética	  (345)	  y	  en	  isquemia	  retiniana	  (341,	  346,	  347).	  
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 HIPÓTESIS	  

El	   estrés	   oxidativo,	   la	   apoptosis	   y	   los	   procesos	   de	   inflamación	   son	   las	  

principales	  causas	  de	  muerte	  celular	  a	  nivel	  retiniano	  en	  las	  enfermedades	  retinianas	  

neurodegenerativas.	   A	   nivel	   terapéutico,	   los	   antioxidantes	   naturales,	   melatonina	   y	  

EGCG	  presentan	  efectos	  beneficiosos	   	  que	  podrían	  contrarrestar	   la	  progresión	  de	   las	  

degeneraciones	   retinianas,	   al	   ser	   capaces	   de	   reducir	   o	   inhibir	   parcialmente	   estos	  

procesos	  y	  estimular	  las	  defensas	  antioxidantes	  del	  propio	  organismo.	  

La	   melatonina	   posee	   numerosas	   propiedades	   imprescindibles	   para	   el	  

organismo	   como	   regulador	   de	   procesos	   biológicos,	   pero	   también	   destaca	   por	   sus	  

capacidades	  antiinflamatorias,	  por	  su	  gran	  potencia	  antioxidante,	  por	  lo	  que	  podría	  ser	  

capaz	   de	   depurar	   los	   radicales	   libres	   que	   se	   producen	   debido	   a	   la	   toxicidad	   de	   los	  

retinoides	  en	   los	  fotorreceptores	  durante	   la	  degeneración	  de	   la	  retina.	  Asimismo,	   los	  

efectos	  protectores	  de	  la	  melatonina	  pueden	  estar	  relacionados	  con	  su	  efecto	  directo	  

antiapoptótico	   a	   nivel	   del	   EPR	   (313,	   314).	   Además,	   puede	   actuar	   a	   través	   de	   otros	  

mecanismos	   diferentes	   de	   los	   antioxidantes/antiapoptóticos	   dado	   que	   el	   EPR	   posee	  

receptores	  de	  melatonina	  que	  le	  permiten	  actuar	  localmente	  (317).	  También	  su	  acción	  

protectora	  frente	  a	  la	  excitotoxidad	  (315)	  y	  al	  daño	  mitocondrial	  y	  de	  mantenimiento	  

de	   una	   adecuada	   homeostasis	   del	   Ca2+	   (348,	   349),	   podría	   ser	   beneficioso	   en	   la	  

prevención	   de	   la	   remodelación	   de	   los	   circuitos	   retinianos	   observados	   durante	   las	  

degeneraciones	   retinianas	   (350).	  Además,	  es	   capaz	  de	  actuar	   como	  una	  hormona,	  al	  

ser	   liberada	   al	   torrente	   sanguíneo	   y	   actuar	   de	   forma	   sistémica:	   encontramos	  

receptores	  de	  melatonina	  distribuidos	  en	  distintos	  órganos	  y	  tejidos,	  por	  lo	  que	  podrá	  

ejercer	   sus	   actividades	   antioxidantes,	   antiinflamatorias	   y	   antiapoptóticas	   en	   todo	   el	  

organismo.	   La	   secreción	   de	   melatonina,	   que	   en	   los	   humanos	   regula	   los	   ritmos	  

circadianos	  (351-‐355),	  está	  alterada	  en	  los	  pacientes	  con	  degeneración	  retiniana	  como	  

la	   RP	   (356),	   por	   lo	   tanto,	   reestablecer	   estos	   niveles	   podría	   disminuir	   las	  

manifestaciones	   clínicas	   de	   la	   enfermedad.	   En	   un	  modelo	   animal	   de	   RP,	   la	   pérdida	  

visual	  y	   la	   fragmentación	  progresiva	  de	   los	  patrones	  circadianos	   fueron	  parcialmente	  

revertidos	  por	  melatonina	  (357).	  
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El	  galato	  de	  epigalocatequina	  es	  una	  de	  las	  principales	  catequinas	  presentes	  en	  

el	   té	   verde.	   Esta	   molécula	   ha	   sido	   estudiada	   durante	   mucho	   tiempo	   gracias	   a	   sus	  

numerosas	   propiedades	   beneficiosas	   para	   los	   organismos:	   antiinflamatorias,	  

antiapoptóticas,	   neuroprotectoras,	   antialérgicas,	   antidiabéticas,	   antibacterianas	   y	  

antioxidantes	   (358).	   Sus	   efectos	   neuroprotectores	   actúan	   regulando	   la	   expresión	   de	  

factores	   de	   transcripción	   como	   el	   NF-‐κB,	   cuya	   producción	   se	   ve	   estimulada	   en	  

situaciones	   de	   estrés	   oxidativo,	   de	   ahí	   que	   se	   haya	   demostrado	   su	   efectividad	   en	  

enfermedades	  neurodegenerativas	  como	  el	  Alzheimer	  y	  el	  Parkinson,	  en	  las	  cuales	  los	  

EROs	  juegan	  un	  papel	  fundamental	  en	  el	  avance	  de	  la	  enfermedad	  (359).	  

Es	   capaz	   de	   alcanzar	   los	   tejidos	   oculares,	   atravesando	   la	   barrera	  

hematorretiniana	  y	  ejerciendo	   su	  acción	   sobre	   la	   retina	  y	  el	   EPR,	   y	  otras	  estructuras	  

oculares	  (360-‐363).	  Con	  estos	  fundamentos	  se	  postuló	  como	  una	  molécula	  de	  utilidad	  

en	   el	   tratamiento	   de	   patologías	   oculares,	   lo	   cual	   ha	   sido	   demostrado	   en	   glaucoma,	  

DMAE,	  retinopatía	  diabética	  y	  en	  isquemia	  retiniana	  (341,	  345,	  347,	  364,	  365).	  En	  ellas	  

existe	  una	  clara	  participación	  del	  estrés	  oxidativo	  en	  su	  patogenia	  y	  progresión,	  al	  igual	  

que	  ocurre	  en	  la	  RP.	  

Por	   todo	   esto,	   la	   hipótesis	   de	   nuestro	   estudio	   es	   que	   melatonina	   y/o	   EGCG	  

pueden	   enlentecer	   los	   daños	   celulares	   retinianos	   en	   las	   degeneraciones	   retinianas	  

contrarrestando	   el	   exceso	   de	   EROs	   y	   ERNs	   producidos	   por	   la	   enfermedad	   ya	   sea	   de	  

forma	   directa	   o	   indirecta,	   eliminándolos	   ellos	   mismos	   o	   estimulando	   los	   diferentes	  

sistemas	  antioxidantes,	  consiguiendo	  un	  mantenimiento	  de	  las	  funciones	  visuales	  y	  no	  

visuales	  de	  la	  retina.	  

 OBJETIVO	  GENERAL	  

Evaluar	  la	  acción	  neuroprotectora	  de	  melatonina	  y	  EGCG	  frente	  a	  los	  procesos	  

fisiopatológicos	   que	   se	   desencadenan	   durante	   la	   progresión	   de	   la	   RP,	   utilizando	   el	  

modelo	   animal	   de	   esta	   enfermedad,	   la	   rata	   P23H,	   con	   vistas	   a	   su	   posible	   aplicación	  

terapéutica	  en	  la	  prevención	  y	  tratamiento	  de	  las	  degeneraciones	  retinianas.	  
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 OBJETIVOS	  ESPECÍFICOS	  

1. Evaluar	   el	   efecto	   protector	   de	   melatonina	   y/o	   EGCG	   en	   la	   progresión	   de	   la	  

enfermedad	  RP	  en	  la	  rata	  P23H	  línea	  1,	  heterocigota	  pigmentada	  y	  en	  el	  animal	  de	  

referencia	  mediante	  pruebas	  funcionales:	  

1.1. Evaluar	   la	   AV	   y	   la	   SC	   mediante	   un	   sistema	   de	   seguimiento	   optocinético	   a	  

animales	  tratados	  con	  distintos	  antioxidantes	  y	  a	  distintas	  edades.	  

1.2. Evaluar	  la	  actividad	  eléctrica	  retiniana	  mediante	  ERG	  al	  finalizar	  el	  período	  de	  

administración	  de	  los	  antioxidantes.	  

1.3. Evaluar	  el	  efecto	  de	   las	  moléculas	  administradas	  sobre	   los	  ritmos	  circadianos	  

mediante	  telemetría,	  realizando	  el	  registro	  de	  los	  parámetros	  de	  temperatura	  

y	  actividad	  a	  distintas	  edades.	  

1.4. Comparar	  los	  resultados	  obtenidos	  con	  el	  grupo	  que	  solo	  recibe	  vehículo	  y	  con	  

los	  animales	  de	  referencia.	  

1.5. Analizar	   los	  mismos	  parámetros	  en	   los	  animales	  sanos,	  para	  valorar	  el	  efecto	  

de	  la	  suplementación	  con	  antioxidantes	  en	  las	  funciones	  visual	  y	  circadiana	  de	  

individuos	  sanos.	  

2. Evaluar	   el	   estado	   oxidativo	   hepático	   de	   la	   rata	   P23H	   línea	   1	   heterocigota	  

pigmentada	   y	   del	   animal	   de	   referencia	   tras	   el	   tratamiento	   con	   melatonina	   y/o	  

EGCG:	  

2.1. Analizar	  los	  parámetros	  de	  estrés	  oxidativo	  mediante	  LPO,	  restos	  carbonilos,	  y	  

ratio	  GSH/GSSG.	  

2.2. Analizar	  el	  daño	  nitrosativo	  por	  la	  cuantificación	  de	  los	  niveles	  de	  nitritos.	  

2.3. Comparar	  los	  resultados	  obtenidos	  con	  el	  grupo	  que	  solo	  recibe	  vehículo	  y	  con	  

los	  animales	  de	  referencia.	  
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2.4. Analizar	  los	  mismos	  parámetros	  en	  los	  animales	  de	  referencia	  ,	  para	  valorar	  el	  

efecto	   de	   la	   suplementación	   con	   antioxidantes	   en	   los	   niveles	   oxidativos	  

sistémicos	  de	  individuos	  sanos.	  

3. Evaluar	  distintos	  sistemas	  endógenos	  antioxidantes	  hepáticos	  de	  la	  rata	  P23H	  línea	  

1	   heterocigota	   pigmentada	   y	   del	   animal	   de	   referencia	   tras	   el	   tratamiento	   con	  

melatonina	  y/o	  EGCG:	  

3.1. Analizar	  la	  capacidad	  total	  antioxidante,	  para	  conocer	  el	  estado	  de	  defensa	  de	  

los	  animales.	  

3.2. Analizar	  la	  actividad	  enzimas	  antioxidantes:	  SOD,	  CAT	  y	  GST.	  

3.3. Comparar	  los	  resultados	  obtenidos	  con	  el	  grupo	  que	  solo	  recibe	  vehiculo	  y	  con	  

los	  animales	  de	  referencia.	  

3.4. Analizar	   los	  mismos	  parámetros	  en	  los	  animales	  de	  referencia	  para	  valorar	  el	  

efecto	  de	  la	  suplementación	  con	  antioxidantes	  en	  los	  niveles	  antioxidantes	  de	  

individuos	  sanos.	  
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 MODELOS	  ANIMALES	  

Para	   la	   realización	   del	   proyecto	   se	   utilizaron	   dos	   tipos	   de	   ratas,	   un	   modelo	  

animal	  de	  RP	  y	  un	  grupo	  de	  referencia:	  

• Como	   modelo	   de	   animal	   neurodegenerativo	   se	   trabajó	   con	   las	   ratas	  

pigmentadas	  P23H-‐1,	  heterocigotas	  para	  la	  mutación.	  Estos	  animales	  presentan	  

una	   degeneración	   retiniana	   que	   se	   desarrolla	   a	   un	   ritmo	   intermedio,	  

permitiendo	   la	   realización	   de	   un	   tratamiento	   a	   largo	   plazo	   con	   los	   distintos	  

antioxidantes,	   y	   la	   realización	   de	   diversas	   pruebas	   funcionales	   para	   la	  

evaluación	  visual.	  Las	  ratas	  pigmentadas	  P23H	  fueron	  criadas	  por	  el	  cruce	  entre	  

ratas	   normales	   Long	   Evans	   (LE)	   pigmentadas	   y	   ratas	   homocigotas	   P23H-‐1	  

albinas,	   modelo	   transgénico	   de	   RP	   de	   degeneración	   rápida.	   Estas	   ratas	  

procedían	   del	   laboratorio	   del	   Prof.	   Matthew	   LaVail	   de	   la	   Universidad	   de	  

California,	   San	   Francisco,	   EEUU,	   y	   han	   sido	   mantenidas	   en	   la	   colonia	   en	   las	  

instalaciones	  de	  la	  Universidad	  de	  Zaragoza.	  Estos	  animales	  se	  obtuvieron	  por	  

la	  modificación	  genética	  de	  ratas	  SD,	  a	  las	  cuales	  se	  les	  incorpora	  un	  transgen	  

mutado	   P23H	   del	   ratón	   C57BL/6J:	   este	   transgen	   se	   obtiene	   a	   partir	   del	  

fragmento	  genómico	  completo	  del	  gen	  de	  la	  rodopsina	  de	  este	  ratón	  (366)	  que	  

carece	  de	  un	  fragmento	  en	  el	  brazo	  lamba	  debido	  a	  la	  mutación	  P23H.	  Existen	  3	  

líneas	  con	  este	  transgen	  que	  se	  diferencian	  en	  la	  velocidad	  de	  progresión	  de	  la	  

enfermedad,	  siendo	  la	  línea	  1	  la	  que	  presenta	  un	  avance	  más	  rápido,	  y	  la	  línea	  

2	   la	  más	   lenta,	   y	   la	   línea	   3	   una	   velocidad	   intermedia.	   Las	   ratas	   homocigotas	  

P23H	   línea	   1	   presentan	   18	   copias	   del	   transgen	   P23H,	  mientras	   que	   las	   ratas	  

heterocigotas	  obtenidas	  tras	  el	  cruce	  de	  las	  P23H	  homocigotas	  con	  ratas	  wild-‐

type,	  presentan	  la	  mitad	  de	  copias.	  También	  existen	  diferencias	  en	  los	  niveles	  

de	  expresión	  del	  transgen:	  la	  línea	  1	  presenta	  una	  mayor	  expresión	  que	  la	  línea	  

3,	  razón	  por	  la	  cual	  experimenta	  una	  degeneración	  retiniana	  más	  rápida	  (367).	  

En	  este	  modelo	  animal,	  al	  igual	  que	  en	  los	  pacientes,	  de	  forma	  subsecuente	  a	  la	  

muerte	  de	  los	  bastones,	  se	  produce	  una	  afectación	  a	  nivel	  de	  los	  conos,	  y	  que	  

avanzará	   hasta	   una	   desestruturación	   y	   remodelación	   retiniana	   completa	   que	  

conlleva	  la	  ceguera	  total	  en	  estadíos	  tardíos.	  	  	  
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• Como	  grupo	  de	   referencia	   se	   trabajó	   con	   ratas	   pigmentadas	   LE	   cruzadas	   con	  

ratas	   albinas	   Sprague-‐Dawley	   (SD).	   El	   origen	   de	   la	   rata	   pigmentada	   LE	   se	  

remonta	  al	  año	  1915,	  cuando	  los	  Drs.	  Long	  y	  Evans	  cruzaron	  varias	  hembras	  de	  

rata	   de	   la	   raza	  Wistar,	   albinas,	   con	   un	  macho	   salvaje	   gris.	   Con	   este	   modelo	  

animal	   se	   trabaja	   en	   una	   amplia	   diversidad	   de	   estudios,	   destacando	   las	  

investigaciones	   sobre	   obesidad	   y	   comportamiento.	   Las	   ratas	   utilizadas	   en	  

nuestros	  experimentos	  procedían	  de	  los	  Laboratorios	  Charles	  River	  (Barcelona,	  

España).	  	  

La	  rata	  SD	  es	  un	  modelo	  animal	  originado	  en	  1925	  por	  Robert	  Dawley	  mediante	  

el	  cruce	  de	  un	  macho	  híbrido	  y	  una	  hembra	  Wistar,	  ampliamente	  utilizada	  en	  la	  

investigación	  médica,	  en	  investigaciones	  relacionadas	  con	  el	  envejecimiento,	  el	  

cáncer,	   nutrición,	   obesidad...	   Las	   ratas	   transgénicas	   P23H	   poseen	   un	   fondo	  

genético	  albino	  de	  rata	  SD	  por	  lo	  que	  se	  seleccionaron	  para	  su	  cruce	  con	  ratas	  

LE	  y	  obtener	  de	  esta	  forma	  un	  grupo	  referencia	  de	  rata	  pigmentada.	  Las	  ratas	  

SD	  utilizadas	  para	   el	   cruce	   con	   ratas	   LE	  procedían	  de	   los	   Laboratorios	  Harlan	  

(Barcelona,	  España).	  	  

Todos	  los	  animales	  fueron	  criados	  en	  colonias	  en	  el	  animalario	  del	  Instituto	  de	  

Investigación	  Sanitaria	  de	  Aragón	  (IIS	  Aragón),	  con	   la	  autorización	  y	  supervisión	  de	   la	  

Comisión	  Ética	  Asesora	  para	  la	  Experimentación	  Animal	  de	  la	  Universidad	  de	  Zaragoza	  

(PI12/14).	   Los	   animales	   fueron	  mantenidos	   bajo	   ciclos	   de	   12	   horas	   de	   luz/oscuridad	  

(con	  una	   iluminancia	  variable	  entre	  7	   lux	  y	  30	   lux	  en	   función	  su	  posición	  en	   la	   jaula)	  

con	  comida	  y	  agua	  ad	  libitum.	  Los	  procedimientos	  y	  la	  manipulación	  de	  los	  animales	  se	  

llevaron	   a	   cabo	   siguiendo	   Todos	   los	   experimentos	   se	   realizaron	   cumpliendo	  

estrictamente	   la	   normativa	   vigente	   europea	   (Directiva	   201/63/UE),	   española	   (Real	  

Decreto	   53/2013)	   y	   autonómica	   (Ley	   11/2003)	   para	   el	   uso	   de	   animales	   de	  

experimentación,	  y	   la	  Declaración	  de	  ARVO	  para	  el	  uso	  de	  animales	  en	   investigación	  

oftalmológica	  y	  de	  la	  visión.	  
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 DISEÑO	  EXPERIMENTAL	  

Tanto	  el	  grupo	   formado	  por	  el	  modelo	  de	  RP	  como	  el	  grupo	  de	   referencia	   se	  

subdividieron	  en	  4	  grupos	  de	  estudio,	  según	  las	  sustancias	  administradas	  en	  el	  agua	  de	  

bebida	  (Figura	  12):	  

• Grupo	   Vehículo:	   se	   administró	   agua	   de	   bebida	   exclusivamente	   con	   la	  misma	  

proporción	  de	  etanol	  que	  la	  mínima	  necesaria	  para	  disolver	  los	  tratamientos	  en	  

los	  otros	  grupos,	  como	  se	  detalla	  más	  adelante.	  

• Grupo	  MT:	  se	  les	  administraba	  el	  antioxidante	  melatonina	  en	  el	  agua	  de	  bebida	  

a	  una	  concentración	  de	  10	  mg/Kg/día.	  

• Grupo	  EGCG:	  se	  les	  administraba	  el	  antioxidante	  EGCG	  en	  el	  agua	  de	  bebida	  a	  

una	  concentración	  de	  10	  mg/Kg/día.	  

• Grupo	  MT+EGCG:	   se	   les	   administraba	   un	   tratamiento	   compuesto	   por	   los	   dos	  

antioxidantes	  anteriores,	  melatonina	  y	  EGCG,	  ambos	  a	   las	  concentraciones	  de	  

10	  mg/Kg/día	  igualmente	  en	  el	  agua	  de	  bebida.	  

En	  el	  caso	  de	  los	  animales	  P23HxLE,	  todos	  ellos	  eran	  machos;	  en	  el	  caso	  de	  los	  

animales	   SDxLE,	   por	   problemas	   reproductivos,	   no	   pudieron	   utilizarse	   únicamente	  

machos	  y	  fue	  necesario	  incluir	  hembras	  para	  alcanzar	  la	  “n”	  necesaria	  para	  el	  estudio.	  

Para	  minimizar	  la	  influencia	  que	  podría	  producirse	  en	  las	  respuestas	  debido	  a	  factores	  

hormonales,	  se	  incluyó	  una	  única	  hembra	  en	  los	  4	  grupos	  de	  tratamiento.	  
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Figura	  12.	  	  Diseño	  experimental	  del	  estudio.	  
Ratas	  heterocigotas	  transgénicas	  P23HxLE	  y	  ratas	  de	  referencia	  SDxLE	  divididas	  en	  4	  grupos	  de	  tratamiento:	  grupo	  
vehículo:	  sin	  ningún	  tratamiento	  antioxidante;	  grupo	  MT:	  tratadas	  con	  melatonina;	  grupo	  EGCG:	  tratadas	  con	  EGCG	  	  

y	  grupo	  MT+EGCG:	  tratadas	  con	  los	  dos	  antioxidantes	  anteriores	  de	  forma	  combinada.	  
	  

 PREPARACIÓN	  DE	  LOS	  TRATAMIENTOS	  

Previa	  a	  la	  administración	  de	  las	  sustancias	  en	  el	  agua	  de	  bebida,	  fue	  necesario	  

el	  cálculo	  aproximado	  del	  consumo	  de	  agua	  por	  parte	  de	  los	  animales	  y	  el	  peso	  de	  los	  

mismos.	  

1_VEHÍCULO 

3_EGCG 

2_MT 

4_MT	  +	  EGCG 

1_VEHÍCULO 2_MT 

3_EGCG 4_MT	  +	  EGCG 
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La	   fórmula	   utilizada	   para	   el	   cálculo	   correcto	   de	   la	   concentración	   de	   cada	  

compuesto	  que	  se	  administraba	  a	  los	  animales	  fue:	  

(Dosis	  del	  tratamiento	  x	  peso	  del	  animal	  x	  volumen	  de	  la	  botella)/consumo	  de	  

agua	  estimado	  

El	  peso	  de	  los	  animales	  P23HxLE	  al	  iniciar	  el	  tratamiento	  oscilaba	  entre	  85	  y	  120	  

g.	   En	   el	   caso	   de	   las	   ratas	   SDxLE,	   fue	   ligeramente	   superior:	   entre	   100	   y	   130	   g.	   El	  

consumo	   de	   agua	   inicial	   estimado	   fue	   de	   entre	   25	   y	   35	   mL	   de	   agua.	   Se	   realizó	   un	  

pequeño	   estudio	   inicial	   para	   decidir	   la	   cantidad	   mínima	   de	   etanol	   empleada	   en	   la	  

disolución	   de	   las	   sustancias	   antioxidantes	   en	   las	   ratas	   P23HxLE,	   lo	   que	   supuso	   que	  

estos	  animales	  tuvieran	  un	  mayor	  consumo	  de	  agua	  la	  primera	  semana;	  sin	  embargo,	  

tras	   la	   reducción	   de	   la	   concentración	   de	   etanol	   se	   redujo	   este	   consumo	   hasta	  

equipararse	  al	  de	   las	  ratas	  SDxLE.	  Tanto	  el	  peso	  como	  el	  consumo	  de	  agua	  se	  fueron	  

comprobando	   semanalmente,	   para	   adecuar	   la	   cantidad	  de	   compuesto	  preparado	  en	  

cada	  vial	  a	  los	  animales.	  

Dado	   que	   melatonina	   no	   es	   soluble	   en	   agua	   fue	   necesaria	   la	   adición	   de	   la	  

mínima	  cantidad	  de	  etanol	  posible	  para	  su	  disolución:	  un	  0,2%	  de	  etanol.	  Para	  evitar	  

variaciones	   en	   los	   resultados	   debido	   al	   consumo	   de	   etanol,	   se	   decidió	   disolver	   en	  

todos	  los	  grupos	  este	  porcentaje	  de	  etanol	  en	  el	  agua	  de	  bebida.	  

Los	  tratamientos	  se	  cambiaban	  dos	  veces	  a	   la	  semana,	   los	   lunes	  y	   los	  viernes,	  

para	   reducir	   lo	   máximo	   posible	   la	   oxidación	   de	   los	   tratamientos.	   Debido	   a	   que	   las	  

moléculas	   utilizadas	   como	   tratamiento	   son	   sensibles	   a	   la	   oxidación	   por	   la	   luz,	   se	  

utilizaron	  biberones	  de	  color	  negro	  que	  impedían	  el	  paso	  de	  la	  luz.	  	  

Los	  tratamientos	  tuvieron	  una	  duración	  total	  de	  6	  meses,	  durante	  los	  cuales	  se	  

realizaron	  distintas	  medidas	  para	   llevar	  a	  cabo	   la	  valoración	  de	   la	   función	  visual	  y	  su	  

progresión	  con	  el	  tiempo.	  
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 EVALUACIÓN	  DE	  LA	  FUNCIÓN	  VISUAL	  

Para	  la	  obtención	  de	  una	  evaluación	  funcional	  completa	  de	  la	  visión	  tanto	  en	  el	  

modelo	  degenerativo	  como	  en	  el	  de	  referencia,	  se	  utilizan	  el	  sistema	  Optomotor	  y	  el	  

ERG.	  	  

 OPTOMOTOR	  

El	   sistema	   Optomotry®	   (CerebralMechanics,	   Lethbridge,	   AB,	   Canada),	   es	   un	  

sistema	  optocinético,	  no	  invasivo,	  que	  nos	  va	  a	  permitir	  de	  una	  forma	  rápida	  y	  sencilla,	  

cuantificar	  la	  visión	  espacial	  de	  nuestros	  animales,	  independientemente	  de	  su	  especie,	  

cepa	  o	   entrenamiento	  previo	   (368).	   La	   valoración	  de	   la	   visión	   espacial	   (369,	   370)	   es	  

mucho	   más	   sencilla	   en	   animales	   pigmentados	   que	   en	   albinos,	   tanto	   por	   la	   menor	  

visión	  de	  estos	  últimos	  como	  por	  las	  conexiones	  entre	  ambas	  vías	  visuales.	  Ésta,	  junto	  

a	   que	   el	  modelo	   pigmentado	   es	  mucho	  más	   aproximado	   al	   ojo	   humano,	   fueron	   las	  

razones	   para	   utilizar	   animales	   pigmentados.	   El	   aparato	   está	   compuesto	   por	   un	   área	  

donde	   se	   realizará	   la	   prueba,	   compuesta	   por	   4	  monitores	   de	   ordenador	   dispuestos	  

formando	  un	  	  área	  cuadrangular,	  encima	  del	  cual	  se	  sitúa	  una	  caja	  de	  plexiglás.	  Uno	  de	  

los	   laterales	   de	   esta	   caja	   es	   una	   puerta	   con	   bisagras,	   la	   cual	   nos	   permite	   colocar	   al	  

animal	   en	   la	   zona	   de	   pruebas,	   sobre	   una	   plataforma	   que	   se	   encuentra	   justo	   en	   el	  

centro,	  a	  una	  altura	  de	  13	  cm.	  Esta	  plataforma	  presenta	  bases	  de	  distintos	  tamaños,	  

adaptándose	  de	  esta	  forma	  a	  la	  edad	  y	  tamaño	  de	  los	  animales	  de	  estudio.	  

En	  la	  parte	  superior	  de	  la	  estructura,	  se	  encuentra	  una	  videocámara,	  la	  cual	  nos	  

permitirá	   analizar	   el	   comportamiento	   del	   animal	   a	   través	   de	   su	   conexión	   con	   un	  

ordenador,	  grabar	  sus	  respuestas…	  En	  el	  cubículo	  en	  el	  que	  se	  sitúa	  el	  animal	  durante	  

el	  experimento,	  se	  encuentra	  ventilado	  y	  a	  oscuras,	  para	  que	   los	  estímulos	  que	  se	   le	  

apliquen	  presenten	  la	  luminancia	  adecuada	  (371).	  	  

La	  técnica	  se	  basa	  en	  la	  proyección	  de	  líneas,	  a	  distintas	  frecuencias	  espaciales	  

y	  de	  distinto	  contraste	  que	  se	  mueven	  a	  una	  velocidad	  constante	  (12	  °/s),	  creando	  un	  

cilindro	   virtual	   en	   3	   dimensiones	   el	   cual	   utilizaremos	   para	   valorar	   la	   discriminación	  

visual	  de	  los	  animales.	  
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Al	   iniciar	  el	  procedimiento,	   las	  ratas	  son	  colocadas	  sobre	  la	  plataforma,	  con	  la	  

tapa	   de	   la	   caja	   cerrada	   y	   permitiendo	   su	   libre	   movimiento.	   Cuando	   el	   estímulo	  

proyectado	   es	   percibido	   por	   el	   animal,	   éste	   generalmente	   detiene	   su	   movimiento,	  

realizando	   únicamente	   un	  movimiento	   reflexivo	   con	   la	   cabeza	   y	   el	   cuello,	   estable	   y	  

continuo,	  cuyo	  giro	  coincidirá	  con	  la	  dirección	  de	  rotación	  de	  las	  bandas	  que	  aparecen	  

en	   la	  pantalla.	  Para	  poder	  mantener	   las	  paredes	  virtuales	  del	  cilindro	  a	  una	  distancia	  

constante	  y,	  por	  tanto,	  la	  frecuencia	  espacial,	  es	  necesario	  que	  el	  personal	  que	  realice	  

la	  prueba	  siga	  la	  cabeza	  del	  animal	  con	  una	  cruz	  superpuesta	  a	  la	  imagen	  del	  vídeo	  que	  

aparecerá	  en	  el	  ordenador	  con	  el	  que	  trabaja.	  Las	  coordenadas	  de	  posición	  “x”	  e	  “y”	  

del	  punto	  de	  mira	  fueron	  utilizadas	  como	  centro	  de	  rotación	  del	  cilindro	  en	  la	  posición	  

de	  visualización	  de	  la	  rata.	  

Se	  evaluó	  si	   los	  animales	  seguían	  el	  cilindro	  mediante	  el	  control	  de	   la	   imagen	  

del	  cilindro	  en	  la	  ventana	  del	  video,	  el	  animal	  y	  el	  punto	  de	  mira	  simultáneamente.	  Así,	  

si	   la	   cabeza	   del	   animal	   seguía	   la	   rotación	   del	   cilindro,	   lo	   que	   era	   evidente	   por	   el	  

movimiento	  de	  la	  cabeza	  desde	  el	  punto	  de	  mira,	  se	  juzgó	  que	  el	  animal	  podía	  ver	  la	  

rejilla.	  

El	  sistema	  optocinético	  permite	  realizar	  dos	  pruebas	  de	  umbral	  diferentes	  para	  

evaluar	  la	  función	  visual	  de	  los	  roedores:	  AV	  y	  SC.	  La	  determinación	  de	  los	  umbrales	  de	  

ambos	   parámetros	   va	   a	   depender	   del	   juicio	   subjetivo	   del	   observador	   y	   de	   su	  

experiencia	  y	  entrenamiento	  previos.	  

EVALUACIÓN	  DE	  LA	  AGUDEZA	  VISUAL	  

Tanto	  en	  este	  caso,	  como	  en	  el	  análisis	  de	  la	  SC,	  	  previo	  a	  cada	  estímulo	  se	  va	  a	  

proyectar	   sobre	   las	  pantallas	  un	  estímulo	  gris,	  homogéneo.	  Cuando	  el	  observador	   lo	  

decida,	  se	  proyectará	  el	  estímulo	   inicial,	  de	  baja	  frecuencia	  espacial	   (0,042	  ciclos/°)	  y	  

máximo	   contraste	   (100%),	   a	   la	   velocidad	   de	   12	   °/s.	   Esto	   se	   mantendrá	   durante	   5	  

segundos,	   tras	   lo	   cual	   se	   reestablecerá	   el	   fondo	   gris,	   evitando	   así	   la	   habituación	  del	  

animal.	  Si	  el	  animal	  realiza	  un	  movimiento	  de	  cabeza,	  que	  coincide	  con	  la	  dirección	  de	  

giro	  que	  aparece	  en	  el	  programa,	  el	  observador	  seleccionará	  la	  opción	  “Sí”	  y	  el	  sistema	  

incrementará	  la	  frecuencia	  espacial	  del	  siguiente	  estímulo,	  en	  esa	  dirección,	  con	  el	  fin	  
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de	  determinar	  el	  umbral	  de	  visión	  del	  animal.	  Si	  por	  el	   contrario,	  no	  se	  ha	  percibido	  

ningún	   tipo	   de	  movimiento	   por	   parte	   del	   animal,	   el	   estímulo	   se	   repetirá	   hasta	   en	   3	  

ocasiones,	   o	   hasta	   estar	   completamente	   seguros	   de	   que	   el	   animal	   es	   incapaz	   de	  

percibir	  nada	  en	  el	  monitor.	  En	  este	  caso,	  automáticamente	  se	  disminuirá	  la	  frecuencia	  

espacial.	   Cuando	   el	   animal	   deja	   de	   percibir	   el	   estímulo	   en	   las	   dos	   direcciones	   (en	  

sentido	   horario	   y	   anti-‐horario,	   correspondiéndose	   con	   los	   ojos	   izquierdo	   y	   derecho,	  

respectivamente)	   se	   considerará	   que	   se	   ha	   alcanzado	   el	   umbral	   o	   valor	   de	  máxima	  

agudeza	  visual.	  

EVALUACIÓN	  DE	  LA	  SENSIBILIDAD	  AL	  CONTRASTE	  

Para	  la	  evaluación	  de	  la	  sensibilidad	  al	  contraste	  se	  comienza	  a	  una	  frecuencia	  

espacial	   inicial	   de	   0,022	   ciclos/°,	   con	   una	   rejilla	   al	   100%	   de	   contraste,	   que	   se	   va	  

reduciendo	  de	  forma	  sistemática,	  siguiendo	  la	  forma	  de	  trabajo	  previamente	  descrita,	  

hasta	   que	   se	   identifica	   el	   umbral	   de	   contraste.	   Este	   umbral	   se	   calcula	   mediante	   la	  

ecuación	  de	  Michelson,	  en	  la	  que	  se	  utiliza	  la	  diferencia	  de	  luminancia	  entre	  las	  franjas	  

blancas	   y	   negras	   proyectadas.	   Se	   realizó	   la	   curva	   de	   SC	   evaluando	   las	   frecuencias	  

espaciales	  0,022,	  0,042,	  0,089	  y	  0,175	  ciclos/°,	   identificando	  en	  cada	  caso,	  el	  mínimo	  

contraste	  que	  es	  capaz	  de	  generar	  respuesta	  por	  parte	  del	  animal.	  

La	   valoración	   de	   ambos	   parámetros,	   incluyendo	   el	   tiempo	   necesario	   para	   la	  

adaptación	  del	  animal	  al	  aparato,	  implica	  entre	  45	  y	  60	  minutos	  por	  animal.	  

La	   medición,	   tanto	   de	   la	   AV	   como	   la	   SC	   se	   realizó	   a	   distintos	   tiempos:	   una	  

primera	  medida	   con	   1	  mes	   (P30),	   previo	   al	   inicio	   del	   tratamiento,	   que	   nos	   permitió	  

crear	   los	   grupos	   de	   estudio	   de	   forma	   homogénea	   y	   tras	   haber	   comenzado	   el	  

tratamiento:	  2,	  3,	  4	  y	  6	  meses	  (P60,	  P90,	  P120	  y	  P180).	  

 ELECTRORRETINOGRAMA	  

Técnica	  utilizada	  en	  el	  diagnóstico	  de	  patologías	   retinianas,	  que	  se	  basa	  en	  el	  

registro	   de	   los	   potenciales	   eléctricos	   que	   se	   producen	   en	   la	   retina	   tras	   un	   estímulo	  

lumínico.	  El	  resultado	  es	  una	  onda	  final	  compuesta	  a	  su	  vez	  por	  3	  elementos:	  la	  onda	  a,	  

b	   y	   c,	   dándonos	   información	   acerca	   de	   la	   funcionalidad	   de	   las	   capas	   externas	   de	   la	  
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retina	   (fotorreceptores	   y	   células	   bipolares),	  mientras	   que	   no	   nos	   informa	   acerca	   del	  

estado	   de	   las	   células	   ganglionares.	   La	   onda	   a	   (negativa)	   nos	   aporta	   información	  

referente	   a	   la	   capa	   de	   los	   fotorreceptores,	   la	   onda	   b	   (positiva)	   sobre	   las	   células	  

bipolares	  y	  las	  células	  de	  Müller	  y,	  finalmente	  la	  onda	  c	  es	  producida	  por	  la	  respuesta	  

originada	  en	  la	  capa	  del	  EPR,	  y	  carece	  de	  utilidad	  a	  nivel	  clínico	  sobre	  todo	  por	  la	  gran	  

dificultad	   para	   su	   obtención	   (registro	   tardío	   con	   problemas	   de	  mantenimiento	   de	   la	  

línea	   basal).	   En	   el	   registro,	   en	   la	   parte	   ascendente	   de	   la	   onda	   b,	   también	   vamos	   a	  

encontrar	  los	  potenciales	  oscilatorios,	  producidos	  por	  la	  actividad	  de	  las	  células	  que	  se	  

encuentran	  en	  la	  capa	  interna	  de	  la	  retina,	  principalmente	  células	  amacrinas.	  De	  los	  3	  

componentes,	  son	  las	  amplitudes	  de	  las	  ondas	  a	  y	  b	  las	  de	  mayor	  importancia	  y	  las	  que	  

nos	  aportan	  más	  información	  acerca	  del	  estado	  de	  la	  retina	  (Figura	  13).	  	  

	  

Figura	  13.	  Principales	  ondas	  de	  análisis	  del	  ERG	  (ondas	  a	  y	  b)	  y	  potenciales	  oscilatorios.	  	  
La:	  latencia	  de	  la	  onda	  a;	  Lb:	  latencia	  de	  la	  onda	  b;	  Aa:	  amplitud	  de	  la	  onda	  a;	  Ab:	  amplitud	  de	  la	  onda	  b	  	  

Adaptado	  de	  (372).	  

Existen	  distintas	  modalidades,	  pudiendo	  realizarse	  bajo	  adaptación	  a	  oscuridad	  

(ERG	   escotópico)	   o	   a	   la	   luz	   (ERG	   fotópico)	   (373,	   374).	   Dado	   que	   esta	   prueba	   puede	  

inducir	  opacidad	  en	  los	  medios	  trasparentes	  (córnea	  y	  cristalino)	  e	  interferir	  así	  en	  los	  

resultados	   obtenidos	   con	   el	   optomotor,	   sólo	   se	   realizó	   un	   registro	   único	   tras	   los	   6	  

meses	  de	  tratamiento	  (P180)	  y	  previo	  al	  sacrificio,	  de	  forma	  que	  no	  interfiriera	  en	  las	  

medidas	   de	   AV	   y	   SC	   realizadas.	   Para	   poder	   realizar	   este	   examen	   es	   necesaria	   una	  

fuente	  de	  luz,	  unos	  electrodos	  y	  un	  aparato	  para	  amplificar	  y	  registrar	  la	  señal	  (375).	  La	  

luz	  blanca	  es	  la	  elegida	  para	  la	  estimulación	  de	  la	  retina	  y,	  para	  que	  ésta	  sea	  máxima,	  

se	  escogió	  utilizar	  una	  luz	  de	  campo	  completo	  o	  Ganzfeld	  (sistema	  ColorDome).	  Para	  la	  
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recogida	  de	  los	  datos	  se	  utilizó	  el	  sistema	  de	  Espion®	  (Espion®	  Diagnosys,	  Cambridge,	  

Reino	  Unido).	  

Se	  realizaron	  registros	  tras	  un	  mínimo	  de	  8	  horas	  de	  adaptación	  en	  oscuridad,	  

con	  distintas	  intensidades	  del	  estímulo	  en	  condiciones	  escotópicas,	  para	  la	  valoración	  

de	  las	  ondas	  a	  y	  b.	  En	  primer	  lugar	  es	  necesaria	  la	  anestesia	  de	  los	  animales,	  utilizando	  

una	   combinación	   de	   ketamina-‐xilacina	   a	   las	   concentraciones	   de	   90	   y	   10	   mg/kg,	  

respectivamente,	  mediante	  una	   inyección	   intraperitoneal.	  La	  elección	  de	   la	  anestesia	  

fue	   evitando	   anestésicos	   que	   puden	   deprimir	   la	   respuesta	   del	   ERG.	   Se	   realizó	   el	  

registro	   de	   ambos	   ojos	   de	  modo	   simultáneo.	   Es	   necesaria	   la	   dilatación	   de	   la	   pupila	  

para	  que	  se	  estimule	  la	  mayor	  superficie	  retiniana	  posible,	  para	  lo	  cual	  se	  administró	  

una	   gota	   de	   tropicamida	   al	   1%	   (Colircusí	   Tropicamida®,	   Alcon,	   Barcelona,	   España).	  

También	  se	  dispuso	  una	  gota	  de	  Methocel®	  al	  2%	  (OmniVision,	  Puchheim,	  Alemania)	  

en	  los	  dos	  ojos	  antes	  de	  colocar	  los	  electrodos	  en	  contacto	  con	  la	  córnea	  para	  evitar	  el	  

desecamiento.	  Ocasionalmente,	  se	  administró	  una	  gota	  de	  solución	  salina	  al	  0,9%	  para	  

prevenir	   nuevamente	   deshidratación	   y	   favorecer	   el	   contacto	   entre	   la	   córnea	   y	   el	  

electrodo	   (un	   hilo	   de	   oro	   circular).	   Como	   electrodos	   de	   referencia	   se	   utilizaron	   dos	  

agujas	   de	   platino	   de	   25G	   insertadas	   en	   las	   orejas,	   junto	   con	   un	   electrodo	   de	   tierra	  

situado	  en	  la	  cola	  del	  roedor.	  Los	  electrodos	  son	  necesarios	  para	  transferir	  la	  señal	  al	  

amplificador.	  Todos	  los	  experimentos	  se	  realizaron	  en	  absoluta	  oscuridad,	  utilizando	  lo	  

mínimo	   imprescindible	  una	  bombilla	  de	   luz	   roja	  que	  nos	  permitiese	   llevar	  a	  cabo	   los	  

procedimientos.	  

VALORACIÓN	  ESCOTÓPICA	  

La	  onda	  a	  es	  el	  componente	  del	  ERG	  que	  refleja	  principalmente	  la	  actividad	  de	  

la	   capa	  de	   los	   fotorreceptores.	  En	  ella	   también	  podemos	  percibir	   alteraciones	  en	   las	  

células	   de	   Müller:	   estas	   células	   son	   altamente	   permeables	   a	   los	   iones	   K+,	   y	   tras	   la	  

absorción	  de	  un	  fotón	  de	   luz	  por	   los	  conos	  y	  bastones,	  se	  produce	  una	  reducción	  de	  

éstos	   en	   el	   medio	   extracelular,	   que	   se	   traduce	   en	   cambios	   en	   el	   potencial	  

transmembrana	   de	   las	   células	   de	   Müller.	   Cualquier	   afectación	   a	   nivel	   de	   los	  

fotorreceptores	  se	  mostrará	  inicialmente	  como	  una	  reducción	  de	  la	  onda	  a.	  
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La	  onda	  b	  muestra	  la	  transmisión	  del	  estímulo	  desde	  los	  fotorreceptores	  a	  sus	  

células	   postsinápticas,	   especialmente	   bipolares,	   amacrinas	   y	   modificaciones	   en	   las	  

células	  de	  Müller.	  Una	  alteración	  en	  la	  fotorreceptores	  como	  la	  que	  se	  produce	  en	  los	  

bastones	  en	  la	  RP,	  origina	  una	  disminución	  de	  la	  amplitud	  de	  la	  onda	  a;	  conforme	  esta	  

pérdida	   de	   fotorreceptores	   progrese,	   la	   transmisión	   de	   la	   información	   a	   las	   células	  

bipolares	  se	  verá	  afectada,	  con	  la	  consecuente	  pérdida	  progresiva	  de	  la	  amplitud	  de	  la	  

onda	  b.	   En	   esta	  modalidad	  de	   ERG	   se	   realizaron	   registros	   de	   3	   a	   8	   exposiciones	   (en	  

función	  de	  la	  intensidad	  del	  estímulo)	  a	  flashes	  individuales	  de	  10	  µs	  de	  duración.	  Los	  

estímulos	   se	  presentaron	  en	  diez	   intensidades	   crecientes,	   con	   valores	  de	   luminancia	  

variable	   entre	   -‐3,70	   y	   2,86	   log	   cd.s/m2.	   Cuando	   un	   fotón	   de	   luz	   alcanza	   los	  

fotorreceptores,	   la	   molécula	   de	   retinal	   cambia	   su	   configuración,	   activándose	   y	  

liberándose	   del	   pigmento,	   proceso	   que	   se	   conoce	   como	   blanqueamiento	   de	   la	  

rodopsina	   (376).	   Para	  minimizar	   sus	   efectos,	   el	   intervalo	   entre	   los	   estímulos	   (ISI)	   se	  

incrementó	   progresivamente	   ya	   que	   se	   podría	   reducir	   la	   amplitud	   de	   la	   onda	   b	   en	  

flashes	   sucesivos.	   El	   ISI	   se	   incrementó	   desde	   los	   10	   segundos	   para	   el	   estímulo	   de	  

menor	   intensidad	   (-‐3,70	   log	   cd.s/m2)	   hasta	   los	   120	   segundos	   para	   el	   estímulo	   de	  

intensidad	  más	  alta	  (2,86	  log	  cd.s/m2).	  

La	  amplitud	  de	  la	  onda	  a	  se	  midió	  desde	  la	   línea	  base	  a	   la	  depresión	  de	  dicha	  

onda,	  mientras	  que	  la	  amplitud	  de	  la	  onda	  b	  se	  calculó	  desde	  el	  punto	  más	  bajo	  de	  la	  

onda	  a	  hasta	  el	  pico	  de	   la	  onda	  b.	  Los	  resultados	  de	   las	  ondas	  a	  y	  b	  se	  promediaron	  

para	  diferentes	  registros	  (377).	  	  

PROTOCOLO	  DE	  DOBLE	  FLASH	  

El	   protocolo	   de	   doble	   flash	   nos	   ayuda	   a	   separar	   la	   contribución	   tanto	   de	   los	  

conos	  como	  de	  los	  bastones	  en	  condiciones	  escotópicas.	  Se	  empleó	  de	  modo	  similar	  al	  

descrito	   en	   trabajos	   anteriores	   (378-‐380).	   Un	   primer	   flash	   de	   acondicionamiento	   es	  

seguido	   1	   segundo	  más	   tarde	   por	   el	   flash	   de	   prueba.	   La	   función	   del	   primer	   flash	   es	  

saturar	  transitoriamente	  los	  bastones	  de	  modo	  que	  no	  respondan	  al	  flash	  de	  prueba.	  

La	  intensidad	  del	  flash	  de	  acondicionamiento	  para	  el	  blanqueamiento	  de	  los	  bastones	  

se	  fijó	  en	  1,4	  log	  cd.s/m2	  para	  todas	  las	  medidas.	  La	  respuesta	  al	  flash	  de	  prueba	  (1,4	  

log	  cd.s/m2),	  precedido	  por	  el	  flash	  de	  acondicionamiento,	  se	  consideró	  como	  el	  reflejo	  
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de	  la	  actividad	  de	  los	  conos.	  La	  respuesta	  aislada	  de	  los	  bastones	  se	  obtuvo	  restando	  la	  

onda	   generada	   por	   el	   flash	   de	   prueba	   a	   la	   onda	   provocada	   por	   el	   primer	   flash	   de	  

acondicionamiento.	  Generalmente,	  el	  promedio	  de	  3	  a	  5	  medidas	   (con	  un	   ISI	  de	  120	  

segundos	   para	   asegurar	   la	   plena	   recuperación	   de	   la	   capacidad	   de	   respuesta	   de	   los	  

bastones)	  fue	  suficiente	  para	  obtener	  respuestas	  claras.	  

 EVALUACIÓN	  DE	  LA	  FUNCIÓN	  NO	  VISUAL:	  

TELEMETRÍA	  	  

 REGISTRO	  DE	  TEMPERATURA	  Y	  ACTIVIDAD	  

Se	  realizó	  el	  registro	  tanto	  de	  la	  temperatura	  corporal	  de	  los	  animales	  como	  de	  

su	  actividad	  locomotora	  a	  lo	  largo	  del	  día,	  gracias	  a	  un	  sensor	  de	  telemetría	  (TA-‐T20®,	  

Data	   Sciences	   International,	   St.	   Paul,	   MN,	   EEUU)	   esterilizado,	   que	   fue	   implantado	  

intraperitonealmente,	  en	  condiciones	  asépticas,	  en	  la	  zona	  habilitada	  para	  cirugía	  del	  

animalario	  cercana	  a	  donde	  se	  estabulaban	  las	  ratas.	  La	  cirugía	  no	  supuso	  la	  muerte	  de	  

ningún	   animal,	   ni	   se	   vio	   comprometida	   su	   salud	   por	   ella.	   Los	   sensores	   recogían	  

información	   cada	   10	   minutos,	   durante	   1	   semana	   durante	   la	   cual	   los	   animales	   se	  

dispusieron	  en	  una	  sala	  habilitada	  para	  el	   registro	  y	   se	   les	  molestó	   lo	   imprescindible	  

para	  modificar	   de	   la	  menor	   forma	   posible	   el	   estado	   de	   los	   animales	   y	   sus	   ciclos	   de	  

sueño-‐vigilia	  y	  no	  obtener	  resultados	  falseados.	  

El	   registro	   se	   realizó	  a	  P60	  y	  a	  P180,	   y	   la	   información	   se	   recogía	  gracias	  a	  un	  

software	  específico	  Dataquest	  A.R.T	   (Data	  Sciencies	   International,	  Minnesota,	  EEUU),	  

el	  cual	  era	  responsable	  de	  la	  detección	  de	  las	  señales,	  su	  registro	  y	  posterior	  análisis.	  	  

Los	   actogramas,	   ondas	   medias,	   periodogramas	   y	   análisis	   de	   Fourier	   se	  

calcularon	   utilizando	   un	   software	   específicamente	   diseñado	   para	   análisis	   de	   series	  

temporales	   (El	  Temps®	  version	  1.292,	  Díez	  Noguera,	  Universidad	  de	  Barcelona).	  Para	  

determinar	   los	   periodos	   significativos	   se	   realizaron	   periodogramas	   Sokolove-‐Bushell	  

con	   la	   corrección	  de	  Bonferroni	   (381)	  para	   cada	  animal	  durante	   los	  dos	  periodos	  de	  

registro.	   Este	   método	   permite	   identificar	   distintos	   componentes	   rítmicos.	   El	  
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porcentaje	  de	  varianza	  (%V)	  explicado	  por	  cada	  periodo	  se	  utilizó	  como	  indicador	  de	  la	  

importancia	  de	  cada	  componente.	  

Los	   registros	  de	   temperatura	  corporal	  y	  actividad	   locomotora	   también	   fueron	  

analizados	  con	  el	  programa	  Circadianware®	  (Universidad	  de	  Murcia).	  Se	  analizaron	  una	  

serie	  de	  variables	  no	  paramétricas,	  que	  cuantifican	  las	  principales	  características	  de	  los	  

ritmos	  circadianos	  de	  actividad	  y	  descanso,	   tanto	  para	  el	  parámetro	  de	   temperatura	  

corporal	  como	  para	  el	  de	  actividad	  locomotora.	  

La	   amplitud	   relativa	   (AR)	   nos	   indica	   el	   ratio	   entre	   el	   período	   de	   10	   horas	   de	  

máxima	  actividad	   (representado	   como	  M10)	   junto	   al	   de	  5	  horas	  de	  menor	   actividad	  

(L5)	  y	  se	  calcula	  según	  la	  ecuación:	  (M10-‐L5)	  /	  (M10+L5).	  Los	  valores	  obtenidos	  están	  

en	  un	  rango	  de	  0	  a	  1,	  siendo	  los	  valores	  más	  altos	  un	  indicativo	  de	  una	  mayor	  amplitud	  

del	   ritmo	   circadiano.	   La	   estabilidad	   interdiaria	   (EI),	   es	   decir,	   la	   estabilidad	   u	  

homogeneidad	   entre	   los	   diferentes	   días	   de	   la	   semana,	   va	   a	   presentar	   unos	   valores	  

entre	   0	   y	   1,	   siendo	   los	   valores	   más	   bajos,	   los	   que	   se	   correspondan	   con	   una	   peor	  

consistencia	  en	  los	  patrones.	  La	  tercera	  variable	  se	  conoce	  como	  la	  variabilidad	  dentro	  

de	  cada	  día	   (o	   intradiaria)	   (VI),	   y	   cual	   cuantifica	   la	   fragmentación	  de	   los	  períodos	  de	  

actividad	  y	  descanso	  dentro	  del	  período	  de	  24	  horas.	   Esta	   variable	   se	   cuantifica	   con	  

valores	   de	   0	   a	   2,	   siendo	   los	   valores	   más	   altos	   un	   indicativo	   de	   una	   mayor	  

fragmentación	  del	  ritmo,	  reflejando	  un	  mayor	  número	  de	  periodos	  más	  cortos,	  tanto	  

de	  actividad	  como	  de	  descanso,	  en	   lugar	  de	  uno	  de	  cada	  tipo	  de	  mayor	  duración.	  La	  

media	   de	   estos	   3	   parámetros	   da	   lugar	   al	   índice	   de	   funcionalidad	   circadiana	   (IFC),	  

obteniendo	  valores	  en	  el	  rango	  de	  0	  a	  1,	  siendo	  0	  la	  ausencia	  de	  ritmo	  circadiano	  y	  1	  

un	  ritmo	  circadiano	  robusto.	  También	  se	  analizaron	  otras	  variables	  como	  el	   índice	  de	  

desincronización,	  que	  nos	  informa	  acerca	  de	  la	  diferencia	  de	  tiempo	  existente	  entre	  el	  

inicio	  de	  las	  2	  horas	  de	  menor	  temperatura	  (L2)	  y	  el	  inicio	  de	  las	  2	  horas	  de	  menor	  de	  

actividad.	  
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 DETERMINACIONES	  BIOQUÍMICAS	  

 HOMOGENEIZADO	  DE	  TEJIDOS	  

Para	  el	  correcto	  análisis	  bioquímico	  de	  los	  niveles	  de	  estrés	  oxidativo	  hepático	  

es	  necesaria	   la	  obtención	  de	  un	  correcto	  homogeneizado	  de	  dicho	   tejido	   (ver	  Figura	  

14),	  para	  lo	  cual	  se	  pesaron	  aproximadamente	  300	  mg	  de	  tejido	  hepático,	  a	  partir	  del	  

órgano	   previamente	   congelado	   y,	   evitando	   en	   la	   medida	   de	   lo	   posible	   su	  

descongelación	   completa,	   trabajando	   siempre	   en	   hielo.	   El	   tejido	   se	   introdujo	   en	   un	  

tubo	  de	  ensayo	  y	  se	  le	  añadió	  el	  volumen	  necesario	  de	  tampón	  fosfato	  (PB)	  0,2M	  pH	  

7,4,	   para	   obtener	   una	   dilución	   final	   1/7;	   0,5%	   Triton	   X-‐100	   (AppliChem	   Panreac,	  

Barcelona,	   España,	   A4975),	   5	   mM	   de	   β-‐mercaptoetanol	   (Sigma-‐Aldrich,	   Madrid,	  

España,	  M6250)	  (y	  0,1	  mg/mL	  de	  fluoruro	  de	  fenilmetilsulfonilo	  (PMSF)	  (Sigma-‐Aldrich,	  

Madrid,	  España,	  P7626)	  :	  el	  objetivo	  de	  las	  adición	  de	  los	  3	  compuestos	  es	  conseguir	  la	  

medida	   de	   la	   concentración	   correcta	   de	   enzimas	   y	   proteínas	   intracelulares,	  

permitiendo	   su	   salida	   del	   interior	   celular	   en	   el	   proceso	   del	   homogeneizado,	   y	  

mantener	   su	   estructura,	   evitando	   la	   degradación	   proteica.	   Con	   esto,	   y	   utilizando	   un	  

homogeneizador	   WiseTis®	   (Witeg	   Labortechnik	   GmbH,	   Wertheim,	   Alemania)	   se	  

procedió	  a	  obtener	  el	  homogeneizado,	  que	  se	  transfirió	  a	  un	  tubo	  de	  centrifuga	  y	  se	  

centrifugó	  durante	  10	  minutos	  a	  una	  velocidad	  de	  3,000	  xg.	  Se	  alicuotó	  y	  congeló	  a	  -‐

80°C	  hasta	  su	  utilización.	  
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Figura	  14.	  Protocolo	  para	  la	  obtención	  de	  homogeneizados	  de	  las	  muestras	  de	  tejido	  hepático	  

	  

 CUANTIFICACIÓN	  DE	  PROTEÍNAS	  

Para	   la	   cuantificación	   de	   proteínas	   de	   nuestra	  muestra	   de	   tejido	   hepático	   se	  

utilizó	  el	  método	  Bradford	  (382).	  Este	  método	  se	  basa	  en	  la	  formación	  de	  un	  complejo	  

entre	  el	  reactivo	  azul	  de	  Coomasie	  y	  las	  proteínas	  que	  se	  encuentran	  en	  la	  disolución.	  

La	   reacción	   se	   va	   a	   producir	   entre	   los	   grupos	   sulfonados	   ácidos	   presentes	   en	   el	  

colorante	  y	  los	  grupos	  amino	  libres	  presentes	  en	  aminoácidos	  básicos,	  principalmente	  

arginina,	   lisina	   e	   histidina.	   Esta	   reacción	   produce	   cambios	   en	   el	   pico	   máximo	   de	  

absorbancia,	   que	   pasa	   de	   estar	   a	   465	   nm	   a	   595	   nm	   y	   que	   son	   directamente	  

proporcionales	   a	   la	   concentración	   de	   proteína.	   Se	   realizó	   utilizando	   el	   reactivo	   de	  

Bradford	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  B6916)	  y	  como	  estándar	  la	  albúmina	  bovina	  

sérica	   (Sigma-‐Aldrich,	   Madrid,	   España,	   A7906),	   midiendo	   la	   absorbancia	   a	   595	   nm	  

(Figura	   15).	   Además,	   este	   método	   de	   análisis	   es	   compatible	   tanto	   con	   agentes	  
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reductores	   como	   con	   bajas	   concentraciones	   de	   detergentes,	   al	   contrario	   que	   otros	  

como	  el	  de	  Lowry	  y	  el	  del	  ácido	  bicinconínico.	  

Protocolo:	  

1. Preparar	  el	  estándar	  para	  realizar	  la	  curva	  patrón:	  para	  ello	  se	  utiliza	  albúmina	  

sérica	  bovina	  (BSA)	  a	  una	  concentración	  de	  1	  mg/mL.	  

2. Para	   trabajar	   con	   las	   muestras	   de	   hígado	   es	   necesario	   realizar	   una	   segunda	  

dilución	  1/50	  a	  partir	  de	   la	  que	  ya	   teníamos	   (1/7),	  para	  obtener	  una	  muestra	  

final	  a	  1/350.	  Esto	  es	  necesario	  porque	  la	  lectura	  debe	  estar	  comprendida	  entre	  

los	   estándares	   inferior	   y	   superior	   de	   la	   curva	   estándar	   (0,1	   y	   1,4	   mg/mL	  

respectivamente)	  

3. Dispensar	  en	  la	  placa	  de	  96	  pocillos	  directamente	  los	  siguientes	  volúmenes:	  

Tabla	  1.	  Volúmenes	  utilizados	  en	  la	  recta	  patrón	  de	  determinación	  de	  proteínas	  por	  el	  método	  Bradford	  

Concentración	  
Albúmina	  1	  

mg/mL	  (µL)	  	  

Tampón	  PB	  0,1M	  

(µL)	  

Muestra	  tejido	  hepático	  

dilución	  1/350	  (µL)	  

0	  mg/mL	   0	   5	   -‐	  

0,2	  mg/mL	   1	   4	   -‐	  

0,4	  mg/mL	   2	   3	   -‐	  

0,6	  mg/mL	   3	   2	   -‐	  

0,8	  mg/mL	   4	   1	   -‐	  

1	  mg/mL	   5	   0	   -‐	  

Muestras	   -‐	   -‐	   5	  

PB:	  Tampón	  fosfato	  

4. Añadir	   250	   µL	   del	   reactivo	   Bradford	   en	   todos	   los	   pocillos	   (realizar	   todas	   las	  

medidas	  por	  duplicado)	  y	  mezclar	  30	  segundos.	  

5. Incubar	  a	  temperatura	  ambiente	  10	  minutos.	  

6. Leer	  a	  595	  nm.	  
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Figura	  15.	  Protocolo	  del	  método	  Bradford	  para	  la	  cuantificación	  de	  proteínas	  

 DAÑO	  OXIDATIVO	  

CUANTIFICACIÓN	  DE	  LA	  PEROXIDACIÓN	  LIPÍDICA	  (MDA	  +4-‐HDA)	  

La	   LPO	   es	   un	   proceso	   de	   oxidación	   que	   se	   produce	   sobre	   los	   lípidos	   de	   las	  

membranas	  plasmáticas	  celulares	  y	  causa	  la	  muerte	  de	  las	  mismas	  por	  apoptosis.	  Los	  

ácidos	  grasos	  más	  sensibles	  a	  este	  proceso	  son	  los	  poliinsaturados	  (PUFAs),	  debido	  a	  la	  

presencia	  de	  dobles	  enlaces	  en	  su	  estructura,	  que	  son	  atacados	  por	  RL	  como	  ·∙OH,	  1O2,	  

O3,	   RO·∙	   y	   ROO·∙.	   Los	   productos	   finales	   de	   este	   proceso	   de	   LPO	   son	   aldehídos,	   gases	  

hidrocarbonados	  y	  varios	  residuos	  químicos,	  sin	  embargo	  podemos	  considerar	  el	  MDA	  

y	   los	   4-‐hidroxialquenales	   (4-‐HDA)	   los	   productos	   mayoritarios	   de	   esta	   reacción.	   La	  

determinación	   de	   la	   concentración	   de	   MDA	   +	   4-‐HDA	   es	   un	   indicador	   del	   grado	   de	  
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peroxidación	  de	  los	  lípidos	  de	  membranas	  biológicas,	  y	  por	  lo	  tanto	  del	  nivel	  de	  estrés	  

oxidativo	  celular	  (383).	  Este	  análisis	  se	  llevó	  a	  cabo	  mediante	  un	  método	  colorimétrico	  

basado	   en	   la	   reacción	   del	   N-‐metil-‐2-‐fenilindol,	   con	   el	   MDA	   o	   con	   los	   4-‐HDA,	   en	  

condiciones	  ácidas	  y	  a	  una	  temperatura	  de	  45°C.	  La	  condensación	  de	  una	  molécula	  de	  

MDA	   o	   4-‐HDA	   con	   dos	   moléculas	   de	   N-‐metil-‐2-‐fenilindol	   produce	   un	   cromóforo	  

estable	  con	  un	  pico	  de	  máxima	  absorbancia	  a	  586	  nm	  (384)	  (Figura	  17).	  

Protocolo	  

1. Preparar	   la	   disolución	   de	   1,1,3,3-‐tetrametoxipropano	   (TMP)	   (Sigma-‐Aldrich,	  

Madrid,	  España,	  108383)	  10	  mM	  en	  PB	  0,1	  M,	  a	  partir	  de	  la	  cual	  realizaremos	  la	  

recta	  de	  calibrado	  a	  concentraciones	  conocidas	  (0-‐10	  µM):	  

Tabla	  2.	  Volúmenes	  utilizados	  en	  la	  recta	  patrón	  para	  la	  determinación	  de	  lípidos	  peroxidados	  

Concentración	   TMP	  (µL)	   PB	  0,1M	  (µL)	  

0	  µM	   -‐	   200	  

2	  µM	   20	   180	  

4	  µM	   40	   160	  

6	  µM	   60	   140	  

8	  µM	   80	   120	  

10	  µM	   100	   100	  

TMP:	  1,1,3,3-‐tetrametoxipropano;	  PB:	  Tampón	  fosfato	  

Este	   compuesto,	   tras	   su	   hidrólisis,	   libera	   de	   forma	   estequiométrica	   una	  

molécula	  de	  MDA	  (Figura	  16).	  	  
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Figura	  16.	  Reacción	  de	  hidrólisis	  producida	  en	  la	  recta	  patrón	  para	  la	  cuantificación	  de	  lípidos	  peroxidados.	  
MDA:	  Malonildialdehído	  

	  

2. Añadir	  200	  µL	  de	  muestra	  de	  tejido	  hepático	  a	  una	  dilución	  1/7,	  o	  200	  µL	  del	  

estándar	  correspondiente	  a	   los	   tubos	  eppendorf	   (realizar	  duplicados	   tanto	  de	  

las	  muestras	  como	  de	  los	  puntos	  de	  la	  curva	  estándar).	  

3. Administrar	   650	   µL	   de	   R1/Metanol	   (N-‐metil-‐2-‐fenilindol	   (Sigma-‐Aldrich,	  

Madrid,	   España,	  404888)	   y	  metanol	   (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	   España,	  322415),	  

en	  relación	  1:3	  (v/v))	  y	  agitar.	  

4. Dispensar	   150	   µL	   de	   ácido	   metanosulfónico	   15,4M	   (Sigma-‐Aldrich,	   Madrid,	  

España,	  471356).	  Agitar	  

5. Incubar	  durante	  40	  minutos	  a	  45°C.	  

6. Centrifugar	  a	  3.000xg	  durante	  10	  minutos,	  a	  4°C.	  

7. Leer	  la	  absorbancia	  a	  586	  nm	  en	  el	  espectrofotómetro.	  

	  

Las	  concentraciones	  de	  MDA	  +	  4-‐HDA	  se	  corrigieron	  por	  las	  concentraciones	  de	  

proteínas,	  expresando	  las	  concentraciones	  finales	  en	  nmol	  MDA	  +	  4-‐HDA/mg	  proteína.	  
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Figura	  17.	  Protocolo	  de	  medida	  de	  los	  niveles	  de	  peroxidación	  lipídica	  (LPO).	  
MDA:	  Malonildialdehído;	  4-‐HDA:	  4-‐hidroxialquenales	  

CUANTIFICACIÓN	  DE	  RESTOS	  CARBONILO	  

Las	  EROs	   son	  capaces	  de	   interactuar	   con	   las	  biomoléculas	   celulares	   causando	  

daños	   en	   las	   mismas.	   En	   el	   caso	   de	   las	   proteínas,	   el	   resultado	   de	   su	   oxidación	   por	  

acción	  de	  los	  RL	  es	  la	  formación	  de	  grupos	  carbonilos	  estables,	  siendo	  su	  valoración	  un	  

método	  de	  medida	  para	  analizar	  el	  estrés	  oxidativo	  del	  organismo.	  El	  compuesto	  2,4-‐

dinitrofenilhidrazina	   (DNPH)	   (Sigma-‐Aldrich,	   Madrid,	   España,	   D199303)	   es	   capaz	   de	  

formar	   aductos	  dinitrofenil	   hidrazona	  estables,	   cuyos	  niveles	   serán	  equivalentes	   a	   la	  

cantidad	   de	   residuos	   carbonilos	   de	   la	   muestra,	   y	   se	   pueden	   leer	  

espectrofotométricamente	  a	  375	  nm	  (luz	  UV)	   (Figura	  18).	  Para	  este	  proceso	  también	  
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es	  necesario	  el	  ácido	  tricloroacético	  (TCA)	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  T4885),	  que	  

nos	   permitirá	   precipitar	   las	   proteínas	   de	   la	   muestra	   en	   los	   primeros	   pasos	   de	   la	  

técnica.	   Los	   lavados	   tras	   las	   centrifugaciones	  de	   las	  muestras	   son	  necesarios	   para	   la	  

eliminación	  del	  DNPH	  que	  no	  ha	  reaccionado	  con	  los	  restos	  carbonilos,	  y	  la	  guanidina	  

se	  utiliza	  para	  re-‐disolver	  el	  pellet	  de	  proteínas	  en	  el	  último	  paso	  y	  así	  poder	  medir	  los	  

restos	  carbonilos	  por	  espectrometría.	  	  

Protocolo	  

1. Disponer	   de	   1	   mL	   de	   las	   muestras	   de	   tejido	   hepático	   a	   la	   dilución	   1/7,	  

previamente	  obtenida	  y	  añadirles	  100	  µL	  de	  tampón	  fosfato	  20	  mM	  y	  200	  µL	  de	  

una	  disolución	  de	  DNPH	  10	  mM	  en	  HCl	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  84415)	  

2N.	  

2. Agitar	  e	  incubar	  durante	  1	  hora	  a	  37°C.	  

3. Añadir	  325	  µL	  de	  TCA	  al	  50%	  frío	  a	  las	  muestras	  e	  incubar	  10	  minutos	  en	  hielo.	  

4. Tras	  la	  incubación,	  centrifugar	  a	  3.000	  xg	  durante	  10	  minutos,	  a	  4°C.	  

5. Retirar	  el	  sobrenadante,	  y	  lavar	  el	  precipitado	  3	  veces	  con	  1mL	  de	  una	  solución	  

de	   etanol	   (MerckMillipore,	   Madrid,	   España,	   1009831000):acetato	   de	   etilo	  

(Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	   España,	   27227),	   1:1	   (v:v),	   resuspendiendo	   el	   pellet	   y	  

centrifugándolo	  a	  11.000	  xg	  durante	  3	  minutos,	  a	  4°C	  

6. Disolver	   el	   precipitado	   final	   con	   700	   µL	   de	   una	   solución	   de	   guanidina-‐HCl	  

(Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  G4505)	  6M,	  pH=2.	  

7. Agitar	  e	  incubar	  durante	  15	  minutos	  a	  37°C.	  

8. Centrifugar	  a	  12.000xg	  durante	  10	  minutos	  a	  4°C.	  

9. Dispensar	  en	  una	  placa	  de	  96	  pocillos	  especial	  para	  leer	  con	  luz	  UV	  200	  µL	  del	  

sobrenadante	  obtenido,	  por	  duplicado,	  y	  medir	  la	  absorbancia	  a	  375	  nm.	  

10. Realizar	  el	  blanco	  con	  la	  solución	  de	  guanidina	  6M.	  
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Figura	  18.	  Protocolo	  de	  cuantificación	  de	  restos	  carbonilos.	  

CUANTIFICACIÓN	  DE	  NITRITOS	  

El	  NO	  es	  una	  molécula	  que	  participa	  en	  multitud	  de	  procesos	  biológico,	  pero	  

que,	   sin	   embargo,	   también	   presenta	   reactividad	   para	   interaccionar	   con	  

macromoléculas	  biológicas,	  ejerciendo	  papel	  de	  RL.	  Uno	  de	  los	  métodos	  más	  fiables	  de	  

medir	  su	  concentración	  en	  muestras	  biológicas,	  es	  la	  determinación	  de	  los	  niveles	  de	  

NO2
-‐	  presentes	  en	  las	  mismas	  (385).	  El	  reactivo	  de	  Griess	  es	  capaz	  de	  interaccionar	  con	  

los	  nitritos	  en	  una	  reacción	  de	  diazotación	  de	  la	  sulfanilamida	  con	  ácido	  nitroso,	  tras	  lo	  

cual	   los	   nitritos	   formarán	  una	   sal	   de	  diazonio,	   desarrollándose	  un	   color	   rosado	   cuya	  
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intensidad	   será	  mayor	   cuanta	  mayor	   sea	   la	   concentración	   de	   nitritos	   en	   la	  muestra	  

(386)	  (Figura	  19).	  

Protocolo	  

1. Preparar	   en	   primer	   lugar	   el	   estándar	   de	   nitritos	   con	   nitrito	   sódico	   (NaNO2)	  

(Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	   España,	  M6250)	   100	   µM,	   con	   el	   cual	   se	   obtendrá	   la	  

recta	   patrón	   a	   concentraciones	   conocidas	   (0-‐30	   nmol/mL)	   sobre	   la	   cual	  

interpolar	  los	  resultados	  de	  las	  muestras	  problema.	  

2. Disponer	  100	  µL	  de	  la	  muestra	  a	  una	  dilución	  final	  1/42,	  realizando	  una	  dilución	  

intermedia	   1/7	   sobre	   los	   homogeneizados	   previamente	   obtenidos,	   sobre	   la	  

placa	   de	   96	   pocillos.	   Para	   la	   recta	   patrón	   disponer	   otros	   100	   µL	   finales	   del	  

estándar.	  Trabajar	  siempre	  por	  duplicado.	  

3. Añadir	  100	  µL	  del	  reactivo	  de	  Griess	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  03553).	  

4. Incubar	  20	  minutos	  a	  temperatura	  ambiente.	  

5. Medir	  los	  valores	  de	  absorbancia	  a	  550	  nm	  en	  el	  espectrofotómetro.	  
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Figura	  19.	  Protocolo	  de	  análisis	  de	  daño	  nitrosativo,	  mediante	  la	  cuantificación	  de	  los	  niveles	  de	  nitritos.	  

	  

DETERMINACIÓN	  DEL	  RATIO	  GSH/GSSG	  

El	  ratio	  GSH/GSSG	  es	  un	  parámetro	  cada	  vez	  más	  utilizado	  como	  indicador	  del	  

estado	   oxidativo	   de	   las	   células	   del	   organismo.	   Se	   ha	   determinado	   que	   podemos	  

encontrarlo	   en	   una	   ratio	   que	   oscila	   entre	   10	   y	   300,	   siendo	   superior	   a	   100	   en	  

condiciones	  de	  estabilidad	  para	   la	  célula,	  pero	  pudiendo	  disminuir	  hasta	  10	  o	   incluso	  

menos,	   al	   estar	   bajo	   condiciones	   de	   estrés	   oxidativo.	   El	   GSH	   es	   una	   molécula	  

indispensable	   para	   un	   correcto	   proceso	   de	   proliferación	   celular:	   cuando	   esta	   ratio	  

desciende,	   se	   inducen	   procesos	   pro-‐apoptóticos,	   como	   la	   inhibición	   de	   proteínas	  

antiapoptóticas	  y	  la	  estimulación	  de	  vías	  pro-‐apoptóticas,	  como	  por	  ejemplo,	  la	  de	  las	  

caspasas;	   cuando	   la	   ratio	   presenta	   niveles	   mayores,	   se	   estimulan	   procesos	   para	  
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prevenir	   la	  apoptosis	  de	   la	  célula.	  Hay	  muchos	  estudios	  clínicos	  que	  demuestran	  que	  

sujetos	  afectos	  de	  enfermedades	  neurodegenerativas	  como	  el	  Alzheimer,	  Parkinson…	  

presentan	  un	  descenso	  en	   los	  niveles	  de	  GSH,	  promoviendo	  de	  esta	  forma	  la	  muerte	  

neuronal,	   y	  por	   lo	   tanto	   la	  progresión	  de	   la	  enfermedad	   (387).	  El	   reactivo	  de	  Ellman	  

(5,5’-‐ditiobis-‐2-‐ácido	  nitrobenzoico,	  DTNB)	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  D8130)	  es	  

un	   compuesto	   capaz	   de	   interaccionar	   con	   el	   GSH,	   oxidándose	   y	   formando	   un	  

compuesto	   amarillo	   (5-‐tio-‐2-‐ácido	   nitrobenzoico,	   TNB)	   que	   puede	   ser	   medido	  

espectrofotométricamente	   a	   412	   nm.	   La	   molécula	   de	   GSSG	   formada	   puede	   ser	  

revertida	  a	  GSH	  gracias	  a	  la	  acción	  de	  la	  enzima	  GR	  y	  el	  cofactor	  NADPH.	  Los	  niveles	  de	  

GSSG	  son	  muy	  inferiores	  respecto	  a	  la	  molécula	  anterior,	  por	  lo	  que	  para	  su	  correcta	  

medida	  es	  necesaria	  la	  adición	  a	  la	  muestra	  de	  4-‐vinilpiridina	  (Alfa	  Aesar	  Thermo	  Fisher	  

Scientific,	  Madrid,	   España,	   L13316AC),	   un	   agente	   bloqueante	   de	   los	   grupos	   tiol	   que	  

impedirá	  la	  reacción	  del	  GSH	  presente	  en	  la	  muestra	  (Figura	  20).	  

1. Preparar	   3	   disoluciones	   de	   trabajo	   a	   partir	   de	   una	   solución	   tampón	   125	  mM	  

NaHPO4	  6,3	  mM	  EDTA	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  ED-‐100G):	  la	  disolución	  

(I)	   contiene	   una	   concentración	   de	   NADPH	   (Sigma-‐Aldrich,	   Madrid,	   España,	  

N6505)	   0,3	   mM;	   la	   solución	   (II)	   6	   mM	   de	   DTNB	   y	   la	   solución	   (III)	   50	  

unidades/mL	  de	  la	  enzima	  GR	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  G3664).	  

2. Preparar	   diferentes	   concentraciones	   de	   GSH	   (Sigma-‐Aldrich,	   Madrid,	   España,	  

G4251)	  para	  realizar	  la	  recta	  patrón:	  0,02-‐0,02.	  

3. Añadir	  a	  un	  tubo	  eppendorf	  700	  µL	  de	  la	  solución	  (I),	  100	  µL	  de	  la	  solución	  (II)	  y	  

200	   µL	   de	   agua	   destilada	   (en	   el	   caso	   del	   blanco),	   o	   del	   estándar	   o	   muestra	  

problema.	  La	  muestra	  requiere	  de	  una	  dilución	  1/20	  sobre	  la	  ya	  existente	  (1/7),	  

obteniéndose	  una	  dilución	  final	  1/140.	  

4. Mezclar	  bien	  con	  un	  vortex	  e	  incubar	  durante	  2	  minutos	  a	  30°C.	  

5. Dispensar	  en	  el	  mismo	  tubo	  10	  µL	  de	  la	  solución	  (III)	  y	  agitar.	  

6. Añadir	   200	  µL	   de	   la	  mezcla	   (por	   duplicado)	   a	   una	   placa	   de	   96	   pocillos	   y	   leer	  

durante	  5	  minutos	  a	  412	  nm	  cada	  30	  segundos.	  
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7. Calcular	  la	  variación	  de	  absorbancia	  por	  minuto	  (ΔAbs412/minuto)	  y	  obtener	  la	  

concentración	  de	  GSH	  de	  la	  muestra	  utilizando	  la	  recta	  patrón.	  

8. Para	  calcular	  la	  concentración	  de	  GSSG	  se	  lleva	  a	  cabo	  el	  mismo	  protocolo,	  sin	  

embargo	   la	   muestra	   ha	   sido	   previamente	   tratada	   con	   el	   compuesto	   4-‐

vinilpiridina:	  por	  cada	  100	  µL	  de	  muestra,	  añadir	  2	  µL	  del	  compuesto	  e	  incubar	  

a	  25°C	  durante	  1	  hora.	  

	  

Figura	  20.	  Protocolo	  para	  la	  determinación	  de	  la	  ratio	  entre	  glutation	  reducido	  (GSH)	  y	  glutation	  oxidado	  (GSSG).	  
TNB:	  5-‐tio-‐2-‐ácido	  nitrobenzoico;	  DTNB:	  5,5’-‐ditiobis-‐2-‐ácido	  nitrobenzoico.	  
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 DEFENSAS	  ANTIOXIDANTES	  

CAPACIDAD	  TOTAL	  ANTIOXIDANTE	  

La	  medición	  de	   la	  capacidad	  antioxidante	  nos	  proporciona	   información	  acerca	  

de	   la	   capacidad	   global	   del	   organismo	   para	   contrarrestar	   la	   acción	   de	   las	   EROs,	   la	  

resistencia	  al	  daño	  oxidativo	  y	  combatir	   las	  enfermedades	   relacionadas	  con	  el	  estrés	  

oxidativo.	   Para	   la	   determinación	   de	   la	   capacidad	   antioxidante	   total	   se	   utilizó	   un	  

método	   colorimétrico	   basado	   en	   la	   formación	   del	   radical	   ferrilmioglobina	   por	   la	  

reacción	   del	   H2O2	   (Sigma-‐Aldrich,	   Madrid,	   España,	   H1009)	   con	   metmioglobina,	   que	  

oxida	   el	   ácido	   2'2-‐azino-‐bis-‐[3-‐etilbenzotiazol-‐6-‐sulfónico]	   (ABTS)	   (Sigma-‐Aldrich,	  

Madrid,	   España,	   A1888)	   formando	   un	   radical	   ABTS.+,	   cromógeno	   soluble	   de	   color	  

verde,	   con	   un	   pico	   de	   máxima	   absorción	   a	   405	   nm	   (Figura	   21).	   La	   presencia	   de	  

antioxidantes	   en	   la	  muestra	   suprime	   la	   formación	  del	   radical	  ABTS.+	   en	  una	   relación	  

dependiente	   de	   la	   concentración.	   La	   intensidad	   del	   color	   verde	   obtenida	   tras	   la	  

reacción	   será	   inversamente	   proporcional	   a	   la	   concentración	   de	   sustancias	  

antioxidantes.	  

	  

Figura	  21.	  Reacción	  producida	  en	  nuestro	  protocolo	  de	  análisis	  de	  la	  capacidad	  total	  antioxidante.	  
ABTS:	  2'2-‐azino-‐bis-‐[3-‐etilbenzotiazol-‐6-‐sulfónico].	  

Se	   utiliza	   el	   ácido	   6-‐hidroxi-‐2,5,7,8-‐tetrametilcromán-‐2-‐carboxílico	   (Trolox)	  

(Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	   España,	   238813),	   compuesto	   análogo	   de	   la	   vitamina	   E	   (o	   α-‐

tocoferol),	   a	   concentraciones	   conocidas	   (0-‐0,42	   mM),	   para	   realizar	   una	   curva	   de	  

calibrado.	   La	   capacidad	   total	   antioxidante	   se	   expresó	   como	  mmoles	   equivalentes	   de	  

Trolox	  por	  litro	  (Figura	  22).	  
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Protocolo	  

1. Realizar	   una	   dilución	   1/200	   de	   los	   homogeneizados	   hepáticos	   previos,	  

obteniendo	  una	  dilución	  final	  1/1400	  de	  la	  muestra.	  

2. Disponer	   en	   la	   microplaca	   10	   µL	   tanto	   de	   los	   distintos	   puntos	   del	   estándar	  

como	  de	  las	  muestras.	  Trabajar	  con	  duplicados.	  	  

3. Añadir	  20	  µL	  de	  mioglobina	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  M1882)	  a	  todos	  los	  

pocillos.	  

4. Justo	   antes	   de	   comenzar	   las	   lecturas,	   añadir	   150	   µL	   de	   una	   disolución	  

ABTS:H2O2.	  

5. Incubar	  la	  placa	  durante	  45	  minutos,	  realizando	  medidas	  de	  absorbancia	  a	  405	  

nm	  cada	  5	  minutos.	  

6. Para	   realizar	   el	   blanco	   sustituir	   todos	   los	   compuestos,	   excepto	   la	  mioglobina	  

por	  PB	  5	  mM	  pH=7,4;	  para	  el	  control	  positivo	  en	  cambio,	  sustituir	  los	  10	  µL	  de	  

muestra	  o	  Trolox	  por	  este	  mismo	  tampón.	  
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Figura	  22.	  Protocolo	  de	  medida	  de	  la	  capacidad	  total	  antioxidante.	  
ABTS:	  2'2-‐azino-‐bis-‐[3-‐etilbenzotiazol-‐6-‐sulfónico].	  

	  

DETERMINACIÓN	  DE	  LA	  ACTIVIDAD	  CATALASA	  

La	  catalasa	  (E.C.	  1.11.1.6;	  CAT)	  es	  un	  conjunto	  de	  hemoproteínas	  tetraméricas	  

que	   catalizan	   la	   descomposición	   del	   H2O2	   en	   H2O	   y	   O2	   (ver	   Figura	   23).	   Se	   localiza	  

principalmente	   en	   los	   peroxisomas	   de	   las	   células,	   donde	   será	   la	   responsable	   de	  

disminuir	  los	  niveles	  de	  H2O2,	  originados	  por	  la	  enzimas	  oxidasas	  que	  se	  encuentran	  en	  

estos	   mismos	   orgánulos.	   Su	   acumulación	   en	   las	   células	   produce	   la	   oxidación	   de	  

componentes	  celulares	  como	  el	  ADN,	  proteínas	  y	  lípidos,	  lo	  cual	  puede	  desembocar	  en	  

mutagénesis	   y	  muerte	   celular.	   La	   eliminación	   del	   H2O2	   de	   la	   célula	   gracias	   a	   la	   CAT	  

proporciona	  protección	  contra	  el	  daño	  oxidativo	  a	  la	  célula.	  

Nos	  basaremos	  en	  el	  método	  empleado	  por	  Aebi	  (388)	  en	  el	  cual	  se	  analiza	  la	  

actividad	  enzimática	  de	   la	  CAT,	  mediante	   la	  medición	  de	   la	  descomposición	  del	  H2O2	  
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durante	  30	  segundos	  (Figura	  24).	  Esta	  curva	  cinética	  se	  realizará	  a	  240	  nm	  y,	  utilizando	  

el	  coeficiente	  de	  extinción	  molar	  del	  H2O2,	  43,6M-‐1.cm-‐1,	  calcularemos	  las	  unidades	  de	  

catalasa	   de	   la	   muestra	   hepática.	   La	   actividad	   enzimática	   se	   presenta	   en	   unidades	  

internacionales	   por	   mg	   de	   proteína	   (U/mg	   proteína);	   cada	   unidad	   de	   actividad	  

enzimática	  representa	  la	  descomposición	  de	  1	  μmol·∙min–1	  de	  H2O2.	  	  

	  

Figura	  23.	  Reacción	  catalizada	  por	  la	  enzima	  catalasa	  (CAT)	  

Protocolo	  	  

Trabajar	  directamente	  sobre	  una	  microplaca	  especial	  para	  leer	  en	  UV.	  

1. Es	  necesario	  realizar	  para	  cada	  muestra	  un	  blanco	  y	  un	  control	  positivo,	  a	  leer	  

al	  mismo	  tiempo	  que	  la	  muestra.	  

2. Diluir	   los	   homogeneizados	   de	   hígado	   1/6,	   obteniendo	   una	   dilución	   final	   del	  

tejido	  1/42.	  

3. Disponer	   en	   los	   pocillos	   correspondientes	   (medir	   por	   duplicado)	   tampón	  

fosfato	  62,5	  mM,	  EDTA	  1	  mM	  pH	  7	  y	  agua	  miliQ,	  para	  el	  blanco;	  para	  el	  control	  

positivo	  es	  necesario	   tampón	  y	  H2O2	  a	   concentración	  100	  mM;	  para	  medir	   la	  

actividad	   catalasa	   de	   la	  muestra	   añadir	   tampón,	   2,5	   µL	   de	  muestra	   y	   H2O2	   a	  

concentración	  100	  mM.	  

4. Agitar	  la	  placa	  durante	  3	  segundos	  y	  leer	  en	  el	  espectrofotómetro	  a	  240	  nm,	  a	  

25°C,	  durante	  30	  segundos,	  realizando	  medidas	  cada	  8	  segundos.	  	  
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Figura	  24.	  Protocolo	  para	  la	  determinación	  de	  la	  actividad	  catalasa	  presente	  en	  las	  muestras.	  

	  

DETERMINACIÓN	  ACTIVIDAD	  SUPERÓXIDO	  DISMUTASA	  	  

La	   SOD	   (EC.	   1.15.1.1;	   SOD)	   es	   una	   enzima	   que	   cataliza	   la	   reacción	   de	  

dismutación	  de	  los	  radicales	  O2
.-‐	  mediante	  su	  transformación	  en	  H2O2,	  protegiendo	  a	  la	  

célula	  de	  los	  daños	  ocasionados	  por	  las	  EROs:	  
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Se	   conocen	   tres	   isoenzimas	   con	   distintos	   metales	   en	   sus	   centros	   activos	   y	  

diferente	   localización:	   Cu-‐Zn-‐SOD	   (citosol	   y	   espacio	   extracelular),	   Mn-‐SOD	  

(mitocondrias)	  y	  Fe-‐SOD	  (citosol)	  (389,	  390).	  

Aunque	  la	  mayoría	  de	  los	  métodos	  de	  análisis	  de	  las	  actividades	  enzimáticas	  se	  

basan	  en	  la	  desaparición	  de	  un	  sustrato	  o	  en	  la	  aparición	  de	  un	  producto,	  en	  el	  caso	  de	  

la	   SOD	   no	   se	   siguen	   los	  mismos	   criterios,	   dado	   que	   el	   sustrato	   de	   esta	   reacción,	   el	  

radical	   O2
-‐	   es	   muy	   inestable.	   En	   el	   presente	   trabajo	   hemos	   usado	   el	   protocolo	  

desarrollado	  por	  Flohe	  y	  cols.	  en	  1984	  (391)	  basado	  en	  la	  inhibición	  de	  la	  reducción	  del	  

citocromo	   c3+	   producida	   por	   el	   radical	   O2
.-‐,	   por	  medio	   de	   la	   intervención	   de	   la	   SOD	  

catalizando	  la	  reacción	  previamente	  señalada.	  Como	  generador	  constante	  de	  radicales	  

O2
.-‐	   se	   utiliza	   el	   sistema	   xantina/xantina	   oxidasa.	   La	   velocidad	   de	   reducción	   del	  

citocromo	  c	  se	  sigue	  espectrofotométricamente	  a	  550	  nm	  (Figura	  25).	  

	  

Figura	  25.	  Sistema	  bioquímico	  de	  la	  enzima	  superóxido	  dismutasa	  (SOD)	  

	  

Por	  una	  parte,	  la	  XO	  puede	  transformar	  la	  xantina,	  su	  sustrato,	  y	  el	  O2	  en	  ácido	  úrico.	  

Por	  otra	  parte,	  cuando	  por	  estrés	  oxidativo	  se	  producen	  RL	  de	  oxígeno	  (·∙O2
-‐),	  la	  XO	  los	  

utiliza	   junto	   con	   sus	   sustratos	   para	   reducir	   al	   citocromo	   c,	   el	   cual	   tiene	   una	  

absorbancia	  máxima	  de	  550	  nm.	  Ante	  un	  estado	  de	  estrés	  oxidativo	  la	  célula	  pone	  en	  

marcha	  mecanismos	  antioxidantes,	  como	  la	  SOD,	  que	  desvía	  la	  reacción	  de	  reducción	  

del	  citocromo	  c	  cogiendo	  los	  RL	  y	  transformándolos	  en	  H2O2	  y	  O2	  (Figura	  25).	  

Se	  define	  la	  unidad	  de	  la	  actividad	  SOD	  como	  la	  cantidad	  de	  enzima	  que	  inhibe	  

en	  un	  50%	  la	  velocidad	  de	  reducción	  de	  la	  citocromo	  c3+.	  

El	   protocolo	   está	   dividido	   en	   dos	   partes.	   Primero	   se	   determina	   la	   actividad	  

química	  del	  sistema	  para	  transformar	  el	  O2
.-‐	  y	  obtener	  citocromo	  c	  reducido	  (midiendo	  

el	  control	  +	  y	  su	  referencia	  (Control	   -‐)).	  Tras	  esto	  se	  determina	   la	  transformación	  del	  
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citado	  sustrato,	  pero	  en	  presencia	  de	  muestra	   (midiendo	   la	  muestra	  y	   su	   referencia)	  

(Figura	  27).	  Así,	  debido	  a	  la	  existencia	  de	  SOD	  en	  la	  muestra	  parte	  del	  O2
-‐	  pasara	  a	  H2O2	  

y	  se	  habrá	  reducido	  menos	  citocromo	  c.	  La	  actividad	  de	  la	  SOD	  vendrá	  reflejada	  por	  la	  

diferencia	  entre	  ambas	  mediciones.	  

	  

Figura	  26.	  Estequema	  de	  la	  reacción	  catalizada	  por	  la	  enzima	  superóxido	  dismutasa	  (SOD)	  

	  La	   señal	  obtenida	  a	  550	  nm	  será	   inversamente	  proporcional	  a	   la	  cantidad	  de	  

SOD	  que	  tengamos	  en	  la	  muestra	  (Figura	  26).	  

Protocolo	  

1. Preparar	  el	  control	  negativo	  sin	  muestra	  ni	  XO	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  

X4500),	  añadiendo	  únicamente	  agua	  destilada,	  PB	  57,97	  mM	  con	  EDTA	  1	  mM,	  

xantina	   (Sigma-‐Aldrich,	   Madrid,	   España,	   X7375)	   1,06	   mM	   y	   citocromo	   c	   10	  

mg/ml	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  C2506).	  	  

2. Para	  realizar	  la	  recta	  patrón	  utilizar	  disoluciones	  de	  concentraciones	  conocidas	  

(0,6-‐1,5	  U/µL)	  de	  SOD	  comercial	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  S9697).	  	  

3. Realizar	  diluciones	  1/40	  a	  partir	  del	  homogeneizado	  de	  hígado	  a	  dilución	  1/7,	  

obteniendo	  una	  muestra	  final	  a	  1/280.	  	  

4. Añadir	   a	   las	  muestras	   hepáticas	   o	   a	   los	   distintos	   puntos	   de	   la	   recta	   estándar	  

con	  SOD	  comercial:	  agua	  destilada,	  PB	  57,97	  mM	  EDTA	  1	  mM,	  xantina	  1,06	  mM	  

y	   citocromo	   c	   10	  mg/mL.	   Por	   cada	  muestra	   se	   preparará	   una	   referencia	   que	  

tendrá	  todos	  los	  reactivos,	  excepto	  la	  enzima	  XO.	  

5. Incubar	  5	  minutos	  en	  hielo.	  

6. Añadir	  XO	  0,00294	  U/10	  μL	  si	  procede	  (excepto	  en	  el	  control	  negativo	  y	  en	  las	  

referencias	   de	   las	   muestras/puntos	   de	   la	   curva	   patrón).	   La	   cantidad	   está	  
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ajustada	   para	   obtener	   una	   pendiente	   de	   0,025	   ±	   0,001	   unidades	   de	  

absorbancia	  por	  minuto	  frente	  al	  blanco	  a	  550	  nm.	  

7. Mezclar	   y	   medir	   durante	   2	   minutos	   la	   absorbancia	   a	   550	   nm	   en	   un	  

espectrofotómetro	  termostatizado	  a	  25°C.	  

8. La	   actividad	   de	   SOD	   en	   cada	   muestra	   se	   calcula	   por	   la	   diferencia	   con	   su	  

referencia	   y	   la	   interpolación	   con	   la	   curva	   patrón	   de	   disoluciones	   de	   SOD	  

comercial	  de	  actividad	  conocida.	  

9. Se	   debe	   tener	   en	   cuenta	   que	   la	   linealidad	   de	   la	   determinación	   se	  mantiene	  

entre	   el	   40%	   y	   60%	   de	   inhibición,	   lo	   cual	   corresponde	   a	   	   pendientes	  

comprendidas	  entre	  0,01	  y	  0,015	  unidades	  de	  absorbancia	  por	  minuto.	  



	  

121	  
	  

	  Material	  y	  Métodos	  

	  

Figura	  27.	  Protocolo	  de	  cuantificación	  de	  la	  actividad	  de	  la	  enzima	  superóxido	  dismutasa	  (SOD)	  

	  

DETERMINACIÓN	  ACTIVIDAD	  GLUTATIÓN	  S-‐TRANSFERASA	  

Las	  GST	   (EC	  2.5.1.18)	   son	  un	  grupo	  de	  enzimas	   importantes	  en	  el	  proceso	  de	  

detoxificación	  de	  numerosos	  xenobióticos.	  Estas	  enzimas	  protegen	  a	  las	  células	  de	  los	  

tóxicos	   mediante	   la	   conjugación	   del	   grupo	   tiol	   del	   glutatión	   a	   los	   xenobióticos	  
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electrofílicos,	   y	   además	   las	   defienden	   contra	   los	   efectos	   tóxicos,	   mutagénicos	   y	  

carcinogénicos	  que	  presentan	  estos	  compuestos.	  	  

En	   este	   protocolo	   hemos	   utilizado	   como	   substrato	   el	   1-‐cloro-‐2,4-‐

dinitrobenceno	  (CDNB)	  (Sigma-‐Aldrich,	  Madrid,	  España,	  237329),	  el	  cual	  es	  reconocido	  

por	  un	  amplio	  espectro	  de	  isoenzimas	  de	  GST.	  La	  enzima	  cataliza	  la	  conjugación	  del	  L-‐

glutatión	  con	  el	  CDNB,	  a	   través	  del	  grupo	   tiol,	   formando	  un	  compuesto	  GS-‐DNB	  que	  

absorbe	  a	  340	  nm	  (Figura	  28).	  	  

	  

Figura	  28.	  Reacción	  catalizada	  por	  la	  enzima	  Glutatión	  S-‐transferasa	  (GST)	  en	  nuestro	  protocolo	  de	  medida.	  

El	  incremento	  de	  absorbancia	  es	  directamente	  proporcional	  a	  la	  actividad	  de	  la	  

GST	  que	  encontramos	  en	  la	  muestra	  (Figura	  29).	  

Protocolo	  

• Preparar	  los	  dos	  substratos	  de	  la	  reacción,	  el	  GSH	  	  200	  mM,	  y	  CDNB	  100	  mM	  el	  

día	  de	  su	  utilización.	  

• Para	   evitar	   reacciones	   entre	   los	   dos	   compuestos	   previas	   a	   la	   medición	   de	  

absorbancia,	  es	  necesario	  preparar	  la	  mezcla	  de	  ambos	  en	  un	  tubo	  eppendorf,	  

a	  partir	  del	  cual	  tomaremos	  la	  cantidad	  necesaria	  para	  la	  reacción.	  	  

• Preparar	   las	   muestras	   problema	   a	   una	   dilución	   1/10	   respectos	   a	   las	   que	   ya	  

teníamos,	   obteniendo	   como	   dilución	   final	   1/70.	   Esto	   nos	   permitirá	   obtener	  

valores	  de	  absorbancia	  que	  entrarán	  en	  los	  rangos	  lineales	  de	  la	  misma.	  

• Trabajar	   directamente	   sobre	   una	   placa	   de	   96	   pocillos	   de	   luz	   UV,	   siempre	  

realizando	   medidas	   por	   duplicado.	   Para	   cada	   muestra	   es	   necesaria	   la	  

realización	  de	  un	  blanco,	  que	  dispondrá	  de	  la	  mezcla	  de	  GSH	  y	  CDNB;	  el	  pocillo	  



	  

123	  
	  

	  Material	  y	  Métodos	  

de	   la	  muestra	  problema	  tendrá	   la	  misma	  mezcla	  además	  de	   la	  muestra,	  en	   la	  

que	  se	  encontrará	  la	  enzima	  GST,	  y	  cuyos	  niveles	  mediremos.	  	  

• Leer	  a	  340	  nm	  durante	  5	  minutos,	  realizando	  medidas	  cada	  minuto.	  

La	  diferencia	  de	  pendiente	  entre	  el	  blanco	  y	  la	  muestra	  nos	  indicará	  la	  actividad	  

GST	  de	  nuestros	  animales.	  

	  

Figura	  29.	  Protocolo	  de	  cuantificación	  de	  la	  actividad	  Glutatión	  S-‐transferasa	  (GST).	  
CDNB	  :	  1-‐cloro-‐2,4-‐dinitrobenceno.	  GSH:	  Glutatión	  reducido	  

	  

 MÉTODOS	  ESTADÍSTICOS	  

ESTUDIO	  DESCRIPTIVO	  DE	  LOS	  DATOS	  

Las	   variables	   cuantitativas	   se	   definieron	   mediante	   dos	   parámetros,	   la	   media	  

aritmética,	   como	   medida	   de	   la	   tendencia	   central,	   y	   el	   error	   estándar,	   como	   una	  
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medida	  de	  la	  dispersión.	  Por	  ello,	  los	  resultados	  son	  expresados	  siempre	  como	  media	  

aritmética	  ±	  error	  estándar.	  	  

En	   cada	   grupo	   de	   estudio	   se	   comprobó	   la	   hipótesis	   de	   normalidad	   de	   las	  

distribuciones	  mediante	  el	  test	  de	  Shapiro-‐Wilk.	  El	  valor	  de	  significación	  estadística	  se	  

estableció	  en	  p	  ≤	  0,05.	  

INFERENCIA	  ESTADÍSTICA	  

Para	   estudiar	   las	   diferencias	   entre	   los	   distintos	   grupos,	   se	   realizó	   el	   test,	   no	  

paramétrico,	  de	  Kruskal-‐Wallis.	  Cuando	  la	  diferencia	  entre	  grupos	  fue	  significativa,	  se	  

aplicó	  el	  test	  de	  la	  U	  de	  Mann-‐Whitney	  con	  un	  nivel	  de	  significación	  aceptado	  en	  p	  ≤	  

0,05.	  
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Dividiremos	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  dos	  partes:	  

• En	   primer	   lugar,	   analizaremos	   toda	   la	   información	   relativa	   a	   las	   pruebas	   de	  

función	   visual:	   los	   resultados	   conseguidos	   en	   los	   8	   grupos	   de	   investigación	  

referentes	  tanto	  a	  la	  AV	  y	  SC,	  mediante	  el	  test	  optomotor,	  y	  la	  respuesta	  ERG	  a	  

P180	  de	  tratamiento.	   Igualmente	  analizaremos	   los	  resultados	  de	   la	  telemetría	  

para	  valorar	  las	  funciones	  no	  visuales	  de	  la	  retina.	  

• En	   segundo	   lugar	   se	   comentarán	   los	   datos	   obtenidos	   en	   el	   estudio	   de	   los	  

diferentes	   parámetros	   bioquímicos	   del	   tejido	   hepático	   de	   los	   distintos	  

animales,	  referentes	  tanto	  al	  daño	  oxidativo	  producido	  como	  a	  los	  sistemas	  de	  

defensa	  antioxidante.	  

El	   proyecto	   está	   planteado	   para	   analizar	   tanto	   la	   degeneración	   en	   la	   función	  

visual,	   como	   en	   las	   funciones	   retinianas	   no	   visuales,	   como	   el	   daño	   oxidativo	   del	  

modelo	  animal	  de	  RP,	  la	  rata	  P23H	  heterocigota	  pigmentada	  de	  la	  línea	  1.	  El	  estudio	  se	  

inició	  tras	  el	  destete	  de	  los	  animales	  a	  P21,	  tras	  lo	  cual,	  para	  valorar	  el	  estado	  funcional	  

y	   previo	   al	   inicio	   de	   cualquier	   tratamiento,	   se	   estudiaron	   los	   valores	   de	   AV	   y	   SC	   de	  

todos	  los	  animales,	  con	  el	  fin	  de	  obtener	  grupos	  homogéneos	  y	  asegurarnos	  de	  que	  no	  

existían	   diferencias	   al	   inicio	   entre	   animales	   y	   que	   las	  modificaciones	   obtenidas	   a	   lo	  

largo	  de	  los	  meses	  se	  debiesen,	  única	  y	  exclusivamente,	  a	  los	  tratamientos	  aplicados	  y	  

no	   a	   variaciones	   interindividuales	   surgidas	   al	   inicio.	   Como	   grupo	   de	   referencia	   se	  

trabajó	   con	   animales	   SDxLE.	   Debido	   a	   que	   los	   tiempos	   de	   administración	   de	   los	  

diferentes	   tratamientos	   son	   relativamente	   largos,	   se	   crearon	   también	   3	   grupos	   de	  

ratas	  sanas	  a	  las	  cuales	  se	  les	  aplicaron	  las	  mismas	  sustancias	  antioxidantes	  que	  a	  las	  

ratas	  P23HxLE,	  con	  el	  fin	  de	  asegurar	  su	  seguridad	  como	  complemento	  en	  individuos	  

sanos.	  

Se	  establecieron,	  por	  lo	  tanto,	  8	  grupos	  de	  tratamiento,	  4	  correspondientes	  con	  

el	  modelo	  animal	  de	  la	  RP	  y	  otros	  4	  con	  los	  animales	  de	  referencia,	  cada	  uno	  de	  ellos	  

compuesto	   por	   5	   animales	   y	   que	   se	   trataron	   con	  melatonina,	   con	   EGCG,	   o	   con	   una	  

combinación	   de	   los	   dos	   a	   la	   misma	   concentración	   y	   un	   grupo	   al	   cual	   no	   se	   le	  

administró	   ningún	   tratamiento,	   es	   decir,	   grupo	   vehículo,	   grupo	   MT,	   grupo	   EGCG	   y	  

grupo	  MT+EGCG.	   La	   primera	  medida	   funcional	   se	   realizó	   a	   P30	   en	   vez	   de	   P21,	   para	  
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asegurarnos	  el	  aprendizaje	  de	  los	  animales	  al	  sistema	  optomotor	  y	  poder	  efectuar	  las	  

demás	  medidas	  de	  la	  mejor	  forma	  posible.	  Posteriormente,	  se	  llevaron	  a	  cabo	  medidas	  

de	  AV	  y	   SC	  a	  P60,	  P90,	  P120	  y	  P180.	  Tras	  esto	   se	   realizó	  un	  ERG	   tipo	  Ganzfeld	  para	  

todos	  los	  grupos	  de	  animales	  a	  P180.	  

Tras	   el	   sacrificio,	   se	   extrajo	   el	   hígado	   para	   realizar	   las	   posteriores	  

determinaciones	   bioquímicas.	   También	   se	   recogieron	   como	  muestras	   los	   ojos	   de	   los	  

animales	  para	  analizarlos	  por	  inmunohistoquímica;	  sin	  embargo,	  por	  problemas	  en	  los	  

sistemas	  de	  congelación,	  se	  malograron	  las	  muestras,	  no	  pudiendo	  mostrar	  esos	  datos.	  

No	   repetimos	   nuevamente	   los	   experimentos	   para	   evitar	   aumentar	   el	   número	   de	  

animales	  sacrificados.	  

	  

 PARÁMETROS	  DE	  FUNCIÓN	  VISUAL	  

 AGUDEZA	  VISUAL	  

La	   valoración	   de	   las	   funciones	   visuales	   de	   los	   animales	   se	   realizó	   con	   el	   test	  

optomotor	  determinando	  la	  AV	  de	  ambos	  ojos	  en	  sentido	  de	  las	  agujas	  del	  reloj	  y	  en	  

sentido	   contrario	   y	   reflejando	   el	   promedio	   de	   ambas	   mediciones.	   La	   Figura	   30	  

representa	   los	   valores	   de	   resolución	   espacial	   obtenidos	   con	   el	   test	   optomotor	   en	  

promedio	  de	   ambos	   sentidos	   expresada	  en	   ciclos/°	   frente	   a	   la	   edad	  de	   los	   animales	  

expresada	   en	   días.	   Se	   realizaron	   dos	   comparativas:	   en	   primer	   lugar	   analizamos	   el	  

efecto	  que	  tuvieron	  los	  antioxidantes	  MT	  y	  EGCG	  administrados	  de	  forma	  individual	  y	  

combinada	   sobre	   las	   ratas	   sanas	   SDxLE	   y	   en	   segundo	   lugar	   los	   cambios	   que	   se	  

producen	  en	   las	  ratas	  P23HxLE	  cuando	  son	  tratadas	  con	  estos	  mismos	  antioxidantes,	  

comparando	  los	  valores	  obtenidos	  con	  el	  grupo	  sin	  tratar.	  	  Para	  facilitar	  la	  observación	  

de	  los	  resultados,	  cada	  gráfica	  se	  subdivide	  en	  dos:	  en	  la	  gráfica	  (A)	  se	  representan	  los	  

4	   grupos	   de	   tratamiento,	   comparándose	   con	   el	   grupo	   de	   referencia	   SDxLE	   vehículo,	  

mientras	   que	   en	   la	   gráfica	   (B)	   se	   encuentran	   los	   4	   grupos	   de	   ratas	   SDxLE	   tratadas	  

igualmente	  con	  los	  tratamientos	  antioxidantes.	  	  
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En	   el	   caso	   de	   los	   grupos	   de	   ratas	   sanas	   SDxLE	   (ver	   Figura	   30.A),	   aquellas	  

pertenecientes	   al	   grupo	   vehículo	   mostraron	   unos	   valores	   de	   AV	   al	   iniciar	   el	  

tratamiento	  de	  0,5662	  ±	  0,002	  ciclos/°	  (media	  ±	  error	  estándar)	  y	  de	  0,5684	  ±	  0,0007	  

ciclos/°	   a	   P180.	   En	   las	   ratas	   sanas	   se	   observaron	   mejorías	   estadísticamente	  

significativas	  en	  los	  3	  grupos	  de	  tratamiento	  a	  partir	  de	  P90.	  Los	  valores	  del	  grupo	  MT	  

fueron	  de	  0,5654	  ±	  0,005	  ciclos/°	  a	  P30	  y	  a	  P180	  de	  0,5928	  ±	  0,002	  ciclos/°;	  en	  el	  grupo	  

EGCG	  0,569	  ±	  0,0072	  ciclos/°	  a	  P30	  y	  0,6126	  ±	  0,0041	  ciclos/°	  a	  P180	  respectivamente,	  

y	   finalmente	  en	  el	   grupo	  MT+EGCG	   los	   valores	  de	  AV	  obtenidos	   fueron	  de	  0,5698	  ±	  

0,006	  ciclos/°	  y	  de	  0,6102	  ±	  0,006	  ciclos/°	  a	  P30	  y	  P180.	  	  

Podemos	  ver	  que	  cualquiera	  de	  las	  moléculas	  antioxidantes	  logró	  mejorías	  en	  la	  visión	  

en	  los	  animales	  sanos,	  tras	  un	  tratamiento	  prolongado	  con	  ellos,	  alcanzando	  la	  mejor	  

AV	   la	   rata	   sana	   tratada	   con	   el	   EGCG,	   discretamente	   superior	   al	   tratamiento	   con	   la	  

asociación	  de	  ambas	  moléculas	  (MT+EGCG).	  

En	   los	   grupos	   de	   P23HxLE,	   a	   P30	   existía	   una	   clara	   diferencia	   comparando	   el	  

grupo	   vehículo	  de	   referencia	   con	  el	  modelo	   animal	   de	  RP,	   la	   rata	  P23H,	  obteniendo	  

unos	  valores	  de	  0,5662	  ±	  0,0018	  ciclos/°	  y	  0,4668	  ±	  0,012	  ciclos/°	  respectivamente.	  

Podemos	   observar	   que	   todos	   los	   tratamientos	   administrados	   obtuvieron	   una	  

mejoría	   en	   la	   AV	   comparando	   con	   el	   grupo	   no	   tratado	   o	   vehículo;	   los	   valores	   de	  

mejoría	  fueron	  los	  siguientes:	  un	  4,4%	  en	  el	  grupo	  MT,	  un	  6,7%	  en	  el	  grupo	  EGCG	  y	  un	  

8,4%	   en	   el	   grupo	  MT+EGCG.	   Esto	   además,	   no	   sólo	   ocurre	   en	   el	   grupo	   de	   las	   ratas	  

afectadas	  por	  la	  mutación,	  sino	  que,	  en	  el	  grupo	  SDxLE	  se	  ve	  también	  una	  mejoría	  de	  la	  

AV	  con	   los	   tratamientos:	  esta	  mejoría	  es	  de	  un	  4,3%	  en	  el	   grupo	  MT,	  un	  7,8%	  en	  el	  

grupo	  EGCG	  y	  finalmente	  una	  7,4%	  en	  el	  grupo	  MT+EGCG	  (Figura	  30.B).	  

El	  deterioro	  de	   la	  AV	  se	  ve	  claramente	  con	   la	  evolución:	  el	  grupo	  P23HxLE	  sin	  

tratamiento	   antioxidante	   presentaba	   una	   AV	   de	   0,4668	   ±	   0,012	   ciclos/°	   al	   inicio	   del	  

estudio	  (P30)	  y	  de	  0,4584	  ±	  0,0035	  ciclos/°	  a	  P180.	  Sin	  embargo,	   los	  grupos	  de	  P23H	  

con	   tratamiento	   experimentaron	   mejorías:	   El	   grupo	   de	   P23HxLE	   tratadas	   con	   MT	  

presentaron	  una	  AV	  a	  P30	  de	  0,4704	  ±	  0,014	  ciclos/°	  y	  0,4786	  ±	  0,004	  ciclos/°	  a	  P180;	  

en	  el	  grupo	  EGCG	  los	  valores	  fueron	  de	  0,4684	  ±	  0,009	  ciclos/°	  a	  P30	  y	  0,4892	  ±	  0,004	  

ciclos/°	   a	   P180	   y	   el	   grupo	  MT+EGCG	   obtuvo	   valores	   de	   AV	   a	   P30	   de	   0,4722	   ±	   0,01	  
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ciclos/°	  y	  de	  0,4968	  ±	  0,005	  ciclos/°	  a	  P180.	  Tanto	  en	  el	  grupo	  EGCG	  como	  en	  el	  grupo	  

MT+EGCG	   se	   alcanzaron	   mejorías	   estadísticamente	   significativas	   respecto	   al	   grupo	  

P23HxLE	   no	   tratado.	   Estas	   diferencias	   significativas	   comenzaron	   a	   observarse	   en	  

ambos	  grupos	  a	  partir	  de	  P90.	  

	  	  	  

Figura	  30.	  Valores	  de	  resolución	  espacial	  obtenidos	  mediante	  optomotor	  en	  promedio	  entre	  el	  sentido	  de	  las	  agujas	  
del	   reloj	   y	   en	   contra	   de	   las	   agujas	   del	   reloj	   en	   las	   ratas	   Sprague-‐Dawley	   cruzadas	   con	   Long	   Evans	   (SDxLE)	   (A)	   y	  
transgénicas	   P23H	   cruzadas	   con	   Long	   Evans	   (P23HxLE)	   (B)	   en	   los	   distintos	   grupos	   de	   tratamiento	   y	   a	   distintas	  
edades.	  	  
Las	  barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  en	  cada	  grupo).	  

 SENSIBILIDAD	  AL	  CONTRASTE	  

Utilizando	  el	  sistema	  optomotor	  obtuvimos	  de	  forma	  complementaria	  a	  la	  AV,	  

la	  sensibilidad	  al	  contraste	  (SC).	  En	  la	  Figura	  31	  se	  muestran	  los	  valores	  a	  P180	  de	  SC	  

en	   porcentaje	   frente	   a	   la	   frecuencia	   espacial,	   obteniendo	   el	   pico	   de	   máxima	  

sensibilidad	  a	  una	  frecuencia	  de	  0,089	  ciclos/°.	  
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Figura	   31.	   Sensibilidad	   al	   contraste	   obtenida	   por	   el	   aparato	   optomotor	   a	   distintas	   frecuencias	   espaciales	   (0,022,	  
0,042,	  0,089	  y	  0175	  ciclos/°),	  a	  P180.	  

En	  el	  grupo	  de	  las	  ratas	  SDxLE	  y	  con	  la	  frecuencia	  espacial	  de	  0,089	  ciclos/°	  (ver	  

Figura	  32.A),	   los	  valores	  obtenidos	  con	  el	   tratamiento	  MT+EGCG	  y	  con	  EGCG	  a	  P180	  

fueron	  significativamente	  superiores	  a	  los	  del	  grupo	  SDxLE	  no	  tratado,	  con	  valores	  de	  

53,93	   ±	   1,51%	   y	   50,05	   ±	   0,79%;	   el	   grupo	   MT	   presentó	   una	   mejoría	   de	   un	   10,8%	  

respecto	  a	  las	  ratas	  sin	  tratar,	  con	  un	  valor	  de	  41,202	  ±	  1,43%.	  Al	  igual	  que	  ocurría	  en	  

la	  AV,	  los	  tratamientos	  comenzaron	  a	  mostrar	  mejorías	  estadísticamente	  significativas	  

a	  partir	  de	  P90:	  el	  valor	  de	  SC	  en	  el	  grupo	  vehículo	   fue	  de	  37,174	  ±	  1,11%,	  mientras	  

que	  en	  el	   grupo	  MT	  era	  de	  47,08	  ±	  2,02%,	  en	  el	   grupo	  EGCG	  era	  de	  44,4	  ±	  1,28%	  y	  

finalmente	  el	  grupo	  MT+EGCG	  alcanzaba	  unos	  valores	  de	  46,91	  ±	  2,66%.	  En	  resumen,	  

la	  SC	  mejoró	  un	  26,6%	  con	  la	  MT,	  un	  19,4%	  con	  el	  EGCG	  y	  un	  26,2%	  con	  el	  tratamiento	  

combinado	  MT+EGCG.	  Esta	  mejoría	  se	  mantuvo	  hasta	  el	   final	  del	   tratamiento	   (P180)	  

los	  grupos	  EGCG	  y	  MT+EGCG,	  alcanzándose	  valores	  un	  34,6%	  y	  45,01%	  superiores	  al	  

grupo	  vehículo	  respectivamente.	  Sin	  embargo,	  en	  el	  grupo	  de	  MT,	  a	  partir	  de	  P90,	   lo	  

valores	  disminuyeron,	  acercándose	  a	  los	  obtenidos	  en	  el	  grupo	  vehículo.	  	  
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A	  P30	  los	  valores	  de	  SC	  obtenidos	  en	  el	  grupo	  SDxLE	  y	  P23HxLE	  sin	  tratamiento	  

fueron	   de	   47,704	   ±	   1,02%	   y	   36,476	   ±	   2,31%	   respectivamente	   (Figura	   32.B).	   Sin	  

embargo,	  aunque	  los	  valores	  del	  grupo	  SDxLE	  vehículo	  a	  P180,	  sí	  presentaron	  una	  clara	  

disminución	   en	   ambos	   grupos,	   no	   sucedió	   lo	  mismo	  en	   las	   ratas	   P23HxLE	   sin	   tratar,	  

donde	   prácticamente	   se	   mantuvieron	   los	   valores	   de	   inicio,	   incrementándose	  

ligeramente,	   existiendo	   una	   diferencia	   entre	   ellos	   de	   un	   0,33%,	   la	   cual	   no	   era	  

estadísticamente	  significativas.	  El	  grupo	  SDxLE	  presentaba	  un	  valor	  de	  37,188	  ±	  1,22%	  

y	  el	  grupo	  P23HxLE	  de	  37,312	  ±	  1,58%.	  	  

El	   tratamiento	  que	  obtuvo	  una	  mayor	  mejoría	  en	   las	   ratas	  P23HxLE	   fue	  el	  de	  

MT+EGCG,	  con	  un	  valor	  de	  52,86	  ±	  1,70%,	  lo	  que	  supuso	  un	  porcentaje	  de	  mejoría	  del	  

41,67%	  sobre	  el	  grupo	  vehículo.	  En	  el	  caso	  del	  grupo	  EGCG,	  los	  valores	  a	  P180	  fueron	  

de	  47,31	  ±	  1,27%,	  siendo	  esta	  diferencia	  respecto	  al	  grupo	  de	  ratas	  P23HxLE	  vehículo,	  

estadísticamente	   significativa.	  El	   grupo	  MT	  presentó	  unos	  valores	  de	  SC	  de	  43,116	  ±	  

2,08%,	   superior	   al	   del	   grupo	   vehículo	   en	   un	   15,6%,	   pero	   sin	   que	   la	   diferencia	   entre	  

ellos	  alcanzara	  significación	  estadística.	  	  

	  

Figura	   32.	   Valores	   de	   sensibilidad	   al	   contraste	   a	   una	   frecuencia	   espacial	   de	   	   0,089	   c/g	   obtenidos	   mediante	  
Optomotor	   en	   las	   ratas	   Sprague-‐Dawley	   cruzadas	   con	   Long	   Evans	   (SDxLE)	   (A)	   y	   transgénicas	   P23H	   cruzadas	   con	  
Long	   Evans	   (P23HxLE)	   (B)	   en	   los	   distintos	   grupos	   de	   tratamiento	   y	   a	   distintas	   edades.	   Las	   barras	   de	   error	  
representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo)	  
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 ELECTRORRETINOGRAFÍA	  

Se	   registraron	   las	   ondas	   del	   ERG	   en	   condiciones	   escotópicas	   a	   diferentes	  

intensidades	   ascendentes	   del	   estímulo	   comprendidas	   entre	   -‐3,7	   y	   2,85	   cd.s/m2,	  

mostrándose	  las	  oscilaciones	  sobre	  la	  línea	  base,	  la	  onda	  a	  y	  la	  onda	  b.	  	  

AMPLITUD	  DE	  LA	  ONDA	  A	  

La	  amplitud	  de	  la	  onda	  a	  presenta	  valores	  negativos	  y	  nos	  aporta	  información	  

acerca	   de	   los	   fotorreceptores.	   Analizando	   los	   grupos	   de	   ratas	   sanas	   con	   y	   sin	  

tratamiento	   (SDxLE)	   en	   la	   Figura	   33.A	   destacamos	   que	   los	   tres	   tratamientos	   fueron	  

capaces	  de	  incrementar	  la	  amplitud	  de	  la	  onda	  a.	  La	  administración	  de	  MT,	  igual	  que	  

hemos	  comentado	  con	   los	   resultados	  de	   la	  AV	  y	  SC	  del	  optomotor,	  proporcionó	  una	  

menor	  mejoría	   a	   los	   animales	   tratados;	   la	   diferencia	   con	   el	   grupo	   SDxLE	   vehículo	   y	  

SDxLE	  MT	  sólo	  alcanzó	  significación	  estadística	  a	  favor	  del	  grupo	  MT	  con	  la	  intensidad	  

de	  estímulo	  más	  elevada	   (2,85	  cd.s/m2),	   siendo	   los	  valores	  de	  este	  grupo	  de	  447,7	  ±	  

23,87	  µV,	  respecto	  al	  valor	  de	  397,311	  ±	  55,77	  µV	  del	  grupo	  vehículo.	  Tanto	  el	  EGCG	  

como	   la	  administración	  de	  MT+EGCG	  mejoraron	   los	  valores	  de	   la	  onda	  a	  partir	  de	   la	  

intensidad	  de	  estímulo	  0,37	  cd.s/m2.	  Cuando	  la	  intensidad	  del	  estímulo	  presentado	  fue	  

de	  2,85	  cd.s/m2,	   la	  diferencia	  entre	  el	  grupo	  no	  tratado	  y	  estos	  dos	  grupos	  fue	  de	  un	  

28,7%	  superior	  en	  el	  grupo	  EGCG	  y	  de	  un	  24%	  en	  el	  grupo	  MT+EGCG.	  

Al	   comparar	   el	   grupo	   de	   P23HxLE	   con	   su	   grupo	   de	   referencia	   SDxLE	   (Figura	  

33.B),	   observamos	   registros	   claramente	   inferiores	   desde	   la	   intensidad	   de	   estímulo	   -‐

0,42	   cd.s/m2.	   Con	   esta	   intensidad,	   el	   grupo	   de	   animales	   P23HxLE	   sin	   tratamiento	  

presentaba	  unos	  valores	  de	  amplitud	  de	   la	  onda	  a	  un	  73,8%	  inferiores	  respecto	  a	   las	  

ratas	  SDxLE	  con	  valores	  de	  37,619	  ±	  4,26	  µV	  y	  de	  143,306	  ±	  14,14	  µV	  respectivamente.	  

Con	   el	   estímulo	   de	   máxima	   intensidad	   aplicada,	   2,85	   cd.s/m2,	   esta	   diferencia	   se	  

incrementó	  hasta	  un	  87,5%.	  

Las	   variaciones	   en	   los	   distintos	   grupos	   de	   ratas	   P23HxLE	   tratados	   con	  

antioxidantes	   fueron	  mínimamente	   detectables:	   con	   el	   estímulo	   de	   intensidad	   -‐0,42	  

cd.s/m2,	  el	   grupo	  P23H	   tratado	  con	  MT	  presentaban	  unos	  valores	  de	  29,1732	  ±	  5,55	  
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µV,	  el	  grupo	  EGCG	  20,1233	  ±	  4,54	  µV	  y	  el	  grupo	  MT+EGCG	  29,454	  ±	  3,40	  µV;	  con	  el	  

estímulo	   de	   máxima	   intensidad	   los	   valores	   de	   amplitud	   de	   la	   onda	   a	   fueron,	   en	   el	  

grupo	  tratado	  con	  MT	  de	  27,4151	  ±	  6,97	  µV,	  en	  el	  grupo	  EGCG	  25,5464	  ±	  12,00	  µV	  y	  en	  

el	  grupo	  tratado	  con	  MT+EGCG	  57,8818	  ±	  10,48	  µV.	  Este	  último	  fue	  el	  único	  grupo	  que	  

presentaba	  unos	  valores	  ligeramente	  superiores	  a	  los	  observados	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  

no	   tratadas	   (49,8422	   ±	   16,10	   µV);	   el	   resto	   de	   los	   grupos	   presentaba	   un	  

empeoramiento	  en	  el	  ERG	  comparado	  con	  el	  grupo	  no	  tratado.	  

	  

Figura	  33.	  Amplitud	  de	  la	  onda	  a	  obtenida	  mediante	  electrorretinograma	  a	  distintas	  intensidades	  de	  estímulo	  en	  las	  
ratas	  Sprague-‐Dawley	  cruzadas	  con	  Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  cruzadas	  con	  Long	  Evans	  (P23HxLE	  
(B)	  en	   los	  distintos	  grupos	  de	   tratamiento,	  a	  P180.	   Las	  barras	  de	  error	   representan	  el	  error	  estándar	  de	   la	  media	  
(n=5	  por	  grupo)	  
	  

	  

AMPLITUD	  DE	  LA	  ONDA	  B	  

En	  la	  Figura	  34	  se	  muestra	   la	  representación	  gráfica	  de	  la	  amplitud	  de	  onda	  b	  

en	   µV	   registrada	   frente	   al	   logaritmo	   de	   la	   intensidad	   lumínica	   aplicada	   medida	   en	  

cd.s/m2.	  A	  P180	  los	  animales	  de	  referencia	  SDxLE	  no	  tratados,	  con	  el	  mínimo	  estímulo	  

aplicado	  de	  -‐3,7	  cd.s	  /m2	  presentaron	  una	  amplitud	  de	  la	  onda	  b	  de	  111,4	  ±	  13,01	  µV.	  
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Al	   aumentar	   la	   intensidad	   del	   estímulo	   presentaron	   valores	   de	   amplitud	   crecientes	  

hasta	  alcanzar	  el	  valor	  máximo	  de	  1285,9	  ±	  106,30	  µV	  con	  una	  intensidad	  de	  estímulo	  

de	   1,89	   cd.s/m2.	   El	   aumento	   en	   la	   intensidad	   del	   estímulo	   presentó	   amplitudes	  

descendentes,	  obtuviendo	  con	  la	  intensidad	  máxima	  utilizada	  de	  2,85	  cd.s/m2	  un	  valor	  

de	  1141,2	  ±	  92,44	  µV.	  En	  el	  grupo	  de	  P23HxLE,	  el	  valor	  obtenido	  con	  el	  estímulo	  -‐3,7	  

cd.s/m2	  fue	  de	  25,7117	  ±	  5,57	  µV,	  con	  	  1,89	  cd.s/m2,	  de	  44,0717	  ±	  9,06	  µV	  y	  con	  2,85	  

cd.s/m2	  una	  amplitud	  	  de	  la	  onda	  b	  de	  49,8422	  ±	  16,10	  µV,	  que	  se	  corresponden	  con	  el	  

54%,	  34,6%	  y	  36,8%	  de	  las	  amplitudes	  del	  grupo	  SDxLE.	  Con	  todas	  las	  intensidades	  de	  

estímulo	   lumínico	   a	   P180,	   todos	   los	   valores	   obtenidos	   en	   el	   grupo	   P23HxLE	   fueron	  

significativamente	   inferiores	   a	   los	   obtenidos	   en	   el	   grupo	   de	   referencia	   SDxLE,	  

indicando	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad.	  

Al	   igual	   que	   ocurrió	   en	   la	   SC,	   en	   las	   ratas	   P23HxLE,	   el	   tratamiento	   con	   la	  

catequina	   del	   té	   verde,	   el	   grupo	   EGCG,	   y	   el	   grupo	   MT+EGCG	   presentaron,	   con	   un	  

estímulo	  de	   intensidad	   alta	   de	   1,89	   cd.s/m2,	   valores	   estadísticamente	   superiores,	   de	  

623,1	  ±	  43,75	  µV	  y	  683,86	  ±	  29,96	  µV,	  respectivamente,	  es	  decir,	  un	  40%	  y	  un	  53,6%	  

más	  altos	  respecto	  al	  grupo	  no	  tratado.	  

En	   el	   caso	   de	   ratas	   SDxLE,	   todos	   los	   tratamientos	   mostraron	   tendencia	   a	  

incrementar	  los	  valores	  de	  amplitud	  de	  la	  onda	  b,	  siendo	  este	  efecto	  más	  marcado	  en	  

al	   aumentar	   la	   intensidad	   del	   estímulo.	   Este	   aumento	   de	   la	   amplitud	   sólo	   alcanzó	  

diferencias	  estadísticamente	  significativas	  en	  la	  intensidad	  más	  baja,	  -‐3,7	  cd.s/m2,	  con	  

el	  tratamiento	  MT+EGCG,	  con	  unos	  valores	  de	  218,15	  ±	  28,17	  µV	  respecto	  a	  111,399	  ±	  

13,01	  µV	  en	  el	  caso	  del	  grupo	  vehículo.	  
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Figura	  34.	  Amplitud	  de	  la	  onda	  b	  obtenida	  mediante	  electrorretinograma	  a	  distintas	  intensidades	  de	  estímulo	  en	  las	  
ratas	   Sprague-‐Dawley	   x	   Long	   Evans	   (SDxLE)	   (A)	   y	   transgénicas	   P23H	   x	   Long	   Evans	   (P23HxLE	   (B)	   en	   los	   distintos	  
grupos	  de	  tratamiento,	  a	  P180.	  Las	  barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  
	  

DOBLE	  FLASH	  

La	  Figura	  35	  muestra	  los	  resultados	  obtenidos	  tras	  el	  protocolo	  de	  doble	  flash	  

para	   los	  distintos	  grupos	  de	   tratamiento	  en	  el	  caso	  de	   las	   ratas	  SDxLE	   (A)	  y	  P23HxLE	  

(B).	  El	  primer	  flash	  tiene	  como	  objetivo	  la	  obtención	  de	  una	  respuesta	  mixta	  de	  conos	  y	  

bastones.	  El	  segundo	  flash,	  separado	  del	  primero	  por	  un	  segundo	  de	  tiempo,	  provoca	  

únicamente	   una	   respuesta	   de	   los	   conos	   en	   condiciones	   escotópicas,	   ya	   que	   los	  

bastones	   se	   encuentran	   saturados	   por	   el	   primer	   flash.	   La	   diferencia	   entre	   ambas	  

respuestas	  nos	  da	  la	  contribución	  de	  los	  bastones	  al	  ERG.	  

En	  el	  caso	  de	  las	  ratas	  SDxLE	  (ver	  Figura	  35.A),	  tras	  la	  administración	  de	  EGCG	  

observamos	  una	  discreta	  mejora	  en	  la	  amplitud	  tanto	  de	  la	  respuesta	  mixta,	  como	  en	  

la	  de	   los	  conos	  (4	  y	  6%	  respectivamente).	  En	  el	  caso	  de	   la	  respuesta	  de	  bastones	   los	  

valores	   fueron	  discretamente	   inferiores	  con	   los	  3	  tratamientos.	  Todos	   los	  resultados,	  

como	   hemos	   comentado,	   se	   presentan	   en	   porcentajes	   de	   sus	   valores	   absolutos.	   En	  

ningún	  caso	  las	  diferencias	  entre	  ellos	  alcanzaron	  significación	  estadística.	  
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En	  el	   ERG	  a	  P180	  existían	  diferencias	  entre	  el	   grupo	  de	   referencia	   SDxLE	   y	  el	  

grupo	   P23HxLE	   sin	   tratamiento	   (Figura	   35.B).	   Los	   valores	   para	   ambos	   casos	   fueron	  

1098,98	  ±	  160,45	  µV	  en	  las	  ratas	  SDxLE	  y	  585,32	  ±	  39,85	  µV	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  con	  el	  

1er	  flash,	  653,6	  ±	  39,87	  µV	  y	  279,87	  ±	  17,72	  µV,	  respectivamente,	  con	  el	  segundo,	  y	  la	  

diferencia	   entre	   ellas,	   que	   indicaría	   la	   respuesta	   específica	   de	   los	   bastones	   fue	   de	  

506,77	  ±	  114,64	  µV	  en	  el	  primer	  grupo	  y	  de	  305,45	  ±	  30,75	  µV	  en	  el	  segundo	  grupo.	  

Comparando	   los	   resultados	   de	   ambos	   grupos	   vemos	   que	   la	   diferencia	   fue	   un	   53,3%	  

inferior	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  en	  la	  respuesta	  mixta,	  un	  42,8%	  en	  la	  respuesta	  específica	  

de	   los	   conos	   y	   un	   60%	   al	   sustraer	   la	   respuesta	   del	   segundo	   flash	   al	   primero,	   la	  

respuesta	  de	  los	  bastones.	  Es	  por	  tanto	  esta	  última,	  la	  respuesta	  derivada	  de	  la	  función	  

de	  los	  bastones	  a	  P180,	   la	  más	  afectada,	  en	  las	  ratas	  P23H,	  con	  un	  valor	  de	  305,45	  ±	  

30,7	  µV,	  datos	  compatibles	  con	  la	  patología	  que	  poseen,	  una	  mutación	  específica	  de	  la	  

rodopsina	  afectándose	  de	  modo	  primario	  los	  bastones	  y	  provocando	  secundariamente	  

una	   degeneración	   de	   los	   conos.	   Ninguno	   de	   los	   tratamientos	   antioxidantes	  

administrados	   mejoró	   la	   amplitud	   de	   la	   onda	   b:	   en	   valores	   absolutos	   vemos	   unos	  

valores	  discretamente	  superiores	  en	  el	  grupo	  MT+EGCC,	  con	  una	  mejora	  mínima	  del	  

5,9%,	  en	  la	  respuesta	  de	  los	  bastones.	  Sin	  embargo,	  tanto	  el	  grupo	  de	  MT	  como	  EGCG	  

presentan	   valores	   absolutos	   inferiores	   en	   la	   sustración	   de	   la	   respuesta	   del	   segundo	  

flash	   al	   primero,	   con	   un	   empeoramiento	   de	   un	   10,9%	   y	   un	   14,6%	   respectivamente	  

respecto	   al	   grupo	   de	   P23HxLE	   tratado	   con	   vehículo.	   Analizando	   la	   respuesta	   de	   los	  

conos,	   con	   los	  3	   casos	  de	   tratamiento	  obtuvimos	   resultados	  prácticamente	   iguales	  a	  

los	   obtenidos	   con	   las	   ratas	   P23HxLE	   sin	   tratar.	   En	   la	   respuesta	   mixta	   se	   observa	   la	  

misma	  tendencia	  que	  en	  el	  caso	  de	  la	  respuesta	  de	  bastones,	  con	  unos	  valores	  un	  1,4%	  

superiores	   para	   el	   grupo	   con	  MT+EGCG	   en	   el	   agua	   de	   bebida,	   y	   un	   7,1%	   y	   un	   9,8%	  

inferiores	  para	  los	  grupos	  de	  MT	  y	  EGCG	  administrados	  de	  forma	  individual.	  
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Figura	  35.	  Representación	  de	  la	  respuesta	  de	  los	  conos	  y	  los	  bastones	  a	  la	  onda	  b	  obtenida	  mediante	  el	  protocolo	  de	  
doble	   flash	   de	   intensidad	   1,4	   log	   cd.s/m2	   en	   ERG,	   en	   las	   ratas	   Sprague-‐Dawley	   x	   Long	   Evans	   (SDxLE)	   (A)	   y	  
transgénicas	   P23H	   x	   Long	   Evans	   (P23HxLE	   (B)	   en	   los	   distintos	   grupos	   de	   tratamiento,	   a	   P180.Las	   barras	   de	   error	  
representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  

	  

 PARÁMETROS	  DE	  FUNCIÓN	  NO	  VISUAL:	  

TELEMETRÍA	  

La	  Figura	  36	  muestra	  un	  ejemplo	  de	  la	  representación	  de	  la	  temperatura	  y	  de	  la	  

actividad	   los	   7	   días	   de	   registro,	   a	   lo	   largo	   del	   período	   de	   luz	   y	   de	   oscuridad,	   de	   un	  

animal	  del	  grupo	  P23HxLE	  y	  otro	  del	  grupo	  SDxLE,	  ambos	  sin	  tratar,	  a	  P180.	  
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Figura	  36.	  Ritmos	  circadianos.	  Representación	  de	  los	  actogramas	  obtenidos	  en	  ratas	  transgénicas	  P23HxLE	  y	  SDxLE	  
en	  los	  parámetros	  de	  temperatura	  corporal	  y	  actividad	  locomotora,	  durante	  7	  días	  de	  registro	  a	  P180.	  

Hubo	   problemas	   en	   la	   obtención	   y	   descarga	   de	   los	   datos	   a	   P60,	   con	   lo	   que	  

únicamente	  podemos	  aportar	  datos	  de	  P180.	  Dado	  que	  el	  grupo	  que	  tuvo	  problemas	  

de	  registro	  fue	  el	  de	  las	  ratas	  sanas	  y	  la	  degeneración	  que	  puede	  presentar	  este	  animal	  

por	   su	   base	   albina	   sería	   sólo	   después	   de	   tiempos	   avanzados	   de	   degeneración	   (392,	  

393)	   no	   consideramos	   necesario	   repetir	   la	   administración	   de	   tratamiento	   en	   ratas	  

SDxLE	   para	   obtener	   los	   valores	   a	   P60	   y	   así	   evitar	   un	   uso	   excesivo	   e	   injustificado	   de	  

animales.	   Sí	   que	   obtuvimos	   registros	   de	   los	   grupos	   de	   P23H	   con	   los	   distintos	  

tratamientos	  a	  ambas	  edades.	  

A	  continuación	  presentamos	  los	  resultados	  comentados	  a	  P180:	  
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Las	   Tablas	  3	   y	  4	  muestran	   todos	   los	  parámetros	  obtenidos	  a	  P180	  analizados	  

tanto	  en	  el	  grupo	  de	  las	  ratas	  P23HxLE,	  como	  en	  el	  de	  las	  ratas	  de	  referencia,	  SDxLE,	  

divididas	  en	  los	  distintos	  grupos	  según	  los	  tratamientos	  administrados.	  

Tabla	  3.	  Parámetros	  analizados	  en	  el	  grupo	  de	  animales	  de	  referencia	  SDxLE	  en	  el	  estudio	  de	  los	  ritmos	  circadianos.	  

  SDxLE 

 
Vehículo MT EGCG MT+EGCG 

TEMPERATURA 
Parámetros del ritmo     
Mesor 24-h (ºC) 36,96 ± 0,04 36,93 ± 0,06 36,99 ± 0,04 36,83 ± 0,03 
Amplitud (ºC) 0,37 ± 0,01 0,46 ± 0,03# 0,46 ± 0,10 0,67 ± 0,09# 
Acrofase (min) 1118,26 ± 23,66 1077,83 ± 15,82 1088,46 ± 11,86 1083,38 ± 27,12 
Acrofase (hh:mm) 2:43 ± 0:23 2:02 ± 0:15 2:13 ± 0:11 2:08 ± 0:27 
Varianza explicada (%) 26,08 ± 1,076 31,05 ± 4,165 30,49 ± 7,936 46,59 ± 7,057 
Periodo (min) 1445,00 ± 20,00 1440,00 ± 5,00 1440,00 ± 5,00 1445,00 ± 0,00 
Variables no paramétricas         
Estabilidad interdiaria (EI) 0,63 ± 0,03 0,63 ± 0,01 0,61 ± 0,03 0,69 ± 0,03 
Variabilidad intradiaria (VI) 0,25 ± 0,03 0,24 ± 0,03 0,21 ± 0,02 0,14 ± 0,03 
Amplitud relativa (AR) 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 
L2 (hh:mm) 5:05 ± 2:30 6:17 ± 0:32 6:35 ± 0:21 7:10 ± 0:30 
VL2 (ºC) 37,53 ± 0,08 37,55 ± 0,08 37,57 ± 0,07 37,43 ± 0,06 
Media (ºC) 37,43 ± 0,04 37,44 ± 0,04 37,45 ± 0,04 37,35 ± 0,02 
CFI 0,30 ± 0,00 0,29 ± 0,00 0,28 ± 0,01# 0,28 ± 0,01 
ACTIVIDAD 
Parámetros del ritmo         
Mesor 24-h (Recuentos) 4,47 ± 0,42 4,45 ± 0,24 3,14 ± 0,21# 3,33 ± 0,53 
Amplitud (Recuentos) 2,67 ± 0,35 2,44 ± 0,17 2,24 ± 0,24 2,53 ± 0,47 
Acrofase (min) 1145,71 ± 35,07 1191,68 ± 27,01 1175,15 ± 30,04 1159,12 ± 30,36 
Acrofase (hh:mm) 3:10 ± 0:35 3:56 ± 0:27 3:40 ± 0:30 3:24 ± 0:30 
Varianza explicada (%) 11,77 ± 1,59 10,56 ± 1,98 14,04 ± 2,18 14,84 ± 1,70 
Periodo (min) 1441,67 ± 3,33 1437,50 ± 2,50 1445,00 ± 4,08 1445,00 ± 4,08 
Variables no paramétricas         
Estabilidad interdiaria (EI) 0,33 ± 0,02 0,34 ± 0,02 0,35 ± 0,03 0,37 ± 0,02 
Variabilidad intradiaria (VI) 0,96 ± 0,01 0,95 ± 0,03 0,91 ± 0,09 0,81 ± 0,10 
Amplitud relativa (AR) 0,50 ± 0,02 0,55 ± 0,03 0,64 ± 0,03# 0,66 ± 0,02# 
L2 (hh:mm) 6:31 ± 0:24 5:12 ± 0:30 6:27 ± 0:13 3:57 ± 1:07 
VL2 (Recuentos) 4,67 ± 0,89 4,54 ± 0,32 3,06 ± 0,25 3,38 ± 0,56 
Media (Recuentos) 4,87 ± 0,43 4,85 ± 0,25 3,51 ± 0,21# 3,70 ± 0,54 
CFI 0,60 ± 0,01 0,61 ± 0,01 0,63 ± 0,02 0,62 ± 0,04 
Índice de desincronización 0,19 ± 0,14 0,09 ± 0,04# 0,02 ± 0,01 0,27 ± 0,13 
L2:	  Hora	  de	  comienzo	  de	  2	  horas	  de	  valores	  mínimos;	  VL2:	  valor	  medio	  de	  2	  horas	  de	  valores	  mínimos;	  CFI:	  índice	  de	  
funcionalidad	  circadiana.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  error	  estándar.	  En	  rojo	  se	  muestran	  las	  diferencias	  

que	  alcanzaron	  significación	  estadística.	  #:	  P<0,05	  vs	  SDxLE-‐Vehículo	  
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Tabla	  4.	  Parámetros	  analizados	  en	  el	  grupo	  de	  animales	  transgénicos	  P23HxLE	  	  en	  el	  estudio	  de	  los	  ritmos	  
circadianos.	  

 SDxLE P23HxLE 
 Vehículo Vehículo MT EGCG MT+EGCG 

TEMPERATURA 
Parámetros del ritmo    
Mesor 24-h (ºC) 36,96 ± 0,04 37,16 ± 0,13 37,00 ± 0,06 36,96 ± 0,03 37,01 ± 0,05 
Amplitud (ºC) 0,37 ± 0,01* 0,51 ± 0,06 0,57 ± 0,13 0,56 ± 0,05 0,49 ± 0,04 
Acrofase (min) 

1118,26 ± 23,66 
1022,90 ± 

30,69 1018,58 ± 4,63 1005,43 ± 14,16 1026,74 ± 10,96 
Acrofase (hh:mm) 2:43 ± 0:23 1:07 ± 0:30 1:03 ± 0:04 0:50 ± 0:14 1:11 ± 0:10 
Varianza explicada (%) 26,08 ± 1,076* 38,03 ± 4,806 40,65 ± 9,102 42,05 ± 4,473 34,43 ± 3,958 
Periodo (min) 1445,00 ± 20,00 1442,50 ± 2,50 1442,50 ± 2,50 1445,00 ± 4,08 1450,00 ± 5,00 
Variables no paramétricas   
Estabilidad interdiaria (EI) 0,63 ± 0,03 0,69 ± 0,04 0,69 ± 0,03 0,68 ± 0,02 0,64 ± 0,02 
Variabilidad intradiaria (VI) 0,25 ± 0,03 0,18 ± 0,03 0,20 ± 0,04 0,18 ± 0,02 0,25 ± 0,05 
Amplitud relativa (AR) 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 0,01 ± 0,00 
L2 (hh:mm) 5:05 ± 2:30* 13:55 ± 1:24 10:02 ± 0:11 12:42 ± 0:56 12:42 ± 1:13 
VL2 (ºC) 37,53 ± 0,08 37,43 ± 0,07 37,30 ± 0,11 37,29 ± 0,04* 37,38 ± 0,05 
Media (ºC) 37,43 ± 0,04 37,48 ± 0,03 37,48 ± 0,05 37,45 ± 0,02 37,48 ± 0,04 
CFI 0,30 ± 0,00 0,29 ± 0,01 0,30 ± 0,00 0,29 ± 0,00 0,30 ± 0,01 
ACTIVIDAD 
Parámetros del ritmo   
Mesor 24-h (Recuentos) 4,47 ± 0,42* 2,69 ± 0,28 3,09 ± 0,48 2,67 ± 0,21 3,68 ± 0,60 
Amplitud (Recuentos) 2,67 ± 0,35 1,90 ± 0,17 1,70 ± 0,17 1,60 ± 0,10 2,48 ± 0,42 
Acrofase (min) 

1145,71 ± 35,07 
1056,88 ± 

21,28 980,50 ± 43,69 982,23 ± 7,71* 1025,56 ± 9,22 
Acrofase (hh:mm) 3:10 ± 0:35 1:41 ± 0:21 0:25 ± 0:43 0:27 ± 0:07* 1:10 ± 0:09 
Varianza explicada (%) 11,77 ± 1,59 13,24 ± 1,39 9,08 ± 2,75 8,40 ± 0,49* 13,92 ± 0,85 
Periodo (min) 1441,67 ± 3,33 1442,50 ± 2,50 1457,50 ± 13,15 1460,00 ± 8,66* 1447,50 ± 2,50 
Variables no paramétricas   
Estabilidad interdiaria (EI) 0,33 ± 0,02 0,32 ± 0,03 0,26 ± 0,03 0,23 ± 0,01* 0,31 ± 0,01 
Variabilidad intradiaria (VI) 0,96 ± 0,01 1,08 ± 0,07 1,07 ± 0,01 1,08 ± 0,04 0,97 ± 0,03 
Amplitud relativa (AR) 0,50 ± 0,02 0,60 ± 0,04 0,49 ± 0,07 0,51 ± 0,04 0,56 ± 0,02 
L2 (hh:mm) 6:31 ± 0:24* 6:45: ± 0:20 6:55: ± 0:43 6:30: ± 0:33 6:25: ± 0:48 
VL2 (Recuentos) 4,67 ± 0,89* 2,82 ± 0,13 2,74 ± 0,30 2,27 ± 0,16 3,38 ± 0,55 
Media (Recuentos) 4,87 ± 0,43* 3,07 ± 0,29 3,48 ± 0,49 3,06 ± 0,21 4,06 ± 0,60 
CFI 0,60 ± 0,01 0,66 ± 0,03 0,61 ± 0,03 0,61 ± 0,02 0,61 ± 0,00 
Índice de desincronización 0,19 ± 0,14* 0,60 ± 0,11 0,26 ± 0,07* 0,52 ± 0,08 0,52 ± 0,15 

L2:	  Hora	  de	  comienzo	  de	  2	  horas	  de	  valores	  mínimos;	  VL2:	  valor	  medio	  de	  2	  horas	  de	  valores	  mínimos;	  CFI:	  índice	  de	  
funcionalidad	  circadiana.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  error	  estándar.	  En	  rojo	  se	  muestran	  las	  diferencias	  

que	  alcanzaron	  significación	  estadística.	  *:	  P<0,05	  vs	  P23H-‐Vehículo	  

	  

Vemos	   al	   comparar	   ambos	   grupos,	   la	   existencia	   de	   alguna	   diferencia:	   lo	  más	  

destacable	  es	  el	  desplazamiento	  que	  tiene	  lugar	  en	  las	  ratas	  P23HxLE,	  de	  las	  2	  horas	  de	  

temperatura	   mínima	   (L2),	   respecto	   a	   las	   ratas	   SDxLE.	   Éstas	   últimas	   presentan	   esta	  

ventana	  de	  tiempo	  en	  el	  horario	  de	  las	  5:05	  ±	  2:30h	  mientras	  que	  las	  ratas	  P23HxLE	  la	  
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situarían	   sobre	   13:55	   ±	   1:24h,	   es	   decir,	   observamos	   una	   separación	   de	  

aproximadamente	  9	  horas	  entre	  ambos	  grupos.	  Si	  comparamos	  de	  la	  misma	  forma	  el	  

parámetro	  de	  actividad,	  vemos	  que	   la	  diferencia	  entre	  ambos	  grupos	  es	  significativa,	  

pero	   franjas	   horarias	   entre	   ambos	   grupos	   están	  mucho	  menos	   separadas	   que	   en	   el	  

caso	  de	  la	  temperatura	  (6:31	  ±	  0:24	  h	  en	  el	  caso	  de	  las	  SDxLE	  vs	  6:45	  ±	  0:20h	  para	  las	  

P23HxLE).	  Estos	  datos	  se	  pueden	  observar	  con	  mayor	  claridad	  estudiando	  el	  índice	  de	  

desincronización	   L2,	   que	   nos	   informa	   acerca	   de	   la	   diferencia	   de	   tiempo	   entre	   L2	   de	  

temperatura	   y	   L2	   de	   actividad.	   El	   valor	   máximo	   que	   puede	   alcanzar	   es	   1,	   que	  

equivaldría	   a	   12	   horas	   de	   diferencia	   entre	   L2	   de	   temperatura	   y	   L2	   de	   actividad,	   la	  

máxima	  desincronización;	  un	  valor	  de	  0,5	  nos	  informaría	  de	  una	  diferencia	  de	  tiempo	  

entre	   L2	   temperatura	   y	   L2	  actividad	  de	  6	  horas;	  un	  valor	  de	  0	   significaría	  que	   L2	  de	  

temperatura	  y	  L2	  de	  actividad	  comienzan	  al	  mismo	  tiempo,	  la	  sincronización	  ideal.	  Los	  

animales	  P23HxLE	   tienen	  una	  peor	   sincronización	  entre	   temperatura	  y	  actividad	  que	  

los	  animales	  de	  referencia	  SDxLE,	  mostrado	  por	  un	  índice	  de	  desincronización	  de	  0,60	  

±	  0,11	  en	  los	  animales	  P23HxLE	  respecto	  a	  0,19	  ±	  0,14	  en	  los	  animales	  de	  referencia.	  Es	  

decir,	  en	  los	  animales	  P23HxLE	  hay	  más	  de	  7h	  de	  diferencia	  entre	  el	  comienzo	  de	  las	  

dos	  horas	  de	  mínima	  actividad	  y	  el	  comienzo	  de	  las	  dos	  horas	  de	  mínima	  temperatura,	  

lo	  que	  muestra	  que	  el	  animal	  no	  tiene	  su	  ritmo	  endógeno	  de	  temperatura	  sincronizado	  

con	  su	  actividad.	  

Otra	  diferencia	  observada	  al	  analizar	  los	  datos	  entre	  los	  animales	  P23HxLE	  y	  los	  

animales	   sanos	   SDxLE,	   es	   que	   éstos	   últimos	   presentan	   una	  mayor	   actividad	   (4,47	   ±	  

0,42	  respecto	  a	  2,69	  ±	  0,28).	  Podemos	  observar	  cierta	  tendencia	  a	  que	  las	  ratas	  P23H	  

pigmentadas	  presentaran	  mayores	  niveles	  de	  VI	  respecto	  a	  las	  sanas	  SDxLE,	  indicando	  

una	  fragmentación	  del	  ritmo	  ligeramente	  superior	  en	  estos	  animales.	  

El	  grupo	  P23HxLE	  tratado	  con	  MT	  presentó	  una	  mejora	  significativa	  del	   índice	  

de	   desincronización,	   objetivando	   unos	   valores	   en	   este	   grupo	   de	   0,26	   ±	   0,07	  

comparados	  con	  0,60	  ±	  0,11	  del	  grupo	  P23HxLE	  no	  tratado.	  Por	  otro	  lado,	  el	  principal	  

efecto	   observado	   con	   el	   tratamiento	   EGCG	   es	   un	   empeoramiento	   en	   el	   periodo	   de	  

actividad	  en	  los	  animales	  que	  lo	  tomaron.	  También	  se	  observa	  un	  descenso	  en	  el	  valor	  

de	  la	  variable	  no	  paramétrica	  EI:	  esto	  nos	  indica	  una	  relación	  más	  débil	  de	  la	  actividad	  

realizada	   por	   los	   animales	   los	   distintos	   días	   de	   registro,	   es	   decir,	   no	   existía	  
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homogeneidad	   en	   la	   actividad	   realizada	   por	   los	   animales	   entre	   distintos	   días.	   Esta	  

variable	   está	  modulada	   por	   reguladores	   o	   sincronizadores,	   entre	   los	   que	   destaca	   el	  

ciclo	  de	  luz-‐oscuridad	  (estos	  sincronizadores	  también	  se	  conocen	  como	  zeitgebers),	  de	  

ahí	  que	  alteraciones	  en	  la	  percepción	  del	  día	  y	  la	  noche,	  provocaría	  cambios	  en	  ella.	  El	  

grupo	   P23HxLE	   con	   MT+EGCG	   no	   presentó	   ningún	   tipo	   de	   cambio	   significativo,	   ni	  

beneficioso	  ni	  perjudicial.	  	  

Respecto	   a	   las	   ratas	   SDxLE,	   MT	   incrementó	   el	   valor	   de	   la	   amplitud	   del	  

parámetro	   temperatura	   y	   disminuyó	   el	   índice	   de	   desincronización	   previamente	  

comentado.	   El	   tratamiento	   combinado	   MT+EGCG	   aumentó	   de	   manera	  

estadísticamente	  significativa	  el	  valor	  de	  la	  amplitud	  de	  la	  temperatura	  y	  la	  variable	  no	  

paramétrica	   de	   la	   amplitud	   relativa	   de	   la	   actividad;	   estos	   hallazgos	   sugieren	   una	  

amplitud	   del	   ritmo	   circadiano	   mayor.	   Sin	   embargo,	   el	   tratamiento	   único	   de	   EGCG	  

redujo	  los	  valores	  de	  actividad	  de	  los	  animales	  que	  lo	  tomaron,	  aunque	  	  por	  otro	  lado,	  

incrementó	  el	  valor	  de	  la	  variable	  AR	  de	  la	  actividad:	  se	  trataba	  por	  tanto	  de	  animales	  

menos	  activos	  respecto	  a	   los	  que	  no	  tomaron	  tratamiento,	  pero	  que	  presentaban	  un	  

pico	  con	  una	  mayor	  actividad.	  Se	  	  observó	  también	  un	  descenso	  en	  el	  valor	  CFI	  en	  la	  

variable	  temperatura.	  

La	   Tabla	   5	   muestra	   las	   diferencias	   entre	   las	   variables	   analizadas	   entre	   las	  

edades	  P60	  y	  P180	  en	  los	  grupos	  de	  las	  ratas	  P23HxLE.	  
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Tabla	  5.	  Diferencias	  entre	  los	  parámetros	  analizados	  en	  el	  grupo	  de	  animales	  transgénicos	  P23HxLE	  	  en	  el	  estudio	  de	  
los	  ritmos	  circadianos.	  

 
P23HxLE 

Vehículo MT EGCG MT+EGCG 
TEMPERATURA 
Parámetros del ritmo  Mesor 24-h (ºC) -0,02 ± 0,15 -0,13 ± 0,04 -0,21 ± 0,01 -0,23 ± 0,04 
Amplitud (ºC) 0,04 ± 0,04 0,00 ± 0,08 -0,01 ± 0,01 -0,02 ± 0,04 
Acrofase (min) -50,95 ± 39,67 -31,58 ± 6,24 -45,50 ± 19,36 -38,33 ± 16,85 
Acrofase (hh:mm) -0,04 ± 0,03 -0,02 ± 0,00 -0,03 ± 0.01 -0,03 ± 0,01 
Varianza explicada (%) 4,06 ± 2,83 1,44 ± 5,62 2,01 ± 1,87 -2,38 ± 2,05 
Periodo (min) -2,50 ± 2,50 0,00 ± 4,08 0,00 ± 4,08 5,00 ± 5,00 
Variables no paramétricas 

 
Estabilidad interdiaria (EI) 0,02 ± 0,04 0,01 ± 0,03 -0,05 ± 0,01 -0,05 ± 0,03 
Variabilidad intradiaria (VI) -0,02 ± 0,02 -0,01 ± 0,02 -0,04 ± 0,04 -0,02 ± 0,04 
Amplitud relativa (AR) 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
L2 (hh:mm) 0,05 ± 0,10 -0,08 ± 0,04 -0,10 ± 0,05 -0,13 ± 0,03 
VL2 (ºC) -0,17 ± 0,10 -0,28 ± 0,09 -0,23 ± 0,08 -0,35 ± 0,04 
Media (ºC) 36,05 ± 0,02 35,87 ± 0,19 35,86 ± 0,12 35,93 ± 0,10 
CFI 0,00 ± 0,01 0,00 ± 0,00 -0,03 ± 0,01 -0,02 ± 0,01 

ACTIVIDAD 
Parámetros del ritmo  
Mesor 24-h (Recuentos) -1,98 ± 0,04 -1,95 ± 0,61 -1,65 ± 0,17 -1,61 ± 0,58 
Amplitud (Recuentos) -1,45 ± 0,27 -1,26 ± 0,09 -1,20 ± 0,23 -1,00 ± 0,40 
Acrofase (min) -63,62 ± 22,88 -128,22 ± 40,61 -133,99 ± 4,95* -94,91 ± 21,77 
Acrofase (hh:mm) -0,04 ± 0,02 -0,09 ± 0,03 -0,09 ± 0,00* -0,07 ± 0,02 
Varianza explicada (%) -3,72 ± 1,96 -3,98 ± 2,45 -8,25 ± 3,17 -2,44 ± 1,52 
Periodo (min) 0,00 ± 4,08 12,50 ± 13,15 17,50 ± 7,50* 5,00 ± 2,89 
Variables no paramétricas 

 
Estabilidad interdiaria (EI) -0,11 ± 0,05 -0,10 ± 0,04 -0,21 ± 0,03 -0,12 ± 0,03 
Variabilidad intradiaria (VI) 0,24 ± 0,06 0,24 ± 0,03 0,27 ± 0,04 0,20 ± 0,05 
Amplitud relativa (AR) -0,10 ± 0,04 -0,11 ± 0,04 -0,14 ± 0,05 -0,13 ± 0,05 
L2 (hh:mm) -0,35 ± 0,01 -0,30 ± 0,07 -0,35 ± 0,02 -0,43 ± 0,03 
VL2 (Recuentos) -1,27 ± 0,33 -2,15 ± 0,87 -1,30 ± 0,41 -1,35 ± 0,30 
Media (Recuentos) -7,37 ± 0,51 -6,17 ± 0,80 -6,03 ± 0,73 -7,43 ± 1,26 
CFI 0,01 ± 0,01 0,01 ± 0,02 -0,03 ± 0,03 -0,02 ± 0,01 
Índice de desincronización 0,39 ± 0,12 0,08 ± 0,14 0,46 ± 0,08 0,36 ± 0,21 
L2:	  Hora	  de	  comienzo	  de	  2	  horas	  de	  valores	  mínimos;	  VL2:	  valor	  medio	  de	  2	  horas	  de	  valores	  mínimos;	  CFI:	  índice	  de	  
funcionalidad	  circadiana.	  Los	  datos	  se	  muestran	  como	  la	  media	  ±	  error	  estándar.	  En	  rojo	  se	  muestran	  las	  diferencias	  

que	  alcanzaron	  significación	  estadística.	  *:	  P<0,05	  vs	  P23H-‐Vehículo	  
	  

En	   los	   grupos	   de	   las	   P23HxLE	   a	   P60	   y	   P180	   no	   se	   observaron	   grandes	  

diferencias	  al	  comparar	  los	  4	  grupos	  de	  tratamiento.	  Observamos	  que	  el	  EGCG	  provocó	  

un	   incremento	   en	   la	   diferencia	   del	   parámetro	   de	   la	   acrofase	   y	   el	   periodo	   del	  
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parámetro	  de	  actividad	   locomotora.	  Podemos	  observar	  un	  ejemplo	  de	   los	   resultados	  

obtenidos	  en	  la	  Figura	  37.	  

	  

Figura	  37.	  Ritmos	  circadianos	  de	  la	  temperatura	  corporal	  y	  la	  actividad	  locomotora	  de	  ratas	  P23HxLE.	  	  
Actogramas	   (panel	   superior),	   periodogramas	   (panel	   central)	   y	   ondas	   medias	   (panel	   inferior)	   representativos	   del	  
grupo	  de	  ratas	  sin	  tratar,	  medido	  a	  P60	  y	  P180,	  expuestas	  a	  ritmos	  de	  luz	  de	  12:12.	  Los	  horarios	  de	  luz	  y	  oscuridad	  
están	  representados	  con	  barras	  blancas	  y	  negras,	  respectivamente.	  

	  

 PARÁMETROS	  DE	  ESTRÉS	  OXIDATIVO	  

Una	   vez	   terminados	   los	   6	  meses	   de	   tratamiento,	   y	   tras	   la	   finalización	   de	   las	  

pruebas	   funcionales	  de	  valoración	  visual,	   se	   sacrificaron	   los	  animales,	   y	   se	  extrajo	  el	  

hígado.	  Este	  tejido	  se	  utilizó	  para	  evaluar	  el	  daño	  oxidativo/nitrosativo	  y	   los	  distintos	  

sistemas	   de	   defensa	   antioxidante:	   la	   actividad	   de	   las	   enzimas	   CAT,	   SOD	   y	   GST	   y	   la	  

capacidad	  total	  antioxidante	  de	  los	  animales.	  
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 MDA	  +	  4-‐HDA	  

Los	   niveles	   de	   LPO	   se	  midieron	  mediante	   la	   determinación	   de	   los	   valores	   de	  

concentración	   de	   MDA	   y	   4-‐HDA.	   Los	   valores	   quedan	   recogidos	   en	   la	   Figura	   38	  

comparando	   tanto	   las	   ratas	   sanas	   SDxLE	   como	   las	   ratas	   P23HxLE	   con	   los	   distintos	  

tratamientos.	  Los	  niveles	  de	  MDA	  +	  4-‐HDA	  como	  muestra	  del	  daño	  oxidativo	  existente	  

a	  nivel	  lipídico	  en	  el	  tejido	  hepático	  se	  representaron	  en	  nmoles/mg	  de	  proteína.	  

	  

Figura	  38.	  Niveles	  de	  MDA	  y	  4-‐HDA	  (lípidos	  peroxidados)	  en	  nmoles/mg	  de	  proteínas,	  medidos	  en	  el	  tejido	  hepático	  
de	  ratas	  Sprague-‐Dawley	  x	  Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  x	  Long	  Evans	  (P23HxLE)	  (B)	  en	  los	  distintos	  
grupos	   de	   tratamiento.	   Las	   barras	   de	   error	   representan	   el	   error	   estándar	   de	   la	   media	   (n=5	   por	   grupo).	   MDA:	  
malonidialdehido	  
	  
	  

La	   Figura	   38.A	   muestra	   que	   los	   valores	   obtenidos	   en	   las	   ratas	   SDxLE	   sin	  

tratamiento	   son	   inferiores	   al	   resto	   de	   valores	   obtenidos	   en	   los	   demás	   grupos	   a	   los	  

cuales	  se	  les	  administraron	  antioxidantes:	  los	  valores	  del	  grupo	  vehículo	  fueron	  0,3536	  

±	  0,036	  nmoles/mg	  de	  proteína,	  mientras	  que	  en	  el	   grupo	  MT	   fueron	  0,5235	  ±	  0,13	  

nmoles/mg	  de	  proteína,	   en	  el	   grupo	  EGCG	  0,4922	  ±	  0,088	  nmoles/mg	  de	  proteína	  y	  

finalmente	   en	   el	   grupo	   MT+EGCG	   se	   obtuvieron	   unos	   valores	   de	   0,616	   ±	   0,12	  
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nmoles/mg	   de	   proteína.	   En	   ninguno	   de	   los	   3	   casos	   las	   diferencias	   alcanzaron	  

significación	  estadística.	  El	  hecho	  de	  que	  animales	  sanos	  que	  reciben	  un	  suplemento	  

antioxidante	   presenten	   tendencia	   a	   valores	   más	   altos	   de	   lípidos	   oxidados	   respecto	  

aquellos	  que	  no	  reciben	  nada	  debería	  ser	  un	  punto	  importante	  de	  estudio	  respecto	  al	  

efecto	  que	  tendrían	  los	  distintos	  suplementos	  alimenticios	  en	  personas	  sanas.	  

En	  la	  Figura	  38.B,	  observamos	  los	  niveles	  de	  LPO	  en	  los	  animales	  P23HxLE:	  en	  

primer	   lugar	   observamos	   que	   las	   ratas	   P23HxLE	   pertenecientes	   al	   grupo	   vehículo	  

presentaban	   unos	   niveles	   superiores	   a	   los	   de	   las	   ratas	   de	   referencia	   SDxLE	  

estadísticamente	  significativos	  (0,684	  ±	  0,14	  nmoles/mg	  de	  proteína	  en	  el	  primer	  caso	  

versus	   0,3536	   ±	   0,036	   nmoles/mg	   de	   proteína).	   El	   único	   grupo	   que	   experimentó	   un	  

descenso	  significativo	  en	  sus	  niveles	  de	  lípidos	  peroxidados	  fue	  el	  grupo	  MT,	  donde	  los	  

valores	  obtenidos	  fueron	  de	  0,4954	  ±	  0,01	  nmoles/mg	  de	  proteína.	  El	  grupo	  MT+EGCG,	  

aunque	  también	  presentó	  una	  tendencia	  a	  menores	  niveles	  de	  MDA	  y	  4-‐HDA,	  0,4618	  ±	  

0,12	  nmoles/mg	  de	  proteína,	  no	  alcanzaron	  significación	  estadística.	  Todo	  lo	  contrario	  

al	   grupo	   EGCG,	   que	   presentó	  mayores	   niveles	   de	   LPO	   que	   el	   grupo	   sin	   tratamiento	  

(0,7541	  ±	  0,26	  nmoles/mg	  de	  proteína).	  	  

 RESTOS	  CARBONILOS	  

La	  medida	  de	  los	  niveles	  de	  restos	  carbonilos	  es	  un	  parámetro	  indicativo	  de	  los	  

niveles	   de	   proteínas	   oxidadas	   en	   las	   células.	   Estos	   niveles	   se	   representaron	   en	  

nmoles/mg	   de	   proteínas	   en	   función	   de	   los	   distintos	   grupos	   de	   tratamiento	  

administrados.	  

En	  las	  ratas	  SDxLE	  de	  referencia,	  cuyos	  valores	  se	  muestran	  en	  la	  Figura	  39.A,	  se	  

puede	  ver	  como	  al	  tratar	  animales	  sanos	  con	  MT	  o	  con	  EGCG	  se	  reducen	  los	  niveles	  de	  

proteínas	  oxidadas	  de	  forma	  significativa,	  con	  unos	  valores	  de	  0,583	  ±	  0,09	  y	  0,595	  ±	  

0,1	  nmol/mg	  de	  proteína.	   Si	   comparamos	  estos	   resultados	   con	   los	  valores	  del	   grupo	  

SDxLE	   vehículo	   (0,987	  ±	   0,212	  nmol/mg	  de	  proteína),	   obtuvimos	  un	  descenso	  de	  un	  

41%	  y	  un	  39,7%,	  respectivamente.	  El	  tratamiento	  combinado	  de	  los	  dos	  antioxidantes	  

MT+EGCG,	   también	  disminuyó	   la	  concentración	  de	  restos	  carbonilo	   	  en	  un	  29,8%	  sin	  



	  
	  

148	  
	  

	   Estudio	  de	  Melatonina	  y	  Galato	  de	  epigalocatequina	  frente	  a	  las	  degeneraciones	  retinianas	  

que	   esta	   disminución	   alcanzara	   significación	   estadística	   (0,693	   ±	   0,13	   nmol/mg	   de	  

proteína).	  

Analizando	   los	  niveles	  de	   restos	   carbonilos	  de	   las	   ratas	  P23HxLE,	  en	   la	   Figura	  

39.B,	   podemos	   observar	   que	   a	   pesar	   que	   existe	   cierta	   tendencia	   a	   que	   las	   ratas	  

P23HxLE	   presenten	   niveles	   superiores	   respecto	   al	   grupo	   de	   referencia,	   SDxLE,	   las	  

diferencias	   no	   alcanzaron	   significación	   estadística	   entre	   ambos	   grupos,	   siendo	   los	  

valores	   obtenidos	   de	   1,306	   ±	   0,41	   y	   0,9868	   ±	   0,21	   nmol/mg	   de	   proteína,	  

respectivamente.	   El	   grupo	   con	   tratamiento	   doble	   con	   antioxidantes	   en	   las	   ratas	  

P23HxLE	  (MT+EGCG)	  fue	  en	  el	  que	  se	  detectó	  un	  menor	  nivel	  de	  proteínas	  oxidadas,	  

(0,7796	   ±	   0,21	   nmol/mg	  de	   proteína),	   respecto	   al	   tratamiento	   individual	   de	  MT	   con	  

valores	   de	   1,621	   ±	   0,38	   nmol/mg	   de	   proteína	   o	   EGCG	   con	   niveles	   de	   1,282	   ±	   0,23	  

nmol/mg	   de	   proteína.	   Los	   niveles	   de	   restos	   carbonilos	   en	   estos	   grupos	   fueron	  

superiores	  a	  los	  del	  grupo	  de	  ratas	  P23HxLE	  sin	  tratamiento.	  	  

	  

Figura	   39.	   Niveles	   de	   restos	   carbonilos	   (proteínas	   oxidadas)	   en	   nmoles/mg	   de	   proteínas,	   medidos	   en	   el	   tejido	  
hepático	  de	  ratas	  Sprague-‐Dawley	  x	  Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  x	  Long	  Evans	  (P23HxLE)	  (B)	  en	  los	  
distintos	  grupos	  de	  tratamiento.Las	  barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  
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 NITRITOS	  

La	  medida	   de	   los	   niveles	   de	   nitritos	   nos	   aporta	   un	   valor	   indicativo	   del	   daño	  

nitrosativo	  que	  experimentan	   las	   células	  por	   la	   acción	  del	   radical	   ·∙NO	  Los	   valores	   se	  

presentan	  como	  niveles	  de	  nitritos	  en	  nmoles/mg	  de	  proteína.	  

En	  la	  Figura	  40.A	  se	  puede	  observar	  un	  claro	  descenso	  de	  los	  niveles	  de	  nitritos	  

cuando	   tratamos	   ratas	   sanas	   SDxLE	   con	  MT	   en	   el	   agua	   de	   bebida,	   alcanzando	   esta	  

diferencia	   significación	   estadística,	   con	   unos	   valores	   de	   1,81	   ±	   0,24	   nmoles/mg	   de	  

proteína	   en	   el	   caso	   del	   grupo	   MT	   (un	   21,8%	   inferior	   al	   grupo	   sin	   tratar).	   El	   EGCG	  

también	   mejoró	   el	   estado	   nitrosativo	   del	   hígado	   de	   los	   animales	   sanos,	   con	   un	  

descenso	   del	   11,5%,	   pero	   sin	   ser	   esta	   diferencia	   estadísticamente	   significativa.	   Al	  

contrario	  que	   lo	  que	  ocurría	  en	   las	   ratas	  P23HxLE,	  el	  doble	   tratamiento	  antioxidante	  

MT+EGCG	   no	   tuvo	   efectos	   beneficiosos	   en	   el	   hígado	   analizando	   este	   marcador	  

oxidativo,	  obteniendo	  unos	  valores	  de	  2,382	  ±	  0,50	  nmoles/mg	  de	  proteína.	  

La	   Figura	   40.B	   muestra	   la	   tendencia	   de	   los	   animales	   P23HxLE	   a	   presentar	  

niveles	  superiores	  de	  nitritos	  respecto	  a	  los	  animales	  SDxLE	  (2,58	  ±	  0,28	  y	  2,32	  ±	  0,19	  

nmoles/mg	   de	   proteína	   respectivamente).	   El	   tratamiento	   que	   logró	   una	   mayor	  

disminución	  de	  los	  niveles	  de	  nitritos	  fue	  el	  del	  grupo	  MT+EGCG,	  con	  una	  disminución	  

de	   un	   16,6%,	   mientras	   que	   ambos	   antioxidantes	   administrados	   de	   forma	  

independiente,	  prácticamente	  no	  alteraron	  dicha	  concentración	  (variaciones	  de	  un	  1%	  

en	  el	  caso	  del	  grupo	  MT	  y	  un	  1,8%	  en	  el	  grupo	  EGCG,	  siendo	  los	  valores	  de	  2,549	  ±	  0,49	  

y	  2,528	  ±	  0,34	  nmoles/mg	  de	  proteína,	  respectivamente).	  
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Figura	  40.	  Niveles	  de	  nitritos	  en	  nmoles/mg	  de	  proteínas,	  	  medidos	  en	  el	  tejido	  hepático	  de	  ratas	  Sprague-‐Dawley	  x	  
Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  x	  Long	  Evans	  (P23HxLE)	  (B)	  en	  los	  distintos	  grupos	  de	  tratamiento.	  Las	  
barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  

 RATIO	  GSH/GSSG	  

La	   ratio	  GSH/GSSG	  es	   un	   parámetro	   fundamental	   a	   la	   hora	   de	   cuantificar	   los	  

niveles	  de	  estrés	  oxidativo	  presentes	  en	  el	  organismo.	  Unos	  niveles	  mayores	  de	  esta	  

ratio	   indican,	   o	   bien	   una	   mayor	   concentración	   del	   glutatión	   reducido	   (GSH)	   o	   una	  

menor	  de	  glutatión	  oxidado	  (GSSG),	  es	  decir,	  un	  menor	  estrés	  oxidativo.	  

La	  Figura	  41.A	  muestra	  que	  las	  ratas	  SDxLE	  pertenecientes	  al	  grupo	  MT+EGCG,	  

sorprendentemente	  mostraron	  unos	  valores	  muy	  similares	  a	  los	  obtenidos	  en	  el	  grupo	  

vehículo	  (1,65	  ±	  0,49	  y	  1,49	  ±	  0,38	  respectivamente).	  En	  cambio,	  los	  grupos	  MT	  y	  EGCG	  

mostraron	   una	   tendencia	   a	   aumentar	   los	   valores	   de	   la	   ratio	   entre	  GSH	   y	  GSSG,	   con	  

valores	   de	   5,19	   ±	   3,29	   y	   8,40	   ±	   7,18	   respectivamente.	   Es	   decir	   los	   animales	  

pertenecientes	   a	   estos	   dos	   grupos	   mostraron	   una	   tendencia	   a	   menores	   niveles	   de	  

estrés	  oxidativo	  respecto	  a	  aquellas	  ratas	  SDxLE	  sin	  tratar,	  aunque	  en	  ningún	  caso	  se	  

alcanzó	  la	  significación	  estadística.	  
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En	   la	   Figura	   41.B	   se	   observa	   la	   no	   existencia	   de	   diferencias	   estadísticamente	  

significativas	  entre	  las	  ratas	  P23HxLE	  y	  las	  ratas	  de	  referencia	  SDxLE,	  con	  unos	  valores	  

de	  1,29	  ±	  0,32	  en	  el	  primer	  caso	  y	  de	  1,49	  ±	  0,38	  en	  el	  segundo.	  Al	  contrario	  que	  lo	  que	  

ocurría	  con	  las	  ratas	  sanas	  SDxLE,	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  el	  tratamiento	  doble	  MT+EGCG	  

incrementó	  este	  parámetros	  hasta	  valores	  muy	  superiores	  a	  los	  obtenidos	  en	  el	  grupo	  

vehículo	   (46,00	   ±	   25,83),	   indicando,	   como	   ya	   se	   ha	   mencionado	   previamente,	   una	  

mejora	   estadísticamente	   significativa	   en	   los	   niveles	   de	   estrés	   oxidativo	   celular.	   El	  

grupo	   tratado	   con	  MT	   también	   mostró	   tendencia	   a	   mejorar	   en	   los	   valores	   de	   este	  

parámetro	   (7,89	   ±	   6,56),	   superior	   a	   la	   del	   grupo	   EGCG	   con	   una	   discreta	   mejoría,	  

aunque	  ésta	  fue	  mucho	  menor	  que	  la	  del	  caso	  anterior.	  En	  ninguno	  de	  los	  dos	  casos	  se	  

alcanzó	  significación	  estadística.	  

	  

Figura	  41.	  Ratio	  entre	  el	  GSH	  y	  el	  glutatión	  oxidado	  GSSG,	  medido	  en	  el	  tejido	  hepático	  de	  ratas	  Sprague-‐Dawley	  x	  
Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  x	  Long	  Evans	  (P23HxLE)	  (B)	  en	  los	  distintos	  grupos	  de	  tratamiento.	  Las	  
barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  GSH:	  glutatión	  reducido,	  GSSG:	  glutatión	  
oxidado	  

	  



	  
	  

152	  
	  

	   Estudio	  de	  Melatonina	  y	  Galato	  de	  epigalocatequina	  frente	  a	  las	  degeneraciones	  retinianas	  

 	  DEFENSAS	  ANTIOXIDANTES	  

 CAPACIDAD	  TOTAL	  ANTIOXIDANTE	  

El	  estudio	  de	  los	  niveles	  de	  capacidad	  total	  antioxidante	  nos	  aporta	  información	  

relativa	  a	  la	  capacidad	  o	  habilidad	  de	  un	  organismo	  a	  la	  hora	  de	  hacer	  frente	  a	  daños	  

producidos	   por	   fuentes	   endógenas	   y	   exógenas	   sobre	   el	   mismo.	   Se	   representa	   en	  

µmoles	   de	   equivalentes	   Trolox/mg	   de	   proteína,	   siendo	   el	   Trolox	   la	   sustancia	  

antioxidante	  de	   referencia	  a	   la	  hora	  de	  analizar	  una	  muestra	   compleja	  de	  moléculas	  

antioxidantes.	  

Lo	  primero	  a	  destacar	  en	  la	  Figura	  42.A	  es	  el	  claro	  descenso	  que	  se	  da	  en	  todos	  

los	   grupos	   de	   tratamientos	   antioxidantes	   en	   los	   casos	   de	   ratas	   SDxLE:	   los	   valores	  

obtenidos	   en	   el	   grupo	   vehículo	   fueron	   3,158	   ±	   0,71	   µequivalentes	   Trolox/mg	   de	  

proteína,	  mientras	  que	  el	  grupo	  MT	  presentó	  	  un	  descenso	  de	  un	  37,5%,	  con	  un	  valor	  

de	   1,975	   ±	   0,41	   µequivalentes	   Trolox/mg	   de	   proteína,	   el	   grupo	   EGCG	  mostró	   unos	  

valores	  de	   capacidad	   total	   antioxidante	  de	  1,838	  ±	  0,36	  µequivalentes	  Trolox/mg	  de	  

proteína,	   que	   se	   corresponde	   con	   un	   descenso	   de	   un	   41,8%	   y,	   finalmente,	   el	   grupo	  

MT+EGCG	   experimentó	   un	   descenso	   de	   un	   32,9%,	   con	   unos	   valores	   de	   2,12	   ±	   0,49	  

µequivalentes	  Trolox/mg	  de	  proteína.	  Estos	  valores	  nos	  indican	  que	  individuos	  sanos	  a	  

los	   cuales	   se	   les	   ha	   suplementado	   de	   forma	   exógena	   con	   moléculas	   antioxidantes,	  

disminuyen	   su	   almacenamiento	   hepático	   de	   sistemas	   antioxidantes	   y	   por	   lo	   tanto,	  

pierden	   parte	   de	   la	   capacidad	   antioxidante	   propia	   ante	   el	   suministro	   externo	   de	  

moléculas	  que	  ejercerían	  su	  misma	  función.	  Los	  valores	  obtenidos	  en	  estos	  3	  grupos	  

alcanzaron	  la	  significación	  estadística	  respecto	  al	  grupo	  de	  SDxLE	  no	  tratado.	  

Al	   comparar	   las	   ratas	   P23HxLE	   respecto	   al	   grupo	   de	   referencia	   SDxLE,	   se	  

observa	  un	  descenso	  en	  los	  niveles	  de	  la	  capacidad	  total	  antioxidante	  de	  un	  22,3%	  con	  

valoresde	  3,158	  ±	  0,17	  µequivalentes	  Trolox/mg	  proteína	  en	  el	  caso	  de	  las	  ratas	  SDxLE	  

y	   de	   2,45	   ±	   0,62	   µequivalentes	   Trolox/mg	   proteína	   en	   el	   de	   las	   ratas	   P23HxLE.	   De	  

forma	   contraria	   a	   lo	   que	   observábamos	   en	   las	   ratas	   sanas	   SDxLE	   tratadas	   con	  

antioxidantes	   en	   la	   Figura	   42.B	   se	   aprecia	   que	   la	   administración	   de	   todos	   los	  
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antioxidantes	   utilizados	   para	   el	   tratamiento	   va	   a	   incrementar	   la	   capacidad	   total	  

antioxidante	  de	  estos	  animales:	  MT	  fue	  la	  molécula	  que	  consiguió	  una	  mayor	  mejoría,	  

con	  un	   incremento	  de	   los	   valores	  de	  un	  42%	   (3,483	  ±	  1,02	  µequivalentes	  Trolox/mg	  

proteína),	  seguido	  por	  el	  grupo	  tratado	  con	  EGCG,	  que	   incrementó	  sus	  niveles	  en	  un	  

32%	   respecto	  a	   las	   ratas	  P23HxLE	   tratadas	   con	  vehículo,	   con	  unos	   valores	  de	  3,24	  ±	  

0,49	  µequivalentes	  Trolox/mg	  proteína.	  En	  contra	  de	  lo	  esperado,	  el	  último	  grupo	  de	  

ratas	  P23HxLE	  con	  la	  administración	  de	  la	  doble	  terapia	  antioxidante,	  MT+EGCG	  es	  el	  

que	  presentó	  una	  menor	  mejoría,	  con	  unos	  niveles	  un	  22,6%	  más	  altos	  (3,008	  ±	  0,22	  

µequivalentes	   Trolox/mg	   proteína).	   Todos	   estos	   valores	   fueron	   estadísticamente	  

significativos.	   Los	   resultados	   son	   un	   indicativo	   de	   que	   el	   suplemento	   con	   los	  

antioxidantes	   en	   modelos	   degenerativos	   sometidos	   a	   estrés	   oxidativo,	   aporta	   al	  

organismo	   mecanismos	   para	   hacer	   frente	   al	   aumento	   de	   este	   estrés	   que	   se	  

experimenta	  en	  enfermedades	  neurodegenerativas.	  	  
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Figura	  42.	  Niveles	  de	  capacidad	  total	  antioxidante	  en	  microequivalentes	  Trolox/mg	  de	  proteína,	  medidos	  en	  el	  tejido	  
hepático	  de	  ratas	  Sprague-‐Dawley	  x	  Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  x	  Long	  Evans	  (P23HxLE)	  (B)	  en	  los	  
distintos	  grupos	  de	  tratamiento.	  Las	  barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  TAS:	  
capacidad	  total	  antioxidante	  
	  
	  

 CATALASA	  

	  La	  CAT	  es	  una	  enzima	  responsable	  de	  catalizar	  la	  reacción	  de	  descomposición	  

del	  radical	  libre	  H2O2,	  en	  dos	  componentes	  más	  inocuos,	  el	  O2	  y	  el	  H2O.	  Se	  representan	  

los	   niveles	   de	   CAT	   en	   la	   figura	   como	   U/mg	   de	   proteína,	   siendo	   1	   U	   la	   actividad	  

catalítica	   responsable	  de	   la	   transformación	  de	  1	  µmol	  de	   sustrato	  por	  minuto.	   En	   la	  

Figura	  43.A	  se	  muestra	  como	  el	  grupo	  de	  ratas	  SDxLE	  tratado	  con	  MT,	  al	  igual	  que	  en	  el	  

caso	  de	  la	  capacidad	  total	  antioxidante,	  produce	  la	  mayor	  reducción	  en	  los	  niveles	  de	  

esta	  enzima,	  un	  43,9%,	   siendo	   los	  valores	  de	   	  133,1	  ±	  30,35	  U/mg	  de	  proteína	  en	  el	  

grupo	  de	  los	  animales	  SDxLE	  sin	  tratar	  y	  de	  74,7	  ±	  14,8U/mg	  de	  proteína	  en	  el	  grupo	  

MT.	  El	   tratamiento	  combinado	  MT+EGCG	  también	  mostró	  una	   tendencia	  a	  disminuir	  

los	   niveles	   de	   actividad	   de	   la	   catalasa	   en	   un	   36,6%	   respecto	   a	   los	   animales	   sin	  
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tratamiento	  (105,3	  ±	  35,3	  U/mg	  de	  proteína),	  y	  el	  	  grupo	  EGCG,	  que	  presentó	  valores	  

de	   actividad	   de	   102,2	   ±	   22,9	   U/mg	   proteína,	   aunque	   las	   diferencias	   con	   estos	   dos	  

últimos	  tratamientos	  no	  alcanzaron	  significación	  estadística.	  

La	  Figura	  43.B	  muestra	  el	  descenso	  en	  los	  niveles	  de	  actividad	  de	  la	  enzima	  CAT	  

en	   las	   ratas	   P23HxLE	   respecto	   al	   grupo	   de	   ratas	   de	   referencia	   SDxLE,	   indicando	   una	  

menor	  capacidad	  de	  las	  P23HxLE	  	  para	  hacer	  frente	  al	  daño	  oxidativo	  producido	  por	  el	  

H2O2	  (un	  porcentaje	  de	  un	  21,1%,	  con	  valores	  de	  133,1	  ±	  30,35	  U/mg	  de	  proteína	  para	  

las	   ratas	   SDxLE	  y	  de	  105	  ±	  17,2	  U/mg	  proteína	  para	   las	  P23HxLE).	  Al	   igual	  que	  en	   la	  

medida	  de	  capacidad	  total	  antioxidante	  MT	  era	  el	  tratamiento	  con	  un	  mayor	  poder	  de	  

mejora	  para	  el	  estado	  antioxidante	  de	  los	  animales	  P23HxLE,	  en	  lo	  que	  respecta	  a	  los	  

niveles	   de	   actividad	   de	   CAT,	   su	   administración	   supuso	   un	   incremento	   en	   la	  

concentración	   de	   actividad	   enzimática	   de	   un	   40,9%,	   alcanzando	   valores	   de	   177,7	   ±	  

43,13	   U/mg	   de	   proteína.	   El	   resto	   de	   tratamientos,	   tanto	   el	   grupo	   EGCG	   como	   el	  

tratamiento	   doble	   con	   MT+EGCG,	   mostraron	   tendencia	   a	   mejorar	   en	   los	   niveles	  

hepáticos	  de	  CAT,	  con	  unos	  niveles	  de	  122,4	  ±	  13,95	  U/mg	  de	  proteína	  en	  el	  primer	  

grupo	   y	   de	   131,3	   ±	   32,55	   U/mg	   de	   proteína	   en	   el	   grupo	   MT+EGCG	   (éstos	   se	  

corresponden	   con	   un	   incremento	   de	   un	   14,2%	   y	   20%	   respectivamente),	   pero	   estas	  

diferencias	  no	  fueron	  significativas.	  
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Figura	  43.	  Niveles	  de	  la	  actividad	  de	  la	  enzima	  catalasa	  en	  U/mg	  de	  proteínas	  medidos	  en	  el	  tejido	  hepático	  de	  ratas	  
Sprague-‐Dawley	  x	  Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  x	  Long	  Evans	  (P23HxLE)	  (B)	  en	  los	  distintos	  grupos	  de	  
tratamiento.	  Las	  barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  
	  

	  

 SUPERÓXIDO	  DISMUTASA	  

La	  enzima	  SOD	  es	  responsable	  de	  la	  dismutación	  del	  O2
.-‐	  en	  O2	  y	  H2O2.	  Como	  los	  

niveles	   de	   la	   enzima	   CAT,	   en	   la	   Figura	   44	   se	   representa	   la	   actividad	   enzimática	  

específica	  de	  la	  SOD	  en	  U/mg	  de	  proteína	  en	  los	  distintos	  grupos	  de	  tratamiento.	  	  

En	  la	  Figura	  44.A	  que	  muestra	  las	  diferencias	  obtenidas	  entre	  los	  tratamientos	  

en	   las	   ratas	   SDxLE,	   podemos	   observar	   que	   no	   existió	   ninguna	   variación	  

estadísticamente	   significativa	   en	   los	   niveles	   de	   actividad	   específica	   de	   esta	   enzima	  

entre	   los	   distintos	   grupos.	  Mientras	   que	   en	   el	   grupo	   sin	   tratamiento,	   los	   niveles	   de	  

actividad	  de	  la	  SOD	  fueron	  de	  32,35	  ±	  7,29	  U/mg	  de	  proteína,	  en	  el	  grupo	  MT	  	  fueron	  

de	  25,25	  ±	  5,38	  U/mg	  de	  proteína,	  en	  el	  grupo	  EGCG,	  25,81	  ±	  6,65	  U/mg	  de	  proteína	  	  y	  
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el	   grupo	   con	   el	   tratamiento	   combinado	  MT+EGCG,	   alcanzó	   unos	   valores	   de	   26,71	   ±	  

6,78	  U/mg	  de	  proteína.	  Estos	  valores	  corresponden	  con	  descenso	  de	  la	  actividad	  de	  un	  

21,9%,	   22,9%	   y	   17,4%	   respectivamente,	   aunque	   sin	   llegar	   a	   tener	   diferencias	  

significativas.	  

En	   los	   grupos	   de	   animales	   P23HxLE,	   al	   igual	   que	   ocurría	   con	   la	   CAT	   y	   con	   la	  

capacidad	   total	   antioxidante	   previamente	   comentadas,	   el	   grupo	  MT	   incrementó	   los	  

niveles	   de	   la	   enzima	   SOD	   de	   forma	   estadísticamente	   significativa	   con	   los	   siguientes	  

valores:	   en	   el	   caso	   del	   grupo	   P23HxLE	   vehículo,	   de	   25,49	   ±	   8,9	   U/mg	   proteína	   y	  

P23HxLE	   con	   MT	   de	   34,6	   ±	   14,3	   U/mg	   proteína.	   La	   MT	   incrementó	   un	   26,3%	   la	  

actividad	  específica	  de	  la	  SOD	  en	  el	  tejido	  hepático	  de	  estos	  animales.	  Esto	  además	  se	  

complementa	  con	  el	  hecho	  de	  que,	  en	  estos	  mismo	  animales,	   también	  se	  haya	  visto	  

incrementada	  la	  actividad	  de	  la	  CAT:	  la	  reacción	  catalizada	  por	  la	  SOD	  produce	  H2O2,	  el	  

cual	  a	  su	  vez	  va	  a	  ser	  metabolizado	  por	  la	  CAT	  en	  O2	  y	  H2O;	  el	  grupo	  de	  ratas	  P23HxLE	  

MT	  presentan	  una	  mayor	  capacidad	  de	  hacer	  frente	  al	  daño	  por	  RL	  debido	  a	  que	  dos	  

de	  las	  principales	  enzimas	  antioxidantes	  del	  organismo,	  CAT	  y	  SOD	  presentaban	  niveles	  

más	   altos	   que	   aquellos	   animales	   no	   tratados.	   Los	   otros	   dos	   tratamientos	   (EGCG	   y	  

MT+EGCG)	   no	   lograron	  mejoría	   respecto	   a	   los	   animales	   no	   tratados,	   con	   valores	   de	  

24,51	  ±	  6,4	  U/mg	  proteína	  en	  el	  EGCG	  y	  27	  ±	  5	  U/mg	  proteína	  en	  MT+EGCG.	  



	  
	  

158	  
	  

	   Estudio	  de	  Melatonina	  y	  Galato	  de	  epigalocatequina	  frente	  a	  las	  degeneraciones	  retinianas	  

	  

	  

Figura	   44.	  Niveles	   de	   actividad	   de	   a	   enzima	   SOD	   en	   U/mg	   de	   proteínas	  medidos	   en	   el	   tejido	   hepático	   de	   ratas	  
Sprague-‐Dawley	  x	  Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  x	  Long	  Evans	  (P23HxLE)	  (B)	  en	  los	  distintos	  grupos	  de	  
tratamiento.	  	  
Las	  barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  
	  

 GLUTATIÓN	  S-‐TRANSFERASA	  

Esta	   es	   una	   de	   las	   principales	   enzimas	   de	   detoxificación	   de	   sustancias	  

xenobióticas	  que	  encontramos	  en	  el	  organismo.	  Al	  igual	  que	  con	  las	  otras	  enzimas,	  en	  

la	  Figura	  45	  se	  ha	  representado	  su	  actividad	  específica	  como	  U/mg	  de	  proteína,	  y	  se	  ha	  

enfrentado	  a	  todos	  los	  grupos	  de	  tratamiento.	  	  

En	  el	  caso	  de	  las	  ratas	  SDxLE,	  a	  pesar	  de	  que	  MT	  presentaba	  cierta	  tendencia	  a	  

disminuir	  los	  niveles	  enzimáticos	  (0,1574	  ±	  0,02	  U/mg	  de	  proteína,	  que	  se	  corresponde	  

con	   un	   16,41%	   de	   disminución),	   no	   se	   alcanzaron	   diferencias	   estadísticamente	  

significativas,	  ni	  con	  su	  administración	  ni	  con	  el	  resto	  de	  moléculas	  antioxidantes:	  en	  el	  

grupo	   EGCG	   los	   valores	   alcanzados	   fueron	   de	   0,1834	   ±	   0,04	   U/mg	   de	   proteína	   y	   el	  

grupo	  MT+EGCG	  presentó	   valores	  de	   actividad	  de	   la	  GST	  de	  0,1878	  ±	  0,07	  U/mg	  de	  
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proteína.	  Niveles	  elevados	  de	  GST	  ayudarían	  al	  organismo	  a	  hacer	  frente	  a	  los	  efectos	  

tóxicos,	   mutagénicos	   y	   carcinogénicos	   que	   presentan	   los	   xenobióticos,	   y	   otras	  

moléculas	  de	  carácter	  electrofílico	  sobre	  las	  que	  esta	  enzima	  puede	  actuar	  como	  son	  

los	  lípidos	  peroxidados.	  Al	  encontrarse	  en	  un	  estado	  de	  salud	  correcto,	  estos	  animales	  

no	  deberían	  tener	  problemas	  en	  detoxificarlas	  y	  eliminarlas	  del	  organismo.	  

	  Otro	   caso	   distinto	   es	   el	   de	   las	   ratas	   P23HxLE:	   si	   comparamos	   los	   niveles	   de	  

actividad	   enzimática	   de	   la	   GST	   de	   estos	   animales	   con	   los	   de	   las	   ratas	   de	   referencia	  

SDxLE	  vehículo,	  que	  fueron	  0,1883	  ±	  0,041	  U/mg	  de	  proteína,	  observamos	  valores	  de	  

0,1235	   ±	   0,02	   U/mg	   de	   proteína,	   es	   decir,	   presentaban	   unos	   niveles	   un	   34,4%	  

inferiores,	  lo	  cual	  indica	  su	  menor	  capacidad	  para	  defenderse	  de	  agentes	  dañinos	  para	  

el	  propio	  organismo.	  Bajo	  esta	  premisa	  inicial,	  es	  importante	  destacar	  que	  el	  grupo	  de	  

ratas	  P23xLE	  tratadas	  con	  EGCG,	  vio	  incrementados	  sus	  niveles	  de	  GST	  a	  0,2188	  ±	  0,03	  

U/mg	  de	  proteína,	  siendo	  valores	  un	  43,56%	  superiores	  a	   las	  del	  grupo	  vehículo.	  MT	  

también	  presentó	  una	  tendencia	  a	  mejorar	  los	  niveles	  con	  unos	  valores	  de	  0,21	  ±	  0,11	  

U/mg	   proteína	   respecto	   al	   grupo	   sin	   tratamiento,	   que	   presentaba	   una	   actividad	  

específica	   de	   0,12	   ±	   0,024U/mg	   proteína,	   pero	   sin	   ser	   una	  mejora	   estadísticamente	  

significativa.	  A	  pesar	  de	  que	  MT	  y	  EGCG	  administrados	  de	  forma	  individual	  supusieron	  

una	  mejoría	  de	  los	  niveles	  de	  la	  actividad	  de	  GST	  para	  las	  ratas	  P23HxLE,	  cuando	  son	  

administradas	  de	  forma	  conjunta	  en	  el	  grupo	  MT+EGCG,	  prácticamente	  no	  existieron	  

modificaciones	  en	  los	  valores	  obtenidos.	  
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Figura	   45.	  Niveles	   de	   actividad	   de	   la	   enzima	  Glutatión	   S-‐transferasa	   en	  U/mg	   de	   proteínas	  medidos	   en	   el	   tejido	  
hepático	  de	  ratas	  Sprague-‐Dawley	  x	  Long	  Evans	  (SDxLE)	  (A)	  y	  transgénicas	  P23H	  x	  Long	  Evans	  (P23HxLE)	  (B)	  en	  los	  
distintos	  grupos	  de	  tratamiento.	  	  
Las	  barras	  de	  error	  representan	  el	  error	  estándar	  de	  la	  media	  (n=5	  por	  grupo).	  
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Existen	  multitud	  de	  patologías	  de	  la	  visión	  que	  se	  diferencian	  entre	  ellas	  en	  el	  

lugar	  del	  globo	  ocular	  o	  el	  tejido	  que	  se	  ve	  afectado,	  mostrando	  sintomatologías	  muy	  

diversas	  y	  en	  muchas	  de	   las	  cuales	  no	  existe	  un	   tratamiento	  efectivo.	  La	   retina	  es	  el	  

tejido	  neural	  que	  recubre	  la	  parte	  interna	  del	  polo	  posterior	  del	  ojo	  y	  sobre	  el	  que	  se	  

proyecta	   la	   imagen	   del	   objeto	   que	   estamos	   enfocando	   que,	   tras	   sufrir	   una	   serie	   de	  

modificaciones	   que	   conviertan	   la	   información	   en	   una	   señal	   eléctrica,	   alcanzará	   el	  

cerebro	   para	   formar	   una	   imagen	   que	   podamos	   interpretar	   y	   ver.	   La	   retina	   es	   una	  

estructura	   altamente	   especializada,	   formada	   por	   una	   compleja	   red	   de	   neuronas,	  

células	  gliales	  y	  vasos	  sanguíneos.	  Todos	  estos	  componentes	  pueden	  sufrir	  mutaciones	  

o	  verse	  afectados	  por	  diversas	  lesiones	  que	  producirán	  distintos	  problemas	  visuales	  y	  

parte	   de	   los	   cuales	   finalizarán	   con	   ceguera	   para	   el	   paciente	   que	   las	   sufre.	   Los	  

fotorreceptores	  a	  nivel	   retiniano	  tienen	  una	  distribución	  específica,	  encontrando	  una	  

zona	   rica	   en	   conos,	  más	   especializadas	   en	   la	   visión	   del	   detalle	   y	   en	   condiciones	   de	  

luminosidad	  (retina	  central)	  y	  conforme	  nos	  alejamos	  de	  la	  mácula	  aumenta	  el	  número	  

de	   bastones,	   que	   nos	   permiten	   la	   visión	   en	   condiciones	   de	   oscuridad	   y	   la	   visión	  

periférica.	  La	  retina	  es	  un	  órgano	  de	  alta	  complejidad,	  con	  multitud	  de	  tipos	  celulares	  y	  

redes	   sinápticas,	   de	  modo	   que	   su	   estudio	   in	   vitro	   se	   limita	   a	   la	   utilización	   de	   tipos	  

celulares,	   líneas	   inmortalizadas	   o	   células	   madre	   embrionarias	   o	   pluripotenciales	  

inducidas	  diferenciadas	  a	  distintos	  tipos	  celulares	  oculares.	  Por	  estas	  dificultades	  y	   la	  

necesidad	  de	  tener	  un	  modelo	  similar	  a	  determinadas	  patologías	  oftalmológicas	  se	  han	  

creado	  numerosos	  modelos	  animales,	  bien	  espontáneos,	   inducidos	  por	   tóxicos	  o	   luz,	  

genéticamente	   modificados,	   etc.	   que	   se	   han	   estado	   utilizando	   durante	   años	   en	  

investigación,	   con	   el	   fin	   de	   obtener	   avances	   en	   el	   tratamiento	   de	   las	   patologías	  

oculares	  (394-‐396).	  

En	   las	  degeneraciones	   retinianas	   se	  produce	  una	  afectación	   inicial	   de	  un	   tipo	  

celular,	   fotorreceptores,	   EPR,	   células	   de	   Müller…	   que	   se	   ha	   demostrado	   ya	   en	  

numerosas	  investigaciones	  que	  desemboca	  en	  una	  remodelación	  neuronal	  progresiva,	  

proceso	   que	   consiste	   en	   una	   reprogramación	   gradual	   a	   nivel	  molecular,	   funcional	   y	  

morfológica	  de	  todos	  los	  componentes	  retinianos.	  Este	  proceso	  no	  debe	  ser	  entendido	  

como	  un	  intento	  para	  producir	  nuevas	  células	  que	  sustituyan	  las	  afectadas	  o	  muertas,	  

ni	  un	  crecimiento	  de	  sus	  procesos	  axonales,	  sino	  como	  unas	  modificaciones	  causadas	  
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por	   la	  nueva	  situación	  que	  va	  surgiendo	  en	  el	   tejido:	   inflamación	   local,	  pérdida	  de	   la	  

conexión	   sináptica	   con	   los	   fotorreceptores…	   (397).	   La	   RP	   es	   una	   enfermedad	  

genéticamente	  heredada	  y	  que	  se	  caracteriza	  por	  este	  mismo	  proceso:	  una	  afectación	  

inicial	   de	   los	   fotorreceptores	   habitualmente	   (aunque	   puede	   originarse	   en	   otro	   tipo	  

celular)	  que	  desembocan	  en	  una	  remodelación	  y	  desorganización	  de	  todas	  las	  capas	  de	  

la	  retina.	  Esta	  enfermedad	  presenta	  numerosas	  formas	  de	  herencia	  (adRP,	  arRP	  y	  XlRP)	  

y	  multitud	  de	  genes	  que	  pueden	  verse	  afectados	  (se	  han	  detectado	  más	  de	  100	  genes	  

relacionado	  con	  esta	  enfermedad,	   y	  más	  de	  3.100	  mutaciones	  que	  pueden	  causarla,	  

sin	   incluir	   al	  menos	  otras	  1.200	  mutaciones	   responsables	  de	   las	   formas	   sindrómicas,	  

como	  el	  síndrome	  de	  Usher	  y	  el	  síndrome	  de	  Bardet-‐Bield)	  (99).	  

Una	  de	  las	  mutaciones	  más	  frecuentes	  cuando	  hablamos	  de	  adRP,	  sobre	  todo	  

en	  EEUU,	  donde	  alcanza	  aproximadamente	  un	   tercio	  de	   los	   casos	  diagnosticados,	   es	  

aquella	   causada	   por	   la	   sustitución	   de	   una	   prolina	   por	   una	   histidina	   en	   posición	   23,	  

debido	   a	   lo	   cual	   se	   han	   creado	   modelos	   animales	   para	   estudiar	   esta	   forma	   de	   la	  

enfermedad,	  entre	  ellos,	  la	  rata	  P23H.	  Como	  se	  ha	  comentado	  previamente,	  es	  posible	  

obtener	   líneas	   heterocigotas	   de	   este	   modelo	   animales,	   cruzando	   las	   ratas	   P23H	  

homocigota	   con	   ratas	   albinas	   SD,	   base	   genética	   del	   modelo	   animal.	   La	   principal	  

diferencia	  entre	  trabajar	  con	  una	  línea	  en	  homocigosis	  y	  una	  en	  heterocigosis	  estriba	  

en	   que	   las	   primeras	   sufren	   una	   degeneración	  mucho	  más	   rápida	   que	   las	   segundas,	  

siendo	  la	  pérdida	  de	  fotorreceptores	  a	  P30	  del	  60%	  y	  del	  40%	  respectivamente	  (367).	  

Se	   ha	   postulado	   que	   esta	   diferencia	   en	   la	   expresión,	   no	   exactamente	   la	   mitad	   en	  

heterocigosis	   con	   respecto	   a	   homocigosis,	   puede	   deberse	   a	   un	   silenciamiento	   en	   la	  

expresión	   del	   transgen	   debido	   a	   las	   repeticiones	   en	   tándem	  de	   copias	  múltiples	   del	  

mismo	  transgen.	  Además	  hay	  que	  tener	  en	  cuenta	  que	  el	  lugar	  de	  inserción	  tiene	  gran	  

importancia	   debido	   a	   que	   la	   estructura	   de	   la	   cromatina	   también	   influiría	   en	   la	  

expresión	  del	  transgen	  (398).	  Al	  decidir	  cruzar	   la	  rata	  P23H	  homocigota	  con	  una	  rata	  

WT	  como	  la	  rata	  LE	  obtuvimos	  otra	  diferencia	  añadida,	  ya	  que	  el	  resultado	  es	  una	  rata	  

P23H	  heterocigota	  pigmentada,	   la	  cual	  nos	  permite	  realizar	  pruebas	  funcionales	  que,	  

utilizando	   el	  modelo	   albino,	   no	   sería	   posible,	   como	  por	   ejemplo	   el	   análisis	   de	   la	   SC.	  

Además,	   estos	   animales	   presentan	   una	  mayor	   sensibilidad	   al	   daño	   inducido	   por	   luz	  

que	  las	  líneas	  pigmentadas	  y	  es	  el	  modelo	  más	  similar	  a	  los	  enfermos	  de	  RP	  (399).	  
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A	   la	  hora	  de	  plantear	  este	  experimento	  se	  escogió	   la	   línea	  1	  de	   la	   rata	  P23H	  ya	  que	  

experimenta	   una	   degeneración	   más	   rápida:	   se	   detectan	   los	   primeros	   signos	   de	  

degeneración	  a	  P10,	  con	  un	  mayor	  número	  de	  núcleos	  picnóticos	  en	  la	  CNE;	  a	  P15	  el	  

grosor	  de	  esta	  capa	  se	  corresponde	  con	  el	  76%	  del	  espesor	  en	  una	  rata	  SD	  y	  los	  SE	  y	  SI	  

de	   los	   fotorreceptores	   son	   de	  menor	   longitud.	   Conforme	   avanza	   la	   enfermedad,	   se	  

observa	   una	   mayor	   cantidad	   de	   núcleos	   picnóticos,	   un	   acortamiento	   cada	   vez	   más	  

marcado	   de	   los	   SE	   y	   SI,	   hasta	   que	   finalmente	   permanence	   algún	   cono	   y	   al	   final	   se	  

pierde	  la	  CNE;	  también	  es	  característica	  la	  presencia	  de	  microglía	  activada	  a	  nivel	  de	  la	  

CPE,	  CNE,	  CNI	   y	  CPI	   (400,	   401).	   En	   los	   estadíos	  más	  avanzados	  de	   la	   enfermedad,	   la	  

retina	   se	   caracteriza	   por	   presentar	   un	   proceso	   de	   remodelación	   general	   junto	   a	   la	  

creación	  de	  nuevos	  circuitos	  neuronales:	  las	  células	  del	  EPR	  migran	  hacia	  la	  retina,	  en	  

ocasiones	   junto	   a	   vasos	   coroideos	   desplazando	   las	   células	   de	   la	   CNI.	   El	   proceso	   de	  

remodelación	  retiniana	  se	  produce	  de	  forma	  complementaria	  a	  la	  degeneración	  de	  la	  

misma,	   dando	   lugar	   a	   multitud	   de	   cambios	   a	   nivel	   molecular	   que	   desembocan	   en	  

modificaciones	  morfológicas	  y	  funcionales	  de	  todas	  las	  células	  de	  la	  retina	  y	  que	  tienen	  

como	  resultado	  una	  retina	  estructuralmente	  diferente	  y	  disfuncional	  (36).	  	  

La	  valoración	  de	   la	  AV	  es	  una	  de	   las	  pruebas	  de	  análisis	   funcional	  de	   la	  visión	  

más	  utilizadas	   en	   la	   clínica	   humana:	   se	   basa	   en	   la	   capacidad	  del	   sistema	   visual	   para	  

discriminar	   entre	   dos	   estímulos	   separados	   en	   el	   espacio,	   con	   un	   alto	   contraste	   en	  

relación	   con	   el	   fondo.	   El	   mínimo	   ángulo	   de	   resolución	   que	   va	   a	   permitir	   a	   nuestro	  

sistema	   óptico	   identificar	   dos	   puntos	   e	   interpretarlos	   como	   estímulos	   separados	   e	  

independientes	   se	  define	  como	  el	  umbral	  de	   resolución,:	  matemáticamente	   la	  AV	  se	  

define	  como	  el	   inverso	  del	  ángulo	  con	  el	  que	  se	  resuelve	  el	  objeto	  más	  pequeño	  que	  

podemos	  identificar:	  AV=1/ángulo	  de	  resolución	  (402).	  El	  estudio	  de	  la	  AV	  en	  pacientes	  

con	   problemas	   de	   visión	   nos	   va	   a	   aportar	   información	   sobre	   la	   función	   visual,	  

fundamental	  para	  conocer	  características	  de	  la	  enfermedad.	  El	  sistema	  optomotor	  está	  

basado	  en	  el	  nistagmus	  optocinético,	  utilizado	  para	  valorar	  la	  AV	  en	  niños	  preverbales:	  

hace	   mucho	   años	   se	   comprobó	   que	   los	   niños	   recién	   nacidos	   presentaban	   una	  

respuesta	  optocinética	  innata	  ante	  patrones	  de	  rayas	  en	  movimiento	  y	  ante	  patrones	  

de	  columnas	  iluminadas	  de	  forma	  estroboscópica,	  las	  cuales	  simulaban	  un	  movimiento	  

de	  rotación.	  Los	  niños	  se	  colocaban	  en	  el	  interior	  de	  un	  cilindro,	  dispuestos	  sobre	  una	  
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especie	  de	  cama,	  con	  sus	  ojos	  aproximadamente	  en	  el	  centro	  del	  cilindro,	  para	  que	  la	  

distancia	  fuese	  equidistante	  a	  todos	  los	  puntos;	  el	  observador	  tenía	  que	  ser	  capaz	  de	  

determinar	   la	  dirección	  de”rotación”	  de	   las	  barras	  en	   función	  del	  movimiento	  ocular	  

de	  los	  niños	  (403).	  El	  nistagmus	  optocinético	  sigue	  utilizándose	  en	  el	  tambor	  de	  Barani,	  

utilizando	  un	   tambor	  con	  bandas	  verticales	  alternas	   	  blancas	  y	  negras	  y	  que	   se	  hace	  

girar	  hacia	  derecha	  e	  izquierda:	  si	  la	  AV	  del	  niño	  le	  permite	  ver	  las	  bandas,	  se	  detectará	  

el	  movimiento	  de	  sus	  ojos.	  Existen	  variantes	  de	  este	  tambor	  en	  los	  cuales	  se	  sustituyen	  

las	  bandas	  por	  dibujos,	  en	  el	  caso	  de	  que	  los	  niños	  sean	  más	  pequeños.	  	  

Otra	  de	  las	  características	  a	  tener	  en	  cuenta	  al	  estudiar	  la	  función	  visual	  de	  una	  

persona	  es	  la	  SC,	  es	  decir,	  el	  mínimo	  contraste	  que	  se	  necesita	  para	  detectar	  estímulos	  

distintos	   a	   diferentes	   frecuencias	   espaciales.	   Es	   frecuente	   la	   afectación	   de	   la	   SC	   en	  

múltiples	  patologías	  tanto	  retinianas	  como	  neuroftalmológicas,	  a	  pesar	  de	  lo	  cual,	  no	  

siempre	  la	  SC	  entra	  dentro	  de	  la	  batería	  de	  pruebas	  que	  se	  realiza	  a	  los	  enfermos	  de	  

modo	   rutinario.	   Este	   test	   es	   una	   herramienta	   complementaria	   a	   la	   anterior	   en	   la	  

función	   visual	   junto	   a	   otras,	   imprescindible	   en	   el	   diagnóstico	   y	   tratamiento	   de	   las	  

enfermedades	  oculares	  (404).	  

El	  test	  optomotor	  en	  roedores	  nos	  va	  a	  permitir	  obtener	  información	  de	  ambos	  

parámetros	   en	   un	   tiempo	   relativamente	   corto	   de	   estudio	   (368).	   Como	   hemos	  

comentado	   la	   valoración	   de	   la	   AV	   y	   SC	   en	   roedores	   es	  más	   sencillo	   en	   los	  modelos	  

pigmentados,	  que	  tienen	  una	  mayor	  AV	  que	   los	  animales	  albinos,	  además	  de	  que	   las	  

alteraciones	  de	  conexiones	  a	  nivel	   interhemisférico	  en	  animales	  albinos	  dificultaría	  el	  

reconocimiento	   de	   la	   respuesta	   ya	   	   que	   no	   muestran	   una	   respuesta	   clara	   ante	   los	  

diferentes	   estímulos.	   Ya	   se	   ha	   probado	   la	   eficacia	   de	   este	   método	   de	   análisis	  

previamente	  tanto	  en	  modelos	  animales	  de	  la	  enfermedad	  RP	  (49,	  405),	  como	  en	  otras	  

(406,	  407)	  mostrándose	  como	  un	  modelo	  de	  alta	  utilidad	  par	  la	  valoración	  funcional.	  

Se	   determinó	   la	   AV	   de	   ambos	   ojos	   en	   sentido	   de	   las	   agujas	   del	   reloj	   y	   en	  

sentido	   contrario.	   Tal	   como	   está	   descrito	   en	   trabajos	   previos,	   en	   el	   grupo	   de	   ratas	  

P23H	  pigmentadas,	  los	  valores	  de	  AV	  disminuyeron	  paralelos	  a	  la	  degeneración,	  en	  los	  

animales	  sin	  tratamiento	  complementario,	  siendo	  su	   	  valor	  obtenido	  tras	  6	  meses	  de	  

seguimiento	   0,458	   ciclos/°.	   Si	   lo	   comparamos	   con	   el	   valor	   obtenido	   tras	   el	   mismo	  
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tiempo	   en	   el	   grupo	   de	   las	   ratas	   sanas	   también	   pigmentadas,	   SDxLE,	   0,568	   ciclos/°,	  

podemos	   observar	   cómo	   la	   degeneración	   de	   los	   fotorreceptores,	   propia	   de	   esta	  

enfermedad,	   hace	   que	   la	   AV	   disminuya	   con	   la	   progresión	   de	   la	   enfermedad,	  

produciendo	  una	  afectación	  de	  uno	  de	  los	  parámetros	  de	  la	  función	  visual	  que	  hemos	  

analizado.	   Estos	   valores	   implican	   que	   este	   modelo	   animal	   con	   RP,	   presenta	   una	  

pérdida	  aproximada	  del	  20%	  de	  su	  AV	  en	  el	  tiempo	  de	  6	  meses.	  Como	  cabía	  esperar,	  la	  

AV	  fue	  significativamente	  inferior	  en	  el	  caso	  de	  los	  animales	  P23HxLE	  	  en	  comparación	  

con	  las	  SDxLE	  a	  todas	  las	  edades,	  aunque	  dentro	  del	  grupo	  de	  animales	  de	  referencia	  

se	  observa	  una	  ligera	  mejoría	  con	  la	  edad	  debido	  probablemente	  al	  aprendizaje	  de	  los	  

animales	  que	  no	  se	  ve	  en	  el	  grupo	  P23HxLE	  sin	  tratamiento	  donde	  la	  AV	  empeora	  con	  

la	   edad	   (49,	   408).	   Aun	   así	   debemos	   tener	   en	   cuenta	   que	   la	   AV	   es	   un	   parámetro	  

fundamental	   en	   las	   retinas	   de	   animales	   diurnos,	   con	   una	   zona	   de	   predominio	   de	  

conos,	  que	  en	  el	  caso	  de	  los	  humanos	  y	  otros	  primates	  es	  la	  mácula.	  Los	  conos	  son	  los	  

encargados	   de	   la	   discriminación	   visual,	   careciendo	   la	   retina	   de	   los	   roedores	   de	   esta	  

zona	  rica	  en	  conos,	  y	  este	  predominio	  de	  bastones	  hace	  que	  sean	  animales	  nocturnos	  

y	  con	  una	  AV	  baja.	  

La	  administración	  de	  los	  3	  tratamientos,	  MT,	  EGCG	  y	  la	  combinación	  de	  ambos,	  

consiguieron,	   tanto	   en	   el	   grupo	   de	   animales	   afectos	   por	   la	   mutación	   como	   en	   los	  

animales	   de	   referencia,	  mantener	   la	   AV	   con	   incluso	   discretas	  mejorías	   con	   la	   edad,	  

probablemente	   potenciando	   el	   efecto	   aprendizaje.	  Melatonina	   es	   una	  molécula	   con	  

conocidas	   propiedades	   neuroprotectoras	   y	   cuya	   capacidad	   se	   ha	   demostrado	   en	  

numerosos	   sistemas	   y	   modelos.	   Además	   de	   ser	   sintetizada	   a	   nivel	   de	   la	   glándula	  

pineal,	   también	   es	   biosintetizada	   por	   la	   retina,	   donde	   actúa	   como	  neuromodulador.	  

Aunque	   no	   se	   conocen	   todos	   sus	   mecanismos	   de	   acción,	   se	   ha	   visto	   que	   su	  

administración	   aporta	   beneficios	   en	   modelos	   animales	   de	   enfermedades	   oculares	  

como	   la	   coriorretinopatía	   serosa	   central	   (409),	   DMAE	   (410)	   o	   el	   glaucoma	   (411).	   En	  

alguno	   de	   estos	   estudios	   se	   ha	   observado	   que	   pacientes	   a	   los	   cuales	   se	   les	   ha	  

complementado	  en	   la	  dieta	  con	  melatonina	  han	  obtenido	  mejoras	  en	  sus	  valores	  de	  

AV	   tras	   un	   tiempo	   de	   tratamiento	   o	   al	   menos	   han	   impedido	   la	   progresión	   de	   la	  

enfermedad	  (412).	  Hasta	  nuestro	  conocimiento,	  el	  estudio	  que	  aquí	  presentamos	  es	  el	  

primero	   en	   demostrar	   una	   mejoría	   con	   la	   administración	   de	   melatonina	   en	   el	  
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parámetro	  de	  AV	  en	  un	  modelo	  animal	  de	  esta	  enfermedad.	  Melatonina	  es	  capaz	  de	  

ejercer	  su	  acción	  antioxidante	  actuando	  sobre	  moléculas	  sensibles	  a	  la	  afectación	  por	  

RL	   como	   los	   lípidos	   peroxidados,	   disminuyendo	   sus	   niveles	   e	   incrementando	   los	  

sistemas	   antioxidantes,	   permitiendo	   al	   organismo	   hacer	   frente	   al	   progreso	   de	   la	  

enfermedad.	  

El	   EGCG	  es	  un	  polifenol	  presente	  en	  grandes	   cantidades	  en	  el	   té	   verde	  y	   con	  

conocidas	  propiedades	  beneficiosas	  para	  la	  salud,	  entre	  las	  cuales	  hay	  que	  destacar	  su	  

poderosa	   actividad	   antioxidante.	   Debido	   a	   su	   bajo	   peso	   molecular	   y	   su	   carácter	  

hidrofílico,	  es	  capaz	  de	  atravesar	   la	  barrera	  hematorretiniana	  y	  alcanzar	   los	  distintos	  

compartimentos	  del	  globo	  ocular,	  alcanzando	  los	  tejidos	  intraoculares	  como	  la	  retina,	  

para	  ejercer	  su	  acción	  (339).	  	  

Se	  ha	  observado	  una	  elevada	  producción	  de	  RL,	  no	  sólo	  en	  pacientes	  y	  modelos	  

animales	   afectos	   por	   diferentes	   enfermedades,	   sino	   que	   también	   es	   un	   rasgo	  

característico	  del	  envejecimiento.	  La	  administración	  de	  las	  moléculas	  de	  estudio	  a	  las	  

ratas	  sanas	  SDxLE,	  demuestra	  el	  efecto	  positivo	  de	  estos	  antioxidantes	  sobre	  el	  daño	  

que	   producen	   las	   EROs	   y	   ERNs	   en	   la	   retina	   con	   el	   paso	   del	   tiempo,	   mejorando	   los	  

valores	  de	  VA	  sobre	  aquellos	  animales	  que	  no	  recibían	  ningún	  tratamiento.	  Debemos	  

tener	   en	   cuenta	   el	   papel	   que	   puede	   tener	   además	   el	   cruce	   de	   ratas	   albinas	   con	  

pigmentadas,	  ya	  que	  el	  albinismo	  es	  una	  causa	  añadida	  de	  disminución	  de	  AV,	  además	  

de	  aumentar	  el	  estrés	  oxidativo	  de	  la	  retina	  por	  la	  disminución	  de	  la	  melanina	  a	  nivel	  

de	  EPR	  que	  le	  puede	  hacer	  más	  susceptible	  al	  daño	  de	  las	  radiaciones	  UV:	  la	  melanina	  

regula	  la	  homeostasis	  de	  los	  iones	  de	  Ca2+	  en	  los	  melanocitos,	  y	  se	  ha	  observado	  una	  

ausencia	  de	  acumulación	  de	  Ca2+	  a	  nivel	  del	  EPR	  en	  ratones	  albinos,	  al	  contrario	  que	  lo	  

que	   ocurre	   en	   líneas	   pigmentadas,	   lo	   cual	   alteraría	   las	   uniones	   estrechas	   existentes	  

entre	  las	  células	  y	  por	  lo	  tanto,	  alterando	  sus	  funciones	  e	  integridad	  (413-‐415).	  

Por	   el	   contrario,	   no	   se	   detectaron	   diferencias	   significativas	   al	   comparar	   los	  

valores	  de	  SC	  obtenidos	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  y	  las	  SDxLE	  no	  tratadas	  a	  P180,	  debido	  a	  

un	  empeoramiento	  en	  la	  SC	  de	  las	  ratas	  SDxLE	  a	  partir	  de	  P90.	  Sin	  embargo,	  si	  las	  hubo	  

en	   edades	   tempranas,	   lo	   cual	   puede	   ser	   debido	   a	   una	   afectación	   de	   las	   células	  

ganglionares	   que	   se	   produce	   con	   la	   edad,	   y	   equipararía	   a	   P180	   los	   valores	   de	   SC	  
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obtenidos	  en	  las	  ratas	  SDxLE	  con	  las	  ratas	  P23HxLE	  (416,	  417).	  A	  lo	  largo	  del	  tiempo	  se	  

han	   realizado	   estudios	   en	   los	   cuales	   se	   ha	   tratado	   de	   analizar	   el	   efecto	   de	   la	   edad	  

sobre	  el	  parámetro	  de	  SC;	  Elliot	  y	   cols.	   (418)	  ya	  demostraron	  en	  1987	  el	   importante	  

papel	  que	  tienen	  la	  afectación	  neural	  y	  retiniana	  que	  se	  produce	  con	  la	  edad	  con	  los	  

cambios	  producidos	  en	  la	  SC	  (419).	  Tanto	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  como	  en	  las	  SDxLE	  se	  

observa	  un	  claro	  incremento	  de	  los	  valores	  de	  SC	  tras	  la	  administración	  de	  EGCG	  y	  del	  

tratamiento	  combinado,	  pero	  aunque	  se	  ve	  una	  tendencia	  a	  la	  mejora,	  el	  tratamiento	  

con	   MT	   solo	   no	   alcanza	   diferencia	   significativa	   respecto	   al	   vehículo.	   Ha	   sido	  

demostrado	  ampliamente	  el	  descenso	  	  en	  los	  niveles	  de	  MT	  que	  se	  desencadena	  con	  la	  

edad	  y	  en	  enfermedades	  neurodegenerativas	  (285,	  410,	  420,	  421).	  Ésto,	  junto	  a	  unos	  

niveles	   superiores	   de	   RL,	   favorecería	   la	   pérdida	   de	   células	   a	   nivel	   retiniano:	   cabría	  

pensar	  que	  el	  suplemento	  con	  MT	  reduciría	  los	  niveles	  de	  EROs	  gracias	  a	  su	  actividad	  

antioxidante	  (422,	  423),	  retrasando	  la	  afectación	  retiniana	  y	  por	  lo	  tanto,	  mejorando	  el	  

parámetro	   de	   función	   visual,	   la	   SC.	   El	   EGCG	   también	   ha	   demostrado	   ser	   capaz	   de	  

actuar	   sobre	   distintos	   tipos	   celulares,	   reduciendo	   los	   niveles	   de	   RL	   presentes	   en	   la	  

retina	  (363,	  424).	  No	  ha	  sido	  posible	  encontrar	  estudios	  en	  los	  cuales	  se	  determine	  la	  

acción	  de	  sustancias	  antioxidantes	  sobre	  la	  SC,	  aunque	  sí	  se	  han	  analizado	  sobre	  otros	  

parámetros	  visuales	  como	  la	  amplitud	  de	  la	  onda	  b	  obtenida	  en	  el	  ERG,	  o	  por	  estudios	  

inmunocitoquímicos,	  sustancias	  como	  el	  ácido	  taurodeoxicólico	  (425),	  por	  lo	  tanto	  en	  

este	   estudio	  mostramos	   por	   primera	   vez	   que	   el	   tratamiento	   con	   EGCG	   o	   EGCG+MT	  

mejora	  la	  SC	  tanto	  en	  animales	  modelo	  de	  RP	  como	  en	  animales	  de	  referencia	  con	  la	  

edad.	  

El	   ERG	   es	   otra	   técnica	   de	   valoración	   funcional	   que	   nos	   permite	   apreciar	  

cambios	  electrofisiológicos	  previos	  a	  su	  manifestación	  en	  el	  sistema	  OptoMotry.	  El	  ERG	  

Ganzfeld	   nos	   ofrece	   resultados	   sobre	   la	   función	   de	   la	   retina	   en	   su	   totalidad,	   a	  

diferencia	   de	   otros	   ERG	   como	   el	   multifocal.	   La	   onda	   a,	   reflejo	   de	   la	   función	   de	   los	  

fotorreceptores,	   y	   obtenida	   tras	   una	   adaptación	   a	   la	   luz,	   es	   decir,	   bajo	   condiciones	  

escotópicas,	   fue	   el	   parámetro	   más	   afectado	   en	   los	   animales	   enfermos,	   ya	   que	   es	  

representativo	  de	  la	  función	  de	  los	  fotorreceptores,	  principales	  células	  afectadas	  en	  la	  

RP.	   A	   P180	   se	   puede	   observar	   que,	   mientras	   que	   el	   grupo	   de	   animales	   control	  

presentaban	  valores	  de	  amplitud	  de	  397,3µV	  con	  una	  intensidad	  de	  estímulo	  de	  2,85	  
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cd.s/m2,	  el	  grupo	  de	  ratas	  P23H	  sin	  tratamiento	  presentaba	  unos	  valores	  de	  49,84	  µV,	  

aproximadamente	  el	  12%	  de	  la	  obtenida	  en	  las	  ratas	  sanas,	  mostrando	  claramente	  del	  

estado	  en	  el	  que	  se	  encuentran	  los	  fotorreceptores	  y	  sobre	  todo	  la	  pérdida	  extensa	  de	  

bastones	  en	  esta	  edad	  (367,	  426).	  Ninguno	  de	  los	  tratamientos	  antioxidantes	  consiguió	  

mejorar	  la	  función	  del	  ERG,	  quedando	  el	  doble	  tratamiento	  antioxidante	  como	  el	  que	  

presentó	   la	  media	  más	  alta	  que	  consiguió	  un	  valor	  de	  apenas	  57,9	  µV	  al	  estímulo	  de	  

2,85	  cd.s/m2,	  respecto	  al	  del	  grupo	  sin	  tratar,	  que	  presentaba	  un	  valor	  de	  49,8	  µV.	  De	  

forma	  totalmente	  opuesta,	  en	  el	  caso	  de	  los	  animales	  SDxLE,	  los	  3	  grupos	  a	  los	  cuales	  

se	   les	   administró	   algún	   tratamiento,	   finalizaron	   el	   estudio	   con	   valores	   superiores	   al	  

grupo	  de	  referencia.	  	  

Cuando	   hay	   pérdida	   funcional	   a	   nivel	   del	   ERG,	   independientemente	   de	   los	  

tratamientos	  utilizados,	  tanto	  médicos	  como	  celulares	  etc,	  se	  consiguen	  mejorías	  en	  el	  

ERG	  (425,	  427,	  428)	  habitualmente	  de	  corta	  duración,	  siendo	  pocos	   los	   tratamientos	  

que	   consiguen	   mantener	   valores	   después	   de	   6	   meses	   de	   seguimiento	   (429,	   430).	  

Lavoie	   y	   cols.	   (431)	   demostraron	   en	   un	   estudio	   realizado	   sobre	   perros	   Beagle	   sanos	  

que,	  la	  administración	  durante	  el	  día	  de	  melatonina	  reducía	  la	  amplitud	  de	  las	  ondas	  a	  

y	   b	   obtenidas	   en	   el	   ERG,	   demostrando	   por	   un	   lado,	   que	   la	   suplementación	   oral	  

permitía	   que	   esta	   molécula	   alcanzase	   la	   retina	   y,	   por	   otro	   lado,	   sugiriendo	   que	   la	  

ingesta	   de	   ésta	   durante	   el	   día	   inhibiría	   la	   liberación	   de	   dopamina,	   disminuyendo	   la	  

aportación	  de	   los	  conos	  sobre	   la	  onda	  obtenida.	  Sin	  embargo,	  en	  nuestro	  estudio	  es	  

necesario	   destacar	   dos	   diferencias	   significativas	   respecto	   a	   este	   experimento:	   en	  

primer	   lugar,	   nuestro	   grupo	   administró	   de	   forma	   continua	  melatonina,	   tanto	   de	   día	  

como	   de	   noche,	   durante	   6	   meses,	   y	   en	   segundo	   lugar,	   las	   ratas	   son	   animales	  

nocturnos,	   a	   diferencia	   de	   los	   perros,	   con	   una	   mayor	   ingesta	   de	   comida	   y	   bebida	  

durante	  la	  noche,	  por	  lo	  que	  la	  explicación	  aportada	  relativa	  a	  la	  dopamina,	  en	  nuestro	  

caso	   no	   aplicaría,	   ya	   que	   se	   han	   demostrado	   múltiples	   diferencias	   en	   cuanto	   a	   la	  

liberación	  de	  neurotransmisores	  y	  hormonas	  como	  el	  GABA,	  melatonina,	  la	  dopamina,	  

la	   leptina…	   cuando	   comparamos	   animales	   diurnos	   y	   nocturnos	   (432).	   Combinar	  

melatonina	   con	   el	   EGCG,	   o	   administrar	   este	   último	   de	   forma	   independiente	   obtuvo	  

mejoras	   en	   cuanto	   a	   la	   amplitud	   de	   la	   onda	   a	   estadísticamente	   significativas	   a	  

prácticamente	   todas	   las	   intensidades	   de	   estímulos	   aplicadas.	   No	   se	   han	   encontrado	  
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estudios	   en	   los	   que	   se	   haya	   estudiado	   el	   efecto	   de	   esta	   catequina	   sobre	   el	   ERG	   de	  

ratas	  sanas,	  sin	  embargo	  si	  existen	  estudios	  de	  ratas	  con	  afectación	  ocular	  como	  por	  

ejemplo	   la	   isquemia,	   causada	   por	   un	   incremento	   de	   la	   presión	   ocular	   a	   nivel	   de	   la	  

cámara	  anterior	  debido	  a	  la	  inserción	  de	  una	  aguja	  en	  este	  lugar;	  a	  estos	  animales	  se	  

les	  administraba	  el	  EGCG	  a	  una	  concentración	  de	  0,5%	  en	  el	  agua	  de	  bebida,	  y	  tras	  3	  

días	   se	   analizó	   el	   estado	   del	   ojo,	   y	   se	   comparó	   con	   el	   contralateral:	   los	   animales	  

tratados	   con	   EGCG	   presentaban	   una	   mejoría	   en	   las	   amplitudes	   tanto	   de	   la	   onda	   a	  

como	  la	  b,	  además	  de	  demostrar	  que	  era	  capaz	  de	  alcanzar	  de	  forma	  efectiva	  la	  retina,	  

disminuyendo	  la	  tasa	  de	  apoptosis	  de	  las	  células	  retinianas	  ganglionares,	  causada	  por	  

la	  isquemia	  (433).	  

La	  amplitud	  de	  la	  onda	  b	  fue	  significativamente	  menor	  en	  el	  modelo	  animal	  de	  

la	  RP,	   indicativo	   la	   existencia	  de	  una	   alteración	   a	  nivel	   de	   las	   células	  bipolares	  de	   la	  

retina	   a	   la	   edad	   de	   estudio,	   por	   la	   degeneración	   producida	   por	   la	   enfermedad.	   El	  

tratamiento	  con	  melatonina	  y	  EGCG	  o	  únicamente	  con	  éste	  último	  produjo	  mejorías	  

significativas	  al	  analizar	  este	  parámetro.	  Qi	  y	  cols.	  (434)	  demostraron	  el	  poder	  de	  esta	  

catequina	  administrándola	  en	  un	  modelo	  animal	   con	  degeneración	   retiniana	  por	   luz:	  

en	   estos	   animales	   se	   observó	   una	   preservación	   de	   la	   función	   visual,	   analizando	   la	  

amplitud	   de	   las	   ondas	   obtenidas	   mediante	   ERG,	   gracias	   a	   su	   poderosa	   capacidad	  

antioxidante	  y	  eliminadora	  de	  RL,	  que	   incrementó	   los	  niveles	  de	  ARNm	  de	   la	  enzima	  

SOD,	  disminuyendo	  de	  esta	  forma	  la	  muerte	  celular	  derivada	  de	   los	  RL.	  También	  hay	  

estudios	  que	  han	  demostrado	  que	  el	  receptor	  de	  la	  laminina	  de	  67kDa	  (67LR)	  posee	  en	  

su	   superficie	   receptores	   a	   los	   cuales	   puede	   unirse	   el	   EGCG	   para	   ejercer	   su	   acción	  

disminuyendo	   la	   expresión	   de	   factores	   de	   transcripción	   que	   disminuyan	   el	   estado	  

inflamatorio	   (435),	   proceso	   que	   se	   ha	   visto	   en	   numerosas	   enfermedades	   oculares	   y	  

que	  favorece	  el	  progreso	  de	  las	  mismas	  (436,	  437),	  entre	  otras	  cosas,	  por	  la	  activación	  

de	  la	  microglia.	  

Gracias	  al	  protocolo	  de	  doble	  flash,	  pudimos	  estudiar	  la	  aportación	  de	  los	  conos	  

a	   la	   onda	   b	   en	   condiciones	   escotópicas,	   saturando	   los	   bastones	   gracias	   a	   un	   primer	  

flash	  de	  intensidad	  1,4	  log	  cd.s/m2,	  al	  cual	  le	  sigue	  un	  segundo	  flash	  (con	  una	  diferencia	  

de	   1	   segundo	   entre	   ellos),	   al	   cual	   sólo	   los	   conos	   son	   capaces	   de	   responder.	   La	  
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información	  obtenida	  gracias	  a	  esta	  prueba	  es	  un	  reflejo	  de	  lo	  visto	  tras	  el	  análisis	  de	  la	  

amplitud	   de	   la	   onda	   b:	   las	   ratas	   P23HxLE	   presentan	   una	   menor	   respuesta	   a	   los	  

distintos	  estímulos	  por	  parte	  de	  los	  fotorreceptores	  debido	  a	  la	  progresión	  de	  6	  meses,	  

edad	   a	   la	   que	   se	   realizó	   el	   ERG.	   Además,	   en	   todos	   los	   grupos	   se	   puede	   observar	   la	  

misma	   aportación	   a	   la	   onda	   b	   por	   parte	   de	   los	   conos	   y	   los	   bastones,	   de	   lo	   cual	  

podemos	  extraer	  que	   la	  enfermedad	  ha	  progresado	  hasta	  tal	  punto	  que	   la	  apoptosis	  

experimentada	  por	   los	  bastones	  ya	  ha	  alcanzado	  a	   los	  conos,	   los	  cuales	  también	  han	  

sufrido	  un	  proceso	  de	  degeneración	  y	  apoptosis.	  Existen	  varias	  hipótesis	  que	  tratan	  de	  

explicar	   este	   hecho,	   ninguna	   de	   ellas	   excluyente	   a	   las	   otras:	   por	   un	   lado	   existen	  

evidencias	  de	  que	  los	  bastones	  secretan	  un	  factor	  de	  crecimiento	  imprescindible	  para	  

la	   supervivencia	  de	   los	  conos,	  RdCGF	   (438)	  por	   lo	  que,	  al	  morir,	   los	   conos	  acusan	  su	  

falta	   y	   empiezan	   a	   degenerar.	   Por	   otro	   lado	   se	   ha	   detectado	   un	   incremento	   de	   los	  

niveles	  de	  O2	  en	  la	  capa	  de	  los	  fotorreceptores,	  tras	  la	  muerte	  de	  los	  bastones	  y	  que	  a	  

esos	  niveles	   sería	   tóxico	  para	   la	   retina	  externa	   (439).	  Este	  O2	  además,	   incrementaría	  

los	  niveles	  de	  producción	  de	  RL,	  con	  lo	  cual,	  los	  niveles	  de	  estrés	  oxidativo	  serían	  tan	  

elevados	   que	   afectarían	   a	   los	   conos	   y	   el	   resto	   de	   células	   retinianas,	   causando	   su	  

muerte	  (440).	  En	  este	  protocolo	  de	  doble	  flash,	   la	   intensidad	  del	  estímulo	  fue	  de	  1,4	  

log	  cd.s/m2	  y	  a	  esta	   intensidad	   los	   tratamientos	  administrados	  no	   fueron	  capaces	  de	  

detener	  el	  efecto	  deletéreo	  secundario	  a	  la	  pérdida	  de	  los	  bastones,	  con	  una	  pérdida	  

progresiva	  e	  irremediable	  de	  los	  conos	  y	  por	  tanto,	  pérdida	  de	  la	  visión	  central	  en	  los	  

humanos.	   Sin	   embargo,	   en	   el	   análisis	   de	   la	   onda	   b,	   con	   intensidades	   de	   estímulo	  

superiores	  sí	  se	  ve	  una	  mejora	  con	  el	  tratamiento	  de	  EGCG	  solo	  o	  combinado	  con	  MT,	  

por	  lo	  que	  no	  se	  puede	  descartar	  que	  a	  intensidades	  superiores	  de	  estímulo	  pudieran	  

estar	  diferenciándose	  la	  aportación	  de	  los	  conos	  y	  bastones	  entre	  los	  tratamientos	  y	  el	  

vehículo.	  

Resumiendo	   nuestros	   hallazgos	   funcionales	   podemos	   determinar	   que,	   como	  

estaba	  previsto	  y	  descrito	  en	  numerosos	  trabajos	  en	  la	  literatura	  (367,	  398,	  400,	  441,	  

442)	  existe	  una	  clara	  relación	  entre	  la	  pérdida	  de	  la	  función	  visual	  y	  la	  degeneración	  de	  

la	  retina	  debida	  a	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad.	  	  Se	  observaron	  diferencias	  entre	  las	  

ratas	  P23H	  y	  animales	  sanos	  desde	  el	  primer	  registro,	  a	  P30,	  en	  el	  parámetro	  de	  la	  AV,	  

indicativo	   de	   que	   la	   afectación	   de	   los	   fotorreceptores	   por	   la	   mutación	   comienza	   a	  
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edades	   tempranas.	  A	  pesar	  de	  esto,	   a	   la	  última	  medida	   realizada,	   a	  P180	   todavía	   se	  

obtuvieron	  valores	  que	  permitían	  a	   las	   ratas	  mantener	  el	  movimiento	  optoquinético	  

ante	   el	   estímulo	   presentado.	   Si	   además	   combinamos	   esto	   con	   el	   hecho	   de	   que	   en	  

edades	  tempranas	  se	  vio	  mayor	  afectación	  de	  la	  SC	  en	  las	  ratas	  P23H,	  aunque	  niveles	  

similares	   a	   P180,	   podemos	   concluir	   que	   la	   línea	   P23H	   (línea	   1)	   pigmentada	  

heterocigota,	  aunque	  experimenta	  una	  progresión	  degenerativa	  en	  los	  fotorreceptores	  

debido	  a	  la	  mutación	  en	  el	  gen	  de	  la	  rodopsina,	  ésta	  es	  capaz	  de	  mantener	  una	  AV	  y	  SC	  

durante	  un	  periodo	  relativamente	  largo	  de	  su	  vida,	  siendo	  menos	  agresiva	  y	  más	  lenta	  

que	  como	  cuando	  se	  da	  en	  estudios	  realizados	  en	  ratas	  en	  homocigosis	  o	  albinas,	  de	  

forma	  semejante	  a	   lo	  que	  ocurre	  en	   los	  humanos	  (443).	  Volvemos	  a	  tener	  en	  cuenta	  

que	   las	   ratas	   son	   animales	   nocturnos,	   con	   una	   retina	   rica	   en	   bastones	   y	   pobre	   en	  

conos,	   y	  que	   la	  AV	  es	  una	  medida	  preferentemente	  de	   la	   función	  de	   los	   conos	  pero	  

estos	  animales	  son	  capaces	  de	  seguir	  durante	  tiempo	  las	  líneas	  del	  sistema	  optomotor	  

(444).	  	  

La	   administración	  de	  MT	   y	   EGCG	   reporta	  mejorías,	   de	   forma	   general,	   para	   la	  

función	  visual	  de	  los	  animales	  transgénicos.	  En	  el	  caso	  de	  las	  ratas	  SDxLE,	  este	  mismo	  

tratamiento	  antioxidante,	  retrasa	  la	  pérdida	  de	  visión	  relativa	  a	  la	  edad	  que	  se	  produce	  

o	  que	  puede	  estar	   relacionada	  con	  el	   cruce	  de	  una	   rata	  pigmentada	  con	  una	  albina,	  

pudiendo	  considerarse	  un	  buen	  complemento	  para	  el	  mantenimiento	  visual	  durante	  el	  

proceso	  del	  envejecimiento.	  

Dentro	  de	  las	  funciones	  no	  visuales	  de	  la	  retina	  se	  incluye	  la	  sincronización	  de	  

ritmos	  circadianos.	  El	  sistema	  circadiano	  se	  encuentra	  en	  todos	  los	  organismos	  vivos	  y	  

permite	  percibir	  y	  predecir	  cambios	  en	  el	  medio	  ambiente	  para	  poder	  anticiparnos	  a	  

ellos,	   de	   forma	   fisiológica	   (respuesta	   adaptativa	   al	   ambiente).Este	   sistema	  biológico,	  

regulado	  por	  un	  reloj	  interno,	  puede	  experimentar	  cambios	  en	  función	  de	  las	  señales	  

que	  reciba	  de	  sincronizadores	  exógenos	  o	  zeitgebers.	  Al	  igual	  que	  ocurre	  con	  el	  resto	  

de	  órganos,	   este	   sistema	  experimenta	   un	  proceso	  de	  maduración,	   que	   finaliza	   en	   la	  

edad	  adulta,	  y	  posteriormente	  un	  envejecimiento	  del	  mismo.	  La	  luz	  alcanza	  la	  retina	  y	  

envía	  la	  señal	  a	  través	  del	  tracto	  retino-‐hipotalámico	  hasta	  el	  NSQ,	  donde	  se	  regula	  la	  

síntesis	   de	   melatonina,	   la	   cual	   es	   la	   responsable	   de	   la	   sincronización	   del	   ritmo	  
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circadiano	  central	  y	  el	  resto	  de	  ritmos	  periféricos	  que	  encontramos	  en	  órganos	  como	  

los	  riñones,	  el	  intestino,	  hígado…(445)	  	  

En	  ausencia	  de	  luz,	  el	  sistema	  circadiano	  pierde	  esta	  regulación	  con	  el	  exterior	  y	  

adquiere	  un	  ritmo	  propio,	  que	  no	  tiene	  por	  qué	  coincidir	  con	  el	  período	  de	  24	  horas	  

medioambiental	  de	  día/noche.	  Esto	  es	  lo	  que	  ocurre	  en	  muchos	  casos	  de	  ceguera:	  se	  

han	  detectado	  numerosos	  problemas	  de	  sueño	  en	  personas	  con	  afectación	  de	  la	  vista,	  

aunque	   éstos	   dependerán	   de	   la	   severidad	   de	   la	   enfermedad,	   ya	   que	   si	   todavía	   son	  

capaces	   de	   percibir	   la	   luz,	   esta	   desincronización	   de	   los	   ritmos	   no	   será	   tan	   grave.	   Se	  

estima	  que	  más	  de	  la	  mitad	  de	  las	  personas	  ciegas	  presentan	  unos	  ritmos	  circadianos	  

independientes	   del	   ritmo	   ambiental,	   lo	   cual	   conlleva	   numerosos	   problemas	   de	  

insomnio	  nocturno,	  somnolencia	  durante	  las	  horas	  del	  día,	  entre	  otros	  (446,	  447).	  	  

En	  la	  RP,	  se	  produce	  una	  afectación	  de	  los	  fotorreceptores,	  que	  progresa	  hasta	  

afectar	   a	   todos	   los	   tipos	   celulares	   retinianos.	   Existe	  un	   tipo	  de	   ipCGR,	   y	  que	   forman	  

parte	  de	  esta	  regulación	  de	  los	  ritmos	  circadianos,	  por	  lo	  que	  su	  afectación	  en	  estadíos	  

tardíos	   de	   la	   enfermedad	   desembocará	   en	   ciertos	   problemas:	   se	   ha	   observado	   que	  

ratones	  con	  afectación	  a	  nivel	  de	  conos	  y	  bastones	  son	  capaces	  de	  mantener	  el	  ritmo	  

circadiano	   según	   el	   ciclo	   de	   luz	   y	   oscuridad	   ambiental,	   mientras	   que	   ratones	   que	  

también	  presentan	   las	   ipCGR	  afectadas	  carecen	   tanto	  de	  esta	   regulación	  del	   sistema	  

circadiano	   como	  de	   ciertas	   funciones	   no	   visuales	   (448).	   Conforme	   la	   RP	   progresa	   se	  

produce	  una	  pérdida	  progresiva	  de	  la	  densidad,	  integridad	  y	  arborización	  dendrítica	  de	  

las	  ipCGR	  (449).	  Una	  de	  las	  funciones	  no	  visuales	  en	  las	  que	  participan	  las	  ipCGR	  es	  el	  

reflejo	  pupilar,	  el	  cual	  controla	  la	  cantidad	  de	  luz	  que	  alcanza	  la	  retina:	  la	  pérdida	  del	  

control	  de	  esta	  función	  llevaría	  aparejada	  un	  descenso	  en	  la	  producción	  de	  melatonina	  

retiniana	  (450),	  lo	  cual	  a	  su	  vez,	  llevará	  a	  alteraciones	  fisiológicas	  de	  la	  retina,	  ya	  que	  

participa	  en	  procesos	  como	  la	  activación	  del	  proceso	  de	  renovación	  de	  los	  discos	  de	  los	  

segmentos	   externos	   de	   los	   fotorreceptores,	   la	   actividad	   fagocítica	   de	   las	   células	   del	  

EPR	   sobre	   dichos	   discos,	   protege	   el	   EPR	   del	   estrés	   oxidativo,	   lo	   cual	   es	   de	   gran	  

relevancia	  en	  enfermedades	  como	   la	  DMAE,	  mantenimiento	  de	   la	  presión	  ocular	  por	  

variaciones	   circadianas…(451).	   La	   afectación	   de	   todos	   estos	   procesos	   también	  

promoverá	  la	  apoptosis	  celular	  y	  por	  lo	  tanto,	  el	  avance	  de	  la	  RP(53).	  	  
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En	   nuestro	   estudio,	   las	   ratas	   P23HxLE	   presentaron	   unos	   niveles	   de	   actividad	  

menores	  que	  las	  ratas	  de	  referencia,	  además	  de	  un	  desplazamiento	  de	  más	  de	  7	  horas	  

entre	  su	  periodo	  de	  2	  horas	  de	  mínima	  temperatura	  y	  actividad.	  Sin	  embargo,	  no	  se	  

observaron	   diferencias	   estadísticamente	   significativas	   en	   cuanto	   a	   variables	   no	  

paramétricas	  estudiadas	  como	  la	  estabilidad	  interdiaria,	  la	  fragmentación	  y	  la	  amplitud	  

relativa,	  ni	  en	  el	  estudio	  de	  la	  temperatura	  ni	  en	  el	  de	  la	  actividad	  motora.	  Un	  estudio	  

previo	  sobre	  los	  ritmos	  circadianos	  en	  este	  modelo	  animal	  de	  RP	  (393)	  ha	  demostrado	  

que	  la	  degeneración	  retiniana	  producida	  en	  las	  ratas	  P23H-‐1	  producía	  una	  afectación	  

del	  sistema	  melanopsínico	  que	  alteraba	  los	  ritmos	  circadianos	  tras	  24	  meses	  de	  avance	  

de	  la	  enfermedad.	  Una	  diferencia	  con	  nuestro	  trabajo	  es	  el	  tipo	  de	  rata	  utilizada,	  que,	  

aun	  siendo	  la	  línea	  1	  de	  este	  modelo	  animal,	  ésta	  estaba	  en	  homocigosis	  y	  era	  albina,	  

es	  decir,	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  fue	  mucho	  más	  rápida	  y	  el	  albinismo	  agrava	  la	  

degeneración	   de	   la	   retina	   producida	   por	   la	   mutación	   P23H.	   También	   el	   tiempo	   de	  

estudio	  fue	  mayor	  en	  su	  caso,	  de	  ahí	  que	  se	  encontrasen	  diferencias	  que	  en	  nuestro	  

modelo	  todavía	  no	  se	  han	  podido	  alcanzar.	  El	  trabajo	  de	  Lax	  y	  cols.	  contempló	  que	  es	  

necesario	  que	  las	  ratas	  lleguen	  a	  estadíos	  avanzados	  de	  envejecimiento	  para	  presentar	  

mínimas	  alteraciones	  como	  son	  cambios	  en	   los	   ritmos	  circadianos	  de	   la	   temperatura	  

corporal	   y	   la	   actividad	   locomotora:	   los	   ritmos	   de	   temperatura	   se	   han	   observado	  

similares	  en	  ratones	  en	  edad	  juvenil,	  adulta	  y	  en	  edades	  más	  avanzadas,	  al	  igual	  que	  se	  

demostró	   previamente	   en	   otro	   estudio	   del	   mismo	   grupo	   (357),	   mientras	   que	   el	  

parámetro	   de	   la	   actividad	   locomotora	   presenta	   un	   ritmo	   menos	   robusto,	  

disminuyendo	  con	  la	  edad	  (393).	  

La	  administración	  de	  MT	  sobre	  los	  animales	  sanos	  mejoró	  significativamente	  el	  

índice	   de	   desincronización,	   al	   igual	   que	   lo	   hizo	   sobre	   el	   grupo	   de	   ratas	   P23H	  

heterocigotas	   que	   la	   tomaron,	   indicando	   que	   esta	   molécula	   favorece	   un	   correcta	  

sincronización	  del	  ritmo	  de	  24	  horas	  establecido	  por	  las	  señales	  externas	  con	  el	  propio	  

ritmo	   endógeno	   de	   los	   animales,	   papel	   que	   presenta	   de	   forma	   natural	   en	   los	  

organismos.	   El	   trabajo	   de	   Lax	   y	   cols.	   del	   2011	   	   también	   utilizó	  MT	   para	   estudiar	   su	  

efecto	  en	  estas	  ratas:	  en	  su	  trabajo	  utilizaron	  ratas	  P23H	  homocigotas	  de	  la	   línea	  3	  a	  

las	   cuales	   se	   les	   administró	   MT	   en	   el	   agua	   de	   bebida	   a	   una	   concentración	   de	  

2mg/Kg/día,	  durante	  16	  meses	  y	  se	  observó	  que	  estos	  animales	  sufrieron	  una	  menor	  
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progresión	   de	   la	   enfermedad	   y	   una	   menor	   afectación	   del	   ritmo	   circadiano,	   lo	   cual	  

coincide	  con	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  nuestro	  estudio.	  	  

El	  EGCG,	  por	  el	  contrario,	  incrementó	  el	  valor	  de	  la	  AR	  del	  ritmo	  de	  actividad	  y	  

disminuyó	   el	   valor	   de	   CFI	   del	   ritmo	   de	   temperatura,	   indicando	   una	   mayor	  

fragmentación	   y	   una	   peor	   ritmicidad	   circadiana,	   en	   las	   ratas	   SDxLE.	   Estos	   animales	  

también	  presentaron	  unos	  menores	   niveles	   de	   actividad	   respecto	   a	   aquellos	   que	  no	  

fueron	   tratados.	   Mi	   y	   cols.	   (452)	   realizaron	   un	   estudio	   en	   el	   cual	   demostraron	   la	  

capacidad	   de	   esta	   catequina	   para	   atenuar	   la	   desincronización	   circadiana	   que	   se	  

produce	   en	   el	   hígado	   en	   un	  modelo	   animal	   del	   síndrome	  metabólico,	   disminuyendo	  

además	   parámetro	   de	   estrés	   oxidativo	   como	   lípidos	   peroxidados.	   No	   se	   han	   podido	  

encontrar	  estudios	  en	  los	  que	  se	  observe	  el	  efecto	  del	  EGCG	  sobre	  el	  ritmo	  circadiano	  

de	   individuos	   sanos,	   como	  en	  nuestro	   caso,	   sin	   embargo,	   un	  estudio	   realizado	  en	  el	  

año	  2011	  demostró	  la	  capacidad	  del	  EGCG	  para	  actuar	  sobre	  receptores	  GABAérgicos	  

del	   SNC	   e	   incrementar	   el	   tiempo	   del	   sueño	   y	   disminuir	   la	   latencia	   del	   mismo,	   en	  

ratones	  sanos	  a	  los	  cuales	  se	  les	  administraba	  pentobarbital	  (453).	  Estudios	  anteriores	  

también	   han	   demostrado	   su	   actividad	   anti-‐dopaminérgica,	   y	   su	   efecto	   hipnótico,	  

además	  de	  sus	  efectos	  sedantes	  y	  de	  ser	  capaz	  de	  contrarrestar	  el	  efecto	  de	  la	  cafeína	  

(453,	  454).	   Las	   ratas	  P23HxLE	   tratadas	  presentaron	  un	  descenso	  en	   la	  acrofase	  de	   la	  

actividad,	  junto	  a	  una	  disminución	  de	  la	  variable	  EI,	  es	  decir,	  empeoró	  la	  consistencia	  

de	   los	   patrones	   circadianos.	   A	   diferencia	   de	   la	   MT,	   la	   acción	   de	   la	   EGCG	   sobre	   los	  

ritmos	   circadianos	   en	   estos	   animales	   nocturnos,	   en	   los	   cuales	   ya	   hemos	   comentado	  

que	   tienen	   menos	   influencia	   su	   efecto	   sobre	   otros	   neurotransmisores	   como	   la	  

dopamina	  por	  ejemplo,	  es	  escasa	  y	  aunque	  pueda	  tener	  una	  acción	  preventiva	  sobre	  la	  

degeneración	  retiniana	  por	  su	  efecto	  antioxidante,	  éste	  es	  claramente	  insuficiente	  a	  la	  

hora	   de	   reflejarse	   en	   los	   ritmos	   circadianos,	   entre	   otras	   cosas	   porque	   son	   ritmos	  

mantenidos	  hasta	  muy	  avanzada	  la	  enfermedad,	  e	  incluso	  cuando	  las	  ratas	  son	  ciegas.	  	  

La	  administración	  conjunta	  de	  MT	  y	  EGCG,	  no	  aportó	  beneficios,	  pero	  tampoco	  

empeoró	  los	  parámetros	  analizados.	  En	  el	  caso	  de	  las	  ratas	  SDxLE,	  este	  grupo	  presentó	  

unos	   valores	   significativamente	   mayores	   en	   la	   amplitud	   de	   la	   temperatura	   y	   la	  

amplitud	   relativa	   de	   la	   actividad.	   Esto	   último	   también	   ocurría	   cuando	   se	   les	  

administraba	   a	   ratas	   sanas	   únicamente	   el	   EGCG,	   y	   no	   sucedía	   en	   el	   caso	   de	   la	  
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administración	   de	   la	   MT.	   Es	   difícil	   justificar	   porque	   la	   administración	   conjunta	   de	  

ambas	  sustancias	  puede	  en	  algunos	  de	  los	  parámetros	  que	  hemos	  estudiado	  atenuar	  

el	   efecto	  beneficioso	  de	  una	  de	  ellas,	   sin	  embargo,	  en	  otras,	  esa	   capaz	  de	  potenciar	  

esta	  mejoría.	  Es	  necesario	  realizar	  más	  estudios	  con	  distintas	  posologías	  para	  valorar	  el	  

efecto	   de	   las	   dosis	   en	   esta	   asociación	   y,	   sobre	   todo,	   obtener	   tejido	   retiniano	   para	  

estudiar	   el	   estado	   de	   las	   células,	   incluyendo	   las	   células	   ganglionares,	   y	   estudiar	   en	  

retina	  el	  estado	  oxidativo	  celular,	  algo	  que	  no	  hemos	  realizado	  dado	  la	  gran	  cantidad	  

de	  tejido	  retiniano	  que	  	  precisábamos	  para	  tener	  una	  muestra	  valorable	  de	  tejido.	  

Cada	   vez	   más	   estudios	   avalan	   la	   importancia	   del	   estrés	   oxidativo	   en	   la	  

progresión	  de	   las	  enfermedades	  neurodegenerativas	   (455-‐461).	   Este	  estrés	  oxidativo	  

es	   fruto	  del	  desequilibrio	  que	  se	  produce	  en	   los	   tejidos	  entre	   los	  niveles	  de	  especies	  

pro-‐oxidantes,	   es	   decir,	   RL	   y/o	   EROs,	   y	   los	   sistemas	   antioxidantes	   del	   organismo,	   a	  

favor	   de	   los	   primeros.	   La	   retina	   es	   un	   tejido	   muy	   sensible	   a	   este	   estrés	   oxidativo	  

debido	  a	  varios	   factores:	  es	  uno	  de	   los	  tejidos	  del	  organismo	  con	  una	  mayor	  tasa	  de	  

consumo	  de	  O2,	  lo	  que	  hace	  que	  sea	  un	  lugar	  donde	  la	  producción	  de	  EROs	  sea	  mayor.	  

Además,	   al	   igual	   que	   ocurre	   en	   el	   cerebro,	   presenta	   unos	   niveles	   de	   la	   enzima	   CAT	  

relativamente	  bajos	  y	  una	  gran	  cantidad	  del	  metal	  de	   transición	  Fe,	   lo	  que	  hace	  que	  

sea	  un	  lugar	  idóneo	  para	  la	  formación	  de	  radicales	  como	  el	   .OH,,	  uno	  de	  los	  radicales	  

libres	  más	  reactivos	  y	  dañinos	  (462).	  Otro	  de	  los	  factores	  a	  tener	  en	  cuenta	  es	  su	  alta	  

cantidad	  de	  PUFAs:	  las	  membranas	  de	  los	  segmentos	  externos	  de	  los	  fotorreceptores	  

poseen	   una	   alta	   proporción	   de	   estos	   lípidos	   (463),	   los	   cuales	   son	   extremadamente	  

susceptibles	   a	   los	   daños	   por	   EROs	   y	   ERNs.	   Es	   un	   tejido	   con	   una	   altísima	   actividad	  

metabólica	  ya	  que	  diariamente	  se	  fagocitan	  y	  regeneran	   la	  totalidad	  de	   los	  discos	  de	  

los	   fotorreceptores,	   como	   hemos	   comentado	   en	   distintos	   momentos	   diarios	   en	  

dependencia	   de	   que	   se	   trate	   de	   los	   conos	   o	   de	   los	   bastones.	   Finalmente,	   sobre	   la	  

retina	  recae	  la	  mayoría	  de	  la	  radiación	  UV	  necesaria	  para	  el	  proceso	  de	  la	  vista,	  lo	  cual	  

es	   una	   importante	   fuente	   exógena	   de	   RL.	   Todo	   esto	   se	   ve	   exacerbado	   en	  

enfermedades	  como	  la	  RP,	  en	  la	  cual	  se	  ha	  demostrado	  que	  existe	  un	  incremento	  de	  

los	  niveles	  de	  estrés	  oxidativo,	  debido	  a	  la	  apoptosis	  que	  sufren	  los	  bastones	  por	  causa	  

de	  la	  mutación.	  Aunque	  en	  un	  principio	  existe	  especificidad	  en	  cuanto	  a	  las	  moléculas	  

y	   células	  objeto,	   ésta	   finalmente	  dejará	  de	   tener	   relevancia	   y	   todas	   las	   células	  de	   la	  
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retina	  se	  verán	  afectadas.	  También	  en	  el	  albinismo	   la	   falta	  de	  melanina	  hace	  que	   las	  

células	  de	  EPR	  disminuyan	  su	  capacidad	  de	  defenderse	  ante	  la	  radiación	  UV	  (414,	  415).	  

Se	  ha	  observado	  que	   tanto	  pacientes	   como	  modelos	   animales	   de	  RP	  poseen	  niveles	  

elevados	  de	  estrés	  oxidativo	  en	   la	   retina,	  en	  humor	  acuoso	  y	  en	  plasma,	  además	  de	  

menor	   capacidad	  antioxidante	   (114).	   Todo	   lo	   anteriormente	  descrito,	   junto	  al	   hecho	  

de	  que	  los	  RL	  no	  presenten	  una	  especificidad	  clara	  en	  cuanto	  a	  sus	  moléculas	  objetivo	  

y	   la	   alteración	   del	   sistema	   circadiano	   por	   parte	   de	   la	   afectación	   del	   sistema	  

melanopsínico	   hace	   pensar	   que	   el	   estado	   oxidativo	   hepático	   de	   nuestro	   modelo	  

animal	  se	  vería	  afectado	  en	  mayor	  medida	  respecto	  un	  animal	  sano.	  Un	  estudio	  previo	  

de	   nuestro	   grupo	   (408)	   demostró	   que	   la	   rata	   P23H	   heterocigota	   pigmentada	  

presentaba	   unos	  mayores	   niveles	   de	   estrés	   oxidativo	   y	   nitrosativo,	   además	   de	   unos	  

niveles	   inferiores	   de	   enzimas	   antioxidantes	   a	   nivel	   hepático,	   al	   compararlas	   con	   un	  

grupo	  de	  ratas	  sanas,	  y	  que	  estos	  niveles	  de	  estrés	  aumentaban	  conforme	  avanzaba	  la	  

enfermedad.	  

Nuestros	   resultados	   apoyan	   lo	   dicho	   anteriormente,	   ya	   que	   la	   rata	   P23H	  

presentó	   unos	   niveles	   de	   LPO,	   medidos	   por	   los	   niveles	   de	   MDA	   y	   4-‐HDA,	  

significativamente	  superiores	  a	   los	  obtenidos	  en	   las	   ratas	  sanas	  tras	   los	  6	  meses	  que	  

duró	  el	  estudio.	  Los	  niveles	  de	  nitritos,	  reflejo	  del	  daño	  nitrosativo	  que	  experimentan	  

estos	   animales	   también	   se	   vieron	   incrementados.	   MT,	   gracias	   a	   su	   gran	   capacidad	  

antioxidante,	   destaca	   por	   su	   capacidad	   de	   ser	   quelante	   de	   metales,	   e	   inhibir	   la	  

producción	  de	  .OH,	  ha	  sido	  utilizada	  en	  numerosos	  estudios	  para	  reducir	  los	  niveles	  de	  

lípidos	   peroxidados	   en	   distintas	   situaciones	   y	   enfermedades	   (464-‐466).	   De	   la	  misma	  

forma,	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  demostró	  ser	  el	  único	  tratamiento	  efectivo	  en	  la	  reducción	  

de	   la	   LPO,	   y	   redujo	   significativamente	   los	   	   valores	  obtenidos	  de	  MDA	  y	  4-‐HDA	  en	  el	  

hígado.	  De	  forma	  contraria,	  el	  EGCG	  no	  mostró	  diferencias	  significativas	  en	  los	  niveles	  

de	  LPO,	  respecto	  a	  los	  animales	  sin	  tratar.	  Multitud	  de	  estudios	  han	  demostrado	  que	  la	  

administración	   de	   esta	   catequina	   en	   enfermedades	   que	   muestran	   niveles	  

incrementados	  de	  este	  parámetro,	  ayudaba	  a	  reducirlos	  (467-‐471).	  Sin	  embargo,	  esta	  

molécula	   también	   es	   conocida	   por	   ser	   capaz	   de	   auto-‐oxidarse	   y	   dar	   lugar	   a	   RL.	   El	  

principal	  efecto	  secundario	  que	  presenta	  la	  ingesta	  de	  una	  alta	  concentración	  de	  EGCG	  

es	   la	   hepatotoxicidad,	   disminuyendo	   los	   niveles	   de	   enzimas	   antioxidantes,	   e	  
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incrementando	  los	  niveles	  de	  marcadores	  de	  peroxidación	  de	  lípidos	  (472,	  473).	  En	  el	  

primero	  de	  estos	  estudios	  sobre	  la	  hepatotoxicidad	  del	  EGCG	  se	  trabajó	  con	  una	  dosis	  

de	   1500	  mg/kg	   en	   ratones	   (472),	   muy	   alejada	   de	   los	   10mg/kg	   en	   ratas	   de	   nuestro	  

trabajo.	   En	   el	   segundo	   se	   comprobó	  que	   un	   pretratamiento	   con	   una	   dosis	   diaria	   de	  

EGCG	  de	  500	  mg/kg	  durante	  dos	  semanas	  prevenía	  de	   la	  propia	  hepatotoxicidad	  del	  

bolo	  de	  EGCG	  750	  mg/kg	  (473)	  por	  lo	  tanto	  nuestro	  estudio	  trabaja	  a	  dosis	  mantenidas	  

y	  muy	  alejadas	  de	  las	  que	  en	  algún	  momento	  se	  han	  reportado	  como	  hepatotóxicas.	  

Los	  tres	  tratamientos	  administrados	  a	  ratas	  sanas	  (SDxLE)	  tuvieron	  tendencia	  a	  

incrementar	   en	   mayor	   o	   menor	   medida	   la	   LPO,	   aunque	   en	   ningún	   caso	   de	   forma	  

significativa.	  

Las	  proteínas	  son	  otro	  tipo	  de	  biomoléculas	  que	  pueden	  verse	  afectadas	  por	  un	  

incremento	  de	  la	  concentración	  de	  estrés	  oxidativo.	  Existe	  un	  descenso	  en	  los	  niveles	  

de	   enzimas	   reparadoras	   de	   estas	   proteínas	   oxidadas	   tanto	   en	   el	   proceso	   de	  

envejecimiento	  como	  en	  enfermedades	  neurodegenerativas	  como	  el	  Alzheimer	  (474).	  

Como	  marcador	  de	  estos	  niveles	  de	  proteínas	  oxidadas	  tenemos	  los	  restos	  carbonilos,	  

Nuestro	   estudio	   no	   muestra	   diferencias	   en	   la	   concentración	   de	   proteínas	   oxidadas	  

entre	   las	   ratas	   P23H	   sin	   tratamiento	   y	   las	   SDxLE	   a	   nivel	   hepático.	   Tampoco	   se	  

observaron	  mejoras	  significativas	  con	  MT	  y/o	  EGCG	  después	  de	  su	  administración.	  Sin	  

embargo,	   al	   comparar	   los	   valores	   obtenidos	   con	   las	   ratas	   sanas,	   la	   administración	  

tanto	  de	  melatonina	  como	  de	  EGCG	  de	   forma	   independiente	  el	  uno	  del	  otro,	   redujo	  

significativamente	   los	   niveles,	   indicando	   su	   capacidad	   para	   disminuir	   los	   niveles	   de	  

radicales	   libres,	   y	   por	   lo	   tanto,	   mejorando	   el	   estado	   de	   salud	   de	   los	   animales,	   que	  

podría	   haberse	   visto	   ligeramente	   empeorado	   con	   la	   edad,	   proceso	   en	   el	   cual	   se	   ha	  

observado	  una	  acumulación	  de	  proteínas	  oxidadas	  por	  el	  fallo	  de	  sistemas	  reparadores	  

de	  las	  mismas	  y	  de	  RL	  (475-‐477).	  

El	   ·∙NO	  es	  una	  molécula	  que	   forma	  parte	  del	  grupo	  de	   los	  RL.	  Una	  manera	  de	  

medir	  sus	  niveles	  es	  a	  través	  de	  la	  concentración	  de	  sus	  metabolitos:	  los	  nitratos	  y	  los	  

nitritos.	  Los	  animales	  P23HxLE	  no	  presentan	  mayores	  niveles	  de	  estos	  metabolitos	  en	  

el	   tejido	   hepático	   respecto	   a	   los	   animales	   sanos,	   tampoco	   el	   tratamiento	   sobre	  

animales	  enfermos	  mostró	  diferencias,	   aunque	   la	  administración	  de	  MT	  en	  animales	  
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de	  referencia	  redujo	  sus	  niveles.	  Aunque	  la	  mayoría	  de	  los	  estudios	  previos	  mostraron	  

mejora	  en	  cuanto	  a	  los	  niveles	  de	  nitritos	  tanto	  con	  melatonina	  como	  con	  el	  EGCG.	  El	  

derivado	  de	  MT,	  AMK,	  es	  capaz	  de	  inhibir	  la	  enzima	  pro-‐oxidante	  iNOS,	  reduciendo	  de	  

esta	   forma	   los	  niveles	  de	  NO	  e	   impidiendo	  de	   forma	   indirecta	   la	  creación	  del	   radical	  

ONOO-‐	   y	   por	   lo	   tanto,	   el	   radical	   .OH	   (478,	   479).	   Se	   ha	   podido	   encontrar	   un	   estudio	  

(480)	  en	  el	  cual	  la	  administración	  de	  esta	  indolamina	  no	  afecta	  de	  forma	  significativa	  a	  

los	  niveles	  de	  nitratos	  y	  nitritos	  en	  modelos	  animales	  con	  daño	  oxidativo,	  sin	  embargo,	  

cada	  vez	  existen	  más	  evidencias	  del	  papel	  que	  jugaría	  MT	  en	  el	  control	  de	  la	  produción	  

del	  NO,	  ya	  sea	  por	  la	  regulación	  de	  la	  familia	  de	  enzimas	  NOS,	  como	  eliminador	  directo	  

del	  NO	  o	  el	  ONOO-‐,	  a	  través	  de	  la	  activación	  de	  sus	  receptores	  específicos,	  impidiendo	  

la	   captación	   del	   aminoácido	   arginina	   por	   la	   célula	   e	   inhibiendo	   la	   actividad	   de	  NOS,	  

inhibiendo	  la	  activación	  del	  factor	  de	  transcripción	  NF-‐κB,	  el	  cual	  es	  necesario	  para	  la	  

expresión	   de	   iNOS	   y	   alterando	   el	  mecanismo	  mediado	   por	   Ca2+	   y	   calmodulina	   entre	  

otros	  (481-‐485).	  Fatima	  y	  colaboradores	  (486)	  demostraron	  que	  la	  administración	  de	  la	  

catequina	  EGCG	  en	  combinación	  con	  otra	  molécula	  antioxidante,	  el	  coenzima	  Q10,	  era	  

capaz	  de	  reducir	   los	  niveles	  de	  estrés	  oxidativo,	   inflamación	  y	  de	  daño	  nitrosativo	  en	  

un	  modelo	  de	  toxicidad	  a	  nivel	  renal,	  inducido	  por	  la	  cisplatina,	  que	  se	  caracteriza	  por	  

elevados	  niveles	  de	  EROs,	   ERNs	   y	   células	   y	  moléculas	   inflamatorias.	   Por	  otro	   lado,	   a	  

concentraciones	   adecuadas,	   también	   es	   capaz	   de	   activar	   eNOS	   por	   la	   activación	   del	  

receptor	   TRPV1,	   y	   estimular	   la	   producción	   de	   NO,	   donde	   va	   a	   presentar	   un	   papel	  

beneficioso	  en	  las	  enfermedades	  cardiacas	  (487).	  	  

GSH	  es	  una	  de	  las	  principales	  moléculas	  antioxidantes	  presentes	  en	  las	  células	  

de	   los	   microorganismos	   (224,	   488),	   la	   cual	   se	   sintetiza	   en	   el	   citosol	   y	   desde	   allí	   se	  

distribuye	   al	   resto	   de	   compartimentos	   celulares	   manteniendo	   el	   estado	   redox	   del	  

ambiente,	  convirtiéndose	  en	  GSSG	  a	  través	  de	  la	  formación	  directa	  de	  aductos	  o	  por	  la	  

inactivación	  de	  EROs	  (489).	  En	  condiciones	  fissiológicas	  normales,	  GSSG	  se	  encuentra	  a	  

una	   concentración	  muy	   inferior	   a	   la	   de	  GSH	   (se	   corresponde	   con	  menos	   del	   5%	   del	  

total	   del	   glutation	   presente	   en	   la	   célula),	   sin	   embargo,	   cuando	   el	   organismo	   se	  

encuentra	   bajo	   altos	   niveles	   de	   estrés	   oxidativo,	   la	   concentración	   de	   GSSG	   se	  

incrementa	   ya	   que	   la	  mitocondria	   es	   incapaz	   de	   transportarlo	   al	   citosol	   donde	   sería	  

utilizado	   por	   el	   NADPH	   y	   la	   enzima	   glutation	   reductasa	   para	   generar	   de	   nuevo	  GSH	  
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(490).	  Este	  desequilibrio	  redox	  inicia	  el	  proceso	  de	  apoptosis	  celular.	  Debido	  a	  esto,	  el	  

ratio	   GSH/GSSG	   es	   un	   buen	   indicador	   del	   estado	   oxidativo	   de	   los	   organismos	   (387,	  

491).	   Carpi-‐Santos	   y	   cols.	   (492)	   demostraron	   un	   descenso	   en	   los	   niveles	   de	   GSH	   en	  

retinas	   de	   ratas	   diabéticas,	   en	   las	   cuales,	   el	   estrés	   oxidativo	   presenta	   un	   papel	  

importante	  a	  la	  hora	  de	  desarrollar	  retinopatía	  diabética,	  al	  igual	  que	  ocurre	  en	  la	  RP	  

(455,	  493).	  También	  se	  ha	  podido	  demostrar	  un	  descenso	  en	  la	  ratio	  GSH/GSSG	  en	  el	  

humor	  acuoso	  de	  pacientes	  afectos	  de	  RP	  que,	   junto	  a	  un	  descenso	  en	  su	  capacidad	  

total	   antioxidante	   implica	   un	   incremento	   en	   el	   estrés	   oxidativo	   (494),	   aunque	   en	  

nuestro	   estudio	   no	   hemos	   podido	   observar	   diferencias	   entre	   la	   ratio	   GSH/GSSG	  

obtenida	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  y	  las	  ratas	  SDxLE.	  Sí	  se	  han	  encontrado	  diferencias	  en	  los	  

modelos	  animales	  de	  RP	  como	  son	   los	   ratones	   rd1	  y	   rd10:	  en	  el	   ratón	   rd1	  se	  dio	  un	  

descenso	  en	  los	  niveles	  de	  GSH,	  aunque	  no	  existieron	  cambios	  en	  los	  niveles	  de	  GSSG,	  

mientras	  que	  en	  el	  ratón	  rd10	  ocurrió	  justo	  lo	  contrario,	  incrementándose	  los	  niveles	  

de	   GSSG	   y	   permaneciendo	   estables	   los	   de	   GSH	   (495).	   MT	   es	   capaz	   de	   actuar	  

incrementando	  los	  niveles	  del	  GSH	  y,	  por	   lo	  tanto,	   incrementando	  la	  ratio	  GSH/GSSG	  

actuando	  sobre	  la	  enzima	  GPx,	  estimulando	  su	  actividad,	  tanto	  en	  ratones	  sanos	  como	  

en	   ratones	   a	   los	   que	   se	   les	   han	   inducido	   estrés	   oxidativo	   por	   una	   baja	   dosis	   de	  

lipopolisacárido	   (496).	   Se	   observó	   el	   mismo	   patrón	   en	   ratas	   hipertensas:	   un	  

incremento	   en	   los	   niveles	   de	   la	   enzima	   GPx,	   que	   desembocó	   en	   una	   mayor	  

concentración	  de	  GSH	  (497).	  	  

El	  EGCG	  también	  ha	  demostrado	  su	  capacidad	  para	  actuar	  sobre	  los	  niveles	  de	  

este	  parámetro,	  aumentando	  la	  ratio	  en	  la	  retina	  de	  ratas	  SD	  suplementadas	  con	  esta	  

catequina	   a	   una	   concentración	   de	   entre	   192,5	   y	   385mg/kg,	   a	   través	   de	   una	   sonda	  

gástrica,	   siendo	   por	   tanto	   una	   molécula	   capaz	   de	   alcanzar	   la	   retina	   tras	   su	  

administración	   oral	   y	   ejercer	   su	   acción	   antioxidante	   de	   forma	   sistémica	   (339).	   En	  

nuestro	  estudio,	  sólo	  se	  observaron	  cambios	  en	  la	  ratio	  GSH/GSSG	  en	  las	  ratas	  SDxLE	  

tratadas	   con	   EGCG,	   las	   cuales	   mostraron	   un	  menor	   niveles	   de	   estrés	   oxidativo	   que	  

aquellas	  sin	  tratamiento,	  demostrando	  la	  capacidad	  de	  esta	  catequina	  de	  hacer	  frente	  

al	  daño	  oxidativo	  que	  surge	  con	  la	  edad.	  Maruya	  y	  cols.	  (498)	  realizaron	  un	  estudio	  en	  

eritrocitos	  de	  personas	  de	  entre	  18	  y	  85	  años	  a	  los	  cuales	  se	  les	  indujo	  estrés	  oxidativo	  

mediante	  la	  administración	  de	  tert-‐butil-‐hidroperóxido:	  el	  grupo	  de	  personas	  de	  mayor	  
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edad	  mostraron	  un	  descenso	  de	  más	  del	  50%	  en	  la	  concentración	  de	  GSH	  respecto	  a	  

los	  individuos	  más	  jóvenes,	  el	  cual	  además	  fue	  el	  más	  afectado	  tras	  la	  adición	  del	  tert-‐

butil-‐hidroperóxido;	  el	  tratamiento	  con	  EGCG	  	  demostró	  ser	  la	  catequina	  de	  todas	  las	  

que	  se	  probaron	  y	  que	  se	  encuentran	  en	  el	   té	  verde,	  con	  una	  mayor	  capacidad	  para	  

incrementar	  los	  valores	  de	  GSH,	  protegiendo	  a	  los	  eritrocitos	  del	  estrés	  oxidativo.	  

Las	   ratas	   P23HxLE	   tratadas	   con	   MT	   o	   EGCG	   solos	   no	   mostraron	   diferencia	  

significativa	   en	   cuanto	   a	   los	   niveles	   de	   GSH	   y	   GSSG	   comparándolas	   con	   las	  

pertenecientes	  al	  grupo	  vehículo;	  sin	  embargo,	   las	  ratas	  tratadas	  con	   la	  combinación	  

de	   ambos	   antioxidantes	   MT+EGCG	   mostraron	   un	   incremento	   estadísticamente	  

significativo	  de	  esta	  ratio,	  al	  contrario	  que	  lo	  que	  ocurre	  en	  las	  ratas	  SDxLE,	  donde	  no	  

se	  vieron	  cambios	  significativos.	  No	  ha	  sido	  posible	  encontrar	  estudios	  en	  la	  literatura	  

en	   los	   cuales	   se	   haya	   estudiado	   el	   papel	   combinado	   de	   estas	   dos	   sustancias	   como	  

tratamientos	   antioxidantes	   frente	   a	   la	   edad	   ni	   frente	   a	   enfermedades	  

neurodegenerativas.	  

Frente	   al	   daño	   oxidativo,	   el	   organismo	   posee	   unos	   sistemas	   que	   le	   permiten	  

hacer	   frente	   a	   los	   RL,	   evitando	   de	   esta	   forma	   la	   muerte	   celular,	   enfermedades,	  

patógenos…Cuando	  el	  equilibrio	  entre	  las	  especies	  pro-‐oxidantes	  y	  las	  antioxidantes	  se	  

desplaza	   hacia	   las	   primeras,	   se	   crea	   un	   estado	   de	   estrés	   oxidativo,	   el	   cual	   es	  

característico	  de	  la	  edad	  y	  numerosas	  patologías,	  incluyendo	  múltiples	  enfermedades	  

oculares	  (128,	  441,	  499-‐503).	  

En	  nuestro	  estudio	  hemos	  analizado	  3	  de	  las	  principales	  enzimas	  antioxidantes	  

del	   organismo:	  CAT,	   SOD	   y	  GST,	   las	   cuales	   actúan	   convirtiendo	  moléculas	   altamente	  

perjudiciales	  para	  el	  organismo	  como	  son	  el	  H2O2,	  el	  anión	  O2
.-‐	  y	  numerosas	  moléculas	  

xenobióticas	   en	   otras	   menos	   reactivas	   y	   dañinas.	   Se	   ha	   demostrado	   que	   la	  

suplementación	  con	  moléculas	  con	  capacidad	  antioxidante,	  como	  serían	  melatonina	  y	  

el	  EGCG,	  entre	  otras	  muchas	  previamente	  estudiadas,	  son	  capaces	  de	  regular	  de	  forma	  

positiva	   la	   expresión	   de	   estas	   enzimas,	   favoreciendo	   la	   eliminación	   de	   RL	   y	  

disminuyendo	   los	   procesos	   de	   inflamación,	   autofagia,	   apoptosis…	   (361,	   504-‐506)	  

Además,	  también	  determinamos	  la	  capacidad	  total	  antioxidante	  de	  los	  distintos	  grupos	  

de	   animales,	   para	   conocer	   la	   capacidad	   global	   de	   su	   organismo	   a	   la	   hora	   de	   hacer	  
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frente	  al	  daño	  oxidativo,	  ya	  que	  es	  una	  determinación	  que	  engloba	  todas	  las	  moléculas	  

con	   capacidad	   antioxidante	   dispuestas	   en	   el	  material	   estudiado,	   en	   nuestro	   caso,	   el	  

hígado.	  

La	   CAT	   es	   una	   enzima	   presente	   en	   los	   peroxisomas	   de	   las	   células	   en	   los	  

mamíferos.	  Su	  función	  principal	  es	  la	  conversión	  del	  H2O2	  en	  O2	  y	  H2O,	  en	  situaciones	  

en	  las	  que	  el	  H2O2	  se	  encuentra	  a	  concentraciones	  muy	  elevadas,	  es	  decir,	  cuando	  se	  

dan	  niveles	  altos	  de	  estrés	  oxidativo	  o	  se	   incrementa	   la	  producción	  de	  esta	  molécula	  

por	  alguna	  enfermedad	  o	  patógeno.	  Además,	  su	  toxicidad	  puede	  verse	  incrementada	  

cuando	  se	  convierte	  en	  radicales	  OH,	  por	  la	  reacción	  de	  Fenton,	  tras	  su	  interacción	  con	  

iones	  de	  hierro	   y	   cobre.	   La	  CAT	  presente	   en	   los	   eritrocitos	   es	   una	  de	   las	   principales	  

reguladoras	  de	  las	  concentraciones	  de	  este	  RL	  en	  los	  tejidos,	  protegiéndolos	  del	  daño	  

oxidativo.	  El	  H2O2	  se	  forma	  como	  producto	  de	  reacciones	  de	  distintas	  enzimas	  oxidasa	  

presentes	  en	  el	  organismo,	  aunque	  también	  es	  el	   resultado	  de	   la	   reacción	  catalizada	  

por	  la	  enzima	  SOD,	  que	  tiene	  como	  función	  la	  dismutación	  del	  anión	  O2
.-‐,	  dando	  lugar	  

al	  H2O2	  y	  O2	  (507).	  De	  ahí,	  que	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  de	  estas	  dos	  enzimas	  esté	  

relacionada.	  

Por	   otro	   lado,	   la	   familia	   de	   enzimas	   GST	   participan	   en	   la	   reacción	   de	  

conjugación	   del	   GSH	   con	   moléculas	   electrofílicas	   y	   oxidantes	   para	   favorecer	   su	  

detoxificación.	  Se	  ha	  encontrado	  que	  sustancias	  naturales	  como	  las	  antocianinas	  o	  el	  

resveratrol	   son	  capaces	  de	  activar	  estas	  enzimas	  antioxidantes	  y	  de	   fase	   II	  activando	  

mecanismos	  de	  acción	  de	  elementos	  de	  respuesta	  antioxidante,	  imprescindibles	  en	  el	  

control	   del	   estrés	   oxidativo	   y	   la	   inflamación	   (508).	   Las	   enzimas	   de	   detoxificación	   de	  

compuestos	  químicos	  y	  xenobióticos	  se	  encuentran	  clasificadas	  en	  3	  grupos	  en	  función	  

de	   la	   fase	   del	   proceso	   en	   la	   que	   participan:	   GST	   pertenece	   al	   grupo	   de	   enzimas	   de	  

detoxificación	  de	  fase	  II	  se	  encuentran	  reguladas	  por	  el	  factor	  de	  transcripción	  Nrf2,	  el	  

cual	   se	   une	   a	   la	   región	   promotora	   de	   numerosos	   genes	   que	   codifican	   enzimas	  

antioxidantes	  como	  la	  GST.	  Nrf2	  se	  activa	  en	  condiciones	  de	  estrés	  y	  daño	  oxidativo,	  

translocándose	   al	   núcleo	   celular	   y	   produciendo	   una	   regulación	   positiva	   de	   enzimas	  

detoxificantes	  y	  antioxidantes:	  GST	  y	  GSH,	  entre	  otros.	  Esta	  molécula	  regula	  el	  estado	  

redox	  de	  la	  célula	  bajo	  condiciones	  de	  estrés	  dañinas	  para	  la	  misma.	  
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En	   primer	   lugar,	   podemos	  observar	   que	   al	   comparar	   los	   valores	   de	   todos	   los	  

parámetros	   antioxidantes	   analizados,	   se	   observa	   un	   descenso	   significativo	   en	   ellos,	  

entre	   las	   ratas	   transgénicas	   P23HxLE	   y	   las	   ratas	   sanas	   SDxLE,	   indicando	   la	   menor	  

capacidad	  de	  los	  animales	  que	  sufren	  la	  enfermedad	  RP	  de	  hacer	  frente	  a	  los	  RL:	  existe	  

un	   descenso	   de	   un	   22%	  de	   la	   capacidad	   total,	   y	   estudiándolo	   en	   la	   actividad	   de	   los	  

distintos	   enzimas	   vemos	   que	   la	   actividad	   de	   la	   catalasa	   estaba	   reducida	   un	   20%,	   al	  

igual	  que	  lo	  hizo	  la	  SOD,	  y	  un	  34%	  la	  GST.	  Encontramos	  por	  tanto	  que	  estos	  animales	  

presentan	  una	  capacidad	  antioxidante	  totoal	  y	  unos	  niveles	  de	  enzimas	  antioxidantes	  

específicas	   disminuidas	   de	   forma	   estadísticamente	   significativa.	   El	   hecho	   de	   que	   los	  

niveles	  observados	  de	  las	  enzimas	  antioxidantes	  en	  las	  ratas	  P23HxLE	  sean	  inferiores	  a	  

los	   obtenidos	   en	   las	   ratas	   SDxLE	   es	   algo	   ampliamente	   demostrado	   en	   distintas	  

enfermedades	  y	  en	  el	  proceso	  de	   la	  edad,	  donde	  se	  experimenta	  un	  descenso	  de	   los	  

niveles	   de	   enzimas	   antioxidantes,	   haciendo	   a	   los	   organismos	   más	   vulnerables	   a	   la	  

acción	   de	   los	   RL	   (509-‐514).	   Se	   ha	   observado	   que	   numerosas	   enfermedades	  

neurodegenerativas	  presentan	  unos	  niveles	  elevados	  de	  estrés	  oxidativo,	  con	  una	  alta	  

producción	   de	   EROs	   y	   ERNs,	   combinado	   con	   unos	   niveles	   menores	   respecto	   a	  

individuos	  sanos,	   lo	  cual	  facilita	   la	  progresión	  de	   la	  enfermedad.	  Sin	  embargo,	   lo	  que	  

no	  está	  tan	  claro	  es	  si	  este	  incremento	  de	  RL	  y	  descenso	  de	  sistemas	  antioxidantes	  es	  

causa	   directa	   de	   la	   enfermedad	   o	   consecuencia	   de	   otros	  mecanismos	   celulares	   que	  

están	  afectados	  (460,	  510,	  515).	  

La	  administración	  de	  MT	  a	  las	  ratas	  P23H	  pigmentadas	  heterocigotas	  supuso	  un	  

incremento	  significativo	  de	  los	  niveles	  de	  CAT	  y	  SOD,	  y	  aunque	  en	  el	  caso	  de	  la	  enzima	  

GST,	  su	  aumento	  no	  fue	  significativo	  como	  el	  de	  las	  dos	  anteriores,	  también	  se	  observa	  

tendencia	   a	   incrementar	   su	   actividad.	   De	   igual	   forma	   los	   niveles	   de	   capacidad	   total	  

antioxidante	   se	   incrementaron	  en	  un	  40%	  en	  el	   grupo	   con	  MT,	   coincidiendo	   con	   los	  

datos	  obtenidos	  de	  las	  3	  enzimas	  previamente	  señaladas.	  El	  análisis	  de	  los	  parámetros	  

antioxidantes	   de	   este	   grupo	   de	   tratamiento,	   coincide	   con	   los	   valores	   de	   estrés	  

oxidativo	  que	  se	  analizaron	  y	  discutieron	  en	   la	  sección	  anterior,	  en	   la	  cual	  se	  veía	  un	  

claro	  descenso	  de	  los	  mismos.	  Previamente	  ya	  se	  han	  valorado	  las	  múltiples	  bondades	  

de	  melatonina,	  siendo	  una	  de	  las	  principales	  moléculas	  antioxidantes	  que	  existen,	  con	  

gran	   capacidad	   para	   eliminar	   RL,	   y	   con	   capacidad	   para	   incrementar	   los	   niveles	   de	  
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expresión	  de	  enzimas	  antioxidantes	  como	  la	  CAT,	  SOD,	  GPx	  y	  GR	  (516).	  En	  el	  estudio	  

realizado	   por	  Moniruzzaman	   y	   sus	   cols.	   (517)	   sobre	   hepatocidtos	   a	   los	   cuales	   se	   les	  

indujo	   estrés	   oxidativo	   por	   H2O2,	   demostró	   que	   aquellas	   células	   tratadas	   con	   MT	  

incrementaban	  sus	  niveles	  de	  CAT	  y	  SOD	  respecto	  a	  aquellas	  sin	  suplementación.	  MT	  

también	   se	   ha	   demostrado	   capaz	   de	   incrementar	   los	   niveles	   de	   SOD	   y	   CAT	   en	  

pacientes	  que	  sufren	  de	  estenosis	  arterial	  y	  a	  los	  cuales	  se	  les	  realizó	  un	  procedimiento	  

que	   puede	   producir	   daño	   cerebral	   (isquemia	   y	   reperfusión),	   que	   produce	   un	  

incremento	   en	   los	   niveles	   de	   estrés	   oxidativo.	   A	   estos	   pacientes	   se	   les	   suministró	   6	  

mg/día	  de	  MT	  los	  3	  días	  previos	  a	  la	  intervención	  y	  los	  3	  días	  posteriores,	  demostrando	  

la	  capacidad	  de	  esta	  molécula	  para	  hacer	  frente	  al	  daño	  oxidatiivo	  incrementando	  los	  

niveles	  de	  defensa	  antioxidante	  (518).	  Nuestros	  resultados	  no	  hacen	  sino	  apoyar	  esta	  

idea	   y	   aportar	   evidencias	   sobre	   el	   efecto	   beneficioso	   que	   presenta	   este	   compuesto	  

como	  tratamiento	  complementario	  a	  enfermedades	  caracterizadas	  por	  un	  incremento	  

en	  los	  niveles	  de	  estrés	  oxidativo,	  como	  sería	  el	  caso	  de	  la	  RP.	  	  

El	  EGCG	  también	  consiguió	  mejorar	  el	  estado	  antioxidante	  de	  los	  animales	  a	  los	  

cuales	  se	   les	  administró	  en	  el	  agua	  de	  bebida,	  ya	  que	  nuestros	  datos	  demuestran	  un	  

incremento	  de	   la	  capacidad	   total	  antioxidante	  de	  un	  32%	  respecto	  al	  grupo	  de	   ratas	  

P23HxLE	  sin	  tratamiento,	  junto	  a	  un	  incremento	  significativo	  de	  la	  expresión	  de	  la	  GST.	  

La	  enzima	  CAT	  mostró	  cierta	  tendencia	  a	  incrementar	  sus	  valores,	  sin	  embargo	  la	  SOD	  

permaneció	   prácticamente	   sin	   cambios.	   De	   forma	   global,	   este	   grupo	   presentó	  

menores	  mejorías	  en	  su	  estado	  antioxidante	  que	  el	  grupo	  tratado	  con	  melatonina.	  El	  

EGCG	  es	  conocido	  por	  ser	  un	  potente	  activador	  del	  Nrf2,	  incrementando	  por	  lo	  tanto,	  

la	  expresión	  de	  enzimas	   como	   la	  GST	   (519-‐521),	   al	   igual	  que	  ha	  ocurrido	  en	  nuestro	  

estudio,	   donde	   las	   ratas	   P23HxLE	   pertenecientes	   al	   grupo	   EGCG	   presentaban	   unos	  

niveles	  estadísticamente	  superiores	  de	  actividad	  de	   la	  enzima	  GST,	  respecto	  al	  grupo	  

vehículo.	   Esto	   favorecería	   la	   eliminación	   de	   moléculas	   generadoras	   de	   RL	   y,	   por	   lo	  

tanto,	   disminuiría	   los	   niveles	   de	   estrés	   oxidativo.	   Xiao-‐Dong	   y	   cols.	   demostraron	   la	  

capacidad	  de	  esta	  catequina	  para	  actuar	  sobre	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  factor	  Nrf2,	  

disminuyendo	  la	  hepatotoxicidad	  hepática	  generada	  en	  el	  hígado	  de	  ratas	  a	  las	  cuales	  

se	   les	   administró	   arsénico	   en	   el	   agua	   de	   bebida	   (522).	   Además,	   el	   Nrf2	   también	  

participa	  en	   la	  síntesis	  de	  novo	  de	  distintas	  enzimas	  antioxidantes,	  un	   incremento	  en	  
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su	   expresión	   mediado	   por	   el	   EGCG	   incrementaría	   los	   niveles	   antioxidantes	   de	   los	  

animales	   y	   favorecería	   la	   reducción	   de	   los	   niveles	   de	   estrés	   oxidativo	   (523).	   Otro	  

estudio	   (524)	   realizado	   con	   ratas	   a	   las	   cuales	   se	   les	   inyectó	   EGCG	   a	   distintas	  

concentraciones	   a	   través	   de	   la	   vena	   porta,	   demostró	   la	   habilidad	   de	   esta	   catequina	  

para	  incrementar	  la	  actividad	  de	  la	  enzima	  GST	  a	  nivel	  hepático.	  

También	   se	   ha	   demostrado	   la	   capacidad	   de	   la	   catequina	   para	   regular	  

positivamente	   las	   enzimas	   antioxidantes	   CAT	   y	   SOD	   (525).	   EGCG	   pudo	   revertir	   el	  

descenso	  en	  los	  niveles	  de	  SOD	  en	  un	  cultivo	  de	  fibroblastos	  humanos	  a	  los	  cuales	  se	  

les	  había	  inducido	  daño	  oxidativo	  por	  la	  adición	  de	  H2O2	  (526).	  En	  otro	  estudio	  llevado	  

a	  cabo	  en	  un	  modelo	  in	  vitro	  de	  hepatotoxicidad	  inducida	  por	   lipopolisacárido,	  EGCG	  

ejerció	   un	   efecto	   protector,	   regulando	   los	   niveles	   de	   actividad	   de	   las	   enzimas	  

antioxidantes	  CAT	  y	  SOD;	  en	  ese	  estudio	  también	  demostraron	  que	  altas	  dosis	  de	  esta	  

catequina	   también	   pueden	   presentar	   propiedades	   tóxicas	   para	   las	   células	   (527).	  

Sandip	   Pal	   y	   cols.	   (528)	   realizaron	   un	   estudio	   en	   una	   línea	   celular	   de	   leucemia	  

mieloide,	  en	  el	  demostraron	  que	  el	  EGCG	  es	  la	  catequina	  presente	  en	  el	  té	  verde	  con	  

mayor	   actividad	   inhibitoria	   de	   la	   enzima	   CAT,	   además	   de	   ser	   capaz	   de	  modificar	   su	  

estructura	  secundaria	  de	  α-‐hélice,	  incementando	  los	  niveles	  de	  EROs	  y	  suprimiendo	  la	  

muerte	  celular.	  Este	  estudio	  in	  vitro	  mostró	  una	  concentración	  necesaria	  de	  54,5	  µM	  

de	  EGCG	  a	  nivel	  celular	  para	  inhibir	  el	  50%	  de	  la	  actividad	  catalasa,	  concentración	  muy	  

alejada	  de	  la	  que	  podría	  llegar	  a	  nivel	  celular	  de	  nuestras	  ratas	  con	  una	  administración	  

diaria	  de	  10mg/kg.	  

Al	  combinar	  la	  administración	  de	  las	  dos	  moléculas	  antioxidantes	  anteriores	  en	  

un	  único	  grupo,	  aunque	  también	  se	  observó	  una	  mejoría	  significativa	  en	  los	  niveles	  de	  

la	  capacidad	  total	  antioxidante,	  no	  encontramos	  niveles	  más	  elevados	  de	  ninguna	  de	  

las	  3	  enzimas	  antioxidantes	  estudiadas;	  analizando	  los	  niveles	  de	  CAT	  se	  observó	  cierta	  

tendencia	  a	  presentar	  valores	  superiores	  respecto	  al	  grupo	  sin	  tratar,	  pero	  ni	  la	  SOD	  ni	  

la	  GST	  modificaron	  sus	  niveles	  de	  actividad.	  

En	  el	  caso	  de	  las	  ratas	  sanas,	  sin	  embargo	  no	  se	  han	  observado	  este	  aumento	  

en	   la	   capacidad	   antioxidante	   del	   organismo	   con	   la	   administración	   de	   las	   sustancias	  

antioxidantes	  de	  la	  misma	  forma	  y	  a	  la	  misma	  concentración	  los	  antioxidantes.	  
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	  En	  el	  caso	  de	  MT,	  estos	  animales	  experimentaron	  un	  descenso	  significativo	  en	  

los	   parámetros	   antioxidantes,	   con	   una	   pérdida	   de	   un	   37%	   de	   su	   capacidad	   total	  

antioxidante,	  y	  un	  44%	  de	  la	  expresión	  de	  la	  enzima	  CAT.	  MT	  es	  una	  de	  las	  moléculas	  

biológicas	   más	   seguras	   conocidas	   hasta	   la	   fecha:	   se	   ha	   llegado	   a	   administrar	   en	  

animales	   durante	   investigaciones	   biomédicas	   alcanzando	   concentraciones	   de	   hasta	  

800mg/kg	   sin	   detectarse	   efectos	   adversos	   (529),	   probablemente	   debido	   a	   su	   alta	  

solubilidad,	  no	  pudiéndose	  establecer	  su	  dosis	  letal.	  Se	  ha	  podido	  encontrar	  un	  ensayo	  

clínico	  en	  el	  que	  sus	  participantes	  reportaron	  como	  efectos	  secundarios	  de	  la	  ingesta	  

de	  MT	  por	  vía	  oral,	   insomnio,	  dolor	  de	  cabeza	  y/o	   fatiga;	  sin	  embargo,	  el	  estudio	  no	  

aporta	   evidencias	   claras	   de	   que	   los	   efectos	   secundarios	   se	   deben	   a	   la	   toma	   de	  

melatonina,	  no	  pudiéndose	  además	  encontrar	  alteraciones	  en	  los	  patrones	  del	  sueño	  

de	  los	  individuos,	  ni	  efectos	  tóxicos	  en	  los	  parámetros	  bioquímicos	  analizados	  (530).	  Se	  

han	   realizado	   numerosos	   estudios	   clínicos	   con	  MT,	   tanto	   en	   individuos	   sanos	   como	  

afectos	  por	  alguna	  enfermedad,	  en	   los	  cuales	  se	  detectan	  mínimos	  efectos	  adversos,	  

comentados	   previamente	   o	   la	   ausencia	   total	   de	   los	   mismos	   (531-‐534).	   También	   es	  

cierto	  que	  muy	  pocos	  de	  ellos	  se	  han	  realizado	  con	  una	  suplementación	  de	  MT	  durante	  

un	  periodo	  largo	  de	  tiempo	  (535,	  536),	  de	  ahí	  que	  sean	  necesarios	  más	  estudios	  para	  

dilucidar	   si	   MT	   presenta	   o	   no	   efectos	   adversos	   en	   condiciones	   de	   salud,	   con	   una	  

ingesta	  prolongada.	  

La	  catequina	  del	  té	  verde	  también	  mostró	  su	  capacidad	  para	  reducir	  a	  niveles	  

estadísticamente	   significativos	   la	   capacidad	   total	   antioxidante	   de	   los	   animales	  

suplementados	   con	  ella,	   en	  un	  42%,	  mientras	  que	  el	   resto	  de	  enzimas	  antioxidantes	  

únicamente	  mostraron	  cierta	   tendencia	  a	  bajar	  su	  actividad	  enzimática	  específica.	  La	  

utilización	   de	   EGCG	   en	   ensayos	   clínicos	   es	  más	   complicada	   debido	   a	   su	   demostrada	  

capacidad	  oxidante	  en	   función	  de	   la	   concentración,	  el	   tiempo	  de	  exposición,	   su	  baja	  

biodisponibilidad…	  (339).	  Además	  se	  han	  reportado	  casos	  de	  hepatotoxicidad	  en	  casos	  

de	   dietas	   con	   suplementos	   que	   presentaban	   en	   su	   formulación	   altas	   dosis	   de	   EGCG	  

(537,	   538).	   En	   individuos	   sanos	   que	   tomaron	   2	  mg/kg	   de	   EGCG	   se	   alcanzó	   la	  mayor	  

concentración	  en	  plasma	  tras	  1-‐2	  horas	  después	  de	  su	  ingesta,	  con	  un	  tiempo	  de	  vida	  

media	  de	  3-‐4	  horas	  (539).	  Hay	  muy	  pocos	  estudios	  realizados	  con	  EGCG	  en	  humanos,	  

por	  lo	  que	  su	  mecanismo	  de	  acción	  permanece	  poco	  claro:	  un	  estudio	  llevado	  a	  cabo	  
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en	   mujeres	   sanas	   a	   las	   cuales	   se	   les	   administró	   752	   mg	   de	   EGCG	   por	   vía	   oral	  

(equivalente	   a	   9	   tazas	   de	   té),	   previa	   a	   la	   ingesta	   de	   comida	   reportó	   como	   efectos	  

secundarios	   náuseas	   y	   vómitos	   en	   algunos	   de	   los	   participantes	   (540).	   Un	   estudio	  

llevado	   a	   cabo	   por	   Chow	   y	   cols.	   (541)	   en	   el	   cual	   se	   administró	   EGCG	   	   a	   una	  

concentración	   de	   800	  mg/día	   durante	   4	   semanas	   reportó	   efectos	   secundarios	   como	  

gases,	  molestias	  estomacales,	  náuseas,	  dolor	  abdominal,	  mareos	  y	  dolor	  muscular.	  El	  

equivalente	  en	  tazas	  de	  té	  en	  este	  estudio	  fue	  de	  aproximadamente	  16	  tazas	  de	  té	  de	  

120	  mL,	   ingeridas	  en	  1	  o	  2	  tiempos,	  al	  día.	  Se	  observó	  que	  este	  suplemento	  era	  bien	  

tolerado	   durante	   al	   menos	   1	   mes	   por	   parte	   de	   los	   participantes,	   aunque	   no	   se	  

alcanzaron	   diferencias	   estadístiamente	   significativas	   en	   los	   perfiles	   bioquímicos	  

obtenidos.	  En	  cualquier	  caso,	  las	  dosis	  de	  estos	  trabajos	  están	  muy	  alejadas	  de	  la	  dosis	  

de	  10mg/kg	  que	  hemos	  utilizado	  en	  este	  estudio.	  

Finalmente,	  con	  el	  tratamiento	  combinado	  EGCG+MT	  se	  observó	  una	  reducción	  

significativa	  en	  la	  capacidad	  total	  antioxidante.	  No	  ha	  sido	  posible	  encontrar	  estudios	  

en	  los	  que	  se	  haya	  combinado	  el	  tratamiento	  con	  MT	  y	  EGCG	  como	  en	  nuestro	  caso,	  

sin	   embargo	   un	   estudio	   realizado	   con	   EGCG	   y	   resveratrol	   a	   concentraciones	   de	   282	  

mg/d	  y	  80	  mg/d	  respectivamente,	  durante	  12	  semanas,	  produjo	  un	  incremento	  en	  la	  

expresión	   de	   genes	   relacionados	   con	   el	   ciclo	   del	   ácido	   cítrico	   y	   la	   cadena	  

transportadora	   de	   electrones,	   incrementando	   la	   capacidad	   oxidativa	   del	   músculo	  

esquelético,	  y	  un	  menor	  estrés	  oxidativo,	  mejorando	  además	  el	  metabolismo	   lipídico	  

(542).	  

Está	  ampliamente	  demostrado	  que	  sustancias	  antioxidantes	  como	   la	  vitamina	  

C,	   vitamina	   E,	   flavonoides…presentan	   numerosas	   propiedades	   beneficiosas	   para	   el	  

organismo,	  eliminando	  RL	  en	  condiciones	  de	  estrés	  oxidativo,	  disminuyendo	  los	  niveles	  

de	   inflamación,	   favoreciendo	   los	   procesos	   inmunitarios,	   deteniendo	   la	   proliferación	  

celular	  en	  líneas	  celulares	  cancerosas…	  Sin	  embargo,	  su	  uso	  cada	  vez	  se	  ha	  extendido	  

más	   sin	   poner	   límites	   en	   cuanto	   a	   qué	   grupos	   poblacionales	   pueden	   verse	  

beneficiados,	  a	  qué	  concentraciones…	  Más	  de	  la	  mitad	  de	  la	  población	  de	  los	  Estados	  

Unidos	   toma	   a	   diario	   suplementos	   dietéticos,	   siendo	   más	   del	   37%	   complejos	  

multivitamínicos;	   más	   de	   la	   mitad	   de	   estas	   personas	   toman	   más	   de	   un	   tipo	   de	  

suplemento	   distinto	   al	   día	   (543).	   Cada	   vez	   más	   estudios	   ponen	   de	   manifiesto	   los	  
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efectos	   adversos	   que	   presentan	   ciertas	   moléculas	   en	   principio,	   con	   efectos	  

beneficiosos	  para	  el	  organismo,	  o	  como	  poco,	  la	  total	  ausencia	  de	  efectos	  positivos	  de	  

estos	   suplementos	   antioxidantes:	   un	   ejemplo	   es	   la	   genisteína,	   isoflavona	   que	  

encontramos	  en	  la	  soja,	  y	  que	  durante	  años	  se	  ha	  recomendado	  como	  complemento	  

en	  el	   cáncer	  de	  mama;	   sin	  embargo	  en	  un	  estudio	   realizado	  a	  mujeres	   con	   tumores	  

mamarios	   tanto	   benignos	   como	  malignos,	   se	   observó	   que	   aquellas	   a	   las	   que	   se	   les	  

había	   suministrado	   soja	   como	   complemento	   a	   su	   dieta,	   presentaban	   una	   mayor	  

proliferación	  celular	  y	  un	   incremento	  significativo	  de	   los	  receptores	  de	  progesterona.	  

En	   otro	   estudio	   se	   determinó	   que	   la	   genisteína	   podía	   inhibir	   o	   impedir	   la	   correcta	  

actuación	   de	   fármacos	   utilizados	   en	   el	   tratamiento	   del	   cáncer	   de	   mama	   como	   el	  

tamoxifeno	   (544).	  Otros	  estudios	  en	   los	   cuales	   se	  analizaron	  diferentes	   suplementos	  

contra	   el	   catarro	   común,	   como	   la	   vitamina	   C	   o	   el	   cinc	   también	   han	   comunicado	  

resultados	  contradictorios:	  en	  muchos	  casos	  no	  existía	  ninguna	  mejora	  por	  su	  toma	  y,	  

en	  función	  de	  la	  dosis	  administrada,	  también	  presentaban	  efectos	  adversos	  (545).	  

Aunque	  existen	  multitud	  de	  estudios	  realizados	  tanto	   in	  vitro	  como	   in	  vivo,	  en	  

diferentes	   líneas	   celulares,	  modelos	   animales	   e	   incluso,	   en	   algunos	   casos,	   pacientes	  

humanos,	   que	   reportan	   la	   gran	   actividad	   antioxidante	   de	   melatonina	   (546-‐552),	  

también	   existen	   ciertos	   estudios	   que	   demuestran	   lo	   contrario	   (552-‐554).	   Existen	  

diferencias	  en	  cuanto	  a	   la	  concentración	  a	  utilizar	  en	   líneas	  tanto	  cancerígenas	  como	  

no	   cancerígenas,	   para	   que	   melatonina	   actúe	   como	   antioxidante	   y	   no	   estimule	   la	  

producción	  de	  EROs	  (555);	  también	  hay	  que	  tener	  en	  cuenta	  el	  tiempo	  de	  duración	  de	  

la	   suplementación,	   ya	   que	   un	  mayor	   tiempo	   de	   administración	   puede	   suponer	   que	  

esta	   molécula	   actúe	   como	   antioxidante	   o	   como	   pro-‐oxidante	   en	   un	   cultivo	   celular	  

(556).	   Hay	   que	   destacar	   que	   no	   ha	   sido	   posible	   encontrar	   estudios	   in	   vivo	   que	  

demuestren	   esta	   actividad	   pro-‐oxidante,	   la	   cual	   sólo	   se	   ha	   podido	   observar	   en	  

investigaciones	   realizadas	   sobre	   cultivos	   celulares,	   la	   mayoría	   de	   los	   cuales	   eran	  

tratamientos	  sobre	  líneas	  celulares	  tumorales	  (557,	  558).	  	  

Wang	  y	  colaboradores,	  en	  el	  año	  2015,	  publicaron	  un	  estudio	  (559)	  en	  el	  que	  se	  

observaba	   que	   la	   administración	   de	   EGCG,	   a	   dosis	   elevadas,	   es	   capaz	   de	   activar	   la	  

respuesta	   adaptativa	   dependiente	   del	   factor	   de	   transcripción	   Nrf2,	   regulando	   de	  



	  
	  

190	  
	  

	   Estudio	  de	  Melatonina	  y	  Galato	  de	  epigalocatequina	  frente	  a	  las	  degeneraciones	  retinianas	  

forma	  positiva	  ciertas	  enzimas	  y	  moléculas	  antioxidantes.	  Sin	  embargo	  a	  dosis	  tóxicas	  

(sin	   llegar	   a	   ser	   letales)	   además	   de	   la	   activación	   de	   Nrf2,	   disminuía	   la	   expresión	   de	  

enzimas	  antioxidante	  como	  SOD	  y	  catalasa.	  Cuando	  se	  superan	  estas	  concentraciones,	  

desaparece	   la	   respuesta	   de	   Nrf2	   causando	   hepatotoxicidad,	   uno	   de	   los	   principales	  

efectos	  adversos	  de	  esta	  catequina.	  	  

También	  está	  demostrada	  la	  capacidad	  de	  EGCG	  para	  inhibir	  la	  catalasa,	  mejor	  

que	  cualquiera	  de	   las	  otras	  catequinas	  que	  podemos	  encontrar	  en	  el	   té	  verde	   (528).	  

Esta	   inhibición	   supone	   un	   incremento	   de	   EROs,	   que	   puede	   conllevar	   la	   apoptosis	  

celular.	  Esta	  propiedad	  puede	  considerarse	  positiva	  en	  el	  caso	  de	  tratamiento	  contra	  el	  

cáncer,	   sin	   embargo	   en	   enfermedades	   neurodegenerativas,	   por	   ejemplo,	   supondría	  

una	  progresión	  de	  la	  enfermedad,	  y	  por	  lo	  tanto	  un	  efecto	  negativo	  para	  el	  paciente.	  

Las	  actividades	  antioxidantes	  y	  pro-‐oxidantes	  de	  este	  compuesto	  todavía	  no	  están	  bien	  

establecidas,	  de	  ahí	  que	  su	  utilización	  deba	  realizarse	  siempre	  con	  cautela.	  

.	  
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Tras	  el	  análisis	  de	  los	  resultados	  obtenidos	  y	  su	  discusión,	  podemos	  concluir	  que:	  

Primera:	   La	   rata	   P23H	   línea	   1	   heterocigota	   pigmentada	   tiene	  menor	   funcion	   visual	   que	   el	  

animal	  de	  referencia,	  lo	  que	  concuerda	  con	  la	  pérdida	  de	  fotorreceptores,	  propia	  de	  

la	   enfermedad	   Retinosis	   Pigmentaria.	   Las	   diferencias	   en	   la	   agudeza	   visual,	  

sensibilidad	  al	  contraste	  y	  actividad	  eléctrica	  retiniana	  	  son	  apreciables	  desde	  P30:	  

esto	   es	   muestra	   de	   una	   aparición	   temprana	   de	   la	   sintomatología	   en	   el	   modelo	  

animal,	   lo	   que	   coincide	   con	   la	   mutación	   humana.	   	   Por	   otro	   lado,	   los	   valores	   de	  

sensibilidad	   al	   contraste	   descienden	   en	   el	   animal	   de	   referencia	   a	   partir	   de	   P90,	  

sugiriendo	  una	   afectación	  de	   la	   retina	   de	   las	   ratas	   de	   referencia	   con	   la	   edad	   y	   la	  

base	  albina.	  

Segunda:	   La	  administración	  de	  melatonina	  y/o	  galato	  de	  epigalocatequina	  como	  tratamientos	  

antioxidantes	  en	  la	  rata	  P23HxLE	  mejora	  los	  parámetros	  de	  función	  visual:	  agudeza	  

visual,	  sensibilidad	  al	  contraste	  y	  actividad	  eléctrica	  retiniana,	  indicando	  una	  mejor	  

preservación	  de	  las	  células	  y	  retrasando	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad.	  

Tercera:	   La	   suplementación	  de	   las	   ratas	  de	   referencia	  SDxLE	  con	  melatonina	  y/o	  galato	  de	  

epigalocatequina	   también	   aporta	   mejorías	   en	   todos	   los	   parámetros	   de	   función	  

visual	   analizados:	   agudeza	   visual,	   sensibilidad	   al	   contraste	   y	   actividad	   eléctrica	  

retiniana,	   sugiriendo	   que	   estos	   tratamientos	   antioxidantes	   podrían	   ser	   útiles	   en	  

enfermedades	  oculares	  relacionadas	  con	  la	  edad	  como	  la	  DMAE.	  

Cuarta:	   En	  las	  ratas	  P23HxLE	  hay	  cambios	  mínimos	  en	  los	  parámetros	  de	  ritmos	  circadianos	  

estudiados	   entre	   P60	   y	   P180.	   Además,	   las	   ratas	   P23HxLE	   muestran	   una	  

desincronización	   entre	   el	   ritmo	   de	   temperatura	   corporal	   y	   el	   de	   actividad	  

locomotora	  con	  respecto	  a	  las	  ratas	  de	  referencia.	  

Quinta:	   Melatonina	  mejora	  el	   índice	  de	  desincronización	  del	  ritmo	  circadiano,	  tanto	  en	  las	  

ratas	   P23HxLE	   como	   en	   las	   de	   referencia	   SDxLE,	   lo	   cual	   se	   corresponde	   con	   su	  

conocida	  función	  sincronizadora	  de	  ritmos	  biológicos.	  El	  galato	  de	  epigalocatequina	  

disminuye	  los	  niveles	  de	  actividad	  de	  todos	  los	  animales	  tratados,	  en	  concordancia	  

con	   sus	   propiedades	   sedantes	   y	   actividad	   anti-‐dopaminérgica,	   al	   actuar	   sobre	   el	  
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sistema	   nervioso	   central.	   Además,	   la	   administración	   conjunta	   de	   melatonina	   y	  

galato	  de	  epigalocatequina	  incrementa	  la	  amplitud	  del	  ritmo	  circadiano.	  

Sexta:	   Las	  ratas	  P23HxLE	  muestran	  mayores	  niveles	  de	  estrés	  oxidativo,	  y	  menores	  niveles	  

de	  defensas	  antioxidantes	  lo	  cual,	  en	  conjunto,	  indica	  que	  estos	  animales	  presentan	  

un	   mayor	   estado	   de	   estrés	   oxidativo	   a	   nivel	   hepático,	   respecto	   a	   las	   ratas	   de	  

referencia.	  	  

Séptima:	   El	   tratamiento	   con	  melatonina	  en	  animales	  P23HxLE	   reduce	   los	  niveles	  de	   ciertos	  

marcadores	   oxidativos	   	   e	   incrementa	   la	   capacidad	   antioxidante	   total	   y	   las	  

actividades	   de	   las	   enzimas	   catalasa	   y	   superóxido	   dismutasa,	   elementos	  

indispensables	  en	  la	  lucha	  contra	  los	  radicales	  libres.	  	  

Octava:	  	   El	  galato	  de	  epigalocatequina	  apenas	  produce	  ningún	  efecto	  en	  los	  niveles	  de	  estrés	  

oxidativo	   de	   las	   ratas	   P23HxLE,	   aunque	   sí	   es	   capaz	   de	   incrementar	   sus	   niveles	  

antioxidantes	   globales,	   y	   los	   de	   la	   actividad	   de	   la	   enzima	   glutatión	   S-‐transferasa,	  

probablemente	   a	   través	   del	   mecanismo	   de	   acción	   mediado	   por	   el	   factor	   de	  

transcripción	  Nrf2.	  	  

Novena:	   La	  administración	  conjunta	  de	  melatonina	  y	  galato	  de	  epigalocatequina	  disminuye	  

los	   niveles	   de	   todos	   los	   marcadores	   de	   estrés	   oxidativo	   e	   incrementa	   de	   forma	  

significativa	  el	  ratio	  GSH/GSSG	  en	  las	  ratas	  P23HxLE.	  Sin	  embargo,	  en	  la	  capacidad	  

total	  antioxidante	  de	  las	  ratas	  el	  incremento	  se	  produce	  en	  menor	  medida	  que	  con	  

los	   tratamientos	   independientes,	   y	   la	   administración	   conjunta	   no	   influye	   en	   los	  

niveles	  de	  actividad	  de	  las	  enzimas	  antioxidantes	  estudiadas.	  

Décima:	  	   Las	  suplementaciones	  con	  melatonina	  y/o	  galato	  de	  epigalocatequina	  no	  modifican	  

ninguno	   de	   los	   marcadores	   de	   estrés	   oxidativo	   analizado	   en	   ratas	   de	   referencia.	  

Además,	   reducen	   los	   niveles	   de	   defensas	   antioxidantes	   totales	   de	   los	   animales,	  

siendo	  melatonina	   la	  que	  produce	  descensos	  en	  un	  mayor	  número	  de	  parámetros	  

antioxidantes	  analizados.	  Sin	  embargo	  el	  tratamiento	  combinado	  reporta	  menores	  

cambios	   que	   los	   tratamientos	   individuales,	   siendo	   necesarios	   más	   estudios	   para	  

clarificar	   por	   qué	   la	   administración	   conjunta	   de	   sustancias	   con	   propiedades	  

antioxidantes	  en	  individuos	  sanos	  disminuye	  sus	  niveles	  de	  defensas	  antioxidantes.	  
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After	  analyzing	  the	  results	  obtained	  and	  their	  discussion,	  we	  can	  conclude	  that:	  

First:	  	   Pigmented	   heterozygous	   P23H	   line	   1	   rats	   have	   less	   visual	   function	   than	   the	  wild	  

type	  animal,	  which	  is	  consistent	  with	  the	  loss	  of	  photoreceptors,	  a	  typical	  feature	  of	  

the	  Retinitis	  Pigmentosa.	  Differences	  in	  visual	  acuity,	  contrast	  sensitivity	  and	  retinal	  

electrical	  activity	  are	  visible	   from	  P30:	   this	   is	  a	  sign	  of	  an	  early	  appearance	  of	   the	  

signs	  in	  the	  animal	  model,	  which	  coincides	  with	  the	  human	  mutation.	  On	  the	  other	  

hand,	  contrast	  sensitivity	  values	  decrease	  in	  the	  SDxLE	  animal	  from	  P90,	  suggesting	  

retinal	  affection	  in	  wild	  type	  rats	  due	  to	  aging	  and	  the	  albino	  background.	  

Second:	  	   The	   administration	   of	   melatonin	   and/or	   epigallocatechin	   gallate	   as	   antioxidant	  

treatments	   in	   the	   P23HxLE	   rat	   improves	   the	   parameters	   of	   visual	   function:	   visual	  

acuity,	   contrast	   sensitivity	   and	   retinal	   electrical	   activity,	   indicating	   a	   better	   cell	  

preservation	  and	  delaying	  the	  progression	  of	  the	  disease.	  

Third:	  	   The	   supplementation	   with	   melatonin	   and/or	   epigallocatechin	   gallate	   to	   SDxLE	  

reference	   rats	   also	   provides	   improvements	   in	   every	   visual	   function	   parameter	  

analyzed:	  visual	  acuity,	  contrast	  sensitivity	  and	  retinal	  electrical	  activity,	  suggesting	  

that	   these	   antioxidant	   treatments	   could	   be	   useful	   in	   age-‐related	   ocular	   diseases	  

such	  as	  AMD.	  

Fourth:	  	   There	  are	  minimal	  changes	  in	  the	  parameters	  of	  circadian	  rhythms	  studied	  between	  

P60	  and	  P180	  in	  P23HxLE	  rats.	  In	  addition,	  P23HxLE	  rats	  show	  a	  desynchronization	  

between	   the	   rhythm	   of	   body	   temperature	   and	   the	   rhythm	   of	   locomotor	   activity	  

compared	  to	  wild	  type	  rats.	  

Fifth:	  	   Melatonin	  improves	  the	  rate	  of	  desynchronization	  of	  the	  circadian	  rhythm,	  both	  in	  

P23HxLE	   and	   in	   SDxLE	   reference	   rats,	   which	   is	   compatible	   with	   its	   known	  

synchronizing	  function	  of	  biological	  rhythms.	  Epigallocatechin	  gallate	  decreases	  the	  

activity	  levels	  of	  all	  treated	  animals,	  in	  accordance	  with	  its	  sedative	  properties	  and	  

anti-‐dopaminergic	  activity,	  by	  acting	  on	  the	  central	  nervous	  system.	  In	  addition,	  the	  

combined	   administration	   of	   melatonin	   and	   epigallocatechin	   gallate	   increases	   the	  

amplitude	  of	  the	  circadian	  rhythm.	  
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Sixth:	  	   P23HxLE	  rats	  show	  higher	  levels	  of	  oxidative	  stress,	  and	  lower	  levels	  of	  antioxidant	  

defenses,	   which,	   overall,	   indicates	   that	   these	   animals	   have	   a	   greater	   state	   of	  

hepatic	  oxidative	  stress,	  compared	  to	  wild	  type	  rats.	  

Seventh:	  	   The	   treatment	   with	   melatonin	   in	   P23HxLE	   animals	   reduces	   the	   level	   of	   certain	  

oxidative	  markers	  and	  increases	  the	  total	  antioxidant	  capacity	  and	  the	  activities	  of	  

the	   catalase	   and	   superoxide	   dismutase	   enzymes,	  which	   are	   essential	   elements	   in	  

the	  fight	  against	  free	  radicals.	  

Eighth:	  	   Epigallocatechin	  gallate	  hardly	  produces	  any	  effect	  on	  the	  oxidative	  stress	  levels	  of	  

the	   P23HxLE	   rats,	   although	   it	   increases	   the	   total	   antioxidant	   capacity,	   and	   the	  

activity	  of	  the	  glutathione	  S-‐transferase	  enzyme,	  probably	  through	  the	  mechanism	  

of	  action	  mediated	  by	  the	  Nrf2-‐transcription	  factor.	  

Ninth:	  	   The	   joint	   administration	   of	   melatonin	   and	   epigallocatechin	   gallate	   decreases	   the	  

levels	  of	  all	  oxidative	  stress	  markers	  and	  significantly	  increases	  the	  GSH	  /	  GSSG	  ratio	  

in	  P23HxLE	  rats.	  However,	  in	  the	  rats’	  total	  antioxidant	  capacity,	  the	  increase	  occurs	  

to	   a	   lesser	   extent	   than	   with	   the	   independent	   treatments,	   and	   the	   joint	  

administration	   does	   not	   influence	   the	   activity	   levels	   of	   the	   antioxidant	   enzymes	  

studied.	  

Tenth:	  	   Melatonin	  and	  /	  or	  epigallocatechin	  gallate	  supplements	  do	  not	  modify	  any	  of	  the	  

oxidative	   stress	   markers	   analyzed	   in	   reference	   rats.	   In	   addition,	   they	   reduce	   the	  

levels	  of	  total	  antioxidant	  defenses	  of	  the	  animals,	  being	  melatonin	  the	  treatment	  

which	  produces	  decreases	  in	  a	  greater	  number	  of	  antioxidant	  parameters	  analyzed.	  

However,	   the	   combined	   treatment	   reports	   smaller	   changes	   than	   the	   individual	  

treatments,	   so	  more	  studies	  are	  needed	   to	  clarify	  why	   the	   joint	  administration	  of	  

substances	  with	  antioxidant	  properties	  in	  healthy	  individuals	  decreases	  their	  levels	  

of	  antioxidant	  defenses.	  
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