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RESUMEN DE LA TESIS 

La retinopatía diabética (RD) es la complicación más frecuente de la diabetes y representa la 

primera causa de ceguera en población en edad laboral en países desarrollados. Se trata de 

una patología progresiva que afecta a la unidad neurovascular de la retina e implica 

alteraciones en la microcirculación, la glía y las neuronas de la retina como consecuencia de 

la propia hiperglucemia y las vías patogénicas que desencadena. Previamente, nuestro grupo 

demostró que el péptido similar al glucagón (GLP-1) está disminuido en las retinas de 

donantes diabéticos y es capaz de ejercer efectos neuroprotectores en modelos 

experimentales de diabetes. El objetivo general de esta tesis es reunir una evidencia preclínica 

sólida que de soporte científico a ensayos clínicos dirigidos a tratar las etapas iniciales de la 

RD mediante la administración tópica ocular de fármacos agonistas del receptor del GLP-1 

(GLP-1RAs) y fármacos inhibidores de la enzima que metaboliza el GLP-1, la DPP-IV (DPP-IVi), 

en un modelo de diabetes experimental, el ratón db/db. 

Para ello, la tesis se divide en 3 partes: 

La primera parte se basa en un estudio de farmacocinética y se demuestra que el GLP-1 

administrado de forma tópica ocular se internaliza en el ojo y llega a la retina en un modelo 

murino.  

La segunda parte evalúa si la administración tópica de GLP-1 ejerce efectos protectores sobre 

las alteraciones de la unidad neurovascular inducidas por la diabetes en un modelo 

experimental de diabetes. Se demuestra que el tratamiento tópico con GLP-1 es capaz de 

revertir el daño de la unidad neurovascular cuando ya está establecido. El GLP-1 ejerce 

efectos antiinflamatorios por inhibición de la activación glial. Este efecto se debe a la 

reducción de la translocación del factor de transcripción nuclear potenciador de las cadenas 

ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB) que comporta una disminución de las 

principales citocinas proinflamatorias. Además, GLP-1 promueve las vías de supervivencia 

neuronal e induce la expresión de Ki-67 en las neuronas, lo que sugiere que la proliferación 

neuronal puede tener un papel clave en sus efectos neuroprotectores. Finalmente, la 

administración tópica del GLP-1 revierte la ruptura de la barrera hemato-retiniana.  
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La tercera parte de la tesis explora la expresión de DPP-IV en la retina humana y murina, así 

como los efectos neuroprotectores de la administración tópica de DPP-IVi en la RD. Se 

demuestra que el gen DPP4 y la proteína DPP-IV están presentes en la retina humana y 

murina. Además, la administración tópica de DPP-IVi, saxagliptina y sitagliptina, en el ratón 

db/db evitó la neurodegeneración, la inflamación glial y la extravasación de albúmina. 

En conclusión, los múltiples efectos beneficiosos de la administración tópica ocular de GLP-1 

y de los DPP-IVi sugieren que la activación del GLP-1R representa una estrategia excelente 

para tratar la RD. 
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ABSTRACT 

Diabetic retinopathy (RD) is the most common complication of diabetes and it is the first 

cause of blindness in adults of developed countries. RD is a progressive pathology that affects 

the neurovascular unit of retina in which microvessels, glial cells and neurons are damaged as 

a consequence of hyperglycemia.  

In a previous study, our group showed that: 1) The content of glucagon-like peptide 1 (GLP-1) 

was decreased in diabetic retinas and, 2) GLP-1 exerted neuroprotective effects in DR 

experimental model. The overarching aim of this thesis is to achieve preclinical evidence 

which permit us the the design of clinical trials for treating early stages of DR with either 

agonists of GLP-1 receptor (GLP-1RAs) or inhibitors of the enzyme DPP-IV (DPP-IVi), which 

increase the life span of GLP-1. For this purpose, we used the experimental animal model of 

type 2 diabetes, the db/db mouse (BKS.Cg-Dock7m +/+ Leprdb/J).  

On this basis, the thesis project is divided in three parts: 

The first part, which involves a pharmacokinetic study with radiolabeled GLP-1, shows that 

GLP-1 was internalized in the retina after the topical administration in the mouse model. 

The second part was aimed at assessing whether the topical administration of GLP-1 exerted 

protective effects against the advanced neurovascular unit impairment induced by long-term 

diabetes. The results showed the topical treatment with GLP-1 reverted the damage of 

neurovascular unit induced by diabetes. GLP-1 had anti-inflammatory effects by inhibiting 

glial activation, transcription factor NF-κB and main pro-inflammatory cytokines. In addition, 

GLP-1 upregulated neural survival pathways and enhanced the expression of Ki-67, a 

proliferation marker. This suggested that neurogenesis could play an important role in 

beneficial effects of GLP-1. Additionally, the topical treatment reverted blood-retinal barrier 

disruption.  

The third part explored the expression and content of DPP-IV in the human and mouse retina 

and examined whether the topical administration of sitagliptin or saxagliptin (DPP-IVi) had 

beneficial effects in retina of the murine experimental model. The results showed that DPP-

IV was expressed in the retina, and its inhibition by the treatment prevented 

neurodegeneration, glial activation and vascular leakage. 
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In conclusion, the multiple beneficial effects observed with the topical treatment of GLP-1 

and DPP-IVi in the experimental model suggest that the activation of GLP-1R might be an 

excellent target for the study of treatments for RD.  
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1.1. La Retinopatía Diabética 

 Definición y epidemiología 

La Retinopatía Diabética (RD) es una patología progresiva que afecta a la unidad 

neurovascular de la retina. Implica daños en la microvasculatura, la glía y las neuronas de la 

retina como consecuencia de la propia hiperglucemia y de las vías que activa [1]. Representa 

la primera causa de ceguera en población en edad laboral de países desarrollados [2]. Se 

puede presentar tanto en pacientes con diabetes de tipo 1 (T1DM) como en pacientes con 

diabetes de tipo 2 (T2DM), y los principales factores de riesgo son la hiperglucemia crónica, 

la hipertensión, la dislipidemia y la presencia de nefropatía [1]. Provoca alteraciones visuales 

en estadios avanzados por la aparición de edema, hemorragias oculares y desprendimiento 

de retina [3]. 

La enfermedad puede progresar desde estadios no proliferativos (NPRD) en los cuales no hay 

crecimiento de nuevos vasos sanguíneos hasta una etapa más avanzada que es la retinopatía 

diabética proliferativa (PRD), caracterizada por la aparición anormal de nuevos vasos 

sanguíneos. La gran mayoría de pacientes con T2DM no van a desarrollar PRD, sino que es 

mucho más frecuente la evolución hacia el edema macular (DME), que conduce a un aumento 

en el grosor de la retina. 

Según los datos actualizados de la Organización Mundial de la Salud (OMS), la prevalencia de 

diabetes en adultos ha aumentado del 4,7% en 1980 hasta 8,5% en 2014. En 2014 había 422 

millones de personas con diabetes en el mundo, y se postula un incremento del 69% en el 

número de pacientes diabéticos entre 2010 y 2030 [4]. Según la Federación Internacional de 

Diabetes (FID), en el 2045 el número de pacientes diabéticos podría ascender hasta los 693 

millones, por tanto aumentando la prevalencia de 8,5% a 9,9% [5]. La T2DM se desarrolla 

principalmente como consecuencia de un estilo de vida sedentario, poco ejercicio físico y 

hábitos alimentarios no saludables, y representa entre el 87% y el 95% de todos los casos de 

diabetes en los países desarrollados [6].  

La RD, que afecta al 3-4% de la población europea, es la complicación más frecuente de la 

diabetes y la primera causa de ceguera en adultos en edad laboral en países desarrollados. 

Alrededor de un 35% de la población diabética presenta RD, el 7% sufre de PDR y un 10% un 
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estadio de afectación visual grave con PRD o DME clínicamente significativo [7]. Según la FID, 

un tercio de los pacientes con T2DM presenta RD [5]. Se sabe que en los pacientes con T1DM 

hay una mayor probabilidad de que la RD evolucione hacia PRD, en contraposición con los 

pacientes con T2DM que presentan una mayor prevalencia de DME en estadios avanzados. 

Son varios los factores que se han asociado con la aparición y la evolución de la RD. Se 

considera importante la edad al diagnóstico, grado de control glucémico y el tiempo de 

evolución de la diabetes [8], así como la hipertensión, la dislipidemia y los factores genéticos 

entre otros [9]. Se han postulado además algunos polimorfismos génicos como candidatos 

por participar en la patología de la RD en humanos: VEGF [10] [11] [12] [13], NADPH Oxidasa 

4 (NOX4) [14], sintasa de óxido nítrico inducible (INOS) y Aldosa reductasa (AKR1B1 o ALR2) 

[15] [16] [17]. 

 Patogénesis de la Retinopatía diabética 

Aunque en la fase NPRD no se detecta la presencia de vasos sanguíneos de nueva formación, 

se observan alteraciones microvasculares fundoscópicas debidas a un incremento anormal en 

la permeabilidad microvascular y la disfunción neuro-glial que precede la afectación de los 

vasos sanguíneos [18]. En general, la enfermedad evoluciona desde etapas iniciales sin 

alteraciones microvasculares en el examen oftalmológico hasta una presencia progresiva de 

microaneurismas, el número de los cuales puede fluctuar en el tiempo. En las etapas más 

severas se incrementa la permeabilidad y la oclusión vascular pudiéndose desencadenar 

hemorragias graves [18].  

Durante la evolución de las etapas no proliferativas, el aumento de la permeabilidad va 

acompañado del engrosamiento de la membrana basal y la pérdida de capilares de la retina. 

Esto es debido a la pérdida de la integridad de los vasos sanguíneos. Más adelante se 

introducirá el concepto de la barrera hematoretiniana (BHR), que es una barrera funcional 

que se ve comprometida por la diabetes. La pérdida de los capilares en la retina provoca 

alteraciones en el flujo sanguíneo que conducen a alteraciones microvasculares que pueden 

generar isquemia y progresar hacia una fase proliferativa, la PRD, en la cual se forman 

neovasos (Fig. 1) [18].  
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Fig. 1 Eventos patogénicos de la RD y estructura de las diferentes capas de la retina.  

Extraído de [18].  

Cabe recordar que no todos los pacientes con NPRD evolucionan a una fase PRD. Además, en 

algunos pacientes la RD puede derivar en DME con independencia de la presencia de 

neovascularización.  

Como consecuencia de la neovascularización de la retina, se produce la contracción del humor 

vítreo, el cual puede filtrarse a través de la capas de la retina produciendo hemorragias que 

llevan al desprendimiento de la retina.  
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 Fisiopatología de la disfunción de la unidad neurovascular 

1.1.3.1. Componentes de la unidad neurovascular de la retina 

Se denomina unidad neurovascular a la unidad funcional formada por la interdependencia 

entre las neuronas, la glía y la vasculatura [19] (Fig. 2). Todos los componentes de la unidad 

neurovascular están íntimamente ligados de manera que el flujo sanguíneo es regulado 

dependiendo de las demandas metabólicas del tejido. Este mecanismo, que es conocido como 

acoplamiento neurovascular, permite dilatar el calibre de la vasculatura retiniana en 

respuesta a un aumento en la actividad neuronal [20]. 

 

Fig. 2 La unidad neurovascular: células endoteliales, neuronas y células gliales.  
Modificado de [21]. 

La unidad neurovascular es posible gracias a que existe una barrera, la BHR, en la que 

participan no solo células propiamente vasculares, sino que las células gliales también tienen 

papeles importantes en la regulación del flujo sanguíneo dependiendo de la actividad 

neuronal. Se trata de una barrera funcional implicada en conservar la homeostasis de la retina 

regulando el paso de fluidos y moléculas entre las células de la retina y la circulación sistémica. 

Tiene por tanto una función protectora frente al vertido de moléculas potencialmente 

dañinas de la sangre al tejido retiniano [22]. 

Anatómicamente, los diferentes núcleos y axones de las diferentes células dentro de la 

neuroretina se disponen de una forma estructurada por capas [23] (Fig. 1): 

 Capas nucleares: Son las formadas por los núcleos de las diferentes células de la 

neuroretina. 

Células del 
RPE

Células de la 
microglíaAstrocitos

Células de 
Müller

Células 
endoteliales

Células 
neuronales
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 Externa (ONL): Contiene los núcleos de los fotorreceptores. 

 Interna (INL): Contiene los núcleos de las células bipolares, horizontales, amacrinas 

y células de Müller. 

 Ganglionar (GCL): Contiene los núcleos y los somas de las células ganglionares. 

 Capas plexiformes: Son las capas que contienen axones. 

 Externa (OPL): Contienen las sinapsis entre los axones de los fotorreceptores y las 

dendritas de las células bipolares y horizontales. 

 Interna (IPL): Contienen las sinapsis entre los axones de las células bipolares y las 

dendritas de las células ganglionares y las amacrinas. 

 Capa de fibras del nervio óptico (NFL): Contiene los axones de las células 

ganglionares que formaran el nervio óptico. Las fibras se revisten de mielina a 

medida que el nervio perfora la esclerótica.  

Los diferentes tipos neuronales de la retina incluyen las células implicadas en la vía óptica y 

las células intermediarias: 

 Neuronas de la vía óptica retiniana 

 Fotorreceptores: Los fotorreceptores son las células sensoriales de la retina y 

existen dos tipos: Los bastones, los mayoritarios en la retina murina, son los 

encargados de percibir la luz tenue y por tanto perciben la gama de grises [24]; y los 

conos, que se activan con la luz brillante y producen mayor agudeza visual. En el caso 

de los humanos tienen más relevancia ya que su pigmento, la yodopsina es sensible a 

los colores del espectro (azul, rojo o verde) [25].  

 Células bipolares: El soma de estas neuronas tiene dos prolongaciones. La 

apical es dendrítica, y la basal de tipo axón. El axón se subdivide en dos terminales 

sinápticas y dendríticas que establecen sinapsis con los fotorreceptores [26].  

 Células ganglionares: Neuronas de somas grandes que transmiten por el axón 

la señal de los fotorreceptores. Más de un millón de axones provenientes de las células 

ganglionares forman el nervio óptico [27]. 

 Neuronas de asociación: Sus cuerpos celulares se encuentran en INL, pero establecen 

contactos sinápticos en las capas plexiformes IPL y OPL. 

 Células horizontales: Neuronas de asociación que liberan GABA inhibiendo los 

fotorreceptores y las células bipolares en la OPL.  
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 Células amacrinas: Tienen múltiples prolongaciones pero no tienen axón. Establecen 

sinapsis con los axones de las células bipolares y las dendritas de las células 

ganglionares en la IPL [26].  

Las células de macroglia están representadas por las células de Müller o astrocitos 

residentes de la retina y las células de microglia [28]. 

 Células de Müller o macroglia: Son células radiales situadas transversalmente en todas 

las capas de la retina [28]. Las células de Müller emiten longitudinalmente 

proyecciones citoplasmáticas que soportan tanto estructuralmente como 

metabólicamente el resto de neuronas y vasos de la retina [29]. Las células de Müller 

proporcionan metabolitos energéticos a las neuronas [30] [31]; evitan la excitoxicidad 

de la retina por el glutamato; producen factores neurotróficos y antioxidantes; regulan 

el equilibrio homeostático hidroeléctrico de la retina y contribuyen a la integridad de 

la BHR regulando el flujo sanguíneo [28]. Recientemente, se ha descrito su capacidad 

para regenerar neuronas retinianas [32] ya que tienen propiedades de célula madre 

progenitora en peces [33], aves [34] e incluso mamíferos [35]. Juegan un papel clave 

en el desarrollo de la inflamación, ya que con la hiperglucemia se vuelven reactivas 

(astrogliosis), hiperexpresan la proteína acídica fibrilar glial (GFAP) [36] y liberan 

citocinas proinflamatorias. 

 Células de la microglia: Células ameboideas residentes del sistema nervioso y con 

función inmunitaria innata. Derivan de células madre hematopoyéticas [37] y tienen 

capacidad para autorenovarse [38]. Juegan un papel inmunitario importante en la 

defensa contra microorganismos, la iniciación de procesos inflamatorios y la 

reparación tisular [39]. Además, se ha descrito su participación en la neurogénesis [40] 

[41] [42], en la función homeostática de las neuronas y la plasticidad sináptica [39] 

[43] [44]. 

Finalmente, los vasos sanguíneos de la retina están constituidos por las células del endotelio 

vascular y los pericitos: 

 Células endoteliales: Las células endoteliales que forman los vasos sanguíneos de la 

retina se unen por uniones adherentes que generan una primera barrera frente a las 

moléculas de la circulación sistémica. Forman una membrana basal constituida 

fundamentalmente por colágeno de tipo IV. Con la diabetes, las vías patológicas 
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inducidas por la hiperglucemia promueven la liberación de citoquinas proinflamatorias 

por el endotelio. 

 Pericitos: Los pericitos son células adyacentes a las células endoteliales de los vasos 

sanguíneos que juegan un rol en el mantenimiento de la estructura vascular y la BHR. 

La pérdida de pericitos se ha descrito como una de las principales alteraciones 

microvasculares de la retinopatía.  

La retina tiene un doble sistema de vascularización. Las capas internas son irrigadas por la 

arteria y vena centrales de la retina, mientras que el epitelio pigmentario y plexiforme externa 

se irrigan por la red capilar de la lámina coriocapilar de la coroides.  

La BHR externa está formada por complejos de unión zónula occludens (tight junctions) y 

zónula adherens (desmosomas) entre la monocapa de células del RPE. Los complejos de unión 

entre las superficies laterales de las células del RPE reducen el espacio intercelular 

dificultando el tránsito de moléculas entre retina y coroides garantizando una barrera [22]. 

Así pues, el paso de nutrientes a los fotorreceptores se realizará únicamente por difusión 

desde las células epiteliales [45]. La BHR interna está constituida por la zónula occludens (tight 

junction) que unen las células endoteliales continuas que forman los vasos sanguíneos de la 

retina [22]. El endotelio produce también una lámina basal cubierta por prolongaciones de 

macroglia de tipo astrocito y células de Müller. Además, se pueden encontrar pericitos en 

contacto con estas células. Tanto las células de la macroglia [46] [47] [48] como los pericitos 

tienen la capacidad de enviar señales al endotelio para regular el flujo sanguíneo en función 

de las demandas metabólicas neuronales.  

1.1.3.2. La afectación de la unidad neurovascular 

La hiperglucemia induce diferentes vías metabólicas [49]: 

 Generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) por la cadena respiratoria 

mitocondrial. 

 Incremento de las vías del poliol y la hexosamina. 

 Incremento de la síntesis de diacilglicerol (DAG) y activación de proteínas quinasas 

Ser/Thr de tipo C (PKC). 

 Formación de productos de glicosilación avanzada (AGEs) 
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La activación de estas vías promueve estrés oxidativo e inflamación que afecta a toda la 

unidad neurovascular, produciéndose una disfunción en el acoplamiento [50]. Como 

consecuencia de esto, se compromete a todos los integrantes de la unidad neurovascular 

promoviendo apoptosis neural, alteraciones microvasculares, astrogliosis y activación 

microglial (Fig. 3).  

 

Fig. 3 Esquema que muestra la fisiopatología de la retinopatía diabética. 

1.1.3.2.1. Disfunción neuronal 

Múltiples evidencias sugieren que la neurodegeneración es un evento temprano en el 

desarrollo de la RD y podría preceder a las alteraciones microvasculares [19]. Como 

consecuencia de la patogénesis de la enfermedad, se produce la pérdida de neuronas por 

apoptosis. Los principales mecanismos que participan en la neurodegeneración inducida por 

la hiperglucemia son: 

 Desequilibro en la producción retiniana de factores neuroprotectores: Se ha descrito 

un desequilibrio en la producción de factores que promueven la supervivencia 

neuronal como BCl-X, PEDF, somatostatina (SST), eritropoyetina o la proteína de 

fotoreceptores de unión a retinoide (IRBP) [51] [52]. La pérdida de estos factores que 
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promueven supervivencia junto con el estado basal inflamatorio inducido por la RD 

promueve la apoptosis [53] [54].  

 Acumulación de glutamato extracelular: Los niveles de glutamato, el principal 

neurotransmisor excitador de la retina, están elevados en la RD. El glutamato en 

exceso es tóxico ya que sobreactiva principalmente los receptores ionotrópicos del 

glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) produciéndose una acumulación de 

calcio en las neuronas retinianas que promueve la muerte neuronal. Este proceso es 

denominado excitoxicidad por el glutamato [55]. Las células de Müller son las 

encargadas de su captación en el espacio sináptico mediante la proteína de membrana 

transportadora de glutamato, también denominada GLAST. El glutamato captado es 

convertido en glutamina antes de volver a las neuronas, reciclando el sustrato para la 

síntesis del neurotransmisor. 

Además se han descrito algunas alteraciones en la expresión de proteínas sinápticas 

implicadas en el transporte de vesículas de neurotransmisores como sinapsina-1 o 

sinaptofisina que podrían contribuir a la disfunción neuronal en la RD [56] [57]. 

1.1.3.2.2. Disfunción endotelial y alteraciones microvasculares 

Las etapas iniciales de la RD incluyen la disrupción de la BHR, el engrosamiento de la 

membrana basal de los vasos y la pérdida de pericitos y células endoteliales [58].  

Como consecuencia de la hiperglucemia y las vías inducidas por ésta, se induce la 

hiperexpresión del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en las células de la 

unidad neurovascular que forman la BHR [59] [60] [61] [62]. El aumento en VEGF juega un 

papel clave en la ruptura de la BHR [63] induciendo la expresión de diferentes marcadores de 

inflamación como la proteína de adhesión de células vasculares (VCAM-1) [64] o la molécula 

de adhesión intercelular 1 (ICAM-1) [65] [66] [67] [68] [69] [70] [71] [72], que conducen a la 

agregación y la adherencia de leucocitos a la membrana plasmática del endotelio, proceso 

conocido como leucostasis.  

La leucostasis provoca la oclusión de los vasos. Con la reducción del flujo sanguíneo retiniano, 

la función vasoreguladora de las células endoteliales se ve comprometida. Por consiguiente, 

el endotelio no es capaz de secretar factores vasoactivos y se produce vasoconstricción de los 

capilares. En la RD se observa un aumento en la expresión del factor vasoconstrictor 
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endotelina 1 (ET-1), el cual favorece la oclusión de los vasos y el daño de las uniones 

adherentes entre las células del endotelio [18]. La oclusión y la vasoconstricción favorecen la 

disrupción de las uniones adherentes de tipo tight junction entre las células endoteliales y por 

tanto, de la BHR. Como consecuencia de la disrupción de la barrera vascular, se produce la 

extravasación de líquido del espacio circulatorio al espacio intersticial, produciéndose un 

engrosamiento de la membrana basal de los vasos. La destrucción gradual de la BHR conlleva 

a la disfunción de endotelio capilar y compromete por tanto al acoplamiento de la unidad 

neurovascular [73] [74] [75] [76] [77] [78] [79] [80] [81] [82]. Esto conduce a la inflamación 

del endotelio y de las células gliales, las cuales expresan marcadores inflamatorios como 

interleucina 6 (IL-6) o el factor de necrosis tumoral (TNF-α) [83]. Estas alteraciones favorecen 

finalmente la pérdida gradual de los pericitos y las células endoteliales [84]. 

Uno de los mecanismos por los cuales TNF-α es también un factor clave en la progresión de 

la enfermedad, es su papel en la activación del factor nuclear potenciador de las cadenas 

ligeras kappa de las células B activadas (NF-κB), el cual induce la expresión de más moléculas 

proinflamatorias como interleucina de tipo 1β (IL-1β), TNF-α, el factor quimiotáctico de 

macrófagos (MCP-1) o ICAM-1 en las células endoteliales y en las células gliales.  

1.1.3.2.3. Gliosis reactiva 

Se denomina astrogliosis o gliosis reactiva al proceso de activación glial de las células de 

Müller. Hasta ahora se desconoce si la gliosis reactiva precede a la apoptosis neuronal, pero 

lo que sí está claro es que ésta puede favorecer la neurodegeneración causando daño a las 

neuronas y a los vasos sanguíneos.  

Como ya se ha explicado anteriormente, estas células juegan un papel crucial en el 

mantenimiento de la unidad neurovascular ya que dan tanto un soporte estructural como 

metabólico al resto de las células de la retina. En condiciones diabéticas estas células hiper-

expresan de forma anormal la proteína GFAP a lo largo de sus citoplasmas alargados [36] y 

esto va acompañado de un incremento en la expresión de VEGF y citoquinas pro-

inflamatorias. El estado inflamatorio de las células de Müller aumenta la permeabilidad 

vascular por pérdida de las uniones de tipo tight junction entre las células endoteliales y las 

células gliales que forman la BHR contribuyendo a las alteraciones microvasculares [85]. 
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Las células de Müller liberan factores neuroprotectores y captan el glutamato liberado en 

exceso al espacio sináptico mediante la proteína transportadora GLAST [86]. Así pues, se 

piensa que la excitoxicidad por niveles elevados de glutamato de la RD podría deberse en 

parte por una disminución de la expresión de GLAST por las células de Müller inflamadas, y 

esto implicaría que se produzca una acumulación del neurotransmisor [85]. Además de 

alterarse el patrón de expresión de GFAP y VEGF en las células de Müller, otras moléculas 

como IL-1β, interleucina de tipo 8 (IL-8) [87], IL-6 [88], cyclooxigenasa-2 [89] y acuaporinas 

[90] son también hiper-expresadas por las células gliales.  

Se ha descrito que las células de Müller inflamadas que expresan IL-1β también presentan 

caspasa 1 activa y acumulan gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GADPH) en el núcleo [91] 

[92] [93] y esto ocasiona la muerte de las células por un proceso de piroptosis. Se define como 

piroptosis un tipo de muerte celular regulada que depende de la formación de poros en la 

membrana plasmática como consecuencia de la activación de caspasas por vía inflamatoria 

[94] [95]. La inhibición de caspasa 1 y IL-1β previene la piroptosis de las células de Müller [96]. 

Se cree que en este proceso participan los complejos proteicos intracelulares denominados 

inflamosomas, los cuales contienen receptores para dominios de oligomerización para la 

unión a nucleótidos (NLRs) que actúan como sensores inflamatorios [97]. El receptor similar 

a NOD con dominio de pirina (NLRP3) es el más conocido por su papel en diabetes y en la 

retinopatía diabética [98] [99] [100] [21] [101] [102].  

En condiciones diabéticas, las células de microglia también se activan [103] y migran a las 

capas nucleares de la retina [104]. Durante la progresión de la RD, la activación de NF-κB en 

las células de la microglia induce un estado basal de inflamación en el que participan 

diferentes citoquinas proinflamatorias como IL-1β, IL-6, TNF-α entre otras [105] [85]. 

1.1.3.3. El papel de la inflamación en la retinopatía diabética 

Las vías metabólicas inducidas por la hiperglucemia activan las PKC. Las PKC participan en la 

patogénesis de la RD promoviendo inflamación mediante la activación de las proteínas 

quinasa activadas por mitógeno (MAPK) que conducen a un hiper-expresión de ET-1 y de 

VEGF. Como ya se ha comentado anteriormente, esto favorece la rotura de la BHR [106] y la 

expresión de NF-κB [107].  



14 

El factor de transcripción NF-κB tiene un papel crucial en la inflamación de la RD induciendo 

la expresión de mediadores de inflamación que participan en el desarrollo de la patología 

como IL-1β, IL-6, TNF-α, ICAM-1, entre otros [108] [109]. NF-κB forma parte de una familia de 

proteínas conservadas denominadas Rel, la localización nuclear o citoplasmática de las cuales 

está regulada por vías de señalización celular [110]. Están constituidos mayoritariamente por 

mono o heterodímeros de subunidades RelA (también denominada p65), RelB y c-Rel, todas 

ellas con un dominio de transactivación, y las subunidades p50 (NF-κB1) y p52 (NF-κB2), las 

cuales son sintetizadas como precursores p105 y p100.  

Las vías dependientes de NF-κB contribuyen a la patología de la RD induciendo la liberación 

de citocinas y moléculas de adhesión que generan un estado inflamatorio basal. La activación 

clásica del factor de transcripción, que es la mayoritaria en la RD, es inhibida por la forma 

desfosforilada de la proteína IκB. IκB secuestra a NF-κB bloqueando su translocación nuclear 

y por tanto impidiendo su unión con el ADN y la activación de la expresión de genes 

inflamatorios. En condiciones de hiperglucemia, IκB es fosforilado en los residuos Ser32 y 

Ser36 por el complejo IκB quinasa (Nemo-IKK). Este complejo está formado por las 

subunidades catalíticas quinasas Ikappa B de tipo α y β (IKKα e IKKβ) y la subunidad reguladora 

inhibidora de la quinasa Ikappa B de tipo γ (IKK γ), también conocida como modulador esencial 

de NF-κB (NEMO) [111]. Como consecuencia de esto, IκB fosforilado libera a NF-κB, el cual se 

une al ADN en las regiones específicas κB de los promotores de genes inflamatorios (Fig. 4).  

Las proteínas IκB e IKK están reguladas por múltiples vías como la señalización derivada de la 

activación de los receptores de TNF-α (TNFR) o los receptores de interleuquinas (IL-R) entre 

otros. La fosforilación de IκB es una señal de ubiquitinación y degradación por el 26S 

proteosoma que deja libre al factor de transcripción para unirse al ADN. La activación 

alternativa de NF-κB, la cual es minoritaria en la RD, implica el procesamiento de p100 en p52 

y la fosforilación por el complejo NIK-IKK [112]. Moléculas anti-inflamatorias como los 

compuestos químicos metformina [113], citicolina [114] y calcio dobesilato [115], o los ácidos 

orgánicos de origen vegetal como el ácido gálico o el ácido chebulínico [116] y lípidos 

derivados de omega-3 como Resolvin D1 [117] [118], han demostrado ser potentes 

inhibidores de la inflamación inducida por NF-κB en retinas con neurodegeneración.  

Además de NF-κB, el complejo del inflamosoma es otro factor clave en la inflamación de la 

retina inducida por la diabetes. Como ya se ha comentado previamente, el inflamosoma está 
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formado por el receptor NLRP3, el cual se encuentra asociado a la proteína adaptadora de 

punto asociada apoptosis (ASC) y al enzima efector procaspasa 1. El inflamosoma activado 

por las vías patológicas inducidas por la hiperglucemia conduce a una retroalimentación 

positiva de la inflamación con la maduración de más citoquinas proinflamatorias [119]. Se ha 

sugerido que la muerte de las células de Müller sería un mecanismo de supervivencia con el 

fin de disminuir la secreción de IL-1β [120].  

 

 

Fig. 4 Activación de NF-κB 

 Tratamientos actuales 

El tratamiento con fotocoagulación con láser se introdujo en los años 60 y en la actualidad 

continua siendo la principal arma para evitar la progresión de la RD. El problema es que, en 

muchos casos, este tratamiento pierde efectividad porque se indica demasiado tarde. Por 

tanto es indispensable realizar exámenes periódicos de fondo de ojo para diagnosticar 

precozmente la RD e indicar en el momento oportuno el tratamiento con fotocoagulación. La 

panfotocoagulación puede detener la progresión de la PDR aunque no en todos los casos. 

Este tratamiento puede tener efectos adversos como la reducción de la visión periférica y una 
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disminución de la adaptación a la oscuridad. Estos cambios pueden afectar a la capacidad de 

conducir y reducir la percepción de los colores y contrastes [121] [122] [123]. 

Los nuevos tratamientos con fármacos anti-VEGF, de administración intravítrea, han 

mejorado de manera sustancial el pronóstico [124]. Actualmente existen varios agentes anti-

VEGF como el ranibizumab o el aflibercept, sin embargo tienen limitaciones ya que el 50% de 

los pacientes no responde de forma óptima y no están exentos de efectos secundarios [125] 

[126] [127]. Cuando se producen complicaciones más avanzadas como la hemorragia vítrea o 

el desprendimiento de retina es necesario recurrir a la cirugía vítreo-retiniana [18].  

Así pues, en la actualidad, los tratamientos específicos para la RD van dirigidos a tratar la 

enfermedad en estadios avanzados. Por ello, es necesario disponer de nuevas estrategias 

terapéuticas que puedan emplearse en fases más precoces para prevenir la pérdida visual. 

Estas nuevas terapias deberán basarse en los mecanismos que producen la RD anteriormente 

mencionados. En este sentido, un abordaje novedoso para prevenir las alteraciones 

vasculares propias de la RD es la neuroprotección. 

Para tratar las primeras etapas de la RD sería inconcebible indicar un tratamiento agresivo 

como las inyecciones intravítreas. La vía tópica ocular no se había considerado apropiada para 

la administración de fármacos dirigidos al tratamiento de la RD, debido a la asunción general 

de que los fármacos no alcanzarían la retina o el humor vítreo en el polo posterior del ojo. Sin 

embargo, recientes evidencias en modelos animales indican que algunos fármacos 

administrados en colirio sí que son capaces de llegar a la retina a concentraciones suficientes 

para producir efectos terapéuticos beneficiosos. Estos resultados abren la posibilidad de 

desarrollar terapias tópicas para indicar en las primeras etapas de la RD. En este sentido, 

nuestro grupo ha liderado el primer ensayo clínico utilizando fármacos neuroprotectores en 

colirio [128].  

1.2. El péptido GLP-1  

El péptido 1 similar al glucagón (Glucagon-Like Peptide-1) (GLP-1), de 30 aminoácidos, es 

liberado en respuesta a nutrientes como glucosa, aminoácidos y ácidos grasos por las células 

L del intestino en la región del Íleon [129] y por neuronas preproglucagonérgicas 

principalmente del núcleo del tracto solitario, el bulbo olfatorio y la formación medular 

reticular caudal [130] [131]. GLP-1 reduce la hiperglucemia por estimulación de la secreción 
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pancreática de insulina (efecto incretina) y al mismo tiempo por medio de la inhibición de la 

secreción del glucagón. Además, regula el vaciado gástrico y participa en la vía de saciedad en 

el Sistema Nervioso Central controlando la ingesta y la homeostasis de la glucosa [132] [133]. 

La función de las incretinas, tanto de GLP-1, como del Péptido 2 similar al glucagón (GLP-2) y 

el Polipéptido inhibidor gástrico (GIP), se encuentra reducida en la T2DM, y esto contribuye a 

la hiperglucemia postprandial que presentan los pacientes. Cabe destacar que la actividad 

insulinotrópica de GIP es negligible en comparación con la del péptido GLP-1 [134] [135] [136].  

La secuencia de nucleótidos del gen del glucagón codifica para una proteína precursora que 

por proteólisis por las enzimas convertasas PC1/2/3 produce glucagón, GLP-1 y GLP-2 (Fig. 5). 

Estas modificaciones pos-traduccionales son específicas de tejido, de manera que las células 

intestinales o las neuronas producen los péptidos maduros GLP-1 y GLP-2, mientras que por 

ejemplo las células alfa-pancreáticas generan glucagón pero no GLP-1. 

Se ha demostrado que GLP-1 y su receptor, (GLP-1R) se expresan en el Sistema Nervioso 

central [129] [137] [138] [139] [140] [141] [142] donde al igual que el receptor de GLP-2 (GLP-

2R) tendrían papeles clave como señales neuroendocrinas en la regulación de la ingesta y la 

homeostasis de la glucosa [143]. 

Nuestro grupo demostró la expresión del GLP-1R en la retina de pacientes humanos y en el 

modelo de ratón diabético db/db [144]. Además, otras autores han descrito la expresión de 

GLP-1R en modelos in vitro de células de Müller (rMc-1) [145], células ganglionares (RGC-5) 

[146], ARPE-19 [147] [148] y en modelos in vivo de rata [149] [148] y de pollo [150].  

Un estudio de Hebsgaard et al. muestra una baja expresión de GLP-1R en la retina de humanos 

[151]. Estos resultados se podrían explicar en parte a que las muestras control utilizadas en 

el estudio fueron obtenidas tras enucleación para tratamiento de cáncer extraocular. Las 

muestras de pacientes diabéticos con PDR tratados con fotocoagulación también procedieron 

de enucleaciones indicados por dolor. Los pacientes sometidos a enucleación presentan una 

neurodegeneración muy avanzada asociada a ceguera de manera que en estas condiciones 

los resultados no son representativos de lo que ocurre en la RD [152]. 
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Fig. 5 Procesamiento post-traduccional específico de tejido del gen de GLP-1.  

Extraído de [153]. 

La vida útil de las formas fisiológicamente activas de GLP-1 (7-36) (7-37) en plasma es inferior 

a los dos minutos ya que es rápidamente inactivado por el enzima diaminopeptidil peptidasa 

IV (DPP-IV). La acción de DPP-IV genera una forma inactiva de GLP-1 (9-36) y un dipéptido 

residual de alanina e histidina [142]. Además, endopeptidasas como la metalopeptidasa 

neprilisina o la endopeptidasa NEP 24.11 [154] [155] [156] [157] son capaces de metabolizar 

la forma GLP-1 (9-36) para generar los péptidos inactivos GLP-1 (28-36), GLP-1 (32-36), GLP-1 

(28-37) y GLP-1 (32-37) [158].  

Sin embargo, como se comentará en el apartado de la discusión, algunos estudios sugieren 

que las formas inactivas de GLP-1, que no tienen afinidad por el GLP-1R, podrían presentar 

efectos protectores y estas acciones por tanto, serían independientes del receptor [159] [160] 

[161] [162] [163] [164] [165] [166] [167] [168] [169] [170]. 

Debido a sus efectos hipoglucemiantes, los agonistas del receptor de GLP-1 (GLP-1RAs) se 

utilizan en la clínica para controlar la hiperglucemia en los pacientes con T2DM y se 

administran por vía subcutánea. Los GLP-1RAs fueron introducidos en la práctica clínica en el 

año 2005. Todos los GLP-1RAs comercializados liraglutide, exenatida, lixisenatida, etc… se 

unen y activan específicamente el receptor GLP-1R. Los pacientes tratados con estos fármacos 

presentan una menor hemoglobina glicosilada (HbA1c) respecto a los pacientes tratados con 

Intestino
Cerebro

Pancreas
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placebo y disminuyen de peso [171]. Además, se han demostrado efectos cardioprotectores 

[172]. La secuencia de aminoácidos de estos péptidos es muy similar a la de la molécula 

nativa, pero presentan diferentes peculiaridades en su estructura química que les permite ser 

más resistentes a la degradación catabólica por el enzima DPP-IV. Los GLP-1RAs de corta 

acción como exenatide y lixisenatide tienen una vida media en plasma de entre 2 y 4 horas y 

se eliminan por vía renal. Los GLP-1RAs de larga acción en cambio, permiten una activación 

continua del receptor sin grandes cambios en su concentración en plasma. Esto se debe a 

cambios en su estructura química como la incorporación de otras moléculas que dificultan la 

actuación catalítica de la enzima DPP-IV sobre estas moléculas. 

Otra estrategia hipoglucemiante posible es la inhibición de la enzima DPP-IV. Mientras que la 

administración de los GLP-1RAs activa farmacológicamente el receptor, el tratamiento con 

inhibidores de DPP-IV (DPP-IVi) incrementa los niveles fisiológicos de GLP-1 al inhibir su 

degradación catabólica. En 2006 se aprobó sitagliptina como primer DPP-IVi. El segundo 

inhibidor que apareció en el mercado fue saxagliptina. Actualmente, en el mercado europeo 

se dispone de otros DPP-IVi como vildagliptina, linagliptina y alogliptina [173] [174].  

 Activación del receptor de GLP-1  

1.2.1.1. Activación de GLP-1R por la vía de cAMP/CREB y PI3K/Akt 

La actividad fisiológica clásica de GLP-1 se produce con la interacción con su receptor, GLP-

1R, el cual es una proteína transmembrana de la membrana plasmática de diferentes tipos 

celulares. En el cerebro se ha detectado su expresión en córtex frontal, hipotálamo, tálamo, 

hipocampo, substancia nigra y cerebelo [129] [137] [138] [139] [140] [141] [142].  

GLP-1R pertenece a la familia de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs). El receptor 

presenta 7 hélices α transmembrana, con un dominio carboxilo terminal citoplasmático y un 

dominio amino terminal extracelular [175] [176]. El mecanismo clásico de activación del 

receptor implica la interacción de GLP-1R con el GLP-1, o bien un agonista, que desencadena 

un cambio conformacional y la activación de la vía de GS-Adenilato ciclasa (AC) 

incrementando los niveles celulares del segundo mensajero celular Adenosin monofosfato 

cíclico (cAMP) [142] [177]. cAMP activa efectores como la proteína quinasa activada por 

adenosin monofosfato cíclico (PKA) y el factor intercambiador activado por adenosin 
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monofosfato cíclico (EPAC). Por vía dependiente de PKA y EPAC, se produce una 

despolarización de la membrana gracias a la apertura de canales de potasio y un flujo 

intracelular de calcio por activación de canales de calcio dependientes de voltaje que 

culminan con una fosforilación de PKA [178]. Por último, se regula la expresión génica por 

activación de los elementos de respuesta activados por cAMP (CRE) que controlan genes de 

supervivencia por medio de la proteína de unión a elementos de respuesta a cAMP (CREB). 

CREB es un factor de transcripción que pertenece a una superfamília de factores activadores 

de transcripción. Es activado por fosforilación en la posición Ser133 en respuesta al segundo 

mensajero cAMP. Una vez fosforilada, se cree que la proteína CREB sufre un cambio 

conformacional que le permite unirse a la secuencia del promotor de sus genes diana en las 

regiones específicas CRE. Además, CREB se une a coactivadores como la proteína de unión a 

CREB (CBP) que le permiten ejercer su efecto regulador. CREB en su forma fosforilada es 

considerado un regulador general de supervivencia en neuronas ya que su activación 

promueve la expresión génica de genes que inhiben la apoptosis neuronal [179].  

Además de la vía clásica de cAMP, diferentes estudios relacionan la activación del GLP-1R y la 

inducción de la vía de Fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y la proteína quinasa de tipo B (PKB), 

también conocida como Akt [180] [181]. Esta proteína forma parte de una familia de proteínas 

con un dominio central con actividad quinasa en residuos de serina o treonina. Diferentes 

estudios muestran que GLP-1 puede ejercer efectos sobre diferentes tipos celulares mediante 

la activación de la vía PI3K/Akt [182] [183] [184] [185] [186] [187]. Múltiples evidencias 

sugieren que la activación de Akt es esencial para la supervivencia de células neuronales [188] 

[189] [190] [191] [192]. El estudio de Rajala A. demostró que la activación de Akt es necesaria 

para la neuroprotección de los fotorreceptores [193]. Además de activar CREB, la fosforilación 

de Akt induce vías de señalización de supervivencia y de inhibición de la apoptosis por 

fosforilación de proteínas apoptóticas [194]. Así pues, la fosforilación de Akt es considerada 

una señal de supervivencia neuronal [195].  

1.2.1.2. Evidencias de neuroprotección por los GLP-1RAs 

Múltiples evidencias indican que la administración de GLP-1RAs tiene efectos protectores a 

nivel del sistema nervioso [196] [197] [198] [199]. Un ensayo clínico del 2018 confirma que el 

agonista exenatide ejerce neuroprotección frente a la isquemia cerebral [200] y hay varios 
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ensayos clínicos en marcha con el objetivo de comprobar los efectos neuroprotectores y 

antiinflamatorios de los GLP-1RAs en pacientes con Parkinson (ClinicalTrials.gov Identifier: 

NCT03659682; NCT04305002; NCT02953665); y en pacientes con Alzheimer 

(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01843075). 

Muchos de estos ensayos clínicos se fundamentan en las evidencias experimentales de la 

neuroprotección que ejercen los GLP-1RAs en diferentes modelos animales de Alzheimer 

[201] [202] [203] [204] [205] [206] [207] [208] [209], Parkinson [210] [211] [212] [213] [214] 

[215] [216], deterioro cognitivo [217] [218] o isquemia cerebral [219] [220]. Todos estos 

estudios demuestran que los GLP-1Ras son capaces de inhibir la apoptosis y promover la 

expresión de factores de supervivencia neuronal además de presentar efectos 

antiinflamatorios en modelos animales. 

Destacan el estudio de Bertilsson G. y colaboradores, el cual muestra que el agonista exendin-

4 es capaz de promover neurogénesis en el animal adulto con Parkinson normalizando el 

número de neuronas dopaminérgicas y el desequilibrio en los niveles de dopamina en la 

substancia nigra [221] y el de Harkavyi A. y colaboradores en el que exendin-4 también es 

capaz de detener la progresión de la enfermedad de Parkinson revertiendo la lesiones ya 

establecidas en la vía dopaminérgica [222]. Otros estudios en animales han mostrado efectos 

neurotróficos de los GLP-1RA: en los estudios de Perry T. y colaboradores el tratamiento con 

un GLP-1RA induce el crecimiento de neuritas [223] [224] [225]; y en el de Porter y 

colaboradores el tratamiento con liraglutide promueve la plasticidad sináptica y la 

neurogénesis en el hipocampo de ratón con obesidad severa e insulino-resistencia (ob/ob) 

[226]. Una publicación de Yang J. L. y colaboradores demuestra por primera vez que la 

neuroprotección de GLP-1 en las enfermedades neurológicas se podría deber en parte a una 

activación de mecanismos de reparación del ADN. En su estudio muestran que vía Akt, GLP-1 

incrementa la actividad del enzima de reparación Apurínico/apirimidínico endonucleasa 

(APE1) protegiendo del daño por estrés oxidativo [227].  

En cuanto a los efectos beneficiosos en la retina, diferentes estudios mostraron que los GLP-

1RAs presentan efectos neuroprotectores en la retinopatía inducida por la diabetes 

aumentando la expresión de marcadores de supervivencia, mejorando la respuesta del 

electroretinograma y disminuyendo los niveles de marcadores apoptóticos o relacionados 

con el estrés oxidativo [228] [229] [230] [231] [145] [232].  
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Sin embargo, es relevante destacar que en los estudios en los que disminuye la glucemia por 

el tratamiento no es posible discernir si la mejora es debida a la bajada de la glicemia o a un 

efecto directo de los GLP-1RAs. Por este motivo, los estudios de nuestro grupo se realizan 

mediante administración tópica. En un estudio previo, comparando diferentes GLP-1RAs, 

demostramos que la activación de GLP-1R y Akt por vía tópica previene el desarrollo de las 

alteraciones iniciales de la RD en el ratón diabético db/db [144]. Otros grupos también han 

demostrado posteriormente que el tratamiento tópico con GLP-1RAs puede detener la 

neurodegeneración por medio de la activación de GLP-1R y Akt [233]. 

Además de un papel promotor de la supervivencia y protector frente a la apoptosis, varias 

publicaciones sugieren una acción antiinflamatoria de GLP-1 disminuyendo la expresión de 

diferentes marcadores de inflamación como TNF-α, IL-β o ICAM-1 en otros [234] [235] [236] 

[237] [238] [239] [240] [241] [242] [243] [244] [245] [246]. Diversos estudios muestran que el 

principal mecanismo antiinflamatorio de los GLP-1RAs implica la inhibición del factor de 

transcripción NF-κB [247] [248] [249] [250] [251]. Recientemente, se ha descrito que la 

proteína quinasa serina/treonina activada por adenosina monofosfato (AMPK), implicada en 

la regulación de la homeostasis metabólica, podría participar en la inhibición de la inflamación 

inducida por NF-κB [252] [253] [254] [255] [113] [256]. De hecho, varios estudios muestran 

que diferentes GLP-1RAs activan la proteína AMPK en diferentes tipos celulares [257] [258] 

[259] [260] [261] [262] [263] [264]. Los estudios de Yang, Y. y colaboradores [262] y Krasner y 

colaboradores [265] muestran por ejemplo que liraglutide tiene efectos beneficiosos por un 

mecanismo mediado por AMPK. Este hallazgo es muy interesante porque indica que la 

activación de GLP-1R podría ejercer una acción antinflamatoria inhibitoria de NF-κB por medio 

de AMPK, aunque el mecanismo no se ha comprobado en retina. 

1.2.1.3. Evidencias de neuroprotección por inhibición de DPP-IV 

Ya que los inhibidores de DPP-4 impiden la degradación de GLP-1 y por tanto, incrementan su 

concentración efectiva disponible, no es de extrañar que también se consideren a los DPP-IVi 

como fármacos neuroprotectores. Diversas publicaciones muestran que los DPP-4i inhiben la 

inflamación inducida por NF-κB en diferentes modelos animales [266] [267] [268], promueven 

la supervivencia neuronal [269] e inducen la proliferación de células madre de tipo neuronal 
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[270] protegiendo en modelos de enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y 

Parkinson [268] [271] [272] [273].  

En cuanto a la protección de los DPP-4i en la retina, recientemente se han publicado algunos 

estudios. Sitagliptina y Linagliptina suprimieron la inflamación inducida por TNF-α en cultivos 

primarios de células endoteliales de retina bovina [274] y en cultivos primarios de células 

endoteliales de retinas humanas [275]. Linagliptina tuvo además efectos protectores en la 

microvasculatura retiniana de ratas diabéticas por STZ mostrando efectos neuroprotectores 

y antioxidantes [276]. En un modelo animal de retinopatía inducida por oxígeno (OIR), la 

administración de linagliptina tuvo efectos anti-angiogénicos independientes del GLP-1R. La 

publicación de Kolibabka y colaboradores muestra que sus efectos protectores estaban 

mediados por la inhibición de la señalización de VEGF/ERK1-2, y los resultados fueron 

similares tanto en el ratón wild-type C57BL/6J como en un modelo de ratón knock-out para 

GLP-1R (Glp1r−/−), demostrando que el DPPIVi podría actuar de forma independiente del 

receptor [277].  

1.3. Modelo animal 

 Modelos de ratón diabético 

 

La mayoría de los modelos animales de diabetes que se utilizan para estudiar la RD se basan 

en la destrucción de las células β productoras de insulina, de manera que imitan la T1DM. En 

el caso de la T2DM, algunos modelos inducen diabetes asociada a la obesidad por mutaciones 

espontáneas o dieta, pero como ocurre en los modelos de T1DM, no replican las fases 

avanzadas de la RD. Existen modelos que sí presentan neovascularización pero no reproducen 

la fisiopatología de la RD al no ser diabéticos [278]. Así pues, no existe un modelo completo 

que reproduzca toda la evolución patológica de la RD, desde una fase no proliferativa hasta 

una PRD grave, que ocurre en el ser humano. A continuación se presentan los principales 

modelos de ratón diabético disponibles. 
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1.3.1.1. Modelos portadores de una mutación endógena 

 Ratón db/db (Leprdb): Este modelo de ratón presenta una mutación espontánea en el 

gen de la leptina que se transmite por herencia autosómica recesiva. Como 

consecuencia, muestran una T2DM asociada a la obesidad. Entre las 4 y las 8 semanas 

de edad se eleva la glucemia y a partir de las 8-10 semanas de edad comienzan a 

presentarse las principales complicaciones de la diabetes como la RD. Como 

características patológicas de la retina, presentan: gliosis reactiva, apoptosis neuronal, 

pérdida de pericitos y capilares acelulares, micro-roturas de la barrera hematoretinal 

y alteraciones en el ERG [144] [279]. En el apartado siguiente se hablará ampliamente 

de este modelo puesto que es el utilizado en el diseño experimental. 

 Ratón Ins2 Akita: El ratón Akita presenta una mutación dominante en el gen de la 

insulina 2. Como consecuencia, el animal portador de la mutación tiene hiperglucemia 

y sufre de hipoinsulinemia. Este modelo exhibe características propias de la RD: se 

observa una permeabilidad vascular incrementada, leucostasis, adelgazamiento de la 

IPL y la INL y alteraciones en la morfología de astrocitos y microglía pero no presenta 

gliosis reactiva, un marcador muy importante de neurodegeneración [280] [281]. 

 Ratón diabético no obeso (NOD): Se trata de un modelo poligénico autoinmune que 

presenta mutaciones en múltiples genes. Surgió de manera espontánea y presenta a 

partir de los 8 meses de edad síntomas parecidos de la T1DM [282], reproduciendo la 

base autoinmune de la enfermedad [283]. Este ratón presenta RD con pérdida de 

vasos retinianos, proliferación focal de nuevos vasos y un aumento en la expresión de 

endotelina [284].  

1.3.1.2.  Modelos inducidos farmacológicamente 

 Inducción de la diabetes por estreptozotocina (STZ): La STZ es tóxica para las células 

β-pancreáticas tras internalizarse a través de los transportadores de glucosa (GLUT2). 

La inyección de STZ por vía intraperitoneal provoca la alquilación del ADN con 

formación de radicales de oxígeno que ocasionan la muerte celular por toxicidad. Esto 

genera una T1DM con pérdida de la capacidad para sintetizar insulina pero sin una 

base autoinmune. Estos animales diabéticos presentan una pérdida de pericitos, daño 

en las células endoteliales, rotura de la BHR y muerte de células ganglionares [285] 
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[286]. El principal inconveniente de este modelo es que la STZ puede provocar 

toxicidad directa en la retina además de generar mucha variabilidad en los resultados 

puesto que cada animal presenta una sensibilidad diferente al fármaco. Ya que los 

ratones son más resistentes a la STZ que las ratas, existen más publicaciones que 

utilizan el modelo en rata que en ratón [287] [288] [289]. 

 Inducción de la diabetes por Alloxano: El alloxano es un compuesto orgánico con una 

estructura molecular similar a la glucosa que genera radicales de superóxido que 

también destruyen por toxicidad las células β-pancreáticas [290]. 

1.3.1.3. Modelos con retinopatía proliferativa 

La mayoría de modelos que sobreexpresan moléculas angiogénicas y presentan 

neovascularización no son diabéticos, de manera que no extrapolan los mecanismos 

patogénicos observados en pacientes diabéticos humanos.  

 Retinopatía inducida por oxígeno (OIR): Este modelo es generado al someter los 

ratones a isquemia por hipoxia después de una exposición de 5 días a una presión 

parcial de oxígeno del 75% [291] [292] [293] [294].  

 Kimba (trVEGF029): Es un ratón transgénico que sobreexpresa VEGF [295] [296]. 

 Akimba (Ins2Akita VEGF+/+): Es generado por el cruce de ratones Kimba y ratones 

Akita [297] [298]. 

 El ratón db/db como modelo de Retinopatía Diabética 

En la presente tesis se trabaja con el ratón db/db (BKS.Cg-Dock7m +/+ Leprdb/J) de “Charles 

River”. Se trata de una cepa congénica que proviene originalmente de “The Jakson 

Laboratory” con una mutación recesiva espontánea en el gen que codifica para el receptor de 

la leptina [299]. Los ratones homocigotos con la mutación espontánea (Leprdb) se convierten 

en obesos identificables des de las 3-4 semanas de edad. La elevación en sangre de la insulina 

se produce entre los 10 y 14 días, y la hiperglucemia entre las 4 y las 8 semanas de edad. Los 

animales heterocigotos no son diabéticos db/+ (BKS.Cg-Dock7m + Leprdb/ +); presentan un 

peso, glucemia e insulinémia normales [299]. La leptina es una molécula pleiotrópica de tipo 

citocina que regula el apetito y participa en el mecanismo de saciedad a través de su receptor. 
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La deficiencia del receptor en el ratón db/db produce múltiples efectos como polifagia, 

polidipsia, poliuria, así como complicaciones neuropáticas y miocárdicas. Estos animales 

también presentan una supresión de la función reproductora, una inhibición de la función 

tiroidea, [299] [300] [301], y una deficiencia en la inmunidad mediada por las células T [302] 

[303]. 

Previamente nuestro grupo realizó un estudio observacional en el ratón db/db para 

caracterizar la neurodegeneración de la retina que se corresponde con los estados iniciales 

de la RD en humanos [304]. Se demostró que a partir de las 10 semanas de edad, los ratones 

db/db empiezan a presentar una disfunción neuronal temprana con inflamación glial y 

alteraciones funcionales provocados por la hiperglucemia, características que también se 

encuentran en retinas de pacientes diabéticos con neurodegeneración [304]. Aunque el 

modelo animal evoluciona hacía una fase en la que se presenta un mayor grado de 

anormalidades microvasculares, como ya se ha comentado, no replica la formación de nuevos 

vasos sanguíneos propia de la PRD. El ratón db/db, aunque no permite evaluar el tratamiento 

de la neovascularización característica de la PRD, es un modelo idóneo para estudiar 

estrategias terapéuticas destinadas a la prevención de la RD o a su tratamiento en fases 

iniciales. 

 Anatomía comparada de la retina en el humano y en el ratón. 

El globo ocular, que se localiza dentro de las órbitas óseas, se comunica por la parte posterior 

con el encéfalo por medio del nervio óptico. El ojo de ratón mide unos 4mm de diámetro 

mientras que el humano mide aproximadamente 25mm [305]. En el ojo humano, la 

acomodación visual se realiza gracias al cristalino, una lente biconvexa que delimita la cámara 

posterior bañada por el humor acuoso y la cavidad vítrea, bañada con el cuerpo vítreo [23]. 

En el ratón en cambio, la lente es esférica y es mucho más grande en proporción con el 

tamaño del ojo, ocupando casi toda la cámara vítrea [305]. Este hecho junto al pequeño 

tamaño del ojo de ratón tiene como consecuencia que sea prácticamente imposible poder 

extraer el cuerpo vítreo del ojo de ratón. En el ratón la esclerótica o esclera, es tan delgada 

que la capa oscura inferior, la coroides, es visible dándole al ojo una apariencia oscura muy 

diferente del ojo humano [305], tal y como se puede observar en la Fig. 6. 
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Fig. 6 Aspecto macroscópico del ojo de ratón (izquierda) y humano (derecha).  

C: Córnea, S: Esclerótica, ON: Nervio óptico. Modificado de [305] 

 

Fig. 7 Estructura del ojo humano (arriba) y del ojo de ratón (abajo).  

Modificado de [306]. 

Respecto a la retina, el número de fotorreceptores de tipo cono en el ratón representa el 2,8% 

del total de fotorreceptores totales de la retina [307], mientras que en el ser humano se ha 

descrito que el número de conos puede representar desde un 3% hasta un 5% [308] [309]. La 

principal diferencia entre la retina humana y la de ratón es la mácula. La mácula, cuya zona 

central es denominada fóvea, es una especialización de la retina responsable de la alta 

resolución en la agudeza visual, y está formada principalmente por células sensibles a la luz 

de tipo cono [310]. La retina de ratón no presenta fóvea ni mácula [306] (Fig. 7). Esto ocasiona 

que el roedor presente una visión dicromática y no una tricromática como el ser humano.  
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2.1. Hipótesis 

Resultados previos del grupo mostraron que la retina humana y de ratón expresa GLP-1 y su 

receptor, y que la diabetes induce una disminución de los niveles proteicos de GLP-1 en la 

retina. Se demostró que la administración por vía subcutánea de GLP-1RAs previno los 

principales marcadores de neurodegeneración en retina (apoptosis y gliosis reactiva) en un 

modelo experimental de diabetes, el ratón db/db.  

No obstante, estos efectos beneficiosos podrían ser atribuibles al efecto hipoglucemiante y 

no por una acción per se del fármaco. Por esta razón, se realizó un estudio experimental en 

el que se administraron diferentes GLP-1RAs por vía tópica ocular. La administración de GLP-

1RAs en colirio previno el desarrollo de los estadios iniciales de la RD sin afectar a los niveles 

de glucemia, demostrando que estos fármacos presentan efectos neuroprotectores 

independientes de su acción insulinotrópica [144]. Estos resultados abrían la posibilidad de 

desarrollar una estrategia terapéutica tópica para indicar en las primeras etapas de la RD. 

Sin embargo, no se ha evaluado si la administración tópica de GLP-1 sería capaz de revertir 

las alteraciones de la retina causadas por la diabetes cuando ya están instauradas. 

Además, puesto que DPP-IV, la enzima que metaboliza el péptido GLP-1, se podría encontrar 

a niveles importantes en la retina, la actividad de ésta podría limitar la acción local del 

fármaco en colirio o del propio GLP-1 producido de forma local en la retina. Así pues, si se 

demuestra expresión de DPP-IV en la retina la administración tópica de DPP-IVi podría 

constituir una estrategia terapéutica alternativa. La inhibición del enzima aumentaría la vida 

media del GLP-1 en el ojo y prevendría la disfunción neuronal y las alteraciones 

microvasculares iniciales de la RD. 

2.2. Objetivos 

El objetivo general de esta tesis es reunir una evidencia preclínica sólida que de soporte 

científico a ensayos clínicos dirigidos a tratar las etapas iniciales de la RD mediante la 

administración tópica ocular de GLP-1RAs y/o DPP-IVi.  
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Los objetivos específicos son: 

1. Demostrar que GLP-1 alcanza la retina tras la administración tópica en colirio en un 

modelo murino. 

 

2. Evaluar si la administración tópica de GLP-1 revierte los principales marcadores de 

neurodegeneración inducidos por la diabetes en ratones diabéticos db/db. 

 

3. Explorar los mecanismos asociados al efecto neuroprotector de GLP-1, con especial 

énfasis a la promoción de vías de supervivencia en la retina. 

 

4. Evaluar si los efectos antiinflamatorios de GLP-1 participan en la protección de la 

unidad neurovascular. 

 

5. Estudiar si la administración tópica de GLP-1 ejerce efectos beneficiosos sobre la 

unidad neurovascular y revierte la ruptura de la barrera hematoretiniana. 

 

6. Explorar la expresión génica y proteica de DPP-IV en la retina humana y de ratón 

db/db. 

 

7. Determinar si la administración tópica de DPP-IVi tiene algún efecto neuroprotector y 

previene las alteraciones neurovasculares características de la RD.  
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3.1. Estudio con animales 

 Animales de experimentación y condiciones de estabulación 

Tal como se menciona en la introducción de esta tesis, el diseño experimental se realizó con 

el modelo de ratón db/db (BKS.Cg-Dock7m +/+ Leprdb/J) con fenotipo diabético, y el ratón 

db/+ (db/+; BKS.Cg-Dock7m +/+ Leprdb/+) de fenotipo no diabético, o control. Ambos fueron 

adquiridos en los Laboratorios Charles River (Calco, Italia). Todos los procedimientos fueron 

aprobados por el Comité Ético del VHIR, de acuerdo con lo establecido por la Asociación de 

Investigación en Visión y Oftalmología (ARVO) y la directiva del Consejo Europeo 

(86/609/CEE). 

 Para el estudio de radioinmunoanálisis se utilizaron 24 ratones C57BL/6J de 12 

semanas. 

 Para el estudio de GLP-1 a 21 semanas de edad se utilizaron 50 ratones db/db y 25 

ratones db/+. 

 Para el estudio de los inhibidores de la DPP-IV se utilizaron 72 ratones db/db y 28 

ratones db/+ de 10 semanas de edad.  

En ambos estudios, los animales fueron estabulados en el Servicio del Animal de Laboratorio 

del Institut de Recerca del Hospital Universitario de Vall d’Hebron (VHIR). Al llegar al 

estabulario, los animales fueron aclimatados durante 1 u 2 semanas antes de su utilización en 

experimentación. Se realizó una randomización respecto a la variable “glucemia” para 

disminuir la variabilidad entre los diferentes tratamientos o grupos experimentales. Los 

ratones fueron distribuidos aleatoriamente en grupos de 4 por jaula. Previamente a la 

medición de la glucosa en sangre, se aplicó una crema EMLA (AstraZeneca) en el extremo de 

la cola que contiene 2,5% de lidocaína y 2,5% de prilocaína, ambos anestésicos locales. La 

glucemia se midió con el glucómetro FreeStyle Optium Neo (Abbott Diab) y las tiras reactivas 

de glucemia Freestyle Optium (Abbott Diab). Se hizo un seguimiento del peso y la glucemia 

de cada grupo experimental a lo largo de las semanas que duraron los tratamientos. 

Las condiciones estrictas del estabulario incluyeron una humedad del 60%, una temperatura 

ambiental de 20ºC y un ciclo de 12h/12h de luz y oscuridad al día, a excepción de la previa 

adaptación al electroretinograma (ERG), como ya se explicará en el apartado 
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correspondiente. Los animales tuvieron libre acceso a agua filtrada y comida ad libitum de la 

marca comercial ENVIGO (Global Diet Complete Feed for Rodents, Mucedola) con un 18,5% 

de proteína, 12% de agua, 5,5% de grasas, 4,5% de fibra, 6% de madera y el resto de 

carbohidratos. El lecho utilizado fue material absorbente de celulosa de la casa comercial 

BioFresh (BioFresh Performance Bedding 1/8″ Pelleted Cellulose, Absorption Corp) que 

asegura tanto el enriquecimiento ambiental necesario para el anidamiento de los murinos, 

como una mejor higiene debido a la capacidad absorbente del material. 

 Tratamientos 

3.1.2.1. Administración de GLP-1 en colirio 

Se administró el agonista de GLP-1R en colirio preparando previamente la solución del 

péptido GLP-1 (7-36) amida liofilizado en forma de sal de acetato (4056519; Clinalfa basic, 

Bachem) diluido en tampón fosfato salino (PBS) estéril pH 7.4. El colirio se conservó a -20ºC 

hasta la administración.  

Se administraron 5 microlitros del colirio a una dosis de 2 mg/ml de GLP-1 o bien vehículo 

(PBS, pH 7.4), en la superficie corneal de cada ojo dos veces al día. El día 21, la gota se aplica 

1 hora antes de la eutanasia (Fig. 8).  

 

Fig. 8 Diseño experimental del estudio de la administración tópica de GLP-1 en ratones db/db entre las 21 y 

24 semanas de edad. 
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3.1.2.2. Administración de sitagliptina y saxagliptina en colirio  

Para estudiar si los DPP-IVi previenen el desarrollo de las primeras alteraciones de la RD 

temprana, se realizó un tratamiento a la edad de 10 semanas durante 14 días. Se 

administraron 5 μl del colirio con saxagliptina (1 mmol/l; 31.5 mg/ml) (Carbosynth) o 

sitagliptina (1 mmol/l; 50 mg/ml) (Sigma) diluido en PBS pH 7.4 estéril, o bien vehículo (PBS, 

pH 7.4), en la superficie corneal de cada ojo a las 10 semanas de edad del ratón y durante 14 

días en 2 administraciones diarias (Fig. 9). 

 

Fig. 9 Diseño experimental del estudio de la administración de DPP-IVi en ratones db/db entre las 10 y las 12 

semanas de edad. 

 Estudio de absorción y distribución de 125I-GLP-1 

Se efectuó un estudio de radioinmunoanálisis con el objetivo de demostrar que GLP-1 se 

internaliza en el ojo y llega a la retina tras la administración tópica en el ratón. El estudio se 

basa en la exploración de la absorción y la distribución de 125I-GLP-1 en diferentes 

compartimentos oculares y sistémicos después de la administración tópica. Se realizó un 

ensayo con un total de 24 ratones C57BL/6J de 12 semanas de edad distribuidos en 2 grupos: 

control y tratamiento (n=3), tal y como se muestra en la Tabla 1. 
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Grupo Tratamiento muestreo (h) Nº de animales 

Tratamiento Dosis única de 125I-GLP-1 en el ojo derecho 

0.5 3 
1 3 
2 3 
4 3 
8 3 

12 3 
24 3 

Control No 0 3 

Tabla 1 Estudio de la absorción y distribución de 125I-GLP-1 

A cada animal del grupo tratamiento se le aplicaron 5 uL de 125I-GLP-1 a una concentración de 

2 mg/ml. Se emplearon animales control de la radioactividad sin tratamiento (blanco de rd). 

En cada punto de muestreo, se eutanasiaron los animales y se extrayeron muestras de 

cristalino, retina, esclera y coroides. Se cuantificó la concentración del GLP-1 en los tejidos 

por contaje de partículas gamma de 125I-GLP-1 (RIA) en las instalaciones radioactivas del Parc 

Científic de Barcelona (IR-PCB).  

 Electroretinograma (ERG) 

El funcionamiento eléctrico de la retina en respuesta a la luz puede ser evaluado en los 

modelos animales de ratón mediante la técnica no invasiva del ERG. 

El método consiste en excitar el ojo con estímulos de luz en flashes de intensidad creciente 

para así poder registrar la respuesta fisiológica de la retina con una previa adaptación a la 

oscuridad. La detección de la luz y su conversión en una señal eléctrica, proceso conocido 

como fototransducción, tiene lugar en los segmentos externos de conos y bastones [311].  

En el animal adaptado a la oscuridad, el potencial eléctrico de la membrana de los 

fotorrecepores está parcialmente despolarizado, con una liberación basal de 

neurotransmisor. En estimular la retina con el flash de luz, se produce la hiperpolarización de 

la membrana plasmática [312] que a nivel fisiológico, se traduce en un impedimento de la 

liberación del glutamato en la sinapsis. Este cambio es detectado por el cerebro, pues se dejan 

de activar por sinapsis excitatorias las células bipolares y las células ganglionares [313].  

Esto genera en el ERG una rápida onda negativa denominada onda a, seguida de una onda 

positiva, denominada onda b. La onda a refleja la actividad eléctrica de los fotorreceptores 
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ante la respuesta al estímulo de luz. La onda b, en cambio, es generada por la actividad de las 

siguientes células de la via retiniana, las células bipolares y las ganglionares en respuesta a la 

sinapsis con los fotorreceptores y los cambios en la apertura de los canales de potasio de las 

membranas de las células de Müller (Fig. 10). En el ERG también aparecen una serie de ondas 

de baja amplitud entre las ondas a y b generadas por la actividad eléctrica de las células 

amacrinas y que se denominan potenciales oscilatorios (OPs). 

 

Fig. 10 Esquema que muestra la respuesta del ERG con las ondas a y b.  

Modificado de la página web: Donnell J. Creel. The electroretinogram and electro-oculogram: Clinical 

applications, Webvision, Webvision.med.utah.edu. 

Estudios con ERG muestran que los animales diabéticos presentan una reducción en la 

amplitud en las ondas a y b, y los OPs, demostrando que la hiperglucemia produce una 

disfunción neuronal que afecta a su electrofisiología normal y por tanto contribuye al 

desacoplamiento de la función neurovascular [311]. Por tanto, la técnica del ERG nos permite 

estudiar la respuesta eléctrica de la retina en respuesta a estímulos de luz. La electrofisiología 

de la retina se evalúa mediante la plataforma Ganzfeld ERG (Phoenix Research Laboratories, 

Pleasanton) siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Internacional para la 

Electrofisiología clínica de la visión (ISCEV) [314]. 

Los animales fueron adaptados a la oscuridad absoluta durante 16 horas antes de la 

determinación del ERG. Se anestesiaron con inhalación de 2% isoflurano (AERRANE, Baxter) / 

4% en oxígeno, primero en caja de inducción y después con mascarilla buconasal durante el 

ERG. Durante el procedimiento, se mantuvieron los animales sobre la plataforma atemperada 

(Micron III) para evitar la hipotermia generada por el anestésico. Las pupilas se dilataron con 

tropicamida al 1% (Mydriacyl. Alcón Cusí) sobre la superficie corneal. Se insertó por vía 

subcutánea un electrodo de referencia en la cabeza y un electrodo de tierra en la base de la 

Onda B

Onda A
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cola. Se colocó carboximetilcelulosa para evitar la deshidratación y las lesiones corneales y 

para mejorar el contacto córnea-electrodo se posicionó al animal de manera que el ojo 

quedara lo más cerca posible del electrodo de contacto corneal conectado al aparato 

Ganzfeld©. 

Seguidamente, se realizó el registro de la actividad eléctrica de la retina en respuesta a flashes 

de luz blanca blanca de intensidad creciente comenzando por una intensidad 0 cd.s.m-2 (señal 

basal) para comprobar que no hubieran alteraciones que generaran ruido en el ERG. Se 

midieron la amplitud de las ondas a y b, los potenciales oscilatorios (OPs) y los tiempos 

implícitos, en respuesta a 10 flashes de cada intensidad. Los datos recogidos fueron 

posteriormente analizados mediante el software Labscribe©. 

Durante todo el procedimiento se mantuvo el ojo contralateral hidratado con lágrimas 

artificiales para evitar el secado. Una vez finalizado el procedimiento, se inyectó una solución 

salina por vía subcutánea y se colocó al animal sobre una manta eléctrica durante unos 

minutos con el fin de evitar la hipotermia y permitir una óptima recuperación. La anestesia 

inhalatoria permite que el animal se recupere rápidamente en pocos minutos. 

 Tomografía de coherencia óptica (OCT) 

La Tomografía de Coherencia Óptica (OCT) es una técnica no invasiva e interferométrica, de 

gran penetración en el tejido que permite obtener imagenes tomográficas “in vivo” 

basándose en la realización de cortes transversales micrométricos utilizando la luz sobre el 

tejido. La luz permite obtener imagenes con una resolución axial y lateral de escala 

micrométrica. De forma simplificada, en OCT un rayo de luz es disparado hacía el tejido y se 

mide el retraso del eco de la luz al ser reflejado por la microestructuras del tejido. Estas 

características convierten a esta técnica en un método ideal en oftalmología [315].  

El procedimiento de anestesia a realizar durante la OCT fue idéntico al utilizado en el ERG. En 

este caso, el animal no se adoptó a la oscuridad y en lugar de utilizar electrodos, se colocó la 

cámara del aparato de OCT (Micron IV. Phoenix Research Labs OCT) directamente sobre la 

córnea del ratón, previamente dilatada con tropicamida al 1% (Mydriacyl. Alcón Cusí) e 

hidratada con carboxilmetilcelulosa (Omni Vision). Cada animal se dispuso en la plataforma 

atemperada del equipo Micron y el ojo alineado en contacto con la lente del OCT. Con la 

pupila dilatada se observó con facilidad el nervio óptico y la retina. El software dispone de dos 
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pantallas, en una se observó la citoarquitectura típica de las capas de la retina generada por 

la OCT y en la otra un plano general del fondo del ojo. Utilizando el software específico de la 

casa comercial (Insight, Phoenix Research Labs) se determinó el grosor de las distintas capas 

de la retina. Por último, la finalización del procedimiento y de recuperación del animal fue 

idéntico al ERG. 

 Eutanasia y recogida de muestras 

Para la obtención de las muestras para hacer cortes histológicos de la retina, se realizó una 

inyección intraperitoneal de anestésico y un sedante analgésico (en la proporción 1 ml 

ketamina / 0.3 ml xylazina), seguida por una perfusión intracardiaca (10 ml PBS / 5 ml 

Formaldehído al 4%) que garantiza una óptima fijación de los tejidos. En el resto de animales, 

se realizó una dislocación cervical. Independientemente del método de anestesia, 

rápidamente los ojos fueron enucleados mediante unas pinzas de microdisección de cirugía 

oftalmológica. 

Para las muestras destinadas para histoquímica, los ojos se mantuvieron en casetes inmersos 

en paraformaldehído al 4% durante 5h y posteriormente embebidos en bloques de parafina 

y seccionados en láminas de 4 µm a lo largo del eje del ojo. 

Las muestras para la obtención de proteína o ácido ribonucleico mensajero (mARN) se 

procesaron rápidamente, separando la neuroretina con pinzas quirúrgicas de microdisección 

y transportando las muestras en nitrógeno líquido hasta su conservación a -80ºC.  

3.2. Estudio de proteínas 

 Extracción de proteínas 

Para la extracción de proteínas es muy importante trabajar en frío, así que las muestras se 

mantuvieron en hielo. Se preparó un tampón de lisis que con detergentes para el aislamiento 

de proteínas e inhibidores de proteasas y fosfatasas (Tabla 2 y Tabla 3). Las muestras se 

disgregaron mecánicamente con jeringuillas y se homogeneizaron adicionando un volumen 

de 80 µL de tampón por retina. Una vez la retina estuvo bien disgregada, se mantuvo en un 

agitador rotario a 4ºC durante al menos 12h.  
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Solución RIPA  

NaCl 150mM 
IGEPAL CA-630 1% 

Sodium Deoxycholate 0,5% 
SDS 0,1% 

Tris pH 8.0 50mM 
Tabla 2. Solución comercial RIPA. 

Tampón de lisis 

RIPA (Sigma) 878 μl 
Phenylmethanesulfonylfluoride [PMSF], 1 mmol/l 10 μl 

Na3VO4, 2 mmol/l 2 μl 
NaF, 100 mmol/l 100 μl 

1X protease inhibitor cocktail (Sigma) 10 μl 
Volumen final  1 ml 

Tabla 3 Tampón de lisis. 

Se centrifugaron las muestras a 10.000 rpm en una microcentrífuga a 4ºC durante 15 minutos, 

se descartó el pellet y se recogió el sobrenadante. Las proteínas se conservaron a una 

temperatura de -80ºC. 

 Cuantificación de proteínas 

La cuantificación de proteínas se realizó por el método de “Bicinchoninine acid assay” (BCA) 

(ThermoFisher Scientific 23225) utilizando una curva estándar de calibrado a partir de un 

estándar de albúmina bovina sérica (BSA) de 2 mg/mL. 

El ensayo se basa en la reducción de Cu+2 a Cu+1 presente en las muestras que produce un 

cambio de color, proceso que es conocido como reacción de Biuret. La absorbancia del 

cambio de color es proporcional a la concentración proteica y se puede determinar mediante 

un espectrofotómetro lector de placas (Spectra-Max 340) en el intervalo que se observa en la 

Fig. 11 siguiendo la ley de Lambert-Beer.  
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Fig. 11 Curva estándar de calibrado a partir de un estándar de albúmina bovina sérica (BSA) de 2 mg/m 

 Western Blot 

En el western blot, las proteínas de la muestra de retina fueron separadas en un campo 

eléctrico en función de su tamaño y su forma mediante una electroforesis. El primer paso de 

la electroforesis fue la preparación de los tampones (Tabla 4 y Tabla 5) para sintetizar los geles 

de acrilamida. El porcentaje de acrilamida-bisacrilamida (PAGE) (Millipore) en el gel resolutivo 

o separador varía según el peso molecular de las proteínas estudiadas (10 o 12%) (Tabla 6). El 

gel concentrador o “de stacking”, con un porcentaje de PAGE al 4% (Tabla 7), presenta poros 

de gran tamaño que permiten la concentración de las proteínas mientras que el gel separador, 

de concentración variable, es donde las proteínas se separan en función de su tamaño.  

Tampón del gel resolutivo Ajustar a un pH de 8,54 

Tris base 1,5M 45,43g 
SDS 0,4% 10ml de la solución de SDS al 10% 

H2Odd  Enrasar a 250ml 
Tabla 4. Tampón del gel resolutivo. 

Tampón del gel concentrador Ajustar a un pH de 6,8 

Tris base 0,5M 125 ml de la solución Tris 1M 
SDS 0,4% 10ml de la solución de SDS al 10% 

H2Odd  Enrasar a 250ml 
Tabla 5 Tampón del gel concentrador. 

Los geles fueron preparados entre dos cristales fijados por la parte posterior. Para la 

polimerización de los mismos, se utilizó un iniciador de polimerización como el N,N,N',N'-

tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Sigma) y el persulfato amónico (APS) (Biorad). Después de 

pipetear todos los reactivos del gel resolutivo, el volumen fue vertido entre los cristales 
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incubando durante 15 minutos para la polimerización del gel. Se colocó un peine en la parte 

superior del gel, que una vez polimerizado formó unas depresiones o pocillos donde se cargan 

las muestras. A continuación se muestra una tabla con los diferentes tipos de geles (Tabla 6): 

Gel resolutivo o separador 

Porcentaje de Acrilamida  10% 12% 

Tampón del gel resolutivo (ml) 1,25 1,25 
Acrilamida al 40% (ml) 1,25 1,5 

H2Odd (ml) 2,5 2,25 
TEMED (μl) 5 5 

APS 20% (μl) 50 50 
Volumen final (ml) 5 5 

Tabla 6 Gel resolutivo. 

Gel concentrador o de “stacking” 

Porcentaje de Acrilamida  4% 

Tampón del gel concentrador (ml) 0,65 
Acrilamida al 40% (ml) 0,27 

H2Odd (ml) 1,74 
TEMED (μl) 10 

APS 20% (μl) 30 
Volumen final (ml) 2,65 

Tabla 7 Gel concentrador. 

Una vez polimerizados los geles, se cargaron las muestras y el marcador de peso molecular 

(Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Biorad) en los pocillos. El marcador de peso 

molecular está formado por proteínas patrón de masa molecular conocida que permiten 

estimar la masa molecular de las proteínas a evaluar. Según la cantidad de proteína a detectar 

en el tejido, se cargaron de 20 a 40 µg de proteína diluidos en agua destilada con un volumen 

total de unos 16 µL. Además, se añadió tampón Laemmli que contiene glicerol, que ayuda a 

las proteínas a migrar por el gel, y bromofenol, que permite visualizar el frente de la 

electroforesis (Tabla 8).  

Tampón Laemmli 
Glicerol 20% 

2-Mercaptoetanol 10%  
Azul bromofenol  0,004% 

Tris HCl 0,125 M 

Tabla 8 Tampón de carga Laemmli. 
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El detergente dodecil sulfato sódico (SDS) de los geles se une a las proteínas de forma 

proporcional a la masa molecular de las mismas y les confiriere una carga neta negativa. Esto 

permite que la electroforesis separe casi exclusivamente las proteínas en función de la masa 

molecular y por tanto, la movilidad de cada proteína en el gel es proporcional a su masa.  

La electroforesis SDS-PAGE fue realizada en una cubeta bañada con tampón de electroforesis 

(Tabla 9 y Tabla 10) inicialmente a un voltaje de 90 V, y cuando el frente de proteínas avanzó 

hacia el gel separador se subió el voltaje a 120 V durante aproximadamente 1h 30 min.  

Tampón de Electroforesis 5X (stock solution) 

Tris Base 30,2 gr 
Glicina 144 gr  

SDS  10 gr 
H2Odd  Enrasar a 2l 

Tabla 9 Tampón de Electroforesis 5X. 

Tampón de Electroforesis 1X (working solution) 

Tampón de electroforesis 5X 200 ml 
H2Odd  Enrasar a 1l 

Tabla 10 Tampón de Electroforesis 1X. 

La transferencia de las proteínas del gel a la membrana de PVDF por acción de un campo 

eléctrico se realizó en un sándwich bañado en tampón de transferencia con metanol (Tabla 

11 y Tabla 12) a un amperaje de 0,4 Amperios durante 1h. La membrana de PVDF se une a 

todas las proteínas de forma inespecífica, y esta unión está basada en interacciones 

hidrofóbicas y dipolos entre la membrana y las proteínas. Previamente a la transferencia, la 

membrana se activó con metanol y tampón de transferencia. Para el montaje del sándwich 

se colocó un papel de filtro Whatman en el ánodo, la membrana encima, el gel y otro papel 

de filtro Whatman en el cátodo. Se eliminó el aire con un rodillo para evitar burbujas.  

Tampón de Transferencia 5X (stock solution) 

Tris Base 30,2 gr 
Glicina 144 gr  
H2Odd  Enrasar a 2l 

Tabla 11 Tampón de Transferencia 5X. 
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Tampón de Transferencia 1X (working solution) 

Tampón de Transferencia 100 ml 
Metanol 100 ml  
H2Odd  Enrasar a 500 ml 

Tabla 12 Tampón de Transferencia 1X. 

A continuación, con el fin de reducir las uniones inespecíficas, la membrana se bloqueó 

durante 1h en TBST (Tris-buffered saline 0,1 Tween) al 5% en BSA o leche. Seguidamente, la 

membrana se incubó con un anticuerpo primario a 4ºC durante toda la noche. La Tabla 13 

muestra la lista de anticuerpos primarios utilizados en la presente tesis: 

Anticuerpo Descripción 

Caspase 9 1:1000; ab202068; Abcam, Cambridge, UK 
p-AKT 1:1000; #2965; Cell Signaling, Leiden, The Netherlands 
AKT 1:5000; #9272; Cell Signaling, Leiden, The Netherlands 

p-GSK3β 1:1000; ab75745; Abcam, Cambridge, UK 

β-catenin 1:1000; GTX132611; Genetex, California, USA 

Bcl-xL 1:1000; 610211; BD Biosciences, Sparks, MD, USA 

p-AMPK 1:1000; ab80039; Abcam, Cambridge, UK 
AMPK 1:1000; ab133448; Abcam, Cambridge, UK 
p-IKBα 1:1000; ab133462; Abcam, Cambridge, UK 
IKBα 1:5000; ab32518; Abcam, Cambridge, UK 
NF-κB (p65) 1:1000; sc-8008; Santa Cruz, Dallas, Texas, USA 
VEGFA 1:500; ab46154; Abcam, Cambridge, UK 

DPP-IV 1:1000; ab28340; Abcam, Cambridge, UK 

GFAP 1:10000; ab7260; Abcam, Cambridge, UK 

SDF-1 1:500; ab25117; Abcam, Cambridge, UK 

Cyclophyline (CYP) 1:10000; BML-SA296; Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland 

β-Tubulin 1:10000; #2146; Cell Signaling, Leiden, The Netherlands 

Actina 1:10000; ab11003; Abcam, Cambridge, UK 
Tabla 13 Lista de anticuerpos utilizados para Western Blot. 

Al día siguiente se efectuaron 3 lavados con TBST de 5-10 minutos, en agitación constante y 

se prepararon 10mL de anticuerpo secundario (Anti-ratón o anti-conejo, Dako) a una 

concentración de 1:10.000 en TBST con leche o BSA al 5%. El anticuerpo secundario se incubó 

con las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente, y en agitación constante. El 

anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratón conjugado con peroxidasa de rábano permite 

el revelado en conjugarse con su sustrato. Se realizaron sucesivos lavados con TBST en 

agitación constante para lavar el resto de anticuerpo secundario. Se preparó la solución de 

revelado (WesternBright ECL, Advansta) y con un casete de autoradiografía se reveló la 
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membrana exponiéndola en un film fotográfico. Se trabajó en una sala oscura con luz roja ya 

que se produce una reacción de quimioluminiscencia en la que la peroxidasa conjugada con 

el anticuerpo secundario cataliza la oxidación del luminol en presencia de peróxido de 

hidrogeno. En colocar el film sobre la membrana, la exposición a la luz que se desprende de 

la reacción permite detectar la actividad enzimática. 

Los films de western se escanearon y las bandas fueron cuantificadas por densitometría 

mediante el software ImageJ. Los datos obtenidos fueron procesados y analizados mediante 

el programa estadístico SPSS y Microsoft Office Excel. 

 Deshibridación 

Si se han de detectar dos proteínas del mismo peso molecular en la misma membrana, hace 

falta una deshibridación de los anticuerpos con un tampón específico conocido como 

“stripping”. Cada membrana se incubó en un volumen de 10 mL de solución de deshibridación 

con SDS, Tris HCl y β-mercaptoetanol (Tabla 14) a 50ºC durante unos 30 minutos y en 

agitación constante. 

Solución de deshibridación (Ajustar a pH 6.8) 

Tris HCl 1M 12,5 ml 
SDS 20 ml de SDS al 10% 

H2Odd  Enrasar a 100 ml 

β-mercaptoetanol Añadir 80μl en el momento de utilizarlo 

Tabla 14 Solución de deshibridación 

Finalmente, tras 4 lavados de 15 minutos en TBST al 0,1%, la membrana se bloqueó en TBST 

con BSA o leche para evaluar otros marcadores. 

 Cromatografía líquida de ultra alta presión (UHPLC) acoplada a 

Espectrometría de masas 

El aminoácido glutamato fue separado del volumen homogenado de proteínas de retina 

mediante cromatografía líquida de ultra alta presión (UHPLC) (Agilent 1200 series, 

Waldbronn, Alemania) acoplada a espectrometría de masas (LC-MS/MS) (Agilent 6410 Triple 

Quad, Santa Clara, California, USA) para su cuantificación.  
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3.3. Estudio de ácidos nucleicos 

 Extracción de ácido ribonucleico mensajero (mARN) 

Las retinas fueron obtenidas inmediatamente después de la enucleación y disección del ojo, 

conservándose congeladas en 140 µL de Trizol (TRI Reagent T9234, Sigma) (Tabla 15) hasta la 

extracción del mARN. Una vez producida la disrupción de la retina con la ayuda de un 

homogeneizador mecánico para eppendorf (VWR), se añadieron 28 µL de cloroformo (Sigma) 

por retina y se incubaron a temperatura ambiente durante unos 15 minutos. Después de una 

centrifugación a 12.000 rpm y 4ºC durante 15 minutos, la fase acuosa fue transferida a otro 

eppendorf. La fase acuosa contenía proteínas, mientras que la fase restante, de una 

coloración rosa debido al Trizol, contenía los ácidos nucleicos. 

 Seguidamente, por cada retina se añadieron 70 µL de isopropanol (2-Propanol 59304, Sigma) 

y 0,5 µL de Glycoblue (GlycoBlue™ Coprecipitant (15 mg/mL) AM9515, ThermoFisher 

Scientific), el cual facilita la visualización del pellet. Una vez bien mezclado, el volumen se 

incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de una centrifugación a 13.000 

rpm a 4ºC durante 30 minutos, se eliminó el sobrenadante y se lavó el pequeño pellet azul 

con 140 µL de etanol al 75%. A continuación, se realizó otra centrifugación, pero en este caso 

a 10.000 rpm a 4ºC durante 5 minutos. Finalmente, tras descartar el sobrenadante y dejarlo 

secar, se obtuvo un sedimento de mARN que se resuspendió en 30 µL de agua libre de ARNsa 

(Nuclease-Free Water AM9937, ThermoFisher Scientific). 

Reactivos para la extracción de ARN (cantidad por NR) 

Trizol 140 μl 
Cloroformo 28 μl 
2-Propanol 70 μl 
Etanol 75% 140 μl 

Nuclease-Free H2O 30 μl 

Tabla 15 Reactivos para la extracción del mARN de una neuroretina. 

Para conocer la calidad y cantidad de mARN en las muestras se empleó el espectrofotómetro 

Nanodrop y se inocularon 500 ng de cada muestra en un gel al 1% de agarosa (Agarosa D1 

media EEO 8021, Laboratorios Conra) que se analizó en el Agilent 2100 Bioanalyzer para 

comprobar la integridad del mARN.  
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 Generación de ácido desoxirribonucleico complementario y reacción 

en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa  

El ADN complementario (cADN) de cadena sencilla se sintetiza a partir del mARN tal como se 

describe en el kit “Prime Script® RT Master Mix”. El primer paso fue incubar en un 

termociclador a 37ºC las muestras con deoxiribonucleasa (ADNsa), enzima que degrada el 

ADN (Tabla 16). Para finalizar la reacción se añadió 1 μl de ácido etilendiaminotetraacético 

(EDTA) 25mM y se incubó a 65ºC durante 10 minutos (Tabla 17). La adición del quelante de 

cationes EDTA permite inactivar a la enzima ADNsa ya que ésta necesita de cationes para 

catalizar la reacción química. 

Máster Mix de la ADNsa (cantidad por NR) 

ADNsa buffer 1 μl 
ADNsa 1 μl 

Muestras 2 μl 
Nuclease-Free H2O 6 μl 

Tabla 16 Reactivos para la Máster Mix de la ADNsa por neuroretina. 

Reacción de la ADNsa en el termociclador 

Reacción ADNsa 30 minutos a 37ºC 
Añadir EDTA 1 μl por muestra 

Inactivación de la reacción 10 minutos a 65ºC 
Tabla 17 Reacción de la ADNsa. 

A continuación se realizó la transcripción reversa del mARN para generar el cADN. A los 10 μl 

de mARN tratado con la ADNsa se añadieron 10 μl de la master mix de la transcripción reversa 

que incluye el enzima retrotranscriptasa, oligonucleótidos y otros compuestos necesarios 

para la reacción (Tabla 18). Finalmente, la transcripción reversa se volvió a producir en el 

termociclador tal y como se describe en la Tabla 19. 

Master Mix de la transcripción reversa (cantidad por NR)  

10xTampón de Retrotranscripción 2 μl 
25x dNTPS mix (100mM) 1 μl 

20x Oligo(dT)18 1 μl 
RT multiscribe 1 μl 

Inhibidor de ARNsa  1 μl 

Nuclease-Free H2O 4 μl 

Tabla 18 Reactivos para la Máster Mix de la transcripción inversa por neuroretina. 
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Reacción de transcripción inversa en el termociclador 

Incubación a 25ºC 10 minutos 
Incubación a 37ºC 120 minutos 
Incubación a 85ºC 5 minutos 
Incubación a 10ºC --- 

Tabla 19 Reacción de transcripción inversa. 

El cADN sintetizado se congeló hasta que se realizó la reacción en cadena de la polimerasa 

real-time (RT-PCR). Para la RT-PCR se sintetizan los cebadores u oligonucléotidos 

complementarios sentido y anti-sentido de las secuencias de las hebras del ADN opuestas de 

los genes diana, teniendo en cuenta que deben cumplir unos parámetros de calidad:  

 Presentar una especificidad con una longitud de 17-28 bases. 

 Presentar un contenido de guanina y citosina de un 50-60% pero manteniendo una 

composición de bases aleatoria. 

 Minimizar la posibilidad de auto-hibradaciones por los cebadores. 

 Garantizar una temperatura de fusión (Tm) adecuada (entre 55 y 70ºc). 

La RT-PCR utiliza el SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) en el detector 7.900 HT 

Sequence Detection System en placas de 384 pocillos con los cebadores o “primers” 

específicos que se muestran en la Tabla 20. Para cada muestra, la RT-PCR fue cargada por 

triplicado y la cuantificación relativa fue calculada utilizando el programa informático ABI SDS 

2.0 por el método RQ 2−ΔΔCt comparando la expresión de cada gen analizado con el gel 

control beta-actina, que es de expresión constitutiva en todas las muestras. 

 Nomenclatura de genes  

Para la nomenclatura de los genes en esta tesis se utilizaron los criterios establecidos en 

agosto de 2018 por el Comité Internacional en Estandarización de Nomenclatura génica en 

ratones (http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml) y el Comité 

Internacional de Nomenclatura génica en humanos HUGO (HGNC) 

(https://www.genenames.org/) que establecen lo siguiente: 

- En el caso de genes humanos, los genes son representados en cursiva y en mayúscula. 

Además, los símbolos griegos nunca son utilizados. Ejemplo: El gen que codifica para 
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la proteína GLP-1R se representa como GLP1R. El gen que codifica para la proteína IL-

1β humana se representa como IL1B. 

- En el caso del ratón, los genes se representan en cursiva y minúscula, siendo solo 

mayúscula la primera letra. Además, los símbolos griegos nunca son utilizados. 

Ejemplo: El gen que codifica para la proteína GLP-1R murina es Glp1r. El gen que 

codifica para la proteína IL-1β murina se representa como Il1b. 

“Primers” o cebadores Secuencia de nucleótidos 

Il1b Forward (5’-3’) 5’-GCAACTGTTCCTGAACTCAACT-3’ 
Il1b Reverse (5’-3’) 5’-ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT-3’ 
Il6 Forward (5’-3’) 5’-TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC-3’ 
Il6 Reverse (5’-3’) 5’-TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC-3’ 
Tnf Forward (5’-3’) 5’-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3’ 
Tnf Reverse (5’-3’) 5’-GCTACGACGTGGGCTACAG-3’ 
Vegfa Forward (5’-3’) 5’-GAGTACCCCGACGAGATAGA-3’ 
Vegfa Reverse (5’-3’) 5’-GGCTTTGGTGAGGTTTGAT-3’ 
Nlrp3 Forward (5’-3’) 5’-ATTACCCGCCCGAGAAAGG-3’ 
Nlrp3 Reverse (5’-3’) 5’-TCGCAGCAAAGATCCACACAG-3’ 
Il18 Forward (5’-3’) 5’-AGCAGTCCCAACTAAGCAGTA-3’ 
Il18 Reverse (5’-3’) 5’- CAGCCAGTAGAGGATGCTGA-3’ 

Glast Forward (5’-3’) 5′-GGGGCAAAAGCACCAAAGAAG-3′ 

Glast Reverse (5’-3’) 5′ -GGGACAACTTGTATTGTGAGCC-3′ 

Dpp4 Forward (5’-3’) 5′-ACCGTGGAAGGTTCTTCTGG-3′ 
Dpp4 Reverse (5’-3’) 5′-CACAAAGAGTAGGACTTGACCC-3′ 

Iba1 Forward (5’-3’) 5′-GGACAGACTGCCAGCCTAAG- 3′ 
Iba1 Reverse (5’-3’) 5′-GTTTCTCCAGCATTCGCTTC- 3′ 
Actin Forward (5’-3’) 5’-CTAAGGCCAACCGTGAAAG-3’ 
Actin Reverse (5’-3’) 5’-ACCAGAGGCATACAGGGACA-3’ 

Tabla 20 Lista de cebadores o “primers” utilizados en esta tesis 

3.4. Técnicas de histoquímica 

 Técnica de inmunofluorescencia 

Como ya se ha comentado anteriormente, después de procesarse en paraformaldehído al 4% 

y PBS, el ojo entero fue embebido en bloques de parafina y seccionado en láminas de 4 µm a 

lo largo del eje del ojo. 

Se desparafinaron las muestras previamente a los análisis de Inmunofluorescencias 

realizados. Para ello, las muestras fueron calentadas en una estufa a 65ºC durante 1h y 

sometidas a 4 lavados de 5 minutos en xileno (VWR). A continuación, las muestras se 

hidrataron en una serie de etanoles (Millipore) a una concentración decreciente (etanol al 
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100%-etanol al 96%-etanol al 70%-etanol al 50%-agua), se fijaron con metanol ácido (metanol 

95%, ácido acético 5%) a -20ºC durante 1 minuto, se realizaron 4 lavados con PBS pH 7.4 

(Biowest) y posteriormente se realizó el enmascarado de los epítopos mediante la técnica del 

Antigen Retrieval en tampón citrato (Abcam). A continuación, según la proteína en estudio se 

realizó una permeabilización con Tritón-X-100 y un bloqueo de 1h con los bloqueantes 

específicos para la detección de cada biomarcador (BSA 1-10%; NGS 1-10%, etc).  

Se adicionó sobre la sección de tejido el anticuerpo primario diluido en PBS-BSA 1% y se 

incubó a 4ºC durante 12 hs. La reacción continuó con 4 lavados con PBS pH 7.4 y una 

incubación durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario específico 

de especie para el anticuerpo primario asociado a fluorocromos Alexa Fluor. A continuación, 

se realizó una contratinción nuclear con Hoechst (ThermoFischer) a una dilución de 1:500. 

Este compuesto fluorescente que emite en el espectro del azul se une a regiones del ADN 

ricas en adenina y timina. Por último, las muestras fueron montadas con cubreobjetos 

inmersas en medio de montaje para fluorescencia Prolong (ThermoFischer).  

Las imagenes fueron obtenidas mediante un microscopio de láser confocal FV10000 

(Olympus) que contiene 3 lásers de excitación: uno excita el fluorocromo Alexa Fluor 488 

(mostrado en verde), otro el Alexa Fluor 594 (mostrado en rojo) y un tercer láser que excita 

longitudes de onda cercanas a los 346 nm permitiendo hacer visible el Hoechst (mostrado en 

azul). En casos de inmunofluorescencias combinadas de 2 biomarcadores se utilizó Alexa Fluor 

594 y 488 en la misma muestra. Las imagenes fueron adquiridas a una resolución de 1024 x 

1024 pixeles. Se evaluaron triplicados por retina y se adquirieron imagenes de 5 campos por 

retina (3 correspondientes a la parte central, y 2 periféricos). La intensidad relativa de 

fluorescencia fue cuantificada mediante el software del microscopio confocal FluoView ASW 

4.2 (Olympus) e ImageJ (NIH, USA). 

A continuación, en la Tabla 21 se presentan todos los anticuerpos primarios y secundarios 

utilizados en la presente tesis. 
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Anticuerpos Descripción 

GFAP rabbit monoclonal; 1:500; ab7260 (Abcam, Cambridge, UK) 

Iba-1 rabbit polyclonal; 1:100; #019-19741 (Wako Chemicals, Fujifilm, Neuss, Germany) 

Ki67 rabbit polyclonal; 1:500; ab15580 (Abcam, Cambridge, UK) 
NeuN mouse monoclonal; 1:100 ; ab104224 (Abcam, Cambridge, UK) 
Calbindina mouse monoclonal; 1:50 ; Calbindina D-28k (Swant, Marly 1, Switzerland) 

NFκB mouse monoclonal; 1:100; sc-8008 (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) 

IL-1β rabbit polyclonal; 1:100; ab9722 (Abcam, Cambridge, UK) 
IL-6 rabbit polyclonal; 1:100; ab7737 (Abcam, Cambridge, UK) 
TNF-α mouse monoclonal; 1:100; ab8348 (Abcam, Cambridge, UK) 
CD-31 rabbit polyclonal; 1:50; ab28364 (Abcam, Cambridge, UK) 
NLRP3 rabbit polyclonal; 1:200; ab214185 (Abcam, Cambridge, UK) 
CD-31 mouse monoclonal; 1:50; ab9498 (Abcam, Cambridge, UK) 
VEGFA rabbit monoclonal; 1:100; ab52917 (Abcam, Cambridge, UK) 
GLAST rabbit monoclonal; 1:100; ab181036 (Abcam, Cambridge, UK) 
NMDA (GluN1) Rabbit polyclonal; 1:100; AGC-001 (Alomone, Jerusalem, Israel) 
AMPA (GluR1) 
8-Hidroxiguanosine 

Rabbit polyclonal; 1:100; AGC-004 (Alomone, Jerusalem, Israel) 
rabbit monoclonal; 1:100; ab62623(Abcam, Cambridge, UK) 

Nitrotyrosine mouse monoclonal; 1:50; ab7048 (Abcam, Cambridge, UK) 
Albúmina sheep polyclonal; 1:500; ab8940 (Abcam, Cambridge, UK) 
Colágeno IV rabbit polyclonal; 1:500; ab6586 (Abcam, Cambridge, UK) 
Alexa Fluor 594 Goat 
anti-mouse  

goat polyclonal; 1:600; A-11032; Life Technologies (ThermoFisher Scientific) 
(Waltham, Massachusetts, USA) 

Alexa Fluor 594 
Donkey anti-sheep 

donkey polyclonal; 1:600; A-11016; Life Technologies (ThermoFisher Scientific) 
(Waltham, Massachusetts, USA) 

Alexa Fluor 594 Goat 
anti-rabbit 

goat polyclonal; 1:600; A-110012; Life Technologies (ThermoFisher Scientific) 
(Waltham, Massachusetts, USA) 

Alexa Fluor 488 Goat 
anti-mouse 

goat polyclonal; 1:600; ab150113 (Abcam, Cambridge, UK) 

Alexa Fluor 488 Goat 
anti-rabbit 

goat polyclonal; 1:600; ab150081 (Abcam, Cambridge, UK) 

Tabla 21. Lista de anticuerpos utilizados para inmunofluorescencia. 

3.4.1.1. Estudio de la gliosis reactiva 

El estudio de la gliosis reactiva se basa en el análisis de la extensión de la expresión anómala 

de la proteína GFAP por las prolongaciones citoplasmáticas de las células de Müller. Para 

evaluar el grado de activación glial, se utiliza el sistema presentado en la Tabla 22 en el que 

se asigna un nivel o “score” 1 cuando GFAP se confina exclusivamente en la GCL; un “score” 2 

cuando se mantiene en la GCL y se expresa en algunos procesos de las células de Müller 

proximales a la GCL; un “score” 3 correspondiente a la expresión de varios procesos 

citoplasmáticos de las células de Müller pero que no llegan a extenderse hasta la ONL; un 

“score” 4 cuando algunos de los procesos llegan hasta la ONL; y “score” 5 cuando muchos 
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procesos citoplasmáticos de las células de Müller llegan hasta la ONL. Este método fue 

utilizado por primera vez en la publicación de Anderson P. J. [316]. 

Score Descripción de la expresión de GFAP 

1 La expresión de GFAP se mantiene en la GCL. 

2 
La expresión se mantiene en la GCL y se expresa en algunos procesos de las células de 

Müller proximales a la GCL. 

3 
La expresión de varios procesos citoplasmáticos de las células de Müller pero que no llegan 

a extenderse hasta la ONL. 
4 La expresión de GFAP en algunos de los procesos llegan hasta la ONL. 
5 Muchos procesos citoplasmáticos de las células de Müller expresa GFAP hasta la ONL. 

Tabla 22 Descripción de la expresión de GFAP en la retina. 

3.4.1.2. Estudio de la apoptosis mediante la técnica del TUNEL 

El principal marcador bioquímico de la muerte celular por apoptosis es la degradación del 

ADN por endonucleasas. La técnica del TUNEL “Terminal Transferase dUTP Nick-End Labeling 

DeadEnd Fluorometric System kit” de Promega permite detectar el ADN fragmentado como 

consecuencia de un proceso apoptótico.  

Las muestras fijadas de retina, previamente desparafinadas, fijadas y permeabilizadas en PBS 

con detergente Tritón X-100, fueron incubadas con la enzima deoxinucleotidil transferasa y 

nucleótidos dUTP marcados con fluorocromos que se excitan a una longitud de onda de 488 

nm. La enzima cataliza la reacción de ligamiento de los nucleótidos marcados con los 

extremos 3’ libres del ADN fragmentado. Como control positivo las muestras fueron tratadas 

previamente con enzima DNAsa. En el caso del control negativo, las muestras se incubaron 

sin la enzima. Finalmente, se realizó una contra-tinción nuclear con Hoechst.  

En el microscopio confocal se detectaron las células que habían incorporado los nucleótidos 

porque emitian una señal de una longitud de onda de 515-565 nm (color verde). Finalmente, 

el número de células positivas de color verde y el número de células totales fue contado.  

3.4.1.3. Estudio de la proliferación celular 

Para el estudio de la proliferación celular el número de células positivas para el marcador Ki-

67 fue contado en campos de 60 aumentos (x60). Además, el anticuerpo anti-Ki-67 se incubó 

en presencia de otros anticuerpos específicos para diferentes tipos celulares de la retina: 

NeuN fue utilizado como marcador específico de neuronas; CD-31 como marcador del 

endotelio de los vasos sanguíneos; Calbindina como marcador de células horizontales de la 
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INL, células amacrinas de la INL y células amacrinas desplazadas de la GCL; y finalmente la 

proteína quinasa C alfa (PKC-α) como marcador de células bipolares de la INL. 

3.4.1.4. Estudio de la translocación nuclear de NF-κB 

Para el ensayo de la translocación nuclear de NF-κB, diferentes cortes a lo largo del eje Z de 

las secciones retinianas fueron capturados a 1024 x 1024 pixeles. Proyecciones ortogonales 

de los mismos fueron evaluadas mediante el software FluoView ASW 4.2 del microscopio de 

láser confocal para comprobar la localización nuclear del factor de transcripción. 

 Estudio de la morfometría de la retina mediante Hematoxilina & 

Eosina 

Para el estudio del número de células totales en las diferentes capas de la retina se evaluron 

secciones de retinas teñidas con Hematoxilina & Eosina. Como en el caso de la 

inmunofluorescencia, las muestras fueron desparafinadas en xilenos (VWR) e hidratadas en 

una serie de etanoles (Millipore) a una concentración decreciente (etanol al 100%-etanol al 

96%-etanol al 70%-etanol al 50%-agua). Después de fijar las muestras con metanol ácido 

(metanol 95%, ácido acético 5%) a -20ºC durante 1 minuto, se realizaron 4 lavados con PBS 

pH 7.4 (Biowest). Los portaobjetos con la retina fueron sumergidos en hematoxilina (Sigma) 

durante 10 minutos. Seguidamente, las muestras se lavaron y se sumergieron en eosina 

(Sigma) durante 30 segundos. Finalmente, tras lavar los portaobjetos, se dehidrataron 

nuevamente mediante lavados con una serie de etanoles en un orden de concentración 

creciente antes de ser montados con un cubreobjetos y medio de montaje. Se contó el 

número de células totales en cada una de las capas nucleares de la retina (GCL, INL y ONL) 

mediante el software ImageJ, identificándose los núcleos azules y los citoplasmas de color 

rosado. 

El contaje en cada retina se realizó por triplicado en 3 imagenes de las regiones centrales de 

la retina y 2 imagenes de la región periférica. La región central corresponde a 100-200 micras 

a ambos lados del nervio óptico y las regiones periféricas en los extremos de la retina superior 

e inferior. 
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 Estudio de la permeabilidad vascular y la neovascularización de la 

retina mediante la técnica del Evans Blue 

La permeabilidad de la vasculatura retiniana se examinó por la técnica ex vivo del Evans Blue. 

Este compuesto es una sustancia fluorescente que se une a la albúmina de manera 

irreversible. Al inyectarse por la vena de la cola del animal, permite evaluar el mantenimiento 

y la integridad de la BHR ya que en el microscopio confocal se pueden observar las 

extravasaciones de Evans Blue unido a la albúmina. El Evans Blue (E2129 Sigma) fue disuelto 

en PBS a pH 7,4 e inyectado vía intravenosa a una dosis de 5mg/ml. Después de la inyección, 

los animales presentaron una coloración azul que confirmó la distribución sistémica de la 

sustancia.  

Dos horas después de la administración del Evans Blue, los ratones fueron eutanasiados por 

dislocación cervical. Los ojos se enuclearon y extraída la retina, se protegió de la luz 

rápidamente. La retina completa se montó en un portaobjetos, proceso conocido como “flat-

mount” o “whole-mount” que permite visualizar en el microscopio confocal toda la 

vasculatura íntegra. Los portaobjetos fueron montados con cubreobjetos y medio de montaje 

Prolong (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).  

Se adquirieron imagenes digitales de diferentes campos de la retina utilizando el microscopio 

confocal FV1000 (Olympus) a un aumento de 60x utilizando el láser de 561 nm. Cada imagen 

se guardó a 1024 X 1024 píxeles dentro del mismo rango de intensidad. Para el análisis 

cuantitativo de la extravasación de albúmina asociada a Evans Blue, se hizo el recuento del 

número de extravasaciones en 20 campos a 60x por cada retina. Para el análisis de la 

neovascularización el número de capilares y de supuestos puntos de neovascularización 

fueron contados en campos 60x adquiridos con el microscopio confocal FV1000 (Olympus). 

3.5. Estudio con muestras humanas 

 Obtención de humor vítreo y plasma 

Para el estudio de la expresión de DPP-IV en humor vítreo y plasma humano, se obtuvieron 

muestras de pacientes del Hospital Universitario Vall d’Hebron en Barcelona con 

consentimiento informado para la donación de muestras biológicas y siguiendo el protocolo 

aprobado por el comité ético del hospital. Para el grupo diabético, se obtuvo el vítreo y el 
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plasma de 8 pacientes con diabetes de tipo 2 que habían requerido una vitrectomía debido a 

la avanzada PRD. Las muestras de vítreo de pacientes diabéticos que previamente habían 

recibido inyecciones intravitreas de corticoides o anti-VEGF no se incluyeron en el estudio. 

Como grupo control, se emplearon 8 candidatos no diabéticos pero que habían sido 

sometidos a una vitrectomía por otras patologías. 

 Obtención de retinas humanas 

Las retinas fueron obtenidas del banco de tejidos del Hospital Universitario Vall d’Hebron 

(Banc de Sang i Teixits) de 8 donantes diabéticos y 8 donantes no diabéticos emparejados por 

sexo y edad. En el caso de los pacientes diabéticos, se incluyeron las retinas en las que la 

exploración del fondo ocular durante el año anterior a su muerte no presentó RD. Las 

características generales de los participantes, la causa de muerte y el tratamiento hipo-

glucemiante se recogen en la Tabla 23. El período de tiempo entre la muerte y la enucleación 

del ojo fue de aproximadamente 3,7h ± 1,5 h. Una vez el ojo fue diseccionado, la retina y el 

RPE fueron separados y congelados a -80ºC. 

 
Donantes diabéticos 

(n=8) 

Donantes no 
diabéticos 

(n=8) 
p 

Edad (años) 67,4 ± 8,3 66,9 ± 10,3 n.s. 
Sexo (M/F) 5/3 4/4 n.s. 

Tipo de Diabetes (1/2) 0/8   

Duración de la diabetes (años) 6,2 ± 4,5   

HbA1c (%) * 7,4 ± 1,3   

Tratamiento hipo-glucemiante    
Insulina 3   

Metformina y/o sulfonilureas 8   
Causa de muerte    

Enfermedad Cardiovascular 6 5  

Cancer 1 1  

Otros 1 2  

* última HbA1c antes de la muerte 
Tabla 23 Datos clínicos de los donantes diabéticos y no diabéticos. 

 RT-PCR de las muestras humanas 

El procedimiento general de extracción de mARN y RT-PCR para evaluar la expresión del 

mARN de DPP-IV se describe en el apartado 3.3 de la presente tesis, pero en este caso el 
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mARN es purificado en columnas RNeasy MinElute column (Quiagen). Los “primers” utilizados 

fueron los siguientes: 

DPP4 (humano) 
FW 5′-AGTGGCGTGTTCAAGTGTGG-3′ RV 5′-CAAGGTTGTCTTGTGGAGTTGG-3′  
 
ACTIN (humano)  
FW 5′-GGATGCAGAAGGAGATCACTG-3′ RV 5′-CGATCCACACGGAGTACTTG-3′  

 ELISA de las muestras humanas 

Los niveles de DPP-IV en plasma, vítreo, RPE, neuroretina, intestino e hígado se evaluaron por 

ELISA. Para ello, las proteínas fueron extraídas según el protocolo del apartado 3.2.1 y la 

concentración total de proteínas fue cuantificada por el ensayo de BCA (según el 

procedimiento del apartado 3.2.2). El inmunoensayo ELISA con las muestras humanas se 

realizó mediante un sándwich cuantitativo (R&D Systems) con un límite inferior de detección 

de 0,016 ng/ml. Primero de todo, se transfirió el anticuerpo anti-DPP-IV diluido en PBS a los 

micropocillos de la placa del ELISA. Después de lavar y bloquear la placa, se añadió la muestra 

a los pocillos correspondientes y se incubó a temperatura ambiente durante 2 horas. Una vez 

lavado el anticuerpo, se añadió estreptavidina-HRP y la solución de sustrato para la lectura de 

la densidad óptica y el procesado de los resultados. La concentración de DPP-IV en la retina, 

RPE y vítreo fue normalizada en base a la concentración total de proteínas. 

3.6. Procesamiento estadístico de los resultados 

Las comparaciones de las variables continuas se analizaron mediante la prueba estadística 

ANOVA y el test post-hoc Bonferroni. Para el análisis comparativo de la extensión de GFAP 

(variable categórica) se empleó el test de Fisher. El nivel de significación estadística asignado 

fue p<0,05 y se empleó el software SPSS (versión 18, Windows 10). 
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4.1. Estudio de absorción y distribución de GLP-1 tras administración tópica 

ocular 

El estudio de absorción y biodistribución del fármaco marcado radioactivamente (125I-GLP-1) 

permitió confirmar que el GLP-1 administrado por vía tópica alcanzaba la retina. Se analizó la 

cantidad de 125I-GLP-1 en diferentes compartimentos oculares (cristalino, esclera-coroides y 

retina) después de sacrificar los animales a diferentes tiempos (0,5h, 1h, 2h, 4h, 8h, 12h y 

24h). Los resultados se muestran a continuación. 

 Contenido de 125I-GLP-1 en el cristalino de ratón 

La Fig. 12 muestra el contenido de 125I-GLP-1 en el cristalino. El fármaco se internalizó en el 

globo ocular y se distribuyó por el cristalino inmediatamente después de la administración 

tópica. Tal y como se puede observar en la Tabla 24, no se detectaron niveles de 125I-GLP-1 

después de 1h tras la administración del colirio. 

 

Fig. 12 Contenido de 125I-GLP-1 en cristalino (% de dosis aplicada/g). 

Cristalino – Ojo derecho (CL-R)  

Número de grupo Tiempos de muestro (h) ng125I-GLP-1/g %ID/g 

2 0,5 4,3 ± 0,0 0,12 ± 0,00 

3 1 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

4 2 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

5 4 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

6 8 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

7 12 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

8 24 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

Tabla 24 Contenido de 125I-GLP-1 y porcentaje de dosis/g en el cristalino.  

Los valores de125I-GLP-1 (ng/g) y el % ID/g se expresan como promedio ± SEM. 
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 Contenido de 125I-GLP-1 en la retina de ratón 

El contenido de 125I-GLP-1 en la retina se representa en la Fig. 13. Tal y como se puede 

observar en la Tabla 25, se detectaron niveles de 125I-GLP-1 a los 30 minutos de la 

administración del colirio y hasta 12h después. El contenido máximo de 125I-GLP-1 en la retina 

correspondió a las 8h después del tratamiento. 

 

Fig. 13 Contenido de 125I-GLP-1 en la retina (% de dosis aplicada/g). 

Retina – Ojo derecho (RE-R)  

Número de 
grupo 

Tiempos de muestreo (h) ng125I-GLP-1/g %ID/g 

2 0,5 2,0 ± 0,6 0,03 ± 0,01 

3 1 1,1 ± 1,6 0,02 ± 0,03 

4 2 0,6 ± 0,7 0,01 ± 0,02 

5 4 0,8 ± 0,9 0,02 ± 0,00 

6 8 16,5 ± 4,8 0,37 ± 0,11 

7 12 3,0 ± 0,2 0,04 ± 0,00 

8 24 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

Tabla 25 Contenido de 125I-GLP-1 y porcentaje de dosis/g en la retina.  

Los valores de125I-GLP-1 (ng/g) y el % ID/g se expresan como promedio ± SEM. 

 Contenido de 125I-GLP-1 en esclera y coroides de ratón 

La Fig. 14 muestra los niveles del compuesto radioactivo en esclera y coroides. Debido a la 

dificultad en la separación de estos dos tejidos se procesaron juntos. Tal y como se puede 

observar en la Tabla 26, se detectaron niveles de 125I-GLP-1 hasta 4h después de la 

administración del colirio. Sin embargo, el contenido de 125I-GLP-1 fue máximo 

inmediatamente después de la administración tópica. 
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Fig. 14 Contenido de 125I-GLP-1 en esclera y coroides (% de dosis aplicada/g). 

Esclera y coroides – Ojo derecho (CS-R)  

Número de 
grupo 

Tiempos de muestro (h) ng125I-GLP-1/g %ID/g 

2 0,5 172,9 ± 85,7 2,81 ± 1,39 

3 1 39,2 ± 0,0 0,87 ± 0,00 

4 2 26,8 ± 19,6 0,59 ± 0,43 

5 4 31,3 ± 3,3 0,70 ± 0,07 

6 8 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

7 12 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

8 24 0,0 ± 0,0 0,00 ± 0,00 

Tabla 26 Contenido de 125I-GLP-1 y porcentaje de dosis/g en coroides y esclera.  

Los valores de125I-GLP-1 (ng/g) y el % ID/g se expresan como promedio ± SEM. 
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4.2. Efectos de GLP-1 en el animal db/db de 24 semanas de edad 

 Evolución del peso y la glucemia 

Durante todo el tratamiento se realizó un seguimiento semanal del peso corporal y de los 

niveles de glucosa en sangre de los animales. El peso y la glucemia de los animales diabéticos 

fue significativamente mayor respecto a los animales controles (Fig. 16). Cabe destacar que 

el tratamiento tópico, como era previsible, no afectó el peso y la glucemia, pues no se 

observaron diferencias entre los animales diabéticos tratados con vehículo y GLP-1 (Fig. 16). 

 

Fig. 15 Comparativa del peso corporal entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con 

GLP-1 y los animales db/+ controles.  

(A) Gráfico comparativo del peso en los animales db/db tratados con vehículo (en rojo), db/db tratados con 

GLP-1 (en azul) y los animales db/+ controles (en verde). Resultados expresados como promedio ± SEM. 

*p<0.05 en comparación con el grupo db/db vehículo y db/db GLP-1. 

 

Fig. 16 Comparativa de la glucemia entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-

1 y los animales db/+ controles.  
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(A) Gráfico comparativo de la glucemia en los animales db/db tratados con vehículo (en rojo), db/db tratados 

con GLP-1 (en azul) y los animales db/+ controles (en verde). Resultados expresados como promedio ± SEM. 

*p<0.05 en comparación con el grupo db/db vehículo y db/db GLP-1 

 Evaluación in vivo de la función de la retina mediante el 

electroretinograma  

La amplitud de la onda b, derivada de la función de las células bipolares y las células de Müller 

fue significativamente menor en todas las intensidades en los animales diabéticos tratados 

con vehículo en comparación con los animales no diabéticos (Fig. 17a y b). La administración 

tópica de GLP-1 fue capaz de aumentar la amplitud de la onda b en todas las intensidades  

(Fig. 17a y b). La amplitud de la onda a, derivada de la función eléctrica de los fotorreceptores, 

fue también significativamente menor en los animales diabéticos tratados con vehículo en 

comparación con los animales controles en todas las intensidades (Fig. 17c). Sin embargo, la 

amplitud de la onda a en los animales diabéticos con el tratamiento tópico con GLP-1 solo fue 

significativamente mayor que los animales diabéticos tratados con vehículo a 10 cd·s·m-2de 

intensidad (Fig. 17c). 
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Fig. 17 Comparativa de la respuesta electroretinográfica entre los animales db/db tratados con vehículo, 

db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles.  

(A) Gráfica representativa de las trazas del ERG a 10 cd·s·m-2, 40 cd·s·m-2 y 80 cd·s·m-2 en los animales db/db 

tratados con vehículo (en rojo), db/db tratados con GLP-1 (en azul) y los animales db/+ controles (en verde). 

(B) Análisis cuantitativo de la amplitud de la onda “b” en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), 

db/db tratados con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Resultados expresados como 

promedio ± SEM. (C) Análisis cuantitativo de la amplitud de la onda “a” en los animales db/db tratados con 

vehículo (en negro), db/db tratados con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Resultados 

expresados como promedio ± SEM. *p<0.05 en comparación con el grupo db/db tratado con vehículo; 

**p<0.01 en comparación con el grupo db/db tratado con vehículo. 

Los animales diabéticos (db/db tratados con vehículo) (línea roja) presentaron una 

disminución en la amplitud de la sumatoria de los OPs debido a las anormalidades funcionales 

ocasionadas por la RD en todas las intensidades (10 cd·s·m-2, 40 cd·s·m-2 y 80 cd·s·m-2) 

respecto a los animales control (línea verde) (Fig. 18). El tratamiento con GLP-1 (línea azul) 

reflejó la mejora en la actividad sináptica de las neuronas amacrinas y otras neuronas de la 
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INL, retornando a valores similares a los no diabéticos (Fig. 18a). El análisis cuantitativo de los 

OPs que se observa en la Fig. 18b denotó un valor de OPs significativamente menor en los 

animales diabéticos tratados con vehículo. La administración tópica de GLP-1 aumentó 

significativamente la amplitud de los OPs a altas intensidades (40 cd·s·m-2 y 80 cd·s·m-2). La 

amplitud en el sumatorio de los potenciales oscilatorios fue menor en los animales diabéticos 

tratados con vehículo en todas las intensidades (Fig. 18b). 

 

Fig. 18 Comparativa de los potenciales oscilatorios entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db 

tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles.  
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(A) Gráfica representativa de los OPs a 10 cd·s·m-2, 40 cd·s·m-2, y 80 cd·s·m-2 en los animales db/db tratados 

con vehículo (en rojo), db/db tratados con GLP-1 (en azul) y los animales db/+ controles (en verde). (B) Análisis 

cuantitativo de la amplitud del sumatorio de todos los OPs en los animales db/db tratados con vehículo (en 

negro), db/db tratados con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). ). Resultados expresados 

como promedio ± SEM. *p<0.05 en comparación con el grupo db/db tratado con vehículo. 

 Análisis morfológico in vivo mediante Tomografía de Coherencia 

Óptica 

En la Fig. 19b se puede observar que el grosor total de la retina así como el de la ONL y la INL 

en los animales diabéticos fue menor en comparación con los animales controles. La 

administración tópica de GLP-1 fue capaz de revertir la disminución en el grosor de la retina 

inducida por la diabetes (Fig. 19b). 

 

Fig. 19 Comparativa del OCT entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los 

animales db/+ controles.  
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(A) Imagen de fondo de ojo y OCT representativo de la retina de un animal db/db tratado con vehículo, db/db 

tratado con GLP-1 y db/+ control. (B) Gráfico comparativo del grosor de la capa de fotorreceptores (ONL + IS), 

el grosor de la INL y el grosor total de la retina en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db 

tratados con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Resultados expresados como promedio 

± SEM. En el grosor de la capas nucleares el grupo db/db vehículo tiene un nivel de significancia del **p<0.01 

en comparación con los otros grupos, mientras que en el grosor total de la retina el grupo db/db GLP-1 tiene 

una significancia de *p<0.05 y el grupo db/+ control **p<0.01 respecto el grupo tratado con vehículo.  

 Evaluación post-mortem 

4.2.4.1. Estudio de la activación glial 

4.2.4.1.1. Gliosis reactiva: Expresión de GFAP  

La activación de la macroglía se determinó mediante la evaluación de la expresión de GFAP 

por inmunofluorescencia (Fig. 20) utilizando el sistema explicado en el apartado de técnicas 

de histoquímica en material y métodos (Tabla 22). En la Fig. 20 y la Tabla 27 observamos que 

en los animales no diabéticos la expresión de GFAP estaba confinada únicamente en la GCL 

(“score” 1), en los animales diabéticos tratados con vehículo aumentó su expresión, y además 

se extendió a las capas exteriores de la retina, hasta “scores” superiores a 3, indicando una 

activación glial (Fig. 20) (Tabla 27). El tratamiento tópico con GLP-1 durante tres semanas fue 

capaz de disminuir significativamente la activación glial de manera que la expresión de GFAP 

fue confinada a los astrocitos en la GCL (Fig. 20) e inferior al “score 2” (Tabla 27). 

 

Fig. 20 Comparativa de la activación glial entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con 

GLP-1 y los animales db/+ controles.  
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Comparativa de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para GFAP (en verde) en db/db tratado 

con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst. Barra 

de escala = 20μm. 

% marcaje positivo para GFAP  

Score db/db vehicle db/db GLP-1 db/+ control 

1 0 100 100 
2 0 0 0 
3 20 0 0 
4 40 0 0 
5 40 0 0 

 

Tabla 27 Cuantificación de la activación glial.  

Cuantificación de la activación glial basada en la extensión de GFAP expresado en la retina. (n=10/grupo). 

Score 1: GFAP se confina exclusivamente en la GCL; score 2: GFAP se mantiene en la GCL y se expresa en 

algunos procesos de las células de Müller proximales a la GCL; score 3: GFAP se expresa en varios procesos 

citoplasmáticos de las células de Müller pero no llegan a extenderse hasta la ONL; score 4: algunos de los 

procesos positives para GFAP llegan hasta la ONL; score 5: muchos procesos citoplasmáticos de las células de 

Müller positivos para GFAP llegan hasta la ONL. 

4.2.4.1.2. Activación de la microglia 

La activación de la microglía se determinó mediante el análisis de Iba-1, principal marcador 

de células de microglia (Fig. 21a). Se observó que el número de células de microglia retinianas 

estaba aumentado en el grupo de animales diabéticos tratado con vehículo  respecto al resto 

de grupos debido a la activación microglial generada por la RD (Fig. 21b). Además, se 

comprobó que mientras en el grupo tratado con el fármaco en colirio y el grupo control las 

células de microglia se distribuïan principalmente por las capas plexiformes, en las retinas de 

los animales diabéticos tratados con vehículo la microglia se desplazaba hacia la INL (Fig. 21) 

indicando la activación microglial por el proceso inflamatorio a causa de la RD. 
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Fig. 21 Activación microglial entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los 

animales db/+ controles. 

 (A) Comparativa y magnificación de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para Iba-1 (en rojo) 

en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos 

con Hoechst. Barra de escala = 30μm. (B) Cuantificación de células de microglia activadas por sección retiniana 

en en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), animales db/db tratados con GLP-1 (en gris) y en 

los animales controles (en blanco). Resultados expresados como promedio ± SEM. **p<0.01 en comparación 

con el resto de grupos. 

4.2.4.2. Evaluación de la apoptosis y la supervivencia neuronal 

4.2.4.2.1. Cuantificación de células apoptóticas mediante la técnica del TUNEL  

La apoptosis en la retina fue analizada mediante la técnica del TUNEL (Fig. 22a). El número de 

células apoptóticas en los animales diabéticos tratados con vehículo estaba 

significativamente aumentado en comparación con los animales controles en las capas INL y 
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ONL (Fig. 22b). La administración tópica de GLP-1 resultó en una disminución en el número 

de células apoptóticas en ambas capas nucleares. 

 

Fig. 22 Comparativa de la apoptosis mediante la técnica del TUNEL entre los animales db/db tratados con 

vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles. 

 (A) Comparativa de una imagen representativa del TUNEL (en verde) en los animales db/db tratados con 

vehículo, db/db tratados con GLP-1 y db/+ controles. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst. Barra 

de escala = 20μm. (B) Cuantificación del porcentaje de células positivas para el TUNEL respecto el número de 

células totales en las diferentes capas nucleares de la retina (GCL, INL y ONL). Resultados expresados como 

promedio del porcentaje ± SEM. *p<0.05 en comparación con los otros grupos experimentales. 

4.2.4.2.2. Estudio de la expresión de caspasa 

El efecto anti-apoptótico observado con la técnica del TUNEL se confirmó al evaluar la 

expresión de la proteína caspasa 9 por western blot (Fig. 23). Caspasa 9 es una enzima 

imprescindible para el inicio de la vía de apoptosis. El ratio de caspasa 9 activa/caspasa 9 total 

en los animales diabéticos tratados con vehículo estaba incrementado respecto a los animales 

controles, y la administración tópica de GLP-1 fue capaz de disminuir los niveles de caspasa 9 

activa, indicando que GLP-1 revierte la apoptosis caspasa-dependiente (Fig. 23). 
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Fig. 23 Análisis comparativo de la expresión del ratio caspasa 9 activa/caspasa total entre los animales db/db 

tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles. 

 (A) Western blot representativo de caspasa 9 activa y caspasa 9 total en los grupos de animales db/db tratado 

con vehículo, animales db/db tratado con GLP-1 y animales db/+ control. β-Actina fue utilizada como 

marcador control. (B) Análisis densitométrico del western blot de caspasa 9. Los valores se expresan en forma 

de promedio ± SEM respecto al control. **p<0.01 en comparación con los otros grupos experimentales. 

4.2.4.2.3. Análisis morfológico de la retina mediante Hematoxilina & Eosina 

La pérdida de células de la retina observada mediante el TUNEL fue validada por un análisis 

morfológico de la retina realizando una tinción de las secciones de la retina con Hematoxilina 

& Eosina (Fig. 24a). El número de células totales en la GCL, INL y ONL fue menor en los 

animales diabéticos tratados con vehículo en comparación con los animales no diabéticos 

debido a la muerte celular generada por la RD. El número de células totales detectadas en los 

animales diabéticos tratados con GLP-1 fue similar al observado en el grupo control, 

revertiendo la apoptosis inducida por la diabetes (Fig. 24b). 
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Fig. 24 Análisis morfológico de la retina entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con 

GLP-1 y los animales db/+ controles. 

 (A) Análisis comparativo de una imagen representativa de Hematoxilina & Eosina en db/db tratado con 

vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Barra de escala = 50μm. (B) Cuantificación del número de 

células totales en GCL, INL y ONL en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con 

GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Los valores se expresan como promedio ± SEM. 

*p<0.05 en comparación con el grupo db/db tratado con vehículo; **p<0.01 en comparación con el grupo 

db/db tratado con vehículo. 

4.2.4.2.4. Estudio de la expresión de moléculas de supervivencia neuronal 

La administración tópica de GLP-1 fue capaz de evitar la inhibición de la fosforilación de Akt 

inducida por la diabetes que es imprescindible para la supervivencia neuronal tal como se ha 

comentado en la introducción (Fig. 25). Notablemente, las retinas de los animales diabéticos 

tratados con GLP-1 presentaron también una mayor expresión de GSK3 fosforilado y β-

catenin en comparación con la retina de los animales diabéticos tratados con vehículo (Fig. 

25) lo que indica que GLP-1 activa la vía de supervivencia de Akt/GSK3β-catenin. Además, 

el tratamiento con GLP-1 aumentó la fosforilación del factor de transcripción CREB y evitó la 

inhibición del factor anti-apoptótico Bcl-xL inducida por la diabetes (Fig. 25). 



 

4. RESULTADOS 

 

75 

 
Fig. 25 Análisis comparativo de la expresión de moléculas de supervivencia. 

(A) Western blot representativo de la ratio de CREB fosforilado/CREB total, Akt fosforilado/Akt total, 

GSK3fosforilado,β-catenin y Bcl-xL entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-

1 y los animales db/+ controles. (B) Análisis densitométrico de las bandas de western blot. Cyclophilina (Cyp) 

fue utilizada como marcador control. Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. La ratio de Akt 

tuvo una significancia de *p<0.05 en el grupo db/db GLP-1 en comparación con los otros grupos 

experimentales. Para GSK3el grupo db/db GLP-1 tuvo una significancia de *p<0.05 en comparación con los 

otros grupos experimentales. Para β-catenin, el grupo db/db vehículo tuvo una significancia de *p<0.05 en 

comparación con el grupo tratado con GLP-1. La expresión de Bcl-xL tuvo una significancia de *p<0.05 en el 

grupo db/db vehículo en comparación con los otros grupos experimentales.  
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4.2.4.2.5. Recuento de células neuronales en proliferación 

Después de observar los efectos de GLP-1 revertiendo la apoptosis neuronal ya instaurada en 

la diabetes de larga evolución y dada su capacidad para activar vías de supervivencia como β-

catenin, proteína que se ha relacionado con la proliferación de células progenitoras neurales 

en el adulto, exploramos si GLP-1 es capaz de actuar sobre la neurogéneis. Para ello, se analizó 

por inmunofluorescencia y RT-PCR el marcador de proliferación Ki-67 (Fig. 26).  

Tras observarse un incremento significativo en la expresión del gen Ki67 (Fig. 26c), y de la 

proteína Ki-67 por algunas células de la retina de aspecto neuronal en el grupo de animales 

diabéticos tratados con GLP-1 (Fig. 26b,d), se realizó una inmunofluorescencia para Ki-67 en 

combinación con NeuN, un marcador neuronal que marca principalmente células 

ganglionares y algunas neuronas de la INL (Fig. 26a). La co-inmunofluorescencia reveló el 

marcaje de ambas proteínas por unas pocas células de la INL principalmente, aunque también 

se observaron células ganglionares positivas para ambos marcadores. 

Identificamos a las células Ki67 positivas como neuronas amacrinas, ya que las céluas KI67 

positivas colocalizaron con calbindina. El análisis ortogonal reveló que algunas células en 

proliferación eran también positivas para calbindina (Fig. 27a) tanto en la INL como en la GCL, 

sugiriendo que las células en proliferación son células de tipo amacrina en la INL y células 

amacrinas desplazadas en la GCL. La magnificación de la Fig. 27b muestra como en una retina 

representativa de un animal diabético tratado con GLP-1 el marcaje de Ki-67 coexiste en una 

célula positiva para calbindina en la GCL y en la INL, mientras que en el grupo diabético tratado 

con vehículo y el grupo control las neuronas no eran positivas para Ki-67. 
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Fig. 26 Análisis morfológico de las células positivas para Ki-67 en la retina de los animales db/db tratados con 

vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles.  

(A) Análisis comparativo de una imagen representativa de una co-inmunofluorescencia de Ki-67 (en rojo) y 

NeuN (en verde) en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron 

contrateñidos con Hoechst. Barra de escala = 20μm. (B) Análisis comparativo de una imagen representativa 

de una co-inmunofluorescencia de Ki-67 (en rojo) y NeuN (en verde) en db/db tratado con vehículo, db/db 
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tratado con GLP-1 y db/+ control. Barra de escala = 20μm. (C) Gráfico comparativo del número de células 

positivas para Ki-67 por campo de aumento 60x en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db 

tratados con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). (D) Gráfico de la expresión génica de 

Ki-67 en las retinas de los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con GLP-1 (en gris) 

y los animales db/+ controles (en blanco). Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 en 

comparación con el grupo db/db tratado con vehículo. 

 

Fig. 27 Análisis ortogonal de la co-localización de las células positivas para Ki-67 y calbindina en la retina de 

los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles.  

(A) Análisis comparativo de una imagen ortogonal representativa de Ki-67 (en rojo), calbindina (en verde), y 

la combinación de ambos (en amarillo) en la retina de db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y 

db/+ control. Los núcleos fueron contrateñidos con Hoechst. (B) Magnificación ortogonal de Ki-67 (en rojo), 

calbindina (en verde), y la combinación de ambos (en amarillo) en la retina de db/db tratado con vehículo, 

db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. En la retina representativa de db/db GLP-1 se observan células en 

amarillo que son el resultado de una colocalización entre Ki-67 y calbindina. 
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4.2.4.3. Exploración de las alteraciones microvasculares 

4.2.4.3.1. Estudio de la integridad de la barrera hematoretiniana mediante la técnica del 

Evans Blue 

El ensayo de Evans Blue se basa en la unión irreversible de esta molécula con la albúmina 

circulante, hecho que nos permite estudiar la vasculatura y la integridad de la BHR. 

Se identificaron focos de extravasación de albúmina asociada a Evans Blue en las retinas de 

los animales diabéticos (Fig. 28a). Sin embargo, el número de estos focos de extravasación 

estaba disminuido en las retinas de los animales tratados con GLP-1 hasta niveles 

comparables al grupo control evidenciando que GLP1 actúa evitando la ruptura de la barrera 

hematorretiniana inducida por la diabetes (Fig. 28a, b). 

 

Fig. 28 Análisis comparativo del whole-mount de la retina entre los animales db/db tratados con vehículo, 

db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles.  

(A) Análisis comparativo de una imagen representativa en spec3 del whole mount de la retina en db/db 

tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Barra de escala = 30μm. (B) Número de 

extravasaciones por campos de 60X en los animales diabéticos tratados con vehículo (en negro), animales 

diabéticos tratados con GLP-1 (en gris) y los animales controles (en blanco). Los valores se expresan en forma 

de promedio ± SEM. **p<0.01 del grupo db/db vehículo en comparación con los otros grupos. 
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4.2.4.3.2. Cuantificación de la neovascularización 

4.2.4.3.2.1. Recuento de ramificaciones capilares y células endoteliales en proliferación 

Con el fin de evaluar la formación de nuevos vasos sanguíneos, se contaron el número de 

ramificaciones capilares y de brotes vasculares (Fig. 29) en los “whole-mount” de retina, y el 

número de células endoteliales en proliferación (Ki-67 positivas) en las secciones retinianas 

en parafina (Fig. 30). Para identificar las células endoteliales se utilizó el marcador endotelial 

CD-31. Los valores fueron comparables entre todos los grupos (Fig. 29) y no se observó 

colocalización entre Ki-67 y CD-31 de manera que no hubo neovascularización (Fig. 30). 

 

Fig. 29 Evaluación de neovascularización en los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con 

GLP-1 y los animales db/+ controles. 

(A) Análisis comparativo del número de ramificaciones capilares y (B) de brotes vasculares entre los animales 

db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en 

blanco). Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. 
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Fig. 30 Análisis comparativo de una inmunofluorescencia para Ki-67 y CD-31.  

Imagen representativa de una co-inmunofluorescencia de Ki-67 (en rojo) y células endoreliales CD-31+ (en 

verde) en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron 

contrateñidos con Hoechst. Barra de escala = 20μm. 
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4.2.4.3.3. Estudio de la expresión de VEGF 

En las retinas de los animales diabéticos tratados con vehículo, la proteína VEGF, estaba 

sobreexpresada (Fig. 31). El tratamiento con GLP-1 fue capaz de revertir dicho aumento, 

indicando una reducción en la hperpermeabilidad inducida por la RD (Fig. 31). 

 

Fig. 31 Efectos de GLP-1 sobre la expression proteina de VEGF y la expression génica de Vegf.  

(A) Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para VEGF (en rojo) en 
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db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos con 

Hoechst. Barra de escala = 30μm. (B) Análisis de la expresión génica de Vegf por RT-PCR en db/db vehículo (en 

negro), db/db GLP-1 (en gris) y db/+ control (en blanco). *p<0.05 del grupo db/db vehículo en comparación 

con los otros grupos. (C) Western blot representativo de VEGF en retina y análisis densitométrico del western 

blot en db/db vehículo (en negro), db/db GLP-1 (en gris) y db/+ control (en blanco). Los valores se expresan 

en forma de promedio ± SEM. Cyclophilina (Cyp) fue utilizada como marcador control. La significancia entre 

los grupos db/db vehículo y el resto de grupos fue de *p<0.05.  

Los niveles de mARN de Vegf en las retinas de los animales tratados con GLP-1 fueron 

significativamente menores que en las retinas de los animales diabéticos tratados con 

vehículo (Fig. 31b). La administración tópica de GLP-1 también disminuyó los niveles de 

proteína en la retina respecto a los animales diabéticos tratados con vehículo (Fig. 31c).  

4.2.4.4. Estudio de los mecanismos de acción de GLP-1 en la retina 

4.2.4.4.1. Excitoxicidad por glutamato 

4.2.4.4.1.1. Niveles de glutamato  

Tal como se ha explicado en la introducción, el desequilibrio en la producción de factores 

neuroprotectores y la acumulación extracelular de glutamato tienen un papel clave en la 

patogénesis de la RD. Los niveles de glutamato en las retinas de los ratones diabéticos db/db 

con 12 semanas de edad están elevados significativamente respecto a los animales controles 

[144]. Este incremento se mantiene a las 24 semanas de edad (Fig. 32). La administración 

tópica de GLP-1 disminuyó el contenido de glutamato hasta un nivel comparable al control 

(Fig. 32). 

4.2.4.4.1.2. Expresión de GLAST 

Los niveles de GLAST, la principal proteína implicada en la recaptación del glutamato estaban 

disminuidos en las retinas de los animales diabéticos tratados en vehículo en comparación 

con la de los animales controles. La administración tópica de GLP-1 fue capaz de aumentar 

tanto la expresión de mARN como de proteína GLAST en la retina de los animales diabéticos 

(Fig. 33). 



84 

 

Fig. 32 Análisis comparativo de la concentración de glutamato en la retina medida por HPLC. 

 Niveles de glutamato en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con GLP-1 (en 

gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. El grupo 

tratado con vehículo tiene una significancia de *p<0.05 respecto el resto de grupos. 

 

Fig. 33 Efectos de GLP-1 sobre la expression de GLAST. 

(A) Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para GLAST (en rojo) y (B) 

cuantificación relativa de la fluorescencia en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db 

tratado con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ control (blanco). Los núcleos fueron contra-teñidos con 
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Hoechst. Barra de escala = 30μm. (C) Análisis de la expresión génica de Glast (Slc1a3) por RT-PCR en los 

animales diabéticos tratados con vehículo (en negro), animales diabéticos tratados con GLP-1 (en gris) y los 

animales controles (en blanco). Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 del grupo db/db 

vehículo en comparación con los otros grupos.  

4.2.4.4.1.3. Expresión del receptor de glutamato de tipo NMDA 

La acumulación de glutamato causa excitoxicidad en la retina por sobre-activación de los 

receptores ionotrópicos del glutamato de tipo NMDA y de tipo amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropionato (AMPA). La activación de estos receptores provoca una acumulación de 

calcio que promueve la muerte neuronal. Mientras que no hemos observado diferencias en 

el nivel de los receptores AMPA (Fig. 34a,b), sí que encontramos que la subunidad GluN1 del 

receptor de glutamato de tipo NMDA se encuentra aumentada en las retinas de los animales 

diabéticos y el tratamiento tópico con GLP-1 es capaz de revertir el aumento, disminuyendo 

los niveles de proteína GluN1 de forma significativa (Fig. 34c,d).  
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Fig. 34 Efectos de GLP-1 sobre la expresión del receptor de glutamato GluN1 (NMDA) y GluR1 (AMPA).  

(A) Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para GluR1 (en rojo) en 

db/db tratado con vehículo (en negro), db/db tratado con GLP-1 (en gris) y db/+ control (blanco). Los núcleos 

fueron contra-teñidos con Hoechst. Barra de escala = 30μm. (B) Western blot representativo de GluR1 en la 

retina y análisis densitométrico del western blot de los animales db/db tratados con vehículo (en negro), 

db/db tratados con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). (C) Análisis comparativo de una 

imagen representativa de la inmunofluorescencia para GluN1 (en rojo) en db/db tratado con vehículo (en 

negro), db/db tratado con GLP-1 (en gris) y db/+ control (blanco). Los núcleos fueron contra-teñidos con 

Hoechst. Barra de escala = 30μm. (D) Western blot representativo de GluN1 en la retina y análisis 

densitométrico del western blot de los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con 

GLP-1 (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Cyclophilina (Cyp) fue utilizada como marcador 

control. Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 del grupo db/db GLP-1 en comparación 

con el grupo db/db vehículo. 

4.2.4.4.2. Estrés oxidativo 

Se estudió la expresión de dos marcadores de estrés oxidativo: 8-hidroxiguanosina y 

nitrotirosina. La 8-hidroxiguanosina es un indicador de los efectos de las ROS sobre el ADN y 

la nitrotirosina es un indicador de los efectos de las especies reactivas del nitrógeno (NOS) 

sobre la tirosina que se incrementan en la retina diabética a consecuencia de la 

hiperglucemia, los niveles de AGEs y las citoquinas proinflamatorias.  
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Fig. 35 Efectos de GLP-1 sobre el marcador de estrés oxidativo 8-hidroxiguanosina.  

(A) Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para 8-Hidroxiguanosina 

(en rojo) en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control, y magnificación de la 

expresión en el grupo db/db vehículo. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst. Barra de escala = 30μm. 

(B) Cuantificación relativa de fluorescencia de 8-Hidroxiguanosina en los animales db/db tratados con 

vehículo (en negro), db/db tratado con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ control (blanco). Los valores se 

expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 del grupo db/db vehículo en comparación con los otros 

grupos.  

La Fig. 35 y Fig. 36 muestran inmunofluorescencias para 8-hidroxiguanosina y nitrotirosina. 

Tal y como se puede comprobar en la Fig. 35, los niveles de 8-hidroxiguanosina están 

aumentados en las retinas de los animales diabéticos tratados con vehículo. La Fig. 36 muestra 

que los niveles de nitrotirosina también están aumentados en las retinas de los animales 

diabéticos tratados con vehículo. La administración tópica de GLP-1 fue capaz de disminuir 

los niveles de 8-hidroxiguanosina y nitrotirosina (Fig. 35 y Fig. 36). 
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Fig. 36 Efectos de GLP-1 sobre el marcador de estrés oxidativo nitrotirosina.  

(A) Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para nitrotirosina (en rojo) 

en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos 

con Hoechst. Barra de escala = 30μm. (B) Cuantificación relativa de fluorescencia de nitrotirosina en los 

animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratado con GLP-1 (en gris) y los animales db/+ control 

(blanco). Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 del grupo db/db vehículo en 

comparación con los otros grupos.  

4.2.4.4.3. Inflamación de la retina 

4.2.4.4.3.1. Inhibición de NF-κB 

Para evaluar los efectos antiinflamatorios de la administración tópica de GLP-1 en la retina se 

evaluó su efecto sobre NF-κB y sobre las vías que lo modulan como AMPK [265] [266] [317]. 

Para ello se analizaron las proteínas AMPK, IκBα y NF-κB. Las retinas de los animales 

diabéticos tratados con GLP-1 mostraron un aumento en el ratio de AMPK fosforilado 

respecto a los animales diabéticos tratados con vehículo (Fig. 37a,b). En cambio, el ratio de 

IκBα fosforilada respecto IκBα total estaba disminuido significativamente en las retinas de los 

animales diabéticos tratados con GLP-1 en comparación con los animales tratados con 

vehículo (Fig. 37b). Como consecuencia, las retinas de los animales diabéticos tratados con 
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GLP-1 mostraron una disminución significativa en el contenido de la proteína NF-κB activa 

(p65) respecto a los animales diabéticos tratados con vehículo (Fig. 37b). El estudio de NF-κB 

por inmunofluorescencia confirmó que el factor de transcripción se estaba translocando al 

núcleo en las retinas de los animales diabéticos tratados con vehículo mientras que la 

administración tópica de GLP-1 disminuyó la translocación (Fig. 38). 

 

Fig. 37 Efectos de la administración tópica de GLP-1 sobre la fosforilación de IκBα inducida por la diabetes e 

inhibición de NF-κB por medio de AMPK.  

(A) Western blot representativo de AMPK fosforilado, AMPK total, IKBα fosforilado, IKBα total y NF-κB (p65) 

en la retina de los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ 

controles. Cyclophilina (Cyp) fue utilizada como marcador control. (B) Análisis densitométrico de los western 

blots. Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. La significancia entre los grupos db/db vehículo 

y db/db GLP-1 fue de *p<0.05 
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Fig. 38 Análisis ortogonal de la translocación nuclear de NF-κB en la retina de los animales db/db tratados con 

vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles. 

 (A) Análisis comparativo de una imagen ortogonal representativa de NF-κB (en rojo) en la retina de db/db 

tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron contrateñidos con Hoechst. 

En el caso del grupo db/db vehículo se muestra una magnificación de la translocación nuclear de NF-κB. 

4.2.4.4.3.2. Expresión del inflamosoma y citocinas pro-inflamatorias 

Como consecuencia de la activación de NF-κB y la inflamación inducida por la diabetes, las 

retinas de los animales diabéticos tratados con vehículo mostraron un aumento en la 

expresión génica (Fig. 39) y proteica (Fig. 40) de citocinas proinflamatorias como IL-1β, IL-6, 

ICAM-1 o TNF-α. La administración tópica de GLP-1 ejerció un efecto antiinflamatorio 

disminuyendo significativamente los niveles de los genes Il1β, Il6 y Icam1 (Fig. 39). La 

expresión de Tnfα estaba aumentada en los animales diabéticos tratados con vehículo y GLP-

1 fue capaz de disminuirla, pero sin alcanzar diferencias estadísticamente significativas (Fig. 

39 y Fig. 41). Finalmente, se observó un aumento en la expresión génica del receptor del 

inflamosoma Nlrp3 en las retinas de los animales diabéticos tratados con vehículo, así como 

de la expresión del gen de la IL-18 (Il18) (Fig. 39 y Fig. 42), que está está regulada por NLRP3 
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[318]. La administración tópica de GLP-1 ejerció un efecto antiinflamatorio disminuyendo 

significativamente la expresión de ambos marcadores inflamatorios (Fig. 40, Fig. 41 y Fig. 42). 

 

Fig. 39 Análisis de la expresión de los genes Il1b, Il6, Il18, Tnf y Icam1 por RT-PCR.  

Niveles de expresión de mARN de los genes Il1b, Il6, Il18, Tnf y Icam1 en los animales diabéticos tratados con 

vehículo (en negro), animales diabéticos tratados con GLP-1 (en gris) y los animales controles (en blanco). Los 

valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 del grupo db/db vehículo en comparación con los 

otros grupos. 
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Fig. 40 Análisis comparativo de la expresión de IL-1β y IL-6 entre los animales db/db tratados con vehículo, 

db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles.  

(A) Inmunofluorescencia para IL-1β (en rojo) en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ 

control. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst. Barra de escala = 30μm. (B) Análisis comparativo de 

una imagen representativa de la inmunofluorescencia para IL-6 (en rojo) en db/db tratado con vehículo db/db 

tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst. Barra de escala = 30μm. 
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Fig. 41 Análisis comparativo de la expresión de TNF-α entre los vasos sanguíneos de la retina de los animales 

db/db tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles.  

(A) Inmunofluorescencia para TNF-α expresado por las células endoteliales (en rojo) y el colágeno de la 

membrana basal (en verde) de los vasos sanguíneos de la retina en db/db tratado con vehículo, db/db tratado 

con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst. Barra de escala = 20μm.  

 

Fig. 42 Análisis comparativo de la expresión del gen Nlrp3 y la proteína NLRP3 entre los animales db/db 

tratados con vehículo, db/db tratados con GLP-1 y los animales db/+ controles.  

(A) Análisis comparativo de los niveles de expresión de mARN de Nlrp3 en los animales diabéticos tratados 

con vehículo (en negro), animales diabéticos tratados con GLP-1 (en gris) y los animales controles (en blanco). 

Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 del grupo db/db vehículo en comparación con 

los otros grupos. (B) Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para 

NLRP3 en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con GLP-1 y db/+ control. Los núcleos fueron contra-

teñidos con Hoechst. Barra de escala = 30μm.   
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4.3. Prevención de la retinopatía diabética por inhibidores de la DPP-IV 

 Expresión de DPP-IV en la retina humana y de ratón 

Con el objetivo de responder si el enzima DPP-IV se expresa en la retina, se estudió su 

expresión génica y proteica en donantes humanos. Los niveles plasmáticos de DPP-IV fueron 

más altos que en cuerpo vítreo (Fig. 43a). Se detectó DPP-IV en cuerpo vitreo, retina y RPE 

siendo mayor la concentración proteica en el RPE de los donantes diabéticos respecto a los 

donantes no diabéticos (Fig. 43b). Los niveles de mARN de DPP4 en los tejidos oculares fueron 

significativamente muy inferiores a los detectados en intestino e hígado, los controles 

positvos (Fig. 43c). La expresión génica también estaba aumentada significativamente en el 

RPE de los donantes diabéticos en comparación con los donantes no diabéticos, sin embargo 

no se observaron diferencias significativas en la neuroretina (Fig. 43c). 

Finalmente, no se encontraron diferencias en la expresión del gen murino Dpp4 y la proteína 

DPP-4 en la retina de los ratones diabéticos y los ratones controles (Fig. 44). Por la dificultad 

técnica que implica trabajar con una muestra tan pequeña como es la monocapa epitelial del 

RPE, no se pudo obtener el RPE murino que es donde realmente se observan las diferencies 

significativas en los donantes humanos. 
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Fig. 43 Estudio de la concentración proteica de DPP-IV y del gen Dpp4 en donantes humanos.  

(A) Análisis comparativo de la concentración proteica de DPP-IV (ng/ml) en plasma y cuerpo vítreo de 

donantes diabéticos (en negro) y donantes no diabéticos (en blanco). (B) Análisis comparativo de la 

concentración proteica de DPP-IV (ng/ml) en RPE, neuroretina y vítreo de donantes diabéticos (en negro) y 

donantes no diabéticos (en blanco). Como controles positivos se utilizaron intestino e hígado. (C) Análisis 

comparativo de los niveles de expresión de mARN de DPP4 en RPE y neuroretina de donantes diabéticos (en 

negro) y donantes no diabéticos (en blanco). Como controles positivos se utilizaron intestino e hígado. Los 

valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 en el RPE de los donantes diabéticos en 

comparación con los donantes no diabéticos. 
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Fig. 44 Estudio de la expression del gen Dpp4 y la proteína DPP-IV en ratón. 

(A) Análisis comparativo de los niveles de expresión de mARN de Dpp4 en neuroretina de ratones diabéticos 

(en negro) y ratones no diabéticos (en blanco). (B) Western blot representativo para DPP-IV en la retina de 

ratón. Los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. 

 Evolución del peso y la glucemia 

El tratamiento con sitaglitina (Fig. 45 y Fig. 46) o saxagliptina (Fig. 47 y Fig. 48) no modificó el 

peso o la glucosa plasmática, ya que la aministración fue tópica, sin cambios a nivel sistémico. 

Así pues, los resultados observados en el tratamiento con DPP-4i fueron debido a efectos 

locales de los fármacos en la retina independientes de su función hipo-glucemiante. 

 
Fig. 45 Análisis comparativo del peso corporal entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados 

con sitagliptin y los animales db/+ controles.   

 (A) Gráfico comparativo del peso en los animales db/db tratados con vehículo (en rojo), db/db tratados con 

sitagliptin (en azul) y los animales db/+ controles (en verde). Los valores se expresan en forma de promedio ± 

SEM. *p<0.05 en comparación con el grupo db/db vehículo y db/db GLP-1.  
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Fig. 46 Análisis comparativo de la glucemia entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados 

con sitagliptin y los animales db/+ controles.  

(A) Gráfico comparativo del promedio ± SEM de la glucemia en los animales db/db tratados con vehículo (en 

rojo), db/db tratados con sitagliptin (en azul) y los animales db/+ controles (en verde). Los valores se expresan 

en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 en comparación con el grupo db/db vehículo y db/db GLP-1.  

 

Fig. 47 Análisis comparativo del peso corporal entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados 

con saxagliptina y los animales db/+ controles.  

(A) Gráfico comparativo del promedio ± SEM del peso en los animales db/db tratados con vehículo (en rojo), 

db/db tratados con saxagliptina (en azul) y los animales db/+ controles (en verde). Los valores se expresan en 

forma de promedio ± SEM. *p<0.05 en comparación con el grupo db/db vehículo y db/db GLP-1.  
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Fig. 48 Análisis comparativo de la glucemia entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db tratados 

con saxagliptina y los animales db/+ controles. 

 (A) Gráfico comparativo del promedio ± SEM de la glucemia en los animales db/db tratados con vehículo (en 

rojo), db/db tratados con saxagliptina (en azul) y los animales db/+ controles (en verde). Los valores se 

expresan en forma de promedio ± SEM.*<p<0.05 en comparación con el grupo db/db vehículo y db/db GLP-1.  

 Electroretinograma Ganzfeld 

Detectamos una reducción en las ondas a y b del ERG en los ratones diabéticos (Fig. 49a) (en 

rojo) a intensidad baja, media y alta, debido a la alteraciones funcionales ocasionados por la 

RD. El tratamiento con saxagliptina (verde) fue capaz de recuperar las ondas a y b (Fig. 49a). 

La amplitud de la onda b fue significativamente menor en todas las intensidades en los 

animales diabéticos tratados con vehículo en comparación con los animales no diabéticos 

(Fig. 49b). La administración tópica de saxagliptina fue capaz de aumentar la amplitud de la 

onda b en las intensidades más altas (40 cd·s·m-2 y 80 cd·s·m-2). La amplitud de la onda a fue 

también significativamente menor en los animales diabéticos tratados con vehículo en 

comparación con los animales controles en todas las intensidades (Fig. 49b). La amplitud de 

la onda a en los animales diabéticos con el tratamiento tópico con saxagliptina fue 

significativamente mayor que los animales diabéticos tratados con vehículo a 40 cd·s·m-2 y 80 

cd·s·m-2 de intensidad.  



 

4. RESULTADOS 

 

99 

 
Fig. 49 Análisis comparativo de la respuesta electroretinográfica entre los animales db/db tratados con 

vehículo, db/db tratados con saxagliptina y los animales db/+ controles. 

 (A) Gráfica representativa del ERG a baja, media y alta intensidad en los animales db/db tratados con vehículo 

(en rojo), db/db tratados con saxagliptina (en verde) y los animales db/+ controles (en azul). (B) Gráfico 

comparativo de la amplitud de la onda b y la onda a (C) en los animales db/db tratados con vehículo (en 

negro), db/db tratados con saxagliptina (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Los valores se 

expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 en comparación con el grupo db/db tratado con vehículo. 

El tratamiento con sitagliptina (verde) fue capaz de recuperar las ondas a y b (Fig. 50a). En los 

animales diabéticos tratados con vehículo, la amplitud de la onda b fue significativamente 

menor en casi todas las intensidades en comparación con los animales no diabéticos excepto 

a 40 cd·s·m-2 y 80 cd·s·m-2 (Fig. 50b). La administración tópica de sitagliptina fue capaz de 

aumentar la amplitud de la onda b a intensidades de 0.3 cd·s·m-2, 1.25 cd·s·m-2 y 10 cd·s·m-2. 

(Fig. 50b). La amplitud de la onda a fue significativamente menor en los animales diabéticos 

tratados con vehículo en comparación con los animales controles en todas las intensidades 

(Fig. 50b). La amplitud de la onda a en los animales diabéticos con el tratamiento tópico con 

sitagliptina fue significativamente mayor que los animales diabéticos tratados con vehículo a 

2.5 cd·s·m-2 y 10 cd·s·m-2 de intensidad. 
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Fig. 50 Análisis comparativo de la respuesta electroretinográfica entre los animales db/db tratados con 

vehículo, db/db tratados con sitagliptin y los animales db/+ controles.  

(A) Gráfica representativa del ERG a baja, media y alta intensidad en los animales db/db tratados con vehículo 

(en rojo), db/db tratados con sitagliptin (en verde) y los animales db/+ controles (en azul). (B) Gráfico 

comparativo de la amplitud de la onda b y la onda a (C) en los animales db/db tratados con vehículo (en 

negro), db/db tratados con sitagliptin (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Los valores se 

expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 en comparación con el grupo db/db tratado con vehículo. 

 Evaluación post-mortem 

4.3.4.1. Activación glial 

4.3.4.1.1. Gliosis reactiva: Expresión de GFAP  

La gliosis reactiva se evaluó mediante la expresión de GFAP. En la Fig. 51, que muestra una 

inmunofluorescencia representativa para GFAP (Fig. 51), se puede observar gliosis activa en 

los animales diabéticos, que es revertida por el tratemiento tópico con saxagliptina (Fig. 51a) 

y con sitagliptina (Fig. 51c). Mientras que en los animales no diabéticos la expresión de GFAP 

se observaba confinada únicamente en la GCL (“score” 1), en los animales diabéticos tratados 

con vehículo aumentó su expresión, y además se extendió a las capas exteriores de la retina 

hasta “scores” superiores a 3, indicando una activación glial (Fig. 51a,c) (Tabla 28). El 
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tratamiento tópico con los DPP-IVi fue capaz de disminuir significativamente la activación glial 

de manera que la expresión de GFAP fue menor (Fig. 51b,d) y siempre fue inferior al “score” 

2 (Tabla 28).  

 

Fig. 51 Análisis comparativo de la activación glial entre los animales db/db tratados con vehículo, db/db 

tratados con DPP-IVi y los animales db/+ controles. 

 (A) Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para GFAP (en verde) en 

db/db tratado con vehículo, db/db tratado con saxagliptina y db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos 

con Hoechst. (B) Western blot representativo y análisis densitométrico de los animales db/db tratados con 

vehículo (en negro), db/db tratados con saxagliptina (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). (C) 

Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para GFAP (en verde) en db/db 
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tratado con vehículo, db/db tratado con sitagliptin y db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos con 

Hoechst. (D) Western blot representativo y análisis densitométrico de los animales db/db tratados con 

vehículo (en negro), db/db tratados con sitagliptin (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Todos 

los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. Cyclophilina (Cyp) fue utilizada como marcador control 

en los western blots. 

% marcaje GFAP positivo  

Score db/db vehicle 
db/db 

saxagliptina 
db/+ control 

1 0 100 100 

2 0 0 0 

3 20 0 0 

4 40 0 0 

5 40 0 0 
 

Score db/db vehicle 
db/db 

sitagliptina 
db/+ control 

1 0 100 100 

2 0 0 0 
3 20 0 0 

4 40 0 0 
5 40 0 0 

Tabla 28 Análisis comparativo de la activación glial. 

 Porcentaje de secciones retinianas por grupo experimental (animales db/db tratados con vehículo, animales 

db/db tratados con saxagliptina, animales db/db tratados con sitagliptina y animales db/+ control) y por 

“score” de activación glial. Score 1: GFAP se confina exclusivamente en la GCL; Score 2: GFAP se mantiene en 

la GCL y se expresa en algunos procesos de las células de Müller proximales a la GCL; Score 3: GFAP se expresa 

en varios procesos citoplasmáticos de las células de Müller pero no llegan a extenderse hasta la ONL; Score 4: 

algunos de los procesos positives para GFAP llegan hasta la ONL; Score 5: muchos procesos citoplasmáticos de 

las células de Müller positivos para GFAP llegan hasta la ONL. 

4.3.4.1.2. Activación de la microglia 

Además de una prevención de la inflamación de la macroglia por el tratamiento tópico con 

sitagliptina y saxagliptina, el número de células de microglia también se vio reducido con el 

tratamiento tópico. Se evaluó por inmunofluorescencia la expresión de Iba-1, principal 

marcador de células de microglia (Fig. 52a) y se observó que el número de células de microglia 

retinales estaba aumentado en el grupo de animales diabéticos tratado con vehículo respecto 

a los grupos diabéticos tratados con saxagliptin y sitagliptina y al grupo control (Fig. 52b). 
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Fig. 52 Análisis comparativo de la activación microglial. 

(A) Análisis comparativo y magnificación de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para Iba-1 

(en rojo) en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con saxagliptina, db/db tratado con sitagliptin y db/+ 

control. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst. Barra de escala = 20μm. (B) Recuento de células de 

microglia activas por sección retinianas en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db 

tratados con saxagliptina (en gris claro), db/db tratados con sitagliptin (en gris oscuro) y los animales db/+ 

controles (en blanco). Todos los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 en comparación 

con el resto de grupos. 

4.3.4.2. Apoptosis y supervivencia neuronal 

4.3.4.2.1. Cuantificación de células apoptóticas mediante la técnica del TUNEL  

El número de células apoptóticas en los animales diabéticos tratados con vehículo estaba 

significativamente aumentado en comparación con los animales controles en las capas GCL, 

INL y ONL (Fig. 53 y Fig. 54). La administración tópica de los DPP-IVi resultó en una prevención 
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en el número de células apoptóticas en todas las capas nucleares (Fig. 53 y Fig. 54; Tabla 29 y 

Tabla 30). 

 

Fig. 53 Análisis comparativo de la apoptosis mediante la técnica del TUNEL entre los animales db/db tratados 

con vehículo, db/db tratados con saxagliptina y los animales db/+ controles.  

Imagen representativa del TUNEL (en verde) en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con saxagliptina y 

db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst.  

 

Fig. 54 Análisis comparativo de la apoptosis mediante la técnica del TUNEL entre los animales db/db tratados 
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con vehículo, db/db tratados con sitagliptin y los animales db/+ controles.  

Imagen representativa del TUNEL (en verde) en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con sitagliptin y 

db/+ control. Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst.  

% células TUNEL positivas  

 db/db vehículo 
db/db 

saxagliptina 
db/+ control 

GCL 3,63± 2,17 0,04± 0,01 0,25± 0,02 

INL 12,77± 15,72 0,86± 1,07 0,65± 0,04 
ONL 28,09± 6,66 11,39± 9,36 1,24± 0,14 

 

Tabla 29 Análisis comparativo del porcentaje de células positivas para el TUNEL respecto el número de células 

totales en las diferentes capas nucleares de la retina (GCL, INL y ONL).  

Todos los valores se expresan en forma de porcentaje ± SEM.  

% células TUNEL positivas 

 db/db vehículo 
db/db 

sitagliptina 
db/+ control 

GCL 4,87± 0,89 2,75± 0,88 1,00± 0,71 

INL 15,50± 4,03 4,00± 1,42 1,00± 0,71 

ONL 30,62± 8,39 5,12± 5,12 3,25± 1,11 
 

Tabla 30 Análisis comparativo del porcentaje de células positivas para el TUNEL respecto el número de células 

totales en las diferentes capas nucleares de la retina (GCL, INL y ONL). 

 Todos los valores se expresan en forma de porcentaje ± SEM.  

4.3.4.2.2. Niveles de glutamato y expresión de GLAST 

Los niveles de glutamato en las retinas de los ratones diabéticos db/db con 12 semanas de 

edad están elevados significativamente respecto a los animales controles (Fig. 55). La 

administración tópica de los DPP-IVi disminuyó el contenido de glutamato hasta un nivel casi 

comparable al control pero sin diferencias significativas en el caso de saxagliptina (Fig. 55). 

Los niveles de GLAST estaban disminuidos en las retinas de los animales diabéticos tratados 

en vehículo en comparación con la de los animales controles. La administración tópica de los 

DPP-IVi previno la disminución de tanto la expresión de mARN de Glast, como de la proteína 

GLAST en la retina de los animales diabéticos (Fig. 56). 
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Fig. 55 Análisis comparativo de la concentración de glutamato en la retina medida por HPLC.  

Niveles de glutamato en los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con saxagliptina 

y sitagliptin (en gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Todos los valores se expresan en forma de 

promedio ± SEM. *p<0.05 entre el grupo db/db vehículo y el grupo db/+ control. 

 
Fig. 56 Efectos de los DPP-IVi sobre la expression de GLAST.  

(A) Análisis comparativo de una imagen representativa de la inmunofluorescencia para GLAST (en rojo) y 
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cuantificación relativa de la fluorescencia en db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratado con 

saxagliptina y sitagliptin (en gris) y db/+ control (blanco). Los núcleos fueron contra-teñidos con Hoechst. (B) 

Análisis de la expresión génica de Glast (Slc1a3) por RT-PCR en db/db tratados con vehículo (en negro), db/db 

tratados con saxagliptina y sitagliptin (en gris) y db/+ control (en blanco). Todos los valores se expresan en 

forma de promedio ± SEM. *p<0.05 del grupo db/db vehículo en comparación con los otros grupos. 

4.3.4.2.3. Expresión de marcadores de supervivencia 

La administración tópica de los inhibidores fue capaz de inhibir significativamente la 

disminución en el ratio de fosforilación de Akt inducido por la diabetes e imprescindible para 

la supervivencia neuronal. Notablemente, el tratamiento con saxagliptina y sitagliptina redujo 

la disminución en la expresión del factor anti-apoptótico Bcl-xL inducida por la diabetes. En la 

Fig. 57a se muestra un western blot representativo en db/db tratados con vehículo, db/db 

tratados con saxagliptina, db/db tratados con siitagliptina y db/+ controles. 
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Fig. 57 Análisis comparativo de la expresión de moléculas de supervivencia.  

(A) Western blot representativo del ratio Akt fosforilado/Akt total y Bcl-xL y (B) análisis densitométrico entre 

los animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con saxagliptina o con sitagliptina (en 

gris) y los animales db/+ controles (en blanco). Cyclophilina (Cyp) fue utilizada como marcador control. Todos 

los valores se expresan en forma de promedio ± SEM. *p<0.05 del grupo db/db vehículo en comparación con 

los otros grupos. 

4.3.4.3. Efectos de los DPP-IVi sobre las alteraciones microvasculares 

4.3.4.3.1. Ruptura de la barrera hematoretiniana  

La co-inmunofluorescencia para albúmina y colágeno IV, que marca la membrana basal de los 

vasos sanguíneos, nos permitió identificar un aumento en la localización extravascular de 
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albúmina de la retina de los animales diabéticos tratados con vehículo en comparación con 

los animales no diabéticos. La administración tópica de los fármacos DPP-IVi resultó en una 

disminución de la extravasación de albúmina, revelando una prevención de la ruptura de la 

BHR (Fig. 58).  

 

Fig. 58 Análisis comparativo de una inmunofluorescencia para albúmina y colágeno IV.  

Imagen representativa de una co-inmunofluorescencia de albúmina (en rojo) y la membrana basal de los vasos 

sanguíneos (en verde) en db/db tratado con vehículo, db/db tratado con saxagliptina, db/db sitagliptina y 

db/+ control. Los núcleos fueron contrateñidos con Hoechst. Se muestra una magnificación a 100X donde se 

puede observar extravasación en la retina del animal diabetic tratado con vehículo.  

El efecto beneficioso de la administración tópica de sitagliptina sobre la extravasación de 

albúmina fue verificado mediante la técnica de Evans Blue (Fig. 59). 
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Fig. 59 Análisis comparativo del whole-mount de la retina entre los animales db/db tratados con vehículo, 

db/db tratados con sitagliptin y los animales db/+ controles.  

(A) Imagen representativa del whole-mount de retina y una imagen identica en spec3 en db/db tratado con 

vehículo, db/db tratado con sitagliptin y db/+ control. Barra de escala = 30μm. (B) Análisis comparativo de la 

fluorescencia de Evans Blue por fuera de la vasculatura en los animales diabéticos tratados con vehículo (en 

negro), diabéticos tratados con sitagliptin (en gris) y controles (en blanco). Todos los valores se expresan en 

forma de promedio ± SEM. *p<0.05 en comparación con el grupo db/db vehículo. 

Tal y cómo se ha comentado previamente, esta técnica permite evaluar “ex vivo” la integridad 

de la BHR en el whole mount de retina. Se identificaron extravasaciones de albúmina asociada 

a Evans Blue en las retinas de los animales diabéticos tratados con vehículo, y estas fueron 

prevenidas significativamente en administrar sitagliptina por vía tópica en los animales 

diabéticos hasta niveles comparables a los animales controles (Fig. 59). 
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4.3.4.3.2. Expresión de VEGF  

Debido a que en un estudio en ratones con diabetes inducida por STZ se había comunicado 

que sitagliptina podía promover alteraciones microvasculares [319], se evaluaron por western 

blot los niveles de las proteínas angiogénicas VEGF y factor-1α derivado de células estromales 

(SDF-1), el cual es sustrato del enzima DPP-IV. La proteína VEGF estaba sobre-expresada en la 

retina de los animales diabéticos tratados con vehículo (Fig. 60a) y la administración tópica 

de saxagliptina y sitagliptina disminuyó los niveles de mRNA de Vegf respecto a los animales 

diabéticos tratados con vehículo (Fig. 60b).  

 

Fig. 60 Efectos de saxagliptina y sitagliptina sobre la expression de VEGF. 

 (A) Western blot representativo de VEGF en retina (B) y análisis densitométrico del western blot de los 

animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con saxagliptina y sitagliptina (en gris) y los 

animales db/+ controles (en blanco). Tubulin fue utilizada como marcador control. Todos los valores se 

expresan en forma de promedio ± SEM. (C) Análisis comparativo de los niveles de expresión de mARN de Vegf 



112 

en los animales diabéticos tratados con vehículo (en negro), animales diabéticos tratados con saxagliptina y 

sitagliptina (en gris) y los animales controles (en blanco). Los valores se expresan en forma de promedio ± 

SEM. *p<0.05 del grupo db/db vehículo en comparación con los otros grupos.  

4.3.4.3.3. Expresión de SDF-1 

La Fig. 61 muestra un western blot representativo para SDF-1 en la retina de los animales 

diabéticos tratados con vehículo, saxagliptina, sitagliptina y en los animales controles. Los 

resultados revelaron que sitagliptina y saxagliptina no ejercieron ningún efecto sobre la 

expresión de SDF-1 ya que los niveles de proteína eran similares en todas las muestras. Así 

pues se puede concluir que la administración tópica de los DPP-IVi no pareció ejercer efectos 

promotores de la angiogénesis.  

 

Fig. 61 Efectos de GLP-1 sobre la expression de SDF-1. 

 (A) Western blot representativo de SDF-1 en la retina (B) y análisis densitométrico del western blot de los 

animales db/db tratados con vehículo (en negro), db/db tratados con saxagliptina y sitagliptina (en gris) y los 

animales db/+ controles (en blanco). Tubulin fue utilizada como marcador control. Los valores se expresan en 

forma de promedio ± SEM. 
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En la presente tesis doctoral se demuestra que tanto el GLP-1 como los fármacos DPP-IVi 

(sitagliptina y saxagliptina) administrados por vía tópica ocular previenen y retrogadan las 

alteraciones retinianas causadas por la diabetes y este efecto es independiente de la 

disminución de la glucemia. Aunque GLP-1 es capaz de atravesar la BHR, una de las razones 

de escoger esta vía de administración fue porque tras la administración de GLP-1 en colirio la 

concentración del mismo que alcanza la circulación sistémica es insignificante y no es capaz 

de reducir los niveles de glucemia en los animales diabéticos. Así mismo, la administración de 

DPP-IVi por vía tópica ocular tampoco es capaz de disminuir la glucemia. Así pues, podemos 

afirmar que todos los efectos observados en el grupo de animales tratados con GLP-1 o con 

DPP-IVi son efectos directos de la señalización del GLP-1R a nivel de la retina y no son 

consecuencia de la disminución de la glicemia. Por tanto, los estudios experimentales en los 

que se ha empleado la administración sistémica de los GLP-1RAs no pueden evaluar de forma 

específica el efecto de estos fármacos sobre la RD, ya que al disminuir la glucemia no se puede 

discernir si los efectos positivos se deben al mejor control de la diabetes o a la acción directa 

del fármaco. 

Además, la ruta ocular permite limitar la acción del fármaco en el ojo y minimizar los posibles 

efectos indeseables a nivel sistémico. Sin embargo, la administración intraocular de fármacos 

(ej. Inyecciones intravítreas) no puede utilizarse en fases iniciales de la RD por sus potenciales 

complicaciones oculares (ej. endoftalmitis). Por tanto, la administración tópica ocular parece 

ser la ruta ideal de administración para etapas no avanzadas de la RD. En este sentido, nuestro 

grupo ha coordinado el primer ensayo clínico (EUROCONDOR. No NCT01726075) destinado a 

evaluar la eficacia de la administración de agentes neuroprotectores en colirio para tratar la 

neurodisfunción de la retina inducida por la diabetes [320]. El seguimiento fue de 2 años por 

lo que no hubo tiempo suficiente para evaluar su utilidad en la aparición de las alteraciones 

vasculares. Sin embargo, se observó que en el grupo de pacientes que presentaban 

neurodisfunción de la retina el tratamiento neuroprotector fue capaz de frenar su progresión 

[321]. 

El colirio permite la auto-administración de forma sencilla, así que el tratamiento tópico con 

GLP-1 podría ser utilizado por la mayoría de pacientes diabéticos. Por último, el colirio podría 

ser administrado en aquellos pacientes en los que los GLP-1RAs no están recomendados por 
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sus efectos sistémicos adversos (principalmente gastrointestinales) o por no estar indicados 

por las características de su diabetes (ej. T1DM o diabetes pancreatopriva). 

5.1. Absorción y distribución de GLP-1 tras la administración tópica 

El estudio de absorción y biodistribución del fármaco marcado radioactivamente (125I-GLP-1) 

demuestra que el fármaco GLP-1 administrado por vía tópica se internaliza en el ojo. Se 

detectan niveles de 125I-GLP-1 en esclera, coroides, cristalino y retina, así pues, se puede 

afirmar que el GLP-1 alcanza el tejido diana, la retina, tras la administración en colirio.  

La distribución de los niveles del compuesto radioactivo en los diferentes compartimentos 

oculares muestra que el fármaco penetra por vía trans-escleral y desde aquí pasa a retina y 

cristalino. Por tanto, no penetra por vía transcorneal. En la revisión de Boddu, S. H. S. se señala 

la vía trans-escleral (en rojo en la Fig. 62) como una vía de entrada a la retina [322].  

 

Fig. 62 Rutas de penetración ocular para fármacos administrados de forma tópica. 

Extraído de [322]. 

Aunque a partir de la conjuntiva y la coroides un fármaco se puede distribuir a la circulación 

sistémica, los estudios de absorción y biodistribución no revelaron cantidades de 125I-GLP-1 

significativas en sangre. Tampoco se observaron efectos sobre la glucemia tras la 

administración del fármaco lo que indica que, al menos el fármaco activo, no llega de forma 

relevante a la circulación sistémica. Finalmente, la farmacocinética ocular justifica una pauta 
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posológica de tratamiento 2 veces al día, ya que el fármaco se distribuye por el tejido diana a 

unos niveles máximos a las 8h tras la administración. 

5.2. Promoción de la supervivencia e inhibición de la apoptosis 

Tal y como nuestro grupo demostró en estudios previos en ratón db/db de 12 semanas de 

edad, los GLP-1RAs como liraglutide promueven la supervivencia en la retina diabética: 

inhiben la apoptosis, previenen la disminución en la expresión proteica de Bcl-xL y la 

disminución en la fosforilación de Akt inducida por la diabetes. Se conoce extensamente que 

la activación de la vía de Akt en las neuronas es esencial para su supervivencia. Por ejemplo, 

el estudio de Rajala y colaboradores muestra que Akt confiere neuroprotección ya que inhibe 

la muerte por apoptosis de los fotorreceptores [193]. 

Los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran que a la edad de 24 semanas 

(después de 20 semanas de diabetes) el tratamiento tópico con GLP-1 no sólo incrementa 

significativamente estos dos marcadores de supervivencia sino que activa completamente la 

vía de PI3K/Akt/GSK3B/β-catenina con fosforilación de GSK3B y un aumento en β-catenina 

(Fig. 63).  

 

Fig. 63 Esquema que muestra la activación de la señalización del receptor GLP-1R vía CREB/Akt/GSK3B/β-

catenin en interaccionar con el ligando GLP-1. 
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La estabilización de β-catenina resulta en una activación de genes relacionados con la 

supervivencia celular, proliferación e incluso se relaciona con la promoción de la 

neurogénesis. Se cree que β-catenina y su participación en la vía de señalización de Wnt 

podría jugar un papel importante en la neurogénesis promoviendo la proliferación de células 

madre que se diferencian en neuronas activas [323] en la zona subventricular del ventrículo 

lateral y la zona subgranular del hipocampo, principalmente, en cerebros de roedores adultos 

[324] [325] [326] [327] [328] [329] [330].  

De hecho, se ha sugerido que los GLP-1RAs incrementan la proliferación neuronal 

participando en la recuperación funcional de algunos desordenes cerebrales en el adulto. En 

el estudio del grupo de Porter y colaboradores, se demostró que el tratamiento con liraglutide 

promueve la plasticidad sináptica y la neurogénesis en el hipocampo del ratón ob/ob [226]. 

Sin embargo, en ese estudio la vía de administración fue subcutánea, y por tanto, se podría 

discutir si los efectos observados podrían ser debidos a una mejora en los niveles de glucemia 

en el día 21 de tratamiento (disminuyó la glicemia un 21% en comparación con los animales 

tratados con vehículo) y no por otros efectos pleiotrópicos del fármaco. 

La investigación de Darsalia y colaboradores también mostró que el agonista exendin-4 

incrementó la proliferación de las células madre neurales en el cuerpo estriado de ratas 

diabéticas de tipo 2 (Goto-Kakizaki) en un modelo de derrame cerebral. En este caso, la vía 

de administración fue intraperitoneal, y por tanto, también se redujo la glucemia [331]. 

En nuestro estudio observamos que la administración tópica de GLP-1 es capaz de prevenir el 

adelgazamiento de la retina inducido por la diabetes y restaurar el número de células neurales 

hasta unos niveles comparables a los detectados en los animales no diabéticos. Estos efectos 

beneficiosos se relacionan con un incremento significativo en la expresión de Ki-67 por 

algunas neuronas de la GCL y la INL de las retinas tratadas con GLP-1. El patrón de expresión 

de la proteína Ki-67 es de localización nuclear y se relaciona con el ARN ribosómico, de manera 

que es considerado como un buen biomarcador de proliferación celular. La inactivación de Ki-

67 inhibe la síntesis del ARN ribosómico y bloquea la proliferación [332]. Recientemente 

nuestro grupo ha demostrado que GLP-1 restaura la expresión génica disminuida por la 

diabetes de genes implicados en proliferación, regulación del ciclo celular y reparación del 

DNA tales como los genes Babam2, Uhrf2, Tmpo, Ercc6 y Ndnf. La compleja interacción de 

estos mecanismos sugiere que el GLP-1 actúa en multiples vías celulares, y por tanto está 
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incidiendo en distintos mecanismos patogénicos [333]. Por tanto, nuestros resultados indican 

que GLP-1 no es sólo un agente neuroprotector sino que además podría tener un papel 

importante en la neurogénesis. Así pues, el tratamiento con GLP-1RAs podría ser útil frente a 

otras patologías del sistema nervioso central como las enfermedades neurodegenerativas. 

Además, nuestros resultados de electrofisiología de la retina mediante ERG muestran un 

incremento en la amplitud de la onda “a” en los animales diabéticos tratados con GLP-1, dato 

que refleja la reversión y la recuperación de la actividad eléctrica de los fotorreceptores. Por 

tanto, podemos afirmar que la protección de la supervivencia neuronal vía Akt que 

observamos en los ratones diabéticos tratados con GLP-1 iría acompañada de la inhibición de 

la apoptosis y la mejora de la funcionalidad de la retina. Sin embargo, puesto que no 

observamos expresión de Ki-67 en los fotorreceptores no se puede afirmar que se esté 

produciendo un proceso de proliferación celular en estas células sensoriales. El tratamiento 

tópico con GLP-1 también ejerció efectos beneficiosos sobre los OPs, aumentando su 

amplitud respecto a los animales diabéticos tratados con vehículo. Este hallazgo es muy 

interesante ya que los OPs se asocian con la función eléctrica de las células amacrinas y el 

análisis ortogonal del marcaje con Ki-67, NeuN y Calbindina reveló que algunas de las células 

en proliferación eran células ganglionares y células amacrinas.  

Finalmente, remarcar que actualmente en el laboratorio se está evaluando la regulación 

génica por el tratamiento con GLP-1 mediante un estudio de transcriptómica, y el análisis 

preliminar revela como ya se ha mencionado previamente que la expresión génica de genes 

implicados en proliferación, regulación del ciclo celular y reparación del DNA está aumentada 

en el grupo de animales diabéticos tratados con GLP-1 [333]. Esto iría en consonancia con los 

resultados obtenidos en la presente tesis. Sin embargo, deberían realizarse más estudios para 

confirmar los resultados en otros modelos experimentales y explorar los mecanismos 

específicos implicados. 

5.3. Efectos antiinflamatorios  

La acción antiinflamatoria de GLP-1 parece tener un papel destacado en los efectos 

beneficiosos del fármaco. La administración de GLP-1 en colirio ejerce una inhibición de la 

expresión génica y proteica de las citocinas IL-1β, IL-6, TNF-α y el factor quimiotáctico ICAM-

1. Además, inhibe la translocación nuclear del factor de transcripción NF-κB, que a su vez 
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regula las citocinas anteriores. Finalmente, produce una disminución de la gliosis reactiva y 

de la activación del complejo inflamosoma, con una disminución de NLRP3, y como 

consecuencia, una disminucuión de IL-18. 

Estos resultados abren una nueva línea de estudio de las acciones de los GLP-1RAs en otras 

enfermedades oculares en las cuales la inflamación juegue un rol importante. Siempre se han 

descrito los efectos anti-apoptóticos y promotores de supervivencia ejercidos por la 

activación de GLP-1R pero no hay datos previos publicados sobre su capacidad para inhibir la 

inflamación en la retina.  

Hemos observado que GLP-1 impide la activación de NF-κB a través de la defosforilación de 

IKBα y la fosforilación de AMPK (Fig. 64) lo que va en línea con los resultados de otros estudios 

previamente publicados que muestran GLP-1 como un agente antiinflamatorio [247] [248] 

[249] [250] [251]. 

 

Fig. 64 Esquema que muestra la inhibición de NF-κB por medio de la defosforilación de IκBα. 

Se ha descrito que algunos agonistas, como liraglutide, o DPP-IVi, como sitagliptina, inhiben 

NF-κB a través de la activación de AMPK [265] [267] [266] [258] [259] [260] [261] [262] [263] 

[264]. En el caso de liraglutide se ha visto en células endoteliales transformadas de origen 

murino (SVEC4) o en células endoteliales de vena umbilical humana [265]; y en el caso de 

sitagliptina en un modelo de ratón diabético con STZ [267] y en un modelo de ratón con 
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aterosclerosis por una mutación en el gen de la apolipoproteína E [266]. El incremento en el 

ratio de fosforilación de AMPK por GLP-1 es capaz de inhibir NF-κB a través de la reducción 

de la fosforilación de IKBα en la retina del ratón db/db. La acción antiinflamatoria de GLP-1 

acompaña a la reversión de los cambios estructurales como la extravasación de la albúmina, 

la gliosis reactiva o la disminución de VEGF.  

El mecanismo por el cual AMPK inactiva NF-κB es desconocido pero podría implicar la 

fosforilación o defosforilación de proteínas intermedías como la proteína 1α coactivadora del 

receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1α), la proteína O3 con dominio 

“forkhead box” (FoxO3a) y la proteína SIRT1 [334] [335] [336] las cuales podrían participar en 

la regulación de NF-κB y su inhibidor IκB en la vía de señalización de IKK/IκB.  

AMPK activa FoxO3a, y la sobreexpresión de este factor en células en cultivo con exposición 

de TNF-α evita la activación de NF-κB [337] e induce la expresión de κB-Ras1, un inhibidor de 

NF-κB [338]. La sobreexpresión de PGC-1α disminuye la expresión y secreción de citocinas 

proinflamatorias inducidas por el factor de transcripción [339] [340] [341] y SIRT1 podría 

inhibir directamente la subunidad RelA/p65 del complejo NF-κB mediante la desacetilación 

en residuos de lisina, señal que induciría la degradación proteosómica de p65 [342] [343] 

[344]. Otro mecanismo posible podría implicar a la fosfatasa serina/treonina 2A (PP2A). La 

defosforilación in vitro del complejo IKK por la PP2A inhibe NF-κB [345]. PP2A es una fosfatasa 

muy interesante por dos razones: se ha observado que se encuentra disminuida en 

enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer [346] [347]; y participa en la 

progresión del ciclo celular, ya que su activación induce la reentrada al ciclo celular de 

neuronas [348], de manera que sería una importante vía de estudio.  

5.4. Reversión de las alteraciones microcirculatorias 

En la presente tesis doctoral se muestran evidencias sólidas de que la administración tópica 

de GLP-1 no sólo tiene efectos beneficiosos frente a los principales marcadores de 

neurodegeneración presentes en la RD, sino que además protege la vasculatura. En concreto, 

el tratamiento impide la extravasación de albúmina, de manera que está ejerciendo 

protección frente a las alteraciones microcirculatorias que aparecen en la RD como 

consecuencia de la disrupción de la BHR interna.  
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En un estudio previo en ratones db/db con 12 semanas de edad, la administración tópica de 

GLP-1 durante dos semanas fue capaz de prevenir el aumento del factor angiogénico VEGF 

inducido por una diabetes de corta evolución (tras 8 semanas de diabetes). En el estudio 

realizado en esta tesis, en animales de 24 semanas de edad, la hiperexpresión de VEGF 

persiste en los ratones diabéticos y el tratamiento tópico con GLP-1 es capaz de inhibir este 

factor aún cuando los cambios patológicos de la unidad neurovascular ya se han instaurado 

en las semanas previas. 

En el edema diabético se produce un aumento del grosor de la retina. Sin embargo, el grosor 

de la retina en los animales diabéticos db/db es menor en comparación con los animales 

controles no diabéticos. Este hallazgo es debido a que en las etapas analizadas predomina el 

efecto de la neurodegeneración, con adelgazamiento de las capas nucleares de la retina (ONL 

y INL) sobre el efecto de extravasación vascular. Como ya se ha comentado en la intoducción, 

una limitación de los modelos murinos de diabetes, como el modelo db/db, es que no 

presenta mácula ni la neovascularización característica de la PRD humana. Sin embargo, 

podemos afirmar que la administración tópica de GLP-1 revierte las alteraciones 

microvasculares características de la RD. Nuestros resultados indican que los efectos 

antiinflamatorios podrían jugan un papel clave en la acción protectora microvascular del 

fármaco. 

5.5. Acciones de GLP-1 que podrían ser independientes del GLP-1R  

Los efectos beneficiosos que se observan con la administración tópica de GLP-1 podrían 

implicar mecanismos independientes del receptor que no deberían ser descartados.  

Algunas publicaciones muestran que la forma inactivada por DPP-IV, el GLP-1 (9-36), a pesar 

de perder afinidad por el GLP-1R [161] y no presentar efectos insulinotrópicos [162], presenta 

acciones antioxidantes y antiapoptóticas a nivel cardiovascular [163] [164] [165] [166] y a 

nivel de cardiomiocitos [167]. Los metabolitos de GLP-1 también tienen efectos sobre la 

plasticidad neuronal en el cerebro [168] [169]. Un estudio en hepatocitos [170] muestra que 

el nonapéptido GLP-1 (28-36) podría ejercer protección en estas células por una vía 

independiente del GLP-1R.  

Tomas E. y colaboradores sugieren que el nonapéptido GLP-1 podría entrar dentro del 

citoplasma de los hepatocitos por medio de un transportador desconocido y actuar 
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directamente a nivel de las mitocondrias inhibiendo el estrés oxidativo [170]. Nuestros 

resultados demuestran la activación del GLP-1R pero deberían diseñarse nuevos 

experimentos, que implicarían la utilización de antagonistas de GLP-1 como exendin 9-39 o 

modelos knockout, para confirmar la existencia en retina de efectos independientes del GLP-

1R y ampliar la evidencia preclínica de los mecanismos de acción de este péptido. 

5.6. Expresión de DPP-IV por la retina  

En el presente estudio se analiza por primera vez en retina humana la expresión génica y 

proteica de DPP-IV. Tanto los niveles de mARN de DPP4 como de proteína, son mucho más 

bajos en retina que en otros tejidos como intestino o hígado. Los niveles de DPP-IV en el 

humor vítreo fueron 100 veces más bajos que en el plasma. Sin embargo, la concentración 

más elevada de DPP-IV en el RPE de donantes diabéticos en comparación con donantes no 

diabéticos indica que la disponibilidad de GLP-1 en la retina diabética podría estar reducida 

debido a una mayor concentración de la enzima catabólica. Además, la expresión de DPP-IV 

en la retina podría reducir la disponibilidad del GLP-1 administrado en colirio, ya que como se 

ha comentado previamente, éste alcanzaría la retina por una vía trans-escleral atravesando 

la coroides y el RPE. De esta manera, la administración tópica que combine GLP-1 y un DPP-

IVi, podría ser una estrategia terapéutica más efectiva.  

Puesto que los niveles de GLP-1 en la retina son menores en pacientes diabéticos en 

comparación con los sujetos no diabéticos [144], es razonable administrar GLP-1 para 

compensar su déficit o bien un DPP-IVi que aumente su biodisponibilidad en la retina. Cabe 

destacar que dado que el GLP-1 sistémico cruza la BHR, la admistración de DPP-IVi no solo 

podría tener importancia para aumentar las acciones locales autocrinas o paracrinas del GLP-

1 producido en la propia retina, sino también del GLP-1 sistémico que también es susceptible 

a la degradación por DPP-IV al llegar a la retina. 

Nuestro grupo demostró que la administración tópica de DPP-IVi en una edad temprana fue 

capaz de prevenir la disfunción retinal causada por la diabetes. 
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5.7. Efectos de la administración tópica temprana de DPP-IVi  

Tal y como se planteó en nuestra hipótesis inicial, la administración tópica de sitagliptina y 

saxagliptina tuvo la capacidad de prevenir la neurodegeneración de la retina del ratón db/db 

sin afectar los niveles de glucosa en sangre.  

Se observó un incremento en la fosforilación de Akt, característico de la activación del GLP-

1R. Además, se observaron otros efectos beneficiosos como un aumento del factor de 

supervivencia Bcl-xL, una disminución de la apoptosis, una inhibición de la gliosis reactiva y 

una disminución de la cantidad de microglia. Finalmente, el tratamiento previno la 

extravasación de albúmina, estudiada mediante la técnica del Blue Evans y la co-

inmunofluorescencia de albúmina y el colágeno IV de la membrana basal de los vasos 

sanguíneos. 

Tal como sucede con los GLP-1RAs, la administración de DPP-IVi previno la disminución de la 

expresión de GLAST inducida por la diabetes, reduciendo la concentración extracelular de 

glutamato y por tanto evitando la excitoxicidad por el glutamato que es una de las causas 

principales de la neurodegeneración. Los resultados del estudio funcional mediante ERG 

fueron concordantes con los observados en los estudios histopatológicos. Nuestros 

resultados sugieren que el aumento de la vida media de GLP-1 probablemente es el principal 

mecanismo involucrado en el efecto beneficioso de los DPP-IVi aunque no se pueden 

descartar otros mecanismos independientes de GLP-1. 

5.8. Acciones de DPP-IVi que podrían ser independientes del GLP-1R  

El enzima actúa sobre otros sustratos además de GLP-1 por lo que los DPP-IVi podrían activar 

otras vías de señalización que han sido poco investigadas. 

Por ejemplo, Dietrich y colaboradores [349] demostraron que el DPP-IVi linagliptina tiene 

efectos protectores frente a la neurodegeneración inducida por altos niveles de glucosa en 

un modelo animal de Caenorhabditis elegans que no presenta GLP-1R. Por tanto, sería muy 

interesante seguir estudiando las acciones de los DPP-IVi en modelos in vitro que bloqueen la 

expresión del receptor con antagonistas o bien modelos de animales knock-out (GLP-1RKO). 

Se ha publicado que DPP-IV puede activar directamente el receptor del factor de coagulación 

II (F2RL1), también conocido como Par2, el cual es un receptor acoplado a proteínas G que se 
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expresa en las células ganglionares de la retina [350] y promueve la inflamación y la 

angiogénesis. Por tanto, una inhibición del enzima con los fármacos sitagliptina o saxagliptina 

podría estar teniendo un efecto antiinflamatorio independiente de la señalización de GLP-1. 

Así pues, F2RL1 podría ser un mediador de la acción de los DPP-IVi que debería ser estudiado. 

Otro efecto antiinflamatorio no mediado por GLP-1 que podrían ejercer los DPP-IVi sería el 

bloqueo del catabolismo del antagonista del receptor de IL-1β (IL-1RA). Este antagonista 

competitivo del receptor de la citocina es un sustrato de DPP-IV [351], de manera que la 

inhibición del enzima disminuiría la acción proinflamatoria de IL-1β. 

Por último, se ha comunicado que la administración intraperitoneal de 70 μg/kg de 

sitagliptina dos veces al día durante 5 días provocó la extravasación de albúmina en retinas 

de animales diabéticos tratados con STZ [319]. El principal mecanismo que se propone es la 

activación de la vía SDF-1α/CXR4/Src/VE-cadherin. Sin embargo, nuestros resultados no 

muestran efecto de sitagliptina y saxaglitpina sobre la expresión proteica de SDF-1.  

En conjunto, parece que los inhibidores del enzima DPP-IV serían una buena alternativa 

terapéutica para la RD aunque faltan estudios para esclarecer los mecanismos implicados. 

5.9. Evidencias clínicas sobre el efecto de GLP-1RA y DPP-IVi en la RD 

Hasta la fecha no se ha realizado ningún ensayo clínico diseñado para examinar el efecto de 

los GLP-1RAs o de los DPP-4i sobre la RD ni por vía tópica ocular ni por vía sistémica.  

Respecto a los DPP-IVi, se han realizado varios ensayos clínicos pero con el objetivo de 

estudiar sus efectos a nivel cardiovascular (EXAMINE_NCT00968708; TECOS_NCT00790205; 

SAVOR-TIMI 53_NCT01107886). Sin embargo, en un estudio clínico piloto sí que se analizó el 

efecto del tratamiento oral con saxagliptina en 50 pacientes con T2DM sin RD (NCT01319357) 

[352]. En este ensayo se demostró que el tratamiento durante 6 semanas normalizó el flujo 

capilar de la retina tras exposición a luz intermitente, “flicker-light exposure”. 

Respecto a los GLP-1RAs, dos ensayos clínicos, el ensayo LEADER que utilizó liraglutide 

(NCT01179048), y el ensayo SUSTAIN-6, que utilizó semaglutide (NCT01720446), han 

cuestionado los efectos beneficiosos obtenidos en los estudios experimentales con los GLP-

1RAs. Liraglutide redujo el ratio de incidencia y mortalidad por causa cardiovascular en 

pacientes con T2DM. Sin embargo, se produjo un aumento no significativo (p=0.33) en el 

http://clinicaltrials.gov/show/NCT01319357
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01179048
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01720446
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desarrollo de RD en el grupo de pacientes tratados con liraglutide. En el caso de semaglutide, 

también se obtuvieron efectos beneficiosos a nivel cardiovascular, pero las complicaciones 

por RD severa se incrementaron significativamente respecto el grupo tratado con placebo 

(p=0.002). El grupo tratado con semaglutide mostró un mayor índice de efectos adversos 

oculares severos como hemorragias vítreas, ceguera y mayor necesidad de fotocoagulación o 

de tratamiento con inyecciones antivítreas. Estos eventos, que se recogieron como efectos 

adversos, se observaron ya a los pocos meses de iniciarse el estudio. En este sentido, algunos 

estudios recientes muetran que GLP-1 podría estimular la proliferación de células endoteliales 

progenitoras [353] o ejercer efectos angiogénicos [354] [355]. Así pues, se podría especular 

que el empeoramiento de la RD que se observó en los ensayos LEADER y SUSTAIN-6 podría 

ser parcialmente debido a la inclusión de pacientes diabéticos que ya presentaban una NPRD 

o una PRD y en los que el GLP-1RA habría promovido fenómenos angiogénicos. Sin embargo, 

hasta ahora no se ha publicado ningún efecto angiogénico de GLP-1RAs en retina. Por el 

contrario, nuestros estudios muestran que la administración tópica de GLP-1 en el ratón 

db/db disminuye la expresión de VEGF a 12 [144] y 24 semanas de edad [356]. Sin embargo, 

deberían realizarse más estudios con diferentes GLP-1RAs por vía tópica o intravítrea para 

explorar un posible efecto angiogénico independiente de su poder hipoglucemiante.  

Es interesante remarcar que como el ensayo clínico SUSTAIN-6 no estaba destinado a evaluar 

los efectos oculares, a la hora de la randomización no se estratificó en función de la presencia 

de retinopatía ni el grado de la misma. Este es un punto crucial porque es determinante 

conocer el estado inicial de la RD para extraer conclusiones sobre su progresión en cada brazo 

terapéutico. En el SUSTAIN-6 se describió un empeoramiento de la RD tras la intensificación 

rápida del control [357]. Como era de esperar, en los pacientes tratados con semaglutide se 

produjo un mayor descenso de la glucemia que en el grupo control. Si por azar, en el grupo 

de semaglutide se situaron más pacientes con RD severa, la mejoría rápida del control 

glucémico pudo contribuir a explicar los efectos adversos registrados sobre la progresión de 

la RD.  

Cabe mencionar nuestros resultados recientes con semaglutide que se presentaran en el 

congreso de la EASD (European Association for the Study of Diabetes) en septiembre de 2020 

[358]. En resumen, la administración tópica de semaglutide en ratones db/db previno la gliosis 

reactiva, la inflamación, la apoptosis neuronal y las alteraciones microcirculatorias de manera 
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que se demuestra que el fármaco no produce efectos deleterios en la retina sino que, por el 

contrario, ejerce efectos protectores sobre la unidad neurovascular. 

Finalmente, la presente tesis evidencia que los efectos beneficiosos de los GLP-1RAs sobre la 

unidad neurovascular se deben a su capacidad antiinflamatoria y a la activación de vías de 

supervivencia. La complejidad de los mecanismos involucrados en la patogénesis de la RD 

sugiere que aquellos tratamientos que afectan a múltiples vías podrían ser más efectivos que 

aquellos que bloquean mecanismos individuales. Los efectos beneficiosos duales de GLP-1 y 

de los DPP-IVi, observados a nivel neuronal y vascular en nuestro modelo experimental, 

muestran que la activación de GLP-1R podría ser una estrategia terapéutica excelente para 

los estadios no avanzados de la RD. 

Los resultados obtenidos suponen un grueso de evidencia preclínica para avanzar en el 

desarrollo clínico de tratamientos basados en la administración tópica de GLP-1, de DPP-IVi, 

o bien una combinación de los dos, para el tratamiento de la RD. En este sentido, cabe 

destacar que los resultados obtenidos en esta tesis han formado parte del dossier presentado 

a la Agencia Española del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPs) para solicitar la 

realización de un ensayo clínico Fase I para evaluar la seguridad de la administración de GLP-

1 en colirio en humanos (Ensayo clínico de fase I, de dosis única y múltiple ascendente, 

aleatorizado (2:1), doble ciego, controlado con placebo, en paralelo, para evaluar la seguridad 

y tolerabilidad de la administración tópica ocular, de dos dosis de FAB120 en participantes 

con diabetes tipo 2. EUDRACT: 2019-002502-52). Este ensayo clínico ha sido aprobado y se 

iniciará el próximo mes de Septiembre en el Hospital Universitario Vall d’Hebron.  
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1. El estudio de absorción y biodistribución demuestra que el GLP-1 administrado por vía 

tópica ocular alcanza la retina por vía transescleral y justifica el inicio de las fases de 

desarrollo clínico. 

 

2. El tratamiento con GLP-1 en colirio revierte los principales marcadores de 

neurodegeneración (apoptosis neuronal y gliosis activa) inducidos por la diabetes en 

los ratones db/db. Los efectos protectores de GLP-1 sobre la unidad neurovascular se 

correlacionan con una mejora en la función de la retina evaluada mediante el 

electroretinograma. 

 

3. La administración tópica de GLP-1 en el ratón db/db promueve vías de supervivencia 

asociadas a la activación de la proteína Akt e induce la proliferación de neuronas en la 

retina diabética, indicando que la neurogénesis podría ser un mecanismo de 

neuroprotección clave frente a la neurodegeneración inducida por la diabetes. 

 

4. Los efectos antiinflamatorios de GLP-1 a través de la inhibición de NF-κB por medio de 

AMPK e IKBα juegan un papel esencial en la protección de la unidad neurovascular. 

Este efecto se traduce en una disminución en la expresión de mediadores 

proinflamatorios como IL-1β, IL-6, IL-18, ICAM-1 y NLRP3. 

 

5. El tratamiento con GLP-1 en colirio revierte la ruptura de la barrera hematoretiniana 

y el aumento de VEGF inducido por la diabetes. 

 

6. DPP-IV se expresa en la retina humana y de ratón. Los niveles de expresión génica y 

proteica de DPP-IV se encuentran aumentados en el epitelio pigmentario de la retina 

(RPE) de los pacientes diabéticos. 

 

7. La inhibición de DPP-IV por la administración tópica de saxagliptina y sitagliptina 

previene las alteraciones iniciales de la retinopatía diabética en el animal db/db. Los 

efectos beneficiosos de saxagliptina y sitagliptina pueden ser atribuidos al aumento 

de GLP-1 en la retina, pero otros mecanismos independientes de GLP-1 no pueden 

descartarse.  
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