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RESUMEN 

El ictus es la segunda causa de muerte a nivel mundial, y consiste en la alteración de las 

funciones cerebrales por la ausencia o reducción del flujo sanguíneo cerebral, sin otra 

causa aparente que un origen vascular. Los únicos tratamientos actualmente aprobados 

para el ictus isquémico son la retirada mecánica del coágulo y el fármaco fibrinolítico rtPA 

(activador tisular del plasminógeno recombinante), pero éste no se puede administrar en 

todos los casos y además su ventana terapéutica es muy reducida. Por ello, es de vital 

importancia la investigación de nuevas terapias para el tratamiento de esta patología, 

entre ellas, posibles moléculas que sean capaces de recuperar, o al menos de proteger, a 

las células de la penumbra para evitar la expansión de la muerte neuronal. Dentro de esas 

moléculas neuroprotectoras, nuestro grupo de investigación lleva años estudiando las 

nitronas, compuestos orgánicos capaces de atrapar radicales libres de oxígeno (ROS) – que 

son los principales responsables del estrés oxidativo – y, por tanto, con un gran potencial 

neuroprotector para el tratamiento de la isquemia cerebral (CI). 

En este trabajo de tesis doctoral se ha estudiado la capacidad neuroprotectora y 

antioxidante de cinco familias nuevas de nitronas de síntesis, tres de ellas derivadas de la 

α-fenil-N-tert-butil nitrona (PBN): 1) 9 homo-bis-nitronas con dos grupos nitrona en 

posición para-, meta- y orto-, y con sustituyentes N-Me, N-t-Bu o N-Bn (HBNs 1-9) 

idénticos en cada una de ellas; 2) 3 homo-tris-nitronas con tres grupos nitrona y 

sustituyentes N-Me, N-t-Bu o N-Bn (HTNs 1-3) y 3) 5 bi-fenil-nitronas con doble anillo 

bencénico como estructura base, con 3 compuestos con un grupo nitrona (BPMNs 1-3) y 

2 con dos grupos nitrona (BPHBNs 4 y 5) idénticos en cada una de ellas. Además se han 

estudiado 4) 9 nitronas derivadas de nucleobases (NDNs), 2 de tipo purina (9f, 9g), y 7 

de tipo pirimidina, entre las que se pueden distinguir 5 mono-nitronas con un grupo 

nitrona y distinto sustituyente (9a-9e) y 2 bis-nitronas con 2 grupos nitrona y distinto 

sustituyente (9h, 9i); 5) 6 quinolil-nitronas (QNs), con estructura quinolina como base; y 

6) 2 nitronas (colesteronitrona ChN2 y quinolil-nitrona QN23) cuyo efecto neuroprotector 

se había estudiado anteriormente en distintos modelos experimentales de isquemia, in 

vitro e in vivo. Nuestras hipótesis principales han sido: 1) “A mayor número de grupos 

nitrona conjugados con el anillo bencénico, mayor neuroprotección” y 2) “Las nitronas 
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que incorporan nucleobases heterocíclicas en sus estructuras, o las conjugadas con anillos 

de 8-OH quinolina, deben ser mucho más potentes como agentes neuroprotectores que 

las conjugadas con anillos bencénicos”. El estudio de la neuroprotección se llevó a cabo 

en modelos in vitro empleando cultivos celulares de la línea de neuroblastoma humano 

SH-SY5Y, sometidos a un modelo de isquemia experimental con privación de oxígeno y 

glucosa (OGD) y posterior re-oxigenación y re-suministro de glucosa (OGDR o IR), y a un 

modelo de estrés oxidativo con inhibidores de la cadena respiratoria celular (O/R). En 

algunos casos se utilizaron también modelos in vivo, mediante la oclusión permanente de 

la arteria cerebral media (pMCAO). Los ensayos utilizados fueron la medida de la 

viabilidad celular o capacidad metabólica mitocondrial, y la evaluación de distintos tipos 

de muerte celular subyacentes a la isquemia cerebral: necrosis, apoptosis y autofagia. 

Además, se estudió la capacidad antioxidante de estos compuestos mediante la medida 

del radical anión superóxido (O2•-), estableciéndose en todos los casos las EC50’s y 

actividades máximas efectoras. Los resultados demostraron que casi todas las nitronas 

ensayadas presentan una capacidad neuroprotectora y antioxidante significativa, similar 

o en algunos casos bastante superior a la de PBN, utilizada como nitrona de referencia, y 

similar a la de N-acetil cisteína (NAC), un conocido compuesto antioxidante. Entre los 3 

grupos de nitronas estudiadas derivadas de PBN, los resultados muestran que, en general, 

la presencia de dos grupos nitrona (BPHBNs, HBNs) mejora los efectos neuroprotectores 

y antioxidantes de los compuestos respecto a aquellos que contienen un único grupo 

nitrona. Sin embargo, la presencia de un tercer grupo nitrona (HTNs) no induce una 

mejora en estas propiedades. Por otro lado, los compuestos con grupos nitrona en posición 

meta- (HBN5 y HBN6) y orto- (HBN8 y HBN9) poseen mejores capacidades 

neuroprotectoras que los compuestos para-. Igualmente, las nitronas con sustituyentes N-

t-Bu (HBN5, HTN2, BPHBN5) y N-Bn (HBN6, HTN3, BPMN3, QN6) presentan mejores 

propiedades neuroprotectoras que los compuestos con sustituyente N-Me (HBN4, HTN1, 

BPMN1, BPHBN4). Además, en un modelo de pMCAO en ratón, HBN6 reduce muy 

significativamente el volumen del infarto ( 90%), por lo que, en conjunto, la 

consideramos como la mejor de nitrona de estas series.  

Respecto a las nitronas derivadas de nucleobases (NDNs), los resultados muestran que 

éstas tienen mejores propiedades neuroprotectoras y antioxidantes in vitro que PBN, 
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destacando especialmente las nitronas derivadas de purina (9f, 9g), seguidas de las de 

pirimidina con sustituyentes H o F (9a, 9c). Sin embargo, la introducción de un 

sustituyente metilo o de sustituyentes halógenos como Br o Cl empeora su potencial 

neuroprotector.  

Por otro lado, QN6, una 8-hidroxiquinolil-nitrona con un sustituyente N-bencilo, es la más 

equilibrada de todas las QNs estudiadas in vitro, revirtiendo significativamente la 

disminución de la actividad metabólica neuronal, protegiendo frente a necrosis y 

apoptosis, y demostrando la mayor capacidad antioxidante. Asimismo, el tratamiento con 

QN6 en un modelo de pMCAO en ratón disminuye notablemente el volumen de la lesión 

cerebral ( 75%).  

Por último, ChN2 y QN23 muestran efectos neuroprotectores significativos, comparables 

a los de HBN6 y NAC, y superiores a los de PBN. Su actividad neuroprotectora parece 

derivar de su poder anti-necrótico a bajas concentraciones y de sus efectos anti-

apoptóticos y antioxidantes a más altas concentraciones. Sin embargo, ni la activación ni 

la inhibición de la autofagia parecen estar implicadas en su capacidad neuroprotectora, a 

diferencia de lo que ocurre con HBN6, cuyo papel modulador de la autofagia subyace a 

sus mecanismos neuroprotectores y podría explicar su elevada eficacia en modelos in vivo 

de isquemia cerebral. 

Todos estos resultados han servido para identificar dos nuevas “nitronas hit”, HBN6 y 

QN6, como candidatos muy prometedores para su empleo en el tratamiento no solo de la 

CI, sino, por estudios paralelos, de otras enfermedades asociadas a la edad (ARDs). Así, 

estas dos nitronas, junto con ChN2 y QN23, ya estudiadas previamente, se proponen 

como compuestos neuroprotectores para ensayos pre-clínicos más completos, en la 

terapia de estas enfermedades. 

 

Palabras clave: antioxidantes, apoptosis, autofagia, enfermedades asociadas a la edad, 

estrés oxidativo, ictus, isquemia cerebral, necrosis, neuroprotección, nitronas. 
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ABSTRACT 

Stroke, the second leading cause of death worldwide, results from alterations in brain 

functions due to the absence or reduction of cerebral blood flow, with no apparent cause 

other than a vascular origin. The only treatments currently approved for ischemic stroke 

are mechanical clot removal and the fibrinolytic drug rtPA (recombinant tissue 

plasminogen activator), that cannot be administered in all cases due to its very narrow 

therapeutic window. Therefore, research into new therapies for this pathology is of vital 

importance, including potential molecules capable of recovering or, at least, protecting the 

cells in the penumbra to prevent the spreading of neuronal death. Within these 

neuroprotective molecules, our research group has been studying nitrones, organic 

compounds capable of trapping reactive oxygen species (ROS), which are the main 

responsible for oxidative stress, and therefore may have widely applicable 

neuroprotective effects for the treatment of cerebral ischemia (CI). 

Thus, in this doctoral thesis, we have investigated the neuroprotective and antioxidant 

capacity of five new families of synthetic nitrones, three of which derive from α-phenyl-

N-tert-butyl nitrone (PBN): 1) 9 homo-bis-nitrones with two nitrone groups in para-, 

meta- and ortho- position, bearing N-Me, N-t-Bu or N-Bn substituents (HBNs 1-9); 2) 3 

homo-tris-nitrones with 3 nitrone motifs, bearing N-Me, N-t-Bu or N-Bn substituents 

(HTNs 1-3); and 3) 5 biphenyl-nitrones, with a double benzene ring as the core, 3 of them 

with one nitrone group (BPMNs 1-3) and 2 with two nitrone groups (BPHBNs 4 and 5), 

each of them identical to one another. Other nitrones that have been studied are: 4) 9 

nucleobase-derived nitrones (NDNs), including 2 of purine type (9f, 9g), and 7 of 

pyrimidine type, where 5 are mono-nitrones with one nitrone group and different N-alkyl 

substituents (9a-9e), and 2 are bis-nitrones with two nitrone groups bearing different N-

alkyl substituents (9h, 9i); 5) 6 quinolyl-nitrones (QNs), with a quinoline structure as the 

base; and 6) 2 nitrones (cholesteronitrone ChN2 and quinolyl-nitrone QN23) whose 

neuroprotective effects were previously described in different experimental in vivo and in 

vitro models of ischemia. Our main hypotheses have been: 1) “The greater the number of 

nitrone groups conjugated to the benzene ring, the greater the neuroprotection” and 2) 

“Nitrones incorporating heterocyclic nucleobases in their structures or those conjugated 
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with 8-OH-quinoline rings, should be much more potent as neuroprotective agents than 

those conjugated with benzene rings”.  

The neuroprotection study was conducted in in vitro models using cell cultures of the 

human neuroblastoma line SH-SY5Y, subjected to a model of experimental ischemia with 

oxygen and glucose deprivation (OGD) and subsequent re-oxygenation and glucose 

resupply (OGDR or IR), and to a model of oxidative stress with inhibitors of the cellular 

respiratory chain (O/R). In some cases, in vivo models were also employed, using 

permanent middle cerebral artery occlusion (pMCAO). We conducted assays to measure 

cell viability or mitochondrial metabolic capacity, assess various types of cell death 

underlying cerebral ischemia (necrosis, apoptosis and autophagy) and evaluate the 

antioxidant capacity of the compounds by measuring the release of superoxide anion 

radical (O2•-), establishing in all cases the EC50's and maximal effector activities. The results 

demonstrated that almost all of the tested nitrones exhibit significant neuroprotective and 

antioxidant capacity, similar or in some cases significantly superior to that of PBN, used 

as a reference nitrone, and similar to that of N-acetyl cysteine (NAC), a well-known 

antioxidant compound. Among the 3 groups of PBN-derived nitrones studied, the results 

show that, in general, the presence of two nitrone groups (BPHBNs, HBNs) improves the 

neuroprotective and antioxidant effects of the compounds compared to those containing 

a single nitrone group. However, the presence of a third nitrone group (HTNs) does not 

induce an improvement in these properties. On the other hand, compounds with nitrone 

groups in meta- (HBN5 and HBN6) and ortho- position (HBN8 and HBN9) possess better 

neuroprotective capabilities than para- compounds. Similarly, nitrones with N-t-Bu 

(HBN5, HTN2, BPHBN5) and N-Bn (HBN6, HTN3, BPMN3, QN6) substituents exhibit 

better neuroprotective properties than compounds with N-Me substituents (HBN4, 

HTN1, BPMN1, BPHBN4). Moreover, in a mouse model of pMCAO, HBN6 very 

significantly reduces infarct volume ( 90%), making it the best nitrone of this series 

overall. 

Regarding the nucleobase-derived nitrones (NDNs), the results show that they have 

better in vitro neuroprotective and antioxidant properties than PBN, with purine-derived 

nitrones standing out (9f, 9g), followed by pyrimidine nitrones with H or F substituents 
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(9a, 9c). However, the introduction of a methyl substituent or halogen substituents such 

as Br or Cl diminishes their neuroprotective potential. 

On the other hand, QN6, an 8-hydroxyquinolyl-nitrone with an N-benzyl substituent, is 

the most balanced of all the QNs studied in vitro, significantly reversing the decrease in 

neuronal metabolic activity, protecting cells against necrosis and apoptosis, and 

demonstrating the highest antioxidant capacity. Likewise, treatment with QN6 in a mouse 

model of pMCAO markedly decreased brain injury volume ( 75%). 

Finally, ChN2 and QN23 exhibit significant neuroprotective effects, comparable to those 

of HBN6 and NAC, and superior to those of PBN. Their neuroprotective activity seems to 

derive from their anti-necrotic properties at low concentrations and their anti-apoptotic 

and antioxidant effects at higher concentrations. However, neither activation nor 

inhibition of autophagy appear to be involved in their neuroprotective capacity, unlike 

HBN6, whose role in modulating autophagy underlies its neuroprotective mechanisms 

and could explain its high efficacy in in vivo models of cerebral ischemia.  

All these results led to the identification of two new "hit nitrones", HBN6 and QN6, as 

very promising candidates for use in the treatment not only of CI, but also, through 

parallel studies, of other age-related diseases (ARDs). Thus, these two nitrones, together 

with ChN2 and QN23, already studied previously, are proposed as neuroprotective 

compounds for more complete pre-clinical trials for the therapy of these diseases. 

 

Keywords: age-related diseases, antioxidant, apoptosis, autophagy, brain ischemia, 

necrosis, neuroprotection, nitrones, oxidative stress, stroke. 
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ABREVIATURAS

3-MA: 3-metil adenina. 

6-OHDA: 6-hidroxi-dopamina. 

Ac-DEVD-AMC: N-acetil-L-α-aspartil-

L-α-glutamil-L-valil-N-(4-metil-2-oxo-

2H-1-benzopiran-7-il)-L-α-asparagina. 

AChE: Acetilcolinesterasa.  

AChEI: Inhibidor de AChE. 

AD:  Enfermedad de Alzheimer. 

AFU: Unidades arbitrarias de 

fluorescencia. 

AIF: Factor inducción de la apoptosis. 

AKT: Proteína quinasa B.  

AMC: Amino-4-metilcumarina. 

AMP: Adenosín monofosfato.  

AMPA: Receptor del ácido α-amino-3-

hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropiónico. 

AMPK: Proteína quinasa activada por 

AMP.  

Apaf-1: Factor-1 activador de la proteasa 

apoptótica.  

APT: Teoría de la pleiotropía 

antagonista. 

ARD: Enfermedades asociadas a la edad. 

ARRIVE: Investigación animal = 

Informando de los experimentos in vivo. 

ATP: Adenosín trifosfato. 

Aβ: Péptido β-amiloide.  

BACE: β-secretasa.  

BBB: Barrera hematoencefálica. 

Bcl-2: Proteína anti-apoptótica de 

linfoma de células B2.  

BNIP3: Proteína 3 de 19 kDa que 

interacciona con la proteína Bcl-

2/Adenovirus E1B.  

BPHBN: Bi-fenil-homo-bis-nitrona.  

BPMN: Bi-fenil-mono-nitrona. 

BPN: Bi-fenil-nitrona. 

C: Control. 

CAMKK: Quinasa de la proteína quinasa 

dependiente de calmodulina.  

ChE: Colinesterasa. 

ChN: Colesteronitrona. 

CI: Isquemia cerebral. 

CNS: Sistema nervioso central. 

CO2: Dióxido de carbono. 

COX: Ciclooxigenasa. 

CQ: Cloroquina. 

CSF: Líquido cefalorraquídeo.  

CytC: Citocromo C.  

DALY: Años de vida perdidos por 

discapacidad. 

DAMP: Patrón molecular asociado a 

daño. 

DHET: Dihidroetidina. 

DISC: Complejo de señalización de 

inducción de muerte.  

DMEM: Dulbecco’s modified eagle 

medium. 

DMSO: Dimetil-sulfóxido. 

DNA: Ácido desoxirribonucleico. 

DNAsa: Desoxirribonucleasa. 

DST: Teoría del soma dispensable. 
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EC50: Concentración/Dosis efectiva 

media. 

ECL: Quimioluminiscencia mejorada de 

luminol. 

ECM: Proteína de matriz extracelular.  

EDTA: Ácido etilendiaminotetracético. 

EMM: Membrana mitocondrial externa. 

ER: Retículo endoplasmático.  

ETC: Cadena de transporte de electrones. 

FADD: Dominio de muerte asociado a 

Fas. 

FADH2: Flavín adenín dinucleótido 

reducido. 

Fas: Antígeno-1 de la apoptosis. 

FasL: Ligando de Fas.  

FBS: Suero fetal bovino. 

FDA: Food and Drugs Administration 

(US).  

FOV: Campo de visión.  

FRT: Teoría de los radicales libres. 

G-CSF: Factor estimulador de colonias 

de granulocitos.  

GPCRs: Receptores acoplados a 

proteínas G.  

GR: Glutatión reductasa. 

GSH: Glutatión reducido. 

GSH-Px: Glutatión peroxidasa. 

GSSG: Glutatión disulfuro. 

GTP: Guanosín trifosfato.  

H2DCFDA: 2’,7’-diclorodihidro-

fluoresceína diacetato. 

H2O2: Peróxido de hidrógeno o agua 

oxigenada. 

HBN: Homo-bis-Nitrona. 

HCl: Ácido clorhídrico. 

HClO: Ácido hipocloroso.  

HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazina etano sulfónico. 

HIF: Factor inducible por hipoxia.  

HRP: Peroxidasa de rábano. 

HTN: Homo-tris-nitrona. 

IC50: Concentración/Dosis inhibitoria 

media.  

IL: Interleuquina. 

IR: Isquemia-reperfusión.  

LC3: Proteína de cadena ligera asociada 

a microtúbulos 3.  

LDH: Lactato deshidrogenasa. 

LP: Peroxidación lipídica. 

M1/2: Rama principal (1) o secundaria (2) 

de la arteria cerebral media. 

MAA: Actividad antioxidante máxima. 

MAO: Monoamina oxidasa. 

MAT: Teoría de la acumulación de 

mutaciones.  

MCA: Arteria cerebral media.  

MCAO: Oclusión de la arteria cerebral 

media.  

MCI: Deterioro cognitivo leve.  

MNA: Actividad neuroprotectora 

máxima. 

mPTP: Poro de transición de 

permeabilización mitocondrial.  

MRC: Cadena respiratoria mitocondrial. 

MRI: Imagen de resonancia magnética. 

mTOR/mTORC1: Complejo 1 de la 

diana mamífera de la rapamicina.  

MyoCD: Miocardina. 
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NAC: N-acetil cisteína.  

NaCl: Cloruro sódico. 

NAD+: Nicotinamida adenina 

dinucleótido. 

NADH: Nicotinamida adenina 

dinucleótido reducido. 

NADPH: Nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato reducido.  

NDN: Nitrona derivada de nucleótidos. 

NFT: Ovillo neurofibrilar de proteína 

Tau hiperfosforilada.  

NF-κB: Factor nuclear potenciador de las 

cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas. 

NMDA: Receptor del N-metil-D-

aspartato.  

NO: Óxido nítrico. 

NOS: Óxido nítrico sintasa.  

NOXA:  Proteína 1 inducida por forbol-

12-miristato-13-acetato.  

LRP-1: Proteína 1 relacionada con el 

receptor de lipoproteínas de baja 

densidad. 

O/R: Oligomicina 10 μM y rotenona 30 

μM. 

O2•-: Anión superóxido. 

O2: Oxígeno molecular. 

OGD: Privación de oxígeno y glucosa. 

OGD-IR: Privación de O2 y glucosa y re-

suministro de ambos. 

OH-: Hidroxilo (ion). 

ONOO-: Peroxinitrito. 

OST: Teoría del estrés oxidativo. 

PAGE-SDS: Gel de poliacrilamida con 

dodecil sulfato sódico. 

PARP: Poli-ADP ribosa polimerasa.  

PBN: α-fenil-N-tert-butil nitrona. 

PBS: Solución salina tamponada con 

fosfato. 

PD: Enfermedad de Parkinson. 

PET: Tomografía por emisión de 

positrones. 

PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa. 

PI(3)P: Fosfatidilinositol 3-fosfato. 

pMCAO: Oclusión permanente de la 

arteria cerebral media.  

PMSF: Fenilmetilsulfonilo.  

PPARγ: Receptor gamma activado por el 

proliferador de peroxisomas. 

PUMA: Modulador de la apoptosis 

regulada por p53.  

PVDF: Fluoruro de polivinidileno. 

QN: Quinolil-nitrona. 

Rapa: Rapamicina. 

RARE: Adquisición rápida con realce de 

la imagen.  

RIPA: tampón del ensayo de 

radioinmunoprecipitación. 

RNA: Ácido ribonucleico. 

RNS: Especies reactivas de nitrógeno.  

RONS: Especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno. 

ROS: Especies reactivas de oxígeno. 

RTK: Receptores tirosina quinasa.  

rtPA: Activador tisular del 

plasminógeno recombinante.  

SAR: Relación estructura-actividad. 

SASP: Fenotipo secretor asociado a 

senescencia. 
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SEM: Error estándar de la media.  

SNP: Nitroprusiato sódico. 

SOD: Superóxido dismutasa.  

SRF: Factor de respuesta a suero. 

T2WI: Imagen ponderada por difusión 

adquirida en T2. 

TA: Temperatura ambiente. 

TE: Tiempo efectivo. 

TEMED: Tetrametiletilendiamina. 

TLR4: Receptor tipo Toll 4 (Toll-like 

receptor 4). 

tMCAO: Oclusión transitoria de la 

arteria cerebral media.  

TNF: Factor de necrosis tumoral.  

TNFR1: Receptor 1 del TNFα.  

TR: Tiempo de repetición.  

TRAIL: Ligando inductor de la apoptosis 

relacionado con TNF.  

TRAILR: Receptor de TRAIL.  

TTC: 2,3,5-trifeniltetrazolium. 

ULK1: Quinasa 1 similar a unc-51.  

UPR: Respuesta a proteínas desplegadas. 

USA: Estados Unidos (de América). 

UTP: Uridín trifosfato. 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial 

vascular. 

WI: Imagen ponderada por difusión. 

XO: Xantina oxidasa. 

XTT: sal sódica de 2,3-bis (2-metoxi-4- 

nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-

carboxanilida. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Desde la aparición del Homo sapiens, la esperanza de vida de los humanos, es decir, la edad 

media a la que se produce la muerte de los individuos de una población, ha sido, durante 

milenios y en todas las regiones del mundo, de alrededor de 30 años (Finch, 2010). Sin 

embargo, en la Ilustración, durante los siglos XVII y XVIII, la esperanza de vida global 

experimentó un aumento muy significativo, de los 30 a los 67 años (Riley, 2001). Este 

incremento tuvo lugar de forma mucho más rápida en los países industrializados, al 

acompañarse de una clara mejora en los sistemas sanitarios. Durante las últimas décadas 

del siglo XIX, la desigualdad en la esperanza de vida de la población de los distintos países 

fue disminuyendo y, durante los siglos XX y XXI, la media de la esperanza de vida global 

ha superado los 70 años (Liou et al., 2020). Aun así, la diferencia en esperanza de vida 

entre las distintas áreas geográficas del mundo es todavía bastante amplia, como se puede 

apreciar en la Figura 1. 

 

Figura  1. Esperanza de vida mundial en 2019. Se muestra la esperanza 

de vida al momento del nacimiento, es decir, el número promedio de años que 

un recién nacido viviría si el patrón de mortalidad en el año mostrado se 

mantuviera igual durante toda su vida. (Roser et al., 2019). 
 

Como se ha indicado anteriormente, cuanto mejor es la salud de las personas de un país, 

mayor es su esperanza de vida. En la Figura 1, por ejemplo, se observa que las poblaciones 
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de los países más ricos, caracterizados por poseer un mejor sistema sanitario, tienen 

esperanzas de vida superiores a los 80 años. Por el contrario, en los países con sistemas de 

asistencia sanitaria menos desarrollados, la población tiene una esperanza de vida de 

entre 50 y 60 años (Roser et al., 2019). Detrás de esta amplia diferencia hay diversos 

factores, desde las desigualdades en cuanto a avances médicos (Kirkwood, 2017), las 

condiciones de higiene (Greene, 2001) o el nivel socioeconómico (Mackenbach, 2012). 

A lo largo de la historia, las enfermedades infecciosas han constituido uno de los 

principales problemas de salud, causa de la mayor parte de la mortalidad, sobre todo en 

los primeros tramos de la vida. Entre ellas, destacan la viruela, el cólera, la tuberculosis, 

la sífilis o el tifus (Mercer, 2021). Por el contrario, acompañando a los avances terapéuticos 

y sanitarios, las condiciones de salud con las que las personas llegan a edades avanzadas 

son en la actualidad significativamente mejores que aquéllas en las que llegaban un par 

de siglos antes (Kirkwood, 2017). Es decir, hoy en día, las personas mayores gozan de una 

mejor salud que las de 1800. No obstante, esto no significa que no sufran patologías, sino 

que se ha producido un cambio en el tipo de las afecciones que padecen. 

Este aumento en el número de años que una persona puede vivir está íntima e 

irremediablemente vinculado al concepto de envejecimiento, que podría definirse como 

una disfunción en distintos procesos biológicos relacionada con la edad, y cuyos 

consiguientes daños, principalmente celulares o moleculares, pero también a nivel del 

organismo, no pueden ser reparados completamente (Kyriazis, 2019).  

 

1. Teorías del envejecimiento 

El envejecimiento ha sido objeto de estudio a lo largo de los años, y aunque aún hoy en 

día no se sabe completamente su origen, existen algunas teorías que buscan explicar este 

fenómeno.  

Una de las primeras teorías, si no la primera, que pretendía explicar el envejecimiento fue 

la teoría del desgaste (“Wear and tear”), propuesta por Weismann en 1882, según la cual 

el cuerpo humano es visto como una máquina, y tanto los órganos como las células se van 

desgastando con el tiempo, acumulando daños debido a factores como el excesivo 
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consumo de grasas y azúcares o la exposición a rayos ultravioleta (UV). Esta teoría no 

tiene en cuenta la habilidad reparadora del cuerpo. Por eso surgió una segunda teoría 

muy similar, la teoría estocástica, que postulaba que la acumulación de daños también se 

debía al fallo en los mecanismos de reparación, las infecciones, o incluso al estrés 

ambiental (Peng et al., 2014). 

Sin embargo, las teorías sobre del envejecimiento que más relevancia tienen actualmente, 

son las que presentamos a continuación, relacionadas con principios de la evolución.  

1.1. Teoría de la acumulación de mutaciones (MAT) 

Esta teoría, descrita por Medawar en 1952, propone que, conforme la población envejece, 

una serie de mutaciones genéticas deletéreas se van acumulando en su genoma debido a 

la deriva genética y a que se transmiten de generación en generación. Después de la etapa 

reproductiva de los individuos, la fuerza de la selección natural disminuye y, por lo tanto, 

ya no es suficiente para eliminar esas variantes genéticas perjudiciales asociadas a ciertas 

enfermedades, o al mero deterioro fisiológico asociado a la edad. Es por ello que los 

efectos de estas mutaciones se manifiestan en etapas tardías de la vida (Medawar, 1952). 

1.2. Teoría de la pleiotropía antagonista (APT) 

La teoría de la pleiotropía antagonista, propuesta por Williams en 1957, añade un aspecto 

adaptativo al principio de la MAT. Según Williams, el envejecimiento ocurre porque hay 

ciertos genes con mutaciones que se conservan en la población porque tienen efectos 

positivos en las primeras etapas de la vida (juventud o periodo fértil), pero esos mismos 

genes resultan nocivos en estadios más avanzados de la vida. Sería como si el gen perdiera 

su función protectora tras la juventud, y posteriormente detonara un fenotipo pro-

envejecimiento (Williams, 1957). 

1.3. Teoría del soma dispensable (DST) 

Esta teoría, formulada por Kirkwood en 1977, considera al cuerpo (soma) simplemente 

como una estructura protectora del material genético, de manera que, después de que 

haya ocurrido la reproducción, el cuerpo se deshecha, mientras que el material genético 

que contiene, sobrevive. Según Kirkwood, esto ocurriría porque en el organismo debe 
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haber un compromiso o balance entre el crecimiento, la reproducción y la reparación 

efectiva del cuerpo, y dado que un organismo tiene una cantidad limitada de recursos que 

puede asignar a los diversos procesos celulares, la energía corporal se destina a la 

reproducción como prioridad. Así, el daño celular asociado al tiempo no se repara de 

forma efectiva, y eso hace que el cuerpo se deteriore produciendo una degeneración 

crónica y la aparición de enfermedades asociadas a la edad (Kirkwood, 1977). 

1.4. Teoría de los radicales libres (FRT) o del estrés oxidativo (OST) 

Propuesta por primera vez por Harman en 1956, esta teoría propone que las pérdidas 

funcionales asociadas a la edad tienen su origen en el daño a las macromoléculas ejercido 

por un tipo de radicales libres, las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (RONS).  

Los radicales libres son átomos o moléculas altamente reactivas, habitualmente de vida 

media muy corta, que tienen un electrón desapareado en su capa externa, y que pueden 

generarse cuando el oxígeno reacciona con determinadas moléculas, aceptando o 

donando un electrón, es decir, actuando como oxidantes o reductores. Así, los términos 

ROS (Especies reactivas de oxígeno) y RNS (Especies reactivas de nitrógeno), se refieren 

mayoritariamente a radicales libres que portan átomos de O y N, respectivamente 

(Phaniendra et al., 2014).  

Los RONS se pueden generar en multitud de procesos biológicos y tienen efectos tanto 

positivos (la generación de energía a partir de moléculas orgánicas o los procesos de 

señalización celular) como negativos (están asociados al envejecimiento y las 

enfermedades de la edad) sobre los organismos aerobios (Venkataraman et al., 2013).  
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Tabla 1. Principales especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno (RONS). (Carvajal, 2019). 

 

Los principales RONS que se producen en el cuerpo, en concreto la mayoría de ellos se 

producen a nivel mitocondrial, están recogidos en la Tabla 1, y son los siguientes:  

• Anión superóxido (O2•-). Es el ROS primario y más abundante, generado a partir 

del oxígeno molecular en la respiración celular por electrones donados por el 

NADPH, mediante la enzima NADPH oxidasa (Fridovich, 1978).  

• Peróxido de hidrógeno o agua oxigenada (H2O2). No es un radical libre, pero sí 

una especie altamente inestable, generada por la superóxido dismutasa (SOD) a 

partir del O2•- y el agua (Fukai & Ushio-Fukai, 2011), o incluso por dismutación 

espontánea a pH bajo. En los neutrófilos, el H2O2 se puede combinar con cloruro 

(Cl-) mediante la enzima mieloperoxidasa para generar HClO, otro ROS que daña 

especialmente las proteínas celulares, y tiene una clara acción citotóxica en el 

sistema inmune (Winterbourn et al., 2016).  
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• Radical hidroxilo (OH-). Es el ROS primario más potente y agresivo, responsable 

del daño oxidativo a las bases del DNA, con una corta vida media. Se puede 

generar rápidamente a partir de H2O2 y O2•- mediante la reacción de Haber-Weiss 

(Haber & Weiss, 1932), o de Fenton con Fe2+ (Fenton, 1894). Incluso se puede 

generar por descomposición de H2O2 por radiación ionizante, o por 

descomposición fotolítica de hidroperóxidos de alquilo (Valko et al., 2004).  

• Óxido nítrico (NO). Es un RNS generado por las tres isoformas de la enzima NO 

sintasa (NOS). La NOS endotelial (eNOS) está relacionada con el efecto 

vasodilatador y de regulación vascular de esta molécula; la NOS neuronal (nNOS) 

está ligada al efecto neurotransmisor y de señalización intracelular de esta 

molécula; y la NOS inducible (iNOS) se activa en respuesta a varias señales de 

endotoxinas o citoquinas (Adams et al., 2015). Además, el O2•- puede reaccionar 

con NO para formar el peroxinitrito (ONOO-), otro RNS altamente reactivo (Figura 

2). 

Figura 2. Rutas de formación y eliminación de ROS. (Simunkova et al., 2019). 

Sin embargo, al igual que existen las RONS, deben existir mecanismos antioxidantes que 

defiendan los sistemas biológicos de la toxicidad de los radicales libres, y ello incluye 

antioxidantes endógenos y exógenos (Figura 2). Como principales antioxidantes 

endógenos destacan las enzimas SOD, que como ya hemos visto transforma el superóxido 

en peróxido de hidrógeno; la catalasa, que descompone el H2O2 en oxígeno y agua, 

evitando la formación de los nocivos radicales hidroxilo; y la glutatión peroxidasa (GSH-
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Px), que convierte peróxidos y radicales OH- en formas no tóxicas mediante la oxidación 

del glutatión reducido (GSH) a glutatión disulfuro (GSSG), y luego es reducido de nuevo 

a GSH por la glutatión reductasa (GR) (Birben et al., 2012). Hay otras moléculas 

antioxidantes endógenas que no son enzimas, que lo que hacen es interaccionar con RONS 

y terminar las cadenas de reacción de los radicales libres, tales como la bilirrubina, la 

vitamina E, el α-tocoferol (protegiendo de la peroxidación lipídica de las membranas), el 

β-caroteno, que están en sangre, así como la albúmina y el ácido úrico que componen el 

85% de la capacidad antioxidante del plasma (Wu et al., 2013). Exógenamente podemos 

encontrar más cantidad de las vitaminas E y C, o ácido ascórbico (que elimina radicales 

OH- y O2•-), antioxidantes fenólicos (como el resveratrol o los flavonoides), metales como 

el Se o el Zn, y la acetilcisteína (Pisoschi & Pop, 2015).  

El estrés oxidativo es un fenómeno que se produce cuando hay un desequilibrio entre la 

formación y la eliminación de RONS debido a una sobreproducción y/o a una capacidad 

deficiente para neutralizarlos o para reparar el daño resultante (Salisbury & Bronas, 2015). 

En esas condiciones, las RONS se acumulan y pueden dañar las moléculas de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) o a los hidratos de carbono, la peroxidación de lípidos o la 

oxidación de proteínas (Peng et al., 2014), por lo que los productos de estos procesos 

también se pueden emplear como marcadores de estrés oxidativo.  

Según la teoría del envejecimiento OST (Harman, 1956), es la acumulación de daños 

ocasionados por estrés oxidativo, tales como el fallo en el mantenimiento de las defensas 

antioxidantes, la integridad mitocondrial, la proteostasis, la reparación del DNA y los 

telómeros, la funcionalidad del sistema inmune, la regulación metabólica y la capacidad 

regeneradora (Chandrasekaran et al., 2017), la que causa el envejecimiento.  

En la actualidad no queda totalmente claro, pero parece que niveles altos de RONS 

pueden llevar a la senescencia celular, condición en la que generalmente se paraliza la 

proliferación celular en respuesta a daños ocurridos durante la replicación. Así, estas 

células senescentes adquieren de forma irreversible el “fenotipo secretor asociado a 

senescencia” (SASP), por el que se liberan multitud de moléculas como factores solubles 

(interleuquinas (IL)), factores de crecimiento o quimioquinas, metaloproteasas de matriz 

extracelular (MMPs) y proteínas de la matriz extracelular (ECMs) (Liguori et al., 2018). El 
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SASP no solo se relaciona con el estrés oxidativo, sino que también está íntimamente 

asociado a la inflamación, ya que induce una cascada inflamatoria de bajo grado, que 

mantenida en el tiempo contribuye al daño celular, activando la ruta de NF-κB, IL-1α, e 

IL-6 (Rea et al., 2018).  

Es, pues, por la estrecha relación entre estrés oxidativo, inflamación y envejecimiento, que 

se propuso la teoría del envejecimiento inflamatorio-oxidativo, aunando ambos conceptos 

y afectando sobre todo a los sistemas regulatorios del cuerpo, es decir, al sistema nervioso, 

endocrino e inmune, principalmente. La activación del sistema inmune sería la 

generadora de un estado inflamatorio que a su vez produce un círculo vicioso en el que el 

estrés oxidativo y la inflamación se retroalimentan, aumentando la morbilidad y 

mortalidad relacionada con la edad (Fuente & Miquel, 2009).  

 

2. Enfermedades asociadas a la edad 

Existen una serie de patologías que, si bien pueden surgir en cualquier etapa de la vida y 

afectar a personas de distintos rangos de edad, suelen padecer con mucha más frecuencia 

las personas de edad avanzada que los jóvenes. Este conjunto de patologías (Figura 3) se 

conoce como “enfermedades asociadas a la edad” (ARD), y comprenden distintas 

afecciones en las que el estrés oxidativo, la senescencia celular y, por tanto, los factores 

SASP, están muy involucrados (Chandrasekaran et al., 2017).  

Estas enfermedades pueden ser tanto agudas como crónicas, y afectar a distintos órganos 

y sistemas, destacando entre ellos el sistema cardiovascular, con riesgo de aparición de 

aterosclerosis, hipertensión y enfermedades cardiovasculares; el sistema ocular, con 

aparición de cataratas o degeneración macular; las articulaciones y el sistema óseo, con 

manifestación de artritis u osteoporosis; el riñón o el pulmón; la posibilidad de padecer 

diabetes mellitus de tipo II, enfermedades biliares o algunos tipos de cáncer, sin 

olvidarnos del sistema nervioso, donde predominan enfermedades neurodegenerativas 

tanto agudas, como el ictus, como crónicas, como la enfermedad de Alzheimer (AD).  



INTRODUCCIÓN 

23 

 

Figura 3. Representación esquemática de enfermedades asociadas a 

la edad. Éstas incluyen numerosas afecciones agudas y crónicas 

íntimamente relacionadas con la inflamación y el daño producido por estrés 

oxidativo. (Chandrasekaran et al., 2017). 

 

Las ARDs se inician por pequeñas alteraciones que se van amplificando mediante bucles 

de retroalimentación positiva (círculos viciosos), y que finalmente llevan a la 

desestabilización del estado fisiológico normal del organismo (Belikov, 2018). De hecho, 

un ejemplo de ello lo tenemos en que la aterosclerosis y la hipertensión, patologías que 

afectan al sistema cardiovascular, son los factores más importantes responsables del ictus. 

2.1. Ictus e isquemia cerebral 

El ictus, o accidente cerebrovascular, es una de las principales causas de muerte a nivel 

mundial, de especial importancia por su alta incidencia, es decir, el número de casos 

nuevos por región y por un tiempo determinado, especialmente en países de alto nivel 
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socioeconómico (World Health Organization, 2022). En concreto, en 2019 el ictus seguía 

siendo la segunda causa de muerte, y la tercera causa de muerte y discapacidad 

combinada, a nivel mundial (Feigin et al., 2022). Como consecuencia, entre 1990 y 2019 

han experimentado un crecimiento sin precedentes su incidencia (70%), el número de 

muertes (43%), la prevalencia, o lo que es lo mismo, la cantidad total de personas que han 

sufrido un ictus (102%), y el número de años vividos con discapacidad, o DALYs (143%), 

debidos a esta enfermedad. Este aumento en los parámetros ha sido especialmente 

marcado en los países de ingresos bajos o medio-bajos, donde se ha producido un 

incremento de las muertes por ictus de un 86% y de DALYs en un 89%. Además, el coste 

total del ictus a nivel mundial, incluyendo no solo el coste sanitario, sino también el 

socioeconómico, se encuentra alrededor de los 891.000 millones de dólares. De ahí el 

amplio interés que ha despertado esta patología en el ámbito de la investigación 

farmacológica.  

La definición más actual y completa de lo que es un ictus, o accidente cerebrovascular, 

involucra un déficit en algunas funciones neurológicas, debido a una lesión aguda 

solamente de naturaleza vascular en el sistema nervioso central (CNS), incluidas la retina 

y la médula espinal, con síntomas que duran al menos 24 h o que llevan a la muerte antes 

de ello, o bien de cualquier duración, pero con una evidencia de infarto local o hemorragia 

cerebral por técnicas de neuroimagen o por autopsia (Sacco et al., 2013). Esta definición 

incluye diferentes tipos de procesos, que a su vez se pueden agrupar patológicamente en 

lo que conocemos como ictus de tipo isquémico e ictus de tipo hemorrágico, este último 

incluyendo la hemorragia subaracnoidea (Hankey, 2016). El accidente cerebrovascular de 

tipo hemorrágico consiste en la disminución del flujo sanguíneo a nivel local por 

extravasación de sangre debido a la ruptura de un vaso sanguíneo, descartando los 

traumatismos. Este tipo de ictus es con diferencia mucho menos frecuente que el 

isquémico, suponiendo en torno al 5% de todos los casos (Lovelock et al., 2009). Sin 

embargo, es importante destacar que tiene una mayor tasa de mortalidad y de morbilidad 

asociada (p.ej., la hemorragia intracerebral tiene un 40% de índice de fatalidad a los 30 

días) (Sacco et al., 2013).  

Por su parte, el ictus isquémico se produce cuando se dan procesos de muerte celular, 

tanto neuronal como glial, a causa de un proceso de isquemia, es decir, de una 
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disminución en el flujo sanguíneo del CNS, debido a una obstrucción vascular. Dicha 

obstrucción puede ser de tipo embólico, si la oclusión del vaso sanguíneo se produce por 

un coágulo en una localización externa al CNS, o de tipo trombótico, cuando el coágulo 

se produce en un vaso cerebral (Maida et al., 2020). Este subtipo de accidente 

cerebrovascular supone el 87% de todos los casos de ictus, siendo por tanto el mayoritario 

con diferencia. Además, existen multitud de factores de riesgo bastante bien establecidos 

para el ictus isquémico, tales como la hipertensión, hipercolesterolemia e hiperlipidemia 

(Xie et al., 2016; Collins et al., 2016), así como la fibrilación auricular (Hart et al., 2007). 

Estos son los principales factores de riesgo que, si se tratan a tiempo, permiten reducir 

significativamente la incidencia del ictus. Otros factores de riesgo incluyen la diabetes 

(Peters et al., 2014), el tabaco (Mons et al., 2015), el alcohol (Zhang et al., 2014), la 

contaminación ambiental, las dietas poco saludables y la obesidad (O’Donnell et al., 2016). 

Los síntomas del ictus isquémico agudo incluyen debilidad muscular, déficits sensitivos, 

parálisis facial (habitualmente de una parte de la cara), ataxia o alteración en la 

coordinación de los movimientos, disfagia o dificultad para tragar, problemas en el habla 

del tipo afasia, y anormalidades visuales (Broussalis et al., 2012). 

2.1.1. FISIOPATOLOGÍA DE LA ISQUEMIA CEREBRAL 

El tejido nervioso consume grandes cantidades de oxígeno y glucosa, y depende de 

manera casi exclusiva de la fosforilación oxidativa para la producción de energía (Baltan, 

2006; Kunz et al., 2010). Es por ello que, durante la isquemia cerebral (CI), la disminución 

del flujo sanguíneo hace imposible mantener el metabolismo celular, llevando a la muerte 

neuronal y glial por diversos mecanismos. Existen dos zonas diferenciadas en cuanto a la 

afectación isquémica: el núcleo o core, y la penumbra. 

• Núcleo o core: 

La zona infartada que rodea inmediatamente el coágulo se denomina núcleo de déficit de 

perfusión o core, y se caracteriza porque el flujo sanguíneo cerebral en esta zona está por 

debajo del 20% respecto al flujo normal (Hossmann, 1994), el cual es de aproximadamente 

50-60 mL/100 g de tejido cerebral/min (Jones et al., 1981). En concreto, algunos autores han 

localizado este núcleo al observar mediante tomografía por emisión de positrones (PET) 
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una región cerebral con disminución del flujo sanguíneo por debajo de 12 mL/100 g/min 

(Heiss, 2015). Esta zona está caracterizada por un daño isquémico inmediato e irreversible, 

que se traduce en una muerte celular debida a un intenso proceso de necrosis, 

acompañado de lipolisis, proteólisis, desensamblaje de microtúbulos (que ocurre tras el 

colapso bioenergético total) y la consiguiente descomposición de la homeostasis iónica 

(Orellana-Urzúa et al., 2020). La alteración de las corrientes iónicas, entre ellas una 

excesiva salida de ion potasio y una excesiva entrada de ion sodio, cloruro y agua, genera 

una despolarización de la membrana permanente, seguida de la liberación excesiva de 

neurotransmisores aminoacídicos excitatorios, sobre todo el glutamato (Glu). Cuando ésta 

persiste durante más de 5-10 min, se produce el daño celular irreversible propio de esta 

isquemia (Astrup et al., 1981).  

• Penumbra: 

La zona de penumbra se encuentra entre el núcleo dañado irreversiblemente y el tejido 

nervioso normal, envolviendo al primero, con un flujo sanguíneo cerebral entre 12 y 22 

mL/100 g/min, observado mediante PET (Heiss, 2015). En esta área, el flujo sanguíneo está 

bastante limitado, pero garantizado gracias a la existencia de circulación colateral, lo que 

permite conservar parcialmente el metabolismo energético celular (Hossmann, 1994; 

Astrup et al., 1981). En ausencia de tratamiento y transcurrido un tiempo, la penumbra 

puede sufrir una evolución hacia zona infartada (es decir, que se vaya transformando en 

core) debido a la excitotoxicidad continua, de la que hablaremos más en profundidad 

posteriormente, o a una serie de procesos nocivos secundarios, como la propagación de la 

despolarización, la inflamación post-isquémica y mecanismos de muerte celular 

programada como la apoptosis (Deb et al., 2010). Además, otro evento molecular que 

causa la expansión del volumen de infarto cerebral son las despolarizaciones peri-infarto: 

despolarizaciones de las neuronas y la glía isquémicas debidas a la depleción energética 

y a la liberación de K+ y Glu, que cuando tienen lugar en la zona de la penumbra, dichas 

células excitables son capaces de volver a repolarizarse y volver a sufrir una nueva 

despolarización intermitente (Taş et al., 2019). La conversión gradual de zona de 

penumbra en zona isquémica, a nivel molecular, recibe el nombre de cascada isquémica, 

de la que hablaremos más detenidamente a continuación.  
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2.1.2. CASCADA ISQUÉMICA 

La cascada isquémica comprende un conjunto de eventos moleculares que ocurren en 

cadena, y que van a extender la lesión isquémica más allá del core por la zona de penumbra 

en caso de que no se reciba tratamiento farmacológico a tiempo (Xing et al., 2012). La 

Figura 4 resume las etapas más importantes de la cascada isquémica que llevan a distintos 

tipos de muerte celular.  

Como ya hemos comentado, durante la isquemia cerebral se genera una situación de 

anoxia o falta de oxígeno, aparte de escasez de glucosa, que produce una depleción 

energética, ya que se consume ATP a pesar de que haya una síntesis insuficiente del 

mismo, haciendo que los niveles totales de ATP disminuyan drásticamente y se produzca 

acidosis láctica (ya que hay un cambio en el metabolismo de la glucosa, que pasa de 

aerobio a anaerobio). Todo lo enunciado anteriormente impide el correcto mantenimiento 

de los gradientes de iones en las células del CNS, produciéndose alteraciones en el 

funcionamiento de numerosos canales y bombas iónicas (Kunz et al., 2010). Con ello se 

produce una pérdida del potencial de membrana, induciendo la despolarización de las 

células excitables, es decir, no solo las neuronas, sino también las células de la glía. Así, 

los canales de calcio (Ca2+) dependientes de voltaje presinápticos se activan y conducen a 

la liberación de neurotransmisores excitatorios (especialmente de Glu, el principal 

neurotransmisor excitador) al espacio extracelular en cantidades tóxicas, fenómeno que 

produce eventos de excitotoxicidad (Deb et al., 2010).  
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Figura 4. Representación esquemática de la cascada de señalización celular 

que conduce a necrosis, neurotoxicidad e inflamación, y contribuye a la 

progresión del daño cerebral (Paul & Candelario-Jalil, 2021). 

 

Al mismo tiempo, los procesos que requieren energía, como la síntesis de macromoléculas, 

o la recaptación de neurotransmisores excitatorios, están impedidos, lo que incrementa 

aun más la acumulación extracelular de Glu. Esto provoca una sobreactivación de 

receptores de Glu, principalmente los receptores AMPA y NMDA, contribuyendo al 

incremento dentro de la neurona de ion Ca2+ (Kunz et al., 2013). Este aumento de Ca2+, 

segundo mensajero intracelular universal, inicia una serie de eventos citoplasmáticos y 

nucleares que generan un profundo daño celular. Entre ellos se encuentra la activación de 
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numerosas enzimas, como distintas proteasas, la fosfolipasa A citosólica y las 

ciclooxigenasas, que generan ROS que saturan los mecanismos antioxidantes endógenos, 

induciendo fenómenos de peroxidación lipídica y daño en la membrana plasmática. El 

estrés oxidativo y nitrosativo es aún más intenso cuando se reestablece el aporte de 

oxígeno debido a la reperfusión, ya que también se incrementan los daños directos e 

indirectos sobre las proteínas (como las alteraciones en las cadenas laterales o la reducción 

de los puentes disulfuro) y sobre el DNA (como los cortes de cadena simple) (Sun et al., 

2018). De hecho, uno de los ROS más reactivos que conducen al daño molecular es el 

peroxinitrito, generado por la reacción entre el anión superóxido y el NO sintetizado por 

la NO sintasa neuronal dependiente de Ca2+ (Pacher et al., 2007). En cambio, el aumento 

en la producción de NO por células endoteliales puede proteger al tejido aumentando la 

microcirculación (Zhu et al., 2023).  

Las mitocondrias, una de las mayores fuentes de ROS, son dañadas por la alteración de la 

membrana interna mitocondrial y la oxidación de proteínas que median el transporte de 

electrones, la salida de protones y la producción de ATP (Dugan & Choi, 1994). La 

membrana mitocondrial se vuelve más permeable, en parte porque se genera un poro de 

transición, lo que genera el hinchamiento de la mitocondria, que la producción de ATP se 

detenga y un incremento muy marcado en la producción de ROS (Kroemer & Reed, 2000). 

El citocromo C que se libera de la mitocondria también tiene un papel fundamental en el 

daño isquémico (Rastogi et al., 2015), ya que desencadena la apoptosis gracias a que 

induce la proteólisis de la procaspasa y la consiguiente activación de la caspasa-3, 

directamente implicada en el mecanismo apoptótico, tan importante en la expansión del 

daño isquémico sobre la penumbra.  

Las ROS también sirven para inducir inflamación, un daño secundario muy importante, 

especialmente durante la reperfusión de oxígeno y glucosa: la inflamación. El estrés 

oxidativo y la consiguiente muerte celular conducen a la liberación de patrones 

moleculares asociados a daño (DAMPs) provenientes de células críticamente dañadas o 

restos celulares (Mishra & Hedna, 2013), que accionan una respuesta inflamatoria que 

implica la activación de microglía residente en el CNS, un aumento en la permeabilidad 

de la barrera hematoencefálica (BBB) y una infiltración de células del sistema inmune 

periféricas en el parénquima cerebral, como linfocitos T o neutrófilos (Tuttolomondo et 
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al., 2015). A partir de estos acontecimientos, la microglía se activa debido al ATP 

extracelular procedente de la despolarización de células excitables y de células que están 

atravesando un proceso de muerte celular. Su activación induce la secreción de agentes 

proinflamatorios como citoquinas o quimioquinas, que generan mayor cantidad de 

RONS. Por otro lado, estas células son capaces de presentar antígenos (Ransohoff & 

Cardona, 2010). Es tan importante este componente inflamatorio que la severidad del 

ictus, referida en cuanto a comorbilidades posteriores, depende del nivel de la respuesta 

inflamatoria (Paul & Candelario-Jalil, 2021). 

2.1.3. TIPOS DE MUERTE CELULAR EN LA ISQUEMIA CEREBRAL 

La muerte neuronal debida a la isquemia puede ser debida a necrosis y apoptosis, pero 

también puede jugar un importante papel la autofagia. A continuación, se explicarán las 

características más importantes de cada uno de estos procesos.  

2.1.3.1. Apoptosis  

La apoptosis es la forma de muerte celular programada más común en los organismos 

multicelulares. Está caracterizada especialmente por la activación de caspasas, destacando 

la caspasa-3. Este tipo de muerte celular ocurre de forma natural en muchos procesos del 

desarrollo del organismo, tanto en determinadas condiciones fisiológicas como 

patológicas (Gottlieb, 2011).  

Las células que experimentan apoptosis muestran un aspecto típico, ya que ésta conlleva 

una serie de cambios morfológicos en la célula bastante significativos, como el 

encogimiento del citoplasma celular, y la condensación de la cromatina y migración hacia 

la membrana nuclear, la cual se fragmenta y forma los “cuerpos apoptóticos”, lo que 

ocurre sin activación de la respuesta inmune. Otros procesos bioquímicos que ocurren son 

cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial, con la formación de los 

llamados poros de transición de permeabilidad (mPTPs) que dejan pasar moléculas de 

menos de 15 kDa, y la translocación y activación dependiente de caspasa de una DNAsa 

que elimina el DNA intranucleosomal (Krysko et al., 2008).  

Se diferencia principalmente de la necrosis porque la membrana celular no se debilita 

hasta las últimas etapas de muerte, evitando la liberación de productos intracelulares 
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potencialmente dañinos para el resto de las células (Cascales, 2003), aunque es cierto que 

en muchas ocasiones y en los estadios más tardíos de la apoptosis, se produce entre otros 

la exposición de fosfatidilserina en la capa externa de la membrana celular, señal para que 

dicha célula en proceso de muerte sea fagocitada por parte de la microglía y leucocitos 

(Park & Kim, 2017). Estos procesos de muerte celular programada ocurren principalmente 

en la zona de penumbra isquémica, ya que es en esta área donde las células mantienen 

cierta energía para poder llevar a cabo la apoptosis, y la integridad de su membrana. 

Muchas veces, la apoptosis sigue ocurriendo incluso aunque se reestablezca el flujo 

sanguíneo cerebral, o si los mecanismos neuroprotectores no resultan suficientes (Radak 

et al., 2017).  

La señalización que lleva hacia la apoptosis puede ser positiva (señales que inhiben la 

apoptosis), o negativa (señales que favorecen la apoptosis). Así, la apoptosis se 

desencadena por la eliminación de las señales positivas, implicadas en supervivencia 

celular, y por aumento de señales negativas. Las señales pro-apoptóticas pueden ser 

externas o internas. Ejemplos de señales externas son agentes físicos, químicos o 

patógenos, mientras que las señales internas pueden ser el daño oxidativo o en el material 

genético, o bien la generación de moléculas que directamente promueven la apoptosis 

(Gottlieb, 2011).  

Existen dos vías apoptóticas: la via intrínseca, o vía mitocondrial, y la vía extrínseca o de 

los receptores de muerte. Ambos tipos de apoptosis tienen confluencia en las etapas más 

tardías del proceso, como puedan ser la activación de las caspasas 3 y 7, y la consecuente 

proteólisis de múltiples sustratos intracelulares (Estaquier et al., 2011).  

• Vía intrínseca o mitocondrial 

La sobrecarga de Ca2+ desencadena la activación de la calpaína (Curcio et al., 2016). Uno 

de los sustratos esenciales de la calpaína es la proteína anti-apoptótica de linfoma de 

células B 2 (Bcl-2), a la cual activa. Ésta se une a Bax en la membrana mitocondrial 

formando un dímero y promoviendo la formación de poros (mPTP) en la membrana 

mitocondrial externa (EMM) (Kist & Vucic, 2021). Esto provoca la liberación de varios 

factores pro-apoptóticos, como el citocromo C (CytC) y el factor inductor de apoptosis 



INTRODUCCIÓN 

32 

(AIF). En el citosol, CytC forma un apoptosoma con el factor activador de proteínas 

apoptóticas y la procaspasa-9, activando así las caspasas efectoras como la caspasa-3 

(Ferrer & Planas, 2003). Por otro lado, AIF se transloca al núcleo y es el responsable de la 

fragmentación del DNA, que lleva a la muerte celular independiente de caspasas (Figura 

5).  

La vía nuclear de muerte celular ocurre a través de la fosforilación de p53 o la 

translocación de la nucleofosmina (Culmsee & Krieglstein, 2007). En las neuronas, la 

nucleofosmina puede activar a Bax e inducir la apoptosis a través de la vía mitocondrial. 

Por otra parte, p53 se regula al alza rápidamente en el tejido cerebral isquémico y, a su 

vez, regula la transcripción de genes pro-apoptóticos como Bax, el modulador de la 

apoptosis regulado por p53 (PUMA), y la proteína 1, inducida por forbol-12-miristato-13-

acetato (NOXA), mediando así la muerte celular neuronal (Balaganapathy et al., 2018; 

Uzdensky, 2019). 

Figura 5. Cascada de señalización de la vía intrínseca de la apoptosis. El 

aumento del Ca2+ intracelular post-isquémico (mediado por los receptores de Glu 

NMDA y AMPA) y la acumulación de ROS provocan la activación de las 

calpaínas y median la escisión de Bid en tBid, que integra las diferentes vías de 
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muerte en el punto de control mitocondrial de la apoptosis. En la membrana 

mitocondrial, tBid interactúa con Bax, que suele ser neutralizado por las proteínas 

anti-apoptóticas de la familia Bcl-2 (Bcl-2 o Bcl-xL). Los dímeros de tBid y Bax 

forman poros en la EMM (mPTP), liberando así CytC y AIF, que ejecutan la 

muerte celular dependiente o independiente de caspasas, respectivamente. Tras 

liberarse al citosol, CytC forma complejos con Apaf-1 y la procaspasa-9 para 

formar el apoptosoma, que activa a su vez las caspasas ejecutoras, como la caspasa-

3. Por el contrario, AIF se transloca rápidamente al núcleo, donde media la 

fragmentación a gran escala del DNA y la muerte celular independiente de 

caspasas. Además, las vías nucleares de la muerte neuronal se activan en respuesta 

al daño del DNA a través de la fosforilación (P) y la activación de p53 o la 

translocación mitocondrial de nucleofosmina. (Tuo  et al., 2021). 

 

Además de ese mecanismo, p53 también puede inducir la apoptosis actuando 

directamente sobre las mitocondrias. La p53 citoplasmática se transfiere rápidamente a la 

superficie de la EMM en situaciones de estrés y se combina con proteínas de la familia Bcl-

2 para promover la permeabilización de la EMM mediada por Bax/Bak, que como ya 

hemos dicho termina activando la cascada de caspasas (Datta et al., 2020). Por otro lado, 

cuando se restablece el flujo sanguíneo tras una isquemia cerebral, se produce una gran 

cantidad de ROS que generan lesión neuronal por isquemia/reperfusión (IR), y este daño 

por ROS puede producirse en asociación con la apoptosis. Por ejemplo, las ROS pueden 

dañar la membrana plasmática, provocando la pérdida de la integridad de la membrana 

(Wang et al., 2017); deteriorar el DNA, lo que puede provocar roturas de hebra (Li et al., 

2011); o afectar a la liberación de CytC de las mitocondrias al citosol neuronal (Zhou et al, 

2022).  

• Vía extrínseca 

Durante la isquemia cerebral, el escape de moléculas de la barrera hematoencefálica y las 

moléculas de señalización (p. ej., citoquinas) liberadas por los astrocitos, la microglía y los 

oligodendrocitos pueden causar inflamación (Jiang et al, 2018), que se activa 

inmediatamente después de la obstrucción del vaso sanguíneo (De Meyer et al., 2016). 

Primeramente, se activa la microglía y se inicia la respuesta inflamatoria, causando una 

afluencia masiva de macrófagos, neutrófilos y linfocitos en el parénquima cerebral 

(Chamorro et al., 2016). En las primeras fases del ictus isquémico, la acumulación de 

neutrófilos se produce en el núcleo isquémico, mientras que la activación y proliferación 
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microglial se produce en la penumbra (Ma et al, 2017; Wimmer et al, 2018). Este proceso 

libera factores que desencadenan la muerte neuronal a través de la vía apoptótica 

extrínseca, incluidas citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 1β (IL-1β) (Ma et 

al., 2017), quimioquinas (Grosse et al, 2016; He et al., 2018), factores de necrosis tumoral 

(TNF) como el TNF-α/β, o el ligando Fas (FasL), entre otros (Wu et al., 2015). 

La vía extrínseca de la apoptosis se desencadena mediante la activación de los llamados 

"receptores de muerte" de la membrana plasmática, entre los que se encuentran el receptor 

1 del TNF (TNFR1) y el antígeno-1 de la apoptosis (Fas) (Qin et al., 2022), cuando son 

activados por sus respectivos ligandos, TNF y FAS-L, respectivamente, mediante el 

mecanismo descrito en la Figura 6.  

Esta vía de apoptosis se puede producir de forma independiente o sinérgica con la vía 

mitocondrial. Durante un ictus isquémico, uno de los receptores mencionados 

anteriormente se une a un dominio de muerte asociado a Fas (FADD) para crear un 

complejo de señalización inductor de muerte con procaspasa-8, que permite la activación 

de la caspasa (Muhammad et al., 2018). La caspasa-8 activa las caspasas efectoras 

posteriores (como la caspasa-3) por escisión proteolítica directa (Qin et al., 2022), o escisión 

indirecta que conecta con la vía dependiente de las mitocondrias (Plesnila et al., 2001; Wu 

et al., 2016). De hecho, se piensa que la activación de la caspasa-8 podría ser uno de los 

activadores más tempranos y eficaces de la apoptosis mitocondrial (Yin et al., 2002). 
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Figura 6. Esquema de la cascada de señalización de la vía extrínseca de la 

apoptosis. Los ligandos de muerte extracelulares (p.ej., TRAIL, FasL, TNF-α) se 

unen a receptores de muerte (p.ej., TRAILR, Fas, TNFR1), lo que desencadena el 

reclutamiento del FADD. El FADD se une a la procaspasa-8 para crear un complejo 

de señalización de inducción de muerte (DISC), que activa la caspasa-8. La caspasa-8 

activada media la escisión de Bid a tBid o activa directamente la caspasa-3. En la 

membrana mitocondrial, tBid interactúa con Bax, que suele ser neutralizado por las 

proteínas anti-apoptóticas de la familia Bcl-2, Bcl-2 o Bcl-xL. Los dímeros de tBid y 

Bax forman mPTP en la MME, liberando así CytC o AIF, que ejecutan la muerte 

celular dependiente o independiente de caspasas, respectivamente. (Tuo et al., 2021). 

 

2.1.3.2. Necrosis  

La necrosis es un mecanismo pasivo, es decir, se trata de un tipo de muerte celular que no 

necesita de energía para llevarse a cabo. Es por eso por lo que ocurre principalmente en la 

zona del core o núcleo isquémico, en la que hay una ausencia total de flujo sanguíneo. En 

concreto, suele afectar sobre todo a las neuronas del core, que mueren mediante este 

mecanismo (Edinger & Thommpson, 2004; Deb et al., 2010), mientras que los astrocitos de 

la región mueren mediante una necrosis retardada (Gürer et al., 2009). Además, en el área 

de la penumbra, los astrocitos resisten las condiciones isquémicas mejor que las neuronas 

y muestran menos señales apoptóticas que necróticas.  
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Este mecanismo de muerte celular se diferencia de la apoptosis principalmente por la 

ausencia de activación de caspasas, de liberación de CytC y de formación de DNA 

oligonucleosomal (Kist et al., 2021).  

Además, las células que sufren necrosis no presentan las características morfológicas 

observadas en la apoptosis, pero puede llegar a suponer un problema el hecho de que, si 

no ocurre la fagocitosis de las células apoptóticas, éstas pueden convertirse en células 

necróticas secundarias, que tienen muchas características morfológicas indistinguibles 

respecto de la necrosis primaria (Krysko et al., 2008). 

La falta de ATP como consecuencia de la isquemia cerebral hace que la bomba de Na+/K+, 

responsable del mantenimiento del potencial de membrana, provoque su 

malfuncionamiento y el consiguiente aumento de permeabilidad de la membrana 

plasmática. Esto lleva a su vez a una acumulación dentro de la célula de Na+ y de agua, 

provocando el hinchamiento de la misma o edema, también llamado oncosis. La 

formación continua de edema acaba formando vesículas dentro de la célula, también 

llamadas blebs, que van a fusionarse entre sí y englobar a los orgánulos celulares, 

provocando su propio hinchamiento asociado. El aumento de Ca2+, así como el exceso de 

ROS y RNS, provocan hinchazón de la mitocondria especialmente, lo que contribuye a 

este tipo de muerte celular (Edinger & Thommpson, 2004). Finalmente, las vesículas 

estallan, al igual que lo acaba haciendo la membrana plasmática celular, y el contenido de 

la célula se esparce por el espacio extracelular circundante, lo que puede llevar a una 

inflamación local debido a la liberación de factores intracelulares de las células muertas 

(los llamados patrones moleculares asociados a daño o DAMPs), que alertan y activan al 

sistema inmune (Kroemer et al., 2009). 

Parece que este tipo de muerte celular no se activa a la vez que la autofagia o que la 

apoptosis, de modo que son independientes, ya que se ha visto que la inhibición de 

proteínas específicas implicadas en apoptosis o autofagia conduce a necrosis (Cui et al., 

2021).  

Este tipo de muerte celular se ha descrito tradicionalmente como consecuencia de 

condiciones extremas estresantes, como puedan ser calor, shock osmótico, estrés 

mecánico, procesos de congelación-descongelación, y una alta concentración de agua 
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oxigenada, lo que se asocia a la pérdida indeseada de células en muchas patologías (Green 

& Llambi, 2015). En estas situaciones, la muerte celular se produce por la acción directa 

del estrés sobre la célula. Por eso, la necrosis habitualmente se ha definido como un 

proceso “descontrolado” o no programado. Sin embargo, otros muchos estímulos son 

capaces de inducir un proceso necrótico, como el TNF, la depleción de ATP, o la isquemia. 

En esos casos, se produce una comunicación entre procesos bioquímicos y moleculares a 

diferentes niveles, y entonces la necrosis resultante está controlada y programada, como 

ocurre con la apoptosis. Esta forma regulada de necrosis se denomina “necroptosis” 

(Golstein & Kroemer, 2007; Festjens et al., 2006).   

2.1.3.3. Autofagia 

La autofagia es un proceso por el cual los componentes celulares, como macromoléculas 

citosólicas o incluso orgánulos enteros, son embebidos por membranas para formar los 

denominados autofagosomas, en los que los materiales incluidos se transportan al 

lisosoma para su digestión y reciclaje (Kaur & Debnath, 2015). Todas las células eucariotas 

utilizan la autofagia para proporcionar sustratos de los procesos anabólicos, entre otros 

para crear nuevas estructuras celulares, o incluso para obtener energía de dichos sustratos 

(Shintani & Klionsky, 2004; Mizushima et al., 2008; D'Arcy, 2019). Estas características 

hacen que, en condiciones fisiológicas, la autofagia esté vinculada a la prevención de la 

muerte celular, manteniendo unos niveles basales. Sin embargo, sus niveles pueden 

regularse al alza en distintas condiciones patológicas y, si superan un determinado 

umbral, pueden causar la muerte de la célula (He & Klionsky, 2009). Sin embargo, el fallo 

en los mecanismos de la autofagia también es perjudicial, ya que está asociado al 

desarrollo de enfermedades, como el cáncer o enfermedades neurodegenerativas, como la 

AD (Nixon & Yang, 2011). 

Por lo general, podemos distinguir tres tipos de autofagia: macroautofagia, 

microautofagia y autofagia inducida por chaperonas (Glick et al., 2010). 

• Macroautofagia es la forma más ampliamente descrita, en la que regiones celulares 

enteras se encierran en vesículas de doble membrana denominadas 

autofagosomas. Éstos se fusionan con lisosomas para generar autofagolisosomas, 
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donde sus contenidos se degradan por las proteasas presentes en los antiguos 

lisosomas. 

• Microautofagia es una forma más específica que la macroautofagia, y puede 

inducirse por señales moleculares presentes en la superficie de orgánulos dañados 

como la mitocondria o los peroxisomas, generando la fusión de los lisosomas 

específicamente con estos orgánulos (Li et al., 2012; D'Arcy, 2019).  

• Autofagia inducida por chaperonas, también llamada “autofagia selectiva”, es 

aquella en la que las proteínas del citoplasma son marcadas para su fusión 

lisosomal por chaperonas citosólicas, mediante la interacción de la chaperona con 

un pentapéptido presente en la secuencia aminoacídica del sustrato. Las proteínas 

sustrato se unen al receptor lisosomal LAMP-2A y se introducen en el lisosoma 

para su degradación (Dice, 2007). 

Figura 7. Esquema representativo de los pasos iniciales de la autofagia. La autofagia comienza con la 

formación del fagóforo, iniciado por los complejos ULK1 y ATG5‐ATG12‐ATG16L. Éste se cierra alrededor 

de proteínas ubiquitinadas unidas a p62 y a LC3-II. Entonces, el fagóforo se cierra para generar el 

autofagosoma, que se fusiona con un lisosoma, induciendo la degradación de sus componentes (D’Arcy, 

2019). 

 

Los pasos específicos de la autofagia se representan en la Figura 7. El inicio de la autofagia 

está mediado por el complejo ULK1 y, para generar un fagóforo, una membrana de 
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aislamiento que marca el comienzo de la formación del autofagosoma, se necesita la unión 

de otro complejo, una fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) de clase III, cuya subunidad 

catalítica, VPS34, es modulada por Beclina-1, que a través de la generación de 

fosfatidilinositol 3-fosfato (PI(3)P) permite el reclutamiento de una serie de proteínas de 

autofagia implicadas en la nucleación del autofagosoma (McKnight & Yue, 2013). En 

concreto, Beclina-1 parece funcionar como adaptador para el reclutamiento de múltiples 

proteínas que modulan a VPS34. Por otro lado, otro complejo proteico, junto con la 

proteína ligada a la cadena ligera 3 de los microtúbulos 1A/1B (LC3) en su forma lipidada 

(LC3-II), estimula la elongación del fagóforo, lo que después dará lugar al autofagosoma. 

A su vez, la proteína p62 se une a las proteínas ubiquitinadas y las marca para su 

degradación, de forma que cuando se está formando el autofagosoma, p62 se une a LC3-

II, cerrando la membrana y generando el autofagosoma final, que se fusiona con el 

lisosoma y su contenido es degradado (Ndoye & Weeraratna, 2016). 

Este mecanismo celular puede ser inducido por varios factores de estrés como la falta de 

nutrientes (o restricción calórica), o por señales presentes durante la diferenciación y 

embriogénesis y en la superficie de orgánulos dañados (Mizushima et al., 2008). Entre 

algunos de esos factores de estrés que inducen la autofagia destacan ciertas condiciones 

patológicas, entre ellas, la hipoxia y la isquemia, los eventos más importantes del ictus 

isquémico. De hecho, se ha visto que los autofagosomas se acumulan en el cerebro poco 

después de la isquemia-anoxia (Adhami et al., 2006; Koike et al., 2008), y también hay 

evidencias de que la autofagia podría estar muy incrementada en situaciones isquémicas, 

ya que esto se ha observado en un modelo de rata de hipoxia-isquemia cerebral neonatal 

(Ginet et al., 2014), además de que se observó que en una línea celular neuronal sometida 

a privación de suero se producía autofagia antes que la apoptosis en ese modelo celular 

de IR (Uchiyama, 2001). Todo ello evidencia que la autofagia tiene un papel en la isquemia 

cerebral.  

Durante la isquemia cerebral, se inducen muchos mecanismos distintos para la activación 

de la autofagia pro-muerte celular, tales como: 

• El déficit de insulina y nutrientes impide la activación del inhibidor primario de la 

autofagia, que es el complejo 1 de la diana mamífera de la rapamicina (mTOR) o 
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también llamado mTORC1 (Menon et al., 2014; Hwang et al., 2017). En condiciones 

normales, mTORC1 promueve el crecimiento y la proliferación celular, induciendo 

el anabolismo celular con la consiguiente síntesis de macromoléculas e inhibiendo 

los procesos catabólicos, como la autofagia (Shimobayashi & Hall, 2014). Sin 

embargo, en condiciones isquémicas, la disminución de O2, glucosa y factores de 

crecimiento reducen la actividad de mTORC1, lo que disminuye la actividad de la 

vía PI3K/AKT, y eso permite que aumenten los niveles de autofagia celulares 

(Dutta et al., 2015; Chen et al., 2011).  

• El déficit energético hace que la ratio entre la adenosina monofosfato (AMP) y el 

ATP se vea incrementada, estimulando la proteína quinasa activada por AMP 

(AMPK), que actúa como sensor bioenergético (Hardie, 2011) y cuando está activa, 

fosforila a mTORC1 y lo inhibe, potenciando así la autofagia (Liang et al., 2007). 

• Durante la isquemia cerebral puede producirse disfunción mitocondrial, 

acumulación de ROS y el consiguiente daño del ADN, lo que induce la autofagia, 

mediada por el HIF-1α (Yamashima & Oikawa, 2009). Una de las principales 

dianas de HIF-1α es el gen de la proteína 3 de 19 kDa que interactúa con la proteína 

Bcl-2/adenovirus E1B (BNIP3), un miembro de la familia de Bcl-2, que es capaz de 

inhibir de forma indirecta la activación de mTORC1 (Li et al., 2007) y de actuar 

como sustrato competitivo de Beclina-1 en la unión de ésta y Bcl-2, por lo que 

induce la liberación de Beclina-1 y activa así la autofagia (He & Klionsky, 2009; 

Glick et al., 2010). 

• La hipoxia y la isquemia cerebral provocan el déficit de nutrientes y la alteración 

en la homeostasis del Ca2+, que inducen el estrés del retículo endoplásmico (ER), 

que no solo es capaz de activar la autofagia por el aumento en niveles de proteínas 

mal plegadas (Yin et al., 2017; Feng et al., 2017), sino que también promueve la 

liberación de Ca2+ desde el ER al citoplasma (Høyer-Hansen & Jäättelä, 2007), lo 

que a su vez activa la vía de la quinasa de la proteína quinasa dependiente de 

calmodulina (CAMKK)/mTORC1, activando a AMPK que a su vez inhibe a 

mTORC1, como ya hemos visto anteriormente (McCullough et al., 2013). 

Un resumen de las principales vías de señalización que inducen autofagia en la isquemia 

cerebral, se presenta en la Figura 8. 
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Figura 8. Esquema de las posibles vías de señalización de la autofagia en la 

isquemia cerebral. Los factores de crecimiento pueden activar PI3K uniéndose a dos 

tipos de receptores, RTKs o GPCRs. PI3K activa a Akt mediante fosforilación, y Akt 

fosforila e inhibe TSC1/2, que se disocian del lisosoma, promoviendo la activación de 

Rheb. Rheb-GTP es un potente activador de mTORC1, quien a su vez inhibe la 

autofagia. Además, los aminoácidos pueden activar RagGTPasas y reclutar mTORC1 

a la superficie del lisosoma, donde se encuentra con Rheb y es activado. Sin embargo, 

bajo condiciones de escasez de nutrientes durante la isquemia, la actividad de 

mTORC1 se reduce y aumenta la autofagia. Por otro lado, la hipoxia causada por 

isquemia cerebral activa HIF-1α, que induce la autofagia mediante BNIP3 y p53. 

Durante la isquemia, el aumento en la ratio AMP/ATP activa la quinasa LKB1, que 

a su vez fosforila y activa a AMPK, que inhibe a mTORC1 y así induce la autofagia. 

Este proceso está regulado por la acumulación y liberación de Ca2+ por el ER y por la 

vía de señalización de proteínas mal plegadas (UPR). El aumento de Ca2+ activa 

CAMKK, que a su vez fosforila y activa a la AMPK (Tuo et al., 2021). 

 

2.2. Enfermedades neurodegenerativas: la enfermedad de Alzheimer 

Otro tipo de enfermedades asociadas a la edad distintas al ictus son las enfermedades 

neurodegenerativas (NDs). Estas patologías tienen un alto impacto en la sociedad de edad 
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avanzada, ya que constituyen una de las principales causas de discapacidad y morbilidad 

a nivel mundial, y se caracterizan por la pérdida en el número y en la función de las 

neuronas, ocasionando atrofia cerebral (Teleanu et al., 2022).  

A pesar de tratarse de un conjunto heterogéneo de enfermedades complejas, que se 

desarrollan en distintas áreas del CNS y por tanto tienen etiología e incluso patologías 

diferentes (Agnello & Ciaccio, 2022), poseen algunos mecanismos fisiopatológicos en 

común, como la alteración de las dinámicas proteicas, el daño del DNA, la disfunción de 

factores de crecimiento como neurotrofinas, los procesos neuroinflamatorios, la 

disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo por superproducción de ROS (Kwon & Koh, 

2020). Este estrés oxidativo es de especial importancia dentro del estudio de las NDs, ya 

que suele aparecer en todas ellas y es uno de los principales factores que agravan la 

progresión de la enfermedad, debido al daño oxidativo que generan los ROS y a su 

interacción con la mitocondria. Así, en este tipo de enfermedades también podemos 

encontrar oxidación de macromoléculas como lípidos, proteínas, RNA y DNA, 

mecanismos que incrementan la citotoxicidad en las NDs (Teleanu et al., 2022). 

Algunas de las NDs más importantes, frecuentes y conocidas son la esclerosis lateral 

amiotrófica, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer (AD). La 

prevalencia de esta última aumenta de forma prácticamente exponencial cada cinco años, 

especialmente a partir de los 65 (Hou et al., 2019) y es por esta razón, y, especialmente por 

la importancia que ha adquirido recientemente el componente vascular en su 

neuropatología, que en este trabajo nos referimos siempre a dicha enfermedad como 

prototipo de enfermedad neurodegenerativa y de la edad.   

La AD es la enfermedad neurodegenerativa más frecuente, diagnosticándose más de 1000 

casos al año en mayores de 65 años por cada 100.000 habitantes (Hirtz et al., 2007). Es un 

tipo de demencia o, como se prefiere llamar actualmente, trastorno neurocognitivo mayor, 

caracterizado por la pérdida progresiva de niveles cognitivos, que afectan a las funciones 

ejecutivas como la memoria, la atención o el lenguaje, y que acaba interfiriendo con las 

actividades diarias de los pacientes (Prince et al., 2013). La neurodegeneración en la AD 

es un proceso que pasa por distintas etapas, algunas de ellas incluso a nivel pre-clínico, y 

que, tras 5-12 años del inicio de los síntomas, lleva a la muerte (Vermunt et al., 2019). Sin 
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embargo, las manifestaciones clínicas de la AD son muy conocidas y comprenden la 

amnesia, la agnosia, la apraxia y la afasia, entre otros síntomas (McKhann et al., 2011). La 

fisiopatología de la AD comprende numerosas alteraciones tisulares, celulares y 

moleculares, pero la principal es la acumulación de proteínas aberrantes, que generan 

daño oxidativo y neuroinflamación por activación de la microglía, fallo energético y 

disfunción y muerte neuronal. Los principales acúmulos proteicos de esta enfermedad, 

que a su vez son sus principales biomarcadores, son las placas seniles de péptido β-

amiloide (Aβ), extracelulares, y los ovillos neurofibrilares de proteína Tau 

hiperfosforilada (NFTs), intraneuronales (Roy et al., 2023). 

La importancia de estos biomarcadores radica en la estrecha relación que mantienen con 

el estrés oxidativo y la neuroinflamación. De hecho, parece que el estrés oxidativo 

interviene tanto en la progresión de la AD, como en el inicio de la misma, lo que indica 

que es uno de los eventos primarios en la neuropatología de la AD (Butterfield, 2018). Así, 

Aβ es un potente generador de ROS, ya que induce la alteración de las mitocondrias, y un 

activador temprano del daño oxidativo a nivel neuronal, microglial y cerebrovascular 

(Abubakar et al., 2022), alterando rutas de señalización redox como uno de los eventos 

bioquímicos más tempranos de la AD. De esa forma, Aβ mantiene una estrecha relación 

con la estructura y los lípidos que componen la membrana plasmática de las neuronas, ya 

que tanto la composición lipídica de la membrana es capaz de inducir la formación de 

oligómeros Aβ (Roy et al., 2023), como el propio péptido Aβ altera la fluidez de la 

membrana, aumentando su permeabilidad al Ca2+, alteraciones que junto a la activación 

de receptores NMDA de Glu extrasinápticos, los desequilibrios iónicos y la alteración en 

el transporte de glucosa, provocan una sobrecarga de Ca2+ citosólico y mitocondrial, lo 

que lleva a un desequilibrio energético y a la activación de rutas de muerte celular (Zuroff 

et al., 2017). Además, los niveles elevados de iones metálicos como Fe, Cu y Zn 

contribuyen al daño por ROS y a la neurodegeneración, ya que pueden formar oligómeros 

de Aβ y precipitar la formación de fibras (Roy et al., 2023) y catalizar la reacción de 

formación de OH- en el citosol y favorecer la peroxidación lipídica (Peters et al., 2015). Por 

su parte, la agregación de Tau, así como los cambios en su conformación o en su nivel de 

fosforilación, pueden estar inducidos por niveles elevados de iones metálicos (Yamamoto 



INTRODUCCIÓN 

44 

et al., 2004), y el estrés oxidativo producido puede a su vez provocar la dimerización de 

Tau, lo que conduce a la generación de NFTs (Roy et al., 2023).  

La terapia actual de la AD comprende tres inhibidores de acetilcolinesterasa (AChEIs) 

distintos (donepezilo, rivastigmina y galantamina), debido a que la disminución de 

acetilcolina es una de las alteraciones de neurotransmisores más conocidas de esta 

enfermedad; y un antagonista de los receptores NMDA de Glu, la memantina. Estos 

tratamientos solo mejoran las funciones cognitivas durante un tiempo, ralentizando el 

progreso de la enfermedad, por lo que sigue siendo de vital importancia la búsqueda de 

nuevos fármacos para el tratamiento de esta enfermedad (Passeri et al., 2022). 

2.3. Relación entre la isquemia y la demencia: la demencia vascular 

Existe una estrecha relación, cada vez mejor documentada, entre la isquemia cerebral y la 

demencia. Este síndrome, denominado genéricamente como “demencia vascular”, 

incluye un conjunto de trastornos cerebrales de origen cardio o cerebrovascular que 

disminuyen considerablemente las funciones cognitivas de los pacientes. De hecho, esta 

patología es la forma de demencia más frecuente después de la AD, ya que supone en 

torno al 15% de todos los casos diagnosticados de demencias (Qiu et al., 2007) (Figura 9).  

Actualmente, se prefiere utilizar la terminología de “deterioro cognitivo vascular”, entre 

otros motivos porque, a diferencia de la mayor parte de demencias que tienen como eje 

central la pérdida de memoria, este tipo de trastornos vasculares con mucha frecuencia 

puede no afectar a la memoria y, sin embargo, alterar otras funciones cognitivas, como las 

funciones ejecutivas o la atención (Román et al., 2004). Por otro lado, hasta el 64% de las 

personas que han padecido un ictus tienen algún tipo de alteración cognitiva (Jin et al., 

2006) y hasta un tercio de ellas desarrollan demencia posteriormente, lo que puede 

aumentar la mortalidad a largo plazo tras el ictus (Barba et al., 2000). Por último, factores 

de riesgo cerebrovascular tan ampliamente estudiados como la obesidad, la diabetes, el 

tabaco, la hipertensión o la hipercolesterolemia también forman parte de los factores de 

riesgo de deterioro cognitivo leve (MCI) y de la demencia vascular (Rost et al., 2022; 

Kivipelto et al., 2005). 
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Figura 9. Tipos de demencia y porcentaje de casos en función de 

cada uno de ellos. Fuente: Universidad de Queensland (Queensland 

Brain Institute, 2019). 

 

Como ya hemos mencionado, la forma más frecuente y conocida de demencia es la AD. 

Sin embargo, hay ciertos estudios que demuestran que la CI es uno de los procesos 

adyuvantes de la AD, ya que por ejemplo el daño vascular y la inflamación del 

parénquima que tienen lugar en la AD perpetúan el ciclo de agregación proteica de A, 

tan característico de esa enfermedad, y se ha visto que los procesos oxidativos dañinos 

que se producen en el ictus contribuyen muy ampliamente a la pérdida cognitiva en estos 

pacientes (Querfurth & LaFerla, 2010). Aunque se conocen formas “puras” de demencia 

vascular, como la angiopatía amiloide cerebral (Greenberg et al., 2019), actualmente se 

piensa que las formas mixtas de la AD y demencia vascular son más comunes que las 

formas puras de la AD, ya que hay estudios que apuntan a la coexistencia de ambas 

patologías en al menos un 40% de los casos de AD (Rundek et al., 2022).   

La aterosclerosis en las grandes arterias, la vasoconstricción inducida por A de las 

arteriolas más pequeñas y las anomalías de los capilares endoteliales, pueden perjudicar 

la perfusión y causar hipoxia, la cual, a través de la regulación negativa de LRP-1 y la 

vasoconstricción en respuesta a la regulación positiva de SRF y MyoCD pueden reducir 

el aclaramiento de A, y a su vez la inducción de la enzima de escisión BACE puede 



INTRODUCCIÓN 

46 

aumentar la producción del mismo (Quaegebeur et al., 2011). De esta forma, la hipoxia 

podría proporcionar un vínculo entre los defectos vasculares y la acumulación de A, para 

crear un círculo vicioso auto-reforzante entre la agregación de A, la hipoperfusión y la 

hipoxia (Figura 10). 

De toda esta estrecha relación existente entre demencias y alteraciones vasculares surge la 

idea y la necesidad de evaluar compuestos con carácter multivalente y neuroprotector 

tanto frente a la CI como frente a modelos de demencias como la AD.   

 

Figura 10. Modelo hipotético del papel de la disfunción de los vasos 

sanguíneos en la AD. Papel de VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular), 

SRF (Factor de respuesta al suero), MyoCD (Miocardina) y LRP-1 (proteína 

relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja densidad) en la Angiopatía 

Amiloide Cerebral y la AD (Modificada de Quaegebeur et al., 2011).  

 

Hipoperfusión
Hipoxia
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3. Tratamientos actuales para el ictus isquémico 

Los tratamientos del ictus isquémico que se pueden emplear en la actualidad son muy 

reducidos, y tienen como mayor inconveniente una serie de requerimientos para que sean 

efectivos.  

3.1. Activador tisular del plasminógeno recombinante 

La administración intravenosa del activador tisular del plasminógeno recombinante 

(rtPA) es el principal tratamiento aprobado para el ictus isquémico, porque mejora 

sustancialmente la clínica tras la isquemia cerebral por su acción trombolítica (Stemer & 

Lyden, 2010), reduciendo los efectos y la discapacidad permanente provocados por el 

ictus (Eastin et al., 2023). 

Se trata de una de las primeras opciones de tratamiento del ictus isquémico que se 

implantaron, ya que los primeros tratamientos trombolíticos que deshacían los coágulos 

se comenzaron a emplear a principios del siglo pasado (Lees et al., 2010), pero no fue hasta 

1996 que la Food and Drug Administration (FDA), USA, aprobó el empleo de este fármaco 

durante las tres primeras horas desde el comienzo de los síntomas del ictus (Eastin et al., 

2023). Posteriormente, la ventana terapéutica de este fármaco fue aumentando, primero 

hasta 4,5 h tras el inicio de la sintomatología (Saver, 2006; Ahmed et al., 2010), y 

posteriormente ampliando ese tiempo de administración hasta 6 h (Wang et al., 2015). Es 

importante que la administración del fármaco no exceda de este tiempo, ya que el riesgo 

de mortalidad aumenta con ello, por las acciones secundarias hemorrágicas y 

neurotóxicas del rtPA (Wardlaw et al., 2014). 

Este fármaco puede administrarse también de manera intra-arterial mediante un 

microcatéter, lo que aumenta la concentración del agente fibrinolítico y reduce el riesgo 

de trombólisis sistémica, sobre todo en el caso de oclusiones de vasos grandes (Molina & 

Saber, 2005). 

3.2. Retirada mecánica del coágulo 

Existen también instrumentos para la retirada mecánica del trombo cerebral y de esa 

manera eliminarlo de la circulación, así como ciertas técnicas que succionan el material 
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obstructivo, que mejoran la recuperación de los pacientes y aumentan la velocidad de 

recanalización. Algunos de estos mecanismos se pueden emplear en la clínica, sobre todo 

cuando la trombólisis farmacológica intravascular no ha resultado efectiva, como el 

Microsnare (Fourie & Duncan, 2003), el Attracter-18 (Schumacher et al., 2003), el Neuronet 

(Versnick et al., 2005), el retirador Merci, probablemente uno de los más empleados y con 

mayores mejoras clínicas de los pacientes tras las intervenciones, y mayores tasas de 

recanalización (Starkmann et al., 2004; Shi et al., 2010), o el TREVO (Nogueira et al., 2012).  

Una de las principales ventajas de estos métodos de retirada mecánica del coágulo es que 

se pueden emplear fuera de la ventana terapéutica del rtPA, o en aquellos casos en los que 

los pacientes no puedan ser sometidos a ese tratamiento farmacológico (Smith et al., 2008; 

Flint et al., 2007). Pero también es importante tener en cuenta que el diámetro del vaso 

obstruido influye en cuanto al nivel de recanalización y recuperación del paciente, ya que 

si la obstrucción tiene lugar en la rama principal de la arteria cerebral media o MCA (M1), 

el nivel de revascularización es significativamente menor que si la obstrucción se da en 

una rama secundaria de la MCA (M2), aunque el ratio de complicaciones de tipo 

hemorrágico y mortalidad no varía significativamente entre ambos grupos (Shi et al., 

2010). Es decir, estos mecanismos de retirada mecánica de las obstrucciones vasculares 

tienen menor eficacia y, por lo tanto, su empleo es menos recomendado en las 

obstrucciones de arterias cerebrales grandes (The Penumbra Pivotal Stroke Trial 

investigators, 2009). 

El riesgo de complicación más importante y mortal que existe es la aparición de 

hemorragias intracraneales, lo que podría ocurrir con mayor probabilidad si se administra 

el rtPA fuera de la ventana terapéutica (Iancu et al., 2023), pero la combinación del 

tratamiento farmacológico con el mecánico no parece aumentar ese riesgo. No obstante 

actualmente, uno de los objetivos a conseguir para el tratamiento del ictus isquémico, es 

el de aumentar la estrecha ventana terapéutica del rtPA en el ictus agudo. 

3.3. Tratamientos neuroprotectores y neurorreparadores 

Entre los objetivos a mejorar en los tratamientos actuales del ictus se incluyen el de 

extender la supervivencia de las células de la penumbra isquémica para que las terapias 

de reperfusión puedan aplicarse más tardíamente, para reducir el daño producido tras 
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haber logrado una reperfusión efectiva, o para poder emplear tratamientos que combinen 

efecto neuroprotector y de mejora de las condiciones clínicas (Broussalis et al., 2012).  

Entre otras estrategias está la de promover la autorreparación cerebral, estimulando la 

formación de nuevas neuronas a partir de los nichos de precursores neurales. Para ello se 

puede emplear una medicina tradicional china, NeuroAid, que ha demostrado inducir la 

neurogénesis, además de proteger frente al daño isquémico global a varios niveles 

(Quintard et al., 2011). También se estudia actualmente la implantación de diferentes tipos 

de células madre para recuperar las neuronas perdidas tras el evento isquémico, siendo 

las células madre neurales, mesenquimales, embrionarias y las células madre 

pluripotentes inducidas, las preferidas, entre otras (Datta et al., 2020). 

Además, es posible explorar distintas modalidades de reperfusión, o emplear fármacos 

que disminuyan el edema vasogénico que se genera alrededor de la zona infartada (Jha et 

al., 2021). En el primero de los casos, por ejemplo, se estudia la aplicación de la 

desmoteplasa, enzima con una mayor selectividad que el rtPA por la fibrina, que no 

parece mostrar neurotoxicidad y permite aumentar la ventana terapéutica hasta las 9 h 

después del inicio de los síntomas (Hacke et al., 2005). Este prometedor fármaco superó 

con éxito los ensayos clínicos de fase III, pero los ensayos de fase IV fueron paralizados 

por el momento (Piechowski-Jozwiak et al., 2022). En el mismo sentido se estudia la 

batroxobina, un veneno de serpiente capaz de deshacer los polímeros de fibrinógeno sin 

afectar a las plaquetas (You et al., 2004). Varios estudios clínicos avalan la eficacia 

fibrinolítica de este veneno, así como la mejora de la función motora (Gusev et al., 2006), 

la prevención de accidentes cerebrovasculares secundarios (Xu et al., 2007) y los efectos 

neuroprotectores, ya que reduce el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria post-

isquémica (Lan et al., 2021). Además de estas terapias trombolíticas, es posible la 

combinación de las mismas con otros agentes que prevengan la agregación plaquetaria, 

como los inhibidores de receptores de glicoproteínas IIb/IIIa (Sacco et al., 2007), p. ej. la 

eptifibatida, que entró en ensayos de fase II (Pancioli et al., 2013), o como el anticuerpo 

monoclonal Abciximab (Cortese et al., 2009). 

Otro de los aspectos que se estudian para el tratamiento del ictus isquémico es la 

reducción del daño cerebral una vez conseguida la disolución o retirada del coágulo. 



INTRODUCCIÓN 

50 

Para ello, otra de las estrategias estudiadas ha sido la de acompañar la reperfusión 

sanguínea con una hipotermia moderada, de 32-34°C, seguida de una vuelta a la 

temperatura normal de forma lenta y muy progresiva (Daniele et al., 2021). La hipotermia 

moderada parece más efectiva cuando ocurre inmediatamente a la reperfusión, pero 

también hay estudios que apuntan a sus efectos protectores cuando se aplica varias horas 

después de la reperfusión y se mantiene más allá de un día (Kurisu & Yenari, 2018), y sus 

efectos beneficiosos se deben, principalmente, a la reducción del metabolismo y a la 

ruptura de fosfatos de alta energía como el ATP, pero también a la disminución de la 

excitotoxicidad, el daño mediado por Ca2+, el estrés oxidativo y la apoptosis (Kurisu & 

Yenari, 2018). Otra opción que se investiga para mejorar el efecto de la isquemia-

reperfusión (IR) y disminuir el daño asociado a ella es la hemodilución con perfundidos 

sin células que tengan alta capacidad de transporte de oxígeno; esta estrategia sirve de 

suplemento sanguíneo, previniendo la anemia, y además puede garantizar una 

distribución vascular eficaz de la terapia molecular (Daniele et al., 2021). Los perfundidos 

empleados tienen que ser sensibles a la manipulación de la osmolaridad para evitar la 

formación de edemas (Daniele et al., 2021). 

Sin embargo, la estrategia que más se está investigando es la de neuroprotección 

farmacológica en combinación con las terapias de retirada del coágulo, con el objetivo 

de interferir en los eventos de la cascada isquémica a varios niveles, para impedir que 

distintos mecanismos de daño celular produzcan la muerte de las células nerviosas 

vulnerables de la penumbra isquémica (O’Collins et al., 2009). Para ello, se propone el 

empleo racional de la politerapia, combinando el uso de distintos agentes farmacológicos 

que pueden mejorar simultáneamente diferentes mecanismos implicados en las lesiones 

y la muerte celular post-isquemia (Daniele et al., 2021). Esto incluiría inhibir los eventos 

patológicos que llevan al aumento de calcio intracelular, o a la sobrecarga de radicales 

libres, entre otros. En este contexto podemos encontrar a los quelantes de metales, como 

los de hierro, que lo secuestran, y previenen la formación de radicales hidroxilos, aparte 

de que estabilizan el factor de transcripción inducible por hipoxia 1α (HIF-1α), lo que 

aumenta la transcripción de genes pro-supervivencia (Weinreb et al., 2010). Otros, como 

la deferoxamina y el deferasirox, inhiben las prolil-hidroxilasas, reduciendo el volumen 

de infarto en animales si se administran en el momento del ictus. Deferasirox se emplea 
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ya en clínica y se puede tomar oralmente, con potencial para profilaxis de ictus en 

pacientes con alto riesgo (Zhao & Rempe, 2011). 

En las últimas décadas, otra de las dianas que se persigue tratar en el ictus isquémico es 

la inflamación asociada a él. En este ámbito se ha descubierto que algunos factores de 

crecimiento, como el factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), pueden 

tener un papel neuroprotector y anti-inflamatorio, ya que éste previene la apoptosis, 

reduce el volumen de infarto y mejora los resultados clínicos (Strecker et al., 2010). Se ha 

visto que este factor se encuentra regulado al alza en el ictus isquémico agudo de animales, 

por lo que también podría ejercer un papel en la fisiopatología humana (Hasselblatt et al., 

2006). Este fármaco superó una primera fase de ensayos (Schäbitz et al., 2010), pero se paró 

en una fase más avanzada con mayor cantidad de pacientes (Ringelstein et al., 2013). 

También se ha descrito ampliamente el papel anti-inflamatorio de la aspirina y de las 

estatinas, que logran reducir los volúmenes de infarto por activación de NF-κB o por 

disminución en la producción de citoquinas y en la interacción de leucocitos con el 

endotelio vascular (Deb et al., 2010). Otras moléculas antiinflamatorias ampliamente 

estudiadas han sido el receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas 

(PPARγ), un factor de transcripción que controla el metabolismo de lípidos y glucosa que 

puede inhibir la expresión de genes durante la IR y potenciar procesos beneficiosos como 

la angiogénesis (Li et al., 2020); o los inhibidores de la enzima nuclear poli-(ADP-ribosa) 

polimerasa I (PARP-1), la cual se activa en condiciones de daño al DNA e induce la 

reparación del mismo, lo que lleva a la depleción del NAD+, la interrupción del transporte 

de electrones y de la formación de ATP, además de la activación de rutas proinflamatorias. 

Así, los inhibidores de PARP-1 han demostrado aportar resultados positivos en ensayos 

clínicos para el tratamiento de enfermedades como el ictus (Tiwari et al., 2022). Además, 

recientemente se está estudiando el papel de ApTOLL, un antagonista del receptor TLR4 

(presente en células de la línea mieloide como granulocitos y macrófagos), que ha 

demostrado poseer efectos neuroprotectores con un buen perfil de bioseguridad 

administrándose hasta 6 horas después del inicio de los síntomas en combinación con 

tratamiento endovascular, y consiguiendo reducir la mortalidad y la discapacidad a los 

90 días (Hernández-Jiménez et al., 2023). Este antagonista se encuentra actualmente en 

fase I-II de ensayos clínicos. 
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4. Tratamientos antioxidantes para el ictus y las enfermedades 

neurodegenerativas 

Como ya se comentó anteriormente, el estrés oxidativo es uno de los mecanismos clave de 

las enfermedades asociadas a la edad. En efecto, juega un papel fundamental en la 

isquemia cerebral (y por ende, en el ictus isquémico), así como en otras muchas 

enfermedades neurodegenerativas, entre las que hemos destacado la AD, dado su 

importante componente vascular, que está cobrando interés en los últimos años 

(Quaegebeur et al., 2011), y el papel que ejercen los ROS en su fisiopatología (ver apartado 

2.2. de “Introducción”). 

Es por ello que, en las últimas décadas, se han analizado una serie estrategias terapéuticas 

que tienen como diana el estrés oxidativo, que aunque podrían tener una implicación 

directa en el tratamiento del ictus isquémico, también podrían servir para el tratamiento 

de distintas ARDs. 

Existen tres tipos de abordajes frente al estrés oxidativo, que tienen especial relevancia en 

la investigación de tratamientos frente a la isquemia cerebral: la inhibición de la 

generación de RONS, la potenciación de la degradación de RONS, y la eliminación de los 

radicales libres.  

4.1. Inhibición de la formación de RONS 

Una de las principales estrategias para impedir de formación de RONS es la inhibición de 

la ciclooxigenasa-2 (COX-2). El aumento de calcio de la isquemia cerebral activa la 

fosfolipasa A2, generando ácido araquidónico (Moro et al., 2005), que es metabolizado por 

COX-2, enzima regulada al alza durante la isquemia cerebral (Kunz et al., 2010), y también 

por lipooxigenasas que generan O2•- y otros RONS. Basados en esta evidencia, NS-398, un 

inhibidor de COX-2, ha demostrado inducir neuroprotección significativa tras isquemia 

cerebral focal transitoria y permanente en roedores (Huang et al., 2016), siendo eficaz 

hasta 18 h tras la inducción del ictus. A pesar de estos avances, aun quedan por dilucidar 

muchos de los mecanismos de toxicidad en los que está involucrado COX-2 (Minuz, 2008).  

Además de las principales vías de generación de RONS descritos anteriormente, la xantina 

oxidasa (XO) es otra posible fuente de O2•-. Esta enzima en condiciones de IR cataliza la 
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oxidación de hipoxantina a xantina, que puede seguir oxidándose a ácido úrico, 

generando anión superóxido en el proceso. Sin embargo, en condiciones normales se 

convierte en xantina deshidrogenasa, que oxida xantina en presencia del cofactor NAD+ a 

ácido úrico sin generar ROS (Nishino et al., 2008). Por ello, una de las estrategias de 

inhibición de la formación de RONS es precisamente inhibir la acción de la XO en el tejido 

sometido a IR. Uno de los fármacos más prometedores es el alopurinol, que parece 

disminuir la formación de O2•- (Ono et al., 2009), y que en roedores produjo una 

neuroprotección dosis-dependiente (Rodrigo et al., 2013). 

4.2. Potenciación de la degradación de RONS 

De entre todas las enzimas antioxidantes, probablemente la modificación de la actividad 

de la catalasa y la SOD hayan sido las que más se hayan estudiado en el ámbito de la 

terapia frente a las RONS. Así, se han obtenido resultados muy prometedores en la 

neuroprotección al modificar SOD y catalasa para aumentar su permeabilidad por la BBB 

y las membranas celulares (Yang & Li, 2016); utilizando compuestos sintéticos con 

actividad similar a estas dos enzimas (Kato et al., 2003); empleando tamoxifen, un 

modulador selectivo del receptor de estrógenos que aumenta los niveles de SOD en un 

modelo de isquemia permanente (Wakade et al., 2008); o el compuesto SMND-309, para 

evitar la disminución en SOD y GSH-Px tras la isquemia, siendo ampliamente 

neuroprotector cuando se administra en las 6 h siguientes al evento isquémico y 

manteniendo la neuroprotección durante 7 días (Tian et al., 2009). 

4.3. Eliminación de radicales libres 

Esta estrategia es, con diferencia, la más ampliamente estudiada. Las moléculas que 

atrapan o eliminan RONS son muy heterogéneas, e incluyen tioles como el ácido lipoico, 

altamente hidrofóbico, por lo que atraviesa muy bien la BBB y regenera antioxidantes 

como las vitaminas C y E o el glutatión (Ding et al., 2021); o la N-acetil cisteína (NAC), 

que disminuye significativamente el estrés oxidativo (Baker et al., 2009) y actúa como 

neuroprotector cuando se administra antes, pero sobre todo después del episodio 

isquémico (Khan et al., 2004). NAC también reduce marcadores de inflamación como 

TNFα, IL-1β e IL-6 (Garg et al., 2018), y mejora las capacidades cognitivas de memoria y 
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aprendizaje en ratones, lo que podría tener a su vez importancia en el tratamiento de la 

AD (Farr et al, 2003). Esto evidencia que, durante la etapa de reperfusión, el estrés 

oxidativo suele ser más intenso que en el evento isquémico (Dringen, 2000), por lo que se 

puede emplear el éster monoetílico de glutatión para reducir el volumen de infarto 

(Anderson et al., 2004).  

Otra molécula antioxidante que se ha estudiado en los últimos años ha sido la edaravona, 

que reduce el tamaño de la lesión isquémica de forma muy significativa, tanto in vitro 

como in vivo, y la generación de O2•- y H2O2 (Lee et al., 2010; Nakase et al., 2011). De hecho, 

la edaravona pasó a ensayos clínicos demostrando una alta eficacia neuroprotectora 

incluso cuando se administraba 72 h después del ictus (Edaravone Acute Brain Infarction 

Study Group, 2003) y una mejora en las funciones cognitivas de los pacientes tratados tras 

3 meses de observación (Miyaji et al., 2015), por lo que fue aprobado para el tratamiento 

del ictus en Japón en 2001. Sin embargo, debido a la naturaleza contradictoria de los 

resultados de múltiples ensayos con edaravona (Lapchak, 2010), siguen siendo necesarios 

más estudios que confirmen su efecto neuroprotector. Otros compuestos estudiados son 

los lazaroides, derivados de glucocorticoides, pero sin la naturaleza gluco o 

mineralocorticoide, como el Tirilazad (Li & Yang, 2016).  

Las vitaminas E y C son antioxidantes conocidos, por lo que se ha estudiado su utilización 

como terapia del ictus. Por un lado, se sabe que la vitamina E puede proteger las 

membranas celulares tras la isquemia (Mishima et al., 2003) y producir la transactivación 

de los genes HIF-1, que inducen adaptación a la hipoxia (Zhang et al., 2004).  Por otro lado, 

la administración exógena de vitamina C puede proteger las zonas de riesgo tras la 

isquemia (Harrison & May, 2009), en roedores y en primates (Li & Yang, 2016). Sin 

embargo, parece que su forma permeable oxidada, el ácido dehidroascórbico (DHA) 

atraviesa mejor la BBB y ejerce un efecto neuroprotector más prolongado, tanto si se 

administra antes como después del evento isquémico. Cuando las vitaminas C y E se 

administraron en la dieta canina, permitieron una mejora en las tareas cognitivas, lo que 

indica que estas vitaminas también podrían emplearse para el tratamiento de la AD 

(Milgram et al., 2005). De hecho, tanto la vitamina E como los potenciadores 

mitocondriales MitoQ (análogo sintético de la enzima Q10) y Elamipretida (tetrapéptido 
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de unión a la cardiolipina) reducen el estrés oxidativo y la toxicidad por Aβ (Manczak et 

al., 2010). 

La melatonina, capaz de aumentar los expresiones de SOD y otras enzimas antioxidantes, 

también es otra molécula prometedora, ya que se ha confirmado su eficacia 

neuroprotectora en distintos modelos experimentales, y que su déficit genera una especial 

sensibilidad a la isquemia cerebral, mientras que su administración antes de un evento 

isquémico aumenta la resistencia al daño cerebral (Reiter et al., 2005). Esta hormona 

también podría ser de utilidad en el tratamiento de la AD, ya que reduce los síntomas de 

comportamiento de los pacientes (Rosales-Corral et al., 2011), inhibe la β-secretasa para a 

su vez favorecer a la α, protege frente al estrés oxidativo ejercido por metales, y tiene muy 

buenas propiedades antiinflamatorias (Shukla et al., 2017). Todo ello ha resultado en que 

la conjugación de un AChEI clásico como tacrina con melatonina permita una significativa 

mejora cognitiva y reduzca el depósito de Aβ (Spuch et al., 2009), además de la inhibición 

de la AChE 40.000 veces mayor a la de la tacrina (Rodríguez-Franco et al., 2005). 

Por último, otra de las estrategias más estudiadas en la última década frente al estrés 

oxidativo ha sido la de emplear compuestos capaces de atrapar a los radicales libres, como 

las nitronas.  

 

5. Las nitronas como nuevos fármacos para el tratamiento de las 

Enfermedades de la Edad 

5.1. Nitronas: estructura y mecanismos de acción 

Las nitronas son compuestos orgánicos, con la estructura de un N-óxido de imina, que 

atrapan radicales libres. Originalmente se diseñaron para poder cuantificar y detectar 

radicales libres que normalmente son demasiado reactivos y de vida corta (Janzen & 

Blackburn, 1968). Las nitronas reaccionan con un radical libre para formar un compuesto 

denominado aducto de espín, más estable y menos reactivo, por lo que el radical queda 

inactivado, siendo incapaz de dañar los tejidos celulares o actuar en otros procesos 

bioquímicos.  
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Las nitronas, pues, tienen un gran número de aplicaciones para el tratamiento de 

enfermedades de la edad, ya que protegen de la muerte neuronal, la pérdida de 

homeostasis del Ca2+ y de la inactivación de la bomba Na+/K+ inducidas por el péptido Aβ 

(Zuroff et al., 2017), con lo que podrían ser candidatos para la terapia de la AD. Sin 

embargo, una de sus aplicaciones más estudiadas, y donde el estrés oxidativo juega un 

papel clave, es en la isquemia cerebral. 

 

Figura 11. Estructura general de una nitrona (a) y principales nitronas ensayadas en investigación 

(b, c, d). La α-fenil-N-tert-butil nitrona o PBN (b) fue una de las primeras nitronas que se estudiaron en 

neuroprotección. La nitrona 2,4-disulfofenil-N-tert-butil nitrona o NXY-059 (c) fue la primera en alcanzar 

ensayos clínicos. Por su parte, STAZN (d) fue uno de los primeros compuestos bis-nitrona usado para 

ensayos de neuroprotección. 

 

Una de las primeras nitronas que se empleó en ensayos de isquemia experimental fue la 

α-fenil-N-tert-butil nitrona (PBN) (Figura 11b). Esta nitrona fue capaz de atenuar el daño 

isquémico y mantener la actividad de la glutamina sintasa en un modelo de reperfusión 

en gerbos (Oliver et al., 1990), además de proteger frente a la mortalidad inducida por 

isquemia global prolongada en estos animales (Floyd, 1990), disminuir los efectos 

locomotores, así como el daño a neuronas piramidales hipocampales (Phillis & Clough-

Helfman, 1990). PBN también reduce el volumen de infarto de forma efectiva en modelos 
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de oclusión de la arteria cerebral media (MCAO) transitoria (Pazos et al., 1999; Li et al., 

2001) y en modelos de oclusión de la MCA permanente, incluso cuando se administra 12 

h después del inicio de la isquemia (Cao & Phillis, 1994).  

Debido a estos prometedores resultados, la nitrona PBN se convirtió en el punto de 

partida para la síntesis de nuevos compuestos, dentro de los que destaca NXY-059 (Figura 

11c). Esta nitrona presenta una mayor capacidad neuroprotectora, significativa incluso si 

se administra hasta 8 h después de MCAO, y un perfil de bioseguridad favorable en 

diversos modelos (Kuroda et al., 1999; Sydserff et al., 2002; Han et al., 2003), lo que le 

permitió entrar a fase clínica, llegando a las fases I y II (Diener et al., 2008). De hecho, es 

posible que su efecto beneficioso en la isquemia experimental se deba más bien a que 

refuerza la integridad de la BBB, más que a un efecto neuroprotector directo (Culot et al., 

2009). 

Desde entonces, se han realizado numerosos esfuerzos para diseñar, sintetizar y probar la 

capacidad neuroprotectora de compuestos con supuestas mejores propiedades 

antioxidantes que sus antecesores. Por ejemplo, cabe destacar la bis-nitrona STAZN 

(Figura 11d), una azulenil nitrona de segunda generación con dos motivos nitrona, que 

demostró un elevado poder antioxidante (Becker et al., 2002) y elevada neuroprotección 

en isquemia focal (Ley et al., 2007).  

5.2. Contribuciones del grupo de investigación al estudio del tratamiento con 

nitronas para el tratamiento de las enfermedades de la edad 

En base a estos antecedentes, desde 2008, nuestro grupo de investigación, liderado por la 

Dra. Oset Gasque (Dpto. de Bioquímica y Biología Molecular de la Facultad de Farmacia, 

UCM), y en colaboración con el equipo del Dr. Marco-Contelles (Laboratorio de Química 

Médica, Instituto de Química Orgánica General, CSIC), desarrolla e investiga la actividad 

de nuevas nitronas de síntesis neuroprotectoras, como tratamiento para diversas 

enfermedades asociadas a la edad.  

Unos de los primeros compuestos estudiados por nuestro grupo, y que demostraron tener 

características prometedoras para el tratamiento del ictus isquémico fueron las α-aril-N-

alquil nitronas (Chioua et al., 2012), capaces de atrapar el radical OH- e inhibir de forma 
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potente la lipoxigenasa in vitro, disminuyendo la peroxidación lipídica fruto del daño por 

IR, así como de reducir significativamente la muerte de tipo necrótico, aumentando la 

viabilidad celular tras IR, siendo además, capaces de atravesar la BBB. También se 

estudiaron otras nitronas derivadas de aldehídos aromáticos (Samadi et al., 2011), pero 

ninguna de ellas destacó especialmente en todos los ensayos antioxidantes in vitro para 

determinar su capacidad antioxidante y poder neuroprotector. 

También se ha estudiado el papel neuroprotector y antioxidante de algunas quinolil-

nitronas. De ellas, la nitrona más prometedora fue RP19 por su perfil neuroprotector y 

antioxidante en modelos de isquemia experimental (Ayuso et al., 2017), observándose que 

este compuesto a 50 μM inducía neuroprotección a 5 días después de OGD, disminuía la 

formación de ROS y peroxidación lipídica, reducía el tamaño del volumen de infarto, 

disminuía la muerte neuronal por apoptosis y mejoraba los resultados de test 

neurológicos en los animales a las 48 h o 5 días tras la isquemia global o focal producida 

en animales.  

En la misma línea, se desarrollaron y estudiaron nuevas nitronas C-dialcoxi-fosforiladas 

(Piotrowska et al., 2019), donde destacaron las que portaban el sustituyente N-tert-butilo 

por su capacidad anti-necrótica y neuroprotectora, su actividad antioxidante, capaz de 

revertir la producción de O2•- al 100% a 1000 μM, inhibir la peroxidación lipídica en un 

62% y la actividad lipooxigenasa en un 45% a 100 μM. 

Por otro lado, para seguir incrementando el potencial terapéutico a partir de PBN, se 

diseñaron y sintetizaron otras nitronas relacionadas, como las indanonitronas que 

incorporaban un segundo ciclo fusionado de cinco miembros (Jiménez-Almarza et al., 

2019), entre las que destacó IN4, mostrando una neuroprotección celular muy elevada en 

condiciones de isquemia y muy buenas propiedades antioxidantes in vitro, superando las 

de PBN, ya que era capaz de inhibir completamente la lipooxigenasa a 100 μM.  

Simultáneamente, también se han desarrollado e investigado nuevos derivados de tacrina 

para AD, como las β-naftotacrinas, inhibidores potentes y selectivos de AChE humana, 

menos tóxicas que la tacrina, y neuroprotectores frente a la mezcla oligomicina/rotenona 

(Esquivias-Pérez et al., 2013); la cromenotacrina CT6, menos tóxica que la tacrina, que 

disminuía la peroxidación lipídica y capaz de proteger las células frente al daño 
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mitocondrial, siendo un potente inhibidor no competitivo de AChE (Oset-Gasque et al., 

2014); las piranopirazolotacrinas, que inhiben la agregación de Aβ, mostrando efectos 

neuroprotectores y poco hepatotóxicos (Chioua et al., 2015); o las piranotacrinas, que 

mostraron no solo ser potentes AChEI y anti-agregante de Aβ, sino que también eran 

capaces de inhibir la fosforilación de Tau (García-Font et al., 2016).  
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II. OBJETIVOS E HIPÓTESIS 

Este trabajo de tesis doctoral se enmarca en nuestro proyecto dirigido al desarrollo e 

identificación de nuevas nitronas, pequeñas y antioxidantes, con capacidad 

neuroprotectora para la terapia de la CI y, en general, de enfermedades 

neurodegenerativas, asociadas a la edad, que cursan con estrés oxidativo. 

En particular, nos propusimos los siguientes objetivos:  

• Evaluar la capacidad neuroprotectora in vitro de nuevas nitronas derivadas de 

PBN, en base a la incorporación de dos motivos nitrona (HBNs) (N-Me, N-tert-Bu o 

N-Bn) en posiciones relativas para-, meta- y orto-, o tres motivos nitrona (HTNs) 

(N-Me, N-tert-Bu o N-Bn) en posiciones relativas C1, C3, y C5, conjugados con el 

anillo bencénico, y comparar los resultados con los observados para PBN, siendo 

nuestra hipótesis que “a mayor número de grupos nitrona conjugados con el anillo 

bencénico, mayor neuroprotección”. Se analizará, por tanto, si el efecto aditivo de 

grupos nitrona podría resultar en una nueva nitrona derivada de PBN con poder 

neuroprotector superior al de ésta. 

• Conocer la capacidad neuroprotectora in vitro de nuevas nitronas derivadas de 

PBN, incorporando un anillo de fenilo en posición para-, para rendir bi-fenil nitronas 

(BPNs), con un motivo nitrona (BPMNs) o con dos (BPHBNs) (N-Me, N-tert-Bu o 

N-Bn), comparando los resultados con los observados para PBN, siendo nuestras 

hipótesis que “la conjugación en un sistema de bi-fenilo debe resultar en nitronas más 

potentes que PBN” y que “un segundo motivo nitrona en posición para- las haría más 

potentes que las mono-nitronas relacionadas”. 

• Estudiar la capacidad neuroprotectora in vitro de nuevas nitronas insertadas en 

núcleos de purina y pirimidina, como nucleobases (NDNs), y comparar su efecto 

con PBN, siendo nuestra hipótesis que “las nitronas que incorporan nucleobases 

heterocíclicas en sus estructuras deben ser mucho más potentes como agentes 

neuroprotectores que las conjugadas con anillos bencénicos”. 

• Evaluar la capacidad neuroprotectora in vitro de nuevas 8-OH-QNs para 

determinar el papel de la localización del motivo nitrona (N-tert-Bu o N-Bn) en C2 

o en C3 del anillo heterocíclico, comparando su efecto con el de PBN, siendo 
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nuestra hipótesis que “las nitronas conjugadas con anillos de 8-OH quinolina deben ser 

mucho más potentes como agentes neuroprotectores que las conjugadas con anillos 

bencénicos”. 

• Estudiar los mecanismos de muerte celular asociados a la neuroprotección que 

subyacen al potente efecto neuroprotector de la quinolil-nitrona QN23, y de la 

colesteronitrona ChN2, previamente identificadas y analizadas en nuestros 

laboratorios. 

• Evaluar la capacidad de las nuevas “nitronas hit” encontradas, para reducir el 

volumen de infarto in vivo en ratones sometidos a pMCAO, con el fin de conocer 

si los resultados obtenidos en modelos celulares in vitro son trasladables a los 

modelos preclínicos en animales. 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Materiales: compuestos de estudio 

1.1. Homo-bis-nitronas (HBNs) 

Se han evaluado nueve nuevas homo-bis-nitronas (HBNs) (Figura 12) análogas de PBN, 

que incorporan dos grupos nitrona en tres posiciones distintas del anillo aromático:  

Figura 12. Estructura de las homo-bis-nitronas (HBNs) 1-9 ensayadas en esta tesis doctoral. 

 

Grupos nitrona en posición para- (en los carbonos C1 y C4 del anillo bencénico): 

• HBN1: R = Metilo (Me).  

• HBN2: R = tert-Butilo (tert-Bu). 

• HBN3: R = Bencilo (Bn). 

Grupos nitrona en posición meta- (en los carbonos C1 y C3 del anillo bencénico):   

• HBN4: R = Me.  

• HBN5: R = tert-Bu. 

• HBN6: R = Bn. 

Grupos nitrona en posición orto- (en los carbonos C1 y C2 del anillo bencénico):  

• HBN7: R = Me.  

• HBN8: R = tert-Bu. 
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• HBN9: R = Bn. 

1.2. Homo-tris-nitronas (HTNs) 

Se han evaluado tres nuevas homo-tris-nitronas (HTNs) (Figura 13), diseñadas a partir 

de la estructura base de PBN, con tres grupos nitrona en cada una, en posiciones C1, 3 y 

5 del anillo bencénico:  

• HTN1: R = Me.  

• HTN2: R = tert-Bu. 

• HTN3: R = Bn. 

Figura 13. Estructura de las 

homo-tris-nitronas (HTNs) 1-3 

ensayadas en esta tesis doctoral. 
 

1.3. Bi-fenil-nitronas (BPNs) 

Se han evaluado seis 1,10-bi-fenil-nitronas (BPNs) como análogos de PBN (Figura 14). A 

su vez, estos compuestos BPN podían tener uno o dos grupos nitrona: 

• Bi-fenil-mono-nitronas (BPMN), que incorportan un solo grupo nitrona situado en 

posición del anillo de 1,4-bi-fenilo y un solo sustituyente (R):  
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o BPMN1: R = Me. 

o BPMN2: R = tert-Bu. 

o BPMN3: R = Bn. 

• Bi-fenil-homo-bis-nitronas (BPHBN) que presentan dos grupos nitrona en 

posiciones C1, 1’, en para-, con el mismo sustituyente (R):  

o BPHBN4: R = Me. 

o BPHBN5: R = tert-Bu. 

o BPHBN6: R = Bn.  

Sin embargo, es necesario destacar que el compuesto BPHBN6 resultó demasiado 

insoluble, lo que hizo imposible el análisis de sus propiedades neuroprotectoras y 

antioxidantes, por lo que el perfil neuroprotector de esta molécula no se ha podido 

determinar.  

Figura 14. Estructuras de las 6 bi-fenil-nitronas (BPNs) sintetizadas. BPMNs 1-3 con 1 grupo nitrona 

y sustituyente Me, t-Bu o Bn (arriba); BPHBNs 4-6 con 2 grupos nitrona y sustituyentes Me, t-Bu y Bn 

(abajo). 

 

1.4. Quinolil-nitronas (QNs) 

Se han evaluado seis quinolil-nitronas (QNs) (Figura 15): 

• Las QNs 1-4 son 2-cloro QNs, con sustituyentes N-t-Bu o N-Bn en el motivo nitrona 

en C3, con un sustituyente distinto en la posición C8, que permite diferenciarlos 

en dos subgrupos:  
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o QNs 1 y 2: 2-cloro-8-metoxi QNs, que a su vez pueden tener distinto 

sustituyente unido al grupo nitrona:  

o QN1: R = tert-Bu. 

o QN2: R = Bn. 

o QNs 3 y 4: 2-cloro-8-hidroxi QNs, que a su vez pueden tener distinto 

sustituyente unido al grupo nitrona.  

o QN3: R = tert-Bu.6 

o QN4: R = Bn. 

• Las QNs 5-6 son 8-hidroxi QNs con sustituyentes N-tert-Bu o N-Bn en el motivo 

nitrona, en C2: 

o QN5: R = tert-Bu. 

o QN6: R = Bn.  

Figura 15. Estructura de las quinolil-nitronas (QNs) 1-6 ensayadas en este trabajo de 

investigación. Las QNs con sustituyente N-t-Bu son QN1, 3 y 5 (arriba), mientras que las QNs con 

sustituyente N-Bn son QN2, 4 y 6 (abajo). 
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1.5. QN23 y ChN2 

Figura 16. Estructura de la colesteronitrona ChN2 (A) y la quinolil-nitrona 23 (QN23) (B) 

ensayadas en este trabajo de investigación. ChN2 posee un sustituyente Me unido al grupo nitrona, 

mientras que la QN23 posee un t-Bu. Estas nitronas fueron las mejores de su grupo en estudios anteriores 

(referencia), pero se caracterizó su mecanismo neuroprotector. 

 

Se han evaluado las nitronas que se muestran en la Figura 16:  

• La colesteronitrona 2 (ChN2), con sustituyente N-Me unido al grupo nitrona, fue 

diseñada y sintetizada previamente por el grupo de investigación (Ayuso et al., 

2015) y, dadas sus prometedoras características neuroprotectoras, antioxidantes y 

de mejora de los déficits neurológicos en roedores debidos a esta nitrona, nos han 

movido, en este trabajo, al estudio de sus mecanismos neuroprotectores y 

antioxidantes.  

• La quinolil-nitrona 23 (QN23), con sustituyente R = tert-Bu unido al grupo 

nitrona, diseñada como un análogo de la QN RP19 (cuyo sustituyente R es Bn). 

Igualmente, los prometedores resultados observados en los estudios in vivo e in 

vitro de neuroprotección en modelos de isquemia experimental con esta nitrona 

(Ayuso et al., 2017), han sido la razón para llevar a cabo un estudio detallado de 

sus mecanismos neuroprotectores y antioxidantes.   

Todos los anteriores grupos de nitronas mencionados anteriormente en este estudio 

(HBNs, HTNs, BPNs y QNs) fueron sintetizados por el grupo de investigación dirigido 
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por el Dr. José Luis Marco-Contelles, en el Instituto de Química Orgánica General (IQOG) 

del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC).  

1.6. Nitronas derivadas de nucleobases (NDNs) 

Se han evaluado nueve nitronas derivadas de nucleobases (NDNs), que incorporan en 

su estructura el motivo heterocíclico de purina o pirimidina (Figura 17), sintetizadas en el 

grupo de la Dra. Dorota G. Piotrowska (Facultad de Farmacia, Universidad Médica de 

Lodz, Polonia).  

Figura 17. Estructura de las nueve nitronas derivadas de nucleobases (NDNs) ensayadas en este 

trabajo de investigación. Siete de ellas, las nitronas 9a-e, y 9h-i, poseen un núcleo de pirimidina, siendo la 

principal diferencia la presencia de uno (9a-e) o dos (9h-i) grupos nitrona. Por su parte, las nitronas 9f-g 

poseen núcleos de purina.  
 

1.6.1. MONO-NITRONAS DERIVADAS DE NUCLEOBASES (NDNS) 

Dentro de las NDNs 9 (Figura 17), distinguimos entre mono-nitronas, y bis-nitronas  

• Las mono-NDNs 9a-e contienen estructura pirimidínica y solo poseen un grupo 

nitrona, y se diferencian en el sustituyente R asociado.  

o Nitrona 9a: R = H.  

o Nitrona 9b: R = Me. 

o Nitrona 9c: R = F. 
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o Nitrona 9d: R = Br. 

o Nitrona 9e: R = Cl. 

• Las mono-NDNs 9f-g contienen el motivo de purina, y solo poseen un grupo 

nitrona, ambas con sustituyente N-Me en el grupo nitrona.  

o Nitrona 9f: estructura de purina. 

o Nitrona 9g: estructura de oxi-purina. 

1.6.2. BIS-NITRONAS DERIVADAS DE NUCLEOBASES (NDNS) 

Las bis-NDNs 9h, i presentan estructura pirimidínica y poseen dos grupos nitrona, y se 

diferencian en el sustituyente que éste tiene asociado.  

• Nitrona 9h: R = H.  

• Nitrona 9i: R = Br. 

 

2. Métodos 

2.1. Cultivos celulares de neuroblastoma 

La línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y es una de las líneas más empleadas 

en neurociencia como modelo celular para el estudio de la neuroprotección (You et al., 

2022) y neuroinflamación (Yang et al., 2022), por evaluación de la viabilidad celular 

inducida por estrés oxidativo (Xie et al., 2010). Una de las principales ventajas de este 

modelo es que siendo células humanas, la traslación de los resultados obtenidos sobre esta 

línea celular a la clínica es mucho rápida. Además, es mucho más fácil y rápido obtener 

las células necesarias para repetir los experimentos y conseguir una significación 

estadística adecuada, en comparación con los cultivos primarios de neuronas, para los que 

se necesita el sacrificio de numerosos animales si se quieren conseguir los mismos 

resultados. En suma, las SH-SY5Y constituyen un modelo reproducible, fácil de producir 

y mantener, siendo un método de screening de alto rendimiento para probar la eficacia 

terapéutica de distintos compuestos. 
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En esta tesis doctoral, se cultivaron células de la línea de neuroblastoma humano SH-SY5Y 

sobre “flasks” que contenían medio Dulbecco’s: Ham’s F12, 1:1 [v/v] compuesto de 0,5 mM 

de piruvato sódico, 2,5 mM de GlutaMAXTM [GIBCO, Life Technologies, Madrid 

(España)], 3,15 mg/mL de glucosa; un 1% de antibiótico-antimicótico (100 ui/mL de 

penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, y 0,25 mg de anfotericina B); 1% de gentamicina 

15 mg/mL (Sigma-Aldrich, Madrid, España) y 10% de suero fetal bovino (FBS) (GIBCO, 

Life Technologies, Madrid (España). Estas células se mantuvieron en crecimiento en una 

atmósfera de 5% CO2 y 95% aire a 37 °C humidificada, en una cámara de cultivo (Thermo 

Scientific HERAcell 150i CO2 Incubator), hasta que se alcanzó la cantidad de células 

necesarias para el ensayo.  

Para cada experimento, las células de neuroblastoma fueron sometidas a digestión con 3 

mL de tripsina-EDTA al 0,25%, y las células despegadas se sembraron en placas de 96 o 

48 pocillos y una densidad de 0,5 o 1-1,5 x 105 células/well (cells/well), respectivamente, 

dependiendo del ensayo. Cuando las células llegaron a un 80% de confluencia, esto es, al 

día siguiente de ser sembradas, se renovó el medio y se realizaron los ensayos pertinentes. 

2.2. Tratamientos tóxicos 

Para observar si las nitronas pueden tener efectos neuroprotectores, se han utilizado dos 

tipos de tratamientos tóxicos distintos que inducen la muerte de las células de 

neuroblastoma humano: 

• El tratamiento de las células con oligomicina A, que bloquea el complejo V, y 

rotenona, que bloquea el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial (MRC). 

• El tratamiento en condiciones de privación de oxígeno y glucosa (OGD), un 

método de isquemia experimental, que reproduce los dos principales eventos que 

ocurren a nivel molecular en la isquemia cerebral. 

2.2.1. TRATAMIENTO CON OLIGOMICINA A Y ROTENONA 

Las células de neuroblastoma humano de la línea SH-SY5Y se sembraron en placas de 96 

pocillos a una densidad de 0,5 x 105 cells/well (ver apartado 2.1. de “Materiales y 

métodos”). Tras 24 h para su crecimiento, se renovó el medio y las células se sometieron 
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al tratamiento simultáneo con dos inhibidores de la fosforilación oxidativa y la cadena de 

transporte de electrones mitocondrial (Figura 18): 

• Oligomicina A es un inhibidor del complejo V de la MRC (ATP sintasa), que actúa 

específicamente bloqueando el canal de protones de este complejo enzimático, 

impidiendo así la fosforilación oxidativa y con ello, la formación de ATP. 

• Rotenona es un conocido insecticida y tóxico ambiental que es capaz de inhibir el 

complejo I de la MRC (NADH deshidrogenasa), impidiendo el primer paso en la 

cadena de transporte de electrones de la mitocondria.  

Figura 18. Representación esquemática de las dos partes de la respiración celular: la cadena de 

transporte de electrones mitocondrial (MRC) y la fosforilación oxidativa mitocondrial, y dianas 

de acción de los inhibidores oligomicina y rotenona. La MRC comprende cuatro complejos enzimáticos 

(complejos I, II, III y IV) presentes en la membrana mitocondrial interna. El complejo I es la NADH 

deshidrogenasa, que cataliza la oxidación del NADH en NAD y aporta un electrón a la cadena. El complejo 

II es la succinato deshidrogenasa, que aporta otro electrón gracias a la oxidación de FADH2.  Los electrones 

de ambos complejos son transferidos por la coenzima Q al citocromo C o complejo III. Por último, los 

electrones pasan al complejo IV, que cede los electrones al oxígeno molecular, produciendo una molécula de 

agua. Por otro lado, la ATP sintasa, también denominado,  complejo V de la MRC utiliza el flujo de protones 

producido por la misma para sintetizar ATP. Se indican las dianas de acción de los inhibidores rotenona 

(complejo I) y oligomicina (complejo V o ATP sintasa). Modificado de: Luna-Ortiz et al., 2015. 
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El bloqueo de la respiración celular como consecuencia de la adición de estos inhibidores 

produce un daño mitocondrial, que tiene como consecuencia principal la acumulación de 

ROS, uno de los primeros y principales eventos bioquímicos de la isquemia cerebral, así 

como de otras patologías. Finalmente, todo ello genera citotoxicidad inducida por estrés 

oxidativo, provocando la muerte celular, lo que permite determinar la capacidad 

neuroprotectora de los compuestos a ensayar (Li et al., 2017).  

En esta tesis doctoral, las nitronas HBNs, HTNs, BPNs, y los compuestos de referencia 

PBN y NAC, se añadieron en un rango de concentraciones crecientes de 0,1 a 1000 μM a 

los pocillos, 10 min antes de la adición de los estímulos tóxicos. Posteriormente, una 

mezcla de oligomicina A a 10 μM y rotenona a 30 μM (O/R) se añadió a las células 

sembradas, manteniéndose en un incubador de cultivos a una atmósfera de 5% CO2 y 95% 

aire a 37°C humidificada, durante 24 h. Como control (C), se ensayaron muestras sin tratar 

con O/R (C basal 24h) o tratadas con O/R en ausencia de los compuestos (O/R 24h).  

Este procedimiento experimental se realizó a doble ciego, asignando un orden aleatorio a 

cada nitrona y compuesto de referencia ensayado. Cada compuesto se analizó de forma 

independiente de 3 a 5 veces en distintos “batches“ de células en cultivo, y cada 

experimento se realizó por triplicado.  

Transcurrido ese tiempo, se evaluó la viabilidad de las células en cada condición (ver 

apartado 2.3.1. de “Materiales y métodos”), o se analizó el efecto de la autofagia en este 

modelo experimental (ver apartado 2.5. de “Materiales y métodos”).  

2.2.2. TRATAMIENTO DE ISQUEMIA EXPERIMENTAL 

Las placas debidamente sembradas con células de neuroblastoma humano de la línea SH-

SY5Y se sometieron a un procedimiento de privación de oxígeno y glucosa (OGD) para 

inducir daño celular, como método de inducción de isquemia experimental in vitro.  

Las células que van a someterse a OGD se lavaron y se incubaron durante 3-4 h en un 

medio sin glucosa Dulbecco’s (GIBCO, Life Technologies, Madrid, España), compuesto de 

0,5 mM de piruvato sódico; 1% de antibiótico-antimicótico (100 ui/mL de penicilina, 100 

mg/mL de estreptomicina, y 0,25 mg de anfotericina B; de GIBCO, Life Technologies, 

Madrid (España)); 1% de gentamicina 15 mg/mL (Sigma-Aldrich, Madrid, España) y 10% 
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de suero fetal bovino (FBS) (GIBCO, Life Technologies, Madrid (España)), en una cámara 

de cultivo anaerobia (Incubador Memmert, Genesys Instrumentación SI, Madrid 

(España)) con atmósfera de 95% de N2/5% de O2 y humificada a 37 °C y  una presión 

constante de 0,15 bar. Después de OGD, se sustituyó el medio sin glucosa por otro con 

glucosa y oxigenado (ver apartado 2.1. de “Materiales y métodos”), y se mantuvieron en 

un incubador de CO2 (Thermo Scientific HERAcell 150i CO2 Incubator), en condiciones de 

normoxia, durante 24 h para su recuperación (IR24h). 

En los experimentos de neuroprotección, las nitronas HBNs, HTNs, BPNs, NDNs, QNs, 

QN23 y ChN2, se añadieron al comienzo del periodo de isquemia-reperfusión, y se 

dejaron actuar durante 24 h, en un rango de concentraciones crecientes de 0,01 a 1000 μM.  

De forma paralela a las células sometidas a isquemia, se realizaron controles no sometidos 

a ella, usando siempre un medio con glucosa y condiciones de normoxia durante las 3-4 h 

que dura la OGD (C4h), o tras cambiar el mismo medio a las 4 h e incubar 24 h adicionales 

en condiciones de normoxia (C24h) .  

En cada experimento se realizaron una serie de controles conteniendo el mismo porcentaje 

final de dimetil-sulfóxido (DMSO) o etanol, según el disolvente empleado para solubilizar 

los compuestos inicialmente, y a las concentraciones finales de entre 0,00001% y 1% de 

disolvente para las muestras con concentraciones de los compuestos entre 0,01 y 1000 μM). 

DMSO fue el disolvente empleado para todas las nitronas estudiadas, salvo para la ChN2, 

que se disolvió en etanol absoluto. En cualquier caso, la viabilidad celular obtenida a las 

distintas concentraciones de disolventes osciló entre 100% y 93,5%, descenso que se tuvo 

en cuenta a la hora de realizar los cálculos de viabilidad celular y neuroprotección. 

Este tratamiento se realizó a doble ciego, añadiendo las nitronas de ensayo y los 

compuestos de referencia en un orden aleatorio, y cada compuesto se analizó 

independientemente entre 3-5 veces en diferentes “batches“ de células SH-SY5Y, cada 

experimento por triplicado. 



MATERIALES Y MÉTODOS 

78 

2.3. Estudio de la capacidad neuroprotectora 

2.3.1. MEDIDA DE LA VIABILIDAD CELULAR 

Para evaluar la capacidad neuroprotectora de las nitronas estudiadas, se midió la 

recuperación en la viabilidad celular o capacidad metabólica, inducida por los distintos 

compuestos, de las células de neuroblastoma sometidas bien a isquemia experimental 

(OGD-IR) o a estrés oxidativo (O/R) para inducir la muerte celular.  

La viabilidad celular se determinó mediante la medida de la actividad metabólica 

mitocondrial de las células vivas, utilizando el test XTT (Cell Proliferation Kit II de 

AppliChem, Panreac, Madrid, España), un ensayo colorimétrico cuantitativo basado en el 

empleo de la sonda mitocondrial XTT [sal sódica de 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-

2H-tetrazolio-5-carboxanilida)]. Este ensayo se basa en la capacidad de las células vivas 

para realizar el metabolismo oxidativo mitocondrial, lo que se refleja en su capacidad de 

reducción en medio alcalino de la sal de tetrazolio XTT a formazán, un producto coloreado 

de color anaranjado, lo que produce un viraje de color que se puede medir mediante 

espectrofotometría y está directamente relacionado con la capacidad respiratoria celular.  

Las células de neuroblastoma humano se sembraron en placas de 96 pocillos, a una 

densidad de 0,5 x 105 cells/well. Tanto las placas de controles (C4h y C24h) como las placas 

bajo tratamiento de IR u O/R se incubaron con la solución XTT, a una concentración final 

en el pocillo de 0.3 mg/mL, durante 2h en un incubador a 37 ºC en condiciones de 

humedad con atmósfera de 5% CO2 y 95% aire (v/v), y se cuantificó la producción de 

formazán soluble de color anaranjado en un espectrofotómetro de placas Biotek 

PowerWave XS a una  = 450 nm  (con respecto a una   de referencia = 650 nm).  

Este estudio de la viabilidad celular también se llevó a cabo en condiciones basales, es 

decir, mediante la adición de los compuestos a las concentraciones de ensayo, pero sin 

tratamientos tóxicos, para evaluar si los compuestos bajo estudio tenían algún efecto 

neurotóxico per se, es decir, en ausencia de la isquemia o de los inhibidores de la MRC. 

Todos los ensayos de XTT se llevaron a cabo en triplicado en células de al menos 3 batches 

de células diferentes. La viabilidad celular de los controles tratados solo con el DMEM con 

glucosa fue considerada como el 100% y la capacidad neuroprotectora máxima la 
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diferencia entre la viabilidad del control y de la IR o O/R sola, en ausencia de los 

compuestos.  

2.3.2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTI-NECRÓTICA 

Durante la isquemia, y sobre todo en el core, el área que experimenta necrosis celular, la 

membrana plasmática celular, especialmente importante y sensible en las neuronas, se 

rompe, liberándose al espacio extracelular parte del contenido soluble intracelular.   

En concreto, una de las enzimas citosólicas más conocidas que es liberada al exterior 

cuando las células entran en estado necrótico, es el lactato deshidrogenasa (LDH), una 

enzima NAD+ dependiente, que cataliza la reacción que se muestra a continuación:  

𝑃𝑖𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝐻+ ↔ 𝐿𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑜 + 𝑁𝐴𝐷+ 

De esa manera, cuantificando la liberación de LDH en el espacio extracelular, en 

comparación con el contenido total (intra + extracelular) de LDH, se puede valorar el daño 

que ha sufrido la membrana celular y así, el grado de necrosis que se ha producido en 

dichas células. La actividad de LDH se determinó en un espectrofotómetro estudiando la 

velocidad de desaparición de NADH (sustrato), medida por disminución de la 

absorbancia a 340 nm (Decker & Lohmann-Matthes, 1988).  

Para este tipo de ensayos, se cultivaron las células de neuroblastoma humano de la línea 

SH-SY5Y en placas de 48 pocillos a una densidad de 1-1,5 x 105 cells/well, se sometieron 

bien a IR u O/R, o a condiciones basales, en ausencia o presencia de los compuestos bajo 

ensayo. A continuación, se recogió el medio de cultivo (LDH extracelular), y se lisaron las 

células pegadas en la placa con tampón Tris-HCl 0,1M pH 7,4 con 0,1% de Triton X-100, 

recogiéndose el lisado (LDH intracelular). Ambas suspensiones celulares se sometieron a 

centrifugación a 13000 rpm durante 5 min, midiéndose posteriormente su actividad LDH 

total en cada fracción, como se ha descrito. Los datos se expresan como porcentaje de LDH 

liberado con respecto al total de contenido de LDH (LDH extracelular + intracelular), de 

forma que, cuanto mayor sea dicho porcentaje, mayor será el porcentaje de necrosis 

sufrido por las células (Figura 19).  
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Figura 19. Fórmula para el cálculo del porcentaje de liberación  

de LDH. ΔDO = diferencia de absorbancia de NADH (sustrato). 

 

2.3.3. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTI-APOPTÓTICA 

Como ya se ha mencionado en el apartado 2.1.3.1. de la Introducción, uno de los procesos 

de muerte celular programada más importantes que ocurren en las células de la penumbra 

isquémica es la apoptosis. Y una de las enzimas clave en la cascada de activación de la 

apoptosis es sin duda la caspasa-3, por lo que la actividad de esta enzima es directamente 

proporcional al grado de apoptosis sufrido por las células. Así, los compuestos de ensayo 

que sean neuroprotectores frente a apoptosis serán capaces de disminuir la actividad 

caspasa-3.  

Para la medida de la actividad de la caspasa 3, se utilizó un método basado en la capacidad 

que presentan las caspasas para romper la secuencia peptídica DEVD (Asp-Glu-Val-Asp). 

La N-acetil-DEVD-7-amino-4-metilcumarina (Ac-DEVD-AMC) es un substrato 

fluorigénico sintético para la caspasa-3 que contiene la misma secuencia de aminoácidos 

que uno de sus sustratos más importantes, la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) 

(Morales et al., 2014). El substrato tetrapeptídico puede usarse para identificar y 

cuantificar la actividad de la caspasa-3 de células apoptóticas. Cuando el substrato Ac-

DEVD-AMC se trata con caspasa-3 pura activa o con lisados de células apoptóticas, la 

enzima fragmenta el tetrapéptido entre el Asp y la AMC, liberando, de este modo, la 

fluorigénica AMC (Poreba et al., 2013). La AMC liberada es monitorizada en un 

espectrofluorímetro con una  de excitación de 380 nm y una  de emisión de 430-460 nm. 

Los lisados de células apoptóticas que contienen caspasa-3 activa producen una emisión 

considerablemente mayor que los lisados de células no apoptóticas. 

Las células SH-SY5Y se cultivaron en placas de 48 pocillos a una densidad de 1-1,5 x 105 

cells/well, y se sometieron a IR, O/R o condiciones basales, como se ha descrito 
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anteriormente. Tras los tratamientos pertinentes se eliminó el medio de cultivo y las 

células adheridas a los pocillos se lavaron dos veces con PBS frío y después se lisaron a 4 

°C con un tampón Tris/HCl pH 8.0, 20 mM EDTA y 0,5% Triton X-100. Una vez obtenidos 

los lisados, se sometieron a centrifugación a 13000 rpm durante 10 min.  

Posteriormente se midió la actividad caspasa empleando el sustrato fluorigénico N-acetil-

L-α-aspartil-L-α-glutamil-L-valil-N-(4-metil-2-oxo-2H-1-benzopiran-7-il)-L-α-asparagina 

(Ac-DEVD-AMC, BD Biosciences PharMingenTM), empleando un mínimo de 50 μg de 

proteína intracelular, cuantificada previamente mediante el método de Bradford (Vicente 

et al., 2006). Se añadieron 20 μM del péptido fluorigénico en un volumen final de 150 μL 

con tampón de ensayo (20 mM HEPES, 10% glicerol, 2 mM ditiotreitol a pH 7,5) a cada 

una de las muestras, y se midió la producción de AMC fluorescente usando un 

espectrofluorímetro de placas FL600 de Biotek, con una λexcitación = 380 nm, y una λemisión = 

460 nm. En el ensayo se incluyeron, como controles, células no tratadas con los 

compuestos a estudiar (basal) y mezcla de reacción en ausencia de células (blanco). Tras 

restar la fluorescencia del blanco a la de cada muestra, los resultados se expresaron como 

unidades arbitrarias de fluorescencia (AFU)/h/g proteína.  

2.4. Medida de la actividad antioxidante 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son particularmente difíciles de detectar debido 

a sus vidas medias muy cortas. Los primeros estudios acerca del estrés oxidativo 

tropezaban con el inconveniente de tener que emplear medios de detección escasamente 

sensibles, por lo general, basados en el empleo de sondas inespecíficas.  En la actualidad 

existe una amplia variedad de técnicas de detección de ROS y sondas que permiten su 

detección, tanto en células vivas, como en lisados.  

La detección de la formación de ROS se puede llevar a cabo en mitocondrias aisladas o en 

células intactas. En la mayoría de los casos, la formación de ROS se refiere a la liberación 

de ROS a partir de mitocondrias aisladas, porque la mayoría de los métodos actuales 

detectan ROS en el medio de incubación (Adam-Vizi & Chinopoulos, 2006). 

El ROS primario producido en la mitocondria es el radical anión (o anión) superóxido 

(O2•-), que tiene una permeabilidad limitada a la membrana mitocondrial interna. En la 
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matriz mitocondrial, la Mn2+ superóxido dismutasa (SOD-2) convierte O2•- en H2O2, que 

difunde fuera del orgánulo. Para medir la generación de ROS en células intactas hay que 

tener en cuenta que una gran cantidad del H2O2 liberado por la mitocondria es eliminado 

por el sistema citosólico del glutatión (Adam-Vizi & Chinopoulos, 2006). 

Alternativamente, el H2O2 puede ser también eliminado por la catalasa y sólo la fracción 

de H2O2 que escapa a los mecanismos de eliminación se libera al medio y está disponible 

para los ensayos. Por ello, es recomendable una detección más directa de ROS usando 

sondas que son permeables a la membrana mitocondrial y reaccionan con el anión 

superóxido en el sitio mismo de su producción. Ejemplos de estas sondas son la 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA) y la dihidroetidina (DHET), que se 

vuelve fluorescente al reaccionar con ROS y emite radiación a 645 nm (Figura 20). 

Figura 20. Detección de ROS en células intactas. El O2•- es transformado en la matriz mitocondrial 

en H2O2 por la Mn2+ SOD, que difunde fuera del orgánulo y puede ser detectado. Una gran 

proporción del H2O2 liberado es eliminado por la acción secuencial de la glutatión reductasa (GR) 

y la glutatión peroxidasa (GPX) que implica la conversión de glutatión reducido (GSH) a oxidado 

(GSSG); y otra proporción de H2O2 es eliminado por la catalasa, siendo la pequeña porción restante 

la única medible. Para la detección de O2•- se pueden emplear sondas como la dihidroetidina (DHET) que 

emite fluorescencia, o la sonda 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato (H2DCFDA), no fluorescente. 

Modificada de Adam-Vizi & Chinopoulos, 2006. 

 

En nuestro caso, hemos utilizado como sonda la dihidroetidina (DHET; Molecular 

Probes), pues se mostró más específica para el anión superóxido que la H2DCFDA 

(Piotrowska et al., 2019; Kim & Xue, 2020; Chung & Duchen, 2022).  
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Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 48 pocillos sembradas con células de la línea 

SH-SY5Y a 1-1,5 x105 cells/well. Tras someter las células a la isquemia experimental 

(OGD), o mantenidas como controles, se llevó a cabo el tratamiento de las mismas durante 

3 h en condiciones de IR (IR3h) o de control (C-IR) con los compuestos de ensayo, 

mantenidas en un incubador a 37 ºC en condiciones de normoxia. Al finalizar ese tiempo, 

se añadió en cada pocillo la cantidad de sonda fluorescente DHET suficiente para llegar a 

una concentración final de 20 μM en el ensayo, e inmediatamente se procedió a la lectura 

de fluorescencia en espectrofluorímetro (FL600, Microplate Fluorescence Reader, Biotek). 

Las medidas se tomaron cada 30 segundos durante 15-20 min, utilizando una longitud de 

onda de excitación de 530 nm y seleccionando como longitud de onda de emisión 645 nm. 

Las rectas de regresión de fluorescencia (expresada como unidades arbitrarias de 

fluorescencia (AFU)) se calcularon para cada condición, y las pendientes (a) de las rectas 

más ajustadas (y = ax) se tomaron como índice de la velocidad de producción de O2•- 

(Piotrowska et al., 2019) (Figura 21). Se empleó el nitroprusiato sódico (SNP) a 1 y 2 mM 

como un control positivo de producción de ROS (Quan et al., 2016). 

 

Figura 21. Medida de ROS (O2•-) en células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y mediante la sonda fluorescente DHET. Tasa de 

producción de superóxido inducida por la isquemia y la reperfusión 

experimentales. Las pendientes de las líneas que ajustan los fluorescencia 

(un índice de la tasa de producción de superóxido), se calcularon 
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individualmente. Los valores medios de las pendientes se utilizaron para 

generar una línea teórica mediante la siguiente ecuación: y = ax. La figura 

representa las líneas generadas para la producción de superóxido en células 

no tratadas y en presencia de OGD, IR y SNP como control positivo. El 

recuadro representa el efecto de 0,1 y 1 mM de nitrona 4e (no incluida en 

este trabajo) sobre la producción de superóxido inducida. por isquemia 

experimental (OGD + reperfusión; IR) (Piotrowska et al., 2019). 

 

2.5. Estudio de la autofagia: experimentos de Western Blot 

El Western Blot es un importante inmunoensayo que permite la identificación específica 

y la caracterización de proteínas. El inicio de esta técnica comienza al separar las distintas 

proteínas, previamente cargadas negativamente, de mezclas complejas en función de su 

peso molecular mediante un gel de electroforesis y, después, transfiriendo las proteínas 

separadas a una membrana adsorbente. La membrana entonces se incuba en una solución 

con el anticuerpo específico que se une a la proteína de interés (anticuerpo primario), se 

elimina el exceso de anticuerpo que no se ha unido mediante lavado, y a continuación se 

añade un segundo anticuerpo (anticuerpo secundario), que tiene unida una enzima 

reportera como es la peroxidasa de rábano (HRP), que reconoce de forma específica una 

región concreta del anticuerpo primario, en función de la especie en la que se haya 

generado dicho anticuerpo. Así, se genera un complejo proteína-anticuerpo-anticuerpo-

HRP que puede detectarse con quimioluminiscencia, catalizando la oxidación del luminol 

en presencia de H2O2 (Kim, 2017). 

2.5.1. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

Para este tipo de experimentos, se sembraron las células de neuroblastoma humano SH-

SY5Y en placas de 6 pocillos, a una densidad de 1-1.5 millones de cells/well, a partir de 

una mezcla conteniendo 1 millón de células/mL, utilizando los medios descritos en el 

apartado 2.1. de “Materiales y métodos”. Tras 24 h de crecimiento, se llevaron a cabo los 

dos procedimientos inductores de daño celular (isquemia experimental o IR y estrés 

oxidativo u O/R) (ver apartado 2.2.2 de “Materiales y métodos”).  

Al comienzo de la IR y/o 10 min antes de añadir la mezcla O/R, se añadieron las nitronas  

ensayadas (HBN6, HBN5, QN6, ChN2 y QN23), a concentraciones de 10 μM, 

dependiendo del experimento. Para probar la validez del protocolo también se realizaron 
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ensayos de Western Blot con tres compuestos moduladores de la autofagia: el bloqueante 

del flujo autofágico cloroquina (CQ), a 20 μM (Merck, Madrid, España), el inhibidor de la 

autofagia 3-metiladenina (3-MA), a 5 mM (Merck, Madrid, España), y el activador de la 

autofagia rapamicina (Rapa), a 40 nM (Merck, Madrid, España). Para facilitar la 

interpretación de los resultados, también se realizaron, de forma paralela, ensayos de 

viabilidad celular (usando la sonda XTT, ver apartado 2.3.1. de “Materiales y métodos”) 

con estos tres compuestos moduladores de autofagia, empleando las mismas 

concentraciones de moduladores de autofagia y compuestos a testar que en los 

experimentos de Western Blot.   

Después de 24 h de IR, o de adición de O/R, se procedió a la extracción de proteínas de las 

muestras. Para ello se eliminaron los medios de cultivo, se hizo un lavado rápido con PBS 

muy frío y se añadieron 100 μL de tampón RIPA por pocillo, conteniendo: 1% Triton, 10 

mM Tris, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 30 mM pirofosfato sódico, 50 mM NaF, 100 µM 

ortovanadato, 500 µM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich, Madrid, 

España), 5 µg/L aprotinina (Biochemica, AppliChem, Panreac, Madrid, España), y 0.025 

µg/L leupeptina (Sigma-Aldrich, Madrid, España), a pH 7,4. Posteriormente, se rasparon 

las células y se recogieron los lisados en tubos Eppendorf de 1 mL etiquetados. A 

continuación, se centrifugaron las muestras durante 5 min a 13000 rpm en una centrífuga 

Eppendorf a 4 °C (Centrifuge 5425, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y se desechó el 

sedimento. Posteriormente, se realizó la determinación de la concentración de proteínas 

mediante el método de Bradford (Vicente et al., 2006), en 4 L de las muestras diluidas a 

1/10.  Una vez calculadas las concentraciones de proteínas de las muestras, se seleccionó 

la muestra con menor contenido proteico en 20 μL, y se calcularon los μL del resto de 

muestras conteniendo esa misma cantidad de proteínas, completando su volumen a 20 L 

con el tampón RIPA para llegar a un Vf de 20 μL. A dicho volumen se le añadieron 20 μL 

de una solución con Laemmli 2x y β-mercaptoetanol (50 μL β-ME cada 950 μL Laemmli), 

y se hirvieron durante 5 min a 95 °C en un termobloque (Boeco Bio TDB-100 Dry Block, 

Heating Thermostat, Alemania), con lo que las muestras quedaron preparadas para su 

carga en la electroforesis. La cantidad total de proteínas cogida de cada muestra osciló, 

según los ensayos, entre 15 y 20 g de proteínas.  
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2.5.2. ELECTROFORESIS 

Posteriormente se realizó la electroforesis en gel de poliacrilamida y con dodecilsulfato 

sódico (PAGE-SDS). En esta técnica, las proteínas son sometidas al efecto de agentes 

reductores que les hacen perder las estructuras secundaria y terciaria, y las mantienen en 

estado desnaturalizado y cargadas negativamente, para conseguir que se separen 

únicamente en función de su peso molecular. Así, se prepararon los geles separadores al 

porcentaje de interés según el peso molecular de las proteínas a detectar (12, 10 u 8% de 

poliacrilamida, con 1,5 M de Tris-HCl pH 8,8, SDS al 20% (w/v), acrilamida/bis-acrilamida 

(40%/0,8% w/v), persulfato amónico al 10% y TEMED) y se añadieron a los moldes y, 

cuando coagularon, se añadió el gel separador al 4% (H2O, 0,5 M de Tris-HCl pH 6,8, SDS 

al 20% (w/v), acrilamida/bis-acrilamida (40%/0,8% w/v), persulfato amónico al 10% y 

TEMED), se posicionaron los peines en los geles y se dejaron gelificar. Una vez gelificados, 

se quitaron los peines, se cargaron las muestras y se corrió la electroforesis a un voltaje de 

120 V, y una intensidad de 3 A, durante 1 h en Running Buffer (Tris 25 mM, Gly 192 mM, 

SDS 0,1%). En todas las electroforesis, además de las muestras, se corrió un estándar de 

pesos moleculares de rango ancho Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad 

Laboratories, Hércules, CA, USA), que incluye 10 proteínas recombinantes (10 - 250 kDa), 

8 bandas teñidas de azul y 2 bandas de referencia rosas (25 y 75 kDa). 

2.5.3. TRANSFERENCIA A MEMBRANAS, BLOQUEO E INCUBACIÓN CON 

ANTICUERPOS 

Concluida la electroforesis, las proteínas separadas fueron transferidas a membranas de 

fluoruro de polivinilideno (PVDF) Hybond-P (Amersham Pharmacia Biotech., Uppsala, 

Suecia), a 110 V y 3 A, durante 60-70 min, a 4 ºC, en tampón de transferencia Towbin (25 

mM Tris, pH 8,3, 192 mM glicina, 20% metanol). Se empleó una Mini Trans-Blot® 

Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA, USA) y la fuente de 

alimentación PowerPac 300 (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA, USA). 

A continuación, las proteínas transferidas a las membranas fueron lavadas tres veces, en 

períodos de 5 min, a temperatura ambiente (TA) y en constante agitación, con tampón TBS 

(10 mM Tris, pH 7,6, 150 mM NaCl). Seguidamente, las membranas fueron bloqueadas 

con tampón TTBS (10 mM Tris, pH 7,6, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20) que contenía 3% 
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de albúmina de suero bovino (BSA), durante 1 hora a TA. El bloqueo de la membrana 

tiene por objeto evitar posibles uniones no específicas del anticuerpo. El agente bloqueante 

se une a la membrana, salvo en aquellos sitios donde ya están unidas las proteínas 

transferidas, y de esta manera bloquea la unión inespecífica del anticuerpo a la membrana.  

Una vez bloqueadas las membranas, se lavaron tres veces con abundante TTBS y se 

incubaron con el correspondiente anticuerpo primario disuelto en TBS con 3% BSA o 5% 

leche en polvo desnatada, según las instrucciones del fabricante, durante 1 hora a TA (-

actina), o durante una noche a 4 °C (resto de anticuerpos), en todos los casos en lenta y 

continua agitación. 

Transcurrido el tiempo de incubación con el anticuerpo primario, las membranas se 

lavaron con abundante TTBS, durante 20-30 min (la solución de TTBS se renovaba cada 5 

min), antes de incubar con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con 

peroxidasa, disuelto en TBS, durante 1 h. Los anticuerpos secundarios fueron anti-ratón 

cuando el anticuerpo primario había sido monoclonal, o anti-conejo cuando el anticuerpo 

primario había sido policlonal. 

Concluida la incubación con el anticuerpo secundario, las membranas se lavaron durante 

30 min con abundante TTBS, y se procedió a la detección de las bandas reactivas al 

anticuerpo mediante quimioluminiscencia (ECL). 

2.5.4. REVELADO DE LAS MEMBRANAS. QUIMIOLUMINISCENCIA (ECL) 

El revelado de las membranas se llevó a cabo mediante quimioluminiscencia mejorada de 

luminol (ECL) mediante la incubación de las membranas con 4 ml del reactivo de revelado 

SuperSignal West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific, USA). El densitometrado de las 

señales se llevó a cabo mediante el aparato de documentación de geles VWR (VWR® Gel 

Documentation Imager Chemi Premium, US), que nos permitió la obtención de imágenes, 

las cuales fueron posteriormente cuantificadas mediante el software Image J.  

Los anticuerpos utilizados para estos experimentos se muestran en la Tabla 2. La mayoría 

de ellos son de Cell Signaling Technology, y fueron suministrados por Werfen (Barcelona, 

España).  
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Todos los materiales mencionados en este apartado se compraron en Thermo Fisher 

Scientific, USA, salvo los recipientes y materiales para electroforesis que se obtuvieron de 

Bio-Rad Laboratories (Hércules, CA, USA). 

Tabla 2. Colección de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los experimentos de 

Western Blot. 

Western Blot 

Anticuerpo 

primario 

Conc. Productor MW 

(kDa) 

Anticuerpo 

secundario 

Conc. Productor 

Anti-β-

actina de 

ratón 

1/6000 
Cell 

Signalling 
42 

Anti-ratón 

de cabra 

conjugado 

con HRP 

1/4000 
Sigma-

Aldrich 

Anti-LC3B 

de conejo 
1/1000 

Cell 

Signalling 
16, 14 

Anti-conejo 

de cabra 

conjugado 

con HRP 

1/5000 
Sigma-

Aldrich 

Anti-p62 

de conejo 
1/1000 

Cell 

Signalling 
62 

Anti-conejo 

de cabra 

conjugado 

con HRP 

1/5000 
Sigma-

Aldrich 

 

2.6. Experimentos in vivo: oclusión permanente de la arteria cerebral media 

(pMCAO) 

Los experimentos in vivo de oclusión permanente de la arteria cerebral media (pMCAO) 

se realizaron en colaboración con el grupo de Investigación Neurovascular, bajo la 

supervisión del Dr. Ricardo Martínez Murillo (Departamento de Neurobiología 

Traslacional, Instituto Cajal, CSIC).  

Para profundizar en los efectos de las nitronas HBN6 y QN6 en la recuperación de los 

ratones tras el ictus, se administraron 100 mg/kg de HBN6 y 85 mg/kg de QN6, así como 

vehículo, mediante inyección intraperitoneal a ratones macho de 8 semanas de la cepa 

C57BL/6J (Harlan) que pesaban 25-30 g. Todos los procedimientos con animales se 

llevaron a cabo bajo un protocolo aprobado por el comité de ética del Consejo Superior de 

Investigaciones Científicas (CSIC), (Madrid, España, PROEX 116.6/21, Certifcado 

10/081517.9/21) y fueron realizados de acuerdo con las guías ARRIVE 
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(https://arriveguidelines.org/) y las recomendaciones del Consejo Europeo, para 

disminuir al mínimo el número de animales necesarios para conseguir significación 

estadística adecuada.  

2.6.1. PREPARACIÓN DE LOS ANIMALES Y PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO DE 

PMCAO 

Para la operación, se indujo anestesia general con 3% de isofluorano (70% N2O, 30% O2), 

seguido de 2% de isofluorano para su mantenimiento. La temperatura tomada por vía 

rectal se mantuvo a 36 ºC con una almohadilla térmica. Tras la craneotomía, se expuso la 

rama frontal de la arteria cerebral media (MCA) y se procedió a la oclusión permanente 

por ligadura mediante sutura (Figura 22), como ya ha sido descrito previamente (Pozo-

Rodrigálvarez et al., 2012) pero haciendo pequeñas modificaciones, es decir, ocluyendo 

sólo la rama frontal de la MCA. Este procedimiento generó un volumen de infarto menor 

que si se hubiera ligado toda la MCA desde el tronco, permitiendo una mejor evaluación 

del volumen de infarto final entre vehículo (control) y los grupos tratados con HBN6 y 

QN6, y también reduciendo el tamaño muestral (n). Para asegurar la oclusión arterial 

completa durante la cirugía, se monitorizó el flujo sanguíneo cortical mediante laser 

Doppler no invasivo como control de calidad, con la ayuda de un equipo Perimed 

(PeriFlux System 5000 Stroke Model Monitor, Perimed, Järfälla, Suecia); y los 

experimentos se realizaron sólo en animales que mostraron al menos un 65% de caída del 

flujo sanguíneo después de la ligadura, tras una oclusión de la MCA por un tiempo no 

superior a 15 min.  

Figura 22. Arteria cerebral media y su bifurcación expuesta tras craneotomía. A. Izquierda: se observa 

el tronco de la MCA (flecha inferior) y la bifurcación en sus ramas parietal (flecha de la izquierda) y frontal 

(flecha de la derecha). Derecha: la MCA se ha ligado haciendo un nudo con una sutura. Se aprecia reducción 

del flujo sanguíneo. Se observa la ventana abierta en el cráneo (flecha blanca superior) y en las meninges 

(flecha blanca inferior). B. Dibujo esquemático realizado a partir de la imagen anterior para mostrar dónde 
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se coloca el punto de ligadura (nailon 9/0-10/0) de la MCA, inmediatamente proximal a su división en las 

ramas frontal y parietal bajo el área de duramadre abierta. Tomada de Prieto-Arribas et al., 2008. 

 

Los experimentos se realizaron sobre cada uno de los siguientes grupos: (a) grupo de 

simulación de la operación (grupo sham, n = 6 animales); (b) grupo sometido a pMCAO e 

inyección de vehículo, consistente en tampón salino con 29% DMSO (grupo control, n = 6-

7); y (c) grupo con pMCAO y HBN6 o QN6, dependiendo del caso, a concentración de 100 

mg/kg o 85 mg/kg, respectivamente, y disueltos en vehículo (Grupo tratado, n = 8). La 

administración de estos compuestos se llevó a cabo 15 min después de la ligadura.  

2.6.2. MEDIDA DEL VOLUMEN DE INFARTO MEDIANTE TINCIÓN CON TTC 

La determinación del volumen de infarto en los grupos con vehículo y HBN6 se realizó 

mediante la tinción con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium (TTC) de secciones cerebrales 

coronales de 1 mm de grosor, obtenidas de los animales operados con ayuda de una brain 

matrix (WPI, Reino Unido), descrito previamente (Pozo-Rodrigálvarez et al., 2012).  

Los experimentos compararon el volumen de infarto resultante entre los grupos b) y c), 

ya que el grupo a) mostraba claramente que el ictus no era debido al procedimiento antes 

de la oclusión quirúrgica. Los volúmenes de infarto se obtuvieron integrando las áreas 

infartadas contando los pixeles contenidos en las áreas de interés, y se muestran en mm3. 

Se tomaron muestras de las secciones coronales de cada lado, y se obtuvieron imágenes 

gracias a una cámara digital (Pentax Optio S7) con buena resolución para detectar los 

límites del infarto. Se empleó el software gratuito ImageJ (National Institutes of Health, 

Bethesda, USA) para el análisis de dichas imágenes. Se utilizó la prueba t de Student de 

dos colas o bilateral para determinar la significación estadística de la diferencia en los 

volúmenes de infarto entre los ratones tratados con vehículo y con HBN6; el valor P < 0,05 

fue considerado como significativo.  

2.6.3. MEDIDA DEL VOLUMEN DE INFARTO MEDIANTE MRI 

Las imágenes de resonancia magnética nuclear (MRI) son una de las herramientas más 

empleadas para el diagnóstico del ictus. Las secuencias de imágenes ponderadas por 

difusión (WI) se adquirieron en T2 (T2WI) (del inglés, T2-weighted magnetic resonance 

images), como herramienta para obtener imágenes precisas del edema vascular, con un 
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límite de resolución de 0,8-1 mm3. Esta información es necesaria para delimitar los límites 

de la lesión para evaluar la ubicación del edema intracraneal y el patrón de crecimiento. 

En este estudio, la determinación del tamaño del infarto en ratones tratados con vehículo 

y QN6 se realizó mediante la toma de imágenes secuenciales de resonancia magnética en 

cortes cerebrales coronales de 0,8-1 mm de espesor, como ha sido descrito previamente 

(Pozo-Rodrigálvarez et al., 2012). Los estudios de MRI se realizaron en el centro de 

asistencia a la investigación (CAI) de imagen BioImaC (Universidad Complutense ICTS 

BioImagen, Madrid, España), nodo del ICTS ReDIB (https://www.redib.net/) utilizando 

un escáner de resonancia magnética de sobremesa ICON-1T, Bruker BioSpin (GmbH, 

Ettlingen, Alemania) (Figura 23). El experimento de MRI consistió en la utilización de 

T2W1 en tres dimensiones (3D) para evaluar el edema vascular, utilizando la técnica de 

“adquisición rápida con realce de la relajación” (RARE), con un tiempo de repetición (TR) 

= 2500 s, duración del tren de ecos = 12, intervalo intereco =18 ms (resultando en un tiempo 

de eco efectivo (TE) = 90 ms), número de medias = 1, campo de visión (FOV) = 18×18×14 

mm. El tamaño de la matriz adquirida fue de 120×120×28 (resolución 0,150×0,150×0,500 

mm) y el tiempo total de adquisición fue de ~12 min. Todos los datos de MRI se analizaron 

con el software de Image J. 

Figura 23. Equipo ICON-1T de bioimagen de la UCM. 

Es un equipo de Imagen de Resonancia Magnética (MRI) 

de bajo campo que permite la obtención de imágenes de 

resonancia magnética in vivo y ex vivo. El sistema ICON 

es un equipo de MRI compacto de alto rendimiento que 

permite al científico sin experiencia en imagen de 

resonancia acceder al potencial que tiene esta técnica y 

generar resultados de imagen cuantitativos para dar 

respuesta a cuestiones biológicas in vivo. La MRI es una 

técnica utilizada habitualmente en clínica, y por tanto, los 

resultados obtenidos con el mismo en rata y ratón son 

completamente escalables y traducibles al hombre ya que 

muchas aplicaciones clínicas, secuencias y enfoques de 

IRM-Clínico pueden realizarse en el ICON. Imagen 

tomada de  

https://cai.ucm.es/bioimagen/infraestructuras/2-bruker-icon-1t/113/ 

 

 

Todos los métodos in vivo descritos se llevaron a cabo de acuerdo con guías y regulaciones 

relevantes (Chamorro et al., 2020; Chamorro et al., 2023). 

https://cai.ucm.es/bioimagen/infraestructuras/2-bruker-icon-1t/113/
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2.7. Análisis estadístico 

Los datos de efecto neuroprotector y capacidad antioxidante se expresaron como media ± 

error estándar de la media (SEM) de los resultados obtenidos en al menos 3 experimentos 

independientes realizados sobre cultivos celulares distintos, cada uno realizado por 

triplicado. Las comparaciones estadísticas entre las diferentes condiciones experimentales 

se llevaron a cabo mediante el análisis de la varianza de una vía (one-way ANOVA), 

seguido del test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak cuando los análisis de 

varianza fueron significativos. Un valor P < 0,05 se consideró estadísticamente 

significativo.  

Las curvas dosis-respuesta para la estimación de las EC50 y los valores de actividad 

máxima se calcularon mediante una regresión ponderada no lineal por análisis de 

mínimos cuadrados, usando curvas logísticas de cuatro parámetros (f1=min+(max–

min)/(1+(x/EC50)^(-pendiente)), empleando para ello el programa SigmaPlot v.12 (Systat 

Software INC., 2012).  

Los análisis de correlación lineal (ecuaciones de línea recta y coeficientes de correlación 

(r) y análisis estadísticos de las ecuaciones de regresión lineal) se realizaron mediante el 

test de correlación de Pearson (Coeficiente de correlación de producto-momento), llevado 

a cabo mediante el programa SigmaPlot v.12 (Systat Software INC., 2012).  

Para el estudio de MRI in vivo, la significación estadística se evaluó mediante una ANOVA 

de dos vías seguida por un test post hoc de Bonferroni para comparar las parejas de puntos 

experimentales (**P < 0,01).
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IV. RESULTADOS  

1. Efecto neuroprotector y antioxidante de las homo-bis-nitronas 

Los resultados correspondientes al efecto neuroprotector y antioxidante de las homo-bis-

nitronas (estructuras en Figura 12) corresponden al artículo científico publicado por 

nuestro grupo de investigación (Chamorro et al., 2020). 

1.1. Efecto neuroprotector frente al daño mitocondrial 

La alteración en la cadena de transporte de electrones mitocondrial es uno de los primeros 

eventos moleculares que ocurren en el ictus y en la CI, lo que conlleva una expansión de 

la muerte celular y del tejido dañado como consecuencia de la formación de ROS. Con el 

fin de imitar ese tipo de proceso molecular en condiciones experimentales, se probó el 

efecto que tenían las HBNs sobre la muerte celular inducida por oligomicina A y rotenona, 

inhibidores de los complejos mitocondriales V y I, respectivamente. Para ello, se empleó 

el test de viabilidad XTT con el objetivo de detectar la actividad metabólica de las células 

SH-SY5Y. Basándonos en trabajos previos en nuestro laboratorio (García-Font et al., 2016; 

Piotrowska et al., 2019a; Jiménez-Almarza et al., 2019), se seleccionaron las condiciones 

experimentales óptimas para el estudio y se probó el efecto neuroprotector de las HBNs 

1-9 a diferentes concentraciones (0,1-1000 μM), añadidas 10 min antes de la administración 

de O10μM/R30μM (O/R), empleando PBN como molécula de referencia. 

Figura 24. Efecto neuroprotector de las HBNs 1-9 en la viabilidad celular de células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y con O/R. Las barras muestran el porcentaje de viabilidad celular tras 

el tratamiento con O10/R30 en ausencia o presencia de HBNs 1-9 o PBN, a concentraciones de 0,1-1000 

μM. Los valores representan la media ± SEM de tres experimentos, cada uno de ellos realizado por triplicado. 
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La estadística compara el efecto de O/R en el control (C) (rojo ***) o el efecto de los diferentes compuestos tras 

O/R (24h) frente a O/R en ausencia de compuestos (***negro). La estadística de los resultados se analizó 

mediante el test estadístico de ANOVA de una vía, seguida de un test de comparaciones múltiples de Holm-

Sidak. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. 

 

Como se muestra en la Figura 24, tras el tratamiento con O/R durante 24 h se observó una 

inhibición en la viabilidad de las células de neuroblastoma de un 42,31 ± 4,43% (media ± 

SEM). Este efecto fue revertido totalmente con la incubación de las células en presencia de 

las HBNs 1-9 y PBN, de manera dosis-dependiente. El estudio del efecto neuroprotector, 

considerando como el 100% de neuroprotección la diferencia entre la viabilidad celular de 

los controles de 24 h (100 ± 4,75%; media ± SEM; n = 20) y O/R (57,69 ± 10.46%; media ± 

SEM; n = 16), reveló que las nitronas más potentes fueron las HBNs 4-6, es decir, aquellas 

de estructura meta-. A partir de estos resultados, se realizaron y analizaron las curvas 

dosis-respuesta de los distintos compuestos, en el rango de 0,1-1000 μM, y se calcularon 

las concentraciones efectoras medias o EC50 y las actividades neuroprotectoras máximas 

(MNA) de cada uno de ellos, que se muestran en la Tabla 3. 

Los valores de EC50 calculados en la Tabla 3 siguen el siguiente orden, de más eficaces en 

neuroprotección a menos:  

HBN5 ≤ NAC ≤ HBN6 ≤ HBN4 ≤ HBN3 ≤ HBN2 << HBN9 ≤ HBN8 < HBN1 ≤ PBN <<< 

HBN7. 

Por su parte, la MNA fue bastante similar en todos los casos, sin mostrar diferencias 

significativas entre cada compuesto, por lo que podríamos concluir que, comparando los 

valores de EC50, las nitronas HBN4-6, que tienen los dos grupos nitrona en posición meta-

, demostraron poseer los mejores efectos neuroprotectores, seguidos por las HBN2-3 con 

grupos en posición para-, y por último las HBN8-9, con los motivos nitrona en posición 

orto-. El elevado efecto neuroprotector ejercido por las HBN4-6 supera al efecto 

neuroprotector de PBN (EC50 = 81,21 ± 14,39 μM) y es de un orden muy similar al de NAC 

(EC50 = 5,16 ± 1,60 μM).  
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Tabla 3. Efecto neuroprotector de las HBNs 1-9 y NAC después del tratamiento con O/R en células 

de neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

La estimación de los valores de EC50 y de actividades máximas (en porcentaje de neuroprotección) fueron 

calculados por una regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados utilizando curvas logísticas, como 

se describe en la sección 2.7. del apartado III “Materiales y métodos”. Los valores representan las medias ± 

SEM de tres experimentos, cada uno realizado por triplicado, a partir de los cuales se calcularon los valores 

de EC50 y de actividades máximas. El análisis de los datos se llevó a cabo con el programa SigmaPlot v.12, y 

se empleó la ANOVA de una vía para obtener las diferencias estadísticamente significativas de las HBN1-9 

respecto a PBN o respecto a HBN6, y fueron significativas cuando P ≤ 0,05. Las estadísticas comparan las 

diferencias con PBN o HBN6 a *P < 0,05, **P < 0,01 y ***P < 0,001 (ANOVA de una vía, seguida de un test 

de comparaciones múltiples de Holm-Sidak). ns = no significativo. 

 

Desde el punto de vista de la relación estructura-actividad (SAR) cabe destacar que, 

dentro del mismo grupo de HBNs (para-, meta- u orto-), aquellas que poseen como 

sustituyente N-Bn o N-t-Bu en el átomo de nitrógeno del grupo nitrona, presentaron una 

mayor neuroprotección. 

1.2. Efecto neuroprotector frente a privación de oxígeno y glucosa (OGD) 

El efecto neuroprotector de las HBNs 1-9 se evaluó en el modelo in vitro de privación de 

oxígeno y glucosa (OGD) seguida de reperfusión (IR) durante 24 h. Los compuestos se 

ensayaron a concentraciones de entre 0,01 y 1000 μM durante la IR. Tras 4 h de OGD se 

produjo una disminución en la actividad metabólica celular de un 50-80%, observándose 

una ligera recuperación tras 24 h de IR de un 38-61% (49,29 ± 3,26%; expresado como 

media ± SEM; n=16). Los compuestos HBNs 1-9 (Figura 25) fueron capaces de revertir 

parcial o totalmente la disminución en la viabilidad celular inducida por IR de forma 



RESULTADOS  

98 

dosis-dependiente. Estos datos revelaron que HBN5 y HBN6 fueron las bis-nitronas más 

potentes. Por otro lado, entre las HBNs 1-3, HBN2 y 3 indujeron un 60% de 

neuroprotección independientemente de la dosis. Por su parte, las HBNs 7-9 dieron una 

buena curva dosis-respuesta, la mejor neuroprotección obtenida a concentraciones de 25-

100 μM. De hecho, HBN9 consiguió unos niveles de neuroprotección muy similares a los 

de HBN5 y HBN6. En resumen, en los experimentos de viabilidad celular tras OGD, 

HBN5 y HBN6 mostraron el mejor perfil neuroprotector, en la línea de los resultados 

obtenidos con los inhibidores de la ETC mitocondrial. 

Figura 25. Efecto neuroprotector de las HBNs 1-9 en la viabilidad de células de neuroblastoma tras 

OGD (4h) y reperfusión (24 h) (IR 24 h). Las barras muestran el porcentaje de viabilidad celular después 

de IR, con o sin HBNs 1-9 y PBN a concentraciones de entre 0,01-1000 μM. Los valores corresponden a la 

media ± SEM de tres experimentos, cada uno de ellos repetido por triplicado. La estadística compara el efecto 

de IR con su control (rojo***) o el efecto de los diferentes compuestos tras IR frente a IR en ausencia de 

compuestos (negro***). La estadística de los datos se analizó por una ANOVA de una vía, seguida de un test 

de comparaciones múltiples de Holm-Sidak. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. 

 

En base a estos resultados tan prometedores, se determinaron las EC50 y actividades 

neuroprotectoras máximas para las HBNs 1-9, comparando con PBN y NAC, tras OGD e 

IR 24 h. Como se muestra en la Tabla 4, los valores de EC50, ordenados de menor a mayor 

y, por tanto, de mayor a menor nitrona neuroprotectora, fueron:  

HBN3 ≤ HBN6 ≤ HBN5 ≤ NAC < HBN9 

Todos ellos mejores significativamente que PBN, que a su vez sería similar a HBN2, HBN7 

y HBN8 ≤ HBN4. Por último, el compuesto con un efecto neuroprotector menos eficaz y 

por tanto, con valor de EC50 más elevado con diferencia, fue HBN1, con 227,07 ± 15,92 μM. 
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Sin embargo, y basándonos en las actividades neuroprotectoras máximas observadas, el 

orden sería el siguiente:  

HBN9 ≥ HBN5 y NAC ≥ HBN6 >> PBN ≥ HBN4 y HBN2 > HBN3 y HBN1 > HBN7 > 

HBN8. 

Es por ello que, aunque HBN3 tenga el valor de EC50 más bajo de todos, también consigue 

una actividad neuroprotectora máxima muy reducida, por lo que su poder neuroprotector 

podría ser similar al de HBN9, al que le ocurre lo contrario, ya que presenta una actividad 

máxima muy elevada, pero a una EC50 más alta. Ambos compuestos demostraron una 

capacidad neuroprotectora media menor a la de HBN6 y HBN5, ambos con EC50 bastante 

reducidas y altos valores de actividad máxima. 

Tabla 4. Efecto neuroprotector de las HBNs 1-9, PBN y NAC tras OGD e IR en células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

 

La estimación de los valores de EC50 (en μM) y de las actividades máximas (en porcentaje de neuroprotección) 

se realizaron mediante una regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados empleando curvas logísticas, 

como se menciona en la sección 2.7. del apartado III de “Materiales y métodos”. Los valores son las medias ± 

SEM de tres experimentos, cada uno de ellos repetido por triplicado. El análisis estadístico de los datos se 

llevó a cabo mediante el programa SigmaPlot v.12, usando una ANOVA de una vía seguida de un test de 

comparaciones múltiples de Holm-Sidak para obtener la significación estadística de las HBNs respecto a PBN 

o a HBN6. Las diferencias fueron estadísticamente significativas cuando P ≤ 0,05 (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P 

< 0,001; ns = no significativo). 

 

Desde el punto de vista de la SAR, es importante destacar que: (a) las nitronas más 

neuroprotectoras, HBN3, HBN6 y HBN9, poseen un grupo N-bencilo en el nitrógeno de 

los motivos nitrona; (b) HBN9 posee dos motivos nitrona en posición orto-; y (c) la 
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posición relativa meta- de los motivos nitrona en los compuestos HBN5 y HBN6 es la 

distribución que más favorece el efecto neuroprotector. De hecho, la neuroprotección 

demostrada por HBN5 y HBN6 es muy similar a la de NAC (EC50 = 2,58 ± 0,91 μM), una 

molécula muy estudiada en cuanto a sus capacidades neuroprotectoras. 

1.3. Efecto de las HBNs frente a necrosis y apoptosis inducida por OGD 

Durante el ictus isquémico tiene lugar un daño tisular masivo producido por necrosis, 

donde las membranas de las células necróticas se rompen o se permeabilizan 

significativamente (ver apartado 2.1.3.2. de “Introducción”). En estas circunstancias, la 

LDH, una enzima citosólica soluble, atraviesa fácilmente la membrana permeabilizada y 

permite determinar el grado de necrosis ocurrido en el experimento de OGD comparando 

la actividad LDH extracelular frente a la intracelular.  

 

Figura 26. Efecto de las HBNs 1-9 en la liberación de LDH en células SH-SY5Y tras IR. Las barras 

muestran el porcentaje de liberación de LDH tras 4 h de OGD y 24 h de IR, sin (IR) o con tratamiento con 

HBNs 1-9, PBN y NAC, a concentraciones de 1-500 μM. Los valores son la media ± SEM de 3 experimentos, 

cada uno repetido por triplicado, y la estadística compara el efecto de OGD e IR con sus respectivos controles, 

C4h y C24h (rojo***) o el efecto de los distintos compuestos tras IR respecto a IR (negro***). Se analizó la 

estadística de los datos mediante una ANOVA de una vía, seguida de un test de comparaciones múltiples de 

Holm-Sidak. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. 

 

De esa manera, tal y como se aprecia en la Figura 26, a partir de los valores obtenidos de 

la medida de liberación de LDH en células de neuroblastoma tras 4 h de OGD, seguidas 

de 24 h de IR y en presencia de HBNs 1-9, PBN y NAC de 1-500 μM, se pudo concluir que 

todas las HBNs, a excepción de HBN3, PBN y NAC, indujeron una reducción muy 

significativa de la liberación de LDH, llegando al 100% de inhibición de dicha liberación. 

Desde el punto de vista de la SAR, los compuestos con los grupos nitrona en posición 
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para- (HBNs 1-3) demostraron, en general, una menor potencia para disminuir el efecto 

necrótico que las nitronas con los grupos nitrona en posición meta- (HBNs 4-6), mientras 

que la presencia de los grupos nitrona en posición orto- (HBNs 7-9) aumenta 

considerablemente los efectos anti-necróticos de los compuestos, siendo HBN8 y HBN9 

fueron las bis-nitronas más eficientes. No obstante, todas las HBNs exhibieron una 

potencia inhibitoria de la liberación de LDH, muy similar a la de PBN y NAC, lo que 

supone que la estructura de bis-nitrona favorece el efecto anti-necrótico de base. 

 

Figura 27. Efecto de las HBNs 1-9 en la actividad de la caspasa-3 en células de neuroblastoma SH-

SY5Y tras IR. Las barras muestran la actividad de la caspasa-3 expresada como ΔAFU/μg proteína/min tras 

4 h de OGD y/o 24 h de IR sola o con 1-250 μM de HBNs 1-9, PBN y NAC. Los valores son las medias ± 

SEM de tres experimentos, cada uno repetido por triplicado, y la estadística compara el efecto de OGD e IR 

con sus respectivos controles (C4h y C24h, respectivamente) (rojo***) o el efecto de diferentes compuestos 

tras el tratamiento en IR frente a IR sola, en ausencia de compuestos (negro***), Los datos fueron analizados 

estadísticamente con una ANOVA de una vía, seguida de un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak. 

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. AFU = Unidades Arbitrarias de Fluorescencia.  

 

A continuación, para evaluar la extensión de la muerte celular producida por apoptosis 

que suele ser la principal forma de muerte durante la CI en la zona de la penumbra, se 

determinó la actividad de la caspasa-3 usando la sonda fluorescente Ac-DEVD-AMC, que 

genera AMC fluorescente tras la hidrólisis. Tras 4 h de OGD, seguidas de 24 h de IR en 

presencia de 1-250 μM de HBNs 1-9, PBN y NAC, las células se lisaron, se añadió el 

sustrato fluorigénico y se midió la intensidad de fluorescencia. Tal y como se muestra en 

la Figura 27, se puede concluir que, en general, todos los compuestos probados protegen 

menos eficientemente frente a apoptosis que frente a necrosis, ya que no se alcanza el 100% 

de inhibición de la apoptosis en todos los casos y, además, se necesitan concentraciones 
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mayores de los compuestos para conseguir el mayor efecto anti-apoptótico. Entre las 

HBNs para-, HBN3 con sustituyente N-Bn fue el agente más anti-apoptótico, ya que 

reducía la actividad de la caspasa-3 a una concentración de 10 μM. HBN5 y HBN6, así 

como HBN8 y HBN9, también demostraron una potente actividad anti-apoptótica, siendo 

las HBNs orto- HBN8 y HBN9, con sustituyentes N-t-Bu y N-Bn, respectivamente, más 

anti-apoptóticas que HBN5 y HBN6, sus homólogas meta-. Desde el punto de vista de la 

SAR, a pesar de que la actividad anti-apoptótica de las HBNs sea inferior a su actividad 

anti-necrótica, se vuelve a repetir que las posiciones meta- y orto-, y en concreto con los 

sustituyentes N-t-Bu y N-Bn, son los que más favorecen la acción anti-apoptótica de los 

compuestos. 

Tanto los efectos anti-apoptóticos como anti-necróticos de las HBNs más potentes (HBN8, 

HBN9, HBN5 y HBN6) fueron muy similares a los efectos observados para NAC. Sin 

embargo, el efecto anti-apoptótico de las HBNs fue mejor al efecto determinado en PBN, 

a pesar de que en cuanto a capacidad anti-necrótica sean similares a su molécula base. 

1.4. Neurotoxicidad basal de las HBNs 

Figura 28. Efecto de las HBNs 1-9 y PBN en la viabilidad de células de neuroblastoma humano 

SH-SY5Y en condiciones basales. Las barras representan el porcentaje de viabilidad celular en presencia 

de los compuestos de 0,01-1000 μM. A la viabilidad de las células sin tratar se le asignó el 100% (100 ± 

5,52%; datos no mostrados). Los valores son la media ± SEM de cinco experimentos, repetidos por triplicado. 

La estadística muestra el efecto neurotóxico de los compuestos frente al control a **P < 0,01, mediante 

ANOVA de una vía y test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak. 

 

Debido al descenso observado en el efecto neuroprotector de las HBNs 4-6 (Figura 25) y 

el efecto en la liberación de LDH que tiene HBN3 (Figura 26) a las concentraciones más 

altas empleadas (250-1000 μM), se investigó la posible neurotoxicidad basal que posean 
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las HBNs. Los experimentos se llevaron a cabo midiendo la viabilidad celular con XTT, 

pero sin añadir ningún estímulo tóxico (ni OGD ni O/R). Como se muestra en la Figura 

28, la mayor parte de las HBNs no presentaron neurotoxicidad a nivel basal, a excepción 

de HBN3, que ve su viabilidad celular reducida a 62,76 ± 10.57% a 1 mM (P < 0,001 frente 

al 100% de C); de HBN4, cuya viabilidad se reduce hasta el 70,24 ± 1,73% también a 1 mM 

(P < 0,001); y de HBN1, con un 73,65 ± 8,66% a 1mM (P < 0,001); que sí presentaron efectos 

neurotóxicos a la concentración de ensayo más elevada.  

1.5. Capacidad antioxidante de las HBNs 

Los efectos neuroprotectores de las HBNs detectados en los apartados anteriores nos 

llevaron a investigar si dicha neuroprotección podía ser consecuencia de la capacidad de 

las nitronas para actuar como antioxidantes y atrapadores de ROS, particularmente del 

anión superóxido (O2•-), uno de los más reactivos. Se empleó dihidroetidina (DHET) para 

la detección de O2•- tras 3 h de OGD y 3 h de IR, con o sin HBNs 1-9, PBN y NAC. Las 

concentraciones de los compuestos añadidos durante la IR fueron de 0,1-1000 μM. 

Como se muestra en la Figura 29A, la producción de ROS tras IR (1,46 ± 0,19 

AFU/min/150.000 células; media ± SEM; n=16) fue mayor (P < 0,05, ANOVA de una vía) 

que la producción de ROS tras OGD sola (1,14 ± 0,07 AFU/min/150.000 células; media ± 

SEM; n=16). Como era de esperar, las HBNs 1-9 son capaces de reducir el aumento en la 

generación de O2•- producido en la IR parcial o totalmente, de forma dosis-dependiente. 

A partir de dichos resultados, se crearon y analizaron las curvas dosis-respuesta (ejemplo 

gráfico mostrado para HBN6 en la Figura 29B), y se calcularon las EC50 y actividades 

antioxidantes máximas de HBNs 1-9, PBN y NAC, esto último se mostró en la Tabla 5. 

Los valores de EC50, ordenados de menor a mayor, es decir, de mayor a menor efectividad 

antioxidante, siguen el siguiente orden: 

NAC ≤ HBN4 ≤ PBN ≤ HBN6 ≤ HBN5 < HBN2 ≤ HBN1 << HBN3 ≤ HBN9 <<< HBN8 

<<< HBN7. 
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Como las actividades antioxidantes máximas fueron menores para las HBNs 1-4 y 

mayores para HBN5 y HBN6, se puede concluir que, en cuanto a la capacidad 

antioxidante frente a la producción de ROS inducida por IR, las bis-nitronas meta- HBNs 

4-6 exhiben las mejores propiedades antioxidantes, seguidas de las HBNs 1-3 (para-) cuyo 

efecto fue muy similar al de la PBN. Sin embargo, el hecho de que las bis-nitronas orto- 

HBN8 y HBN9 tengan mayor actividad máxima que otras HBNs, a pesar de su elevada 

EC50, las convierte en nitronas con buena capacidad antioxidante, similar a aquella de las 

nitronas HBNs 1-3, las cuales, a pesar de su baja EC50, también tienen las menores 

actividades máximas (Tabla 5). 

Figura 29. Efectos inhibitorios en la producción de ROS (superóxido) de HBNs 1-9 y PBN en células 

de neuroblastoma humano SH-SY5Y expuestas a 3 h de OGD y 3 h de IR. (A) Las barras muestran el 

porcentaje de ROS formado tras OGD e IR, con o sin HBNs 1.9 o PBN, de 0,1-1000 μM. Los valores 

corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, cada una de las muestras repetida por triplicado. Los 

valores de ROS en condiciones basales obtenidos fueron de 0,42 ± 0,09 AFU/min/150.000 células (n=16), y 

la liberación de ROS en IR fue considerada el 100%. La estadística compara el efecto de OGD e IR con sus 

respectivos controles (rojo***) o el efecto de los distintos compuestos respecto a IR (negro***) a *P < 0,05; **P 

< 0,01; ***P < 0,001 (ANOVA de una vía, seguida de test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak). (B, 

C) Análisis de los datos de neuroprotección (B) y efecto antioxidante (C) de HBN6 en cuanto a actividad 

metabólica celular perdida (B) o a aumento en los niveles de ROS inducido por IR (C), llevado a cabo en 

SigmaPlot v.12 (ver apartado 2.7. de “Materiales y métodos”). (D) Análisis de la correlación entre el efecto 

neuroprotector y el efecto antioxidante de HBN6. La ecuación lineal, el coeficiente de correlación (r) y la 

significación estadística del análisis de la regresión se indican en el gráfico. El análisis de la regresión y la 

estadística se realizaron mediante el test de Correlación de Pearson, realizado en SigmaPlot v.12. 
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En resumen, y desde el punto de vista de la SAR, de nuevo HBN5 y HBN6, con motivo 

N-t-Bu y N-Bn, respectivamente, son las bis-nitronas más potentes de toda la serie, tanto a 

nivel neuroprotector como a nivel antioxidante. Finalmente, a pesar de que los efectos de 

HBN5 y HBN6 fueron similares a los de PBN, el hecho de que PBN consiga una peor 

actividad antioxidante máxima de forma significativa (80,56 ± 1,48%, P < 0,05), podemos 

concluir que ambas nitronas presentan mejor actividad antioxidante como atrapadoras de 

ROS que PBN. 

Tabla 5. Efecto antioxidante de las HBNs 1-9, PBN y NAC tras OGD e IR en células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

La estimación de los valores de (en μM) y actividades antioxidantes máximas (en porcentaje antioxidante 

respecto a IR) se realizaron por una regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados tras usar curvas 

logísticas, como se describe en la sección 2.7. del apartado “Materiales y métodos”. Los valores son la media 

± SEM de tres experimentos, cada uno de ellos repetido por triplicado. La estadística se obtuvo mediante una 

ANOVA de una vía, seguida de test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, y se comparan las diferencias 

de los compuestos respecto a PBN o a HBN6, a *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001, ns = no significativo. 
 

Finalmente, para examinar si el efecto antioxidante de las HBNs podía ser el responsable 

de su efecto neuroprotector, se llevó a cabo un análisis de correlación lineal (Figura 29D) 

del efecto neuroprotector (Figura 29B) frente a la capacidad antioxidante (Figura 29C), 

mostrado como ejemplo el caso de HBN6. En todos los casos, existe una correlación muy 

significativa entre ambos efectos, con coeficientes de correlación de Pearson (r) que oscilan 

entre 0,807 y 0,983, con significación estadística de P < 0,001 en el caso de las nitronas con 

sustituyentes N-t-Bu y N-Bn, y de P < 0,01 y 0,05 para HBNs con N-Me y PBN (datos no 

mostrados).  
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En resumen, parece claro que los resultados de los experimentos antioxidantes están en 

concordancia con el análisis de la neuroprotección, y confirman que HBN5 y HBN6 son 

las mejores bis-nitronas y las más balanceadas de la familia de bis-nitronas, en términos de 

neuroprotección (OGD-IR, y O/R) y en términos de capacidad antioxidante. Además, el 

poder antioxidante de HBN5 y HBN6 es muy similar al de NAC (EC50 = 3,23 ± 0,35 μM), 

una molécula de gran capacidad antioxidante.  

Basados en los prometedores resultados de neuroprotección de estos compuestos, y en 

concreto de HBN6, también se estudió el posible efecto neuroprotector de esta molécula 

en un modelo in vivo de isquemia cerebral. 

1.6. Contribución de HBN6 a la prevención del daño cerebral 

Los modelos de isquemia permanente reflejan las variantes del ictus más frecuentes en 

pacientes que se encuentran fuera de la ventana terapéutica, o que no responden al rtPA 

o a la trombectomía quirúrgica. Además, la isquemia permanente se asocia con una gran 

acumulación de ROS (Murakami et al., 1998), por lo que la oclusión permanente de la 

arteria cerebral media (pMCAO) es una técnica ampliamente empleada en ratones como 

modelo de ictus (Colak et al., 2011).  

Es por ello que, empleando el procedimiento de pMCAO (Pozo-Rodrigálvarez et al., 2012; 

ver sección 2.6. del apartado “Materiales y métodos”), se analizó el efecto in vivo de HBN6 

para la prevención del daño cerebral isquémico.  

Como era de esperar, los animales del grupo de cirugía simulada (sham) no mostraron 

infarto (resultados no mostrados). En contraste, los grupos sometidos a pMCAO 

mostraron, 48 h después de la oclusión, áreas infartadas en la corteza cerebral (Figura 30). 

El tamaño medio del área infartada fue de 4,26 ± 0,2 mm3 (media ± SEM; n=6) en animales 

tratados con vehículo, un valor significativamente mayor al del grupo tratado con HBN6, 

0,37 ± 0,15 mm3 (media ± SEM) (n=6; P < 0,001, analizado por prueba t de Student de dos 

colas suponiendo varianzas iguales) (Figura 30A, B). Considerando que el total de 

volumen cerebral de los ratones tratados con vehículo fue de 458,42 ± 18,41 mm3 y que el 

de los ratones con HBN6 fue de 458,26 ± 26,16 mm3 (media ± SEM) (n=6; no significativo, 

analizado por prueba t de Student de dos colas), el área infartada del grupo con vehículo 
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representa el 0,92 ± 0,05%, y el área del grupo con HBN6, el 0,088 ± 0,03% del volumen 

cerebral total, respectivamente (n=6; P < 0,001; t de Student de dos colas). Es decir, que 

HBN6 produce una disminución del 90% del volumen de infarto in vivo, 

aproximadamente.  

 

Figura 30. El tratamiento con HBN6 reduce el volumen de infarto 

tras pMCAO, rama frontal, en ratones. Los ratones se sometieron a 

pMCAO, y los volúmenes de cerebro total y región infartada se 

midieron 48 h después del inicio de la isquemia, mediante secciones 

coronales de 1 mm de grosor con tinción TTC. Porciones 

representativas de las secciones teñidas con TTC se muestran para cada 
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grupo experimental: b (A, A1, tratado con vehículo) y c (B, B1, tratado 

con HBN6), mirar la sección 2.6. del apartado III “Materiales y 

métodos”. (A1) y (B1) muestran de forma aumentada las mismas 

rodajas de A y B, respectivamente. No se detectaron diferencias en 

cuanto al volumen total del cerebro entre los grupos b y c. En contraste, 

los ratones del grupo b (A, A1; buffer salino con 29% de DMSO) 

revelan un área mucho más amplia de tejido isquémico sin teñir en el 

neocórtex al compararse con los ratones tratados con HBN6 del grupo 

c (B, B1; HBN6 100 mg/kg disuelto en el mismo vehículo que el grupo 

b), los cuales no tienen tejido infartado fácilmente detectable. (C) Datos 

de 6 animales (n=6) para cada grupo, vehículo (grupo b) y HBN6 

(grupo c) administrados intraperitonealmente. Los grupos se 

compararon mediante una prueba de t de Student de dos colas (P < 

0,001). 
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2. Efecto neuroprotector y antioxidante de las homo-tris-nitronas 

A partir de los prometedores resultados de las HBNs, y en concreto especialmente de las 

HBNs meta- HBN5 y HBN6, quedando demostrado que la última de ellas tenía un 

poderoso efecto neuroprotector in vivo, protegiendo el tejido cerebral en un 90% frente al 

daño isquémico, planteamos desarrollar compuestos con tres grupos nitrona, de acuerdo 

con nuestra hipótesis de trabajo. En efecto, ya que las HBNs, con dos grupos nitrona, 

habían demostrado tener mejores propiedades que PBN, un tercer grupo nitrona debería 

aumentar aún más los efectos antioxidantes y neuroprotectores respecto de HBNs. 

Los resultados correspondientes al efecto neuroprotector y antioxidante de las homo-tris-

nitronas (Figura 13) se han publicado recientemente (Diez-Iriepa, Chamorro et al., 2020). 

2.1. Efecto neuroprotector frente al daño mitocondrial 

Para imitar el evento del colapso de la ETC mitocondrial, que ocurre de forma precoz en 

el daño isquémico, se probó el efecto de las HTNs sobre la muerte celular inducida por la 

combinación de neurotóxicos de oligomicina A y rotenona (O/R), inhibiendo así los 

complejos mitocondriales V y I. Se seleccionaron las condiciones experimentales 

apropiadas (ver apartado 2.2.1. de la sección de “Materiales y Métodos”), y se probaron 

los efectos de las HTNs 1-3 en un rango de concentraciones entre 1-1000 μM, añadidos 10 

min antes de la administración de O10 μM/R30 μM, y empleando PBN y NAC como 

compuestos de referencia. 

En estas condiciones, se evaluó el efecto neuroprotector de los compuestos en cuanto a la 

viabilidad celular (ver apartado 2.3.1. de “Materiales y métodos”). Tal y como se muestra 

en la Figura 31A, las tres HTNs mostraron un claro aumento en la viabilidad celular, de 

forma dosis-dependiente. La nitrona que obtuvo el mejor resultado fue HTN3, ya que 

desde concentraciones bajas (10 μM) consigue una viabilidad de más del 70%, e incluso a 

altas concentraciones sobrepasa los valores de viabilidad de los controles. HTN1 a bajas 

concentraciones (1 μM) consiguió más de un 60% de viabilidad celular, pero al igual que 

le ocurre a HTN2, ninguna de ellas llega al nivel de viabilidad celular máximo de HTN3 

a altas concentraciones. Además, en general no se pudieron observar diferencias muy 

significativas entre las HTNs, pero todas ellas mejoran más la viabilidad celular respecto 
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a la nitrona de referencia, PBN, que no llega a alcanzar el nivel de viabilidad celular de 

los controles a ninguna de sus concentraciones. En cuanto a efecto neuroprotector, donde 

se aprecian mejor las diferencias entre cada compuesto, se puede observar que todos los 

compuestos ensayados son bastante dependientes de la dosis empleada (Figura 31B). 

Figura 31. Efecto neuroprotector de las HTNs 1-3, PBN y NAC sobre la actividad metabólica de 

células de neuroblastoma humano SH-SY5Y tras el tratamiento con oligomicina A 10 μM/rotenona 

30 μM (O/R). (A) Las barras muestran el porcentaje de la viabilidad celular tras el tratamiento con O/R, con 

o sin HTNs, PBN y NAC, a concentraciones entre 1-1000 μM. (B) Las barras muestran el porcentaje de 

neuroprotección resultante a las mismas concentraciones, considerando como 100% la diferencia entre la 

viabilidad del control (C24h) y la de O/R. Los valores corresponden a las medias ± SEM de tres experimentos, 

cada uno realizado en triplicado. Las estadísticas en (A) comparan las diferencias con O/R (línea roja 

discontinua), y las estadísticas de (B) comparan las diferencias con el C24hl (100% de neuroprotección sin 

nitronas; línea negra discontinua) a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, mediante ANOVA de una vía, 

seguida de un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak. No se muestran las comparaciones estadísticas 

para valores mayores a los de C24h.  
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Para evaluar con mejor precisión la capacidad neuroprotectora de estas nitronas, se 

generaron las curvas dosis-respuesta para cada compuesto y, a partir de ellas, se 

estudiaron la EC50 y la actividad neuroprotectora máxima (Tabla 6). El orden de potencia 

neuroprotectora de los compuestos (de más baja a más alta EC50) fue:  

HTN2 > PBN ≥ HTN3 ≥ HTN1. 

Sin embargo, en cuanto a actividad neuroprotectora máxima (en %), los datos reflejan una 

tendencia distinta (de más alto a más bajo % de actividad máxima):  

HTN3 > HTN1 ≥ PBN ≥ HTN2. 

Esto indica que el mejor compuesto, en cuanto a que produce neuroprotección a una dosis 

más baja, es HTN2, que tiene grupo N-t-Bu como sustituyente; mientras que en cuanto al 

compuesto que produce un mayor grado de neuroprotección se trata de HTN3, a pesar 

de que lo haga a una dosis más alta que HTN2, que tiene grupos N-Bn en su estructura. 

HTN1, con sustituyentes N-Me, muestra una capacidad neuroprotectora intermedia entre 

sus análogos HTN2 y HTN3. HTN2 es similar a PBN en cuanto a su EC50 (51,63 ± 4,32 y 

65,63 ± 6,89, respectivamente) y su actividad neuroprotectora máxima (83,45 ± 3,54 y 88,18 

± 5,20, respectivamente). Sin embargo, la actividad neuroprotectora máxima de HTNs 1-

3 fue más alta que la de sus correspondientes HBNs (HBN4, HBN5 y HBN6), también 

incluidas en la Tabla 6, lo que indica que, teniendo una actividad máxima similar a la 

mejor HTN (HTN3), las HTNs demostraron menor capacidad neuroprotectora en 

presencia de O/R que sus análogas estructurales con dos grupos nitrona, HBN4, HBN5 y 

HBN6, así como NAC.  

Por ello, podemos concluir que la introducción de un grupo nitrona adicional no parece 

proveer de un beneficio adicional a la actividad neuroprotectora observada en las HBNs 

4-6, que poseen dos motivos nitrona, frente a tóxicos de la ETC mitocondrial 
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Tabla 6. Efecto neuroprotector de HTNs 1-3, HBNs 4-6, PBN y NAC frente a neurotoxicidad 

inducida por oligomicina A y rotenona en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

La estimación de los valores de EC50 (M) y actividades máximas (% neuroprotección) se realizó mediante una 

regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados usando curvas logísticas, como se describe en el apartado 

2.7. de “Materiales y métodos”. Los valores corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, cada uno 

realizado por triplicado.. El análisis de los datos se llevó a cabo mediante el programa SigmaPlot v.12, y en 

concreto con una ANOVA de una vía para obtener las significacións estadísticas de las HTNs frente a PBN, 

y posteriormente un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak.. Las diferencias fueron consideradas 

estadísticamente significativas cuando P < 0,05, de forma que *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ns = no 

significativo. 

 

2.2. Efecto neuroprotector frente a privación de oxígeno y glucosa (OGD) 

El efecto neuroprotector de las HTNs 1-3 se evaluó posteriormente in vitro, en el modelo 

de privación de oxígeno y glucosa (OGD), seguido de 24 h reperfusión (IR) empleando el 

test de viabilidad de XTT. Tras la OGD, se añadieron los compuestos de estudio a 

concentraciones de 0,01-1000 μM, dejándose actuar durante IR.  

Tras las 4 h de OGD, se observó una muerte celular de un 50-80%, mostrando una ligera 

recuperación en la viabilidad celular tras 24 h de IR de un 38-61% (49,29 ± 3,26; media ± 

SEM; n = 16; datos no mostrados). En cuanto al efecto de los compuestos de ensayo, todas 

las HTNs 1-3 fueron capaces de reducir parcial o totalmente la muerte celular inducida 

por IR, de manera dosis-dependiente, como se aprecia en el nivel de neuroprotección de 

la Figura 32. 
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Figura 32. Efecto neuroprotector de las HTNs 1-3 y PBN  en la viabilidad celular de células de 

neuroblastoma humano tras OGD (4 h) y reperfusión (24 h). Las barras muestran el porcentaje de 

neuroprotección a las concentraciones indicadas, considerando el 100% de neuroprotección la diferencia en 

viabilidad entre el C24h e IR sola. Los valores representan la media ± SEM de tres experimentos, cada una 

de las muestras repetida por triplicado. La estadística compara el efecto de cada concentración de HTN, o de 

PBN, respecto al 100% de neuroprotección, a *P < 0,05, **P < 0,01 y ***P < 0,001; mediante ANOVA de una 

vía, seguida de un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak. 

 

Basándonos en estos resultados, se analizaron las curvas dosis-respuesta de las HTNs, 

PBN y NAC, en el rango de 0,01 a 1000 μM, teniendo en cuenta el posible efecto 

neurotóxico a altas concentraciones, tal y como se midió en la sección del análisis de la 

toxicidad basal (apartado 2.3.1. de “Materiales y métodos”). Como resultado, se 

determinaron las EC50 y actividades neuroprotectoras máximas, recopiladas en la Tabla 7. 

Así, se puede apreciar que las HTNs 1-3 fueron agentes menos potentes en 

neuroprotección que PBN, ya de mostraban una EC50 significativamente mayor a la de 

PBN, aunque poseen una mayor actividad máxima que ésta, sobre todo a altas 

concentraciones. Es por ello que el orden de los compuestos en cuanto a la eficacia 

neuroprotectora es el siguiente:  

PBN > HTN2 ≥ HTN3 > HTN1. 

En este caso, se apreció significación entre HTN2 y HTN3 respecto a HTN1, pero no hubo 

diferencias significativas en cuanto al porcentaje de actividad neuroprotectora máxima 

entre las tres HTNs. Sin embargo, como también ocurría en la neuroprotección frente a 

O/R, los valores de EC50 de las HTNs son mayores a los correspondientes a HBNs 4-6 y 
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NAC, que tienen una actividad máxima similar (Tabla 7), lo que indica que, también en 

este modelo de isquemia experimental, la introducción de un tercer grupo nitrona no 

genera una mejora en la capacidad neuroprotectora con respecto a sus homólogas 

estructurales de HBNs. 

Tabla 7. Efecto neuroprotector de las HTNs 1-3, HBNs 4-6, PBN y NAC tras la privación de oxígeno 

y glucosa y reperfusión (IR) en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

La estimación de los valores de EC50 (μM) y actividad máxima (% neuroprotección) se realizaron con una 

regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados usando curvas logísticas, como se describe en el apartado 

2.7. de “Materiales y métodos”. Los valores corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, repetidos 

por triplicado. El análisis de los datos se llevó a cabo con el programa SigmaPlot v.12, y un ANOVA de una 

vía seguida de un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak para sacar la significación estadística de 

las diferencias de HTNs y HBNs respecto a PBN y a HTN2. Dichas diferencias fueron estadísticamente 

significativas cuando *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001; ns = no significativo. 

 

Por ello, desde el punto de vista de la SAR, la incorporación de un tercer grupo nitrona en 

las HTNs 1-3 con respecto a las HBNs 4-6, disminuye significativamente su capacidad 

neuroprotectora.  

2.3. Efecto neuroprotector de las HTNs en muerte celular necrótica y apoptótica 

inducida por OGD 

Para conocer la influencia que pudieran tener las nitronas HTNs sobre la muerte celular 

necrótica temprana en el proceso isquémico, se midió la actividad extracelular de la LDH 
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y se comparó con su actividad intracelular, determinando así el grado de necrosis sufrido 

por las células en el experimento de OGD e IR.  

Como se muestra en la Figura 33, de los valores obtenidos a partir de la medida de 

liberación de LDH tras 4 h de OGD y 24 h de IR en células de neuroblastoma, y en 

presencia de HTNs, PBN y NAC a concentraciones entre 1-1000 μM, se pudo concluir que 

el compuesto más eficiente fue la HTN3, seguida de HTN2, y por último con diferencia el 

peor compuesto de la serie en cuanto a poder anti-necrótico es HTN1. 

 

Figura 33. Efecto de las HTNs 1-3 en la liberación de lactato deshidrogenasa en células SH-SY5Y 

tras isquemia-reperfusión. Las barras muestran el porcentaje de liberación de LDH tras 4 h de OGD y 24 

h de IR, sin (IR24h) o con la adición de HTNs 1-3, NAC y PBN a concentraciones de 0,01-1000 μM. Los 

valores corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, cada uno repetido por triplicado. Se compara 

el efecto de OGD e IR con sus respectivos controles (rojo***) o el efecto de los distintos compuestos durante 

IR (negro***) frente a IR sola (línea roja punteada). Los datos se analizaron estadísticamente mediante una 

ANOVA de una vía, seguida de un test de Holm-Sidak, a *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001.  

 

Estos resultados se confirmaron con el cálculo de las concentraciones inhibitorias medias 

(IC50) y las actividades máximas (Tabla 8). En este caso, las HTNs demostraron poseer una 

actividad máxima muy similar. De acuerdo a los resultados de la tabla, teniendo en cuenta 

los valores de IC50, HTN3 muestra un mayor poder anti-necrótico, por tener una IC50 más 

baja, que HTN2, y ambas seguidas por HTN1, que mostraba el menor poder anti-necrótico 

de todas las tris-nitronas. Al comparar con los compuestos de referencia, HTN3 es 

significativamente más potente que ambos, en concreto 10 y 4 veces más potente que PBN 
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y NAC, respectivamente. Sin embargo, HTN3 no demostró diferencias significativas 

respecto a HTN2 (Tabla 8), por lo que también HTN2 tiene un buen efecto anti-necrótico.  

Tabla 8. Efecto de las HTNs 1-3, PBN y NAC en la liberación de lactato deshidrogenasa tras 

privación de oxígeno y glucosa y reperfusión en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y; 

cálculo de las IC50 y actividades inhibitorias máximas.  

La estimación de los valores de IC50 y actividad inhibitoria máxima (%) se realizaron mediante una regresión 

ponderada no lineal de mínimos cuadrados empleando curvas logísticas, como se describe en el apartado 2.7. 

de “Materiales y métodos”. Los valores corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, repetidos por 

triplicado. El análisis de los datos se llevó a cabo mediante el programa SigmaPlot v.12, mediante un ANOVA 

de una vía seguida de un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, para obtener la significación de las 

diferencias de HTNs respecto a PBN, o a HTN2. Las diferencias fueron consideradas estadísticamente 

significativas cuando *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001; ns = no significativo.  

 

Posteriormente, y para evaluar el grado de muerte celular tras la isquemia por apoptosis, 

empleamos el sustrato Ac-DEVD-AMC. De esa manera, tras 4 h de OGD y añadiendo 

HTNs 1-3 y PBN a concentraciones de 1-250 μM, seguido de 24 h de IR, las células se 

lisaron y se añadió el sustrato fluorigénico, midiendo así la actividad de la caspasa-3.  

Como se muestra en la Figura 34, en cuanto a los efectos anti-apoptóticos de los 

compuestos ensayados, HTN3 fue sin lugar a dudas el más potente de todos, no solo de 

entre las HTNs y por comparación con PBN, sino que también superó incluso el efecto 

anti-apoptótico de su homóloga bis HBN6, ya que HBN6 sólo consiguió bajar de los 30 

AFU/h/μg de proteína a partir de los 100 μM, mientras que HTN3 baja de los 30 AFU/h/μg 

de proteína a todas sus concentraciones, de 1 μM en adelante (Figura 34). Así, parece claro 

que desde el punto de vista de la SAR, el sustituyente N-Bn induce mayor actividad anti-

apoptótica en las HTNs. Además, de forma muy similar a lo que ocurría con la actividad 

anti-necrótica, HTN3 es significativamente más anti-apoptótica que PBN, y ampliamente 
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superior a HTN1, la peor molécula de la serie, que además tuvo un efecto protector frente 

a la apoptosis muy similar y no significativamente diferente al de la PBN. 

Figura 34. Efecto de las HTNs 1-3 y PBN en la actividad de la caspasa-3, en células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y tras IR. Las barras muestran el porcentaje de liberación de LDH tras 

4 h de OGD y 24 h de IR, sin (IR) o con HTNs 1-3 y PBN a concentraciones entre 1-250 μM. Los valores 

corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, que se repitieron por triplicado, y se compara el efecto 

de OGD e IR con sus respectivos controles (rojo***) o el efecto de los distintos compuestos tras IR con IR sola 

(línea roja punteada), en la ausencia de estos compuestos (negro***). Los datos fueron analizados 

estadísticamente mediante un ANOVA de una vía, seguido por un test de comparaciones múltiples de Holm-

Sidak. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. AFU = unidades arbitrarias de fluorescencia.  

 

2.4. Neurotoxicidad basal de las HTNs 

En base a los resultados obtenidos en los apartados anteriores, a continuación se analizó 

su posible efecto neurotóxico a nivel basal. Así, se realizó un experimento para la medida 

de la viabilidad celular con XTT, pero sin añadir ningún tratamiento tóxico. Como se 

aprecia en la Figura 35, las HTNs 1-3, PBN y NAC no mostraron ningún efecto 

neurotóxico a nivel basal. 
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Figura 35. Efecto de las HTNs 1-3, PBN y NAC en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y en 

condiciones basales. Las barras representan el porcentaje de viabilidad celular en la presencia de los 

compuestos entre 0,01-1000 μM. A la viabilidad celular de las células sin tratar (C4h) se le asignó el 100% 

de viabilidad (100 ± 5.52%). Los valores son la media ± SEM de cinco experimentos, cada muestra repetida 

por triplicado. No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el control (línea de puntos 

negros) y las distintas nitronas (test ANOVA de una vía). 

 

2.5. Capacidad antioxidante de las HTNs 

Los resultados mostrados respecto a viabilidad celular, actividad anti-necrótica y anti-

apoptótica, en las secciones anteriores correspondientes al efecto neuroprotector de las 

HTNs, nos llevaron a investigar si dicho efecto de protección de las células nerviosas 

podía ser consecuencia de su capacidad de actuación como antioxidantes y eliminadores 

de ROS, particularmente del anión superóxido (O2•-), cuya detección se llevó a cabo 

usando la sonda dihidroetidina (DHET), tras 3 h de OGD y 3 h de IR, con o sin HTNs 1-3, 

además de PBN y NAC como moléculas de referencia. 

Como se aprecia en la Figura 36, el nivel de producción de ROS tras IR fue mayor a los 

ROS producidos tras OGD sola, por lo que se consideraron esos niveles de ROS como el 

100%. Como era de esperar, PBN demostró ser un agente antioxidante intermedio 

respecto al resto de compuestos estudiados. De esa forma, en general, las HTNs mostraron 

un perfil antioxidante muy favorable, siendo las más potentes de ellas HTN2 y HTN3, con 

un perfil antioxidante similar al de sus contrapartes bis-nitronas HBN5 y HBN6 
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(Chamorro et al., 2020), ambos superando con creces el poder antioxidante de la madre 

PBN. 

Figura 36. Efectos inhibitorios de las HTNs 1-3 y PBN en la producción de ROS (superóxido) en 

cultivos de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, expuestos a 3 h de OGD y 3 h de IR. Las 

barras muestran el porcentaje de ROS formado tras OGD, su control (C-OGD), IR sola, su control (C-IR), 

o el tratamiento durante IR con los compuestos HTNs 1-3 y PBN a concentraciones entre 1-1000 μM. Los 

valores corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, cada uno repetido por triplicado. El valor de 

ROS obtenido en IR fue de 1,98 ± 0,25 AFU/min/150.000 células, y fue considerado como el 100% de 

liberación de ROS. La estadística compara el efecto de IR frente a su control (rojo***) o el efecto de los 

diferentes compuestos frente a IR sola (línea de puntos roja, negro***) a *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001 

(mediante un ANOVA de una vía y un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak). 

 

El análisis de las curvas dosis-respuesta y los cálculos de los valores de EC50 y actividades 

antioxidantes máximas para las HTNs 1-3, PBN y NAC se muestran en la Tabla 9. Los 

valores de EC50, de menor a mayor, es decir, de mayor a menor eficacia, siguen el siguiente 

orden:  

NAC ≤ HTN2 ≤ HTN3 < PBN < HTN1. 

Y en cuanto a sus actividades antioxidantes máximas, fueron inferiores para HTN1 y PBN, 

y mayores para HTNs 2, 3 y NAC. Es por ello que se pudo concluir que, en cuanto a la 

capacidad antioxidante frente a la producción de superóxido tras IR, HTN2 y HTN3 

exhiben las mejores propiedades antioxidantes, que son bastante similares a la capacidad 

antioxidante de HBN5 y HBN6, sus homólogas bis-nitronas, respectivamente (Chamorro 

et al., 2020), así como al poder antioxidante de NAC. 
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Tabla 9. Efecto antioxidante de las HTNs 1-3, PBN y NAC tras privación de oxígeno y glucosa, con 

reperfusión, en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

La estimación de los valores de EC50 (μM) y de las actividades máximas (porcentaje de efecto antioxidante) 

se realizaron mediante una regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados empleando curvas logísticas, 

como se describe en el apartado 2.7. de “Materiales y métodos”. Los valores corresponden a la media ± SEM, 

siendo los valores de EC50 y actividad antioxidante máxima calculados a partir de los datos de 3 

experimentos, cada uno repetido por triplicado. La estadística compara las diferencias con PBN o con HTN2, 

a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ns = no significativo (ANOVA de una vía, seguida de un test de Holm-

Sidak). 

 

En resumen, y desde el punto de vista de la SAR, de nuevo fueron HTN2 y HTN3, con 

sustituyentes N-t-Bu y N-Bn, respectivamente, las HTNs más potentes, con una capacidad 

antioxidante similar a la de sus análogos HBN5 y HBN6, y a la de NAC, un potente 

antioxidante, superando ampliamente la capacidad de eliminación de ROS de la PBN, la 

molécula madre. 
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3. Efecto neuroprotector y antioxidante de las bi-fenil-nitronas (BPMNs 

y BPHBNs) 

Tras observar los favorables resultados en capacidad neuroprotectora y antioxidante de 

las HBNs y HTNs de las dos secciones anteriores (apartados 1 y 2 de “Resultados”), y 

dado que ambos tipos de compuestos se han diseñado a partir de PBN, que posee un 

anillo fenilo como eje central de su molécula, también era interesante observar si, 

añadiendo un segundo grupo fenilo a la estructura central, las moléculas podrían 

conservar o incluso potenciar sus capacidades neuroprotectoras.  

Con ese objetivo, se diseñaron, sintetizaron y, en este trabajo, se evaluó la actividad 

biológica de las bi-fenil-mono-nitronas (BPMNs 1-3) y las bi-fenil-homo-bis-nitronas 

(BPHBN4 y BPHBN5) (Figura 14), en el contexto del tratamiento frente a la isquemia 

cerebral.  

Estos resultados se han publicado recientemente (Chamorro et al., 2021). 

3.1. Estudio de neuroprotección frente a la disfunción mitocondrial 

Como se indicó previamente en el apartado 1.1. de “Resultados”, se han empleado dos 

modelos experimentales de daño celular distintos (O/R y OGD-IR).  

En primer lugar, se empleó el modelo de O/R para evaluar el efecto de las BPNs sobre la 

viabilidad celular tras este tratamiento. Para ello, se empleó el test XTT (Chamorro et al., 

2020), examinando el efecto neuroprotector de las BPNs 1-5 a concentraciones crecientes, 

de entre 0,1-1000 μM, adicionando los compuestos 10 min antes del tratamiento tóxico, 

empleando a su vez PBN y NAC como compuestos de referencia a las mismas 

concentraciones.  

Tal y como se muestra en la Figura 37, se observó una reducción en la viabilidad de las 

células de neuroblastoma humano de un 57% (43,23 ± 2,61% de viabilidad celular) tras el 

tratamiento con O/R durante 24 h. Este efecto fue revertido totalmente con el tratamiento 

con BPNs 1-5, PBN y NAC, de manera dosis-dependiente. El estudio de neuroprotección, 

considerando el 100% de neuroprotección como la diferencia entre la viabilidad de C24h 
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(100 ± 2.55%; n = 20) y O/R (43.23 ± 2.61%; n = 16), reveló que la nitrona más potente de 

todas fue BPHBN5.   

Figura 37. Efecto neuroprotector de las BPNs 1-5, PBN y NAC en la actividad metabólica de las 

células de neuroblastoma humano SH-SY5Y tras el tratamiento con oligomicina A 10 μM y 

rotenona 30 μM (O/R). Las barras muestran el porcentaje de viabilidad celular tras el tratamiento con O/R 

en presencia o ausencia de BPNs 1-5, PBN y NAC a concentraciones de 0,1-1000 μM. Los valores 

corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, cada uno realizado por triplicado. La estadística 

compara las diferencias entre la condición O/R a *P < 0,05, **P < 0,01 y ***P < 0,001 (ANOVA de una vía, 

y test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak).   

 

La Figura 38 muestra el análisis de las curvas dosis-respuesta para las BPNs 1-5, 

comparadas con las de PBN y NAC, en el rango de 0,1-1000 μM (Figura 38A); y los 

correspondientes valores de EC50 y de actividad neuroprotectora máxima calculados a 

partir de dichas curvas (Figura 38B). El orden en cuanto a EC50, de menor a mayor, es 

decir, de compuesto más a menos neuroprotector para O/R, es el siguiente:  

BPHBN5 ≤ NAC ≤ BPMN3 ≤ BPMN2 ≤ BPMN1 ≤ BPHBN4 << PBN. 

Estos resultados indican que todas las BPNs 1-5 estudiadas tienen mejores efectos 

neuroprotectores que PBN en cuanto a la muerte celular inducida por bloqueantes de la 

ETC mitocondrial. En cuanto a las actividades neuroprotectoras máximas, solo BPMN3, 

con un sustituyente N-Bn, y BPHBN5, con dos sustituyentes N-t-Bu, tuvieron una 
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actividad mucho más significativa que la de PBN, lo que a su vez indica que estas dos 

nitronas son los agentes neuroprotectores más potentes en este modelo de daño neuronal.  

Figura 38. Efectos neuroprotectores de las BPNs 1-5, PBN y NAC frente a muerte celular inducida 

por el tratamiento con oligomicina A 10 μM y rotenona 30 μM (O/R) en células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y. (A) Curvas concentración-respuesta mostrando el porcentaje de neuroprotección de los 

diferentes compuestos a concentraciones entre 0,1-1000 μM. Los ajustes de la curva para determinar los 

valores de EC50 se llevaron a cabo mediante una regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados, 

empleando curvas logísticas [f1 = min + (max-min) / (1+(x/EC50) ^ (-pendiente)]. Los datos representan la 

media ± SEM de tres experimentos, cada uno realizado por triplicado. El análisis de los datos se implementó 

con el software SigmaPlot v.12. (B) Valores de EC50 y actividad máxima para los distintos compuestos. La 

estadística compara las diferencias en EC50 o actividad máxima entre los distintos compuestos frente a PBN 

o BPMN2 a *P < 0,05, **P < 0,01. ***P < 0,001, ns = no significativo. 

 

La elevada neuroprotección que pudimos apreciar para las BPMN2, BPMN3, y BPHBN5 

supera a la de PBN, su molécula madre, y es muy similar a la de NAC. Por ello, desde el 

punto de vista de la SAR, es importante destacar que entre las BPNs, aquellas que tienen 

un N-Bn o un N-t-Bu unido al grupo nitrona muestran un mayor efecto neuroprotector en 

el modelo de daño mitocondrial.  

3.2. Análisis de neuroprotección en un modelo de privación de oxígeno y 

glucosa (OGD) seguido de reperfusión (IR) 

A continuación, se evaluó el efecto neuroprotector de las BPNs 1-5 en un modelo de OGD 

seguido de reperfusión de oxígeno y glucosa (IR) (Chamorro et al., 2020; Diez-Iriepa, 

Chamorro et al., 2020). Las concentraciones de ensayo fueron de 0,1-1000 μM, añadidas 

tras OGD y durante IR. Tras 4 h de OGD, se produjo una pérdida de actividad metabólica 

de un 60% (40,07 ± 2,37% de viabilidad celular, media ± SEM; n = 16), mostrando una 
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pequeña recuperación de un 20-25% a las 24 h de reperfusión (61,96 ± 8,56% de viabilidad 

celular; media ± SEM; n = 16). Las BPNs 1-5 fueron capaces de revertir parcial o totalmente 

la pérdida de actividad metabólica celular inducida por IR de forma dosis-dependiente 

(Figura 39). Estos datos revelaron que las BPNs 2, 3 y 5 fueron las nitronas más potentes: 

entre las BPMNs, con un solo grupo nitrona, las BPMN2 y BPMN3 fueron las que 

generaron mejor efecto neuroprotector, con sustituyente N-t-Bu y N-Bn, respectivamente; 

y en cuanto a las BPHBNs, la más neuroprotectora fue BPHBN5. En resumen, en el 

experimento de OGD, el hecho de que las BPNs 2, 3 y 5 fueran las mejores protectoras de 

la capacidad metabólica de las células de neuroblastoma concuerda con los resultados 

observados con los inhibidores de la ETC mitocondrial.  

La Figura 40 reúne el análisis de las curvas dosis-respuesta de las BPNs 1-5, comparadas 

con las de PBN y NAC, en el rango de 0,01-1000 μM (Figura 40A) y los correspondientes 

valores de EC50 y actividad neuroprotectora máxima (Figura 40B). Como bien se muestra, 

el orden de compuestos en función de su EC50, de menor a mayor, es decir, de mayor a 

menor eficacia neuroprotectora, fue el siguiente:  

NAC ≤ BPMN3 ≤ BPHBN5 ≤ BPMN2 < BPMN1 < BPHBN4 << PBN. 

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la actividad 

neuroprotectora máxima de los distintos compuestos, salvo que se detectó que BPMN1 y 

BPHBN4 (ambos con sustituyente N-Me) conseguían una menor actividad 

neuroprotectora máxima que el resto de compuestos ensayados.  
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Figura 39. Efecto neuroprotector de las BPNs 1-5, PBN y NAC en la actividad metabólica de células 

de neuroblastoma humano SH-SY5Y tras 4 h de OGD y 24 h de IR. Las barras muestran el porcentaje 

de viabilidad celular con, o sin, adición de BPNs 1-5, PBN y NAC durante la IR a las concentraciones de 

0,1-1000 μM. Los valores corresponden a la media ± SEM de tres experimentos, cada uno repetido por 

triplicado. La estadística compara las diferencias respecto a IR sola (línea de puntos roja) a *P < 0,05, **P < 

0,01, y ***P < 0,001 (ANOVA de una vía, seguida de test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak).  

 

Debido a ello, desde el punto de vista de la SAR, se debe destacar que:  

• Las nitronas más neuroprotectoras de este grupo fueron BPMN2, BPMN3 y 

BPHBN5, con sustituyente N-t-Bu (BPMN2 y BPHBN5) o N-Bn (BPMN3) unido 

al átomo de nitrógeno del grupo nitrona.  

• No se encuentran diferencias significativas en cuanto a capacidad neuroprotectora 

entre las nitronas con un solo sustituyente N-t-Bu (BPMN2) o dos (BPHBN5).  

• Los compuestos de peor capacidad neuroprotectora, es decir, la BPMN1 y la 

BPHBN4, tienen sustituyente N-Me, y su capacidad empeora con la adición del 

segundo grupo N-Me, ya que BPHBN4 es peor que BPMN1 (Figura 40B). 

• La neuroprotección conseguida por las BPNs 1-5 es mejor que la de PBN, y la 

capacidad neuroprotectora de las tres mejores nitronas de este grupo es muy 

similar a la de NAC (EC50 = 17,62 ± 1,93 µM). 
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Figura 40. Efectos neuroprotectores de las BPNs 1-5, PBN y NAC frente a la muerte celular 

inducida por tratamiento de OGD e IR en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. (A) Curvas 

dosis-respuesta que muestran el porcentaje de neuroprotección alcanzada por los diferentes compuestos a 

concentraciones entre 0,1-1000 μM. Los ajustes de la curva para determinar los valores de EC50 se llevaron 

a cabo mediante una regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados, usando curvas logísticas. Los 

datos representan la media ± SEM de 3 experimentos, repetidos por triplicado. El análisis se implementó 

usando el programa SigmaPlot v.12. (B) Los valores de EC50 y actividad máxima de los distintos compuestos 

se representan en esta tabla. La estadística compara las diferencias en EC50 y actividades máximas de los 

compuestos frente a PBN o BPMN2 a *P < 0,05, **P < 0,001, ***P < 0,001, ns = no significativo (ANOVA 

de una vía, seguida del test de Holm-Sidak).  

 

3.3. Efecto de las BPNs 1-5 sobre la muerte celular necrótica y apoptótica 

inducida por el modelo de OGD e IR 

Una vez se confirmó el efecto neuroprotector de las BPNs frente al daño isquémico, se 

quiso estudiar su efecto concreto frente a la necrosis y la apoptosis.  

Así, se determinó la extensión de la muerte por necrosis midiendo la actividad LDH extra 

e intracelular y calculando el porcentaje liberado de dicha enzima. De esa manera, como 

se muestra en la Figura 41A, a partir de los valores obtenidos de la liberación de LDH tras 

4 h de OGD, seguidas de 24 h de IR, y añadiendo 1-500 μM de BPNs 1-5, PBN y NAC, se 

pudo concluir que todas las BPNs disminuyeron significativamente la liberación de LDH 

de forma dependiente de la concentración, llegando al 100% de inhibición de la liberación 

de LDH entre 100 y 500 μM (Figura 41A). Las nitronas que mostraron un mayor efecto 

anti-necrótico fueron BPHBN5, con dos sustituyentes N-t-Bu y un efecto muy similar al 

ejercido por NAC, seguida de las nitronas BPMN3 (con sustituyente N-Bn) y BPHBN4 y 

BPMN1 (con sustituyente N-Me), que también mostraron un perfil anti-necrótico bueno, 
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aunque inferior al de BPHBN5 y BPMN2, respectivamente. De nuevo, PBN demostró el 

peor efecto anti-necrótico de entre todas las nitronas ensayadas.  

Para evaluar el grado de muerte celular apoptótica en estas condiciones, se determinó la 

actividad de la caspasa-3 empleando el sustrato Ac-DEVD-AMC, que libera AMC 

fluorescente tras la hidrólisis. De esa manera, tras 4 h de OGD, y añadiendo BPNs 1-5, 

PBN y NAC a concentraciones de 10-500 μM, se procedió a la IR durante 24 h, y 

finalmente, las células se lisaron, se añadió el sustrato y se midió la emisión de 

fluorescencia. 

De acuerdo con la Figura 41B, se puede concluir que todas las BPNs tienen un efecto anti-

apoptótico dependiente de la concentración. Sin embargo, en general, estos compuestos 

son menos eficaces protegiendo frente a la apoptosis que frente a la necrosis. La nitrona 

más potente del grupo fue BPHBN5, que a la concentración de 500 μM consigue un 100% 

de inhibición de la apoptosis, como también ocurre con NAC. Por otro lado, la capacidad 

anti-apoptótica de BPMN3 también fue buena. En general, desde el punto de vista de la 

SAR, los compuestos con dos motivos nitrona en su estructura, es decir, BPHBN4 con N-

Me y BPHBN5 con N-t-Bu, especialmente éste último, tienen un efecto anti-apoptótico 

muy marcado, mayor al de sus homólogas con un solo grupo nitrona, BPMN1 (con N-Me) 

y BPMN2 (con N-t-Bu).  

En resumen, las nitronas BPHBN5 y BPMN3 demostraron poseer los mejores efectos anti-

necróticos y anti-apoptóticos, similares a los que demostró NAC y mayores a los de PBN. 

Estas características respaldan los efectos neuroprotectores de estas moléculas sobre la 

actividad metabólica neuronal que describimos en los apartados anteriores.  
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Figura 41. Efectos neuroprotectores de las BPNs 1-5, PBN y NAC frente a muerte celular necrótica 

(A) y apoptótica (B) inducida por el tratamiento de OGD e IR en células de neuroblastoma humano 

SH-SY5Y. (A) Las barras muestran el porcentaje de liberación de LDH tras 4 h de OGD y 24 h de IR, sin o 

con tratamiento con BPNs 1-5, PBN o NAC de 1-500 μM. (B) Las barras muestran la actividad de la caspasa-

3 expresada como AFU/μg proteína/min tras OGD e IR sola o con BPNs 1-5, PBN y NAC de 10-500 μM. 

(A-B) Los valores son la media ± SEM de tres experimentos, cada uno repetido por triplicado, y se compara 

el efecto de los compuestos con IR solo. Los datos se analizaron estadísticamente mediante una ANOVA de 

una vía, seguida de test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak. *P < 0,05, **P < 0,01, **P < 0,001; AFU: 

Unidades Arbitrarias de Fluorescencia.  

 

3.4. Neurotoxicidad basal de las BPNs, PBN y NAC 

Basándonos en los resultados descritos anteriormente, era necesario analizar la posible 

neurotoxicidad basal de las BPNs 1-5, y se llevó a cabo midiendo la viabilidad celular con 

el test XTT pero sin emplear ningún tratamiento tóxico.  
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Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 42, donde se aprecia que 

ninguna de las BPNs, al igual que PBN y NAC, presentaron ningún efecto neurotóxico a 

nivel basal.  

 

Figura 42. Efecto de las BPNs 1-5, PBN y NAC sobre la viabilidad de las células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y en condiciones basales. Las barras representan el porcentaje de viabilidad celular en 

presencia de los compuestos indicados de 0,1-1000 μM. La viabilidad de las células sin tratar (C24h) fue 

considerada como el 100% (100 ± 5,52%). Los valores corresponden a la media ± SEM de cinco experimentos, 

cada uno repetido por triplicado. La estadística se realizó mediante un test ANOVA, pero no se encontraron 

diferencias significativas respecto al control. El análisis de los resultados por encima del 100% no se muestra.  

 

3.5. Capacidad antioxidante de las BPNs 1-5, PBN y NAC: eliminación de radical 

superóxido 

Los resultados obtenidos en las secciones previas nos llevaron a investigar si el efecto 

neuroprotector que observábamos con las BPNs podía ser consecuencia de su capacidad 

para actuar como antioxidantes y eliminadores de ROS, en particular de anión superóxido 

(O2•-). La detección de anión superóxido se llevó a cabo mediante la sonda fluorescente 

dihidroetidina (DHET), añadido tras 3 h de OGD y 3 h de IR, en presencia o no de BPNs 

1-5, PBN y NAC, cuyas concentraciones fueron de 0,1-1000 μM.  
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Como se muestra en la Figura 43, los niveles de producción de ROS tras IR (0,459 ± 0,080 

AFU/min/100.000 células; media ± SEM; n = 12) fueron mayores a los de OGD sola (0,422 

± 0,078 AFU/min/100.000 células, media ± SEM; n = 12), pero no significativamente; es por 

ello que consideramos la liberación de ROS de IR como el 100%. Como cabía esperar, las 

BPNs fueron capaces de reducir parcial o totalmente el incremento en los niveles de ROS 

inducidos por IR de manera dosis-dependiente.  

Figura 43. Efectos inhibitorios de las BPNs 1-5, PBN y NAC sobre la producción de ROS 

(superóxido) en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y sometidas a 3 h de OGD y 3 h de 

reperfusión (IR). Las barras muestran el porcentaje de ROS formado tras OGD e IR con, o sin, BPNs 1-5, 

PBN y NAC a concentraciones de 0,1-1000 μM. Los valores corresponden a la media ± SEM de tres 

experimentos, cada uno repetido por triplicado. Los valores de producción de ROS en condiciones basales 

fueron 0,46 ± 0,08 AFU/min/100.000 células. La estadística compara el efecto de IR frente a los controles 

(línea de puntos) o el efecto de los distintos compuestos respecto a IR a *P < 0,05, **P < 0,01, **P < 0,001 

(ANOVA de una vía, seguida de un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak). 

 

El análisis de las curvas dosis-respuesta, y los cálculos de los valores de EC50 y actividad 

antioxidante máxima de las BPNs 1-5, PBN y NAC se muestran en la Figura 44A y Figura 

44B, respectivamente. De acuerdo con los valores de EC50, de menor a mayor, el orden de 

las nitronas, de mayor eficacia antioxidante a menos, es el siguiente:  

BPMN2 < BPHBN5 ≤ BPMN3 ≤ PBN ≤ NAC << BPMN1 << BPHBN4. 

En cuanto a las actividades antioxidantes máximas, éstas fueron muy similares para todos 

los compuestos de ensayo, por lo que se puede concluir que las nitronas BPMN2, 

BPHBN5 y BPMN3 exhiben las mejores propiedades antioxidantes, que permiten reducir 
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de forma bastante eficaz la producción de superóxido que se produce tras IR. Este poder 

antioxidante es similar al de PBN y NAC, sus moléculas de referencia, que demostraron 

una buena capacidad antioxidante.  

Figura 44. Efecto antioxidante de las BPNs 1-5, PBN y NAC tras IR en células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y. (A) Curvas dosis-respuesta que muestran el porcentaje de efecto antioxidante de los 

distintos compuestos de 0,1-1000 μM. Los ajustes de la curva para la estimación de las EC50 se llevó a cabo 

mediante una regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados, usando curvas logísticas, empleando el 

programa SigmaPlot v.12. Los datos representan la media ± SEM de tres experimentos, repetidos por 

triplicado. (B) Valores de EC50 y actividad antioxidante máxima de los distintos compuestos frente a PBN o 

BPMN2 a *P < 0,05, **P < 0,001, ***P < 0,001, ns = no significativo (ANOVA de una vía, y test de 

comparaciones múltiples de Holm-Sidak).  

 

En resumen, y desde el punto de vista de la SAR, de nuevo fueron BPMN2 y BPHBN5, 

con uno o dos sustituyentes N-t-Bu, y BPMN3, con sustituyente N-Bn, las nitronas más 

potentes en cuanto a efecto antioxidante de toda la serie de BPNs. Es por ello que estos 

datos confirman una vez más que las nitronas sustituidas con grupos N-t-Bu y N-Bn son 

las que mejores propiedades antioxidantes tienen, como también pasaba con las 

propiedades neuroprotectoras, aunque en este caso, y a diferencia de la capacidad 

neuroprotectora, el hecho de poseer dos grupos nitrona no parece aumentar el efecto 

antioxidante para la eliminación de ROS; más bien, incluso puede disminuir levemente el 

efecto antioxidante de la molécula. 
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4. Efecto neuroprotector y antioxidante de las nitronas derivadas de 

nucleobases (NDNs)  

Los buenos resultados de neuroprotección y efecto antioxidante obtenidos con las homo-

bis, homo-tris y bi-fenil-nitronas, nos ha estimulado para explorar de nuevas nitronas con 

diferente estructura base para su posible tratamiento en enfermedades asociadas a la 

edad, focalizando este estudio sobre la isquemia cerebral. De ese modo, se desarrollaron 

nitronas que contenían nucleobases pirimidínicas (NDNs 9a-e, y 9h, 9i) y nucleobases 

purínicas (NDNs 9f, 9g), que fueron sintetizadas en el laboratorio de la Dra. Dorota 

Piotrowska (Universidad de Lodz, Polonia) (Figura 17). Algunas de ellas, habían sido 

previamente ensayadas como antivirales, y aunque no se llegó a demostrar dicha 

actividad, sí se observó que ninguna de ellas tenía efectos citotóxicos en las líneas celulares 

ensayadas (Gotkowska et al., 2012; Piotrowska et al., 2016; Piotrowska et al., 2019). Es por 

ello que para este trabajo de investigación, se procedió al estudio de sus capacidades 

neuroprotectoras y antioxidantes, cuyos resultados han sido publicados recientemente 

(Chamorro et al., 2022). 

4.1. Efectos neuroprotectores de las NDNs en el modelo de privación de oxígeno 

y glucosa (OGD) 

El efecto neuroprotector de las nitronas derivadas de nucleobases (NDNs) 9a-i se estudió 

en el modelo in vitro de OGD seguido por re-administración de oxígeno y glucosa, o 

reperfusión (IR). Los compuestos PBN y NAC se emplearon como referencia. El rango de 

concentraciones de los compuestos fue de 0,1-1000 μM, añadidos durante la IR. Tras 4 h 

de OGD, se produjo una disminución en la viabilidad celular de un 50% (49,09 ± 5,38 % 

viabilidad celular, media ± SEM; n = 12), seguido de una ligera recuperación en la 

viabilidad de las células SH-SY5Y de un 20% (62,28 ± 6,19% viabilidad celular, media ± 

SEM; n = 12) a las 24 h de reperfusión (IR). Las nitronas 9a-i fueron capaces de recuperar, 

de forma parcial o totalmente, la actividad metabólica celular reducida tras tratamiento 

de OGD e IR, de una manera dependiente de la concentración (Figura 45). Estos resultados 

revelaron que las nitronas pirimidínicas 9a, 9c, 9h y 9i fueron los compuestos más potentes 

de la serie.  
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Figura 45. Efecto neuroprotector de las nitronas 9a-i, PBN y NAC en la actividad metabólica de 

células de neuroblastoma humano SH-SY5Y tras el tratamiento de 4 h de OGD y 24 h de IR. Las 

barras muestran el porcentaje de viabilidad celular a concentraciones de 0,1-1000 μM de las NDNs 9a-i, 

PBN y NAC. Los valores representan la media ± SEM de tres experimentos, cada uno realizado por triplicado. 

La estadística compara las diferencias de las distintas condiciones con respecto a IR sola (línea de puntos roja) 

a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 (ANOVA de una vía, seguida de un test de Holm-Sidak).  

 

En relación al punto de vista de la SAR, dentro de las pirimidínicas, la nitrona 9a (con 

sustituyente R = H) y la nitrona 9c (con sustituyente R = F) generaron la mejor recuperación 

de la viabilidad celular. Sin embargo, la introducción de un grupo metilo en la mono-

nitrona 9b, o la introducción de halógenos (Br, Cl) en las mono-nitronas 9d y 9e, disminuía 

el efecto neuroprotector de éstas. En cuanto a las nitronas con sustituyente halogenado 9d 

y 9e, esta reducción fue proporcional al volumen del átomo en cuestión (9d > 9e, es decir, 

Br > Cl). Por su parte, las nitronas con purinas 9f y 9g indujeron también un aumento de 

la viabilidad celular, superior al efecto de 9h y 9i, las dos bis-nitronas con R = H y R = Br, 

respectivamente, que fueron a su vez peores que las mono-nitronas 9a y 9c. 

En la Figura 46 se muestran las curvas dosis-respuesta para las NDNs comparadas con las 

de PBN y NAC, en un rango de concentraciones de entre 0,1-1000 μM (Figura 46A y B), 

mostrando los valores de EC50 y de actividad máxima (Figura 46C), siendo los mejores 

compuestos, es decir, de menor a mayor EC50, los siguientes:  

9f ≤ 9g ≤ NAC ≤ 9h ≤ 9a ≤ 9c < 9i ≤ 9d ≤ PBN ≤ 9e ≤ 9b. 
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Las nitronas, 9a, 9c y 9h, en cuanto a compuestos pirimidínicos, y las nitronas purínicas 

9f y 9g son las que mayor potencia presentaban, mientras que PBN y las nitronas 9e y 9b 

fueron las que mostraron menor eficacia neuroprotectora.  

En este caso, no se apreciaron diferencias significativas en cuanto a las actividades 

neuroprotectoras máximas, obteniéndose el orden siguiente:  

9c ≥ 9a ≥ NAC ≥ 9f ≥ 9d ≥ 9b ≥ 9h ≥ 9i ≥ 9g ≥ 9e ≥ PBN. 

Todas las nitronas tienen una actividad máxima muy elevada, siendo las nitronas 9a, 9c y 

9d las de mayores actividades máximas, y 9g, 9e y PBN las de menor actividad máxima.  

En resumen, en los experimentos de viabilidad celular tras OGD e IR, se pudo apreciar 

que las nitronas purínicas (9f y 9g) fueron los compuestos con mayores efectos 

neuroprotectores, seguidos de las mono-nitronas 9a (R = H) y 9c (R = F), que fueron mejores 

que 9h (R = H) y 9i (R = Br), las dos bis-nitronas pirimidínicas. Por su parte, los compuestos 

menos neuroprotectores fueron las mono-nitronas 9b, con R = Me, y 9e, con R = Cl, que no 

consiguen mejorar la neuroprotección ofrecida por la molécula madre PBN.  

 



RESULTADOS 

135 

Figura 45. Efectos neuroprotectores de las NDNs 9a-i, PBN y NAC frente al daño metabólico 

celular inducido por el tratamiento de OGD e IR en cultivos de neuroblastoma humano SH-SY5Y. 

(A, B) Curvas dosis-respuesta que representan el porcentaje de neuroprotección de diferentes nitronas, 9a-e 

(A) y nitronas 9f-i, PBN y NAC (B) a las concentraciones de entre 0,1-1000 μM. El ajuste de las curvas y 

el cálculo de los valores de EC50 y de actividad neuroprotectora máxima se realizaron como se describió en la 

sección 2.7. del apartado de “Materiales y métodos”. Los datos corresponden a la media ± SEM de cuatro 

experimentos, realizados por triplicado. (C) Valores de EC50 y actividades neuroprotectoras máximas de los 

compuestos de estudio. Las comparaciones estadísticas de los datos se llevaron a cabo frente a PBN o a la 

nitrona 9a a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, y ns = no significativo (ANOVA de una vía, seguida de test 

de comparaciones múltiples de Holm-Sidak).   
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4.2. Efectos neuroprotectores de las NDNs en la muerte celular necrótica y 

apoptótica inducida por el modelo de OGD e IR 

A continuación, se estudió el efecto protector de las NDNs frente a muerte celular 

necrótica y apoptótica. 

Figura 47. Efecto anti-necrótico de las nitronas 9a-i, PBN y NAC en células SH-SY5Y tras OGD e 

IR. Las barras representan el porcentaje de LDH liberado tras OGD e IR en células tratadas en ausencia, o 

presencia, de los compuestos indicados a concentraciones de 0,1-1000 μM. Los valores representan la media 

± SEM de tres experimentos, que se repitieron por triplicado, y se compara el efecto de OGD e IR frente a sus 

respectivos controles (rojo***) o el efecto de los distintos compuestos tras IR frente a IR sola (línea de puntos 

roja) en ausencia de los compuestos (negro***). El análisis estadístico se llevó a cabo como se indica en la 

sección 2.7. del apartado “Materiales y métodos”, a *P < 0,05, **P < 0,01 y ***P < 0,001 (ANOVA de una 

vía seguida del test de Holm-Sidak). 

 

La Figura 47 muestra los valores de liberación de LDH obtenidos tras 4 h de OGD, 

seguidos de 24 h de IR en células de neuroblastoma, añadiendo las nitronas 9a-i de 0,1-

1000 μM, junto con PBN y NAC a esas mismas concentraciones. A la vista de los 

resultados, podemos concluir que todas las NDNs reducen significativamente la 

liberación de LDH de forma dosis-dependiente, llegando a un 100% de inhibición máxima 

a concentraciones entre 100 y 1000 μM.  

Para poder comparar la eficacia de estas nitronas en la reducción de la muerte necrótica, 

se realizaron las curvas concentración-respuesta (ver apartado 4.2.6. de “Materiales y 

métodos”), y se calcularon los valores de EC50 y actividades inhibitorias máximas. En la 

Figura 48 se muestra el análisis de las curvas dosis-respuesta para las NDNs 9a-i, PBN y 
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NAC (Figura 48A y B), así como los valores de IC50 y actividades anti-necróticas máximas 

(Figura 48C). De acuerdo con los valores de IC50, ordenados de menor a mayor, es decir, 

de mayor a menor eficacia neuroprotectora frente a necrosis, el poder neuroprotector de 

las nitronas sigue el siguiente orden:  

9c ≤ 9a ≤ 9g ≤ 9f ≤ NAC ≤ PBN < 9e < 9h < 9b < 9i ≤ 9d. 

Las nitronas 9c, 9a, 9g y 9f tuvieron la máxima eficacia anti-necrótica, y las nitronas 9h, 

9b, 9i y 9d fueron las de menor potencia. Por otro lado, también se observaron diferencias 

significativas en cuanto a la actividad anti-necrótica máxima de los distintos compuestos, 

haciendo que el orden de los mismos (de mayor a menor actividad máxima) fuera:  

9c > 9f ≥ 9g ≥ 9h ≥ 9b ≥ 9i ≥ 9d > 9a ≥ NAC ≥ 9e > PBN. 

De esa manera, todas las nitronas demostraron tener una elevada actividad máxima (que 

rondaba o sobrepasaba el 100%), siendo las nitronas 9c sobre todo, pero también 9f, 9g y 

9h las de mayor actividad máxima, mientras que las nitronas 9a, 9e (rondando el 100%), 

pero sobre todo PBN (77%) tuvieron una menor actividad máxima, de forma similar a 

como ocurría en los experimentos de viabilidad celular (ver apartado 4.1. de 

“Resultados”). 

A continuación, para evaluar la extensión de la muerte celular por apoptosis, se determinó 

la actividad de la caspasa-3 empleando el sustrato Ac-DEVD-AMC. Así, tras 4 h de OGD, 

y añadiendo los compuestos NDNs, PBN y NAC a concentraciones de 0,1-1000 μM, tras 

24 h de IR, las células se lisaron, se añadió el sustrato fluorigénico y se midió la 

fluorescencia.  
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Figura 48. Efectos protectores de las nitronas 9a-i, PBN y NAC frente a la muerte necrótica 

inducida por el tratamiento de IR en células SH-SY5Y. (A. B) Curvas dosis-respuesta, que muestran el 

porcentaje de efecto anti-necrótico de los diferentes compuestos: nitronas 9a-e (A) y nitronas 9f-i, PBN y 

NAC (B), a concentraciones de 0,1-1000 μM. (C) Datos de IC50 y actividad máxima para los compuestos 

indicados. La representación de los datos, el ajuste de la curva y el análisis estadístico se realizaron como se 

describe en el apartado 2.7. de “Materiales y métodos”. Las diferencias estadísticas se realizaron frente a PBN 

o frente a la nitrona 9a a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, y ns = no significativo (ANOVA de una vía y 

posterior test de Holm-Sidak).  
 

Como se puede apreciar en la Figura 49, todas las NDNs del ensayo tuvieron un efecto 

anti-apoptótico dependiente de la concentración. Sin embargo, también queda patente 

que las nitronas protegen de forma menos eficiente frente a apoptosis que frente a 

necrosis, además de que el perfil anti-apoptótico de los compuestos ensayados difiere del 
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anti-necrótico. Esto se traduce en que, en el caso de la apoptosis, las nitronas más 

neuroprotectoras parecen ser las bis-NDNs, 9h y 9i, mucho mejores a PBN o a NAC, por 

lo que podría decirse que la presencia de un segundo grupo nitrona en estos compuestos 

favorece claramente su capacidad anti-apoptótica. Sin embargo, si comparamos el efecto 

de las mono-nitronas, podemos destacar las nitronas 9a (con base de Uracilo), 9b (Timina) 

y 9d (Br-Uracilo) como las más neuroprotectoras, mientras que las nitronas con 

nucleobases de purina 9f y 9g muestran el menor efecto anti-apoptótico. 

Figura 49. Efectos anti-apoptóticos de las nitronas 9a-i, PBN y NAC frente al tratamiento de OGD 

e IR en células SH-SY5Y. Las barras muestran la actividad de caspasa-3 (∆AFU/min/μg proteína) tras 

OGD e IR, en ausencia o presencia de los compuestos 9a-i, PBN y NAC, a concentraciones de 0,1-1000 μM. 

Los valores representan la media ± SEM de tres experimentos, que se repitieron por triplicado, y se compara 

el efecto de IR frente a su control (negro***) y el efecto de los distintos compuestos tras IR frente a IR sola 

(línea de puntos roja) en ausencia de los compuestos (negro***). La presentación de los datos y su análisis 

estadístico se realizaron como se indica en el apartado 2.7. de “Materiales y métodos”. AFU = Unidades 

arbitrarias de fluorescencia. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001. 

 

4.2.1. ANÁLISIS DEL EFECTO NEUROPROTECTOR DE LAS NITRONAS 

DERIVADAS DE NUCLEOBASES 

La mono-nitrona 9a posee las mejores propiedades anti-necróticas y una de las mejores 

anti-apoptóticas, además de mostrar el mayor efecto de recuperación de la actividad 

metabólica y viabilidad celular. Dadas las óptimas propiedades de la HBN6 (Figura 12) 

(Chamorro et al., 2020), atribuibles al segundo grupo nitrona por comparación con PBN, 

se evaluó la capacidad neuroprotectora de la bis-nitrona 9h, por la que se añadía un 
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segundo motivo nitrona al compuesto 9a; con el mismo análisis, pero a partir de la mono-

nitrona 9d, con un átomo de bromo en su estructura, se diseñó la bis-nitrona 9i, llevándose 

a cabo el análisis del poder neuroprotector de las bis-nitronas 9h y 9i de la forma usual 

(ver apartado 2.7. de “Materiales y métodos”).  

En cuanto al análisis de la neuroprotección ejercida en el modelo de OGD seguido de IR, 

la incorporación de dos motivos nitrona en las NDNs pirimidínicas 9a y 9d, con H y Br 

como los sustituyentes R, respectivamente, mostró que las bis-nitronas 9h y 9i no 

aumentaron la viabilidad celular comparadas con las correspondientes mono-nitronas 9a 

y 9d (Figura 45). En la Figura 46, que presenta el análisis de las curvas dosis-respuesta 

para todos los compuestos ensayados en el rango de 0,1-1000 μM (Figura 46A y B), y los 

correspondientes valores de EC50 y actividad neuroprotectora máxima (Figura 46C), se 

puede apreciar que el compuesto 9h (bis-nitrona con R = H) tiene una EC50 

significativamente menor a la de 9i y PBN, siendo 9h la nitrona más neuroprotectora de 

las dos. Sin embargo, como ya se describió anteriormente (ver apartado 4.1. de 

“Resultados”), los compuestos más neuroprotectores de entre las NDNs fueron 9a y 9c, 

demostrando que las bis-nitronas no presentan un aumento en la actividad 

neuroprotectora significativo respecto a las mono-nitronas.  

En la Figura 47, se representaron los valores obtenidos de la medida de liberación de LDH 

tras 4 h de OGD, seguida de 24 h de IR, sin o con distintas concentraciones de NDNs 9a-

i, PBN y NAC. A la vista de estos resultados, se puede concluir que, salvo 9e y 9f, todas 

las nitronas mostraron una buena capacidad anti-necrótica, llegando al 100% de inhibición 

máxima de liberación de LDH a concentraciones entre 100 y 1000 μM. Para comparar la 

eficacia de los distintos fármacos, se realizó el estudio dosis-respuesta determinando los 

valores de IC50 y actividad máxima, recopilados en la Figura 49. Como se muestra en dicha 

figura, en cuanto a valores de IC50, las bis-nitronas 9h y 9i fueron significativamente menos 

eficaces en la inhibición de la necrosis que las nitronas purínicas 9f y 9g, o las mono-

nitronas pirimidínicas 9a y 9c; además, 9h volvió a ser significativamente más anti-

necrótica que 9i, al menos en cuanto a IC50, lo que confirma que la nitrona 9h, con 

sustituyente R = H, es más neuroprotectora que 9i, con sustituyente R = Br. 
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Posteriormente, para evaluar el efecto anti-apoptótico de los compuestos, se determinó la 

actividad de la caspasa-3 usando Ac-DEVD-AMC y, tras 4 h de OGD y 24h en presencia 

o ausencia de las NDNs, PBN y NAC, obteniéndose las actividades de la caspasa-3 

recogidas en la Figura 49. Como ya se había adelantado (ver apartado 4.2. de 

“Resultados”), las bis-nitronas 9h y 9i tienen un perfil anti-apoptótico más potente que sus 

homólogas mono-nitronas 9a y 9d, lo que indica que la presencia de dos motivos nitrona 

sí aumenta significativamente el efecto anti-apoptótico de las moléculas resultantes, 

mientras que no varía el efecto anti-necrótico de las mismas.  

En resumen, la nitrona 9h es una de las mejores nitronas de la serie NDN, demostrando 

un fuerte efecto anti-apoptótico, mejor al de 9a y 9d, aunque en cuanto a efecto protector 

de la viabilidad celular y efecto anti-necrótico no destaque significativamente respecto a 

las mono-nitronas. 

4.3. Neurotoxicidad basal de las nitronas 9a-i 

Dados los buenos resultados neuroprotectores de las NDNs 9a-i, a continuación se llevó 

a cabo la evaluación de la viabilidad celular que inducían en las células SH-SY5Y en 

condiciones basales. Ninguno de los compuestos ensayados, NDNs 9a-i, PBN y NAC, 

mostraron indicios de generar efectos neurotóxicos a nivel basal (Figura 50).  

Figura 50. Efecto de las nitronas 9a-i, PBN y NAC en la viabilidad de células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y en condiciones basales. Las barras muestran el porcentaje de viabilidad celular en 

presencia de los compuestos a concentraciones de 0,1-1000 μM. Las células no tratadas (C24h) se 

consideraron como el 100% de viabilidad (100 ± 9,96%). Los valores representan la media ± SEM de seis 

experimentos, que se repitieron por triplicado. La estadística se realizó mediante un test ANOVA de una vía. 
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No se encontraron diferencias significativas respecto a la viabilidad de C24h. No se muestra el análisis 

estadístico de los valores por encima del 100% de viabilidad. 

 

4.4. Actividad antioxidante de las nitronas 9a-i 

La detección de anión superóxido se llevó a cabo usando la sonda fluorescente 

dihidroetidina (DHET), tras 3 h de OGD y 3 h de IR, en ausencia o presencia de las NDNs 

9a-i, con PBN y NAC actuando como compuestos de referencia. Las concentraciones de 

los compuestos fueron de 0,1-1000 μM.  

La Figura 51 recoge los niveles de ROS producidos por todas las condiciones 

mencionadas, y en ella se puede observar que los niveles de ROS tras IR (0,311 ± 0,057 

AFU/min/100.000 células; media ± SEM; n = 12) fueron mayores, pero no 

significativamente distintos (ns, ANOVA de una vía) a la producción de superóxido tras 

OGD sola (0,344 ± 0,065 UAF/min/100.000 células; media ± SEM; n = 12). Como cabía 

esperar, las nitronas 9a-i fueron capaces de revertir total o parcialmente el aumento en los 

niveles de ROS inducido por IR, de forma dosis-dependiente (Figura 51).  

Figura 51. Efectos inhibitorios de las nitronas 9a-i, PBN y NAC en la producción de superóxido en 

cultivos celulares de SH-SY5Y sometidos a 3 h de OGD y 3 h de IR. Las barras representan el porcentaje 

de ROS formado tras OGD e IR, en ausencia o presencia de los compuestos a concentraciones de 0,1-1000 

μM Los valores corresponden a la media ± SEM de al menos cuatro experimentos, cada muestra repetida por 

triplicado. Los datos para las condiciones basales de ROS fueron de 0,101 ± 0,022 AFU/min/100.000 células. 

La presentación de los datos y el análisis estadístico de los mismos se realizó como se describe en el apartado 

2.7. de “Materiales y métodos”. La estadística compara el efecto de OGD e IR frente a sus controles o el de 

los compuestos frente IR sola. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001.  
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De acuerdo con el análisis de las curvas dosis-respuesta (Figura 52A, B) y el cálculo de los 

valores de EC50 y actividades antioxidantes máximas (Figura 52C), el orden de las 

nitronas, de mayor a menor capacidad antioxidante, es el siguiente:  

9g ≤ 9h ≤ 9a ≤ 9b ≤ NAC ≤ 9i ≤ 9f ≤ 9c ≤ PBN < 9e < 9d 

Así, las nitronas 9g, 9h y 9a fueron las de mayor potencia antioxidante, y PBN y las 

nitronas 9e y 9d las de menor potencia. También se encontraron diferencias significativas 

en cuanto a la actividad máxima, obteniendo el siguiente orden, de mayor a menor 

actividad antioxidante máxima:  

9h ≥ NAC > 9d ≥ 9a ≥ 9i ≥ 9f ≥ 9b ≥ 9c ≥ PBN ≥ 9e ≥ 9g. 

En definitiva, todas las nitronas poseen una elevada actividad máxima, alcanzando y 

superando en muchos casos el 100%, siendo especialmente la nitrona 9h la de mayor 

actividad antioxidante, y PBN y NDN 9e las de menor efecto antioxidante máximo, al 

igual que también ocurría en los experimentos de viabilidad celular con XTT. Sin 

embargo, a pesar de numerosas pequeñas diferencias en cuanto a los valores de EC50 para 

el efecto antioxidante, la aplicación de test estadísticos para la comparación entre 

compuestos demostró que solo las nitronas 9d y 9e, con R = Br y Cl, respectivamente, 

tuvieron unas EC50 significativamente mayores a las de PBN y las nitronas 9a y 9h. En 

cuanto a la capacidad antioxidante máxima, solo las nitronas 9h, 9a, 9d y 9i, y NAC fueron 

significativamente mejores que PBN, y solo las nitronas 9c, 9e, 9g y PBN fueron 

significativamente peores que la nitrona 9a. Eso hizo que NAC y la nitrona 9h (bis-nitrona 

pirimidínica con R = H) fueran los únicos compuestos con una actividad antioxidante 

máxima significativamente mayor a la de 9a.  

En resumen, se puede concluir que, de nuevo, las nitronas pirimidínicas 9a y 9h, mono-

nitrona y bis-nitrona con R = H, poseen una capacidad antioxidante muy elevada, a nivel 

de NAC.  

Esto implica, por un lado, que la adición del segundo grupo nitrona no modifica el efecto 

antioxidante de forma significativa, aunque en el caso de la bis-nitrona 9i sí que hace que 

ésta posea una EC50 mucho más baja que la mono-nitrona 9d (R = Br). En cambio, vuelve a 

ocurrir que la sustitución del H en C5 del motivo uracilo por Br o Cl (mono-nitronas 9d y 
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9e, respectivamente) reduce su poder antioxidante, siendo los peores compuestos NDN 

en estos ensayos. Por otro lado, las nitronas purínicas 9f y 9g, especialmente 9f, no fueron 

mucho peores a las mejores pirimidínicas (9a y 9h). 

En conclusión, las nitronas pirimidínicas 9a y 9h, así como las purínicas 9f y 9g, son las 

nitronas con mejores propiedades antioxidantes. Esta conclusión es consistente con sus 

propiedades neuroprotectoras sobre la capacidad metabólica y anti-necrótica, pero no con 

la actividad anti-apoptótica de estos compuestos, donde destacaban principalmente las 

bis-nitronas 9h y 9i. En cuanto a la adición del segundo grupo nitrona en estas NDNs, 

globalmente parece generar, y sobre todo en el caso de 9i frente a 9d, un cierto aumento 

en su capacidad antioxidante, aunque ello no se traduce en una mejora de sus efectos 

neuroprotectores.  
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Figura 52. Efecto antioxidante de las nitronas 9a-i, PBN y NAC tras OGD e IR en células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y. (A, B) Curvas dosis-respuesta que muestran el porcentaje de efecto 

antioxidante de los distintos compuestos de 0,1-1000 μM. (C) Valores de EC50 y actividad antioxidante 

máxima para los compuestos indicados. La representación de los datos, el ajuste de la curva y el análisis 

estadístico se realizó de acuerdo al apartado 2.7. de “Materiales y métodos”. La estadística compara las 

diferencias entre EC50 o actividad máxima de los distintos compuestos respecto a PBN o a la nitrona 9a. *P < 

0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001; ns = no significativo.   
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5. Efecto neuroprotector y antioxidante de las quinolil-nitronas (QNs)  

En este capítulo se describirán los resultados obtenidos con las 8-hidroxi-quinolil-

nitronas (QNs) 1-6 (Figura 15), relacionadas con otras quinolil-nitronas estudiadas con 

anterioridad, como RP19 (Chioua et al., 2012; Ayuso et al., 2017). Los resultados de sus 

propiedades neuroprotectoras y antioxidantes se han publicado recientemente 

(Chamorro et al., 2023a). 

5.1. Análisis de la neuroprotección de QNs 1-6 en un modelo de OGD-IR 

El efecto neuroprotector de las QNs 1-6, PBN y NAC se ha evaluado en un modelo de 

OGD, seguido de re-administración de oxígeno y glucosa (IR).  

En base a la experiencia previa (Chamorro et al., 2020), las concentraciones de compuestos 

elegidas para la administración durante el tiempo de IR fueron de 0,1-1000 μM. Se empleó 

el test XTT para medir la viabilidad celular de cada una de las muestras. Tras 4 h de OGD, 

se produjo una disminución de la actividad metabólica de un 55% (45,22 ± 2,88% 

viabilidad celular, media ± SEM; n = 6), y a las 24 h de IR, se produjo una ligera 

recuperación de un 15% (62,28 ± 6,19% viabilidad celular; media ± SEM; n = 6). Como se 

muestra en la Figura 53, todas las QNs destacaron por su alta efectividad como 

compuestos neuroprotectores, revirtiendo la disminución de la viabilidad inducida por 

IR y haciéndolo de forma dosis-dependiente, con una potencia similar a la de PBN y NAC.  

Para determinar los valores de EC50 y actividad neuroprotectora máxima (MNA) de los 

compuestos, se analizaron las curvas dosis-respuesta de las nitronas QN 1-6, 

comparándolas con las de PBN y NAC, en el rango de 0,1-1000 μM (Figura 54A, B), y a 

partir de ellas, se calcularon y recopilaron las EC50 y actividades máximas (Figura 54C). 

Como se puede apreciar en la Figura 54C, en base a los valores de EC50, de menor a mayor, 

el orden de las nitronas de mayor a menor efectividad neuroprotectora fue el siguiente: 

QN2 ≤ QN3 ≤ QN1 ≤ QN4 ≤ NAC ≤ PBN ≤ QN6 < QN5. 

Estos resultados indican que solo la EC50 de QN5 fue significativamente superior al resto 

de nitronas y NAC. Por otro lado, la comparación de las actividades máximas mostró el 

siguiente orden de potencia: 
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NAC >> PBN ≥ QN3 ≥ QN6 ≥ QN1 ≥ QN4 > QN5 > QN2. 

Este orden indica que las nitronas que mostraron un efecto menos neuroprotector fueron 

QN5 y QN2, que tenían una MNA menor a la del resto de nitronas y a la de NAC. 

Figura 53. Efecto neuroprotector de las QNs 1-6, PBN y NAC en la actividad metabólica de células 

de neuroblastoma humano de la línea SH-SY5Y tras 4 h de OGD y 24 h de IR. Las barras muestran el 

porcentaje de viabilidad celular a las concentraciones de 0,1-1000 μM de QNs 1-6, PBN y NAC. Los valores 

representan la media ± SEM de tres experimentos, repetidos por triplicado. La estadística compara las 

diferencias de los compuestos respecto a la condición de IR sola (línea roja discontinua) a *P < 0,05, **P < 

0,01, ***P < 0,001 (ANOVA de una vía, seguida de test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak). La línea 

negra discontinua hace referencia a la viabiliad de los controles en condiciones basales.  

 

Todas las QNs, a excepción de QN5, tienen una EC50 muy baja y similar, sin ser 

significativamente diferentes a las de PBN y NAC, a pesar de que en cuanto a MNA las 

QNs 1, 2 y 4 obtuvieron valores inferiores a los compuestos de referencia, dejando a QN3 

y QN6 como las nitronas más balanceadas en cuando a capacidad neuroprotectora frente 

a la pérdida de viabilidad celular inducida por OGD e IR.  

En cuanto a la SAR, a pesar de que la presencia de sustituyentes Cl y metoxi en el núcleo 

de la QN disminuye ligeramente los valores de EC50 obtenidos, esto también reduce su 

MNA, por lo que globalmente no aumenta significativamente su capacidad 

neuroprotectora. En cuanto a la presencia de sustituyentes N-t-Bu o N-Bn en el grupo 

nitrona, no se apreciaron diferencias en cuanto a la actividad neuroprotectora entre ambos 
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tipos de compuestos, salvo en el caso de las QNs que no tienen Cl en su estructura, como 

QN5 y QN6, donde el sustituyente N-Bn (QN6) parece conferir un valor más bajo de EC50 

y un valor más elevado de MNA.  

Figura 54. Efectos neuroprotectores de las QNs 1-6, PBN y NAC frente a la pérdida de capacidad 

metabólica inducida por IR en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. (A, B) Curvas dosis-

respuesta que muestran el porcentaje de neuroprotección de las QNs 1-4 (A) y QNs 5-6, PBN y NAC (B) a 

concentraciones de 0,1-1000 μM. Los ajustes de la curva para la estimación de las EC50 y MNA se llevaron 

a cabo mediante una regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados, usando curvas logísticas 

f1=min+(max−min)/(1+(x/EC50)^(−pendiente). Los datos representan la media ± SEM de cuatro 

experimentos, cada uno repetido por triplicado. El análisis se implementó con el programa SigmaPlot v.12. 

(C) Valores de EC50 y MNA para los compuestos de estudio. La estadística compara las diferencias en EC50 y 

MNA de los diferentes compuestos frente a PBN o a QN6, a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ns = no 

significativo (ANOVA de una vía y test de Holm-Sidak). 

 

En resumen, todas las QNs tienen una potente capacidad neuroprotectora en términos de 

recuperación de la actividad metabólica celular. Sin embargo, las dos nitronas más 

balanceadas en términos de afinidad y eficacia fueron QN3 y QN6, la última de ellas con 

una EC50 bastante baja (3,97 ± 0,78 μM), similar a la de PBN y NAC (3,68 ± 2,32 y 3,43 ± 

0,88 μM, respectivamente), y una alta MNA de 103,57 ± 2,31%, similar a la de PBN (113,55 

± 9,52%). Por esta razón, y basados en los resultados de muerte celular necrótica y 

actividad antioxidante (ver apartados 5.1., 5.2. y 5.4. de “Resultados”), se decidió realizar 

comprobación estadística frente a este compuesto (Figura 54C). 
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5.2. Efecto de las QNs 1-6 en la muerte celular necrótica y apoptótica inducida 

por OGD-IR 

Para investigar con mayor profundidad el mecanismo de neuroprotección ejercido por 

estas QNs, se estudió el efecto neuroprotector de las mismas frente a muerte celular 

necrótica y apoptótica, dos tipos de muerte celular muy importantes que tienen lugar en 

la isquemia cerebral. Para ello, tras realizar el tratamiento experimental con OGD e IR, se 

midió el porcentaje de liberación de la enzima citosólica LDH al medio extracelular 

midiendo su actividad en ambas condiciones (extra e intracelular), para estimar el grado 

de necrosis sufrida por cada una de las muestras.  

En la Figura 55 se representan los valores obtenidos de la medida de liberación de LDH 

tras 4 h de OGD, seguida de 24 h de reperfusión, añadiendo las QNs 1-6, sin olvidar los 

compuestos de referencia PBN y NAC, a 0,1-1000 μM. A la vista de los resultados, se 

puede concluir que todas las QNs disminuyen significativamente la liberación de LDH de 

forma dependiente de la concentración, llegando a un 100% de inhibición a 

concentraciones entre 100 y 1000 μM.  

Figura 55. Efecto de las QNs 1-6, PBN y NAC en la liberación de LDH tras el tratamiento de OGD-

IR en células SH-SY5Y. Las barras muestran el porcentaje de liberación de LDH tras 4 h de OGD y 24 h 

de IR, sin (IR) o con los compuestos de estudio a concentraciones de 0,1-1000 μM. Los valores corresponden 

a la media ± SEM de 4 experimentos, cada uno de ellos realizado por triplicado, y comparando el efecto de 

distintos compuestos frente a IR sola (línea roja discontinua). Los datos se analizaron estadísticamente 

mediante una ANOVA de una vía, seguida de un test de Holm-Sidak, a *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001.  
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Para comparar la eficacia de estas nitronas en la disminución de la necrosis, se realizó el 

estudio dosis-respuesta determinando los valores de EC50 y MNA. Así, en la Figura 56 se 

muestra el análisis de las curvas dosis-respuesta de las QNs 1-6, comparadas con PBN y 

NAC, en el rango de 0,1-1000 μM (Figura 56A, B), mostrando a continuación los 

correspondientes valores de EC50 y actividades anti-necróticas máximas (Figura 56C).  

Como se puede apreciar en la Figura 56C, en base a los valores de EC50, de menor a mayor, 

el orden de las nitronas de mayor a menor eficacia anti-necrótica es el siguiente:  

QN1 ≤ QN4 ≤ QN3 ≤ NAC ≤ QN6 ≤ QN2 < PBN ≤ QN5. 

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las MNA de los distintos 

compuestos, ya que el orden fue de:  

PBN ≥ QN3 ≥ NAC ≥ QN6 ≥ QN1 ≥ QN4 ≥ QN2 ≥ QN5. 

Dado que todos los valores de MNA de las QNs fueron muy similares entre sí y muy 

cercanos al 100% de neuroprotección, siendo el menor valor el de QN5 (92,85 ± 2,24%), y 

dado que los valores de EC50 son todos menores a 10 μM, se puede concluir que todas las 

QNs tienen un buen efecto anti-necrótico, en general. Sin embargo, las nitronas con mayor 

eficacia anti-necrótica fueron QN1, QN3 y QN4, ya que presentaron los menores valores 

de EC50, inferiores incluso a los de NAC y PBN, y además mostraron unas MNA muy 

similares a las del resto de nitronas. En cuanto a la actividad anti-necrótica de QN6 hay 

que destacar que, a pesar de que posee una EC50 ligeramente mayor a las de QN1, QN4, 

QN3 y NAC, QN6 demostró poseer uno de los mejores valores de MNA de su serie 

(Figura 56C). Es por ello que la QN6 demostró ser una nitrona bastante balanceada en 

términos de su actividad anti-necrótica, lo que está en sintonía con los resultados 

obtenidos de viabilidad celular. 
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Figura 56. Efecto de las QNs 1-6, PBN y NAC en la liberación de LDH tras el tratamiento de OGD-

IR en células SH-SY5Y. Las barras muestran el porcentaje de liberación de LDH tras 4 h de OGD y 24 h 

de IR, sin (IR) o con los compuestos de estudio a concentraciones de 0,1-1000 μM. Los valores corresponden 

a la media ± SEM de 4 experimentos, repetidos por triplicado, y comparando el efecto de distintos compuestos 

frente a IR sola (línea roja discontinua). Los datos se analizaron estadísticamente mediante una ANOVA de 

una vía, seguida de un test de Holm-Sidak, a *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001.  

 

Teniendo todos estos resultados en cuenta, y desde el punto de vista de la SAR, éstas son 

las conclusiones más significativas, al comparar con los resultados de capacidad 

metabólica:  

• Las QNs con mayor capacidad anti-necrótica (respecto a EC50) son aquellas que 

contienen Cl y metoxi como sustituyentes en el anillo quinolina, a excepción de 

QN2, que obtuvo la mayor EC50, pero la menor MNA en viabilidad celular. Las 

QNs 5 y 6, sin Cl en su estructura, muestran un efecto anti-necrótico más leve que 

el resto de compuestos; de hecho, QN5 tiene el valor más alto de EC50 y el menor 

de MNA, siendo por tanto la peor nitrona de la serie, mientras que QN6 se 

comporta de forma balanceada en términos de ambos parámetros, igual que se 

mostraba en los estudios de viabilidad celular con XTT. 

• Igual que ocurría en el estudio de la capacidad metabólica, los sustituyentes N-t-

Bu o N-Bn no afectan significativamente a la actividad anti-necrótica de las 

nitronas, a pesar de que en el grupo de nitronas que no tienen Cl en su estructura, 

QN5 y QN6, el sustituyente N-Bn consigue un potencial anti-necrótico mayor, de 
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manera similar a como ocurría en los experimentos de viabilidad celular (menor 

EC50 y mayor MNA para QN6 respecto a QN5).  

En conclusión, todas las QNs tienen un potente efecto anti-necrótico, siendo QN1, QN3, 

QN4 y QN6 las más potentes y balanceadas, demostrando un efecto anti-necrótico similar 

al de NAC y mejor al de su molécula madre, PBN.  

A continuación, para evaluar la extensión de la muerte celular de tipo apoptótico en las 

condiciones isquémicas, se determinó la actividad de la caspasa-3, empleando el sustrato 

Ac-DEVD-AMC. Tras 4 h de OGD y 24 h de IR con o sin presencia de QNs, PBN y NAC, 

a concentraciones en el rango de 0,1-1000 μM, las células se lisaron, se añadió el sustrato 

y se midió la intensidad de fluorescencia.  

Figura 57. Efectos neuroprotectores de QNs 1-6, PBN y NAC frente a muerte celular apoptótica 

inducida por OGD-IR en células SH-SY5Y. Las barras muestran la actividad de la caspasa-3 

(AFU/min/g proteína) tras 4 h de OGD y 24 h de IR, sin tratamiento (IR) o con los compuestos QNs 1-

6, PBN y NAC, a concentraciones de 0,1-1000 μM. Los valores representan la media ± SEM de 3 

experimentos, cada uno repetido por triplicado. La estadística compara las diferencias en actividad caspasa-3 

de los diferentes compuestos respecto a IR sola, a *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001 (ANOVA de una vía 

y test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak). AFU = unidades arbitrarias de fluorescencia.   

 

La Figura 57 muestra cómo todas las QNs presentaron un buen efecto anti-apoptótico 

dependiente de la concentración. Sin embargo, cabe destacar que este efecto se consiguió 

a concentraciones mayores que el efecto anti-necrótico. De hecho, las nitronas que no 
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tienen Cl en su estructura (QN5 y QN6) mostraron un efecto anti-apoptótico ligeramente 

mejor que su efecto anti-necrótico. 

Para poder comparar el orden de eficacia de estas nitronas frente a la apoptosis, se realizó 

un estudio dosis-respuesta y se determinaron las EC50 y MNA de cada compuesto. Así, en 

la Figura 58 se han agrupado tanto las curvas dosis-respuesta de las QNs, comparándose 

con las de PBN y NAC, en el rango de 0,1-1000 μM (Figura 58A, B), como los valores de 

EC50 y actividades anti-apoptóticas máximas (Figura 58C).  

Figura 58. Efectos neuroprotectores de las QNs 1-6, PBN y NAC frente a la muerte apoptótica 

inducida por el tratamiento de OGD-IR en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. (A, B) 

Curvas dosis-respuesta que muestran el porcentaje de neuroprotección de distintos compuestos: QNs 1-4 (A) 

y QNs 5-6, PBN y NAC (B) a concentraciones de 0,1-1000 μM. El ajuste de la curva para estimar los valores 

de EC50 y MNA se realizó como se describe en el apartado 2.7. de “Materiales y métodos”. Los datos 

representan la media ± SEM de 3 experimentos, repetidos por triplicado. El análisis se implementó con el 

software SigmaPlot v.12. (C) Valores de EC50 y MNA de los compuestos. La estadística compara las 

diferencias en EC50 y MNA de los distintos compuestos frente a PBN o QN6 a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 

0,001 y ns = no significativo (ANOVA de una vía y test de Holm-Sidak). 

 

Como se muestra en la Figura 58C, en base a los valores de EC50, de menor a mayor, las 

nitronas siguen el orden:  

NAC <<< QN4 ≤ PBN ≤ QN3 ≤ QN2 ≤ QN5 ≤ QN6 ≤ QN1. 

En cambio, no se encontraron diferencias significativas en cuanto a MNA, aunque se 

aprecia la siguiente tendencia, de mayor a menor actividad anti-apoptótica máxima:  
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QN5 ≥ QN2 ≥ PBN ≥ QN1 ≥ QN3 ≥ NAC ≥ QN4 ≥ QN6. 

En otras palabras, todas las nitronas tuvieron una MNA muy elevada, siendo QNs 4, 3 y 

2 las más elevadas, similares a PBN, aunque con mayor EC50 que NAC, que mostró el 

valor de EC50 más bajo de todos.  

Teniendo en cuenta todos estos resultados, y desde el punto de vista de la SAR, 

encontramos las siguientes diferencias frente al efecto anti-necrótico y de actividad 

metabólica:  

• Los efectos anti-necróticos y anti-apoptóticos de las distintas QNs influyen en el 

estado metabólico celular de distinta manera. Por ello, las QNs con el mayor efecto 

anti-necrótico (menor EC50 y mayor actividad máxima), QN1, QN3, QN4 y QN6, 

también demostraron ser las mejores en la recuperación de la actividad metabólica, 

y por ello, pueden ser consideradas como las nitronas más neuroprotectoras. En 

cambio, las QNs con menor actividad anti-necrótica, QN2 y QN5, demostraron ser 

las peores neuroprotectoras. Esta conclusión no es sorprendente, porque QN2 y 

QN5 tienen una muy buena capacidad anti-apoptótica, pero eso no se refleja en el 

efecto neuroprotector final. Por eso, el aumento en viabilidad celular inducida por 

las QNs parece más dependiente del efecto anti-necrótico que del anti-apoptótico.  

• De manera similar a lo que ocurría con los ensayos de viabilidad y necrosis celular, 

los sustituyentes N-t-Bu y N-Bn no afectan significativamente a la actividad anti-

apoptótica de las QNs. Sin embargo, entre las QNs con Cl en su estructura, el 

sustituyente N-Bn (QN2 y QN4), y no N-t-Bu (QN1 y QN3), confiere un mayor 

potencial anti-apoptótico (menor EC50). Además, para las QNs sin Cl (QN5 y 

QN6), al contrario de lo que apuntaban los resultados de viabilidad y anti-necrosis, 

es el sustituyente N-t-Bu (QN5), y no el N-Bn (QN6), el que confiere una menor 

EC50 y mayor MNA.  

En resumen, todas las QNs tienen una buena actividad anti-apoptótica, siendo las QNs 2, 

4 y 5 las mejores de su grupo y las más balanceadas, con un poder anti-apoptótico similar 

al de PBN, aunque menor al de NAC. Así, los efectos anti-necróticos o anti-apoptóticos 
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de estos compuestos parecen tener un efecto clave sobre la actividad metabólica celular 

ejercida por los mismos.  

5.3. Neurotoxicidad basal de las QNs 1-6 

Dados los prometedores resultados obtenidos en cuanto a neuroprotección a distintos 

niveles (actividad metabólica, necrosis y apoptosis) por las QNs, se ensayó la 

neurotoxicidad de las QNs 1-6 empleando el test de viabilidad celular XTT  (ver apartado 

5.1. de “Resultados”), sin añadir ningún tratamiento tóxico.  

Como se puede ver en la Figura 59, las QNs 3, 4 y 5, y PBN, presentaron una 

neurotoxicidad basal de un 5-10% a la máxima concentración empleada en los ensayos 

(1000 μM), mientras que las QNs 4 y 5 también presentaron una disminución de la 

viabilidad celular en condiciones basales a 500 μM. Este pequeño efecto neurotóxico se 

tuvo en cuenta para el cálculo del efecto neuroprotector que veíamos en apartados 

anteriores. 

Figura 59. Efecto de las QNs 1-6, PBN y NAC en la viabilidad de células de neuroblastoma humano 

SH-SY5Y en condiciones basales. Las barras representan el porcentaje de viabilidad celular en presencia 

de los compuestos a concentraciones de 0,1-1000 μM. La viabilidad de las células sin tratar (C24h) fue 

considerada el 100% (100 ± 5,52%, media ± SEM). Los valores son la media ± SEM de 5 experimentos, cada 

muestra repetida por triplicado. La estadística se realizó mediante ANOVA de una vía y posteriormente un 

test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, a *P < 0,05 y **P < 0,01. No hay diferencias muy 

significativas respecto al control. El análisis estadístico de los resultados por encima del 100% no se muestra.  

 

5.4. Capacidad antioxidante de QNs 1-6: producción de O2•- en células SH-SY5Y 

Los resultados de las secciones anteriores nos llevaron a investigar si el efecto 

neuroprotector observado era consecuencia de la capacidad de estos compuestos de 

actuar como antioxidantes y eliminadores de ROS, particularmente de anión superóxido 
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(O2•-). La detección de O2•- se realizó mediante DHET, tras 3 h de OGD y 3 h de IR, con o 

sin QNs 1-6, PBN y NAC, empleando concentraciones de 0,1-1000 μM, durante IR. 

Como se muestra en la Figura 60, el nivel de producción del ROS tras IR (0,277 ± 0,009 

AFU/min/100.000 células, 100 ± 3,47% de liberación de ROS; media ± SEM; n = 6) fue 

menor, pero no significativamente, a la producción de ROS por OGD (0,297 ± 0,008 

AFU/min/100.000 células, 107,55 ± 4,35% de liberación de ROS; media ± SEM; n = 6). Como 

cabía esperar, todas las QNs fueron capaces de reducir parcial o totalmente el incremento 

en los niveles de ROS, de forma dependiente de la concentración.  

De acuerdo con el análisis de las curvas dosis-respuesta (Figura 61A, B) y los cálculos de 

los valores de EC50 y actividad antioxidante máxima (MAA) de las QNs, PBN y NAC 

(Figura 61C), en base a los valores de EC50, de menor a mayor, el orden de las nitronas de 

mayor a menor poder antioxidante es el siguiente:  

PBN ≤ NAC ≤ QN6 < QN5 < QN4 ≤ QN2 < QN1 < QN3. 

Por otro lado, se encontraron diferencias significativas en la MAA de las distintas nitronas, 

valores que mostraron el siguiente orden de potencia:  

NAC ≥ QN6 ≥ PBN ≥ QN3 > QN5 > QN1 ≥ QN4 ≥ QN2. 

Así, se aprecia que las QNs difieren bastante en cuanto a su capacidad antioxidante, tanto 

en términos de EC50 como de MAA. En este caso, y a diferencia de lo que ocurría en 

apartados anteriores, las nitronas más antioxidantes fueron QN6 y QN5, que no poseen 

un átomo de Cl en su estructura. En concreto, QN6 demostró la mayor potencia 

antioxidante, en el mismo rango que PBN y NAC, dada su baja EC50 y muy elevada MAA. 
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Figura 60. Efectos inhibitorios en la producción de ROS (superóxido) de QNs 1-6, PBN y NAC en 

las células SH-SY5Y expuestas a 3 h de OGD y 3 h de reperfusión. Las barras muestran el porcentaje 

de ROS formado tras OGD e IR, con o sin las nitronas QN 1-6, PBN y NAC, a las concentraciones de 0,1-

1000 μM. Los valores corresponden a la media ± SEM de 3 experimentos, cada muestra repetida por 

triplicado. El valor de ROS en condiciones basales (C IR) se calcularon como 0,135  0,023 (mean  SEM) 

AFU/min/100.000 célula. La estadística compara el efecto de IR frente a los controles o a los diferentes 

compuestos, a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 (ANOVA de una vía, seguida del test de comparaciones 

múltiples de Holm-Sidak).  

 

Teniendo en cuenta el punto de vista de la SAR, se puede concluir que la actividad 

antioxidante está íntimamente ligada a la estructura de las QNs, siendo las que no poseen 

Cl en su estructura (QN5 y QN6) las de mayor potencia, seguidas por aquellas que 

contienen OH y Cl (QN3 y QN4) en su estructura base, mientras que los peores 

antioxidantes son aquellos con grupos metoxi y Cl (QN1 y QN2). Además, respecto a la 

influencia de los sustituyentes N-t-Bu y N-Bn, son las nitronas con grupo N-Bn (QN6, QN4 

y QN2) las que presentaron mayor capacidad antioxidante. 

En resumen, de forma distinta a lo que ocurría con las actividades anti-necróticas y anti-

apoptóticas de los compuestos, las MAA más elevadas se observaron en las QNs sin Cl en 

su estructura, en concreto en QN6, siendo esta nitrona la más balanceada en cuanto a las 

actividades ensayadas, con una buena capacidad neuroprotectora en cuanto a 
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metabolismo celular, a protección frente a necrosis y a efecto antioxidante por eliminación 

de O2•- en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.  

Figura 61. Efecto antioxidante de QNs 1-6, PBN y NAC tras el tratamiento con OGD e IR en células 

SH-SY5Y. (A, B) Curvas dosis-respuesta que muestran el porcentaje de efecto antioxidante de los distintos 

compuestos de 0,1-1000 μM. Los ajustes de la curva se realizaron como se describe en el apartado 2.7 de 

“Materiales y métodos”. Los datos representan la media ± SEM de 3 experimentos, cada muestra repetida 

por triplicado. El análisis se implementó usando el software SigmaPlot v.12. (C) Valores de EC50 y actividades 

antioxidantes máximas (MAA) de los compuestos indicados, La estadística compara las diferencias en EC50 

y MAA de los distintos compuestos frente a PBN o QN6 a *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, y ns = no 

significativo (ANOVA de una vía y test de Holm-Sidak. 

 

5.5. Contribución de QN6 a la prevención del daño cerebral 

Para corroborar el efecto neuroprotector de la QN6 en modelos basados en isquemia, se 

indujo una Oclusión permanente de la Arteria Cerebral Media (pMCAO) (Colak et al., 

2011), y se evaluó el tamaño del infarto en ratones tratados con inyección intraperitoneal 

de QN6 a las 48 h tras la pMCAO. El procedimiento pMCAO se llevó a cabo en 

colaboración con el grupo del Dr. Ricardo Martínez Murillo (Instituto Cajal, CSIC), y se 

analizó mediante Imágenes de Resonancia Magnética (MRI) para determinar la 

contribución de QN6 a la prevención del daño cerebral.  
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Figura 62. Estudio MRI de QN6 tras 48 h de la cirugía pMCAO. Se puede observar gracias al método 

de hiperintensidad T2WI que la lesión está restringida al lado izquierdo de la corteza cerebral. El tratamiento 

con QN6 disminuye el volumen de infarto tras pMCAO en ratones. Las imágenes T2WI (secuencia 

ponderada en T2) obtenidas del grupo tratado con vehículo (grupo b) (Figura 62A) y del grupo tratado con 

QN6 (grupo c) (Figura 62B) se seleccionaron de ratones isquémicos elegidos al azar. Los volúmenes de infarto 

se cuantificaron a partir de las imágenes secuenciales de T2WI, usando el software ImageJ (Figura 62C). El 

gráfico representa el porcentaje de volumen de infarto respecto al total de volumen del cerebro. Los datos 

corresponden a la media ± SEM, de n = 7-8. La significación estadística se evaluó mediante el test de ANOVA 

de doble vía seguido del test de Bonferroni, para comparar los puntos experimentales pareados (**P < 0,01). 

 

El experimento comparó el volumen de infarto resultante entre los grupos b y c (Figura 

62A y B). El grupo de animales control de cirugía simulada o sham (grupo a) mostró que 

el ictus no se debía al procedimiento quirúrgico previo a la oclusión (datos no mostrados). 

Los volúmenes de infarto, mostrados en mm3, se obtuvieron integrando las áreas 

infartadas mediante el contaje de píxeles que contenían las regiones de interés. Se tomaron 

muestras de cada lado de las secciones coronales. Comparando los volúmenes de infarto 
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respecto a los animales tratados con vehículo (grupo b), el grupo tratado con QN6 (grupo 

c) experimentó una reducción significativa en el porcentaje de volumen de infarto cerebral 

(75,21 ± 5,31%; P < 0,01) (Figura 62C). En relación al volumen cerebral total, el volumen de 

infarto del grupo b representó el 2,453%, mientras que el del grupo c descendió hasta el 

0,6262%. 

Estos resultados, por tanto, permiten afianzar las propiedades neuroprotectoras del 

compuesto QN6 in vivo, y no solo en modelos celulares. 
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6. Propiedades neuroprotectoras y antioxidantes de la colesteronitrona 

ChN2 y la quinolil-nitrona QN23 

En el grupo de investigación, se ha trabajado en la síntesis y caracterización biológica de 

numerosas nitronas para el tratamiento del ictus isquémico y otras enfermedades de la 

edad, entre ellas, la colesteronitrona 2 (ChN2) (Figura 16) (Martínez-Alonso et al., 2020; 

Ayuso et al., 2015), y la quinolil-nitrona 23 (QN23) (Figura 16) (Chioua et al., 2012; Chioua 

et al., 2019; Chamorro et al., 2023a; Martínez-Alonso et al., 2022), habiendo mostrado un 

alto potencial gracias a su habilidad para reducir el tamaño de la lesión cerebral en un 

modelo in vivo de isquemia focal transitoria. Así, ChN2 reducía el volumen de infarto en 

un 21%, mientras que QN23 lo disminuía en un 44%, cuando se administraban a distintas 

dosis (0,05-1 mg/kg de ChN2, y 1,5-2 mg/kg de QN23) en ratones que habían sido 

sometidos a oclusión transitoria de la arteria cerebral media (tMCAO) (Chioua et al., 2019; 

Martínez-Alonso et al., 2020). Además, estas nitronas mejoran la función neurológica y la 

capacidad motora en animales sometidos a este procedimiento de ictus isquémico 

(Martínez-Alonso et al., 2020; Chioua et al., 2019; Martínez-Alonso et al., 2022), actuando 

como atrapadores de ROS (Ayuso et al., 2015; Chioua et al., 2019), y aumentan la 

viabilidad celular reduciendo la apoptosis en cultivos primarios de neuronas (Ayuso et 

al., 2015) y en rodajas cerebrales de ratón (Martínez-Alonso et al., 2020).   

Por otro lado, otra de las nitronas más prometedoras que además se ha caracterizado en 

este trabajo fue la homo-bis-nitrona 6 (HBN6), que además de presentar las mejores 

propiedades neuroprotectoras y antioxidantes in vitro de toda la serie de HBNs, reducía 

en un 90% el volumen de infarto cuando se administraba en un modelo de pMCAO 

(Chamorro et al., 2020). En particular, HBN6 era capaz de revertir el descenso en la 

actividad metabólica neuronal causada por isquemia de forma muy eficaz (EC50 = 1,24 ± 

0,39 μM), actuaba como un potente atrapador de radical hidroxilo (OH-) in vitro, y reducía 

la producción de anión O2•- en cultivos de células de neuroblastoma humano (EC50 = 5,91 

± 1,09 μM y MAA = 95,8 ± 3,6%) (Chamorro et al., 2020).  

Dados los prometedores resultados de estos compuestos en modelos de isquemia cerebral, 

en este trabajo de investigación se han investigado más a fondo las propiedades 

neuroprotectoras y antioxidantes de ChN2, QN23 y HBN6 para analizar 
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comparativamente su contribución a la inhibición de la muerte celular necrótica, 

apoptótica y de producción de ROS frente a isquemia cerebral, sin olvidar la comparación 

de dichas propiedades con las de PBN, la nitrona madre de todas ellas, y las de NAC, la 

molécula conocida por su elevado poder antioxidante. Los resultados neuroprotectores y 

antioxidantes obtenidos en este estudio se han publicado recientemente (Chamorro et al., 

2023b). 

6.1. Perfil neuroprotector de ChN2, QN23 y HBN6: efecto sobre la viabilidad 

celular o actividad metabólica 

Para la evaluación de las propiedades neuroprotectoras de las nitronas designadas (ChN2, 

QN23 y HBN6) más los compuestos de referencia (PBN y NAC), se empleó el modelo de 

estrés oxidativo (O/R) y el modelo de isquemia-reperfusión (IR), en el que las células 

sometidas a OGD después experimentan una reperfusión. En ambos modelos se empleó 

el test de XTT para evaluar la actividad metabólica celular tras los tratamientos tóxicos y 

la adición de los compuestos de ensayo. 

Tras el tratamiento con O/R, se produjo una reducción en la actividad metabólica 

(descenso en la viabilidad de un 33,10 ± 2,90%, media ± SEM; n = 4) (Figura 63A), mientras 

que tras la exposición de las células a OGD se produjo un mayor descenso en la viabilidad 

de las células SH-SY5Y (57,55 ± 2,88%, media ± SEM; n = 4). Sin embargo, tras 24 h de 

reperfusión, la viabilidad celular aumentó hasta llegar a un 72% aproximadamente (72,12 

± 2,88% de viabilidad celular, media ± SEM; n = 4) (Figura 63B). 

Los cinco compuestos evaluados demostraron potentes efectos neuroprotectores, 

revirtiendo el descenso en la viabilidad celular producido por O/R y por OGD-IR de forma 

dosis-dependiente, prácticamente a todas las concentraciones de ensayo. Lo más 

interesante de estos resultados fue que ChN2 y QN23 demostraron los mayores efectos 

neuroprotectores frente a la toxicidad generada por O/R (Figura 63A), incluso a la menor 

concentración de ensayo, de 0,001 μM. En el modelo de IR, ChN2 y QN23 mostraron un 

amplio rango de eficacia neuroprotectora (0,1-1000 μM), pero su efecto a altas 

concentraciones parecía ser menor al ejercido por el resto de compuestos ensayados 

(Figura 63B). 
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Figura 63. Efectos neuroprotectores de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC frente a la pérdida de 

capacidad metabólica inducida por oligomicina-rotenona (O/R) (A) y privación de oxígeno y 

glucosa (OGD) de 3 h seguida de 24 h de reperfusión (IR) (B) en células de neuroblastoma humano 

SH-SY5Y. Las barras representan el porcentaje de viabilidad celular a las concentraciones de 0,001-1000 

μM. Los valores corresponden a la media ± SEM de cuatro experimentos, cuyas muestras se repitieron por 

triplicado. Los asteriscos negros (***) muestran las diferencias significativas en viabilidad entre los 

compuestos y la exposición a O/R (A) o IR (B), en ausencia de compuestos. Los asteriscos rojos (***) muestran 

las diferencias significativas en viabilidad celular entre los modelos de O/R (A), OGD e IR (B) respecto a sus 

respectivos controles (C3h y C24h). La significación se calculó mediante el test de ANOVA de una vía seguido 

del test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, a*P < 0,05, **P < 001 y ***P < 0,001. 
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A continuación, se determinó su EC50 y actividad neuroprotectora máxima (MNA) como 

indicadores de su eficacia y potencia (Figura 64). En base a los valores de EC50 de los 

compuestos frente a la toxicidad por O/R, el orden de las nitronas, de menor a mayor EC50, 

y de más a menos neuroprotectoras, fue el siguiente:  

QN23 ≤ ChN2 ≤ NAC ≤ HBN6 <<< PBN. 

Estos datos muestran que en el modelo de estrés oxidativo, ChN2 y QN23 tienen valores 

EC50 muy similares a los de NAC y HBN6, pero son significativamente menores al de 

PBN, por tanto se puede afirmar que PBN demuestra la menor eficacia neuroprotectora 

de todos los compuestos ensayados. Por otro lado, en base a los valores de MNA del 

modelo de O/R, el orden de las nitronas más neuroprotectoras a menos fue el siguiente:  

NAC = QN23 ≥ HBN6 ≥ ChN2 ≥ PBN. 

Este orden implica la ausencia de diferencias significativas en la potencia de los distintos 

compuestos.  

 

Por otro lado, en condiciones de IR (Figura 64B y C), en base a los valores de EC50, el orden 

de las nitronas, de menor a mayor EC50, y mayor a menor capacidad neuroprotectora, fue 

el siguiente:  

ChN2 ≤ NAC ≤ HBN6 ≤ QN23 <<< PBN. 

Así se muestra que, de nuevo, ChN2, QN23, HBN6 y NAC tuvieron valores similares, y 

significativamente menores al de PBN. En cuanto a la comparación de MNA, el orden de 

potencia de mayor a menor fue el siguiente:  

NAC > PBN ≥ HBN6 > ChN2 > QN23. 

Esto indica que, en condiciones de IR, ChN2 y QN23 son los compuestos menos potentes 

en términos de su MNA.  

Todos estos resultados confirman la eficacia de ChN2 y QN23 a bajas concentraciones, 

mientras que su capacidad de aumentar la viabilidad celular disminuye a concentraciones 

altas. Además, esto demuestra que estas nitronas son agentes potentes y efectivos sobre 

todo frente a toxicidad por estrés oxidativo (O/R). 
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Figura 64. Efecto neuroprotector, dosis efectiva 50 (EC50) y actividad máxima de ChN2, QN23, 

HBN6, PBN y NAC frente a la pérdida de capacidad metabólica inducida por O/R (A, C) e IR (B y 

D) en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. (A, B) Curvas dosis-respuesta que muestran el 

porcentaje de neuroprotección de los compuestos a concentraciones de 0,001-1000 μM. Las curvas se 

realizaron mediante regresión ponderada no lineal para estimar los valores de EC50 y actividad 

neuroprotectora máxima (MNA). Los valores corresponden a la media ± SEM de cuatro experimentos, 

realizados por triplicado. (C, D) Valores de EC50 y MNA de los compuestos de ensayo. La significación 

estadística compara los efectos de las nitronas ensayadas sobre los de PBN y a NAC, y se calculó mediante el 

test de  ANOVA de una vía seguido del test de Holm-Sidak, a*P < 0,05, **P < 001 y ***P < 0,001; ns = no 

significativo.  

 

6.2. Efectos de ChN2, QN23 y HBN6 sobre la muerte celular necrótica y 

apoptótica 

Para explorar más en profundidad el mecanismo de neuroprotección de los compuestos 

de estudio, se examinó su capacidad anti-necrótica, comparando las actividades intra y 

extracelulares de LDH. Como se muestra en la Figura 65, la exposición de las células a 

OGD induce un porcentaje de liberación de LDH de un 12% (12,35 ± 0,79%, media ± SEM; 

n=4), con una recuperación hasta el 7% tras 24 h de reperfusión, mientras que bajo 

condiciones basales, el valor de LDH no superó el 5,5% (5,07 ± 0,92% para C3h y 2,54 ± 
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0,18% para C24h, media ± SEM; n=4). Todos los compuestos ensayados disminuyeron 

significativamente la liberación de LDH de manera dependiente de la concentración, 

excepto a las concentraciones más bajas de QN23 (0,001 μM) y PBN (0,001-1 μM) (Figura 

65).  

Figura 65. Efectos anti-necróticos de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC tras la exposición de células 

SH-SY5Y a 3 h de OGD y 24 h de IR. Las barras representan el porcentaje de liberación de LDH en 

presencia de los compuestos a concentraciones de 0,001-1000 μM. Los datos se presentan como la media ± 

SEM de cuatro experimentos realizados por triplicado. El análisis estadístico se realizó mediante el test de 

ANOVA de una vía y un test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, comparando la liberación de las 

células tratadas frente a las de IR24h, a *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001.  

 

Las curvas dosis-respuesta de 0,001 a 1000 μM se calcularon mediante una regresión no 

lineal, para a su vez obtener los valores de EC50 y MNA (Figura 66). Los valores de EC50 

permitieron ordenar los compuestos de mayor a menor eficacia como se muestra a 

continuación:  

ChN2 ≤ PBN ≤ NAC ≤ HBN6 < QN23. 

Así, ChN2 presentó un valor de EC50 muy similar a los de HBN6, PBN y NAC, y 

significativamente menor al de QN23. Por otro lado, en función de los valores de MNA, 

los compuestos ordenan de mayor a menor potencia, como sigue:  

QN23 ≥ NAC ≥ HBN6 > ChN2 ≥ PBN. 
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Así, QN23 mostró el mayor valor de MNA, similar a los de HBN6 y NAC, y 

significativamente mayor a los valores de ChN2 y PBN.  

Estos resultados vuelven a subrayar los efectos anti-necróticos tan remarcables de ChN2 

a bajas concentraciones, y QN23 a mayores concentraciones.  

Figura 66. Efecto anti-necrótico de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC tras exposición a IR en células 

de neuroblastoma humano SH-SY5Y. (A) Curvas dosis-respuesta que muestran el porcentaje de efecto 

anti-necrótico de los compuestos a concentraciones de 0,001-1000 μM. Las curvas se realizaron mediante 

regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados, usando curvas logísticas f1 = min + (max − min) / (1+ 

(x/EC50) ^ (−Pendiente), para estimar los valores de EC50 y actividad máxima (MNA). Los valores 

corresponden a la media ± SEM de cuatro experimentos, realizados por triplicado. El análisis de las curvas 

se realizó mediante el programa SigmaPlot v.12. (B) Valores de EC50 y MNA de los compuestos de ensayo. 

La significación estadística compara los datos frente a PBN y a NAC, y se calculó mediante una ANOVA de 

una vía seguida de un test de Holm-Sidak, a*P < 0,05, **P < 001 y ***P < 0,001; ns = no significativo. 

 

Por otro lado, para caracterizar el efecto neuroprotector de los compuestos estudiados, se 

examinaron sus propiedades anti-apoptóticas. Para ello, se determinó la actividad de la 

caspasa-3, implicada en las vías apoptóticas, empleando el sustrato fluorigénico Ac-

DEVD-AMC.  

Como se indica en la Figura 67, la exposición a OGD generó una actividad caspasa-3 de 

27,33 ± 3,13 AFU/h x μg proteína (media ± SEM; n = 5), que descendió a 21.10±1.90 (media 

± SEM; n = 5) tras la reperfusión. En condiciones basales de C3h y C24h, la actividad fue 

de 4,21±0.14 (media ± SEM; n = 5) y 5,69 ± 0,70 AFU/h x μg (media ± SEM; n = 5), 

respectivamente. A pesar de que las menores concentraciones del ensayo (0,01 y 0,1 μM) 

los compuestos no presentan efectos anti-apoptóticos, pero demostraron poseer distintos 

grados de actividad anti-apoptótica a mayores dosis (Figura 67). ChN2 y NAC tuvieron 
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efectos anti-apoptóticos estadísticamente significativos a un intervalo bastante grande de 

concentraciones (1-1000 y 0,1-1000 μM, respectivamente); QN6 y HBN6 mostraron efectos 

bastante destacables a concentraciones de 50-1000 μM; mientras PBN demostró actividad 

anti-apoptótica solamente de 100 a 1000 μM (Figura 67).  

Figura 67. Efectos anti-apoptóticos de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC tras la inducción de3 h de 

OGD y 24 h de IR a células SH-SY5Y. Las barras representan la actividad de caspasa-3 (ΔAFU/min x μg 

proteína) en presencia de los compuestos a concentraciones de 0,001-1000 μM. Los datos se presentan como 

la media ± SEM de cinco experimentos realizados por triplicado. El análisis estadístico se realizó con una 

ANOVA de una vía y un test de Holm-Sidak, mostrando diferencias significativas en actividad de caspasa-3 

de las células tratadas frente a las de IR24h, a *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001. AFU = unidades 

arbitrarias de fluorescencia. 

 

Las curvas dosis-respuesta del efecto anti-apoptótico se ajustaron a una regresión no lineal 

para calcular los valores de EC50 y MNA, con el objetivo de ordenar los compuestos en 

función de su potencia y eficacia anti-apoptótica (Figura 68A). En base a los valores de 

EC50 (Figura 68B), el orden de las nitronas, de mayor a menor capacidad anti-apoptótica, 

fue el siguiente:  

NAC ≤ HBN6 ≤ ChN2 < QN23 < PBN. 

En cuanto a los valores de MNA (Figura 68B), los compuestos mostraron el siguiente 

orden de potencia:  
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NAC ≥ HBN6 ≥ ChN2 > PBN > QN23. 

Así pues, ChN2 mostró un valor de MNA similar a los de HBN6, PBN y NAC y, a pesar 

de que su EC50 era mayor al de NAC y HBN6, también era significativamente menor al de 

PBN. Por otro lado, QN23 mostró un valor de EC50 comparable al de ChN2, pero a su vez 

tenía la menor MNA de todos los compuestos ensayados (aunque no inferior al 90%). De 

esa manera, ChN2 exhibió unas buenas propiedades anti-apoptóticas, sobre todo en el 

rango de concentraciones medias a altas, mientras que QN23 demostró una menor eficacia 

frente a este tipo de muerte celular, aunque mayor a la eficacia de PBN, la nitrona 

precursora.  

Figura 68. Efecto anti-apoptótico de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC tras exposición a IR en 

células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. (A) Curvas dosis-respuesta que muestran el porcentaje de 

efecto anti-apoptótico de los compuestos a concentraciones de 0,001-1000 μM. Las curvas se realizaron 

mediante regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados, usando curvas logísticas f1 = min + (max − 

min) / (1+ (x/EC50) ^ (−Pendiente), para estimar los valores de EC50 y actividad máxima (MNA). Los valores 

corresponden a la media ± SEM de cinco experimentos, realizados por triplicado. El análisis de las curvas se 

realizó mediante el programa SigmaPlot v.12. (B) Valores de EC50 y MNA de los compuestos de ensayo. La 

significación estadística compara los datos frente a PBN y a NAC, y se calculó mediante una ANOVA de 

una vía seguida de test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, a*P < 0,05, **P < 001 y ***P < 0,001; ns 

= no significativo. 

 

6.3. Neurotoxicidad basal de ChN2 y QN23 comparativa con HBN6, PBN y NAC 

A continuación, se determinó la neurotoxicidad en condiciones basales, en ausencia de 

cualquier estímulo tóxico, empleando el ensayo de XTT.  

Mientras que ChN2 mostró un aumento en la muerte celular a partir de los 100 μM 

(inclusive), QN23 demostró poseer efectos tóxicos a concentraciones de 500 y 1000 μM 
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(Figura 69). A 1 mM, ChN2 y QN23 mostraron una reducción muy significativa en la 

viabilidad celular, de aproximadamente el 50% y el 20%, respectivamente. Como 

consecuencia, la neurotoxicidad basal de estas dos nitronas se tuvo en cuenta al evaluar 

los resultados de los ensayos de neuroprotección (ver apartado 6.1. de “Resultados”). Por 

otro lado, no se encontraron efectos neurotóxicos para los otros tres compuestos 

empleados como referencia (NAC, PBN y HBN6) a ninguna de las concentraciones de 

ensayo. Esto indica que estos compuestos carecen de efectos neurotóxicos a un amplio 

rango de concentraciones, lo que les convierte en adecuados para su empleo como 

compuestos neuroprotectores, ya que además el rango típico de concentraciones usado en 

el descubrimiento de nuevos fármacos suele ser de 1-10 μM.  

Figura 69. Efecto de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC en la viabilidad de células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y en condiciones basales. Las barras representan el porcentaje de viabilidad celular a las 

concentraciones de los compuestos de 0,001-1000 μM. La viabilidad de las células sin tratar (C24h) se definió 

como el 100% (100 ± 10,8%; media ± SEM). Los datos mostrados corresponden a la media ± SEM de cuatro 

experimentos realizados en triplicado. El análisis estadístico (ANOVA de una vía) revela diferencias 

significativas en la viabilidad comparada con C24h (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). El análisis 

estadístico de los datos que superaron el 100% no se muestra. 

 

6.4. Efectos antioxidantes de ChN2 y QN23 

Para la evaluación del impacto que las propiedades antioxidantes de los compuestos de 

estudio generan en la capacidad neuroprotectora de los mismos, se examinó el nivel de 
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producción de ROS en células SH-SY5Y sometidas a 3 h de OGD y 3 h de IR. Para medir 

los niveles de anión O2•-, se empleó la sonda fluorescente dihidroetidina (DHET). 

Como se puede apreciar en la Figura 70, la producción de O2•- tras IR (100 ± 9,29%, media 

± SEM; n = 4) fue muy similar a la de OGD (102,18 ± 10,68%, media ± SEM; n = 4). Los 

compuestos ChN2 y QN23 fueron efectivos a la mayoría de las concentraciones 

ensayadas, mientras que HBN6, NAC, pero especialmente PBN, tuvieron muy buena 

potencia antioxidante, pero a un rango menor de concentraciones. Sin embargo, estos 

últimos compuestos demostraron un mejor efecto dosis-dependiente y mayor efecto 

antioxidante a las concentraciones más elevadas (100-1000 μM) (Figura 70).   

Figura 70. Efectos antioxidantes de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC en células SH-SY5Y tras la 

exposición a OGD-IR. Las barras representan el porcentaje de superóxido O2
⚫- formado tras 3 h de OGD 

y 3 h de IR, en ausencia (IR) o presencia de los compuestos a concentraciones de 0,001-1000 μM. Los datos 

se presentan como la media ± SEM de cuatro experimentos realizados por triplicado. El análisis estadístico 

se realizó con una ANOVA de una vía y un test de Holm-Sidak, mostrando diferencias significativas en 

actividad de caspasa-3 de las células tratadas frente a las de IR24h, a *P < 0,05, **P < 0,01, y ***P < 0,001. 
 

Las curvas dosis-respuesta y los valores de EC50 y actividad antioxidante máxima (MAA) 

de los compuestos se muestran en la Figura 71. En base a los valores de EC50, el orden de 

las nitronas de mayor a menor eficacia antioxidante, es el siguiente:  

NAC ≤ HBN6 ≤ PBN ≤ QN23 ≤ ChN2. 

En cuanto a valores de MAA, el orden de mayor a menor potencia fue:  
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HBN6 ≥ NAC ≥ QN23 ≥ PBN ≥ ChN2. 

De esta forma, no se aprecian diferencias significativas entre los valores de EC50 y MAA 

de los cinco compuestos ensayados.  

Figura 71. Efecto antioxidante de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC tras exposición a IR en células 

de neuroblastoma humano SH-SY5Y. (A) Curvas dosis-respuesta que muestran el porcentaje de efecto 

antioxidante de los compuestos a concentraciones de 0,001-1000 μM. Las curvas se ajustaron mediante 

regresión ponderada no lineal de mínimos cuadrados, usando curvas logísticas f1 = min + (max − min) / (1+ 

(x/EC50) ^ (−Pendiente), para estimar los valores de EC50 y actividad máxima (MNA). Los valores 

corresponden a la media ± SEM de cuatro experimentos, realizados por triplicado. El análisis de las curvas 

se realizó mediante el programa SigmaPlot v.12. (B) Valores de EC50 y MNA de los compuestos de ensayo. 

La significación estadística compara los datos frente a PBN y a NAC, y se calculó mediante una ANOVA de 

una vía seguida de test de comparaciones múltiples de Holm-Sidak, a*P < 0,05, **P < 001 y ***P < 0,001; ns 

= no significativo. 

 

6.5. Correlación entre las diferentes propiedades neuroprotectoras de ChN2, 

QN23, HBN6, PBN y NAC 

Tras haber comprobado la eficacia y potencia neuroprotectora y antioxidante de estas 

prometedoras nitronas, se ha analizado la relación comparativa entre los distintos tipos 

de actividades neuroprotectoras de las diferentes nitronas ensayadas y se determinó la 

contribución de estas actividades al efecto neuroprotector final, realizando análisis de 

correlación. El análisis individual de los datos correspondientes a las nueve 

concentraciones de cada compuesto (0,001-1000 μM) indicaron que existía una correlación 

significativa entre todos los mecanismos neuroprotectores (datos no mostrados). Por ello, 

y con objeto de encontrar las diferencias entre ellas, se realizaron análisis de correlación 

lineal entre la actividad neuroprotectora y las propiedades anti-necróticas, anti-
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apoptóticas y antioxidantes de todos los compuestos, comparando sus EC50 para 

agruparlos de acuerdo con sus mecanismos de acción (Figura 72).  

Figura 72. Análisis de correlación entre valores de EC50 (μM) para las propiedades 

neuroprotectoras (NP, antioxidantes (AO), anti-necróticas (AN) y anti-apoptóticas (AA) para los 

compuestos ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC. Los análisis de regresión lineal muestran la correlación 

entre (A) NP y AO, (B) NP y AN, (C) NP y AA, (D) AO y AN, (E) AO y AA, y (F) AN y AA. Las 

ecuaciones de línea recta (ax+b), los coeficientes de correlación (r) y la significación estadística de los análisis 

de regresión están indicados en cada gráfica. Los análisis de regresión y la estadística se realizaron mediante 

el Test de Correlación de Pearson a *P < 0,05, **P < 001 y ***P < 0,001, utilizando el programa de SigmaPlot 

v.12. 

 

En primer lugar, se observó una clara correlación entre el efecto neuroprotector y 

antioxidante de QN23, HBN6 y NAC (Figura 72A). Además, el efecto anti-necrótico de 

estos compuestos también estaba correlacionado significativamente con su actividad 

antioxidante (Figura 72D) y anti-apoptótica (Figura 72F). Por otro lado, ChN2, QN23, 

HBN6 y NAC demostraron poseer una correlación bastante significativa entre su efecto 

neuroprotector y actividad anti-necrótica (Figura 72B) y otra correlación entre su 

actividad antioxidante y anti-apoptótica (Figura 72E). Finalmente, se pudo observar una 

clara correlación entre el efecto neuroprotector y anti-apoptótico de todos los compuestos 

estudiados (Figura 72C).  
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Estos resultados indican que, mientras las propiedades antioxidantes, anti-necróticas y 

anti-apoptóticas de QN23, HBN6 y NAC parecen ser igual de relevantes para la capacidad 

neuroprotectora total, las propiedades neuroprotectoras de ChN2 parecen derivar 

especialmente de sus actividades anti-necrótica y anti-apoptótica, mientras que el efecto 

de PBN depende sobre todo de su capacidad para disminuir la muerte por apoptosis.  
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7. Implicación de la autofagia en la muerte celular inducida por el estrés 

oxidativo y la isquemia experimental, y en el efecto neuroprotector de 

las nitronas 

7.1. Implicación de la autofagia en la muerte celular inducida por el estrés 

oxidativo y la isquemia experimental 

Como ya se mencionó en el apartado 2.1.3.3. de “Introducción”, otro mecanismo que 

puede estar mediando la muerte celular inducida por la isquemia cerebral es la autofagia, 

cuya función recicladora de componentes celulares, así como su mecanismo molecular se 

describieron en el apartado 2.1.3.3. de esta tesis doctoral.  La autofagia es una vía 

catabólica en la que los componentes celulares normales o disfuncionales que se acumulan 

durante el crecimiento y la diferenciación celular se degradan a través del lisosoma y se 

reciclan. Sin embargo, también es un importante modificador de la muerte celular. El 

estrés oxidativo y el estrés del ER subsiguiente a la isquemia-hipoxia cerebral pueden 

inducir autofagia, la cual inicialmente previene la necrosis, a través de la producción de 

energía catabólica, y aborta la apoptosis, eliminando el daño mitocondrial. Sin embargo, 

un alto nivel de “estrés autofágico” conduce a una activación lisosomal masiva y así a la 

muerte celular. Dependiendo de la relación entre necrosis, apoptosis y autofagia, las 

neuronas pueden mostrar características mezcladas de muerte celular en la isquemia, y 

presumiblemente en otros desórdenes neurológicos (Datta et al., 2020).  

Así pues, y dada la naturaleza dual de la autofagia, nos interesó conocer si podría estar 

implicada en la muerte celular inducida por nuestros modelos de estrés oxidativo (O/R) y 

de isquemia experimental (IR) y si este mecanismo de protección/muerte podría estar 

implicado en el efecto neuroprotector de las nitronas sobre ambos modelos de daño 

estudiados.  

La autofagia se estudió mediante la técnica de Western Blot, en células SH-SY5Y 

sometidas a O/R o IR, en ausencia o presencia de las nitronas bajo estudio, utilizando como 

herramientas farmacológicas de apoyo algunos compuestos moduladores de la misma, 

como:  



RESULTADOS  

176 

• Cloroquina (CQ): como inhibidor de la bomba de protones (H+) lisosomal que 

bloquea el flujo autofágico.  

• Rapamicina (Rapa): que inhibe a mTOR, activando así la autofagia.  

• 3-metil adenina (3-MA): que inhibe a las PI3K de clase III y, con ello, inhibe la 

iniciación de la autofagia. 

En primer lugar se midió la autofagia en ausencia de los compuestos de ensayo, mediante 

la medida, por Western Blot, del contenido de varias proteínas consideradas como 

marcadores biológicos cruciales utilizados para identificar la autofagia en los sistemas 

de mamíferos (Lin et al., 2021). Entre estas proteínas se encuentran: 

• La proteína de cadena ligera asociada a microtúbulos 3 (LC3), una proteína 

citoplasmática (LC3-I) que durante la autofagia se lipida por la unión a 

fosfatidiletanolamina (PE) (LC3-II), y se recluta en las membranas 

autofagosómicas. Así pues, la medida de la cantidad de ambas formas de LC3, y 

más concretamente de la ratio de LC3-II/LC3-I, aumenta durante el proceso de  

autofagia (Tanida et al., 2004). 

• La proteína p62 (o secuestroma 1, SQSTM1). Es una proteína adaptadora, 

receptora de proteínas ubiquitinadas cuyo destino es ser degradadas por el 

autofagosoma, en un proceso en el que la propia p62 también es degradada, por lo 

que su concentración se ve disminuida durante la autofagia (Ndoye & Weeraratna, 

2016). 

La medida de la cantidad de ambas proteínas se complementa con la medida de β-actina, 

una proteína constitutiva y ubicua que sirve para normalizar la carga proteica (Zhang et 

al., 2012).  

Así, se midieron los contenidos de LC3-II, LC3-I, p62 y β-actina en ambos modelos de 

daño y se calcularon las ratios LC3-II/LC3-I, indicador de la conversión de LC3-I soluble 

en el lipidado LC3-II. Los resultados mostrados en la Figura 73 indican que al igual que la 

Rapa, que aumentó muy significativamente la misma (P < 0,001), el tratamiento con O/R 

indujo un aumento significativo (P < 0,05) de la ratio LC3-II/LC3-I, el cual fue mayor en 

presencia de CQ, indicando, por tanto, la formación de autofagosomas, y con ello, la 
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activación de la autofagia en esta condición de O/R, acúmulo que fue mayor al inhibir el 

flujo autofágico con CQ. Por el contrario, y a diferencia del tratamiento con CQ, el 

acúmulo de LC3-II y formación de autofagosomas en condiciones de O/R fue inhibido 

significativamente por la presencia de 3-MA. Los datos obtenidos mediante la medida de 

la ratio LC3-II/β-actina confirman los datos obtenidos con LC3-II/LC3-I. Por el contrario, 

el tratamiento O/R, y a diferencia de lo que cabía pensar, no inhibió la cantidad de p62 

(medida por la ratio p62/-actina), aunque sí lo hizo el tratamiento con Rapa (P < 0,05). No 

obstante, el tratamiento con CQ sí aumentó esta ratio bajo el tratamiento con O/R, 

indicando que la inhibición del flujo autofágico aumentaba la acumulación de esta 

proteína, como cabía esperar. Por último, el tratamiento con 3-MA bajo la condición O/R 

disminuyó significativamente (P < 0,05) la cantidad de p62, como era de esperar, ya que 

experimentos posteriores lo confirman tanto con O/R, como con Rapa (resultados no 

mostrados). Por tanto, podemos deducir que la medida de p62 es relativamente poco 

fiable en la medida de la autofagia, siendo necesarios más experimentos para confirmar 

este resultado.  

Figura 73. Efecto del tratamiento con oligomicina-rotenona (O/R) durante 24 h sobre la expresión 

de proteínas autofágicas LC3 y p62 en cultivos de células SH-SY5Y. (A) Cuantificación de la expresión 

de proteínas en forma de ratios LC3-II/LC3-I, LC3-II/ β-actina y p62/β-actina. Los valores representados 

corresponden a la media ± SEM de 2 experimentos, cada uno realizado por duplicado y en distintos cultivos 

celulares. (B) Imágenes del revelado de Western Blot tras la incubación de las membranas con el anticuerpo 

primario anti-LC3. (C) Imágenes del revelado de Western Blot tras la incubación con el anticuerpo primario 

anti-p62. La significación estadística se analizó mediante ANOVA de una vía, y evidencia el efecto 

significativo de O/R, Rapa y 3-MA respecto a los controles (asteriscos negros), entre con y sin CQ (círculos 

verdes) y entre con y sin 3-MA (círculos azules). (°/*P < 0,05; °°/**P < 0,01; °°°/***P < 0,001). 
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Por otro lado, en cuanto al efecto de la isquemia experimental y los fármacos moduladores 

de la autofagia, los resultados de la Figura 74 muestran que la OGD también induce un 

incremento en la ratio de LC3-II/LC3-I, que disminuye tras el re-suministro de oxígeno y 

glucosa (IR), así como un incremento en LC3-II/LC3-I inducida por OGD en presencia de 

CQ y con el tratamiento con Rapa respecto a las condiciones basales; lo que de nuevo 

queda ratificado con los resultados de la ratio LC3-II/β-actina. La CQ no solo potencia el 

acúmulo de LC3-II inducido en OGD, sino también el inducido por IR. Por su parte, la 

expresión de p62 tampoco se modificó significativamente en las distintas condiciones 

experimentales, ni siquiera bajo el tratamiento con Rapa, aunque en los experimentos que 

se están realizando actualmente, se muestra una ligera inhibición de la ratio p62/-Act por 

Rapa, que es revertida por CQ e inhibida por 3-MA (resultados no mostrados). 

 

Figura 74. Efecto del tratamiento con OGD durante 3 h (OGD) y reperfusión durante 24 h (IR) sobre 

la expresión de proteínas autofágicas LC3 y p62 en células SH-SY5Y. (A) Cuantificación de la 

expresión de proteínas en forma de ratios LC3-II/LC3-I, LC3-II/ β-actina y p62/β-actina. Los valores 

representados corresponden a la media ± SEM de dos experimentos, cada uno repetido por duplicado, y 

realizados en cultivos celulares diferentes. (B) Imágenes del revelado de Western Blot tras la incubación de 

las membranas con el anticuerpo primario anti-LC3. (C) Imágenes del revelado de Western Blot tras la 

incubación con el anticuerpo primario anti-p62. La significación estadística se analizó mediante el test de 

ANOVA de una vía, y evidencia el efecto significativo de OGD y Rapa respecto a los controles (asteriscos 

negros), frente a OGD (asteriscos rojos) y frente a CQ (círculos verdes). (°/*P < 0,05; °°/**P < 0,01; °°°/***P 

< 0,001). 

 

Ya que se había encontrado que los tratamientos de O/R, OGD e IR modulaban el flujo 

autofágico, era necesario saber si esta modulación podría estar implicada en el efecto 
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neuroprotector de las nitronas estudiadas, o si por el contrario era un mecanismo que 

favorecía la muerte celular. Para ello, se estudió el efecto del estrés oxidativo, la isquemia 

y el tratamiento con fármacos moduladores de la autofagia sobre la viabilidad celular, 

medida mediante el test XTT. Los resultados mostrados en la Figura 75 muestran que, 

mientras que en condiciones basales la Rapa no afecta significativamente la viabilidad 

celular, y solo la CQ la disminuye, lo que indica que la activación de la autofagia 

protectora es responsable de la buena viabilidad celular observada en condiciones basales, 

en condiciones de O/R e IR la viabilidad celular disminuye, como era de esperar, en un 40 

o 30% para OR e IR, respectivamente. En estas condiciones, tanto la inhibición del flujo 

autofágico con CQ o de la autofagia con 3-MA, como la activación de la autofagia por 

Rapa, revierten el efecto de muerte inducido por O/R e IR, lo que indica que en estas 

condiciones la autofagia tiene un efecto promuerte y no es protectora, al contrario de lo 

que ocurría en condiciones basales. Además, en el caso del tratamiento con Rapa, este 

incremento observado en la viabilidad indicaría que la inhibición de mTOR por esta 

molécula tendría un efecto neuroprotector en las células.  Por otro lado, el incremento de 

viabilidad provocado por Rapa en condiciones de daño es revertido por su combinación 

con CQ, 3 MA y su combinación, que eliminan el efecto neuroprotector de autofagia 

inducido por la Rapa sola.  

En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto la naturaleza dual de la autofagia, tanto 

promotora de la supervivencia, en el caso de su aumento por Rapa, como un mecanismo 

causante de muerte celular en el caso del estrés oxidativo y la isquemia. 
 

Figura 75. Efecto de los moduladores de autofagia CQ, 3-MA y Rapa en condiciones basales y con 

los tratamientos tóxicos de O/R y OGD sobre la viabilidad de las células SH-SY5Y. Los valores 

representados corresponden a la media ± SEM de dos experimentos, cada uno realizado por duplicado y en 

distintos cultivos celulares. Las comparaciones estadísticas realizadas (test ANOVA de una vía) muestran 

las diferencias significativas existentes entre los tratamientos con los respectivos controles (asteriscos negros) 
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con los compuestos moduladores de autofagia, respecto a las condiciones de O/R u OGD solas (asteriscos 

rojos), y las diferencias frente a O/R o IR con Rapa (círculos verdes). (°/*P < 0,05; °°/**P < 0,01; °°°/***P < 

0,001).  

 

7.2. Implicación de la autofagia el efecto neuroprotector de ChN2, QN23, HBN6, 

PBN y NAC  

Finalmente, se ensayó el efecto que ejercen los compuestos ChN2, QN23, HBN6, PBN y 

NAC sobre la autofagia en ambos modelos de daño celular. Comenzando con el modelo 

de O/R, se analizaron los niveles de expresión proteica a través de Western Blot, recogidos 

en la Figura 76, donde se puede observar que todos los compuestos reducen las ratios de 

LC3, salvo ChN2 y QN23 en el caso de LC3-II/β-actina, pero no tienen efectos 

significativos sobre la expresión de p62. Además, la CQ provoca un aumento 

estadísticamente significativo en ambas ratios en tratamientos combinados con PBN, 

NAC, HBN6 y HBN5, otro de los mejores compuestos descritos en este trabajo (Chamorro 

et al., 2020). Esto evidenciaría que, al menos a nivel de expresión de LC3-II, los 

compuestos HBN6, HBN5, PBN y NAC podrían ser capaces de modular la autofagia 

como mecanismo de neuroprotección.  

Por otro lado, al analizar lo que ocurre en el modelo de OGD-IR en presencia de los 

compuestos de ensayo (Figura 77), se puede apreciar que todos los compuestos son 

capaces de reducir las ratios de LC3, y que ChN2 incrementa significativamente la 

expresión de p62. 

Además, como se aprecia en la Figura 77, la CQ provoca un aumento considerable en las 

ratios de LC3 en tratamientos combinados con todos los compuestos, a excepción de 

ChN2. En el caso de la ratio con p62/β-actina, la CQ induce un incremento significativo 

solo en combinación con QN23, aunque con NAC y con HBN6 también se observa una 

tendencia al aumento de p62. 
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Figura 76. Efecto de los compuestos neuroprotectores ChN2, QN23, HBN6, HBN5, PBN y NAC 

sobre la expresión de las proteínas autofágicas LC3 y p62 en el modelo de O/R. (A) Imágenes del 

revelado de Western Blot tras la incubación de las membranas con los anticuerpos primarios anti-p62 y anti-

LC3. (B) Cuantificación de la expresión de proteínas en forma de ratios LC3-II/LC3-I, LC3-II/ β-actina y 

p62/β-actina, en presencia de los compuestos de ensayo. Los valores representados corresponden a la media ± 

SEM de dos experimentos, cada uno realizado por duplicado y en distintos cultivos celulares. La evaluación 

estadística que se llevó a cabo (test ANOVA de una vía) muestra las diferencias significativas que existen 

entre los tratamientos con los distintos compuestos frente a O/R (asteriscos rojos), y las diferencias de la 

presencia de CQ frente a su ausencia (círculos verdes). (°/*P < 0,05; °°/**P < 0,01; °°°/***P < 0,001). 

 

Con el objetivo de estudiar si los compuestos ensayados pudieran tener un efecto en la 

autofagia en células sanas, se analizó el efecto de las nitronas y NAC junto con la CQ en 

condiciones basales, obteniéndose el gráfico de la Figura 78A. En ella, se puede observar 

que, en condiciones basales y por tanto en ausencia de daño o lesión, el tratamiento con 

CQ solo reduce ligeramente la viabilidad en ausencia de compuestos neuroprotectores, y 

en presencia de HBN6.  
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Figura 77. Efecto de los compuestos neuroprotectores ChN2, QN23, HBN6, HBN5, PBN y NAC 

sobre la expresión de las proteínas autofágicas LC3 y p62 en el modelo de OGD-IR. (A) Imágenes 

del revelado de Western Blot tras la incubación de las membranas con los anticuerpos primarios anti-LC3 y 

anti-p62. (B) Cuantificación de la expresión de proteínas en forma de ratios LC3-II/LC3-I, LC3-II/ β-actina 

y p62/β-actina, en presencia de los compuestos de ensayo. Los valores representados corresponden a la media 

± SEM de dos experimentos, cada uno realizado por duplicado y en distintos cultivos celulares. La evaluación 

estadística que se llevó a cabo (test ANOVA de una vía) muestra las diferencias significativas que existen 

entre los tratamientos con los distintos compuestos frente a IR (asteriscos rojos), y las diferencias de la 

presencia de CQ frente a su ausencia (círculos verdes). (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). 

 

El siguiente paso fue la evaluación del efecto de los compuestos y de la CQ sobre la 

viabilidad celular en condiciones de O/R y de OGD-IR, para finalmente poder responder 

a la pregunta de si el efecto neuroprotector de estos compuestos está relacionado con una 

modulación de la autofagia. Así, en la Figura 78B, se puede observar que, a pesar de que 

todos los compuestos del ensayo (ChN2, QN23, HBN6, NAC y PBN) presentaron un buen 

efecto neuroprotector, sólo PBN, NAC y HBN6 vieron su efecto significativamente 

revertido por el tratamiento con CQ (el efecto de PBN se revirtió solo parcialmente). Este 

último resultado implica que solo en el caso de HBN6, PBN y NAC tienen una 

modulación autofágica que esté directamente implicada en su mecanismo neuroprotector, 

aunque ya sabemos por el trabajo anterior descrito en esta tesis (ver apartado 1 de 
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“Resultados”) (Chamorro et al., 2020), que no es el único mecanismo que permite el efecto 

protector de estos compuestos sobre la viabilidad celular en la línea SH-SY5Y. 

Figura 78. Efecto de los compuestos neuroprotectores ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC sobre la 

viabilidad celular de las SH-SY5Y tras los tratamientos de O/R y OGD, en ausencia o presencia de 

CQ. (A) Porcentaje de viabilidad celular en condiciones basales con los compuestos ChN2, QN23, HBN6, 

PBN y NAC con o sin CQ. (B) Porcentaje de viabilidad celular tras los tratamientos de O/R (izqda.) y OGD 

(dcha.), en presencia de ChN2, QN23, HBN6, PBN y NAC con o sin CQ. Los valores representados 

corresponden a la media ± SEM de dos experimentos, cada uno realizado por duplicado y en distintos cultivos 

celulares. La evaluación estadística que se llevó a cabo (test ANOVA de una vía) muestra las diferencias 

significativas que existen entre los tratamientos con los distintos compuestos frente a O/R o IR, 

respectivamente (asteriscos rojos), y las diferencias de la presencia de CQ frente a su ausencia (círculos 

verdes). (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001). 
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V. DISCUSIÓN 

El presente estudio pretendía profundizar en el análisis de los mecanismos 

neuroprotectores y antioxidantes de nuevas nitronas de síntesis, con el fin de examinar su 

potencial terapéutico para el tratamiento del ictus isquémico. Para ello, comenzamos 

nuestro trabajo con el estudio de varias nitronas derivadas de la PBN, la nitrona base, muy 

estudiada en trabajos anteriores del grupo (Samadi et al., 2011; Chioua et al., 2012; Chioua 

et al., 2019; Piotrowska et al., 2019).  

Nuestros objetivos se dirigieron a profundizar en el conocimiento de los efectos 

neuroprotectores de las nitronas diseñadas, ensayados a un amplio rango de 

concentraciones, para tener los resultados de sus EC50 y capacidades neuroprotectora 

máximas y poder compararlos entre sí. Además, este estudio incluyó, no solo el 

conocimiento de su efecto neuroprotector sobre la capacidad metabólica celular general, 

sino sobre los dos tipos más importantes de muerte celular que subyacen a la isquemia 

cerebral, que son la necrosis (propia del core isquémico) y la apoptosis (propia de la 

penumbra isquémica). Utilizamos en todos los casos para efectos comparativos la nitrona 

base PBN, así como el agente antioxidante NAC. 

 

1. Efecto neuroprotector y antioxidante de las homo-bis-nitronas 

(HBNs), las homo-tris-nitronas (HTNs) y las bi-fenil-nitronas (BPNs) 

El estudio se inició con el análisis de compuestos conteniendo dos (HBNs) o tres grupos 

nitrona (HTNs), con el fin de testar la hipótesis de si cuanto mayor fuera el número de 

motivos nitrona en la misma estructura, mayor sería la capacidad protectora de estos 

compuestos. Dentro de estos compuestos los grupos nitrona se localizaron en distintas 

posiciones, para-, meta- y orto-, del anillo aromático. Paralelamente se diseñó el estudio 

para nitronas sustituidas con tres tipos de sustituyentes, N-Me, N-t-Bu y N-Bn, con el fin 

de conocer la influencia de los mismos en la capacidad neuroprotectora de las distintas 

HBNs y HTNs, al mismo tiempo que se analizaba también el efecto del sistema aromático 

bi-fenilo (BPNs), por si pudiera proporcionar mejores resultados que un simple anillo 

bencénico, tanto en mono-nitronas (BPMNs) como en bis-nitronas (BPHBNs).   
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A la vista de los resultados obtenidos, descritos en esta tesis, se puede deducir que, a pesar 

de que prácticamente todos los compuestos nitrona demostraron poseer mejor actividad 

neuroprotectora, antioxidante, anti-necrótica y anti-apoptótica que la molécula de 

referencia PBN, se apreciaron algunas diferencias entre los distintos tipos de nitronas.  

Así, en cuanto a la evaluación biológica in vitro de la capacidad neuroprotectora de las 

HBNs 1-9, resultado de la incorporación de una segunda nitrona idéntica en las posiciones 

para- (HBNs 1-3), meta- (HBNs 4-6) y orto- (HBNs 7-9), y con sustituyentes metilo, tert-

butilo o bencilo como grupos N-alquilo en el motivo nitrona, los resultados de la 

neuroprotección permitieron identificar a la bis-nitrona (1Z,1′Z)-1,1′-(1,3-fenileno)-bis-

(óxido de N-bencil-meta-animina) (HBN6), con los dos motivos de nitrona en posición 

meta- y dos grupos N-bencilo en el esqueleto de la nitrona, como la nitrona más potente 

(EC50 = 1,24 ± 0,39 μM). HBN6 posee además un gran poder de eliminación de radicales 

hidroxilo (81%), en el mismo rango que Trolox (83%), y una gran capacidad para reducir 

la producción de superóxido en células de neuroblastoma humano (EC50 = 5,91 ± 1,09 M),  

que supera ampliamente las capacidades neuroprotectoras y antioxidantes de PBN. Este 

efecto podría estar relacionado con la exergonicidad de la adición del radical centrado en 

el oxígeno al átomo de carbono de la fracción nitrona (Chamorro et al., 2020). Los 

resultados del análisis ADME (Administración, Distribución, Metabolismo, Eliminación) 

in silico nos permitieron, además, predecir que HBN6 podría ser administrado por vía 

oral, debido a su perfil farmacológico, biodisponibilidad, excelente liposolubilidad y 

adecuada farmacocinética, incluida la permeabilidad al CNS (Chamorro et al., 2020). En 

resumen, todas estas observaciones confirmaron que nuestra hipótesis de diseño inicial 

era correcta ("dos grupos nitrona mejor que uno"), y que ésta podría servir de guía para 

diseñar nuevos agentes neuroprotectores más eficaces para la terapia del ictus. 

Posteriormente se diseñó el estudio de la neuroprotección y capacidad antioxidante de 

tres nuevas tris-nitronas de síntesis, las HTNs 1-3 derivadas de la PBN, comparándolas 

con la HBN6, nuestra potente homo-bis-nitrona neuroprotectora más recientemente 

descubierta, y con las otras dos meta-HBNs, HBN4 y HBN5. Nuestro diseño, respaldado 

por nuestros resultados anteriores, se basó en la hipótesis de que tres motivos nitrona 

instalados en el mismo esqueleto deberían proporcionar un mayor poder neuroprotector 

que dos grupos nitrona. En otras palabras, cuanto mayor fuese el número de grupos 
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nitrona eliminadores de radicales libres, mayores serán las propiedades antioxidantes y 

neuroprotectoras del compuesto. 

La neuroprotección de las HTNs 1-3, tanto sobre el modelo O/R, como OGD-IR, mostró 

que HTN2 y HTN3, con sustituyentes N-t-Bu y N-Bn, respectivamente, fueron los mejores 

agentes neuroprotectores a una dosis más baja (sus EC50 se encuentran en el rango de 50-

80 μM), pero mucho peores que las EC50 para sus dos HBNs homólogas, HBN5 y HBN6 

(cuyas EC50 están en el rango de 1-2 μM), es decir, el poder neuroprotector de las HTNs es 

unas 50 veces menor al de las HBNs. No obstante, ambas HTNs 2 y 3 mostraron tener un 

muy buen perfil antinecrótico (IC50 del orden de 3-4 μM), antiapoptótico y antioxidante 

(con valores de EC50 en el rango de 5-7 μM), muy similar al de sus HBNs análogas, HBN5 

y HBN6. Además, HTN3 fue capaz de inhibir en un 92% LP, LOX (70 μM), y ABTS+ (10%), 

mostrando una elevada capacidad de secuestro de radicales hidroxilo (83%) y exhibiendo 

así la capacidad antioxidante equilibrada más potente entre las nitronas aquí investigadas 

(Diez-Iriepa, Chamorro et al., 2020). Por tanto, estos resultados muestran que, en general, 

las HTNs 1-3 no presentan mejores propiedades que HBN5 y HBN6, aunque superan 

claramente las de PBN. Desde el punto de vista de nuestro diseño de fármacos, está claro, 

por tanto, que la introducción de un tercer grupo nitrona adicional no parece proporcionar 

un beneficio adicional y acumulativo a la actividad neuroprotectora y antioxidante 

observada previamente para HBN5, pero sobre todo para HBN6, que poseen dos grupos 

nitrona. En otras palabras, "más es mejor, pero mucho más es peor" (Figura 79). 

El presente resultado no es necesariamente negativo, ya que se trataba de un desarrollo 

necesario obvio en nuestro programa actual para identificar nitronas nuevas y más 

eficaces con fines terapéuticos, y posiblemente se trate de una tendencia general que 

debería tenerse en cuenta en los proyectos de descubrimiento de fármacos. En 

consecuencia, nuestros esfuerzos actuales en este campo se dirigen ahora a la modificación 

estructural racional y sensata de HBN6, y posiblemente también HBN5, para mejorar sus 

propiedades neuroprotectoras y antioxidantes. 

Con este fin, y para con el objetivo de confirmar o desechar nuestra hipótesis anterior, 

estudiamos la capacidad neuroprotectora y antioxidante de cinco BPNs de nueva síntesis, 

que poseen un core aromático de bis-fenilo, y que son tanto mono- como bis-nitronas.  



DISCUSIÓN 

190 

Los resultados obtenidos con estas nitronas BPNs 1-5, derivadas de la PBN, muestran que 

todas son más potentes que ésta, y tienen una actividad neuroprotectora y antioxidante 

bastante similar a la de NAC. Sin embargo, en general, son menos potentes en su 

capacidad neuroprotectora y antioxidante que las homo-bis-nitronas investigadas 

anteriormente, como las HBNs 5 y 6, o las homo-tris-nitronas HTN2 y HTN3  (Chamorro 

et al., 2021). 

Nuestros resultados sobre las BPNs 1-5, mono- (BPMN 1-3) y bis-nitronas (BPHBN 4-5), 

ponen de relieve una vez más, que la presencia de radicales N-tert-Bu y N-Bn en el motivo 

nitrona aumenta la capacidad neuroprotectora y antioxidante de estos compuestos, pero 

que la de un grupo N-Me produce efectos mucho más débiles en las actividades de las 

BPNs resultantes. 

En cuanto a la conclusión de nuestros resultados anteriores de que "dos grupos nitrona 

son mejores que uno", los resultados del presente trabajo sólo la corroboran parcialmente. 

Así, aunque esta hipótesis se confirma y apoya por los buenos efectos anti-necróticos y 

anti-apoptóticos de la N-t-Bu bis-nitrona BPHBN5 con respecto a la N-t-Bu mono-nitrona 

BPMN2, la N-Me mono-nitrona BPMN1 muestra mejores efectos neuroprotectores y 

antioxidantes que la N-Me bis-nitrona BPHBN4. Por lo tanto, se puede concluir que, 

aunque como se ha descrito previamente en este trabajo, el número de grupos nitrona 

mejora el perfil neuroprotector de los compuestos, éste no es el único factor que puede 

afectar a su actividad, ya que la incorporación de un nuevo grupo fenilo en C4 en la 

estructura del PBN, unido al efecto final de la introducción de un segundo grupo nitrona 

en el nuevo anillo fenilo en la posición C4', dependerá del sustituyente que éste incorpore, 

mejorando el perfil de neuroprotección en el caso de la introducción de un segundo grupo 

N-t-Bu, pero no en el caso de un segundo sustituyente N-Me. Por último, cabe destacar 

que el BPMN3 sustituido con un solo radical N-Bn es tan bueno como el BPHBN5 con dos 

grupos N-t-Bu. Así pues, cabría esperar que el BPHBN6, con dos grupos N-Bn, tuviera 

aún mejores propiedades neuroprotectoras que su correspondiente mono-nitrona BPMN3. 
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Sin embargo, debido a su insolubilidad, no se pudieron realizar estas pruebas para 

comprobarlo. 

Figura 79. Diagrama gráfico que muestra las conclusiones más importantes de este trabajo. Las 

HTNs 2 y 3 tienen una buena actividad antioxidante y neuroprotectora frente a la muerte celular necrótica 

y apoptótica, muy similares a las de sus bis-nitronas homólogas HBN5 y HBN6. Sin embargo, tienen peor 

capacidad que sus homólogas para revertir las alteraciones metabólicas celulares inducidas por oligomicina 

A-rotenona y por isquemia-reperfusión in vitro en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Por lo tanto, 

aunque las HTNs 2 y 3 superan las propiedades antioxidantes y neuroprotectoras de PBN, la adición de un 

tercer grupo nitrona no mejora, sino que empeora, la capacidad neuroprotectora observada en HBN5 y 

HBN6. En otras palabras, "más es mejor, pero mucho más es peor". 

 

En cuanto al mecanismo de acción de todas estas nitronas, cabe destacar que una parte 

importante de su acción neuroprotectora recae en su buena actividad anti-necrótica, que 

habitualmente es mayor a su actividad anti-apoptótica, salvo en el caso de HTN3 que 

demostró un buen perfil anti-apoptótico, similar al de su efecto anti-necrótico. Dado que 

una de las formas más tempranas de muerte celular en la isquemia cerebral es la necrosis 

(apartado 2.1. de “Introducción”), el hecho de que estas nitronas tengan un buen perfil 
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anti-necrótico favorece su posible empleo como moléculas neuroprotectoras para el 

tratamiento del ictus isquémico en etapas tempranas del mismo.  

Por otro lado, los efectos beneficiosos de estas nitronas se han observado en otros estudios 

in vitro (Chamorro et al., 2020; Diez-Iriepa, Chamorro et al., 2021; y Chamorro et al., 

2021), analizando la actividad antioxidante de las HBNs, HTNs y BPNs, en diversos 

ensayos en ausencia de células. En ellos, se pudo comprobar que las mejores nitronas de 

cada grupo (HBN5, HBN6, HTN2, HTN3, BPMN3 y BPHBN5), junto con HBN7-9 que 

también demostraron una potente actividad antioxidante en nuestros ensayos en SH-

SY5Y, demostraron poseer una potente capacidad para atrapar radicales hidroxilo, de en 

torno a un 80%, al mismo nivel que el compuesto de referencia Trolox (83%). Además, 

aquellos compuestos con sustituyente N-Bn, como HBN9, HTN3 y BPMN3 destacaron 

especialmente por presentar una gran inhibición de la peroxidación lipídica, ya sea en el 

ensayo de peroxidación del ácido linoleico con dihidrocloruro de 2,2’-azobis (2-

amidinopropano) (AAPH) donde conseguían una inhibición del 88-100%, como en el 

ensayo de inhibición de la enzima lipooxigenasa (LOX), consiguiendo unas IC50 de 57,5 

μM (BPMN3), 70 μM (HTN3) y 85 μM (HBN9). Esto indica que los compuestos con 

sustituyente N-Bn tienen como mecanismo antioxidante adicional la capacidad de inhibir 

la peroxidación lipídica, lo que aumenta su rango de acción antioxidante.  

Adicionalmente, se realizó el análisis de las propiedades farmacocinéticas de Absorción, 

Distribución, Metabolismo y Excreción (ADME) de las homo-bis-nitronas en el artículo 

científico de Chamorro et al., 2020, permitiendo concluir que solo las tres HBNs con 

sustituyente N-Bn (HBN3, HBN6 y HBN9) podrían ser fármacos oralmente activos, ya 

que solo violaban una de las reglas de Lipinski (Lipinski et al., 2012), lo que predice que 

son compuestos con buenas propiedades de absorción y permeabilidad in vivo, así como 

que se garantiza su biodisponibilidad y su potencial para atravesar correctamente la 

barrera hematoencefálica (BBB). En resumen, el sustituyente N-Bn parece conferir unas 

buenas propiedades farmacocinéticas a las nitronas donde se inserte.  

Todas estas evidencias prometedoras de las nitronas derivadas de PBN estudiadas, 

especialmente de las HBNs, culminaron con la demostración de la eficacia 

neuroprotectora in vivo de HBN6 (el mejor compuesto de toda la serie de HBNs), que 
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consiguió reducir en más de un 90% el volumen de infarto de ratones sometidos a una 

pMCAO a las 48 horas. Todo ello demuestra que la nitrona más prometedora de toda la 

gama HBN tiene efectos muy neuroprotectores in vivo, no solo in vitro, lo que la convierte 

en una de las principales moléculas hit de este trabajo de investigación. 

 

2. Efecto neuroprotector y antioxidante de las nitronas derivadas de 

nucleótidos (NDNs) 

En la búsqueda de nuevos compuestos con potencial antitumorigénico y antiviral, el 

grupo de la Dra. D. Piotrowska (Gotkowska et al., 2012), sintetizó cinco nitronas con 

estructura de isoxazolidín homonucleósidos, con la idea inicial de aunar el potencial 

antiviral de las nucleobases con el potencial antioxidante de las nitronas. Esas nitronas 

con alto poder antioxidante fueron las nitronas derivadas de nucleobases pirimidínicas 

9a, 9b, 9c y 9d, y la nitrona derivada de nucleobases purínicas 9f, que se han estudiado en 

este trabajo de tesis doctoral. En estudios previos (Piotrowska et al., 2016), se había 

examinado su posible efecto antiviral frente a una gran variedad de virus de DNA y RNA 

a concentraciones inocuas para las células, menores a 250 μM, así como su actividad anti-

proliferativa frente a distintos tipos de líneas celulares cancerígenas. Sin embargo, no se 

encontraron signos de actividad antiviral ni anti-proliferativa, lo que llevó a los 

investigadores a explorar otras aplicaciones de estos compuestos. Así nació la 

colaboración, en este trabajo de tesis doctoral, con el grupo de la Dra. Dorota G. 

Piotrowska (Facultad de Farmacia, Universidad Médica de Lodz, Polonia), gracias a la 

cual se pudo evaluar la capacidad neuroprotectora de estas cinco nitronas derivadas de 

nucleobases (NDNs), así como de cuatro nuevas NDNs de síntesis, de tipo pirimidínica 

(las nitronas 9e, 9h y 9i) y de tipo purínica (9g), aportando así una mayor variabilidad 

estructural al estudio (Chamorro et al., 2022).  

La mayor parte de las NDNs demostraron tener un mejor perfil neuroprotector y 

antioxidante que la PBN, salvo las nitronas 9b (R = Me), 9d (R = Br) y 9e (R = Cl), lo que 

queda reflejado en su capacidad de recuperación de la viabilidad celular, sus actividades 

anti-necróticas y anti-apoptóticas, y su actividad antioxidante en ensayos in vitro. Este 
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hecho puede estar vinculado al tamaño del sustituyente R, ya que cuanto mayor es su 

tamaño (Me > Br > Cl), peores son sus propiedades neuroprotectoras y antioxidantes. Éste 

también es el motivo de que, dentro del grupo de mono-nitronas pirimidínicas, los 

compuestos más neuroprotectores y antioxidantes fueran 9a (R = H) y 9c (R = F).  

Por otro lado, las NDNs tienen un rango bastante amplio de efectividad neuroprotectora 

en cuanto al aumento de la viabilidad celular, muy similar al rango de las HBNs, que en 

ambos casos depende de la estructura de la nitrona. En general, las nitronas pirimidínicas 

(9a-9e, 9h y 9i) poseen un mejor perfil neuroprotector y antioxidante que las nitronas 

purínicas (9f, 9g), salvo en el caso de la actividad anti-necrótica, donde las nitronas 

purínicas 9f y 9g destacaron sobre muchas de las pirimidínicas. Como ya ocurría con las 

nitronas derivadas de PBN (HBNs, HTNs y BPNs), la acción neuroprotectora de las 

NDNs se debe en gran parte a su actividad anti-necrótica, más que a su actividad anti-

apoptótica, al menos para las nitronas pirimidínicas 9c y 9a y para las purínicas 9f y 9g. 

Sin embargo, curiosamente, las bis-nitronas pirimidínicas 9h y 9i destacaron sobre todo 

en cuanto a su actividad anti-apoptótica, sugiriendo que éstas podrían tener unos efectos 

neuroprotectores más útiles en etapas más tardías de recuperación tras un ictus 

isquémico, en las que el principal tipo de muerte es la apoptosis.  

Como era de esperar, otro de los factores que influyen en la capacidad neuroprotectora de 

las NDNs es su actividad antioxidante. Ésta se analizó mediante el estudio de sus efectos 

sobre la producción y eliminación del radical superóxido en células de neuroblastoma 

humano SH-SY5Y. Una vez más, las nitronas pirimidínicas 9a y 9c y en este caso también 

9b, y las nitronas purínicas 9f y 9g mostraron mejores propiedades antioxidantes, lo que 

concuerda con sus propiedades neuroprotectoras sobre la capacidad metabólica neuronal 

y con su capacidad anti-necrótica, y no con su actividad anti-apoptótica. En resumen, se 

podría concluir que, de nuevo, la presencia de dos grupos nitrona favorece 

significativamente la actividad antioxidante del compuesto, ya que fueron las bis-

nitronas pirimidínicas 9h y 9i los compuestos que mayor actividad antioxidante 

demostraron en estos ensayos, muy parecida a la de las HBNs 5-9, que fueron los 

compuestos más antioxidantes de entre los derivados de PBN, confirmando las buenas 

propiedades antioxidantes de las nitronas derivadas de nucleobases.  
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Esta actividad antioxidante también quedó reflejada en los estudios in vitro que se recogen 

en el artículo de Chamorro et al., 2022. Estos estudios incluyen diferentes ensayos 

antioxidantes, como la inhibición de la LOX, la inhibición de la peroxidación lipídica 

inducida por el AAPH, la interacción con el radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 

(DPPH), el atrapamiento de radicales hidroxilo, y la eliminación del radical catiónico 

ácido 2,2′-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS•+) en comparación con la 

PBN. La mayoría de estas nitronas compiten fuertemente con el DMSO por los radicales 

hidroxilo, considerándose, por tanto, como potentes agentes atrapadores de ROS, que 

además también inhiben la peroxidación lipídica in vitro.  

Las nitronas 9c, 9f y 9g poseen los mejores valores de IC50 para la inhibición de la 

lipoxigenasa, dentro de las NDNs. Un perfil antioxidante favorable puede considerarse 

un factor conveniente para el desarrollo de moléculas bioactivas funcionales para el 

tratamiento de la AD o el ictus, enfermedades del envejecimiento relacionadas con un 

exceso de ROS, y con la neuroinflamación. 

En resumen, la combinación de bases nucleotídicas de purina y pirimidina, incorporando 

uno o dos grupos nitrona, da lugar a nuevas nitronas que contienen nucleobases con 

mejores capacidades antioxidantes y neuroprotectoras que nitronas, como la PBN o las 

homo-bis-nitronas derivadas de PBN (HBNs), por sí solas. Esto podría deberse a la 

combinación de las propiedades antioxidantes de las nitronas con la activación de la 

síntesis de los nucleótidos de uracilo y adenina, que, al fosforilarse en el interior de la 

célula, mejoran la capacidad energética  y metabólica de la célula mediante la síntesis de 

moléculas de alta energía como el ATP o de transportadores de azúcares como el UTP, o 

la síntesis de ácidos nucleicos por el aumento de la actividad de enzimas como la 

ribonucleótido-reductasa (Greene et al. 2020). En este trabajo hemos descubierto las 

nitronas pirimidínicas 9a y 9c y las purínicas 9f y 9g, como nitronas con mejores 

propiedades antioxidantes y neuroprotectoras que la PBN, e incluso que las HBNs, 

también estudiadas en esta tesis (Diez-Iriepa, Chamorro et al., 2021), que podrían ser 

buenas candidatas para la terapia del ictus.  

Se ha descrito que la combinación de un derivado de la tetrametilpirazina con un potente 

capturador de ROS como el grupo nitrona disminuye el tamaño del infarto cerebral y el 

https://www.bing.com/ck/a?!&&p=093f53b0d684c322JmltdHM9MTY5MzY5OTIwMCZpZ3VpZD0yN2I5YmUzNC0zN2E4LTYwZGItMDRlOS1hYzI1MzY4MzYxNzQmaW5zaWQ9NTIxMA&ptn=3&hsh=3&fclid=27b9be34-37a8-60db-04e9-ac2536836174&psq=difenilpicrilhidrazina&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuc2lnbWFhbGRyaWNoLmNvbS9NWC9lcy9wcm9kdWN0L2FsZHJpY2gvZDkxMzI&ntb=1
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déficit neurológico en modelos de ictus en ratas y primates no humanos a través de 

mecanismos de acción multifactoriales (Zhang et al, 2016). Por lo tanto, sería muy 

interesante seguir investigando la actividad de estas nitronas derivadas de nucleobases 

en modelos in vivo de isquemia cerebral. 

 

3. Efecto neuroprotector y antioxidante de las quinolil-nitronas (QNs) 

En el afán de nuestro grupo de investigación por sintetizar y describir nuevos compuestos 

nitrona de posible aplicación al tratamiento de las enfermedades relacionadas con la edad 

(ARDs), y especialmente en la isquemia cerebral, en el artículo de Chioua et al., 2012 se 

sintetizaron y evaluaron dos QNs, en concreto de estructura 2-cloro-6-metil-QN: RP18 (R 

= N-t-Bu) y RP19 (R = N-Bn). Ambos compuestos demostraron una actividad antioxidante 

muy potente, ya que eran altamente eficaces en la eliminación de OH-, y una elevada 

actividad neuroprotectora, siendo capaces de recuperar el 70% de viabilidad celular, 

actividad debida en gran parte a su efecto reductor de la muerte por necrosis. Además, 

RP18 demostró ser un potente inhibidor de la peroxidación lipídica no dependiente de 

enzimas y poseer la capacidad de atravesar la BBB. Por otro lado, RP19 (Ayuso et al., 2017) 

presenta un buen perfil neuroprotector y antioxidante de esta molécula en cultivos 

primarios de neuronas, ya que era capaz, a concentraciones moderadas, de inducir 

neuroprotección a largo plazo de hasta 5 días tras la OGD. Este efecto neuroprotector 

estaba respaldado por un claro efecto antioxidante de RP19, que fue capaz de disminuir 

la formación de O2•- y OH-, así como de reducir considerablemente el volumen de infarto 

en ratones en ensayos in vivo de tMCAO, y de disminuir la apoptosis neuronal in vivo, 

consiguiendo, en consecuencia, una mejoría en los test neurológicos de los animales a 48 

h o 5 días después de la isquemia. Estos resultados, recogidos en ambos trabajos, llevaron 

a las QNs RP18 y RP19 a convertirse en buenos candidatos para el tratamiento de la CI, 

aunque se precisaban estudios adicionales para confirmarlo.  

Dados los prometedores resultados neuroprotectores y antioxidantes de estas QNs, se 

quiso ampliar la gama de QNs y explorar así las capacidades de nuevos compuestos con 

distintas estructuras. De esa manera, se sintetizaron nuevas QNs recogidas en el artículo 
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de Chioua et al., 2019, y se observó que todas ellas mejoraron significativamente la 

viabilidad celular de cultivos primarios de neuronas 24 horas después de la inducción de 

OGD. Este descubrimiento constató la eficacia de algunas QNs, lo que animó a nuestro 

grupo a diseñar, sintetizar y evaluar nuevas QNs diferentes a las que se habían estudiado 

hasta ese momento.  

Estos fueron los antecedentes que llevaron a la síntesis y evaluación biológica de las QNs 

de este trabajo de investigación, las QNs 1-6, que son 2 8-metoxi-QNs (QN1 y QN2) y 4 

8-hidroxi-QNs (QN3-QN6), cuyos resultados se recogieron en el artículo de Chamorro et 

al., 2023a. Estos derivados de quinolina mostraron un efecto neuroprotector muy 

destacable, bastante similar al ejercido por las HBNs 4-6, que, como comentamos en el 

apartado 1 de esta discusión, fueron unas de las mejores nitronas que habíamos estudiado. 

Además, este efecto neuroprotector se debió en parte a las excelentes actividades anti-

necróticas y anti-apoptóticas de los mismos, lo que sugiere que las nitronas QNs 8-

sustituidas podrían emplearse para el tratamiento temprano (actividad anti-necrótica) y 

más tardío (actividad-anti-apoptótica) del ictus isquémico. Por otro lado, es necesario 

destacar que, como ya observamos en el caso de las HBNs o las NDNs, el tipo de 

estructura del compuesto es bastante relevante, ya que, en general, los compuestos 

sustituidos con cloro (QNs 1-4) obtuvieron mejores resultados anti-necróticos y anti-

apoptóticos. Sin embargo, en cuanto a su poder antioxidante in vitro frente a O2•-, los 

compuestos 2-cloro-QN fueron significativamente menos antioxidantes, de forma que las 

8-hidroxi-QNs 6 y 5 fueron los compuestos con mayor eficacia en la eliminación de radical 

O2•-. Además, solo en el caso de las 8-hidroxi-QNs se pudo constatar la influencia del tipo 

de N-sustituyente de las nitronas, ya que QN6, con sustituyente N-Bn es 

significativamente más neuroprotectora y antioxidante que QN5, con sustituyente N-t-Bu. 

A pesar de las diferencias en actividad antioxidante frente a O2•- asociadas a la estructura 

de los compuestos, cabe destacar que estas QNs tuvieron un poder antioxidante de un 

orden de magnitud similar al de las NDNs, y que la más antioxidante de todas, QN6, 

mostró una actividad muy similar a la de las HBNs 4-6, HTNs 2-3 y las NDNs bis-nitronas 

pirimidínicas 9h y 9i. Además, tal y como se observó en los ensayos antioxidantes in vitro 

descritos en Chamorro et al., 2023a, QN6 demostró un potente poder reductor del catión 

radical ABTS•+ (81,4%), en el mismo rango que la molécula de referencia Trolox (91%). 



DISCUSIÓN 

198 

Este resultado fue interesante, ya que el catión ABTS•+ no se había correlacionado 

anteriormente con efectos biológicos y, por consiguiente, se desconocía su relevancia real 

para la eficacia antioxidante in vivo. Por tanto, el potente efecto reductor de QN6 de este 

catión-radical fue un punto adicional de interés, y un reto para probar QN6 en el modelo 

de accidente cerebrovascular in vivo. Con todas estas evidencias previas, en este trabajo se 

estudió el potencial neuroprotector de QN6 in vivo, demostrando que fue capaz de reducir 

el volumen de infarto en un 75% en ratones sometidos a pMCAO. Así pues, QN6 es una 

de las mejores nitronas neuroprotectoras estudiadas en este trabajo de tesis doctoral 

(Figura 80).  

 

Figura 80. QN6 como agente único y multivalente para la terapia de la demencia vascular y la 

isquemia cerebral. 

 

En paralelo a nuestro trabajo, QN6 se estudió junto con otras 18 QNs, identificándose 

como un posible compuesto multifuncional para la terapia de varias enfermedades 

neurodegenerativas. Así, QN6, sin tener ningún elemento farmacóforo típico que 

sugiriese la inhibición de la ChE o la MAO, inesperadamente demostró inhibir de forma 
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muy eficaz, tanto a la hBChE (IC50 = 1.060.31 nM), como a la hMAO-B (IC50 = 4,460,18 

M), uniéndose 1 molécula de QN6 en conformación extendida al sitio activo de la enzima 

(Knez et al., 2023). Además, dosis pequeñas de QN6 tuvieron efectos neuroprotectores 

significativos en células SH-SY5Y tratadas con 6-OH-dopamina (6-OHDA). Estos 

resultados apuntan a la posibilidad de emplear QN6 para el tratamiento de la Enfermedad 

de Parkinson (PD), ya que la enzima hMAO-B es una de las dianas farmacológicas actuales 

de la PD (Riederer & Laux, 2011) y la 6-OHDA es ampliamente empleada en modelos 

experimentales celulares de PD. Por otro lado, QN6 también manifestó aptitud para su 

empleo en la enfermedad neurodegenerativa y demencia más común, la Enfermedad de 

Alzheimer (AD), debido a su gran efectividad en la inhibición de las colinesterasas 

humanas (hAChE y hBChE), con una IC50 de orden nanomolar, encontrándose en el 

mismo rango de inhibición que uno de los tratamientos actuales de la AD, el Donepezilo. 

Por último, QN6 demostró importantes efectos anti-amnésicos en modelos murinos de 

AD inducida por escopolamina, mejorando el aprendizaje y la memoria de los ratones en 

las tarea de evitación pasiva y de reconocimiento de nuevos objetos. En suma, teniendo 

en cuenta la eficacia neuroprotectora y antioxidante de QN6 sobre el ictus isquémico, 

demostrada en este trabajo de investigación, y su elevada capacidad de neuroprotección 

en los modelos de AD (Knez et al., 2023), así como su capacidad para atravesar la BBB con 

facilidad, podemos considerar a QN6 como un compuesto único y polivalente para el 

tratamiento de diversas ARDs, entre las que destacarían el ictus isquémico y la AD, pero 

también podría ser útil para la terapia de la demencia vascular, otra de las demencias más 

frecuentes en personas de edad avanzada (Figura 80).  

 

4. Efecto neuroprotector y antioxidante de la ChN2 y QN23 

Dado que los esteroides son compuestos neuroprotectores debido a su capacidad para 

prevenir la inflamación en el sistema nervioso central (Stein, 2011), en nuestro grupo de 

trabajo se ha diseñado, sintetizado y evaluado biológicamente la colesteronitrona ChN2 

(Ayuso et al., 2015), como potente hibrido nitrona-esteroide, neuroprotector y 

antioxidante, frente al daño isquémico en modelos experimentales in vitro e in vivo, 

aumentando de forma significativa la viabilidad celular en cultivos primarios de neuronas 



DISCUSIÓN 

200 

a corto y a largo plazo, y disminuyendo los déficits neurológicos de las ratas sometidas a 

tMCAO.  

Por otro lado, como ya hemos mencionado previamente (ver apartado 3 de “Discusión”), 

en el grupo de investigación se habían sintetizado y evaluado numerosas QNs (Chioua et 

al., 2012; Ayuso et al., 2017; Chioua et al., 2019) que consiguieron mejorar la viabilidad 

neuronal 24 h después del tratamiento de OGD. Entre ellas, destacó el óxido de (Z)-N-tert-

butil-1-(2-cloro-6-metoxiquinolin-3-il) metanimina (QN23) que demostró ser un potente 

agente neuroprotector y antioxidante en cultivos primarios de neuronas, con una gran 

capacidad para atrapar OH- y O2•- in vitro, y una buena capacidad neuroprotectora, de 

reducción del tamaño de infarto y de la muerte celular por apoptosis en el modelo de 

isquemia experimental in vivo por tMCAO (Chioua et al., 2019).  

Estos trabajos sirvieron de precedentes para realizar en esta tesis una evaluación biológica 

más amplia de los compuestos ChN2 y QN23, cuyas actividades sobre distintos tipos de 

muerte neuronal se compararon con HBN6, una de nuestras “nitronas hit” descritas en 

este trabajo de investigación, en el artículo Chamorro et al., 2023b, además de con PBN y 

NAC. Las nitronas ChN2 y QN23 demostraron una buena actividad neuroprotectora en 

los dos modelos de daño celular empleados en este trabajo, O/R y OGD, a pesar de 

detectarse una actividad neurotóxica a nivel basal muy relevante a partir de los 100 y 500 

μM para ChN2 y QN23, respectivamente. Este efecto neurotóxico podría ser parte del 

motivo por el que ChN2 y QN23 son especialmente eficaces en la neuroprotección a 

concentraciones muy bajas, incluso de 0,001 μM, pero no consiguen alcanzar los niveles 

de neuroprotección tan elevados como los de HBN6 a concentraciones altas (de 100-1000 

μM). Su efecto neuroprotector está ligado al buen efecto anti-necrótico y anti-apoptótico 

de ChN2 y QN23, a pesar de que HBN6 es ligeramente más anti-apoptótica que las otras 

dos nitronas. Además, a pesar de que la actividad antioxidante de ChN2 y QN23 está en 

un rango similar a la de HBN6, este último compuesto parece ser ligeramente más 

antioxidante que ellos. También se puede destacar el hecho de que la estructura esteroide 

de ChN2 favorece su actividad neuroprotectora, anti-necrótica y anti-apoptótica respecto 

a QN23, aunque ambos compuestos están a niveles muy similares entre sí. En concreto, el 

efecto neuroprotector de ChN2 depende principalmente de sus actividades anti-necrótica 

y anti-apoptótica (ésta última influye en su actividad antioxidante), mientras que el efecto 
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neuroprotector de QN23 es dependiente en la misma medida de su actividad 

antioxidante, anti-necrótica y anti-apoptótica, estando estas dos últimas ligadas a la 

actividad antioxidante de la molécula. Estos resultados son muy similares a los obtenidos 

con HBN6 y NAC, cuyas actividades antioxidantes, anti-necróticas y anti-apoptóticas 

contribuyen de igual manera a sus efectos neuroprotectores. Como ya ocurría con el resto 

de nitronas estudiadas en este trabajo de investigación, ChN2 y QN23 presentaron 

también un mejor perfil neuroprotector y antioxidante que PBN, cuyo efecto 

neuroprotector está principalmente relacionado con su efecto anti-apoptótico (Figura 81).  

Figura 81. Diagrama gráfico que muestra las conclusiones más importantes de este trabajo sobre 

el efecto neuroprotector de ChN2 y QN23.  Nuestros resultados destacan el prometedor potencial 

terapéutico de ChN2 y QN23 como agentes neuroprotectores, especialmente a bajas concentraciones. En 

particular, ChN2 y QN23 mostraron propiedades anti-necróticas significativas, actuaron como moléculas 

antioxidantes eficaces y mostraron efectos anti-apoptóticos, aunque con eficacias más limitadas y sólo a altas 

concentraciones. Además, el efecto neuroprotector de ChN2 se basó principalmente en sus actividades anti-

necrótica y anti-apoptótica, mientras que en el de QN23, el efecto antioxidante juega un papel tan importante 

como su efecto anti-necrótico y anti-apoptótico. La autofagia no parece jugar ningún papel importante sobre 

su efecto neuropotector, especialmente en el caso de la ChN2. Estos resultados proponen a ChN2 y QN23 

como candidatos prometedores para el tratamiento del ictus isquémico, ya que sus efectos neuroprotectores 

son evidentes incluso a bajas concentraciones. 
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Asimismo, otro mecanismo que parece estar influyendo en la muerte celular inducida por 

estrés oxidativo (O/R) o por privación de oxígeno y glucosa (OGD) es la autofagia, aunque 

en condiciones basales esté implicada en supervivencia celular. Gracias al análisis de la 

expresión de proteínas autofágicas, como LC3-I y II, y p62 en este trabajo, pudimos 

observar que ChN2 y QN23 podrían modular el flujo autofágico, pero esta modulación 

parece no influir en su mecanismo neuroprotector; hecho que sí ocurre en el caso de 

HBN6, NAC y PBN, cuya modulación de la autofagia parece ser uno de sus mecanismos 

de neuroprotección frente a la isquemia experimental.  

Actualmente, con idea de profundizar en el estudio de la participación de la autofagia en 

el efecto neuroprotector de estas nitronas, se está ensayando el papel que diversas rutas 

de señalización pudieran tener en su efecto neuroprotector. Por último, y para tener una 

visión más clara sobre el mecanismo de neuroprotección de estas nitronas, actualmente se 

estudia su efecto sobre otros mecanismos de muerte neuronal, como la piroptosis 

(inflamasona NLRP3) y la ferroptosis, mecanismos de muerte celular que también 

subyacen a la isquemia cerebral (Gao et al., 2017; Bai et al., 2020) y cuyo mecanismo de 

señalización pudiese entrecruzarse con el de la autofagia (Liu et al., 2020).   
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VI. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos en este estudio han conducido a las siguientes conclusiones.  

1) HBN6, con dos motivos de nitrona en posición meta- y dos grupos N-bencilo, es el es 

el agente neuroprotector más potente de todas las homo-bis-nitronas ensayadas en una 

línea celular de neuroblastoma humano sometida a modelos in vitro de isquemia-

reperfusión (OGD-IR) y de estrés oxidativo (O/R), ya que previene la disminución de la 

actividad metabólica celular, presenta importantes efectos anti-necróticos y anti-

apoptóticos y muestra un gran poder antioxidante in vitro, superando a la nitrona madre 

PBN en todos estos parámetros. Además, en un modelo in vivo de pMCAO en ratón, 

HBN6 reduce muy significativamente el volumen del infarto ( 90%).  

2) Dentro de las bi-fenil-nitronas estudiadas, las BPHBNs – y en concreto la BPHBN5, 

con dos radicales N-tert-Bu en cada motivo nitrona – presentan mayor capacidad 

neuroprotectora in vitro que las BPMNs, tanto ante la reducción de la viabilidad celular, 

como frente a la muerte celular por necrosis y apoptosis, y ante la producción de anión 

superóxido.  

3) HTN2 y HTN3, con tres motivos nitrona y sustituyentes N-tert-Bu y N-Bn, muestran 

efectos anti-necróticos, anti-apoptóticos y antioxidantes similares a los de sus bis-nitronas 

homólogas HBN5 y HBN6, pero una menor capacidad para revertir las alteraciones 

metabólicas celulares inducidas por los modelos in vitro de isquemia cerebral. 

4) Las nitronas derivadas de nucleobases (NDNs) tienen mejores propiedades 

neuroprotectoras y antioxidantes in vitro las que PBN, destacando especialmente las 

derivadas de purina (9f y 9g), seguidas de las de pirimidina con sustituyentes H o F (9a y 

9c). Sin embargo, la introducción de un sustituyente metilo o de sustituyentes halógenos 

pesados, como Br o Cl, empeora su potencial neuroprotector. 

5) QN6, una 8-hidroxi-quinolil-nitrona con un sustituyente N-bencilo, es la más 

equilibrada de todas las QNs estudiadas in vitro, revirtiendo significativamente la 

disminución de la actividad metabólica neuronal, protegiendo frente a necrosis y 

apoptosis, y demostrando la mayor capacidad antioxidante. Asimismo, el tratamiento con 

QN6 en un modelo in vivo de pMCAO en ratón disminuye notablemente el volumen de 
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la lesión cerebral ( 75%). Todo esto se suma a su eficacia neuroprotectora demostrada 

previamente en modelos de AD y PD. 

6) ChN2 y QN23 muestran efectos neuroprotectores significativos, comparables a los de 

HBN6 y NAC, y superiores a los de PBN. Su actividad neuroprotectora parece derivar de 

su poder anti-necrótico a bajas concentraciones y de sus efectos anti-apoptóticos y 

antioxidantes a concentraciones más altas. Sin embargo, ni la activación ni la inhibición 

de la autofagia parecen estar implicadas en su capacidad neuroprotectora, a diferencia de 

lo que ocurre con HBN6, cuyo papel modulador de la autofagia subyace a sus mecanismos 

neuroprotectores y podría explicar su elevada eficacia en modelos in vivo de isquemia 

cerebral. 

 

Conclusión final y perspectivas futuras: 

Las cinco familias nuevas de nitronas de síntesis ensayadas en modelos in vitro de 

isquemia cerebral presentan destacables efectos antioxidantes y neuroprotectores frente 

al daño neuronal y, principalmente, frente a la muerte celular necrótica y apoptótica. Los 

buenos resultados obtenidos en el estudio de las HBNs y las BPNs confirman que la 

capacidad neuroprotectora de los compuestos con dos motivos nitrona insertados en el 

mismo core es mayor que la de aquellos con un solo motivo nitrona, lo cual podría servir 

de guía para diseñar agentes neuroprotectores más eficaces para la terapia del ictus. Sin 

embargo, este trabajo también evidencia que la adición de un tercer grupo nitrona no sólo 

no mejora, sino que empeora, la actividad neuroprotectora de las nitronas. 

Cabe destacar el gran potencial neuroprotector de HBN6 y de QN6, ya que además de 

que ambas resultan muy efectivas en modelos in vivo de ictus, HBN6 es capaz de modular 

la muerte celular por autofagia y QN6 presenta efectos neuroprotectores en modelos 

celulares de distintas ARDs. 

Actualmente se están realizando experimentos para determinar con más exactitud el 

papel que juega la modulación de la autofagia en la acción neuroprotectora de estas 

nitronas, y el tipo concreto de muerte celular necrótica frente al que protegen (p. ej. 



CONCLUSIONES 

207 

necroptosis, piroptosis), y sus vías de señalización, para tener una imagen más completa 

de los mecanismos de acción moleculares que asemejan y diferencian a estas nitronas.  
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Synthesis, antioxidant 
properties and neuroprotection 
of α‑phenyl‑tert‑butylnitrone 
derived HomoBisNitrones in in vitro 
and in vivo ischemia models
Beatriz chamorro1,2,13, Daniel Diez‑Iriepa3,4,13, Belén Merás‑Sáiz3, Mourad Chioua3, 
David García‑Vieira3, Isabel Iriepa4,5, Dimitra Hadjipavlou‑Litina6, Francisco López‑Muñoz2,7, 
Ricardo Martínez‑Murillo8*, Daniel Gonzàlez‑Nieto9,10, Israel Fernández10,11*, 
José Marco‑Contelles3* & María Jesús Oset‑Gasque1,12*

We herein report the synthesis, antioxidant power and neuroprotective properties of nine homo‑bis‑
nitrones HBNs 1–9 as alpha‑phenyl‑N‑tert‑butylnitrone (PBN) analogues for stroke therapy. In vitro 
neuroprotection studies of HBNs 1–9 against Oligomycin A/Rotenone and in an oxygen‑glucose‑
deprivation model of ischemia in human neuroblastoma cell cultures, indicate that (1Z,1′Z)‑1,1′‑(1,3‑
phenylene)bis(N‑benzylmethanimine oxide) (HBN6) is a potent neuroprotective agent that prevents 
the decrease in neuronal metabolic activity  (EC50 = 1.24 ± 0.39 μM) as well as necrotic and apoptotic 
cell death. HBN6 shows strong hydroxyl radical scavenger power (81%), and capacity to decrease 
superoxide production in human neuroblastoma cell cultures (maximal activity = 95.8 ± 3.6%), 
values significantly superior to the neuroprotective and antioxidant properties of the parent PBN. 
The higher neuroprotective ability of HBN6 has been rationalized by means of Density Functional 
Theory calculations. Calculated physicochemical and ADME properties confirmed HBN6 as a hit‑agent 
showing suitable drug‑like properties. Finally, the contribution of HBN6 to brain damage prevention 
was confirmed in a permanent MCAO setting by assessing infarct volume outcome 48 h after stroke 
in drug administered experimental animals, which provides evidence of a significant reduction of the 
brain lesion size and strongly suggests that HBN6 is a potential neuroprotective agent against stroke.

Bis-nitrones are well-known antioxidant and neuroprotective agents showing high clinical potential. For instance, 
bis-nitrone W-AZN (Fig. 1), an azulenyl spin trap possessing neuroprotective effects in an animal model of 
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Abstract: Herein we report the synthesis, antioxidant and neuroprotective power of homo-tris-nitrones
(HTN) 1-3, designed on the hypothesis that the incorporation of a third nitrone motif into our
previously identified homo-bis-nitrone 6 (HBN6) would result in an improved and stronger
neuroprotection. The neuroprotection of HTNs 1-3, measured against oligomycin A/rotenone,
showed that HTN2 was the best neuroprotective agent at a lower dose (EC50 = 51.63 ± 4.32 µM),
being similar in EC50 and maximal activity to α-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN) and less potent
than any of HBNs 4-6. The results of neuroprotection in an in vitro oxygen glucose deprivation model
showed that HTN2 was the most powerful (EC50 = 87.57 ± 3.87 µM), at lower dose, but 50-fold higher
than its analogous HBN5, and ≈1.7-fold less potent than PBN. HTN3 had a very good antinecrotic
(IC50 = 3.47 ± 0.57 µM), antiapoptotic, and antioxidant (EC50 = 6.77 ± 1.35 µM) profile, very similar
to that of its analogous HBN6. In spite of these results, and still being attractive neuroprotective
agents, HTNs 2 and 3 do not have better neuroprotective properties than HBN6, but clearly exceed
that of PBN.

Keywords: antioxidants; free radical scavengers; homo-tris-nitrones; neuroprotection; nitrones;
oligomycin A/rotenone; oxygen-glucose-deprivation model; α-phenyl-N-tert-butylnitrone; synthesis

1. Introduction

Nowadays it is largely accepted that reactive oxygen species (ROS), such as O2
−•, HO•, HO2

•,
are one of the main biological factors involved in the etiology of a number of pathologies such
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Abstract: Herein, we report the neuroprotective and antioxidant activity of 1,1′-biphenyl nitrones
(BPNs) 1–5 as α-phenyl-N-tert-butylnitrone analogues prepared from commercially available [1,1′-
biphenyl]-4-carbaldehyde and [1,1′-biphenyl]-4,4′-dicarbaldehyde. The neuroprotection of BPNs 1-5
has been measured against oligomycin A/rotenone and in an oxygen–glucose deprivation in vitro
ischemia model in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Our results indicate that BPNs 1–5 have
better neuroprotective and antioxidant properties than α-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN), and they
are quite similar to N-acetyl-L-cysteine (NAC), which is a well-known antioxidant agent. Among
the nitrones studied, homo-bis-nitrone BPHBN5, bearing two N-tert-Bu radicals at the nitrone motif,
has the best neuroprotective capacity (EC50 = 13.16 ± 1.65 and 25.5 ± 3.93 µM, against the reduction
in metabolic activity induced by respiratory chain blockers and oxygen–glucose deprivation in
an in vitro ischemia model, respectively) as well as anti-necrotic, anti-apoptotic, and antioxidant
activities (EC50 = 11.2 ± 3.94 µM), which were measured by its capacity to reduce superoxide
production in human neuroblastoma SH-SY5Y cell cultures, followed by mononitrone BPMN3, with
one N-Bn radical, and BPMN2, with only one N-tert-Bu substituent. The antioxidant activity of BPNs
1-5 has also been analyzed for their capacity to scavenge hydroxyl free radicals (82% at 100 µM),
lipoxygenase inhibition, and the inhibition of lipid peroxidation (68% at 100 µM). Results showed that
although the number of nitrone groups improves the neuroprotection profile of these BPNs, the final
effect is also dependent on the substitutent that is being incorporated. Thus, BPNs bearing N-tert-Bu
and N-Bn groups show better neuroprotective and antioxidant properties than those substituted
with Me. All these results led us to propose homo-bis-nitrone BPHBN5 as the most balanced and
interesting nitrone based on its neuroprotective capacity in different neuronal models of oxidative
stress and in vitro ischemia as well as its antioxidant activity.

Keywords: antioxidants; 1,1′-biphenyl nitrones; free radical scavengers; neuroprotection; oligomycin
A/rotenone; oxygen-glucose-deprivation; α-phenyl-N-tert-butylnitrone; synthesis
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Abstract: Herein, we report the synthesis, antioxidant, and neuroprotective properties of some
nucleobase-derived nitrones named 9a–i. The neuroprotective properties of nitrones, 9a–i, were mea-
sured against an oxygen-glucose-deprivation in vitro ischemia model using human neuroblastoma
SH-SY5Y cells. Our results indicate that nitrones, 9a–i, have better neuroprotective and antioxidant
properties than α-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN) and are similar to N-acetyl-L-cysteine (NAC), a
well-known antioxidant and neuroprotective agent. The nitrones with the highest neuroprotective
capacity were those containing purine nucleobases (nitrones 9f, g, B = adenine, theophylline), fol-
lowed by nitrones with pyrimidine nucleobases with H or F substituents at the C5 position (nitrones
9a, c). All of these possess EC50 values in the range of 1–6 µM and maximal activities higher than
100%. However, the introduction of a methyl substituent (nitrone 9b, B = thymine) or hard halogen
substituents such as Br and Cl (nitrones 9d, e, B = 5-Br and 5-Cl uracil, respectively) worsens the
neuroprotective activity of the nitrone with uracil as the nucleobase (9a). The effects on overall
metabolic cell capacity were confirmed by results on the high anti-necrotic (EC50′s ≈ 2–4 µM) and
antioxidant (EC50′s ≈ 0.4–3.5 µM) activities of these compounds on superoxide radical production. In
general, all tested nitrones were excellent inhibitors of superoxide radical production in cultured neu-
roblastoma cells, as well as potent hydroxyl radical scavengers that inhibit in vitro lipid peroxidation,
particularly, 9c, f, g, presenting the highest lipoxygenase inhibitory activity among the tested nitrones.
Finally, the introduction of two nitrone groups at 9a and 9d (bis-nitronas 9g, i) did not show better
neuroprotective effects than their precursor mono-nitrones. These results led us to propose nitrones
containing purine (9f, g) and pyrimidine (9a, c) nucleobases as potential therapeutic agents for the
treatment of cerebral ischemia and/or neurodegenerative diseases, leading us to further investigate
their effects using in vivo models of these pathologies.

Keywords: antioxidants; neuroprotection; necrosis; apoptosis; oxidative stress; nucleobase-derived
nitrones; brain ischemia
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Neuroprotective and antioxidant 
properties of new quinolylnitrones 
in in vitro and in vivo cerebral 
ischemia models
Beatriz Chamorro 1,2, Sara Izquierdo‑Bermejo 1, Julia Serrano 3, Dimitra Hadjipavlou‑Litina 4, 
Mourad Chioua 5, Francisco López‑Muñoz 2,6, José Marco‑Contelles 5,7, 
Ricardo Martínez‑Murillo 3 & María Jesús Oset‑Gasque 1,8*

Cerebral ischemia is a condition affecting an increasing number of people worldwide, and the main 
cause of disability. Current research focuses on the search for neuroprotective drugs for its treatment, 
based on the molecular targets involved in the ischemic cascade. Nitrones are potent antioxidant 
molecules that can reduce oxidative stress. Here we report the neuroprotective properties and the 
antioxidant power of the six new quinolylnitrones (QNs) 1–6 for their potential application in stroke 
therapy. QNs 1–4 are 2‑chloro‑8‑hydroxy‑substituted QNs bearing N‑t‑butyl or N‑benzyl substituents 
at the nitrone motif located at C3, whereas QN5 and QN6 are 8‑hydroxy QNs bearing N‑t‑butyl or 
N‑benzyl substituents at the nitrone motif located at C2, respectively. In vitro neuroprotection studies 
using QNs 1–6 in an oxygen‑glucose‑deprivation model of cerebral ischemia, in human neuroblastoma 
cell cultures, indicate that all QNs have promising neuroprotective, anti‑necrotic, anti‑apoptotic, and 
anti‑oxidant properties against experimental ischemia–reperfusion in neuronal cultures. QN6 stands 
out as the most balanced nitrone out of all tested QNs, as it strongly prevents decreased neuronal 
metabolic activity  (EC50 = 3.97 ± 0.78 μM), as well as necrotic  (EC50 = 3.79 ± 0.83 μM) and apoptotic 
cell death  (EC50 = 3.99 ± 0.21 μM). QN6 showed high capacity to decrease superoxide production 
 (EC50 = 3.94 ± 0.76 μM), similar to its parent molecule α‑phenyl‑tert‑butyl nitrone (PBN) and the 
well‑known anti‑oxidant molecule N‑acetyl‑l‑cysteine (NAC). Thus, QN6 demonstrated the highest 
antioxidant power out of the other tested QNs. Finally, in vivo treatment with QN6 in an experimental 
permanent stroke model elicited a significant reduction (75.21 ± 5.31%) of the volume size of brain 
lesion. Overall, QN6 is a potential agent for the therapy of cerebral ischemia that should be further 
investigated.

Abbreviations
AAPH  2,2′-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
BBB  Blood–brain barrier
DHE  Dihydroethidium
DPPH  1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radical
hBuChE  Human butyrylcholinesterase
hMAO-B  Human monoamine oxidase B
ILPO  Inhibition of lipid peroxidation
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Abstract: Ischemic stroke is the leading cause of disability and the second leading cause of death
worldwide. However, current therapeutic strategies are scarce and of limited efficacy. The abundance
of information available on the molecular pathophysiology of ischemic stroke has sparked consider-
able interest in developing new neuroprotective agents that can target different events of the ischemic
cascade and may be used in combination with existing treatments. In this regard, nitrones represent
a very promising alternative due to their renowned antioxidant and anti-inflammatory effects. In
this study, we aimed to further investigate the neuroprotective effects of two nitrones, cholesteroni-
trone 2 (ChN2) and quinolylnitrone 23 (QN23), which have previously shown great potential for
the treatment of stroke. Using an experimental in vitro model of cerebral ischemia, we compared
their anti-necrotic, anti-apoptotic, and antioxidant properties with those of three reference com-
pounds. Both ChN2 and QN23 demonstrated significant neuroprotective effects (EC50 = 0.66 ± 0.23
µM and EC50 = 2.13 ± 0.47 µM, respectively) comparable to those of homo-bis-nitrone 6 (HBN6)
and N-acetylcysteine (NAC) and superior to those of α-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN). While
primarily derived from the nitrones’ anti-necrotic capacities, their anti-apoptotic effects at high
concentrations and antioxidant powers—especially in the case of QN23—also contribute to their
neuroprotective effects.
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1. Introduction

Stroke is a is a medical condition caused by the disruption of blood flow to one or
several brain regions [1]. It is currently the leading cause of disability and the second
leading cause of death worldwide [2]. Its incidence rate continues to grow, driven by the
increase in life expectancy in developed countries [3] and the accumulation of risk factors
in increasingly younger populations [1,4].
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