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Resumen.

La retinopatia diabética es una complicacion que s e presenta e n pacientes con
diabetes mellitus, |a cual su patogénesis es aun d esconocida. Hay evidencia de
que | a hi perglucemia pr oduce es trés ox idante e n un a v ariedad de t ejidos. D e
hecho, s e tienen r eportes de | a ex istencia de es trés ox idante en| aretina a
estadios avanzados de diabetes; sin embargo, no esta claro si el estrés oxidante
observado es la causa o una consecuencia de | as alteraciones de la retina en |a
diabetes. E| factor nuclear eritroide 2 r elacionado al factor 2 ( Nrf2), se considera

uno de los mas importantes reguladores de la respuesta antioxidante.

En el presente trabajo, se estudio la expresion del Nrf2 en fracciones subcelulares
de la retina de la rata a tiempos cortos de diabetes. Los niveles de expresion del
Nrf2 a umentaron en la f raccion c itoplasmatica y di sminuyeron en | a f raccidon
nuclear de retinas de ratas diabéticas. Ademas, en células gliales de Muller de |la
retina de la rata, la expresion del Nrf2 en la fraccion citoplasmatica disminuyo en
células cultivadas de 6-36 h en presencia de altas concentraciones de glucosa. En
estas condiciones, se observé un aumento en la produccidén de especies reactivas
de oxigeno. La expresion del Nrf2 aumenté en la fraccion nuclear a tiempos largos
de incubacion. Los resultados sugieren, que las altas concentraciones de glucosa
provocan la perdida de la capacidad regulatoria del estado redox mediada por el
Nrf2 o este no desempefia un papel primordial en | a en la regulacién del estado

redox.
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Lista de abreviaturas.

‘OH: radical hidroxilo.

'0,: oxigeno singulete.

Bach 1-2: proteina con homologias BTB y CNC, 1y 2.
BTB: complejo, tramtrack y Bric a’ brac.

bZip: basica cremallera de leucina.

CBP: proteina de union al elemento de respuesta a AMPc.
CCG: capa de células ganglionares.

CHDG: proteina de unién al DNA cromo ATPasa/helicasa.
CNC: cap'n’collar.

CNE: capa nuclear externa.

CNI: capa nuclear interna.

CPE: capa plexiforme externa.

CPI: capa plexiforme interna.

CTEM: cadena de transporte de electrones mitocondrial.
CTR: regién carboxilo terminal.

Cul3: cullin 3.

DCFH-Da: diacetato de diclorodihidrofluoresceina.

DGR: dominio de repeticion Kelch 6 repeticion doble de glicina.
DM: diabetes mellitus.

DMEM: medio Dulbecco’s.

DMEM-S10: DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%.
DNA: acido desoxirribonucleico.

DNasa: desoxirribonucleasa I.

EPR: epitelio pigmentario de la retina.

ERA: elemento de respuesta antioxidante.

ERNSs: especies reactivas del nitrogeno.

EROs: especies reactivas del oxigeno.

G25: glucosa 25 mM.

G5: glucosa 5 mM.

Gclc: glutamato cisteina ligasa subunidad catalitica.
GFAP: proteina acida fibrilar glial.

GLUT4: transportador de glucosa 4.

GS: glucdgeno sintasa.

GSK-3: 3-cinasa de la glucégeno sintasa.

Gsts: glutation-S-transferasas.

H20O,: peroxido de hidrégeno.

HBSS-CMF: solucidn salina de Hank's libre de calcio y magnesio.
HO1: hemo oxigenasa 1.

IKKPB: cinasa 3 de IKB.

IVR: region intermedia.

Keap1: proteina similar Kelch asociada a ECH 1.

Maf: proteina de fibrosarcoma musculoaponeuratico.
Neh1-7: homologia ECH-Nrf2 1-7.



NO': 6xido nitrico

NO;: didxido de nitrégeno.

NOS: 6xido nitrico sintasa.

NOX: NAD(P)H oxidasas.

Nqgo1: NAD(P)H: quinona oxidoreductasa 1.

Nrf2: factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2.
Nrfs: factores relacionados a NFE2.

NTR: regién amino terminal.

O, superoxido.

ONOQO-: peroxinitrito.

p45 NFEZ2: factor nuclear derivado eritroide 2, subunidad p45.
PBS: buffer fosfato salino.

PBS-S: saponina al 0.4% en PBS.

PERK: proteina cinasa del reticulo endoplasmico.
PGA: productos finales de glicacion avanzada.
PGAMBS: fosfoglicerato mutasa 5.

PI3K: 3-cinasa de fosfoinositidos.

PKC: proteina cinasa C.

PVDF: membrana de fluoruro de polivinilideno.

RD: retinopatia diabética.

RI: receptor de insulina.

RL: radical libre.

RXRa: receptor acido retinoico a.

SKN-1: familia Skinhead 1.

SRI: sustratos del receptor de insulina.

STZ: estreptozotocina.

TC-199: medio TC-199.

TC-199-S10: medio TC-199 suplementado con suero fetal bovino al 10%.
TNFa: factor de necrosis tumoral alfa.

Trx: tiorredoxina.

VEGEF: factor de crecimiento endotelio vascular.

XO: xantina oxidasas.

B-TrCP: proteina que contiene repeticiones B-transducina.



Introduccion.

1.-Anatomia del ojo
Eloj od el os v ertebrados a natbmicamente c onsiste en un a s erie de ¢ apas

tisulares, entre | as cuales |la esclerética y la cérnea forman la capa externa del
globo ocular. La esclerética estda compuesta principalmente por fibras elasticas de
colagena, que proporcionan la proteccion y el soporte al globo ocular. La cornea
es un tejido transparente que permite la entrada de la luz al ojo (Estrada & Uribe,
2002; Ross & Pawlina, 2007; Villa & Santodomingo, 2003).

La uv ea ( coroides, c uerpo ciliary el iris) formala capa mediadel ojo.Enla
coroides, se encuentran distribuidos | os vasos sanguineos que irrigan al ojo. E|l
cuerpo ciliar se e ncarga d e modificar |a forma d el cristalino, secretar el humor
acuoso y al gunos componentes d el vitreo (Ashton, 1980). D el cuerpo ciliar se
desprende una porcién de musculo, que forma el iris. El iris funciona como un
diafragma c uyo or ificio c entral, la pupila, aumenta o di sminuye s utamafo en
respuestaal aintensidaddel al uz. E | cristalino f unciona c omo u nal ente
biconvexa, cuya funcion es enfocar los objetos a diferentes distancias (Costanzo,
2014; Zhu, 2014) (Fig. 1).

El cristalino y el cuerpo ciliar dividen al ojo en dos segmentos. P or delante del
cristalino y del cuerpo ciliar se encuentra el segmento anterior, que se divide en
dos camaras: la camara posterior entre el cristalino y el iris y la camara anterior
entre elirisy la cdérnea. Detras del cristalino y del cuerpo ciliar se encuentra el
segmento posterior, és te ¢ ontiene unam atriz ex tracelulart ransparente y
gelatinosa denominada humor vitreo, la cual ocupa dos tercios del volumen total
del ojo (Treuting et al., 2012; Welsch & Sobotta, 2008).
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Figura 1. Estructura basica del ojo de los vertebrados.

1.1.- Anatomia de la retina.
La capa mas interna del ojo es laretina. En |la retina se realiza |la conversion de

energia |l uminosa en impulsos el éctricos ( fototransduccion) (Hurley, 2009) . L os
impulsos eléctricos s e t ransmiten por procesos q uimicos e ntre | as di stintas
neuronas d e | ar etina, € stos son pr ocesados en el c erebro, pr oporcionando

informacion sobre el ambiente a los organismos (Fanjul & eds., 2008).

La retina esta formada por el epitelio pigmentario de la retina (EPR) y la retina
neural. E | EPRes unam onocapa de células,deor igen neuroepitelial
(Klimanskaya, 2006), que contienen una alta concentracién de melanina, la cual
absorbe el exceso de laluz que incide sobre |la retina, evitando que se vuelva a

reflejar a través de ésta (Strauss, 2005).

La r etina n eural esta or ganizada en ¢ apas c elulares: | a c apa nuclear ex terna
(CNE) se compone por los nucleos de los fotorreceptores. Los fotorreceptores se

dividen en dos tipos celulares, los conos y los bastones. Los segmentos externos



de los fotorreceptores s e encuentran embebidos en el EPR y sus proyecciones
axonicas di stales forman p arte de | a c apa pl exiforme externa (CPE), formando
sinapsis con las dendritas de las células bipolares y horizontales. La capa nuclear
interna ( CNI) c ontiene al os nucleos de | as c élulas bipolares, hor izontales y
amacrinas. E n I a c apa pl exiforme i nterna ( CPI) oc urren | as s inapsis entre | as
células de | a CNI con las dendritas d e | as c élulas ga nglionares; los somas de
estas c onstituyen | a ¢ apa de ¢ élulas g anglionares ( CCG) y s us ax ones la
membrana | imitante internay f orman el ner vio 6ptico,at ravésdel c uall a
informacion de la retina es enviada al cerebro (Costanzo, 2014; Estrada & Uribe,

2002; Fanjul & eds., 2008; Seung & Su, 2014; Treuting et al., 2012; Zhu, 2014)
(Fig.2).

} Epitelio pigmentario de la retina

— Capa nuclear externa

I Bastones B conos

I\

— Capa plexiforme externa

JL

— Capa nuclear interna
[ Células bipolares Células harizontales
Células amacrinas W Células gliales de Miller

L

— Capa plexiforme 'interna

} Capa de células ganglionares

B céiulas ganglionares

Figura 2. Esquema de la organizacion de las neuronas y células gliales de Mdiller

en la retina de los vertebrados.



Ademas d e | as neuronas, laretina de | os m amiferos cuentacontrestiposde
células gl iales: | as c élulas de M ullery los atrocitos, que derivan de c élulas
progenitoras m ultipotentes neuroepiteliales (Lenkowski & Raymond, 20 14) y las
células microgliales, que derivan de macréfagos del saco vitelino extra embrionario
(Ginhoux et al., 2013).

Las células de Mller son el principal tipo de célula glial en | a retina, poseen la
morfologia bipolar de las células gliales radiales. EI soma de las células de Mller
se encuentra localizado en la capa nuclear interna de la retina y sus procesos se
extienden en direcciones opuestas, hacia los fotorreceptores en donde forman la
membrana | imitante externa, y hac ial a membrana | imitante i nterna, t eniendo
practicamente contacto con todos | os tipos celulares de | a retina (Bringmann &
Reichenbach, 2009; Reichenbach & Bringmann, 2010; Zhu, 2014).

Las células de Miller contribuyen al mantenimiento y modulaciéon de la actividad
neuronal, m ediante | a r egulacién del m icroambiente ex tracelular ( capturad e
neurotransmisores, ¢ ontrol d el pH y ni veles de p otasio), r egulacion d el flujo
sanguineo y soporte metabdlico a las neuronas (Bringmann & Reichenbach, 2009;
Jessen, 2004; Newman, 2010).

El componente vascular de | a retina consiste en | as ramificaciones de | a arteria
central retiniana que nutre a la parte interna de este tejido. La parte externa de la
retina r ecibe nu trientes de | a c oroides, | os c uales difunden at ravés del E PR
(Alghadyan, 2011; Chopra et al., 2014).

2.-Diabetes.
La diabetes mellitus (DM) es un desorden crénico, caracterizado por el desbalance

metabalico d e | a gl ucosa, ¢ ausando al tos ni veles de lam isma en la sangre
(hiperglucemia). La D M s e di vide en dos tipos: | a di abetes tipo 1, en éstala
hiperglucemia es c ausada porl ap érdida del a s ecrecion de i nsulina por el
pancreas, debido a la destruccion autoinmune de las células B; la diabetes tipo 2
se c aracteriza por q ue | os t ejidos no r esponden adecuadamente alainsulina
(Alghadyan, 2011; Belle et al., 2011).



La insulina es una h ormona que se sintetiza c omo proinsulina en el r eticulo
endoplasmico de las células B del pancreas. L a m olécula d e pr oinsulina s e
transporta al aparato de Golgi, donde es empaquetada en granulos de secrecion.
Dentro de los granulos, la proinsulina es transformada quimicamente por enzimas
proteoliticas, formandoal ai nsulinay a Ipépt idoC .E nr espuestaa | as
concentraciones de glucosa en el torrente sanguineo, los granulos se fusionan con
la m embrana plasmatica de las células B liberando a la insulina (Karp, 2 009;
Lodish, 2005).

Las células que expresan en su superficie receptores de insulina, como las células
hepaticas y m usculares, r esponden a és ta hor monaconun aumentoenl a

captacion de glucosa y la sintesis de glucdgeno.

La activacién del receptor de insulina (RI), promueve el acoplamiento de proteinas
denominadas sustratos del receptor de insulina (SRI), estas proteinas suministran
sitios de uni 6n a pr oteinas, desencadenando vias de s efializacién intracelulares.
La ac tivacion de | a 3 -cinasa de fosfoinositidos ( PI3K) p or S RI-1, promueve | a
activacion de Akt y ésta interviene en la regulacion del transporte de glucosa y en

la sintesis del glucogeno (Jimenez, 2002).

Cuando s et ransduce unas efalp orl av iadel R I-PI3K-Akt, s e in iciala
translocaciéon de v esiculas c itoplasmicas que c ontienen alt ransportador de
glucosa 4 ( GLUT4) a |a periferia c elular, promoviendo una mayor c aptacién de
glucosa. L a s intesis de glucégeno se llevaa cabo porla accidon de la enzima
glucogeno sintasa (GS), la cual es regulada negativamente por la 3-cinasa de la
glucogeno s intasa (GSK-3). L a ac tivacion de A kt c onduce al d escenso de |a
actividad de G SK-3, incrementado | a actividad dela GSy en c onsecuenciala
formacion de glucégeno (Karp, 2009; Lodish, 2005) (Fig.3).

La di abetes favorece e ldes arrollod ec omplicaciones macrovasculares
(enfermedades ¢ ardiacas, e nfermedad vascular per iférica yenf ermedad
cerebrovascular)y  microvasculares ( nefropatia, ne uropatiay r etinopatia)
(Chistiakov, 2011).



Insulina .

it IR L HWH it 1
/PISK \
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glucégeno

SRi1

Figura 3. Via de s enalizacion de | a insulina. Los transportadores de gl ucosa se
almacenan en v esiculas citoplasmaticas. Cuando la insulina transmite una s erial
porlavia IRS-PI3K-Akt, i nicia | a t ranslocacion d e | as v esiculas a | a p eriferia
celular, é stas s e f usionan ¢ on | a m embrana pl asmatica, | o q ue | levaa los

transportadores de glucosa a la supefficie, donde regulan la captacion de glucosa.

En di versos t ejidos, s e ha obs ervado qu e | a hi perglucemia i nduce u n es trés
metabolico mediante diversos m ecanismos que i ncluyen: 1) la activacion de | a
proteina cinasa C (PKC); 2) incremento en la via de | os polioles; 3) la unién no
enzimatica de glucosa a | as cadenas laterales de proteinas formando productos
finales de glicacion avanzada (AGEs); 4) incremento de la expresion de factores
de crecimiento; 5) cambios en el flujo sanguineo; 6) desbalance en el estado redox
celular ( estrés ox idante) (Ahsan, 20 15; Alghadyan, 201 1; C histiakov, 2011 ;
Stewart, 2010).

3.- Estrés oxidante.
Un radical libre (RL) se de fine como un atomo o molécula que contiene a un

electron desapareado en su estructura, que lo hace inestable y altamente reactivo
(Betteridge, 2000; F ainstein & Aguilar-Maldonado, 2008). Las especies reactivas
del oxigeno (EROs) son un ¢ onjunto d e moléculas al tamente reactivas, que s e

8



generan en |l os s istemas vivos por m edio de | os pr ocesos m etabdlicos en | os
cuales par ticipa el ox igeno, en tre es tas es pecies s e enc uentran losiones d e

oxigeno, los radicales libres y los peroxidos.

Las pr incipales E RO son el ox igeno s ingulete ( '0,), el s uperéxido ( 027), e |
peréxido de hidrogeno (H20,) y el radical hidroxilo (‘OH). El oxigeno puede formar
compuestos con el nitrégeno, c onocidos como especies r eactivas del nitrégeno
(ERNs), es tas s on el 6x ido ni trico ( NO'), el di éxido de ni trégeno (NO2)y el
peroxinitrito (ONOO-) (Fainstein & Aguilar-Maldonado, 2008; Fang et al., 2002).

En condiciones fisioldégicas normales, la mitocondria es la principal productora de
EROs, aproximadamente del 0.1-5% del oxigeno entrante a la CTEM es reducido
a superoxido, mientras que el resto es usado en procesos metabdlicos (Andreyev
& K ushnareva, 20 05). Ademas de la mitocondrialas E ROs yla s E RNs son
producidas mediante otros procesos celulares como la actividad de las enzimas
NAD(P)H o xidasas ( NOX), 6 xido n itrico s intasa ( NOS), x antina ox idasa ( XO),
mediante el metabolismo del citocromo P450, por la actividad del peroxisoma y por
la autoxidacion de la glucosa (Andreyev & Kushnareva, 200 5; B etteridge, 20 00;
Buelna-Chontal & Zazueta, 2013; Chopra et al., 2014; Valko et al., 2007)

LasE ROs yla sE RNs sonne utralizadas p orm oléculas deno minadas
antioxidantes, | as ¢ uales p ueden ser enzimaticasy no e nzimaticas.L os
antioxidantes no enzimaticos incluyen el a-tocoferol ( vitamina E ), el ac ido
ascorbico (vitamina C), los flavonoides, el acido urico, la bilirrubina, la albumina,
los ant ioxidantes tiol (el a-acido | ipoicoy el gl utatién), | a m elatoninay ot ros
componentes. Los antioxidantes enzimaticos incluyen a la catalasa, la superdxido
dismutasa, las tiorredoxinas y | as glutation p eroxidasas (Buelna-Chontal &
Zazueta, 2013; Chopra et al., 2014).

En condiciones normales la célula produce concentraciones moderadas de EROs
y ERNSs. Estas moléculas estan involucradas en algunos procesos de sefalizacion
celular (Fang etal ., 200 2; M arinho et al., 2014; W interbourn, 2015) y s on
eliminadas rapidamente por |os sistemas antioxidantes; sin e mbargo cuando se

altera el estado redox c elular debido al i ncremento d e especies r eactivas, | as

9



cuales sobrepasan a | as defensas antioxidantes celulares, se produce un estrés
oxidante (Na & Surh, 2014; Valko et al., 2007).

Las EROs son capaces de oxidar proteinas (carbonilacion), lipidos (lipoxidacion),
carbohidratos ( glucoxidacion) y romper las cadenas del D NA. El ataque de las
EROs a macromoléculas biologicas, lleva a la produccion en cadena de nuevos
radicales, que a s u vez pueden reaccionar con otras macromoléculas, causando

un dafio oxidante a la célula (Winterbourn, 2015).

4.- Respuesta celular al estrés oxidante.
Los s istemas v ivos han desarrollado multiples d efensas en c ontra d el es trés

oxidante. En este proceso de detoxificacidon se encuentran involucradas dos tipos
de moléculas: a) | os antioxidantes directos, que son c ompuestos de bajo peso
molecular como el as corbato, |as ubiquinonas y el glutatién, qu e pue den s ufrir
reacciones redox atenuando la formacion de productos de oxidacion como EROs y
ERNs que sec onsumenos e modifican en s u ac cion ant ioxidante; b) | os
antioxidantes i ndirectos, s e encargan de | a regulacion positiva a ntioxidante por
medio de la induccion de genes de proteinas que actuaran como antioxidantes o
enzimas que facilitan la renovacion de los antioxidantes directos (Dinkova-Kostova
et al., 2007).

Durante condiciones de alto estrés como es la ingesta de componentes téxicos o
en fallas de | a actividad a ntioxidante di recta comoes elc asode algunas
enfermedades, | a ¢ élula tiende a r ecuperar s u es tado r edox po r m edio de la
induccion d e ciertos gen es, teniendo asi un s istema de r egulacion i nducible
(Cullinan & Diehl, 2006). El principal regulador del estado redox celular es el factor
nuclear er itroide 2 r elacionado al factor2 ( Nrf2) (Athanasiou et al ., 2 013;
Bhakkiyalakshmi et al., 2015).

4.1 Estructura del Factor Nuclear Eritroide 2 relacionado al factor 2 (Nrf2).
El Nrf2 pertenece a | os factores de transcripcion de cremallera basica de | eucina

(bzip), qu e s e enc uentran ampliamente c onservados e n | os m etazoarios. N rf2
pertenece a la familia cap'n’collar (CNC), que s e define por |a presencia de 43

aminoacidos ( dominio C NC) | ocalizados hac ia el extremo amino t erminal del
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dominio de uni 6n al DNA. Esta familia comprende a las proteinas de la familia
Skinhead 1 (SKN-1)de Caenorhabditis el egans; a C ap’'n’Collar ( Cnc) de
Drosophila; al factor nuclear derivado eritroide 2, subunidad p45 (p45 NFEZ2), a los
factores relacionados a NFE2 (Nrf1, Nrf2, Nrf3) y las proteinas con homologias
BTB-CNC 1y 2 (Bach1 y Bach2) de vertebrados (Sykiotis & Bohmann, 2010)

Comparaciones es tructurales e ntre el homologo del Nrf2 en el pollo, humano y
ratén, identifican siete regiones altamente conservadas, llamadas dominios Neh1 -
7 (homologia E CH-Nrf2). E1 dominio Neh1 contiene al motivo de union al DNA
bZip, po r m edio de es te m otivo se f orma el heterodimero con | as pr oteinas
pequefias M af ( MAFs; proteina de f ibrosarcoma m usculo aponeurdético). E |
dominio N-terminal o N eh2, contiene dos motivos (DLG y ETGE) involucrados en
la retencion del Nrf2 por la proteina Keap1. Neh3 es un dominio de transactivacion
que recluta a la proteina de unién al DNA cromo ATPasa/helicasa (CHDG6). L os
dominios Neh4 y Neh5 representan los dominios de transactivacion que reclutan a
la proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc (CBP), estos dominios son
importantes par al at ranscripcion de g enes d ependientes del elemento de

respuesta antioxidante (ERA). En el dom inio Neh6, se encuentran dos motivos
(DSGISy DSAPGS) que pue deni nteractuarc on la proteina que c ontiene
repeticiones de B-transducina (B-TrCP). Eldo minio N eh7i nteractua
especificamente c onel r eceptor ala cidor etindico (RXRa) (Fig. 4).
(Bhakkiyalakshmi et al., 2015; Hayes & Dinkova-Kostova, 2014; Kansanen et al.,
2013; Ma, 2013).

4.2.- Mecanismos regulatorios de la via de activacion del Nrf2.
En c ondiciones b asales el Nrf2 s e e ncuentra r egulado n egativamente por| a

proteina K elch as ociada a | e lemento ECH 1 ( Keap1). K eap1 presenta cinco
dominios estructurales : el ex tremo aminot erminal ( NTR), un do minio de
dimerizacion B TB (B road-Complex, T ramtrack,y B rica brac),unar egion
intermedia r ica en c isteinas ( dominio IVR), un dominio de r epeticion K elch o
repeticion doble de glicina (DGR) y una r egién carboxilo terminal (CTR) (Gan &
Johnson, 2014; Hayes & Dinkova-Kostova, 2014; Kansanen et al., 201 3; Namani
et al., 2014; Niture, Khatri, & Jaiswal, 2014) (Fig. 5).
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Union ADN

Unién Keapl Uni6n RXRat Unién Maf
Transactivacion Unidn B-TrCP Transactivacion
— t t i : } { 597 a.a
DLG  ETGE DSGIS DSAPGS  CNC  BZIP
- Localizacion (# :
Dominio : : Funciones
de aminoacidos)
¢ Contiene a los motivos DLG (29-31) y ETGE (79-82), involucrados en la
Neh2 1.96 retencion citoplasmatica de Nrf2 por Keap1.
o i s Region rica en lisinas (aminoacidos blanco para ubicuitinacion).
¢ Sitio de fosforilacién por PKC en la Ser-40.
Nehd 11141 . Dommlolfje transactwar}:mn.
e Interaccién con la proteina CBP.
Neh5 172201 ¢ Dominio de transactivacion.

¢ |Interaccion con la proteina CBP.
Neh7 209-316 ¢ Represion de Nrf2 por medio del RXRa.
Neh6 330-380 ¢ Contiene a los motivos DSGIS (343-347) y DSAPGS(382-387), involucrados
en |a degradacién de Nrf2 per medio de B-TrCP.
e Contiene a los motivos CNC y bZIP.
Neh1 427-560 e Sitiode unién con ERA.
o Formaciénde heterodimeros con otras porteinas bZip.
* Dominio de transactivacion.

Neh3 561-597
® o |Interaccion con CHDS.

Figura 4. Dominios funcionales del Nrf2.

Los dominios DGR del dimero de Keap1 interactuan con el motivo DLG o ETG del
Nrf2. La parte amino-terminal de Keap1 se une al complejo ubicuitina ligasa E3 por
medio de la proteina adaptadora CUL3 (cullin3) lo que promueve la ubicuitinacién
directad e | os r esiduos de | isinad el do minioN eh2d e N rf2y s u pos terior
degradacion por la via del proteasoma 26S (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014; Ma,
2013). Keap1 funciona como un s ensor al es trés ox idante por medio de s us
residuos d e cisteina (Ganan-Gémez et al., 2013; Kansanen etal., 2013) en su
dominio I VR. L os r esiduos de cisteina (151,273 y 288) al oxidarse alteranla
estructura molecular de Keap1 (Holland & Fishbein, 2010), lo queresultaenla

disociacion del motivo ETGE del Nrf2. La disociacidén p ermite la exposicion dell
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Nrf2, s usceptible de ser f osforilado porla P KC ( ser-40 de N rf2) l ogrando s u
liberacion c ompletad e K eap1. La | iberacion de | Nrf2 de K eap1 per mite s u

translocacion al nucleo.

Unién con Cul3

Homodimerizacion Unidn con Nrf2
[ NTR BB | IVR RDG CTR
I l —i | 620a.a
C151 C273
C288
- Localizacion (# de .
Dominio ) ] Funciones
aminoacidos)
NTR 1-76 *Amino terminal.
+Sitio de homodimerizacion.
BTB 77-149
*Reclutamiento de Cul-3.
IVR 172-201 *Regién rica en cisteinas.
RDG 307.611 -Interacc!c?n con NrQ_, PGAMS y P62. _
*Interaccidn con el citoesqueleto de actina.
CTR 611-624 Carboxilo terminal.

Figura 5. Dominios funcionales de Keap1.

Cuando Nrf2 es translocado al nucleo, éste forma heterodimeros con las MAFs, el
heterodimero Maf-Nrf2 se acopla al elemento de respuesta antioxidante (ERA: 5’-
NTGAG/CNNNGC-3')enel D NA, pr omoviendo | at ranscripcion de genes
relacionados ¢ on proteinas an tioxidantes comol a NAD(P)H:q uinona
oxidoreductasa 1 (Ngo1), glutation-S-transferasas (Gsts), glutamato cisteina ligasa
subunidad catalitica ( Gclc), proteinas asociadas a | a resistencia de multidrogas,
hemo oxigenasa 1 ( HO1), tiorredoxina (Trx), m anteniendo as i el es tado r edox
celular (Kaspar, Niture, & Jaiswal, 2009)(Fig.6).
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proteasomal e
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Figura 6. Regulacion del Nrf2 por Keap1. A) En condiciones homeostaticas, el Nrf2
esta retenido en el citoplasma por el dimero de Keap1y Cul3. El complejo Nrf2-
Keap1-Cul3 promueve la ubicuitinacion del Nrf2, llevandolo a su degradacion por
la via del proteasoma 26 s. B) Los grupos sulfidrilos de las cisteinas de Keap1
funcionan ¢ omo s ensores al es trés ox idante, | a ox idacion d e | as cisteinas
promueve un c ambio estructuralen Keap1 | iberando as i al N rf2, és te es
translocado al nuc leo. D entro del n ucleo el N rf2 f orma het erodimeros c on | as
proteinas M af, el h eterodimero N rf2-Maf s e ac opla al el emento de r espuesta

antioxidante, promoviendo la transcripcion de proteinas antioxidantes.
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5.-Retinopatia diabética.
La retinopatia di abética (RD) s e m anifiesta como un de terioro progresivo en | a

agudeza visual, siendo la primera causa de ceguera en adultos de entre 20 y 64
afios que padecen diabetes (Cunha-Vaz et al., 2014; Mastropasqua et al., 2014).

Clinicamente la RD se divide en dos tipos: la RD no proliferativa se caracteriza por
la presencia de microaneurismas, hemorragias intrarretinianas, exudados duros y
arrosariamiento de las vénulas; la RD proliferativa se distingue por la presencia de

nuevos vasos sanguineos Y la proliferacion del tejido fibroso (Kern, 2014).

Aunque | a mayoria de | as c omplicaciones de| a R D s e ha n r elacionado ¢ on
lesiones v asculares, | os ¢ omponentes neuronales de | ar etina s e al teran en
etapas tempranas de la diabetes (Hernandez & Simé, 2014; Stewart, 2010). En
animalesy pac ientes di abéticos,s e h an obs ervado al teracionesene |
electrorretinograma antes del a apariciondel as| esionesv asculares,
caracteristicas de la RD no proliferativa (Kern, 2014; Tang & Kern, 2011). Ademas
se presentan alteraciones en el control del metabolismo del glutamato (Gowda et
al., 2 011),p érdidad el a actividad s inapticay | a ap optosis en las c élulas
ganglionares de la retina (Kern, 2014).

La activacion de las células gliales juega un papel fisiopatoldgico en la progresiéon
de la RD. Los astrocitos de | a retina nor malmente ex presan | a pr oteina acida
fibrilar glial (GFAP), mientras que en las células gliales de Muller esta expresion es
nula. Enla RD se observa |la sobrexpresion de G FAP en las células de M uller
(Cunha-Vaz et al., 2014; Hernandez & Simé, 2014) y la expresion del factor de
crecimiento en dotelio v ascular ( VEGF), r elacionado c on | ai nducciénd el a
neovascularizacion en la RD proliferativa (Bringmann et al., 2002).

La retina es un tejido altamente propenso al dano por el estrés oxidante, debido a
su al tor equerimiento de oxigenoy gl ucosa, oc asionado pors ual tat asa
metabdlica (Fainstein & Aguilar-Maldonado, 2008). Lo que ha per mitido proponer
que la hiperglucemia induce la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO),
como consecuenciadel aumentoen elf lujo de el ectronesen la cadena

respiratoria. Las altas concentraciones de gl ucosa intracelular, promueven una
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mayor f ormacion d e pi ruvato que p uede ser ox idado por el ciclodel ac ido
tricarboxilico, aumentando el flujo de NADH y FADH, a la cadena de transporte de
electrones de | a m embrana i nterna m itocondrial, lo qu e pue de oc asionar u n
aumento en la formacion de anién superdxido (Giacco, 2011; Wu, Tang, & Chen,
2014).

Enlaretinade ratas diabéticasy en células d e | aretinaincubadas c on al tas
concentraciones de glucosa, s e enc uentran i ncrementados | os ni veles de

superoxido y per oxido de h idrégeno (Eshaget al., 2 014),a umentoe n la
lipoperoxidaciony d afo en el D NA (Kowluru, 2001; Kowluru, 20 03). E nla
diabetes, las enzimas involucradas en | a homeostasis redox como |la superoxido
dismutasa, | a gl utation r eductasa, | a glutation p eroxidasay lac atalasas e
encuentra disminuida s u ex presion en |l ar etina (Brownlee, 20 05). E | u so de
antioxidantes para prevenir la retinopatia experimental, ha proporcionado pruebas
tanto a favor como en contra del uso de éstos (Stewart, 2010).

Estos estudios se han realizado en modelos de r oedores diabéticos a mas de 2
meses de i nducida | a di abetes y en pac ientes afectados p or la en fermedad
durante varios anos , por loquen os e haestablecidos iel es trés ox idante
observado es una consecuencia de la enfermedad o si es el responsable de las
alteraciones observadas en |a retina. D eterminar si el estrés o xidante es una
causa 0 una consecuencia de tales alteraciones resulta relevante para entender el
proceso e identificar posibles estrategias terapéuticas para evitar el progreso de la

enfermedad.
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Hipotesis:

Si la hiperglucemia genera estrés oxidante, que lleva a las alteraciones de la retina
observadas enla RD, en etapas tempranas de hiperglucemia s e esperaria un
incremento del Nrf2 en el nucleo de las células en respuesta al estrés oxidante.

Objetivo general:

Identificar la existencia de estrés oxidante en la retina de la rata diabética, a través

de la localizacion y expresion subcelular del Nrf2.

Objetivos especificos:

-Determinar la expresion y localizacidon del Nrf2 y Keap1 en la retina de ratas sin
tratamiento (controles) y de ratas en las que se indujo diabetes tipo1 alos 7, 20,

30 y 45 dias post-induccién.

-Determinar la ex presion y localizacion subcelular d el Nrf2 y Keap1 en células
glialesd el ar etina( glia de M dller) e nc ultivo, ex puestas con di stintas

concentraciones de glucosa.

-Detectar la presencia de estrés oxidante en células gliales de Muller en cultivo,

expuestas con distintas concentraciones de glucosa.
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Métodos:

1. Induccién de diabetes.

En este trabajo se utilizaron ratas Long-Evans de 180 a 20 Og. La induccién de la
diabetes tipo 1, se realiz6é suministrando una sola dosis de estreptozotocina (STZ;
98mg/kg en amortiguador de citratos (acido citrico 90mM, NaCl 10mM, p.H 4.8)).
Los animales se mantuvieron en condiciones de alimento y agua ad libitum. Estos
fueron sacrificados a los 7 (7D), 20 (20D), 30 (30D) y 45 dias (45D) posteriores a
la induccién de la diabetes, a los mismos tiempos fueron sacrificadas ratas que no
recibieron tratamiento (grupo control). La determinacion de glucosa en sangre se
realizé c on | ast iras r eactivas de A ccu-chek. L os a nimales s e ¢ onsideraron

diabéticos si los valores 6pticos de glucosa en sangre superaban los 300 mg/dL.

2. Cultivo primario de células gliales de la retina de la rata (Células de
Muller).

Ratas Long Evans de siete dias postnatales, fueron decapitadas, en c ondiciones
de es terilidad s e ex trajeron | os ojos y fueron i ncubados en M edio D ulbecco’s
(DMEM; sigma D6546, 25 mM de glucosa, anfotericina B 2.5 ug/ml, penicilina 100
u/ml y L-glutamina 2 mM), toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad.

Al dia siguiente los ojos fueron lavados con etanol al 70% e i ncubados con una
solucion s alina de H ank libre de c alcio y magnesio (HBSS-CMF; sigma H4641,
NaHCO3; 40 mM, anfotericina B 2.5 ug/mly penicilina 100 u/ml, 0.1% de tripsina),
durante 30 min a 37°C. Los ojos se colocaron en DMEM suplementado con suero

fetal bovino al 10% (DMEM-S10) para inactivar la tripsina.

Con una i ncision ecuatorial en el ojo se obtuvo la copa Optica, delacual sele
separd | ar etina agi tandola s uavemente en D MEM-S10. Las r etinas f ueron
recuperadas en 3 ml de DMEM-S10 con 300 ul de desoxirribonucleasa | (DNasa
4000 U/ml). Las retinas fueron disociadas mediante pasajes a través de una pipeta
Pasteur, | a s uspension s e dejo s edimentar dur ante 2 0 s . para r ecuperar el
sobrenadante. El sedimento se resuspendié con 3 ml de DMEM-S10, repitiendo la

18



disociacion y r ecuperacion d el s obrenadante, el c ual s e junté c on el primer

sobrenadante.

Para el cultivo en placas de 6 pozos, se emplearon las células aisladas a partir de
de dos retinas (1 ml por pozo~1, 000,000 células). Para el cultivo en placas de 24
pozos s e e mplearon | as ¢ élulas ai sladas a par tir deunar etina(0.5m | p or
pozo~500,000 células). E n al gunos ex perimentos s e colocaron cubreobjetos de
vidrio sobre los que crecieron las células. Tres dias después de la siembra a las
células, sel esc ambioel m edio D MEM-S10 por D MEM durante 6 hor as
provocando | a m uerte neur onaly obt eniendo un c ultivo de gl iam as p uro.
Posteriormente, las células se incubaron en un medio TC-199 suplementado con
suero fetal bovino al 10% (TC-199-S10; sigma M0650, NaHCO3; 40mM, 5 mM de

glucosa, anfotericina B 2.5 pg/ml, penicilina 100 u/ml y L-glutamina 2 mM).

Las células crecieron durante 3 semanas en una incubadora a 37°C con atmosfera
humeda 5% CO,/95% aire. Cada tercer dia se le retird el medio de cultivoy se

adiciond medio fresco.

Al as 3s emanas de c recimiento,| asc élulas fueront ratadas c on al tas
concentraciones de gl ucosa (G25; 25mM) durante 6, 12, 24, 36 y 48 hor as, en
paralelo c on c élulas i ncubadas c on c oncentraciones nor males d e gl ucosa ( G5;
5.5mM). El control osmético se verificé adicionando manitol (19.5mM) al medio de

incubacién a los mismos tiempos del tratamiento.
3. Fraccionamiento subcelular: aislamiento de nucleos.

Los animales fueron sacrificados por medio de dec apitacion, s e enuclearon | os

0jos, con un corte se separo la copa 6ptica, a partir de la cual se aislé la retina.

Las retinas se aislaron en 1 ml de HBSS-CMF y se agitaron durante cinco minutos,
en seguida fueron incubadas en 1 ml de HBSS-CMF con 0.1% de tripsina durante
10 minutos a temperatura ambiente. El medio HBSS-CMF se sustituyé con 1 ml de
TC-199-S10, para inactivar la tripsina. Las retinas se colocaron en 0.5 mlde T C-
199, s e disociaron | as c élulas pas andolas varias veces a t ravés de una pi peta

Pasteur, se dejé sedimentar por 20 s, se recuperoé el sobrenadante (S1); al pellet
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se le adicioné 1 ml de medio TC-199 adicionado con 0.1% de tripsina y se repitid

dos veces la disociacion, recuperandose los sobrenadantes (S2 y S3).

Los sobrenadantes (S1-S3) se centrifugaron a 106 g durante 10 minutos a 4°C, el
pellet r ecuperado c orresponde al af raccién nuc lear ( N), el s obrenadante
recuperado de S1 es la fraccion citoplasmatica (C). A la fraccidn citoplasmatica se
le adicionaron anti-proteoliticos (bacitracina 1mg/ml, benzamidina 2 mM, inhibidor
de tripsina de soya 0.1mg/ml, pepstatina 10ug/ml, aprotinina 20u/ml y leupeptina
20ug/ml). La fraccion nuclear se homogenizé en 75uL de Buffer Nuclear (HEPES
50mM, N aCl 15 OmM, E DTA1m M, 1% triton X -100 y ant i-proteoliticos) el

homogenado de | a fraccidon nucleary |a fraccion c itoplasmatica s e i ncubaron

durante una hora a 4°C en agitacién a 1200 rpm y se almacenaron a -70°C.

A las células cultivadas a diferentes tiempos de tratamiento, se les retiré el medio
de cultivo y se lavaron dos veces con Buffer de homogenizacion (HEPES 50 mM,
sacarosa 0.3 M, EDTA 1 m My anti-proteoliticos). P osteriormente, las células se
obtuvieron mediante el raspado de la placa en 100 ul de buffer de homogenizacion
por p 0zo, el hom ogenado s e c entrifugd a 6500 gd urante 15 min, el pel let

recuperado es la fraccion nuclear y el sobrenadante la fraccion citoplasmatica.

La fraccion nuclear se homogenizé en 50 pyL de Buffer Nuclear, el homogenado de
la fraccion nucleary la fraccion citoplasmatica se incubaron una horaa 4°C en

agitacion a 1200 rpm y almacenaron a -70°C.
4. Inmunodeteccion por medio de Western Blot.

La expresion de la proteina Nrf2 y Keap1 se determind m ediante |a técnica de
Western B lot. L as proteinas s e separaron en un g el SDS/PAGEal12% y se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). La membrana
se bloqued con leche libre de grasa al 5 % (P/V) en T BS-Tween (Trizma 20mM,
NaCl 136mM, T ween-20 0. 1%, pH 7. 6) d urante dos hor as; p osteriormente s e
incubd t oda l a noc he a4° C conlos a nticuerpos primarios: a nti-Nrf2 ( 1:1000,
ab137550-Abcam), anti-Keap1 (1:300, sc-33569-Santa Cruz Biotechnology), anti-
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Cox 1V(1:1000, 485 0-Cell Signaling) anti-a Actina (1:250, Chemicon, T emecula,
CA) o anti-Histona 2B (H2B; 1:1000, #12364-Cell Signaling).

La inmunoreactividad fue detectada con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano (anti-conejo 1:5000; 1:10000) durante 1 hora; las bandas de
proteina se visualizaron por quimioluminiscencia. La intensidad de las sefales fue
revelada en Hyperfilm ECL (GE Healthacare Ltd.) y se digitalizé con el programa
DigiDoc Rt Alfa (Alpha INNOTECH). La cuantificaciéon basada en las densidades
Opticas relativas, se realizé con el programa Alpha Ease FC Stand Alone. La carga
de proteina se normalizé usando los valores de la H2B para la fraccion nuclear y
de actina para la fraccion citoplasmatica. La proteina total se determiné mediante
el método de Lowry, con el kit comercial D C Protein Assay (Bio-Rad), utilizando

albumina como estandar.
5. Inmunohistoquimica.

La localizacion celular del Nrf2 se analizé en cortes histologicos de laretinade
ratas normales y diabéticas y en células de Muller cultivadas.

Las copas opticas del ojo se fijaron durante 60 min en paraformaldehido al 4% en
Buffer Fosfatos Salino (PBS; KCI 1.3mM, KH,PO4 0.5mM, Na;HPO4 3.2mM, NaCl
135mM). Posteriormente se lavo con PBS y se crioprotegio con sacarosa al 30%,
se obtuvieron cortes de 10um. Los cortes se incubaron toda la noche a 4 °C con
anti-Nrf2 (1:200, ab137550-Abcam) se lavé con PBS tres veces y se incubd con el
anticuerpo secundario anti-conejo (cy3 1:500, AP-182C Chemicon) durante 2 h. Al

finalizar la incubacion se lavo con PBS y los cortes se montaron con glicerol.

Las c élulas enc ultivos el avarondos v ecesc onP BS,s ef ijaronen 4%
paraformaldehido con 4% de sacarosa en PBS durante 10 min, posteriormente se
lavaron dos veces con PBS. Las células se permeabilizaron con saponina al 0.4%
en PBS (PBS-S) 7 min y se bloquearon con 1% albumina de suero fetal bovino en
PBS-S durante 60 min. Los cubreobjetos se incubaron toda la noche con anti-Nrf2
(1:200,a b137550-Abcam), an ti-Keap1( 1:300,s ¢-33569-Santa C ruz
Biotechnology) anti-vimentina (1:250, M072529-2-Dako), se lavo 2 veces con PBS-
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S por 10 min y se incubd con el anticuerpo secundario anti-conejo o anti-raton (cy3
1:500, AP-182C Chemicon; cy3 1:250, 62-6515 Zymed). Al finalizar la incubacion
se lavé con PBS-S tres veces por 10 m in y | os c ubreobjetos s e montaron con

glicerol.

La i nmunoreactividad a N rf2y keap1enl| os cortesder etinay las células en
cultivo, se analizaron en un microscopio de epifluorescencia (Nikon Alphaphot) con

camara Nikon Digital Dxm1200.
6. Deteccidn de estrés oxidante.

Los ni veles i ntracelulares de E ROs s e midieron por |a fluorescencia del 2" ,7"-
diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-Da). EI DCFH-Da es una molécula
hidrofébica qu e di funde r apidamente en | a c élulas, d onde es hidrolizado p or
esterasas i ntracelulares, da ndo | ugaral am oléculaD CFH que es ox idada
rapidamente p or E ROs a 2" ,7’-diclorohidrofluoresceina ( DCF) pr oduciendo un a

onda de emision de 530nm.

Las células cultivadas s obre c ubreobjetos, se lavaron dos vecescon PBSy se
incubaron con D CFH-Da (25uM) a 37°C por 20 min en la oscuridad, se lavaron
tres veces con PBS y se observaron bajo el microscopio. Las células se incubaron
con peréxido de hidrogeno (100 uM) como control positivo.

La fluorescencia de la DCF, se analizé en microscopio de epifluorescencia (Nikon

Alphaphot) con camara Nikon Digital Dxm1200
7. Analisis estadistico.

El anal isisde| as densitometrias obt enidas, s e realiz6 ¢ onel pr ograma
GraphPadPrism 6, la significancia fue determinada por medio de una prueba de
ANOVA y Tukey (P<0.05).
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Resultados.

1. Localizacion celular del Nrf2 en la retina de la rata.

La inmunohistoquimica del Nrf2 revelé su presencia en las capas nucleares de la
retina (CNE, CNI'y CCGQG) (Fig. 7). I nteresantemente | a i nmunofluorescencia del
Nrf2 se observo incrementada en los somas de los fotorreceptores en la retinas de
ratas diabéticas de 45 dias (Fig. 7-B).

Fig. 7: Inmunofluorescencia del Nrf2 en s ecciones verticales de retina. A) Retina
de rata control y B) diabética (STZ) de 45 d ias. CNE; capa nuclear externa, CNI;
capa nuclear interna, CCG; capa de células ganglionares.

2. Localizacion subcelular del Nrf2 y la Keapl en la retina de la rata

diabética.

Con el fin de identificar la localizacién del Nrf2, se llevd a cabo un fraccionamiento
subcelular y posteriormente la presencia de este factor se determin6é por Western
Blot. La identificacion de | a fraccién nuclear s e realizé por | a tincion con D API
(Fig.8)y | ade tecciond el a hi stona2B por Western B lot. Estas técnicas

demostraron una elevada pureza de la fraccion nuclear. E| Western Blot para la
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histona 2B dio positivo unicamente en la fraccién nuclear y ésta no dio reaccién

positiva para la enzima mitocondrial COX, y actina (Fig.9).

Fig. 8: Fraccion enriquecida en nucleos. A) Campo claro, B) marcaje con DAPI.

Actina
PM:-45 kDa

Histona 2B __
PM:13 kDa

S ¢C N N

—

—

Cox iV
PM-17 kDa

Fig. 9: Identificacion de las fracciones subcelulares por medio de Western Blot.

FN: fraccion nuclear; FC: fraccion citoplasmica.
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La expresion del Nrf2 en | a fraccion nuclear de retinas de ratas sacrificadas a 20
dias posteriores a la induccion de diabetes, se observé disminuida en un 24% con
respecto a los animales del grupo control (Fig.10-A); mientras que alos 30y 45
dias de hiperglucemia los niveles del Nrf2 fueron los mismos que los encontrados
de | os a nimales ¢ ontroles. En| a fraccion c itosdlica, | a ex presion del Nrf2
incrementd unicamente a los 45 dias de hiperglucemia, obteniéndose un aumento

del 25% con respecto al control (Fig.10-B)

Porotrolado, | a expresiond el a Keap1 no mostré c ambios significativos e n

ninguna de las fracciones subcelulares (Fig.11).
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Fig. 10: Efecto de la hiperglucemia en | a | ocalizacion s ubcelular del Nrf2 enla
retina de | a rata. Expresion del Nrf2 (PM: 68 k Da) en la A) fracciéon nucleary B)
fraccion citoplasmatica por medio de | a técnica de western Blot, us ando como
controles d e c arga Histona2B (PM:1 4k Da) ya ctina (PM:43k Da)
respectivamente. Con; control, 7- 45D, dias de hiperglucemia. N=5,* P <0.05.
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Fig. 11: Efecto de la hiperglucemia en |a localizacion subcelular de la Keap1 (PM:
70 kDa) en la retina de la rata. Expresion de Keap1 en la A) fraccion nuclear y B)
fraccion citoplasmatica por medio de | a técnica de western Blot, us ando como
controles de carga H2B y actina respectivamente. Con; control, 7- 45D; dias de

hiperglucemia. N=5,* P <0.05.

3. Efecto de altas concentraciones de glucosa en la localizacién

subcelular de Nrf2 y Keap1 en células gliales de Miller en cultivo.

El cultivo primario de células gliales de Muller de la retina de la rata, se caracterizo
por | a ex presion de | a vimentina, filamento i ntermedio ¢ aracteristico de es tas
células (Wang et al., 2011) (Fig.12).

Fig. 12: Células gl iales de M liller en
cultivo dur ante 14 di as, inmunopositivas

para vimentina.
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En células incubadas con G5 el Nrf2 se localizé tanto en el citoplasma como en el
nucleo, en el que se observo una mayor intensidad de |a fluorescencia, en todos
los tiempos estudiados (Fig.13-A, B, C y D). La i ncubacion de estas células con
G25, causo una disminucidon en | a expresion del Nrf2 en el citoplasmade las
células, sin embargo no se pudo identificar ningun cambio de su expresion en el
nucleo (Fig. 13-E, F, G, H). Las células incubadas con G5y manitol (19.5mM) a
los diferentes tiempos, presentaron un patron e ex presion similar que el de las

células incubadas con G5 (Fig.14-1, J, Ky L).

Glucosa 5.5mM +
manitol 19.5mM

Glucosa 5.5mM Glucosa 25mM

12h

24h

36 h

48 h

Fig. 13: | nmunolocalizacién del N rf2 en células de M (iller en ¢ ultivo. C élulas
incubadas con 5mM de glucosa (A, B, C y D), 26 mM de glucosa (E, F, Gy H)y
5mM de glucosa + 19.5mM de manitol (I, J, Ky L). 12-48 h; horas de incubacion.

27



La Keap1 selocalizé en el citoplasma de |a c élula obs ervandose un a m ayor
concentracion en la region perinuclear, en las células incubadas con G5 (Fig.14-A,
B,C y D).Laexposicibndelascélulasa G 25 caus6é una di sminucion en la
inmunoreactividad de Keap1 a partirde | as 24 h de incubacién, manteniéndose
estos niveles hastalas 48h (Fig. 14-E, F, Gy H). De particular relevancia, se
observé qu e las c élulas i ncubadas en pr esencia d e manitol, pr esentaron un
patrén d e | ocalizacion de | a K eap1, s emejante al obs ervado en| as c élulas
incubadas con G25 (Fig.14-I, J, Ky L).

Glucosa 5.5mM +
Glucosa 5.5mM Glucosa 25mM manitol 19.5mM

12h

24h

36h

48 h

Fig. 14: I nmunolocalizacion de K eap1 en c élulas de M (iller en c ultivo. C élulas
incubadas con 5mM de glucosa (A, B, C y D), 26 mM de glucosa (E, F, Gy H) y
5mM de glucosa + 19.5mM de manitol (I, J, Ky L). 12-48 h; horas de incubacion.
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En la fraccion nuclear de células incubadas con G5, los niveles de ex presion del
Nrf2, determinados por western blot, fueron constantes en todos los tiempos de
incubacion (Fig.15). Por el c ontrario, e n las c élulas i ncubadas con G 25, se
observaron fluctuaciones en la expresion del Nrf2 en el nucleo, a |os diferentes
tiempos de incubacion; observandose una disminucion del 51% alas 24hy un
aumento del 69% a las 48h de incubacion (Fig.16-A). En la fraccion citosélica de
las células incubadas con G25, la expresion del Nrf2 se redujo progresivamente
con el tiempo de incubacion (Fig.16-B), mostrando una mayor disminucion a | as
48h del 60%
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Figura 15. Expresion del Nrf2 en la fraccion nuclear de células incubadas con G5,
por medio de la técnica de western Blot, usando como control de carga histona 2B
(H2B). 6- 48 h: horas de incubacion. N=3,* P <0.05.
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Figura 16. Efecto de la incubacion con G25, en la localizacion subcelular del Nrf2
en las células de Miiller. Expresion del Nrf2 en la A) fraccion nuclear y B) fraccion
citoplasmatica por medio de la técnica de western Blot, usando como controles de

carga histona 2B y actina respectivamente. N=3,* P <0.05.

La expresion de | a Keap1 en la fraccion nuclear de células incubadas con G 25,
presentd fluctuaciones a | os diferentes tiempos de i ncubacion. S e observé una
disminucién a las 24 h del 50% y a las 48 h del 40% (Fig.17-A), mientras que a las
36 h se observaron los mismos niveles que a las 6 y 12h de incubacion. De igual
manera, laex presionde laK eap1 enla fraccion c itosdlica, di sminuyd
significativamente a las 36 h en un 40% (Fig.17-B), observandose a las 48h se los

mismos niveles de expresion que en tiempos anteriores.
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Fig. 17: Efecto de la alta concentracion de glucosa en la localizacién subcelular de
la Keap1 en las células de Miiller. Expresion de la Keap1 en la A) fraccion nuclear
y B) fraccion citoplasmatica por medio de la técnica de western Blot, usando como

controles de carga histona 2B y actina respectivamente. N=3,* P <0.05.

4. Produccion de EROs por altas concentraciones de glucosa en las
células gliales de Miller en cultivo.

La produccion de EROs se determiné por la fluorescencia del indicador DCF (ver
métodos). En las células de Muller incubadas con G5, se observo la produccion de
ERO, la cual parece localizarse en la zona perinuclear (Fig.18-A). En las células
incubadas con G25, se observo una mayor intensidad en la fluorescencia de DHF
apartirdelas 24h, yéstasepresentd en todalacélula (Fig.18-B,Cy D).
Paralelamente al incremento en |a produccion de EROs se observé un ¢ ambio
drastico en la morfologia celular. La morfologia de las células incubadas con G25,

fue similar al a de las células incubadas con G5 en presencia de 100 yM de
peroxido de hidrégeno (Fig. 18-E).
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Glucosa 5.5mM Glucosa 25mM Glucosa 25mM Glucosa 25mM
Ctrl, 24 h,

Glucosa 5.5mM
100uM H202,

Fig. 18: P roducciéon de E ROsen | as c élulas de M liller en ¢ ultivo. C élulas
incubadas con 5.5mM de glucosa (A), con 256 mM de glucosa (B, C y D). Células
incubadas con H202 (100 uM) durante 30 min (E). 24-48h; horas de incubacion.
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Discusion.

EI N rf2 es un c omponente es encial en | a de fensa c elular, y a que f avorece | a
transcripcion de g enes que ¢ odifican enzimas det oxificantes y ant ioxidantes
(Brigelius-Flohé & F lohé, 2 011). E n c ondiciones basales el N rf2 s e enc uentra
retenido en el citoplasma pors u unidna K eap1; esta proteinaseune ala
ubicuitina ligasa E3, mediante la proteina Cul3. EI complejo Keap1-Cul3-E3 facilita
la ubi cuitinacion del Nrf2, promoviendo s u degr adacién e n el proteasoma 26s .
Keap1 presenta residuos de cisteinas que le permiten funcionar como sensor de
oxidantes y/o reductores; el aumento d e oxidantes promueve la liberacion del
Nrf2, activandolo. E ste pu ede translocarse al nicleo y pos teriormente unirse al
DNA en el elemento de respuesta antioxidante, |o que resulta en |a sintesis de
proteinas antioxidantes, que mantienen el estado redox celular (Hayes & Dinkova-
Kostova, 2014).

La translocacion d el N rf2 al ndcleo también s e encuentra modulada por ot ros
mecanismos independientes de Keap1: a) la PKC puede fosforilar directamente al
Nrf2 en la Ser40, facilitando su liberacion de Keap1 (Bloom & Jaiswal, 2003); b) la
activacion de la proteina cinasa del reticulo endoplasmico (PERK), que se activa
en respuesta al estrés por proteinas mal plegadas, fosforila al Nrf2 favoreciendo
su ac umulacién nuc lear (Cullinan & D iehl, 2006 ; C ullinan etal ., 200 3);c )l a
activacion de las cinasas activadas por mitégenos (MAPKs), como p38 MAPK, la
cinasa terminal-NH; c-Jun (JNK), y la cinasa reguladora de sefiales extracelulares
(ERK) y d) PI3K (Kang, Ryu, & Kim, 2000).

Adicionalmente, el N rf2 tiene un mecanismo d e d egradacion i ndependiente d e
Keap1. El dominio Neh6 del Nrf2 contiene varios residuos de serina que pueden
ser fosforilados por |a G SK-3B. La fosforilaciéon de estos residuos promueve la
unién con la B-TrCP, esta se une a la ubicuitina ligasa E3 mediante |a proteina
Cul1, promoviendo | a ubi cuitinacion y pos terior degr adacion d el N rf2 (Dinkova-
Kostova, Holtzclaw, & Kensler, 2005; Hayes & Dinkova-Kostova, 2014).

33



La diabetes mellitus, es una enfermedad que s e caracteriza p or presentar altas
concentraciones d e gl ucosa en s angre. S e obs ervo qu e es ta c ondicion pu ede
provocar un estrés oxidante en diferentes tejidos, el cual se ha visto implicado en
la pr ogresion de | as ¢ omplicaciones de la di abetes ¢ omo | a ne fropatia, | a
neuropatia y la retinopatia. Debido a que el Nrf2 regula la respuesta antioxidante,
se sugiere que su funcidn se encuentra alterada en | a diabetes. Ciertamente, la
presencia de estrés oxidante, elevados niveles de ERO y ERN, se han observado

en el rindn de ratones hiperglucémicos y deficientes del Nrf2 (Yoh et al., 2008).

Las funciones del Nrf2 en | a retina se han reportado por medio de su activacion
por c ompuestos c omo el s ulfurofano (Pan et al., 2014; Tanito et al., 2005), la
curcumina (Mandal et al., 2009), el 17B3-estradiol (S. Wang et al., 2015) y la ter-
butil-hidroquinona, es tos co mpuestosr educen a lasc isteinasd e Keap1
permitiendo | a | iberacion del N rf2. Se de mostrd q ue e sta ac tivacion del N rf2
protege a la retina en modelos de degeneracién inducida por la luz (Tanito et al.,
2005) o por compuestos citotéxicos como el 4-hidroxinonenal (Tanito, Agbaga, &
Anderson, 2 007); esta proteccion se enc uentra mediada por | a ac tivacién d e
enzimas a ntioxidantes, principalmente la T rx1(Kong et al ., 2007; M andal et al .,
2009; Pan et al., 2014; Tanito etal., 2005,2007; S. Wang et al., 20 15). E stos
estudios evidencian las funciones del Nrf2 en la homeostasis redox en | a retina.
El estrés oxidante demostrado en la retina de pacientes diabéticos y de ratas con
hiperglucemia inducida en periodos prolongados, sugiere una funcion alterada del
Nrf2 (Eshaq et al., 2014; Brownlee, 2005; Kowluru, 2003; Kowluru, 2001).

En es te t rabajo, o bservamos que | a ex presiéon del Nrf2 en| aretina de r atas
normales s e | ocaliza en | as c apas nucleares de | aretina (CNI, CNEy C CG),
resultado que es semejante al observado por Pan et al., (2014). Sin embargo, el
grupo de Xu et al., (2014) reporto la expresion del Nrf2 en las células gliales de

Muller y en la capa de células ganglionares de la retina del humano y del ratén.
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Enl ar etinad er atasc ond osm esesde hi perglucemia, inducidap or
estreptozotocina, se observd un aumento en la expresion del Nrf2, tanto a nivel del
RNAmM como de | a proteina (Xu et al ., 20 14; Zhong & K owluru, 201 2). E stos
autores también demostraron un aumento en la translocacion del Nrf2 al nucleo y
la transcripcion de los genes de la Trx1, la HO1 y la NQOH, en |la retina de estos
animales. De ac uerdo c on es tos r esultados, en este trabajo obs ervamos un

aumento en la expresion del Nrf2 a los 45 dias de inducida la diabetes, pero no a
tiempos cortos (7-30 dias) (Fig. 7; 10-B). A pesar de este aumento en la expresion
de N rf2, la ex presion de éstee nel nu cleo disminuyéal os 20 diasde

hiperglucemia, observandose niveles semejantes al basal alos 30y 45 dias de
hiperglucemia (Fig. 10-A). Por otro lado, los niveles de expresion de Keap1 no se
modificaron en ¢ ondiciones de hi perglucemia. Nuestros resultados indican que a
tiempos c ortos d e hi perglucemia la c apacidad r eguladora del N rf2 es n ormal,
sugiriendo que no existe un es trés oxidante en laretina. La disminucion de | os
niveles del Nrf2 en el nucleo a los 20 dias de hiperglucemia parece estar asociada
a un aumento o mantenimiento de especies reductoras a nivel citosdlico. Se ha
reportado q ue en animales de 2 0 d ias d e di abetes, | as ¢ oncentraciones d e
glutation no sufren cambios con respecto al grupo control, sin embargo también se

observa un aumento en la actividad de la superoxido dismutasa.

Los resultados anteriores representan la respuesta de todos los tipos celulares de
la retina, y cada uno de éstos podria presentar una respuesta diferente ante las
condiciones hi perglucémicas, por lo que el estudio de la expresion del Nrf2 en

tipos celulares aislados proporcionaria informacion mas especifica.

Enes tes entido,| asc élulas gliales de M lller,s ones enciales p ara el

mantenimiento d el m etabolismo d e | a retina neural (Bringmann & R eichenbach,
2009). En modelos animales y pacientes diabéticos se han identificado anomalias
tanto morfolégicas como bioquimicas en la glia de M Uller (Cunha-Vaz, Ribeiro, &
Lobo, 20 14; Simo6 & Hernandez, 20 14). Ademas | as c élulas d e M Uller | iberan
moléculas pr oinflamatorias como el TNF-a y el VEGF que participan en la

progresion de la retinopatia diabética (Xu et al., 2014). Adicionalmente, se reportd
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que el N rf2 r egula e nzimas an tioxidantes c omo | a superdoxido dismutasa, | a
catalasa y la glutation peroxidasal en cultivos de células de Muller (J. Wang et al.,
2015).

Los estudios de inmunolocalizacion revelaron que el Nrf2 y Keap1 se encuentran
expresados e n el citoplasma principalmente en | a regién perinuclear yene |
nucleo de las células de Mliller; estos resultados concuerdan con lo reportado por
Wang et al., (2015). Cuando | as células s e i ncubaron en c ondiciones de al tas
concentraciones de glucosa, s e obs ervo una di sminucién e n | os ni veles de

expresion del Nrf2 en el citoplasma (Fig. 13; 16-B). Los niveles de expresion del
Nrf2 en el citoplasma disminuyeron a partir de | as 6h de cultivo en presencia de
altas ¢ oncentraciones de gl ucosa. M ientras q ue |l os ni velesen el n ucleo
presentaron oscilaciones a | os distintos tiempos de i ncubacion (Fig. 16-A). E stos
resultados sugieren que el Nrf2 se transloca al nucleo como respuesta a un estrés
oxidante. Por otra parte, el Nrf2 ademas de inducir la transcripcién de proteinas
antioxidantes, p uede inducirs u propia s intesis, | o que podria pr ovocar una
oscilacion en los niveles normales de éste en el nucleo a pesar de disminuir en el
citoplasma. Esi nteresantes efalarq ueel e fecto observadoc onal tas
concentraciones de glucosa no parece deberse a un efecto de osmolaridad, como

lo indican los estudios con manitol.

Con elfin de determinars il at ranslocaciénd el N rf2al n ucleos e d ebe
efectivamente a un aumento en la produccion de EROs, éstas se determinaron por
la fluorescencia de la DCF. Las altas concentraciones de glucosa en el medio,
causaron un aumento en la produccion de EROs a partir de las 24h de incubacion
(Fig. 18), que correspondié a una disminucion del Nrf2 en el nucleo. Es interesante
que la produccion de EROs siguiera aumentando a las 48h de incubacion, a pesar
de que los niveles del Nrf2 en el nucleo aumentaron en un 69% con respecto al
control. Por otro lado la expresion de Keap1 parece disminuir paulatinamente en
condiciones de altas concentraciones de glucosa. Estos resultados indican que las
altas concentraciones de glucosa causan un aumento en las EROs, éstas pueden

ser controlados por el sistema antioxidante por un periodo de hasta 24h, posterior
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alcual laelevada produccion de E ROs s obrepasa |l a capacidad r egulatoria

promoviendo la activacion del Nrf2.

Nuestros resultados indican que las células de Muller son altamente susceptibles a
las elevadas concentraciones de glucosa, y su afectacion representa un alto riesgo
para el funcionamiento de | a retina; lo que sugiere que in vivo, la afectacion de
este tipo celular podria repercutir en tiempos mas prolongados en el resto de la

retina.

37



Conclusiones.

Enlaretina, atiempos c ortos de hiperglucemiala activacion del N rf2 no se
modifica, lo que sugiere que en etapas tempranas de la retinopatia diabética no se
estén produciendo e n ex ceso es pecies r eactivas de ox igeno para ac tivar | a

regulacion inducible mediada por Nrf2.

La ex posicion de | as c élulas de M lUller a al tas c oncentraciones de gl ucosa,
provoca un au mento en | as especies r eactivas de ox igeno, disminuciénenla
expresion del Nrf2 en el citoplasma y un aumento en su expresion en el nucleo a
tiempos largos de exposicion. Estos resultados indican que las células de M uller
expuestas a altas concentraciones de glucosa pierden la capacidad reguladora del
estado redox mediada por el Nrf2; o bien, el Nrf2 no juega en estas células un

papel preponderante en la regulacion del estado redox.
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