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Resumen. 
La retinopatía di abética es  un a c omplicación que s e pr esenta e n pac ientes c on 

diabetes mellitus, la cual su patogénesis es aún d esconocida.  Hay evidencia de 

que l a hi perglucemia pr oduce es trés ox idante e n un a v ariedad de t ejidos. D e 

hecho, s e t ienen r eportes de l a ex istencia de es trés ox idante en l a r etina a  

estadios avanzados de diabetes; sin embargo, no es tá claro si el estrés oxidante 

observado es la causa o una c onsecuencia de l as alteraciones de la retina en l a 

diabetes. E l factor nuclear er itroide 2 r elacionado al  factor 2 ( Nrf2), se considera 

uno de los más importantes reguladores de la respuesta antioxidante. 

En el presente trabajo, se estudió la expresión del Nrf2 en fracciones subcelulares 

de la retina de la rata a tiempos cortos de diabetes. Los niveles de expresión del 

Nrf2 a umentaron en la f racción c itoplasmática y  di sminuyeron en l a f racción 

nuclear de retinas de ratas diabéticas. Además, en células gliales de Müller de la 

retina de la rata, la expresión del Nrf2 en la fracción citoplasmática disminuyó en 

células cultivadas de 6-36 h en presencia de altas concentraciones de glucosa. En 

estas condiciones, se observó un aumento en  la producción de especies reactivas 

de oxígeno. La expresión del Nrf2 aumentó en la fracción nuclear a tiempos largos 

de incubación. 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 desempeña un papel pr imordial en l a en la regulación del  estado 

redox. 
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Lista de abreviaturas. 
.OH: radical hidroxilo. 
1O2: oxígeno singulete. 
Bach 1-2: proteína con homologías BTB y CNC, 1 y 2. 
BTB: complejo, tramtrack y Bric a’ brac.  
bZip: básica cremallera de leucina. 
CBP: proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc. 
CCG: capa de células ganglionares.  
CHD6: proteína de unión 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: región carboxilo terminal. 
Cul3: cullin 3.  
DCFH-Da: diacetato de diclorodihidrofluoresceina.  
DGR: dominio de repetición Kelch ó repetición doble de glicina. 
DM: diabetes mellitus.  
DMEM: medio Dulbecco´s. 
DMEM-S10: DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%. 
DNA: ácido desoxirribonucleico. 
DNasa: desoxirribonucleasa I.  
EPR: epitelio pigmentario de la retina. 
ERA: elemento de respuesta antioxidante. 
ERNs: especies reactivas del nitrógeno. 
EROs: especies reactivas del oxígeno. 
G25: glucosa 25 mM. 
G5: glucosa 5 mM. 
Gclc: glutamato cisteína ligasa subunidad catalítica. 
GFAP: proteína ácida fibrilar glial. 
GLUT4: transportador de glucosa 4. 
GS: glucógeno sintasa. 
GSK-3: 3-cinasa de la glucógeno sintasa. 
Gsts: glutation-S-transferasas. 
H2O2: peróxido de hidrógeno. 
HBSS-CMF: solución salina de Hank´s libre de calcio y magnesio. 
HO1: hemo oxigenasa 1.  
IKKβ: cinasa β de IKB.  
IVR: región intermedia. 
Keap1: proteína similar Kelch asociada a ECH 1. 
Maf: proteína de fibrosarcoma musculoaponeurótico. 
Neh1-7: homología ECH-Nrf2 1-7. 
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NO.: óxido nítrico  
NO2

.: dióxido de nitrógeno. 
NOS: óxido nítrico sintasa. 
NOX: NAD(P)H oxidasas. 
Nqo1: NAD(P)H: quinona oxidoreductasa 1. 
Nrf2: factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2. 
Nrfs: factores relacionados a NFE2. 
NTR: región amino terminal. 
O2

.-: superóxido. 
ONOO-: peroxinitrito. 
p45 NFE2: factor nuclear derivado eritroide 2, subunidad  p45. 
PBS: buffer fosfato salino. 
PBS-S: saponina al 0.4% en PBS. 
PERK: proteína cinasa del retículo endoplásmico. 
PGA: productos finales de glicación avanzada. 
PGAM5: fosfoglicerato mutasa 5. 
PI3K: 3-cinasa de fosfoinosítidos.  
PKC: proteína cinasa C. 
PVDF: membrana de fluoruro de polivinilideno. 
RD: retinopatía diabética. 
RI: receptor de insulina. 
RL: radical libre. 
RXRα: receptor ácido retinoico α. 
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%. 
TNFα: factor de necrosis tumoral alfa. 
Trx: tiorredoxina. 
VEGF: factor  de crecimiento endotelio vascular. 
XO: xantina oxidasas. 
β-TrCP: proteína que contiene repeticiones β-transducina. 
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Introducción. 
1.-Anatomía del ojo 
El oj o d e l os v ertebrados a natómicamente c onsiste en  un a s erie de c apas 

tisulares, en tre  l as cuales la esclerótica y  la córnea forman la capa ex terna del 

globo ocular. La esclerótica está compuesta principalmente por fibras elásticas de 

colágena,  que proporcionan la protección y el soporte al globo ocular. La córnea 

es un tejido transparente que permite la entrada de la luz al ojo (Estrada & Uribe, 

2002; Ross & Pawlina, 2007; Villa & Santodomingo, 2003). 

La úv ea ( coroides, c uerpo c iliar y  el  i ris) forma l a c apa media del  oj o. E n l a 

coroides, s e encuentran di stribuidos l os v asos s anguíneos q ue i rrigan al  oj o. E l 

cuerpo c iliar se e ncarga d e m odificar l a forma d el c ristalino, secretar el  hu mor 

acuoso y  al gunos c omponentes d el v ítreo (Ashton, 1 980). D el c uerpo c iliar s e 

desprende un a por ción de músculo, q ue forma el  i ris. E l i ris f unciona c omo un 

diafragma c uyo or ificio c entral, la pupila, aumenta o  di sminuye s u t amaño en 

respuesta a l a i ntensidad de l a l uz. E l cristalino f unciona c omo u na l ente 

biconvexa, cuya función es enfocar los objetos a diferentes distancias (Costanzo, 

2014; Zhu, 2014) (Fig. 1). 

El c ristalino y  el  c uerpo c iliar di viden al oj o en  d os s egmentos. P or d elante del 

cristalino y  del  cuerpo c iliar se encuentra el  segmento anterior, que se divide en 

dos cámaras: la cámara posterior entre el cristalino y  el  i ris y  la cámara anterior 

entre el i ris y  l a c órnea. D etrás d el c ristalino y  del  c uerpo c iliar se encuentra e l 

segmento posterior, és te c ontiene una m atriz ex tracelular t ransparente y 

gelatinosa denominada humor vítreo, la cual ocupa dos tercios del volumen total 

del ojo (Treuting et al., 2012; Welsch & Sobotta, 2008). 
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Figura  1. Estructura básica del ojo de los vertebrados. 

 

1.1.- Anatomía de la retina. 
La capa más interna del ojo es la retina. En la retina se realiza la conversión de 

energía l uminosa en impulsos el éctricos ( fototransducción) (Hurley, 2009) . L os 

impulsos eléctricos s e t ransmiten por  procesos q uímicos e ntre l as di stintas 

neuronas d e l a r etina, é stos son pr ocesados en el  c erebro, pr oporcionando 

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

La r etina es tá formada por  el  epitelio pi gmentario de l a r etina ( EPR) y  l a r etina 

neural. E l EPR es  una m onocapa de células, de or igen neuroepitelial 

(Klimanskaya, 2006), que contienen una al ta concentración de melanina, l a cual 

absorbe el  exceso de la luz que incide sobre la retina, evitando que se vuelva a 

reflejar a través de ésta (Strauss, 2005). 

La r etina n eural está or ganizada en c apas c elulares: l a c apa nuclear ex terna 

(CNE) se compone por los núcleos de los fotorreceptores. Los fotorreceptores se 

dividen en dos tipos celulares, los conos y los bastones. Los segmentos externos 
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de l os fotorreceptores s e enc uentran em bebidos en  el E PR y  s us pr oyecciones 

axónicas di stales forman p arte de l 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 a l os núcleos de  l as c élulas bipolares, hor izontales y  

amacrinas. E n l a c apa pl exiforme i nterna ( CPI) oc urren l as s inapsis ent re l as 

células de l a C NI c on l as den dritas d e l as c élulas ga nglionares; l os so mas d e 

éstas c onstituyen l a c apa de c élulas g anglionares ( CCG) y s us ax ones la 

membrana l imitante interna y  f orman el  ner vio ópt ico, a t ravés del  c ual l a 

información 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). 

 

 

Figura  2. Esquema de la organización de las neuronas y células gliales de Müller 

en la retina de los vertebrados.  
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Además d e l as neur onas, l a r etina d e l os m amíferos c uenta c on t res t ipos d e 

células gl iales: l as c élulas de M üller y  los atrocitos, que derivan de c élulas 

progenitoras m ultipotentes neuroepiteliales (Lenkowski &  R aymond, 20 14) y l as 

células microgliales, que derivan de macrófagos del saco vitelino extra embrionario 

(Ginhoux et al., 2013). 

Las células de Müller son el  pr incipal t ipo de célula glial en l a retina, poseen la 

morfología bipolar de las células gliales radiales. El soma de las células de Müller 

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 l imitante externa, y  hac ia l a membrana l imitante i nterna, t eniendo 

prácticamente c ontacto c on t odos l os t ipos celulares de l a r etina (Bringmann &  

Reichenbach, 2009; Reichenbach & Bringmann, 2010; Zhu, 2014).  

Las células de Müller contribuyen al  mantenimiento y modulación de la actividad 

neuronal, m ediante l a r egulación del  m icroambiente ex tracelular ( captura d e 

neurotransmisores, c ontrol d el pH  y  ni veles de p otasio), r egulación d el flujo 

sanguíneo y soporte metabólico a las neuronas (Bringmann & Reichenbach, 2009; 

Jessen, 2004; Newman, 2010).  

El c omponente vascular de l a r etina consiste en l as r amificaciones de l a arteria 

central retiniana que nutre a la parte interna de este tejido. La parte externa de la 

retina r ecibe nu trientes de l a c oroides, l os c uales difunden a t ravés del  E PR 

(Alghadyan, 2011; Chopra et al., 2014).  

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

metabólico d e l a gl ucosa, c ausando al tos ni veles de  la m isma en la sangre 

(hiperglucemia). L a D M s e di vide en dos  tipos: l a di abetes t ipo 1,  en ésta l a 

hiperglucemia es  c ausada por l a p érdida de l a s ecreción de i nsulina por el  

páncreas, debido a la destrucción autoinmune de las células β;  la diabetes tipo 2 

se c aracteriza por  q ue l os t ejidos no r esponden adecuadamente a l a i nsulina 

(Alghadyan, 2011; Belle et al., 2011).  
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La insulina es  una h ormona que  se sintetiza c omo proinsulina en el r etículo 

endoplásmico de las células β del páncreas. L a m olécula d e pr oinsulina s e 

transporta al aparato de Golgi, donde es empaquetada en gránulos de secreción. 

Dentro de los gránulos, la proinsulina es transformada químicamente por enzimas 

proteolíticas, formando a l a i nsulina y  a l pépt ido C . E n r espuesta a  l as 

concentraciones de glucosa en el torrente sanguíneo, los gránulos se fusionan con 

la m embrana plasmática de las células β liberando a la insulina (Karp, 2 009; 

Lodish, 2005). 

Las células que expresan en su superficie receptores de insulina, como las células 

hepáticas y  m usculares, r esponden a és ta hor mona c on u n aumento e n l a 

captación de glucosa y la síntesis de glucógeno. 

La activación del receptor de insulina (RI), promueve el acoplamiento de proteínas 

denominadas sustratos del receptor de insulina (SRI), estas proteínas suministran 

sitios de uni ón a pr oteínas, desencadenando vías de s eñalización intracelulares. 

La ac tivación de l a 3 -cinasa de fosfoinosítidos ( PI3K) p or S RI-1, pr omueve l a 

activación de Akt y ésta interviene en la regulación del transporte de glucosa y en 

la síntesis del glucógeno (Jímenez, 2002). 

Cuando s e t ransduce una s eñal p or l a v ía del  R I-PI3K-Akt, s e in icia la  

translocación de v esículas c itoplásmicas que c ontienen al t ransportador de 

glucosa 4 ( GLUT4) a  l a per iferia c elular, p romoviendo un a mayor c aptación de 

glucosa. L a s íntesis de glucógeno s e l leva a  c abo p or l a acción de l a e nzima 

glucógeno s intasa (GS), la cual es regulada negativamente por la 3-cinasa de la 

glucógeno s intasa (GSK-3). L a ac tivación de A kt c onduce al  d escenso de  l a 

actividad de G SK-3, i ncrementado l a ac tividad de l a G S y  en c onsecuencia l a 

formación de glucógeno (Karp, 2009; Lodish, 2005) (Fig.3).  

La di abetes favorece e l des arrollo d e c omplicaciones macrovasculares 

(enfermedades c ardiacas, e nfermedad vascular per iférica y enf ermedad 

cerebrovascular) y  microvasculares ( nefropatía, ne uropatía y  r etinopatía) 

(Chistiakov, 2011).   
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Figura  3. V ía de s eñalización de l a insulina. Los  t ransportadores de gl ucosa se 

almacenan en v esículas c itoplasmáticas. Cuando la insulina t ransmite una s eñal 

por l a v ía IRS-PI3K-Akt, i nicia l a t ranslocación d e l as v esículas a l a p eriferia 

celular, é stas s e f usionan c on l a m embrana pl asmática, l o q ue l leva a  los 

transportadores de glucosa a la superficie, donde regulan la captación de glucosa. 

En di versos t ejidos, s e ha obs ervado qu e l a hi perglucemia i nduce u n es trés 

metabólico mediante diversos m ecanismos que i ncluyen: 1)  l a activación de l a 

proteína c inasa C (PKC); 2)  i ncremento en la v ía de l os pol ioles; 3)  l a unión no 

enzimática de gl ucosa a l as cadenas l aterales de proteínas formando productos 

finales de gl icación avanzada (AGEs); 4)  incremento de la expresión de factores 

de crecimiento; 5) cambios en el flujo sanguíneo; 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 r adical l ibre ( RL) se de fine c omo u n át omo o molécula que contiene a  un 

electrón desapareado en su estructura, que lo hace inestable y altamente reactivo 

(Betteridge, 2000; Fainstein &  Aguilar-Maldonado, 2008). Las especies reactivas 

del ox ígeno ( EROs) s on un c onjunto d e m oléculas al tamente r eactivas, que s e 
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generan en l os s istemas v ivos por  m edio de l os pr ocesos m etabólicos en l os 

cuales par ticipa el  ox ígeno, en tre es tas es pecies s e enc uentran l os i ones d e 

oxígeno, los radicales libres y los peróxidos. 

Las pr incipales E RO son el ox ígeno s ingulete ( 1O2), el  s uperóxido ( O2
.-), e l 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (.OH). El oxígeno puede formar 

compuestos c on el ni trógeno, c onocidos c omo especies r eactivas del ni trógeno 

(ERNs), es tas s on el  óx ido ní trico ( NO.), el di óxido de  ni trógeno ( NO2
.) y  e l 

peroxinitrito (ONOO-) (Fainstein & Aguilar-Maldonado, 2008; Fang et al., 2002).  

En condiciones fisiológicas normales, la mitocondria es la principal productora de 

EROs, aproximadamente  del 0.1-5% del oxígeno entrante a la CTEM es reducido 

a superóxido, mientras que el  resto es usado en procesos metabólicos (Andreyev 

& K ushnareva, 20 05). Además de la m itocondria l as E ROs y la s E RNs son 

producidas m ediante ot ros procesos celulares como la ac tividad de las enzimas 

NAD(P)H o xidasas ( NOX), ó xido n ítrico s intasa ( NOS), x antina ox idasa ( XO), 

mediante el metabolismo del citocromo P450, por la actividad del peroxisoma y por 

la autoxidación de la gl ucosa (Andreyev &  Kushnareva, 200 5; B etteridge, 20 00; 

Buelna-Chontal & Zazueta, 2013; Chopra et al., 2014; Valko et al., 2007)  

Las E ROs y la s E RNs son ne utralizadas p or m oléculas deno minadas 

antioxidantes, l as c uales p ueden ser enzimáticas y  no  e nzimáticas. L os 

antioxidantes no enzimáticos incluyen el α-tocoferol ( vitamina E ), el  ác ido 

ascórbico (vitamina C), los f lavonoides, el  ácido úr ico, la bi lirrubina, la albumina, 

los ant ioxidantes tiol (el α-ácido l ipoico y  el gl utatión), l a m elatonina y  ot ros 

componentes. Los antioxidantes enzimáticos incluyen a la catalasa, la superóxido 

dismutasa, las tiorredoxinas y l as glutatión p eroxidasas (Buelna-Chontal &  

Zazueta, 2013; Chopra et al., 2014).  

En condiciones normales la célula produce concentraciones moderadas de EROs  

y ERNs. Estas moléculas están involucradas en algunos procesos de señalización 

celular (Fang et al ., 200 2; M arinho et  al., 2014; W interbourn, 2015) y s on 

eliminadas r ápidamente por  l os s istemas a ntioxidantes; s in e mbargo c uando s e 

altera el  es tado r edox c elular debido al  i ncremento d e especies r eactivas, l as 
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cuales sobrepasan a l as de fensas antioxidantes celulares, se produce un es trés 

oxidante (Na & Surh, 2014; Valko et al., 2007). 

Las EROs son capaces de oxidar proteínas (carbonilación), l ípidos (lipoxidación), 

carbohidratos ( glucoxidación) y  r omper l as cadenas del D NA. El at aque de  l as 

EROs a macromoléculas bi ológicas, l leva a  l a producción en cadena de nuevos 

radicales, que a s u vez pueden reaccionar con otras macromoléculas, causando 

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

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

oxidante. En este proceso de detoxificación se encuentran involucradas dos tipos 

de moléculas: a) l os antioxidantes di rectos, que  s on c ompuestos de bajo pes o 

molecular c omo el as corbato, l as ubiquinonas y  el  gl utatión, qu e pue den s ufrir 

reacciones redox atenuando la formación de productos de oxidación como EROs y 

ERNs que se c onsumen o s e modifican en s u ac ción ant ioxidante; b)  l os 

antioxidantes i ndirectos, s e enc argan de l a r egulación positiva a ntioxidante por 

medio de la inducción de genes de proteínas que actuaran como antioxidantes o  

enzimas que facilitan la renovación de los antioxidantes directos (Dinkova-Kostova 

et al., 2007). 

Durante condiciones de alto estrés como es la ingesta de componentes tóxicos o 

en fallas de  l a actividad a ntioxidante di recta como es  el c aso de algunas 

enfermedades, l a c élula t iende a r ecuperar s u es tado r edox po r m edio de la 

inducción d e ciertos gen es, teniendo así un s istema de r egulación i nducible 

(Cullinan & Diehl, 2006). El principal regulador del estado redox celular es el factor 

nuclear er itroide 2 r elacionado al factor 2 ( 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 l os factores de t ranscripción de c remallera básica de l eucina 

(bzip), qu e s e enc uentran ampliamente c onservados e n l os m etazoarios. N rf2 

pertenece a l a familia c ap´n´collar ( CNC), que s e define p or l a presencia de 43 

aminoácidos ( dominio C NC) l ocalizados hac ia el  extremo amino t erminal del  
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dominio de uni ón al  D NA. Esta f amilia comprende a las pr oteínas de la f amilia 

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 NFE2), a los 

factores r elacionados a N FE2 ( Nrf1, N rf2, Nrf3) y  las pr oteínas c on homologías 

BTB-CNC 1 y 2 (Bach1 y Bach2)  de vertebrados (Sykiotis & Bohmann, 2010) 

Comparaciones es tructurales e ntre el h omólogo del N rf2 en  el  p ollo, hu mano y  

ratón, identifican siete regiones altamente conservadas, llamadas dominios Neh1 - 

7 ( homología E CH-Nrf2). E l dominio Neh1 c ontiene al  m otivo de unión al  DNA 

bZip, po r m edio de es te m otivo se f orma el heterodímero con l as pr oteínas 

pequeñas M af ( MAFs; proteína de f ibrosarcoma m usculo aponeurótico). E l 

dominio N-terminal o N eh2, contiene dos motivos (DLG y ETGE) involucrados en 

la retención del Nrf2 por la proteína Keap1. Neh3 es un dominio de transactivación 

que r ecluta a l a proteína de u nión al D NA cromo ATPasa/helicasa ( CHD6). L os 

dominios Neh4 y Neh5 representan los dominios de transactivación que reclutan a 

la proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc (CBP), estos dominios son 

importantes par a l a t ranscripción de g enes d ependientes del elemento de  

respuesta an tioxidante ( ERA). E n el   dom inio N eh6, se enc uentran dos  m otivos 

(DSGIS y  DSAPGS) que pue den i nteractuar c on la proteína que c ontiene 

repeticiones de β-transducina (β-TrCP). El do minio N eh7 i nteractúa 

específicamente c on el  r eceptor al á cido r etinóico (RXRα) (Fig. 4). 

(Bhakkiyalakshmi et  al ., 2015; Hayes & Dinkova-Kostova, 2014; Kansanen et  al ., 

2013; Ma, 2013).  

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

proteína K elch as ociada a l e lemento ECH 1 ( Keap1). K eap1 presenta cinco 

dominios estructurales : el  ex tremo amino t erminal ( NTR), un do minio de 

dimerización B TB (B road-Complex, T ramtrack, y  B ric a brac), una r egión  

intermedia r ica en c isteínas ( dominio IVR), un dominio de r epetición K elch o 

repetición doble de gl icina (DGR) y una r egión carboxilo t erminal (CTR) (Gan &  

Johnson, 2014; Hayes & Dinkova-Kostova, 2014; Kansanen et al., 2013; Namani 

et al., 2014; Niture, Khatri, & Jaiswal, 2014) (Fig. 5). 



12 
 

 

Figura 4. Dominios funcionales del Nrf2. 

 

Los dominios DGR del dímero de Keap1 interactúan 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 proteína adaptadora CUL3 (cullin3) lo que promueve la ubicuitinación 

directa d e l os r esiduos de l isina d el do minio N eh2 d e N rf2 y  s u pos terior 

degradación por la vía del proteasoma 26S (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014; Ma, 

2013). K eap1 funciona c omo un s ensor al  es trés ox idante por  medio de s us 

residuos d e c isteína (Gañán-Gómez et  a l., 2013; K ansanen et al ., 20 13) en s u 

dominio I VR. L os r esiduos de c isteína (151, 2 73 y  2 88) al ox idarse alteran l a 

estructura m olecular de Keap1 (Holland &  Fishbein, 2 010), lo  que r esulta e n l a 

disociación del  m otivo ETGE de l Nrf2. La  d isociación p ermite l a exposición de l 
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Nrf2, s usceptible de ser f osforilado p or l a P KC  ( ser-40 de N rf2) l ogrando s u 

liberación c ompleta d e K eap1. La l iberación de l Nrf2 de K eap1 per mite s u 

translocación al núcleo. 

 

Figura 5. Dominios funcionales de Keap1. 

 

Cuando Nrf2 es translocado al núcleo, éste forma heterodímeros con las MAFs, el 

heterodímero Maf-Nrf2 se acopla al elemento de respuesta antioxidante (ERA: 5’-

NTGAG/CNNNGC-3’) en el  D NA, pr omoviendo l a t ranscripción de  genes 

relacionados c on proteínas an tioxidantes como l a NAD(P)H: q uinona 

oxidoreductasa 1 (Nqo1), glutation-S-transferasas (Gsts), glutamato cisteína ligasa 

subunidad c atalítica ( Gclc), pr oteínas as ociadas a l a r esistencia de m ultidrogas, 

hemo ox igenasa 1 ( HO1), t iorredoxina (Trx), m anteniendo as í el es tado r edox 

celular (Kaspar, Niture, & Jaiswal, 2009)(Fig.6).  
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Figura 6. Regulación del Nrf2 por Keap1. A) En condiciones homeostáticas, el Nrf2 

está retenido en el  c itoplasma por el  dímero de K eap1 y Cul3. El complejo Nrf2-

Keap1-Cul3 promueve la ubicuitinación del Nrf2, l levándolo a su degradación por 

la v ía del  proteasoma 26 s . B) Los grupos sulfidrilos de las cisteínas de K eap1 

funcionan c omo s ensores al  es trés ox idante, l a ox idación d e l as cisteínas 

promueve un c ambio estructural en Keap1 l iberando as í al N rf2, és te es 

translocado al núc leo. D entro del n úcleo el N rf2 f orma het erodímeros c on l as 

proteínas M af, el  h eterodímero N rf2-Maf s e ac opla al  el emento de r espuesta 

antioxidante, promoviendo la transcripción de proteínas antioxidantes. 
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5.-Retinopatía diabética. 
La r etinopatía di abética ( RD) s e m anifiesta como un de terioro pr ogresivo en l a 

agudeza visual, siendo la primera causa de ceguera en a dultos de entre 20 y 64 

años que padecen diabetes (Cunha-Vaz et al., 2014; Mastropasqua et al., 2014).  

Clínicamente 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 sanguíneos y la proliferación del tejido fibroso (Kern, 2014). 

Aunque l a mayoría de l as c omplicaciones de l a R D s e ha n r elacionado c on 

lesiones v asculares,  l os c omponentes neuronales de l a r etina s e al teran en 

etapas t empranas d e l a di abetes (Hernández &  S imó, 2 014; S tewart, 201 0). En  

animales y  pac ientes di abéticos, s e h an obs ervado al teraciones en e l 

electrorretinograma antes de l a aparición de l as l esiones v asculares, 

características de la RD no proliferativa (Kern, 2014; Tang & Kern, 2011). Además 

se presentan alteraciones en el control del metabolismo del glutamato (Gowda et 

al., 2 011), p érdida d e l a actividad s ináptica y  l a ap optosis en las c élulas 

ganglionares de la retina (Kern, 2014). 

La activación de las células gliales juega un papel fisiopatológico en la progresión 

de l a R D. Los  as trocitos de l a r etina nor malmente ex presan l a pr oteína ác ida 

fibrilar glial (GFAP), mientras que en las células gliales de Müller esta expresión es 

nula. E n l a R D s e obs erva l a s obrexpresión de G FAP e n l as c élulas de M üller 

(Cunha-Vaz et al ., 20 14; H ernández &  S imó, 20 14) y l a expresión del  factor de 

crecimiento en dotelio v ascular ( VEGF), r elacionado c on l a i nducción d e l a 

neovascularización en la RD proliferativa (Bringmann et al., 2002). 

La retina es un tejido altamente propenso al daño por el estrés oxidante, debido a 

su al to r equerimiento de oxígeno y  gl ucosa, oc asionado por s u al ta t asa 

metabólica (Fainstein & Aguilar-Maldonado, 2008). Lo que ha per mitido proponer 

que la hiperglucemia induce la formación de especies reactivas de oxigeno (ERO), 

como consecuencia del  aumento en  el f lujo de el ectrones en la cadena 

respiratoria. Las  al tas concentraciones de gl ucosa intracelular, promueven una 
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mayor f ormación d e pi ruvato que p uede ser ox idado por  el  c iclo del  ác ido 

tricarboxílico, aumentando el flujo de NADH y FADH2 a la cadena de transporte de 

electrones de l a m embrana i nterna m itocondrial, lo qu e pue de oc asionar u n 

aumento en la formación de anión superóxido (Giacco, 2011; Wu, Tang, & Chen, 

2014).  

En l a r etina d e r atas d iabéticas y  e n c élulas d e l a r etina i ncubadas c on al tas 

concentraciones de glucosa, s e enc uentran i ncrementados l os ni veles de  

superoxido y  per óxido de h idrógeno (Eshaq et  al., 2 014), a umento e n la 

lipoperoxidación y   d año en el D NA (Kowluru, 2001;  Kowluru, 20 03). E n la  

diabetes, las enz imas involucradas en l a homeostasis redox como la superoxido 

dismutasa, l a gl utatión r eductasa, l a glutatión p eroxidasa y  la c atalasa s e 

encuentra disminuida s u ex presión en l a r etina (Brownlee, 20 05). E l u so de 

antioxidantes para prevenir la retinopatía 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  más de 2 

meses de  i nducida l a di abetes y en pac ientes afectados p or la en fermedad 

durante varios años , por  l o que n o s e ha es tablecido s i el  es trés ox idante 

observado es una consecuencia de la enfermedad o s i es el responsable de las 

alteraciones observadas en  l a retina. D eterminar s i el  estrés o xidante es  una 

causa o 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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Hipótesis: 
Si la hiperglucemia genera estrés oxidante, que lleva a las alteraciones de la retina 

observadas en l a R D, en etapas tempranas de hiperglucemia s e esperaría un 

incremento del Nrf2 en el núcleo 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 localización y expresión subcelular del Nrf2. 

 

Objetivos específicos:  
-Determinar la expresión y localización del Nrf2 y Keap1 en la retina de ratas sin 

tratamiento (controles) y de ratas en l as que se indujo diabetes tipo1 a l os 7, 20, 

30 y 45 días post-inducción. 

-Determinar l a ex presión y  l ocalización s ubcelular  d el Nrf2 y  K eap1 en c élulas 

gliales d e l a r etina ( glía de M üller) e n c ultivo, ex puestas con di stintas 

concentraciones de glucosa. 

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

expuestas con distintas concentraciones de glucosa. 
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Métodos: 
 

1. Inducción de diabetes. 

En este trabajo se utilizaron ratas Long-Evans de 180 a 20 0g. La inducción de la 

diabetes tipo 1, se realizó suministrando una sola dosis de estreptozotocina (STZ; 

98mg/kg en amortiguador de citratos (ácido cítrico 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 días (45D) posteriores a 

la inducción de la diabetes, a los mismos tiempos fueron sacrificadas ratas que no 

recibieron tratamiento (grupo control). La determinación de glucosa en sangre se 

realizó c on l as t iras r eactivas de A ccu-chek. L os a nimales s e c onsideraron 

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

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

Ratas Long Evans de siete días postnatales, fueron decapitadas, en c ondiciones 

de es terilidad s e ex trajeron l os oj os y  fueron i ncubados en M edio D ulbecco´s 

(DMEM; sigma D6546, 25 mM de glucosa, anfotericina B 2.5 µg/ml, penicilina 100 

u/ml y L-glutamina 2 mM), toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad.  

Al día s iguiente los ojos fueron lavados con etanol al  70% e i ncubados con una 

solución s alina de H ank libre de c alcio y  m agnesio ( HBSS-CMF; s igma H 4641, 

NaHCO3 40 mM, anfotericina B 2.5 µg/ml y penicilina 100 u/ml, 0.1% de t ripsina), 

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 ncisión ec uatorial en el  oj o se o btuvo l a c opa ó ptica, de l a c ual s e l e 

separó l a r etina agi tándola s uavemente en D MEM-S10. Las  r etinas f ueron 

recuperadas en 3 ml de DMEM-S10 con 300 µl  de desoxirribonucleasa I (DNasa 

4000 U/ml). Las retinas fueron disociadas mediante pasajes a través de una pipeta 

Pasteur, l a s uspensión s e dejó s edimentar dur ante 2 0 s . para r ecuperar el  

sobrenadante. El sedimento se resuspendió con 3 ml de DMEM-S10, repitiendo la 
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disociación y  r ecuperación d el s obrenadante, el c ual s e j untó 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 l as c élulas ai sladas a par tir de una r etina ( 0.5 m l p or 

pozo~500,000 c élulas). E n al gunos ex perimentos s e c olocaron cubreobjetos de 

vidrio sobre los que crecieron las células. Tres días después de la s iembra a las 

células, se l es c ambio el  m edio D MEM-S10 por  D MEM durante 6 hor as 

provocando l a m uerte neur onal y  obt eniendo un c ultivo de gl ía m ás p uro. 

Posteriormente,  las células se  incubaron en un medio TC-199 suplementado con 

suero fetal bovino al 10% (TC-199-S10;  s igma M0650, NaHCO3 40mM, 5 mM de 

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

Las células crecieron durante 3 semanas en una incubadora a 37°C con atmosfera 

húmeda 5% CO2 / 95% aire. Cada tercer día se le retiró el medio de c ultivo y se  

adicionó medio fresco. 

A l as 3 s emanas de c recimiento, l as c élulas fueron t ratadas c on al tas 

concentraciones de gl ucosa ( G25; 25 mM) d urante 6, 12 , 24,  3 6 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 osmótico se verificó adicionando manitol (19.5mM) al medio de 

incubación a los mismos tiempos del tratamiento. 

3. Fraccionamiento subcelular: aislamiento de núcleos. 

Los ani males fueron sacrificados por  m edio de dec apitación, s e enuc learon l os 

ojos, con un corte se separó la copa óptica, a partir de la cual se aisló 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 sustituyó con 1 ml de 

TC-199-S10, para inactivar la tripsina. Las retinas se colocaron en 0.5 ml de T C-

199, s e di sociaron l as c élulas pas ándolas varias veces a t ravés de una pi peta 

Pasteur, se dejó sedimentar por 20 s, se recuperó el sobrenadante (S1); al pellet 
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se le adicionó 1 ml de medio TC-199 adicionado con 0.1% de tripsina y se repitió 

dos veces la disociación, recuperándose 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 a l a f racción nuc lear ( N), el  s obrenadante 

recuperado de S1 es la fracción citoplasmática (C).  A la fracción citoplasmática se 

le adicionaron anti-proteolíticos (bacitracina 1mg/ml, benzamidina 2 mM, inhibidor 

de tripsina de soya 0.1mg/ml, pepstatina 10μg/ml, aprotinina 20u/ml y leupeptina 

20μg/ml). La fracción nuclear se homogenizó en 75µL de Buffer Nuclear (HEPES 

50mM, N aCl 15 0mM, E DTA 1 m M, 1%  t riton X -100 y  ant i-proteolíticos)  el  

homogenado de  l a fracción nuclear y  l a fracción c itoplasmática s e i ncubaron 

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

A las células cultivadas a diferentes tiempos de tratamiento, se les retiró el medio 

de cultivo y se lavaron dos veces con Buffer de homogenización (HEPES 50 mM, 

sacarosa 0.3 M, EDTA 1 m M y ant i-proteolíticos). Posteriormente, las células se 

obtuvieron mediante el raspado de la placa en 100 μl de buffer de homogenización 

por p ozo, el hom ogenado s e c entrifugó a 6500 g d urante 15  m in, el  pel let 

recuperado es la fracción nuclear y el sobrenadante la fracción citoplasmática.  

La fracción nuclear se homogenizó en 50 µL de Buffer Nuclear, el homogenado de 

la fracción nuc lear y  l a fracción c itoplasmática s e i ncubaron una hora a  4° C en 

agitación a 1200 rpm y almacenaron a -70°C.  

4. Inmunodetección por medio de Western Blot. 

La ex presión d e l a p roteína N rf2 y  K eap1 se det erminó m ediante l a t écnica de  

Western B lot. L as pr oteínas s e s epararon en un g el SDS/PAGE a l 1 2 %  y  se 

transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). La membrana 

se bloqueó con leche libre de gr asa 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 

incubó t oda l a noc he a 4° C c on l os a nticuerpos primarios: a nti-Nrf2 ( 1:1000, 

ab137550-Abcam), ant i-Keap1 (1:300, sc-33569-Santa Cruz Biotechnology), anti-
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Cox IV(1:1000, 485 0-Cell S ignaling) anti-α 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 rábano (anti-conejo 1:5000; 1:10000) durante 1 hora; las bandas de 

proteína se visualizaron por quimioluminiscencia. La intensidad de las señales fue 

revelada en H yperfilm ECL (GE Healthacare Ltd.) y se digitalizó con el programa 

DigiDoc Rt  A lfa (Alpha INNOTECH). La cuantificación basada en las densidades 

ópticas relativas, se realizó con el programa Alpha Ease FC Stand Alone. La carga 

de proteína se normalizó usando los valores de la H2B para la fracción nuclear y 

de actina para la fracción citoplasmática. La proteína total se determinó mediante 

el método de Lowry, con el k it comercial DC Protein Assay (Bio-Rad), ut ilizando 

albumina como estándar. 

5. Inmunohistoquímica. 

La l ocalización c elular del  N rf2 s e analizó en c ortes histológicos de l a r etina d e 

ratas normales y diabéticas y en células de Müller cultivadas.  

Las copas ópticas del ojo se fijaron durante 60 min en paraformaldehído al 4% en 

Buffer Fosfatos Salino (PBS; KCl 1.3mM, KH2PO4 0.5mM, Na2HPO4 3.2mM, NaCl 

135mM). Posteriormente se lavó con PBS y se crioprotegió con sacarosa al 30%, 

se obtuvieron cortes de 10μm. Los cortes se incubaron toda la noche a 4 °C con 

anti-Nrf2 (1:200, ab137550-Abcam) se lavó con PBS tres veces y se incubó con el 

anticuerpo secundario anti-conejo (cy3 1:500, AP-182C Chemicon) durante 2 h. Al 

finalizar la incubación se lavó con PBS y los cortes se montaron con glicerol.  

Las c élulas en c ultivo s e l avaron dos  v eces c on P BS, s e f ijaron en 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 c-33569-Santa C ruz 

Biotechnology) anti-vimentina (1:250, M072529-2-Dako), se lavó 2 veces con PBS-
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S por 10 min y se incubó con el anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratón (cy3 

1:500, AP-182C Chemicon; cy3 1:250, 62-6515 Zymed). Al f inalizar la incubación 

se l avó c on P BS-S t res v eces por  10 m in y l os c ubreobjetos s e m ontaron c on 

glicerol.  

La i nmunoreactividad a N rf2 y  k eap1 en l os c ortes de r etina y  l as c élulas en  

cultivo, se analizaron en un microscopio de epifluorescencia (Nikon Alphaphot) con 

cámara Nikon Digital Dxm1200. 

6. Detección de estrés oxidante. 

Los ni veles i ntracelulares de E ROs s e m idieron por  l a fluorescencia del  2´ ,7´-

diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-Da). El DCFH-Da es una m olécula 

hidrofóbica qu e di funde r ápidamente en l a c élulas, d onde es  hidrolizado p or 

esterasas i ntracelulares, da ndo l ugar a l a m olécula D CFH que es  ox idada 

rápidamente p or E ROs a 2´ ,7’-diclorohidrofluoresceina ( DCF) pr oduciendo un a 

onda de emisión de 530nm. 

Las c élulas c ultivadas s obre c ubreobjetos, se l avaron dos  v eces c on P BS y  s e 

incubaron con DCFH-Da (25μM) 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 peróxido de hidrogeno (100 µM) como control positivo. 

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

Alphaphot) con cámara Nikon Digital Dxm1200 

7. Análisis estadístico. 

El anál isis de l as densitometrias obt enidas, s e realizó c on el  pr ograma 

GraphPadPrism 6,  l a significancia fue determinada por medio de una prueba de 

ANOVA y Tukey (P<0.05). 
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Resultados.  
 

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

La inmunohistoquímica del Nrf2 reveló su presencia en las capas nucleares de la 

retina ( CNE, C NI y  C CG) ( Fig. 7) . I nteresantemente l a i nmunofluorescencia del  

Nrf2 se observó incrementada en los somas de los fotorreceptores en la retinas de 

ratas diabéticas de 45 días (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 ías. CNE; capa nuclear externa, CNI; 

capa nuclear interna, CCG; capa de células ganglionares. 

2. Localización subcelular del Nrf2 y la Keap1 en la retina de la rata 
diabética. 

Con el fin de identificar la localización del Nrf2, se llevó a cabo un fraccionamiento 

subcelular y posteriormente la presencia de este factor se determinó por Western 

Blot. La i dentificación de l a fracción n uclear s e r ealizó p or l a t inción c on D API  

(Fig.8) y  l a de tección d e l a hi stona 2B  por  Western B lot. Estas técnicas 

demostraron una elevada pureza de la fracción nuc lear. E l Western B lot para la 
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histona 2B dio positivo únicamente en la fracción nuclear y  és ta no dio reacción 

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

 

 

Fig. 8: Fracción enriquecida en núcleos. A) Campo claro, B) marcaje con DAPI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

FN: fracción nuclear; FC: fracción citoplasmica.   



25 
 

 

La expresión del Nrf2 en l a fracción nuclear de r etinas de ratas sacrificadas a 20 

días posteriores a la inducción de diabetes, se observó disminuida en un 24% con 

respecto a los animales del  grupo control (Fig.10-A); mientras que a l os 30 y  45 

días de hiperglucemia los niveles del Nrf2 fueron los mismos que los encontrados 

de l os a nimales c ontroles. En l a fracción c itosólica, l a ex presión del Nrf2 

incrementó únicamente a los 45 días de hiperglucemia, obteniéndose un aumento 

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

Por ot ro l ado, l a expresión d e l a Keap1 no mostró c ambios significativos e n 

ninguna de las fracciones subcelulares (Fig.11). 

 

 

Fig. 10 : E fecto de l a hiperglucemia en l a l ocalización s ubcelular del  N rf2 en l a 

retina de l a rata. Expresión del Nrf2 (PM: 68 k Da) en la A) f racción nuclear y  B) 

fracción c itoplasmática por  m edio de l a t écnica de western B lot,  us ando c omo 

controles d e c arga Histona 2B  (PM: 1 4 k Da) y a ctina (PM: 43 k Da)  

respectivamente.  Con; control,  7- 45D; días de hiperglucemia. N=5,* P ˂0.05. 



26 
 

 

Fig. 11: Efecto de la hiperglucemia en la localización subcelular de la Keap1 (PM: 

70 kDa)  en la retina de la rata. Expresión de Keap1 en la A) fracción nuclear y B) 

fracción c itoplasmática por  m edio de l a t écnica de western B lot,  us ando c omo 

controles de carga H2B y actina respectivamente.  C on; control,  7- 45D; días de 

hiperglucemia. N=5,* P ˂0.05. 

3. Efecto de altas concentraciones de glucosa en la localización 
subcelular de Nrf2 y Keap1 en células gliales de Müller en cultivo. 

El cultivo primario de células gliales de Müller de la retina de la rata, se caracterizó 

por l a ex presión de l a v imentina, filamento i ntermedio c aracterístico de es tas 

células (Wang et al., 2011) (Fig.12).  

 

 

 

 

 

Fig. 12: Células gl iales de M üller en  

cultivo dur ante 14  dí as, inmunopositivas 

para vimentina. 
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En células incubadas con G5 el Nrf2 se localizó tanto en el citoplasma como en el 

núcleo, en el que se observó una mayor intensidad de la f luorescencia, en todos 

los t iempos estudiados (Fig.13-A, B , C y D). La i ncubación de es tas células con 

G25, c ausó u na di sminución en l a ex presión del N rf2 en el c itoplasma d e l as 

células, s in embargo no se pudo identificar ningún cambio de su expresión en el  

núcleo (Fig. 13-E, F, G, H). Las células incubadas con G5 y manitol (19.5mM) a 

los di ferentes t iempos, pr esentaron un patrón e ex presión s imilar que  el  de l as 

células incubadas con G5 (Fig.14-I, J, K y L). 

 

 

Fig. 13:  I nmunolocalización del  N rf2 en células de M üller en c ultivo. C élulas 

incubadas con 5mM de gl ucosa (A, B, C y D), 25 m M de glucosa (E, F, G y H) y 

5mM de glucosa + 19.5mM de manitol (I, J, K y L). 12-48 h; horas de incubación. 
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La K eap1 s e l ocalizó en el  c itoplasma de  l a c élula obs ervándose un a m ayor 

concentración en la región perinuclear, en las células incubadas con G5 (Fig.14-A, 

B, C  y  D ). L a ex posición d e l as c élulas a  G 25 c ausó una di sminución en la 

inmunoreactividad de  Keap1 a p artir de l as 24 h de i ncubación, manteniéndose 

estos ni veles has ta l as 48h  (Fig. 14 -E, F , G y  H). De par ticular r elevancia, se 

observó qu e las c élulas i ncubadas en pr esencia d e manitol, pr esentaron  u n 

patrón d e l ocalización de l a K eap1, s emejante al  obs ervado en l as c élulas 

incubadas con G25 (Fig.14-I, J, K y L).  

 

Fig. 14:  I nmunolocalización de K eap1 en c élulas de M üller en c ultivo. C élulas 

incubadas con 5mM de gl ucosa (A, B, C y D), 25 m M de glucosa (E, F, G y H) y 

5mM de glucosa + 19.5mM de manitol (I, J, K y L). 12-48 h; horas de incubación. 
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En la fracción nuclear de c élulas incubadas con G5, los niveles de ex presión del 

Nrf2, determinados por western bl ot, fueron constantes en t odos los t iempos de 

incubación (Fig.15). Por el  c ontrario, e n las c élulas i ncubadas con G 25, se 

observaron f luctuaciones en l a expresión de l N rf2 en el  núc leo, a  l os di ferentes 

tiempos de incubación; observándose una  di sminución del  51% a l as 24h y  un  

aumento del 69% a las  48h de incubación (Fig.16-A). En la fracción citosólica de 

las células incubadas con G25, la expresión del Nrf2 se redujo progresivamente 

con el  tiempo de incubación (Fig.16-B), mostrando una mayor di sminución a l as 

48h del 60% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Expresión del Nrf2 en la fracción 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 incubación. N=3,* P ˂0.05. 
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Figura 16. Efecto de la incubación con G25, en la localización subcelular del Nrf2 

en las células de Müller. Expresión del Nrf2 en la A) fracción nuclear y B) fracción 

citoplasmática por medio de la técnica de western Blot,  usando como controles de 

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

 

La expresión de l a Keap1 en la fracción nuclear de células incubadas con G25, 

presentó fluctuaciones a l os di ferentes t iempos de i ncubación.  S e obs ervó un a 

disminución 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 i ncubación. De igual 

manera, la ex presión de  la K eap1 en la  fracción c itosólica, di sminuyó 

significativamente  a las 36 h en un 40% (Fig.17-B), observándose a las 48h se los 

mismos niveles de expresión que en tiempos anteriores. 
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Fig. 17: Efecto de la alta concentración de glucosa en la localización subcelular de 

la Keap1 en las células de Müller. Expresión de la Keap1 en la A) fracción nuclear 

y B) fracción citoplasmática por medio de la técnica de western Blot,  usando como 

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

 

4. Producción de EROs por altas concentraciones de glucosa en las 
células gliales de Müller en cultivo. 

La producción de EROs se determinó por la fluorescencia del indicador DCF (ver 

métodos). En las células de Müller incubadas con G5, se observó la producción de 

ERO, la cual parece localizarse en la zona perinuclear (Fig.18-A). En las células 

incubadas con G25, se observó una mayor intensidad en la fluorescencia de DHF 

a par tir d e l as 24h, y és ta s e pr esentó en toda l a c élula (Fig.18-B, C y  D) . 

Paralelamente al i ncremento en  l a producción d e E ROs s e o bservó un c ambio 

drástico en la morfología celular. La morfología de las células incubadas con G25, 

fue s imilar  a l a de l as c élulas i ncubadas c on G 5 en  pr esencia de 1 00 µM  de 

peróxido de hidrógeno (Fig. 18-E). 
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Fig. 18:  P roducción de E ROs en l as c élulas de M üller en c ultivo. C élulas 

incubadas con 5.5mM de glucosa (A), con 25 mM de glucosa (B, C y D). Células 

incubadas con H2O2 (100 uM) durante 30 min (E). 24-48h; horas de incubación. 
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Discusión. 
 

El N rf2 es  un c omponente es encial en l a de fensa c elular, y a que f avorece l a 

transcripción de g enes que c 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  c itoplasma por s u unión a  K eap1; esta proteína s e u ne a l a 

ubicuitina ligasa E3, mediante la proteína Cul3. El complejo Keap1-Cul3-E3 facilita 

la ubi cuitinación del  Nrf2, promoviendo s u degr adación e n el  proteasoma 26s . 

Keap1 presenta residuos de c isteínas que le permiten funcionar como sensor de 

oxidantes y/o  reductores; el  au mento d e oxidantes promueve la l iberación d el 

Nrf2, activándolo. É ste pu ede translocarse al núc leo y  pos teriormente u nirse a l 

DNA en el  elemento de r espuesta a ntioxidante, l o que r esulta e n l a síntesis de 

proteínas antioxidantes, que mantienen el estado redox celular (Hayes & Dinkova-

Kostova, 2014). 

La t ranslocación d el N rf2 al  núc leo 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 liberación de Keap1 (Bloom & Jaiswal, 2003); b) la 

activación de la proteína cinasa del retículo endoplásmico (PERK), que se activa  

en respuesta al es trés por proteínas mal plegadas, fosforila al  Nrf2 favoreciendo 

su ac umulación nuc lear (Cullinan &  D iehl, 2006 ; C ullinan et al ., 200 3); c ) l a 

activación de las cinasas activadas por mitógenos (MAPKs), como p38 MAPK, la 

cinasa terminal-NH2 c-Jun (JNK), y la cinasa reguladora de señales extracelulares 

(ERK) y d) PI3K (Kang, Ryu, & Kim, 2000).  

Adicionalmente, el N rf2 t iene un  mecanismo d e d egradación i ndependiente d e 

Keap1. El dominio Neh6 del Nrf2 contiene varios residuos de serina que pueden 

ser f osforilados por  l a G SK-3β. La fosforilación de estos residuos promueve la 

unión con la β-TrCP, esta se une a  la ubi cuitina l igasa E3 mediante l a proteína 

Cul1, pr omoviendo l a ubi cuitinación y  pos terior degr adación d el N rf2 (Dinkova-

Kostova, Holtzclaw, & Kensler, 2005; Hayes & Dinkova-Kostova, 2014). 
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La di abetes mellitus, es un a enfermedad q ue s e c aracteriza p or pr esentar altas 

concentraciones d e gl ucosa en s angre. S e obs ervó qu e es ta c ondición pu ede 

provocar un es trés oxidante en di ferentes tejidos, el cual se ha v isto implicado en 

la pr ogresión de l as c omplicaciones de la di abetes c omo l a ne fropatía, l a 

neuropatía y la retinopatía. Debido a que el Nrf2 regula la respuesta antioxidante, 

se sugiere que su función se encuentra al terada en l a diabetes. C iertamente, la 

presencia de estrés oxidante, elevados niveles de ERO y ERN,  se han observado 

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

Las funciones del  Nrf2 en l a retina se han reportado por medio de su activación 

por c ompuestos c omo el  s ulfurofano (Pan et  al ., 2 014; Tanito et al ., 2005), la  

curcumina (Mandal e t al ., 2009), el 17β-estradiol (S. Wang et  al., 2015)  y la ter-

butil-hidroquinona, es tos co mpuestos r educen a las c isteínas d e Keap1 

permitiendo l a l iberación del  N rf2. Se de mostró q ue e sta ac tivación del  N rf2 

protege a l a retina en modelos de degeneración inducida por la luz (Tanito et al., 

2005) o por compuestos citotóxicos como el 4-hidroxinonenal (Tanito, Agbaga, & 

Anderson, 2 007); esta protección se enc uentra mediada por l a ac tivación d e 

enzimas a ntioxidantes, pr incipalmente la T rx1(Kong et  al ., 2 007; M andal et  al ., 

2009; P an et al., 2 014; Tanito et al ., 2 005, 200 7; S. Wang e t al ., 20 15). E stos 

estudios evidencian las funciones del Nrf2 en la homeostasis redox en l a retina.   

El estrés oxidante demostrado en la retina de pacientes diabéticos y de ratas con 

hiperglucemia inducida en periodos prolongados, sugiere una función alterada del 

Nrf2 (Eshaq et al., 2014; Brownlee, 2005; Kowluru, 2003; Kowluru, 2001).   

En es te t rabajo, o bservamos que l a ex presión del  N rf2 en l a r etina de r atas 

normales s e l ocaliza en l as c apas n ucleares de l a r etina ( CNI, C NE y  C CG), 

resultado que es semejante al observado por Pan et al., (2014). Sin embargo,  el 

grupo de Xu et al ., (2014) reportó la expresión del  Nrf2 en las células gl iales de 

Müller y en la capa de células ganglionares de la retina del humano y del ratón.  
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En l a r etina d e r atas c on d os m eses de hi perglucemia, inducida p or 

estreptozotocina, se observó un aumento en la expresión del Nrf2, tanto a nivel del 

RNAm c omo de l a p roteína (Xu et  al ., 20 14; Z hong &  K owluru, 201 2). E stos 

autores también demostraron un aumento en la translocación del Nrf2 al núcleo y 

la transcripción 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 expresión del Nrf2 a los 45 días de inducida la diabetes, pero no a 

tiempos cortos (7-30 días) (Fig. 7; 10-B). A pesar de este aumento en la expresión 

de N rf2, la ex presión de  éste e n el  nú cleo disminuyó a l os 20 días de  

hiperglucemia, observándose niveles semejantes al  basal a los  30 y  45 dí as de 

hiperglucemia (Fig. 10-A). Por otro lado, los niveles de expresión de Keap1 no se 

modificaron en c 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 ex iste un es trés ox idante en l a r etina. La disminución de l os 

niveles del Nrf2 en el núcleo a los 20 días de hiperglucemia parece estar asociada 

a un aumento o mantenimiento de especies reductoras a n ivel citosólico. S e ha 

reportado q ue en animales de 2 0 d ías d e di abetes, l as c oncentraciones d e 

glutatión 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 és tos podría presentar una respuesta di ferente ante las 

condiciones hi perglucémicas, por lo qu e el estudio de  la ex presión del  Nrf2 e n 

tipos celulares aislados proporcionaría información más específica.  

En es te s entido, l as c élulas gliales de M üller, s on es enciales p ara el  

mantenimiento d el m etabolismo d e l a r etina neur al (Bringmann &  R eichenbach, 

2009). En  modelos animales y pacientes diabéticos se han identificado anomalías 

tanto morfológicas como bioquímicas en la glía de M üller (Cunha-Vaz, Ribeiro, & 

Lobo, 20 14; S imó &  Hernández, 20 14). Además l as c élulas d e M üller l iberan 

moléculas pr oinflamatorias c omo el  TNF-α y el VEGF  que participan en la 

progresión de la retinopatía diabética (Xu et al., 2014). Adicionalmente, se reportó 
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que el  N rf2 r egula e nzimas an tioxidantes c omo l a superóxido dismutasa, l a 

catalasa y la glutatión peroxidasa1 en cultivos de células de Müller (J. Wang et al., 

2015). 

Los estudios de inmunolocalización revelaron que el Nrf2 y Keap1 se encuentran 

expresados e n el c itoplasma principalmente en l a r egión per inuclear  y en e l 

núcleo de las células de Müller; estos resultados concuerdan con lo reportado por 

Wang e t al., (2015). Cuando l as c élulas s e i ncubaron en c ondiciones de al tas 

concentraciones de glucosa, s e obs ervó una di sminución e n l os ni veles de 

expresión del Nrf2 en el  citoplasma (Fig. 13; 16-B). Los niveles de expresión del 

Nrf2 en el  c itoplasma disminuyeron a partir de l as 6h de cultivo en presencia de 

altas c oncentraciones de  gl ucosa. M ientras q ue l os ni veles en  el  n úcleo 

presentaron oscilaciones a l os distintos t iempos de i ncubación (Fig. 16-A). Estos 

resultados sugieren que el Nrf2 se transloca al núcleo como  respuesta a un estrés 

oxidante. Por ot ra parte, el Nrf2 además de inducir l a t ranscripción de proteínas 

antioxidantes, p uede inducir s u propia s íntesis, l o que podría pr ovocar una 

oscilación en los niveles normales de éste en el núcleo a pesar de disminuir en el 

citoplasma. Es i nteresante s eñalar q ue el  e fecto observado c on al tas 

concentraciones de glucosa no parece deberse a un efecto de osmolaridad, como 

lo indican los estudios con manitol. 

Con el f in de determinar s i l a t ranslocación d el N rf2 al  n úcleo s e d ebe 

efectivamente a un aumento en la producción de EROs, éstas se determinaron por 

la f luorescencia d e l a DCF. Las  al tas c oncentraciones de gl ucosa e n el  medio, 

causaron un aumento en la producción de EROs a partir de las 24h de incubación 

(Fig. 18), que correspondió a una disminución del Nrf2 en el núcleo. Es interesante 

que la producción de EROs siguiera aumentando a las 48h de incubación, a pesar 

de que los niveles del Nrf2 en el  núcleo aumentaron en un  69% con respecto al  

control. Por otro lado la expresión 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 



37 
 

al c ual  la el evada producción de E ROs s obrepasa l a capacidad r egulatoria 

promoviendo la activación del Nrf2.  

Nuestros resultados indican que las células de Müller son altamente susceptibles a 

las elevadas concentraciones de glucosa, y su afectación representa un alto riesgo 

para  el  funcionamiento de l a retina; lo que sugiere que in v ivo, la afectación de  

este t ipo celular podría repercutir en tiempos más prolongados en el  resto de la 

retina. 
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Conclusiones. 

En l a r etina, a t iempos c ortos de hiperglucemia l a activación del  N rf2 no se 

modifica, lo que sugiere que en etapas tempranas de la retinopatía diabética no se 

estén produciendo e n ex ceso es pecies r eactivas de ox igeno para ac tivar l a 

regulación inducible mediada por Nrf2.  

La ex posición de l as c élulas de M üller a al tas c oncentraciones de gl ucosa, 

provoca un au mento en l as especies r eactivas de ox ígeno, disminución e n l a 

expresión del Nrf2 en el citoplasma y un aumento en su expresión en el núcleo a 

tiempos largos de exposición.  Estos resultados indican que las células de M üller 

expuestas a altas concentraciones de glucosa pierden la capacidad reguladora del 

estado r edox m ediada por  el  N rf2; o bien, el N rf2 no  j uega en estas c élulas u n 

papel preponderante en la regulación del estado redox. 
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