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1. Resumen 

La retinopatía diabética es una complicación de la diabetes mellitus que puede 

conducir a la ceguera. Reciente evidencia sugiere al estrés oxidativo como un factor 

crucial relacionado a la progresión de la retinopatía diabética. Las células gliales de 

Müller (CGM) son uno de los principales tipos celulares afectados en la retinopatía 

diabética. En este trabajo, se evaluó el efecto de las altas concentraciones de 

glucosa (25 mM) sobre la expresión del Factor Nuclear Eritroide 2 relacionado al 

factor 2 (Nrf2), principal regulador de la respuesta antioxidante, en las CGM de la 

rata in vitro. Las CGM expuestas por tiempos cortos (1-3 h) a altas concentraciones 

de glucosa mostraron una disminución de los niveles totales y nucleares del Nrf2, 

así como una disminución en la expresión de enzimas antioxidantes. Durante la 

exposición a alta glucosa (1-48 h) se observó un incremento en la producción de 

especies reactivas de oxígeno. A tiempos prolongados (48 h) de exposición a alta 

glucosa se observó un incremento significativo de los niveles nucleares de Nrf2 y la 

expresión de enzimas antioxidantes. Además, se observó un incremento de los 

niveles de NF-κB y de sus genes blanco a tiempos cortos de exposición a 

concentraciones altas de glucosa. Los resultados sugieren una regulación negativa 

del Nrf2 mediada por NF-κB, que lleva a una disminución de los sistemas 

antioxidantes provocando un estrés oxidativo en las CGM. 

Palabras clave: 

Retinopatía diabética; células gliales de Müller; Nrf2; especies reactivas de 

oxígeno (EROs); NF-κB 
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Abstract 

Diabetic retinopathy is a complication of diabetes mellitus that can lead to blindness. 

Recent evidence suggests oxidative stress a crucial factor related to the progression 

of diabetic retinopathy. Müller glial cells (MGCs) are one of the main cell types 

affected in diabetic retinopathy. In this work, we evaluated the effect of high 

concentrations of glucose (25 mM) on the expression of nuclear erythroid factor 2-

related factor 2 (Nrf2), the main regulator of the antioxidant response, in rat MGC in 

vitro. MGCs exposed for short times (1-3 h) to high concentrations of glucose 

showed a decrease in total and nuclear levels of Nrf2, as well as a decrease in the 

expression of antioxidant enzymes. During exposure to high glucose (1-48 h) an 

increase in the production of reactive oxygen species was observed. At prolonged 

time (48 h) of exposure to high glucose, a significant increase in nuclear Nrf2 levels 

and antioxidant enzyme expression was observed. In addition, an increase in the 

levels of NF-κB and its target genes was observed at short times of exposure to high 

glucose concentrations. The results suggest an NF-κB-mediated down-regulation of 

Nrf2, leading to a decrease in antioxidant systems causing oxidative stress in MGCs. 
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2. Abreviaturas 

1O2   Oxígeno singulete  
AGEs  Productos finales de glucosilación avanzada 
AP-1  Proteína Activadora 1  
AQP  Acuaporina 
AQP4  Acuaporina-4  
ARE  Elemento de Respuesta Antioxidante 
ARNm  Ácido Ribonucleico mensajero 
ATP  Adenosín trifosfato 
Bach  Proteínas con homología BTB-CNC 1 y 2 
BHRs  Barreras hemato-retinianas  
BTB   Domino tramtrack y Bric-a-Brac  
b-ZIP  Cremallera básica de leucina 
CBP  Coactivador proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc 
CECR  Células endoteliales capilares de la retina  
CG  Células ganglionares 
CGM  Células gliales de Müller 
CHD6  Proteína de unión al DNA ATPasa/helicasa 
CnC  Cap´n´Collar 
CNE  Capa nuclear externa 
CNI  Capa nuclear interna 
CPE  Capa plexiforme externa 
CPI  Capa plexiforme interna 
Cul3  Culina 3  
DM  Diabetes mellitus 
E2  Enzima conjugadora de ubiquitina 
E3Keap1 Complejo ubicuitina ligasa mediado por Keap1 
EPR  Epitelio pigmentario de la retina  
ERK  Cinasas reguladas por señales extracelulares 
ERK1 y 2 Cinasas reguladas por señales extracelulares 
ERNs  Especies reactivas de nitrógeno 
EROs  Especies reactivas de oxígeno 
FADH  Flavina adenina dinucleótido reducido 
FOXO1 Forkhead Box O 1 
FOXO1 Forkhead Box O 1 
G25  Glucosa 25 mM 
G5  Glucosa 5 mM 
GFAP  Proteína ácida fibrilar glial 
GLAST Transportador electrogénico glutamato-aspartato 
GluS  Glutamina sintetasa  
GLUT-1 Transportador de glucosa tipo1 
GLUT-2 Transportador de glucosa tipo 2 
GLUT-3 Transportador de glucosa tipo 3 
GLUT-4 Transportador de glucosa tipo 4 
GPX  Glutatión peroxidasa 
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GS  Glucógeno sintasa 
GSH  Glutatión reducido 
GSK-3β 3-cinasa de la glucógeno sintasa 

GSTs  Glutatión transferasa 
H●  Átomos de hidrogeno  
H2O2  Peróxido de hidrogeno 
HO●  Radical hidroxilo  
HOCl  Ácido hipocloroso  
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1 
IGF-1  Factor de crecimiento parecido a insulina  
IL  Interleucina 
iNOS  Oxido nítrico sintasa inducible 
IVR   Región de intervención central 
Keap1  Proteína 1 asociada a elementos ECH similar a Kelch 
Kir  Canales de rectificación interna de potasio 
NAD+  Nicotinamida adenina dinucleótido 
NADH  Nicotinamida adenina dinucleótido reducido 
Neh  Dominios de homología Nrf2-ECH 
NOS  Óxido nítrico sintasa  
NOS  Óxido nítrico sintasas 
NOX  NADPH oxidasas 
Nrf2  Factor Nuclear Eritroide 2 Relacionado al Factor 2  
N-terminal Amino-terminal 
O●-  Superóxido  
ON●  Oxido nítrico  
ONOO- Peroxinitrito 
p45 NFE2 Factor Nuclear Eritroide 2, subunidad p45 
PDK1  Cinasa dependiente de PIP3 
PI3K  3-cinasa de fosfoinositidos 
PIP3  Fosfatidilinositol-3´,4´,5´-trifosfato 
PRDX  Peroxirredoxina 
RBX1  Proteína-1 caja de anillo  
RD  Retinopatía diabética 
RI  Receptor de insulina 
RL  Radical libre 
ROO●  Radical peroxilo  
RXR   Receptor α retinoide X  
SKN-1 Skinhead 
SOD  Superóxido dismutasa 
SRI  Sustrato del receptor de insulina 
TNFα  Factor de necrosis tumoral α  
TRX  Tiorredoxina 
VEGF  Factor de crecimiento del endotelio vascular  
β-TrCP  Proteína con repeticiones β-Transducina 
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3. Introducción 

3.1 Sistema visual 

El sentido de la vista desempeña un papel fundamental en las actividades cotidianas 

del ser humano y de casi todos los grupos de vertebrados, que van desde el 

reconocimiento del medio ambiente hasta una forma de comunicación compleja. El 

sistema visual detecta e interpreta los estímulos luminosos, que son ondas 

electromagnéticas con longitudes entre los 400 y 750 nm 1. La visión comprende la 

transmisión y refracción de la luz por la óptica ocular, la transducción de la energía 

luminosa en señales electroquímicas por las células fotorreceptoras, los 

mecanismos de integración de señales por medio de las interacciones sinápticas en 

los circuitos neuronales internos de la retina2. Así mismo, la visión implica la 

transmisión de las señales de la retina hacia la corteza visual y el procesamiento 

cerebral que interpreta las señales luminosas en imágenes visuales perceptibles por 

los organismos 3. 

3.1.1 Anatomía del ojo 

El globo ocular de los vertebrados se puede dividir anatómicamente en tres capas. 

La capa externa incluye a la esclerótica, la córnea y la conjuntiva4. La esclerótica es 

una capa fibrosa compuesta principalmente por colágeno, la cual proporciona 

protección y soporte al globo ocular. En la parte frontal del ojo la esclerótica se 

continúa con la córnea, un tejido transparente que permite la entrada de luz a la 

parte interna del ojo 4.  

La capa media es vascular y está compuesta por la coroides, el cuerpo ciliar y el 

iris. La coroides se encuentra debajo de la esclerótica y contiene a los vasos 

sanguíneos que nutren a la parte interna del ojo4. El iris se compone de dos capas 

de músculo liso pigmentado, el cual determina el color de los ojos. En medio del iris 

se forma un orificio denominado pupila cuya función es regular la cantidad de luz 

que ingresa a la retina por medio de su apertura5. Detrás del iris se encuentra el 

cristalino, una estructura biconvexa, avascular y transparente que se encarga de 

enfocar los rayos de luz sobre la retina. Alrededor del cristalino los músculos ciliares 
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provenientes del cuerpo ciliar regulan su forma proporcionando un enfoque 

adecuado de las imágenes sobre la retina6. El iris divide el espacio entre la córnea 

y el cristalino en dos cámaras llenas de líquido denominadas cámara anterior y 

posterior. Ambas cámaras contienen humor acuoso, un líquido transparente 

producido por los procesos ciliares que nutre a la parte anterior del ojo5. La cámara 

más grande del ojo es el segmento posterior, el cual contiene un material gelatinoso 

denominado humor vítreo, que ocupa dos tercios del volumen ocular (Fig. 1) 5. 

3.1.2 Retina 

La retina corresponde a la capa interna del ojo. En este tejido se lleva a cabo el 

proceso de la fototransducción y se compone estructuralmente por el epitelio 

pigmentario de la retina (EPR) y la retina neural. 3,5. 

El EPR es una monocapa de células de origen neuroepitelial que contienen una alta 

concentración de melanina. La membrana apical de las células del EPR presenta 

microvellosidades que tienen contacto con los segmentos externos de los 

fotorreceptores, mientras que la membrana basolateral se encuentra frente a la 

membrana de Bruch que está en contacto con la coroides7. El EPR contribuye de 

Figura 1. Estructura básica del ojo de los vertebrados. 



 

7 
 

forma activa al mantenimiento de la retina, sus principales funciones involucran el 

soporte metabólico a las células fotoreceptoras, el reciclamiento de los pigmentos 

visuales, fagocitación de los segmentos externos y la absorción de la luz por sus 

gránulos de melanina 1,5.  

La retina neural está organizada en una serie de capas celulares estratificadas: la 

capa nuclear externa (CNE) contiene los somas de las células fotorreceptoras. Los 

fotorreceptores se dividen en dos tipos celulares: los bastones involucrados en la 

visión escotópica y los conos en la visión fotópica8. Los segmentos externos de los 

fotorreceptores se encuentran embebidos en el EPR y sus proyecciones axónicas 

distales forman parte de la capa plexiforme externa (CPE) donde tienen sinapsis 

con las dendritas de las células bipolares y horizontales. La capa nuclear interna 

(CNI) contiene los somas de las células bipolares, horizontales y amacrinas2. Los 

axones de estas células forman sinapsis con las células ganglionares en la capa 

plexiforme interna (CPI). La última capa se compone por las células ganglionares 

(CG). Los axones de las CG forman el nervio óptico a través del cual la información 

de la retina es transmitida al cerebro1,2,9 (Fig. 2).  

La retina recibe suministro sanguíneo a partir de dos fuentes principales: la coroides 

se encarga de nutrir la parte externa de la retina (EPR, CNE y CPE) y la arteria 

retiniana central suministra nutrientes a la retina interna (CNI, CPI y CG) 10,11  

Además de las neuronas, la retina cuenta con tres tipos de células gliales: las 

células gliales de Müller, los astrocitos y la microglía 12. 
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3.1.3 Células gliales de Müller 

En la retina de los vertebrados, las células gliales de Müller (CGM) se encuentran 

situadas verticalmente a través del tejido, esta localización particular les permite 

tener contacto con todas las capas nucleares y sinápticas de la retina13. El soma de 

las CGM se localiza en la CNI y a partir de este surgen dos procesos principales en 

direcciones opuestas: un proceso se dirige hacia la retina externa, el cual tiene 

contacto con las células fotorreceptoras y constituye a la capa limitante externa. El 

otro proceso se proyecta hacia la retina interna, y presenta una estructura 

Figura 2. Estructura interna de la retina. La retina se compone de los siguientes tipos celulares: conos 
(morado), bastones (verde), células horizontales (naranja), células bipolares (azul), células 
amacrinas (amarillo), células ganglionares (rojo), células gliales de Müller (gris) y epitelio pigmentario 
de la retina (negro; EPR). La retina se divide estructuralmente en las siguientes capas: segmentos 
externos de los fotorreceptores (SE), capa nuclear externa (CNE), capa plexiforme externa (CPE), 
capa nuclear interna (CNI), capa plexiforme interna (CPI) y capa de células ganglionares (CCG). 
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especializada denominada pie final de la glía (end-foot), la cual tiene contacto 

directo con las células ganglionares y el vítreo14. La disposición radial de las CGM 

permite que sus procesos se proyecten dentro de la retina envolviendo a los vasos 

sanguíneos e interactuando con todos los tipos neuronales de la retina13. 

Figura 3. Estructura de las células gliales de Müller en la retina. 

 

Las CGM juegan un papel fundamental en la homeostasis de la retina, 

desempeñando diversas funciones que regulan el microambiente intra retiniano y la 

actividad neuronal de la retina 12,14.  

Por ejemplo, absorben el exceso de potasio del espacio extracelular y lo transportan 

fuera de la retina donde la concentración de potasio es menor15. Además, las CGM 
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expresan varios tipos de canales de potasio y la amortiguación de potasio es 

principalmente regulada por los canales de rectificación interna de potasio (Kir; 

inward rectifying potassium channels) en particular el Kir4.112. Los canales Kir4.1 

colocalizan con los canales de agua acuaporina-4 (AQP4; aquaporin-4), en 

dominios de membrana de las CGM que están en contacto con los vasos 

sanguíneos, lo que sugiere que los gradientes osmóticos entre la retina y la sangre 

son compensados por un flujo bidireccional entre el potasio y el agua 16,17. Las CGM 

liberan sustancias que son capaces de regular el tono vascular ante las demandas 

metabólicas del tejido, la liberación de ATP es capaz de constreñir a los vasos 

mientras que la señalización regulada por calcio ejerce el efecto contrario18. 

Las CGM poseen sistemas de captura e intercambio de varios neurotransmisores, 

incluyendo al glutamato y al GABA15. El glutamato es el principal neurotransmisor 

excitatorio de la retina y el exceso de este neurotransmisor provoca excitotoxicidad. 

La remoción del exceso de glutamato de la terminal sináptica ocurre a través del 

transportador electrogénico glutamato-aspartato (GLAST; electrogenic glutamate-

aspartate transporter) y el transportador Xc-19. El glutamato capturado es convertido 

a glutamina por la glutamina sintetasa (GluS), la cual se expresa exclusivamente en 

las CGM en la retina y subsecuente la glutamina es transportada a las neuronas 

donde es reconvertida a glutamato. Las CGM también liberan gliotransmisores que 

pueden tener efectos excitatorios (glutamato y ATP) o inhibitorios (adenosina) sobre 

las neuronas 16,20,21 

La glucólisis es la principal fuente de producción de ATP en las CGM, a pesar de 

que las CGM contienen una gran cantidad de mitocondrias que se distribuyen a lo 

largo de toda la célula 22,23. Una función esencial de las CGM es nutrir a las neuronas 

de la retina de acuerdo con las demandas metabólicas del tejido24. En contraste con 

el metabolismo energético de las CGM dependiente principalmente de la glucólisis, 

las neuronas presentan un metabolismo que preferentemente se basa en la 

fosforilacion oxidativa25–27. En períodos de intensa actividad neuronal (como en la 

oscuridad) las CGM liberan el lactato producido durante la glucólisis al medio 

extracelular a través de sus transportadores de monocarboxilatos28. Las neuronas 
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capturaran el lactato liberado por las CGM y pueden metabolizarlo directamente por 

el ciclo de Krebs produciendo equivalentes reductores (NADH y FADH), utilizados 

por la cadena de transporte de electrones mitocondrial para producir ATP 12,29–31. 

Además, las CGM son capaces de almacenar grandes concentraciones de 

glucógeno que disminuyen al incrementar la actividad neuronal de la retina 32. 

3.1.4 Transporte de glucosa a la retina 

La retina es el tejido con mayor actividad metabólica y consumo de oxígeno del 

cuerpo33. El transporte de nutrientes del torrente sanguíneo a la retina ocurre a 

través de las barreras hematoretinianas (BHRs), las cuales regulan el movimiento 

de fluidos y moléculas entre los vasos sanguíneos oculares y la retina, evitando así 

la entrada de moléculas con potencial dañino para la retina y el mantenimiento del 

microambiente retiniano 10.  

La BHR externa está compuesta por el EPR que separa a la retina neural del 

endotelio fenestrado de la coroides10,33, mientras que la BHR interna se compone 

por las células endoteliales de los capilares de la retina (CECR) que están rodeadas 

por los pericitos y los procesos de las CGM 34. 

La glucosa es la principal fuente de energía en la retina, y su transporte del torrente 

sanguíneo a la retina es independiente de insulina, mediado principalmente por el 

transportador de glucosa tipo 1 (GLUT1; glucose transporter 1) 10,35. El GLUT1 es 

altamente expresado en las CECR así como en el EPR, las CGM, las CG y los 

fotorreceptores 35–37. Otras isoformas de los transportadores de glucosa como el 

GLUT-2 y 3 se expresan en las CGM y en los procesos neuronales de la capa 

plexiforme interna, respectivamente 36. Además, se ha identificado al transportador 

sensible a insulina GLUT-4 en  las capas nucleares de la retina de la rata y la rana 

38. 

El transporte de glucosa por el EPR involucra a los transportadores GLUT1 y 

GLUT3, ambos transportadores se expresan en la membrana apical y basolateral 

del epitelio. El GLUT1 puede incrementar su expresión y por lo tanto el transporte 

de glucosa ante la demanda metabólica del tejido5.  
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En la BHR interna, el GLUT-1 se localiza en las membranas luminal y basolateral 

de las CECR, pero su expresión es desigual: la membrana abluminal contiene una 

mayor expresión del transportador que la membrana luminal34,39. La distribución 

asimétrica del GLUT-1 sugiere que el transporte de glucosa está más limitado en la 

interfase sangre-luminal que en la interfase abluminal-intersticial 40.  

3.2 Homeostasis de los niveles de glucosa en sangre  

Las células utilizan la energía proveniente de los alimentos para desempeñar sus 

funciones como el crecimiento, la diferenciación y la reproducción. Entre los 

diversos macronutrientes, la glucosa es la principal molécula que proporciona 

energía a los organismos4.  

Los procesos digestivos descomponen los hidratos de carbono complejos 

consumidos por la alimentación a glucosa, la cual se absorbe por la mucosa 

intestinal y se transporta al torrente sanguíneo donde es distribuida a todo el 

cuerpo41. En el humano, los niveles de glucosa en sangre en ayunas deben 

mantenerse en un rango estrecho alrededor de 100 mg/dL (5.6 mM), por lo que el 

incremento o descenso en la concentración de glucosa es regulado por un sistema 

complejo de señales endocrinas y paracrinas, mediado primordialmente por las 

hormonas insulina y glucagon producidas por el páncreas 42–45. 

3.2.1 El páncreas: glándula maestra en el control de la glucosa sanguínea  

El páncreas es una glándula mixta que se compone de una parte exocrina y una 

endocrina46. En los humanos, aproximadamente el 85 % del volumen pancreático 

es tejido exocrino, mientras que la porción endocrina compone alrededor del 2 % y 

el volumen restante es ocupado por matriz extracelular y vasos sanguíneos41. La 

parte exocrina contiene células que secretan el jugo pancreático que contiene 

múltiples enzimas que facilitan los procesos de digestión. La parte endocrina se 

compone de agrupaciones de células denominadas islotes de Langerhans41. Los 

islotes contienen diversos tipos celulares encargados de producir y liberar hormonas 

al torrente sanguíneo. Por lo tanto, son zonas altamente vascularizadas46. Los 
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diferentes tipos celulares en el islote sintetizan y liberan un tipo específico de 

hormona: células α – glucagon, células β – insulina, células δ – somatostatina, 

células ε – grelina y células PP – polipéptido pancreático. Todas las células del islote 

se comunican entre sí a través del medio extracelular por lo tanto, la liberación de 

una hormona de una célula influye en la función de otra 46–48. 

El incremento de los niveles de glucosa en sangre por la alimentación promueve 

una mayor captura de glucosa por las células β del páncreas a través de los 

transportadores GLUT-249. La glucosa que ingresa a la célula β es metabolizada 

rápidamente, incrementando los niveles intracelulares de ATP. El ATP induce el 

cierre de los canales de potasio dependientes de ATP despolarizando el potencial 

de membrana de la célula β48. La despolarización de la membrana promueve la 

apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje permitiendo la entrada de 

calcio a la célula. El calcio activa diversas vías de señalización intracelular que 

promueven la secreción de vesículas contenedoras de insulina al medio extracelular 

y a los vasos sanguíneos49.  

3.2.2 Señalización celular mediada por insulina 

Las células β sintetizan a la insulina desde un precursor peptídico denominado 

preproinsulina. En el retículo endoplásmico la preproinsulina se pliega a través de 

dos puentes de disulfuro y es rápidamente cortada a proinsulina. La proinsulina se 

empaqueta en vesículas dentro del aparato de Golgi, donde es escindida por 

proteasas a insulina y el péptido C, los cuales son exocitados en cantidades 

equimolares 45,49. 

La acción de la insulina comienza con la unión de la hormona al receptor de insulina 

(RI) en la superficie celular. El RI es un receptor heterotetrámerico compuesto por 

dos subunidades α y dos subunidades β unidas por puentes de disulfuro50. La unión 

de la insulina a las subunidades α promueve la autofosforilación de las subunidades 

β en tres sitios de tirosina (1158, 1162 y 1163), provocando un cambio 

conformacional en el receptor activando su función de tirosina cinasa51. La 

activación del RI le permite interactuar con una familia de proteínas de acoplamiento 
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llamada sustratos del receptor para insulina (IRS), las cuales suministran sitios para 

la unión de proteínas con dominios de homología Src 2 (SH2) como la 3-cinasa de 

fosfoinositidos (PI3K; phosphoinositide 3-kinase)52. La asociación de la PI3K al IRS 

activa su función, promoviendo la formación de fosfatidilinositol-3´,4´,5´-trifosfato 

(PIP3). El PIP3 se localiza en la parte citosólica de la membrana plasmática, 

originando sitios de unión para proteínas con dominios PH como la cinasa 

dependiente de PIP3 (PDK1; 3´-phosphoinositide-dependent kinase). El 

reclutamiento de PDK1 en la membrana plasmática crea un ambiente en el que la 

PDK1 puede fosforilar y activar a la proteína cinasa Akt (protein kinase B). Akt es 

un regulador maestro involucrado en la regulación de múltiples procesos como la 

captura de glucosa, síntesis de proteínas, incremento de glucógeno, lipogénesis y 

la anti-lipolisis53.  

La principal función de la insulina en el músculo esquelético y en el tejido adiposo 

es la captura de glucosa. El transportador de glucosa GLUT-4 realiza el transporte 

de glucosa dependiente de insulina. En ausencia de insulina, el GLUT-4 se 

encuentra almacenado en vesículas intracelulares. El tráfico vesicular del GLUT-4 

a la membrana plasmática es regulado por varios mecanismos entre los que se 

encuentra la proteína sustrato de Akt de 160 kDa (AS160). AS160 regula 

negativamente la actividad de las proteínas G pequeñas Rab, las cuales son 

necesarias en el tráfico vesicular del GLUT-452. La activación de Akt por la vía de 

señalización de la insulina inhibe a la proteína AS160, promoviendo la activación de 

la GTPasa Rab incrementando así el tráfico vesicular del GLUT-4 a la membrana 

plasmática. La translocación del GLUT-4 provoca una mayor captura de glucosa por 

las células disminuyendo los niveles de glucosa sanguínea 41,50,54. Cuando los 

niveles de glucosa disminuyen fuera del rango fisiológico por la insulina, se liberan 

hormonas contra-reguladoras como el glucagon, la epinefrina, el cortisol y la 

hormona del crecimiento que antagonizan los efectos de la insulina41. Estas 

hormonas favorecen la formación de glucosa a partir de la glucogenólisis y la 

gluconeogénesis 55. 
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A nivel hepático, la activación de Akt por la señalización del RI inhibe la 

gluconeogénesis y activa la glucogenogénesis52. La síntesis de glucógeno se lleva 

a cabo por la acción de la enzima glucógeno sintasa (GS), la cual es regulada 

negativamente por la 3-cinasa de la glucógeno sintasa (GSK-3). La activación de 

Akt por la acción de la insulina conduce al descenso de la actividad de GSK-3, 

incrementando así la actividad de GS y en consecuencia la formación de glucógeno 

41,55 (Fig. 4).   

 

Figura 4. Vía de señalización de la insulina. Tras la unión de la insulina a su receptor de tirosina 
cinasa, se induce la dimerización y activación del receptor. Este receptor acopla y fosforila a la 
proteína IRS-1 la cual funciona como un adaptador molecular activando varías vías de señalización. 
Entre las vías mediadas por IRS se encuentran la de PI3K/Akt, la cual tiene un papel crucial en la 
activación y la regulación de diversos eventos metabólicos, que incluyen el transporte de glucosa y 
la síntesis de glucógeno.  

En el sistema nervioso central, el RI se expresa en todo el cerebro, pero es 

altamente abundante en el hipotálamo, el bulbo olfatorio, el hipocampo, el estriado, 

la corteza cerebral y el cerebelo53. Los niveles de insulina en el fluido cerebroespinal 

presentan valores similares a los niveles de insulina en el plasma, indicando que el 
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páncreas es la principal fuente de insulina en el sistema nervioso56. La insulina 

ingresa al sistema nervioso central por medio de transportadores saturables en las 

células endoteliales de la barrera hematoencefálica 56,57.  

A nivel celular, el RI se expresa altamente en las neuronas y es menos abundante 

en las células gliales. La insulina en el sistema nervioso central activa 

principalmente las vías de señalización de PI3K/Akt/FoxO1 (Forkhead Box O 1) y la 

vía RAS/cinasas reguladas por señales extracelulares (ERK1 y 2). La insulina juega 

un papel clave en la sobrevivencia neuronal, la plasticidad neuronal, la función 

neuro-sináptica, la defensa antioxidante y la captura de glucosa entre otras 

funciones 51,53,58.  

3.3 Diabetes 

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabólica caracterizada por altas 

concentraciones de glucosa en la sangre, condición denominada hiperglucemia59. 

La anomalía fundamental de la enfermedad, es una alteración en la señalización de 

la insulina provocada por una deficiencia o resistencia de los tejidos a esta, lo cual 

provoca una captación deficiente de la glucosa sanguínea por diversos tejidos 

incrementando sus concentraciones en la sangre 42.  

La DM representa un importante problema de salud pública, dado que es una de las 

principales causas de morbilidad y mortalidad prematura en el mundo. La 

Federación Internacional de Diabetes estima que en México hay alrededor de 13 

millones de personas con diabetes 60 y la enfermedad ocupa el segundo lugar en 

causas de muerte sólo por debajo de las enfermedades cardíacas 61.  

La diabetes puede dividirse en tres categorías de acuerdo con sus características 

fisiopatológicas: la diabetes tipo 1 es causada por la destrucción autoinmune de las 

células β pancreáticas, ocasionando una deficiencia absoluta de la insulina62. Entre 

los marcadores de la destrucción inmunitaria se encuentran los anticuerpos contra 

insulina, descarboxilasa de ácido glutámico y fosfatasas de tirosina IA-2. Este tipo 

de diabetes se presenta con mayor frecuencia en niños y adolescentes, pero puede 

aparecer en cualquier etapa de la vida 63,64. La diabetes tipo 2 abarca a los pacientes 

con resistencia y/o deficiencia relativa de insulina63. Se desconoce la etiología 
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específica de este tipo de diabetes, pero se ha reconocido la participación de 

diversas alteraciones en su desarrollo como el incremento en la secreción de 

glucagon, defectos en la secreción de integrinas e incremento de la reabsorción 

renal de glucosa; un factor importante de riesgo para este tipo de diabetes es la 

obesidad 52. La última categoría se refiere a formas específicas de diabetes que 

incluye a la diabetes gestacional, los síndromes de diabetes monogénica, 

enfermedades del páncreas exocrino y la diabetes asociada a drogas 63.  

Durante la progresión de la diabetes, se presentan una serie de complicaciones a 

corto y a largo plazo, las cuales afectan de forma significativa la calidad de vida de 

los pacientes. A corto plazo, los pacientes pueden desarrollar complicaciones 

agudas como la cetoacidosis y el síndrome diabético hiperosmolar; ambas 

condiciones representan un alto riesgo de mortalidad en los pacientes63. A largo 

plazo, la hiperglucemia crónica afecta diversos órganos como el ojo, el riñón, el 

corazón y a los nervios periféricos 42,65.   

3.4 Retinopatía diabética  

La retinopatía diabética (RD) es una de las complicaciones más comunes 

presentadas durante la progresión de la DM, afectando a millones de adultos en 

edad laboral en el mundo. En esta complicación, la retina se daña progresivamente 

provocando la pérdida de la visión66. Frecuentemente, la RD es diagnosticada en 

sus estadios más avanzados, debido a que en sus fases iniciales no manifiesta 

sintomatología perceptible por el sujeto66. Esta complicación es irreversible y 

progresiva, a pesar de que los pacientes tengan un buen control de su glucemia la 

probabilidad de padecer algún signo de retinopatía incrementa con el tiempo de 

diabetes, a los 5 años es del 25 %, a los 10 años del 60 % y después de los 15 años 

es más del 80 %67. Esto indica que en la pato-fisiología de la RD, se activan múltiples 

mecanismos en respuesta a la hiperglucemia que no son inhibidos cuando los 

niveles de glucosa en sangre regresan a niveles normales. 

Clínicamente, la RD está categorizada por las lesiones vasculares visibles: el primer 

estadio de la RD se denomina no proliferativo, y éste se caracteriza por la presencia 

de lesiones vasculares como la formación de microaneurismas, hemorragias 
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retinales y exudados duros66. La RD proliferativa se observa en pacientes con un 

largo periodo de diabetes o con un mal control glucémico, y esta etapa se distingue 

por la formación de nuevos vasos sanguíneos (neovascularización). Una categoría 

adicional en la RD es el edema macular diabético, condición en la cual se observa 

una acumulación de fluidos en la mácula de la retina, conduciendo a cambios en el 

grosor de la retina y a su desprendimiento 66,68.  

Aunque la RD se ha distinguido por el daño microvascular de la retina, se han 

reportado alteraciones en la función de la retina antes de la aparición de las primeras 

lesiones vasculares. En animales y pacientes diabéticos, se han observado cambios 

en los patrones del electrorretinograma69,70, alteraciones en las pruebas micro-

périmetricas y perimétricas, reducción en los potenciales oscilatorios en el electro-

retinograma multifocal71, anormal adaptación a la oscuridad y la pérdida de la 

sensibilidad al contraste y al color 68.  

3.4.1 Células gliales de Müller en la patogénesis de la retinopatía diabética  

Las CGM tienen una fuerte habilidad para detectar y responder a las fluctuaciones 

del microambiente retiniano. Ante diversos estímulos dañinos como la hipoxia o 

traumatismos, las CGM presentan una serie de cambios morfológicos y fisiológicos 

denominados en conjunto como una gliosis reactiva12. Específicamente en las CGM 

el proceso de gliosis se caracteriza por la hipertrofia celular; aumento en la 

expresión de proteínas de filamentos intermedios como la proteína ácida fibrilar glial 

(GFAP; glial fibrillary acidic protein), vimentina y nestina, así como un incremento 

en la liberación de factores de crecimiento e inflamatorios y en algunos casos la 

proliferación celular72. La gliosis reactiva es considerada como una respuesta 

protectora ante el daño de la retina, pero su activación por un tiempo prolongado 

provoca un ambiente pro-inflamatorio que puede llevar al deterioro de la retina.  

Diversos estudios han reportado que las CGM son uno de los primeros tipos 

celulares de la retina en verse afectados durante la progresión de la RD73. Estudios 

realizados en modelos animales y pacientes diabéticos han reportado el proceso de 

gliosis reactiva en las CGM desde etapas tempranas de la enfermedad70.  
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En la RD, las CGM presentan alteraciones en la expresión de los filamentos 

intermedios:  la expresión de GFAP y nestina incrementan desde etapas tempranas 

de la enfermedad, mientras que los niveles de vimentina disminuyen74–76. A la par, 

las CGM sufren alteraciones morfológicas e incrementan su capacidad proliferativa 

en los primeros estadios de la RD (1 mes)77. Estudios in vitro han observado 

fenómenos similares en CGM expuestas a altas concentraciones de glucosa, en 

donde se han observado cambios en la morfología celular78 e incremento de la 

expresión de GFAP79.  

Las CGM presentan alteraciones en su fisiología durante la patogénesis de la RD; 

las CGM provenientes de animales diabéticos (6 meses) muestran una fuerte 

disminución de los canales de potasio Kir4.1 y alteraciones en los patrones de 

expresión de las acuaporinas (AQPs), lo cual contribuye a la pérdida del control 

osmótico en las CGM durante la RD75,80. 

A la par, las CGM de animales diabéticos (4 meses) han mostrado una disminución 

de la captura de glutamato del medio extracelular, fenómeno que conduce a un 

incremento en las concentraciones de glutamato en el microambiente retiniano que 

pueden ser excitotóxicas para las neuronas. La disminución de la captura de 

glutamato se debe a que las CGM tienen una disminución de los transportadores de 

glutamato (GLAST y Xc-)21,81 y de la glutamina sintetasa. Este fenómeno se 

manifiesta también en cultivos de CGM expuestas a altas concentraciones de 

glucosa82.  

Las CGM de animales diabéticos en estadios relativamente tempranos de la RD (3 

meses), sobre-expresan genes relacionados con proteínas pro-inflamatorias de fase 

aguda83, entre las cuales se encuentran al factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF), factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF), Interleucina 1β (IL-1β) y el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). Debido a esto, se considera que las CGM 

contribuyen de forma activa a la formación del ambiente pro-inflamatorio que se 

presenta en la RD. Asimismo, a tiempos largos de diabetes (6 meses), se ha 

reportado que las CGM sufren un proceso de muerte celular por apoptosis o por 

piroptosis68,73.  
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3.4.2 Alteraciones metabólicas en la retinopatía diabética.   

El mecanismo por el cual la diabetes causa retinopatía sigue sin ser esclarecido, se 

han postulado varias teorías para explicar la patogénesis de la RD entre las cuales 

se encuentran la acumulación de polioles, la activación de la proteína cinasa C, la 

formación de productos finales de glicación avanzada, liberación de factores 

proinflamatorios y el estrés oxidativo 67,84.  

3.4.2.1 Vía de los polioles 

La aldosa reductasa es la enzima principal de la vía de los polioles la cual reduce 

los aldehídos tóxicos a alcoholes. En condiciones de hiperglucemia, el exceso de 

glucosa puede ser metabolizada a sorbitol por la aldosa reductasa, la cual convierte 

el grupo aldehído de la glucosa a un grupo hidroxilo, utilizando como cofactor al 

NAD(P)H. El sorbitol es oxidado a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa, utilizando 

como cofactor al NAD+ formando NADH. La aldosa reductasa se expresa en las 

CERC, CGM y CG 66,85,86.  

El incremento en el flujo de la vía del poliol provoca diversas alteraciones. El sorbitol 

es un alcohol que no difunde a través de las membranas celulares por lo que su 

acumulación intracelular puede conducir a un estrés osmótico. La vía de los polioles 

altera las concentraciones de cofactores fundamentales en la homeostasis celular, 

el aumento de la actividad de la aldosa reductasa disminuye los niveles de 

NAD(P)H, un cofactor esencial en el reciclamiento de moléculas antioxidantes y la 

actividad de la sorbitol deshidrogenasa incrementa los niveles de NADH, lo que 

puede incrementar el flujo de electrones por la cadena de transporte mitocondrial 

66,85.  

Modelos experimentales han demostrado la acumulación de sorbitol en la retina de 

animales diabéticos y su asociación con el desarrollo de microaneurismas y pérdida 

de pericitos retinianos67. Además, la inhibición farmacológica de la aldosa reductasa 

atenúa el daño microvascular observado en la RD 85. 
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3.4.2.2 Productos finales de glicación avanzada  

Los productos finales de glicación avanzada (AGEs; Advanced Glycation End 

Products) son formados a través de una serie de reacciones que inician con la 

reacción no enzimática entre el grupo carbonilo electrofílico de la glucosa con los 

grupos amino de las proteínas (especialmente residuos básicos de lisina o arginina), 

formando compuestos inestables conocidos como bases de Schiff. El 

reordenamiento molecular de las bases de Schiff promueve la formación de 

compuestos más estables denominados productos de Amadori87. Alternativamente, 

estos compuestos pueden sufrir procesos de oxidación, deshidratación, 

polimerización y degradación formando a los AGEs. Estos compuestos contienen 

un grupo carbonilo que puede reaccionar de forma irreversible con otros grupos 

amino de proteínas, lípidos y DNA formando aductos o enlaces cruzados87. 

Los AGEs no solo actúan por medio de sus propiedades químicas intrínsecas, sino 

también actúan a través de la interacción con sus receptores específicos. Los 

receptores para AGEs son miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas de 

receptores de superficie celular, los cuales son receptores de reconocimiento de 

unión de patrones. La activación de los receptores a AGEs estimula vías de 

señalación involucradas en la inflamación y el estrés oxidativo.  Diversos estudios 

en animales diabéticos (6 meses) han demostrado que los AGEs fomentan la 

disfunción endotelial a través de la inflamación crónica y la degeneración neuronal 

de la retina. Se ha identificado que existe una fuerte correlación entre la formación 

de AGEs y el grado de RD en muestras post-mortem de pacientes diabéticos 84,87.  

3.4.2.3 Activación de la proteína cinasa C  

La proteína cinasa C (PKC; Protein Kinase C) es una familia de 10 enzimas en la 

cual la isoforma β1/2 se ha encontrado asociada con el desarrollo de la RD88. La 

hiperglucemia incrementa el metabolismo de la glucosa a través de la glucolisis, 

promoviendo la síntesis de diacilglicerol, un fuerte activador de la PKC. Estudios 

clínicos han demostrado el incremento de diacilglicerol y la activación de la isoforma 

β1/2 de PKC en la retina de pacientes diabéticos. La activación de PKC influye 

directamente en vías como la inflamación, neovascularización y cambios 
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hemodinámicos en la retina. El uso de inhibidores de la PKC en animales diabéticos 

atenúa la aparición de signos relacionados a la RD 67,88. 

3.4.2.4 Inflamación  

Diversos estudios han destacado el papel de la inflamación en el desarrollo de la 

RD. En la retina de pacientes y animales diabéticos en estadios largos de la 

enfermedad, se ha observado el incremento de proteínas pro-inflamatorias como la 

IL-1β, IL-6, IL-8, moléculas de adhesión celular como la molécula 1 de adhesión 

intercelular (ICAM-1;Intercellular Adhesion Molecule 1) y la expresión de factores de 

crecimiento como el VEGF, factor de crecimiento parecido a insulina (IGF-1; insulin-

like growth factor) y el TNFα 68. 

En la actualidad, una de las principales alternativas terapéuticas que reducen la 

neovascularización en la RD proliferativa, es el uso de inhibidores del VEGF y TNF-

α 88. Debe resaltarse que la hiperglucemia, la formación de AGEs y la activación de 

PKC contribuyen a la formación de un ambiente pro-inflamatorio. 

3.5 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo es una alteración del estado redox en la cual hay un desbalance 

entre los agentes oxidantes y antioxidantes en favor de los oxidantes, conduciendo 

al daño oxidativo de moléculas 89–91. La formación de un ambiente oxidativo puede 

deberse a varios mecanismos como son el incremento de los niveles de especies 

reactivas de oxígeno (EROs), disminución de las reservas antioxidantes, 

inactivación y disminución de la síntesis de enzimas antioxidantes 92.  

El metabolismo aeróbico es esencial para la producción de energía en los 

organismos, pero paradójicamente el consumo de oxígeno produce subproductos 

altamente reactivos como los radicales libres 93,94. Un radical libre (RL) es una 

especie molecular que contiene un electrón desapareado en su último orbital, este 

electrón desapareado vuelve a los RL altamente inestables y reactivos 93. Los RL 

se forman con frecuencia por procesos de oxidación, eliminación de átomos de 

hidrogeno (H●) y por el corte homolítico de un enlace covalente 95.  
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Las EROs son moléculas oxidantes producidas durante el metabolismo que pueden 

ser RL como el superóxido (O●-), el radical hidroxilo (HO●) y el radical peroxilo 

(ROO●) o especies no radicales como el peróxido de hidrogeno (H2O2), el ácido 

hipocloroso (HOCl) y el oxígeno singulete (1O2). Existe un subgrupo de EROs que 

contienen un átomo de nitrógeno denominadas especies reactivas de nitrógeno 

(ERNs) que igual pueden ser RL como el óxido nitrico (NO●) o no radicales como el 

peroxinitrito (ONOO-) 95–97. 

Bajo condiciones fisiológicas, las EROs se generan en diferentes compartimientos 

celulares y por varios sistemas enzimáticos. Algunos compartimientos intracelulares 

son más oxidantes, como el retículo endoplásmico, los lisosomas y los peroxisomas, 

mientras que otros presentan un ambiente más reductor como la mitocondria y el 

núcleo 98,99. La mitocondria es el organelo que genera la mayor cantidad de EROs, 

se ha estimado que el 2 % del oxígeno total consumido por la mitocondria es 

convertido a  EROs 100. Los complejos I y III de la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial son los principales productores de O2
●-. Otros sistemas generadores 

de EROs son la oxidación peroxisomal de ácidos grasos, la familia de las NADPH 

oxidasas (NOX), la familia del citocromo P450, el metabolismo de compuestos 

xenobióticos, las lipoxigenasas, las ciclooxigenasas y el sistema xantina oxidasa. 

La producción de NO● es mediada por la actividad de las sintasas de óxido nítrico 

(NOS; nitric oxide synthases) y las mieloperoxidasas generan ácido 

hipocloroso96,98,101.  

El estado redox celular es regulado principalmente por cinco componentes 

antioxidantes92: 1) la dismutación del O2
●- a H2O2 por las superóxido dismutasas 

(SODs); 2) descomposición del H2O2 a H2O y O2 por la catalasa (CAT); 3) 

atenuación de oxidantes por el sistema glutatión (GSH) de forma directa o como un 

donador de electrones para la glutatión peroxidasa (GPX); 4) atenuación de 

oxidantes por el sistema tiorredoxina (TRX) de forma directa o como un donador de 

electrones para las peroxi-redoxinas (PRDXs); 5) detoxificación de xenobióticos por 

las glutatión transferasas (GSTs) 91,101. Otras moléculas de bajo peso molecular que 
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actúan como antioxidantes directos son el ácido ascórbico (vitamina C), el tocoferol 

(vitamina E), los carotenoides, las antocianinas, los polifenoles y el ácido úrico102. 

Las EROs se consideran como productos tóxicos para las células debido a que son 

capaces de producir un daño oxidativo irreversible en macromoléculas esenciales 

(DNA, lípidos y proteínas). Sin embargo, una amplia gama de reacciones 

metabólicas generan EROs desempeñando un papel fundamental en la fisiología 

celular 96,97. La alta reactividad de las EROs permite una rápida señalización redox 

localizada101,103, la cual puede modificar la actividad de factores de transcripción, 

fosfatasas, cinasas y canales iónicos 96,104. 

Diversos estudios han observado alteraciones en el estado redox durante la 

progresión de la RD. En la retina de animales diabéticos, se ha reportado el 

incremento de EROs y la disminución de los niveles de GSH desde estadios 

tempranos de la enfermedad (2-4 semanas) 81,105. En estadios tardíos (2-8 meses), 

la retina de animales diabéticos sufre un estado de estrés oxidativo crónico 

caracterizado por un aumento de EROs principalmente O2
●- y H2O2; disminución de 

la capacidad antioxidante total; disminución de la expresión y actividad de enzimas 

antioxidantes (SOD, CAT y GPx) y la disminución de cofactores involucrados en el 

reciclamiento de moléculas antioxidantes (NADH y NADPH). Además, se ha 

detectado la presencia de marcadores de daño oxidativo como la carbonilación de 

proteínas, incremento de los niveles malondialdehído un producto de la oxidación 

de lípidos y la presencia de 8-hidroxiguanosina106–110. En pacientes diabéticos post 

mortem, se ha observado el incremento de marcadores de daño oxidativo en el 

vítreo y la retina111. La activación de las NOX y el incremento del flujo de electrones 

a través de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, son los sistemas 

principales generadores de EROs en la retina durante la diabetes81,112,113.  

3.6 Factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2 (Nrf2) en la respuesta 

antioxidante inducible. 

El estado redox celular se regula a través de factores de transcripción sensibles a 

los cambios en los niveles de oxidantes/reductores, estos factores inducen la 

transcripción de enzimas antioxidantes para restablecer el estado redox celular92,102. 
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Entre los principales factores que participan en esta regulación se encuentran a la 

Proteína Activadora 1 (AP-1) y al Factor Nuclear Eritroide 2 Relacionado al Factor 

2 (Nrf2; Nuclear factor erythroid 2–related factor 2) 94.  

El Nrf2 se considera como el principal factor de transcripción que regula la respuesta 

antioxidante debido a que regula la transcripción de una gran diversidad de enzimas 

antioxidantes y enzimas que promueven la formación de cofactores reductores 

(NADH y NAD(P)H) necesarios en el reciclamiento de moléculas antioxidantes 114.  

Nrf2 es miembro de la familia Cap´n´Collar (CnC), la cual comprende a los factores: 

Skinhead (SKN-1) de Caenorhabditis Elegans; Cap´n´Collar de Drosophila 

melanogaster; Factor Nuclear Eritroide 2, subunidad p45 (p45 NFE2), factores 

relacionados a NFE2 (Nrf1, Nrf2 y Nrf3) y a las proteínas con homología BTB-CNC 

1 y 2 (Bach1 y 2) de vertebrados 115. La familia CNC en mamíferos está implicada 

en el desarrollo del sistema hematopoyético y contribuye al mantenimiento de la 

homeostasis en respuesta a varios tipos de estrés. Esta familia de factores de 

transcripción contiene un dominio de cremallera básica de leucina (b-ZIP) y una 

región conservada de 43 aminoácidos denominada dominio CnC localizado en el 

amino terminal (N-terminal) del domino de unión al DNA. El domino b-ZIP consta de 

una región con aminoácidos básicos responsables de la interacción con el DNA y 

una región hidrofóbica constituida por un patrón de un residuo de leucina por cada 

7 aminoácidos, esta región hidrofóbica permite la heterodimerización de Nrf2 con 

otros factores de transcripción 116. 

3.6.1 Estructura del Nrf2 

Nrf2 contiene siete dominios de homología Nrf2-ECH (Neh 1-7) 117. El dominio Neh1 

contiene las regiones CnC y bZIP, a través de las cuales se da la formación de 

heterodímeros con las proteínas pequeñas de fibrosarcoma de músculo 

aponeurótico (Mafs; small musculoaponeurotic fibrosacoma) 118; el domino Neh2 

contiene los motivos DLG y ETGE, involucrados en la retención y degradación de 

Nrf2 mediada por Keap1. El dominio Neh3 contiene un sitio de trans-activación, el 

cual recluta a la proteína de unión al DNA ATPasa/helicasa (CHD6; Chromodomain 

Helicase DNA Binding Protein 6). Los dominios Neh4 y Neh5 son dominios de 
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transactivación ricos en residuos acídicos, y éstos interaccionan con el coactivador 

proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc (CBP; CREB (cAMP 

Responsive Element Binding protein) Binding Protein) y con el cofactor nuclear 

RAC3/AIB1/SRC-3 119. El dominio Neh6 contiene a los motivos DSGIS y DSAPGS 

que regulan la degradación de Nrf2 mediada por la proteína con repeticiones β-

Transducina (β-TrCP) y el domino Neh7 está involucrado en la represión de la 

actividad transcripcional de Nrf2 mediada por el receptor α retinoide X (RXR) 

104,120,121. 

 

Figura 5. Dominios funcionales del Nrf2. Modificado de Qin122 

3.6.2 Mecanismos de regulación en la activación del Nrf2 

En condiciones basales, el Nrf2 es continuamente ubiquitinado por diferentes 

sistemas promoviendo su rápida degradación. Se ha estimado que en condiciones 

basales Nrf2 presenta un tiempo de vida medio de aproximadamente 20 min, 

cuando las células se exponen a estrés oxidativo o agentes químicos que activan al 

Nrf2, este incrementa su vida media entre 50-100 min. 

El principal sistema involucrado en la degradación de Nrf2, es el complejo ubiquitina 

ligasa dependiente de la proteína 1 asociada a elementos ECH similar a Kelch 

(Keap1; Kelch-like ECH-associated protein 1)89. La Keap1 está compuesta por cinco 

dominios estructurales: una región N-terminal, un domino tramtrack y Bric-a-Brac 

(BTB), una región de intervención central, un dominio contenedor de repeticiones 

tipo Kelch y una región C-terminal 104. La degradación de Nrf2 mediada por Keap1 

requiere la formación de un complejo ubiquitina ligasa E3, compuesto por culina 3 

(Cul3; Cullin 3) – proteína-1 caja de anillo (RBX1) - Keap1 (E3Keap1). La retención de 
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Nrf2 en el citoplasma necesita la formación de homodímeros de Keap1 a través de 

su dominio BTB, este dominio también se encarga de reclutar a las proteínas Cul3, 

RBX1 y a la enzima conjugadora de ubiquitina (E2) del complejo de ubiquitinación 

103,104. Los dominios Kelch del homodímero de Keap1 interactúan con los motivos 

DLG y ETGE del dominio Neh2 de Nrf2. En condiciones de equilibrio redox,  Keap1 

promueve la poli-ubiquitinación de Nrf2 en los residuos de lisina 44, 50, 52, 53, 56, 

64 y 68 ubicados entre los motivos DLG y ETGE, promoviendo la posterior 

degradación de Nrf2 por el proteasoma 26S 114.  

 

Figura 6. Dominios funcionales de Keap1. Modificado de Qin122 

 

La región de intervención de Keap1 es rica en residuos de cisteína, y estos residuos 

actúan como sensores redox. Los residuos de cisteína 151, 273 y 288 de Keap1 

son altamente reactivos y susceptibles a modificaciones covalentes como la 

oxidación y la nitrosilación. Estas modificaciones promueven cambios 

conformacionales en Keap1 que permiten la liberación del Nrf2 y su posterior 

translocación al núcleo. La cisteína 151 en la IVR es el principal sensor redox, 

debido a que forma un puente disulfuro intramolecular en el homodímero de 

Keap1123,124.  
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Figura 7. Regulación negativa del Nrf2 mediada por Keap1. En condiciones basales Nrf2 es 
constantemente ubiquitinado en el citoplasma por Keap1 y posteriormente degradado por el 
proteasoma 26S. Bajo un ambiente oxidativo la cisteínas de Keap1 sufren un proceso de oxidación 
provocando un cambio conformacional en la molécula liberando al Nrf2, Nrf2 se transloca al núcleo 
donde forma heterodímeros con los factores Mafs. El heterodímero Nrf2-Mafs se une al elemento de 
respuesta antioxidante activando la transcripción de sus genes blanco. Especies reactivas de 
oxígeno (EROs); proteína con repeticiones tipo Kelch, (Keap1); Factor nuclear eritroide 2 relacionado 
al factor 2 (Nrf2); Pequeñas proteínas de fibrosarcoma muscular (Mafs); Enzima conjugadora de 
ubicuitina (E2); Elemento de respuesta antioxidante (ERA); Cullina 3 (Cul3); Nuevo gen relativamente 
interesante (Ring1); Ubiquitina (Ub).  

 

El segundo mayor represor de Nrf2, es la proteína con repeticiones de β-transducina 

(β-TrCP; β-transducin repeat-containing protein). Las regiones N-terminal y C-

terminal del dominio Neh6 del Nrf2, contienen las secuencias DSGIS y DSAPGS 

respectivamente, las cuales son secuencias consenso de unión a β-TrCP. β-TrCP 

es una proteína adaptadora de sustrato para el complejo ubiquitina ligasa 

compuesto por la proteína 1 asociada a la cinasa de fase S (Skp1)- Culina 1 (Cul1)- 

y la Proteína de caja F (SCF) (E3β-TrCP). A diferencia de la degradación mediada por 

E3Keap1 que requiere la unión estricta a los motivos ETGE y DLG, los motivos DSGIS 

y DSAPGS pueden reclutar de forma independiente a β-TrCP y promover la 

ubiquitinación de Nrf2 117. Se ha reportado que la fosforilación de los residuos de 

serina en el motivo DSGIS por GSK-3β promueve una acelerada ubiquitinación de 

Nrf2 mediada por β-TrCP. En contraste, el motivo DSAPGS no es afectado por la 

actividad de GSK-3 117,125. 
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Figura 8. Regulación negativa del Nrf2 mediada por GSK3-β. La fosforilación de Nrf2 por la GSK3-β 
permite el acoplamiento de la β-TrcP a Nrf2, la cual promueve la ubiquitinación del Nrf2 y su posterior 
degradación por el proteasoma 26S. Factor nuclear eritroide 2 relacionado al factor 2 (Nrf2); enzima 
conjugadora de ubicuitina (E2); Cullina 1 (Cul1); ubiquitina (Ub); proteína con repeticiones de β-
transducina (β-TrCP); cinasa de glucógeno sintasa (GSK3- β). 

3.6.3 Elemento de respuesta antioxidante (ARE) 

Dentro del núcleo, el Nrf2 forma heterodímeros con los factores de transcripción de 

la familia Mafs (MafK, MafG y MafF) a través de sus dominios bZIP. El heterodímero 

Nrf2-Maf puede unirse a una secuencia específica en el DNA denominada elemento 

de respuesta antioxidante (ARE; Antioxidant Response Element) y promover la 

transcripción de enzimas antioxidantes 89,126. 

Los AREs son secuencias potenciadoras que actúan en cis en los sitios promotores 

de enzimas antioxidantes. Las secuencias dentro del ARE son esenciales para la 

regulación específica de un grupo de genes en un contexto particular. Los AREs se 

agrupan en cuatro clases diferentes:  la clase 1 contiene un ARE de 16 pb con una 

secuencia de tres nucleótidos denominado motivo TMA (T=timina, 

M=adenina/citosina, A=adenina) en su extremo 5´ y un sitio de unión a AP-1 

(TGASTCA; S=citosina o guanina, G=guanina, C=citosina): 5´-

TCAcccTGAGTCAGCG-3´. La clase 2 contiene un ARE de 16 pb con un motivo 

TMA y la ausencia de un sitio de unión a AP-1: 5´-TAAtggTGACaaAGCA-3´. La 

clase 3 tiene un ARE de 11 pb que carece del motivo TMA y contiene un sitio de 

unión a AP-1: 5´-tgTGACTCAgc-3´. Finalmente, la clase 4 tiene un ARE de 11 pb 

que carece del motivo TMA y del sitio de unión a AP-1:5´-ggaTGACatAg-3´. Los 

AREs de clase I y II que contienen el motivo TMA son activados por el heterodímero 

Nrf2-Mafs 104,126,127.  
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Aunque el ARE se ha descrito principalmente en los promotores de enzimas 

antioxidantes, éste también se ha encontrado en enzimas que están involucradas 

en el metabolismo de carbohidratos y lípidos, inflamación, degradación de proteínas 

y en diversos factores de transcripción114. 

3.6.4 Alteraciones del Nrf2 en la retinopatía diabética  

Diversos autores han observado alteraciones en la expresión y activación del Nrf2 

durante la progresión de la RD. En la retina de animales diabéticos de 4-6 meses 

se ha observado un incremento de los niveles de Nrf2, pero su acumulación nuclear, 

unión al ARE y actividad transcripcional se encuentran disminuidas, lo que conlleva 

a la disminución de la expresión de sus genes blanco como la HO-1 y la 

NQO1109,128,129. A la par se ha observado un incremento de la expresión de Keap1 

y un aumento de la asociación de Nrf2 con Keap1 en el citoplasma, lo que provoca 

la disminución de su translocación al núcleo durante la diabetes128,130. 

En la retina de animales diabéticos se han observado alteraciones de los niveles del 

Nrf2 desde tiempos muy cortos de la enfermedad. En un estudio previo del 

laboratorio, se analizaron los niveles del Nrf2 en la retina de ratas diabéticas por 

STZ. Desde los 7 días de la inducción de diabetes se observó una disminución de 

los niveles totales y nucleares del Nrf2, de igual modo una disminución de su 

expresión génica131. La disminución de los niveles del Nrf2 fue temporal, puesto que 

a los 45 días de diabetes se observó un incremento tanto del mensajero como de la 

proteína superior a los de animales normales131 (Sección 10.1). Estos resultados 

indican que durante la diabetes existen alteraciones temporales en la expresión del 

Nrf2 que pueden llevar al estrés oxidativo observado a tiempos prolongados de la 

enfermedad.  

La mayoría de los estudios que han evaluado la contribución del estrés oxidativo en 

la RD, se han realizado a través del análisis de la retina completa, lo que no ha 

permitido identificar cual es la contribución de cada tipo celular en la formación del 

estrés oxidante. Las CGM son uno de los primeros tipos celulares en presentar 

alteraciones durante la RD, por lo que éstas podrían presentar modificaciones en 
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su homeostasis redox que lleven al desbalance de sus funciones fisiológicas 

ocurridas durante la diabetes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

32 
 

4. Hipótesis  

La exposición a altas concentraciones de glucosa produce alteraciones en la 

función del factor de transcripción Nrf2, lo cual propicia un desbalance en el 

estado redox celular, llevando a un estrés oxidativo en cultivos de células gliales 

de Müller de la retina de la rata. 

5. Objetivos  

5.1 Objetivo general: 

Determinar si las altas concentraciones de glucosa causan estrés oxidativo en las 

CGM en cultivo debido a una alteración en la función del Nrf2. 

5.2 Objetivos particulares: 

En cultivos primarios de células gliales de Müller de rata expuestas a 5 mM y 25 

mM de glucosa: 

• Evaluar el curso temporal de la producción de especies reactivas de oxígeno 

y nitrógeno. 

• Determinar el curso temporal de los niveles totales, citoplasmáticos y 

nucleares del Nrf2. 

• Determinar la activación del Nrf2 por medio de la transcripción de sus genes 

blanco.  

• Evaluar las principales vías de señalización que regulan los niveles de Nrf2. 

• Examinar la viabilidad de las CGM.  
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6. Métodos 

Todos los procedimientos realizados en este trabajo estuvieron de acuerdo con las 

normas del Instituto Mexicano de Investigación en Salud (DOF. NOM-062-Z00-

1999) y con la Declaración sobre el Uso de Animales en Investigación Oftálmica y 

de la Visión de la Asociación para la Investigación en Visión y Oftalmología. El 

protocolo fue aprobado por el Comité de Ética en Experimentación Animal del 

Instituto de Fisiología Celular de la UNAM (número de protocolo RSS43-14). Todos 

los experimentos se realizaron de acuerdo con las directrices y reglamentos 

ARRIVE guidelines132.  

6.1 Cultivo primario de células gliales de Müller de la retina de la rata. 

Ratas Long-Evans de siete días postnatales fueron decapitadas y se les enuclearon 

los ojos bajo condiciones de esterilidad. Los ojos, se incubaron en Medio Dulbecco´s 

(25 mM glucosa, 2.5 μg/mL anfotericina B, 100 unidades (U)/ml penicilina y 2 mM 

glutamina; sigma D6546) toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad. Al 

otro día, los ojos se lavaron con etanol al 70% e incubaron ahora con 0.1% de 

tripsina en solución salina de Hank libre de calcio y magnesio (HBSS-CMF; sigma 

H4641, 40 mM NaHCO3, 2.5 μg/mL anfotericina B, 100 U/ml penicilina) durante 30 

min a 37 °C. Después de la incubación con tripsina los ojos se colocaron en Medio 

Dulbecco´s con 10 % de suero (DMEM-SFB; 5.5 mM glucosa, 2.5 μg/mL anfotericina 

B, 100 U/ml penicilina, 2 mM glutamina y 10 % de suero fetal bovino (SFB); sigma 

D6546). 

Por medio de una incisión ecuatorial en el ojo se eliminó la parte anterior y se obtuvo 

la copa óptica, de la cual la retina fue separada agitándola suavemente en el medio 

DMEM-SFB. Las retinas se recuperaron en 3 ml de DMEM-SFB con 100 μL de 

desoxirribonucleasa I (DNasa 4000 U/mL) y se disociaron por medio de pasajes 

mecánicos a través de una pipeta Pasteur. La suspensión celular se dejó sedimentar 

durante 20 s y se recuperó el sobrenadante. El sedimento celular se resuspendió 

disoció nuevamente en 3 mL de DMEM-SFB, y este sobrenadante recuperado se 

juntó con el primero. El conteo celular se determinó a través de una cámara de 

Nuebauer. 
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Las células se cultivaron en cajas de 6 pozos (1,000,000 células/pozo), 24 pozos 

(500,000 células/pozo) y 96 pozos (100,000 células/pozo) de acuerdo con el 

experimento. A los tres días de la siembra, las células se incubaron con medio 

DMEM sin suero por 6 h para inducir la muerte neuronal y obtener un cultivo con 

alta pureza. Al terminar la incubación las células se lavaron golpeando con el medio 

de cultivo el fondo del pozo, se les retiró el medio y se adicionó DMEM-SFB nuevo. 

Las células se crecieron en una incubadora a 37 °C con una atmosfera húmeda (5% 

CO2/95% aire) durante 15 días alcanzando una confluencia aproximada del 90%. 

Cada tercer día se les cambio el medio de cultivo a las células por DMEM-SFB 

nuevo. 

6.2 Tratamientos experimentales. 

Se incubaron a las CGM bajo concentraciones normales (G5; 5 mM) o altas (G25; 

25 mM) de glucosa por diferentes periodos de tiempo (1-48 h). Los experimentos 

con G5 y G25 se corrieron en paralelo y el medio inicial se mantuvo constante 

durante todo el tiempo del experimento. Como control osmótico las células 

expuestas a medio de cultivo con G5 se complementaron con 19.5 mM de manitol.  

6.3 Inmunohistoquímica. 

Las células cultivadas sobre cubreobjetos se lavaron dos veces con buffer de 

fosfatos (PBS) frío y se fijaron con paraformaldehído al 4% con 4 % de sacarosa en 

PBS por 10 min. Las células se lavaron tres veces con PBS por 10 min, se 

permeabilizaron con saponina al 0.4% en PBS por 7 min y bloquearon con 1% de 

albumina de SFB-PBS durante 60 min. Las células se incubaron toda la noche con 

los anticuerpos: anti-Nrf2 (1:250; abcam, ab137550), anti-Keap1 (1:250; Santa 

Cruz, sc-33569) y anti-vimentina (1:250; Dako, Mo72529) en PBS-1 % de albumina. 

Posteriormente las células se lavaron tres veces con PBS por 10 min y se incubaron 

con un anticuerpo secundario conjugado con Cy3 (1:500, Chemicon) en PBS-1 % 

de albumina por 2 h a temperatura ambiente en una cámara húmeda protegida de 

la luz. Para teñir los núcleos, las células fueron incubadas con 300 nM de DAPI 

(D4592, Sigma) en PBS por 10 min a temperatura ambiente y se lavaron tres veces 

con PBS por 10 min. Los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con glicerol 
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al 79 % (V/V en PBS) y almacenaron protegidos de la luz. Como controles de tinción 

los anticuerpos primarios fueron omitidos. Las muestras se examinaron usando un 

microscopio de epifluorescencia (Nikon Alphaphot) y fotografiadas con una cámara 

digital Nikon DXM1200 (Nikon Corp., Tokyo, Japón).  

La cuantificación de la fluorescencia se calculó como la corrección total de 

fluorescencia por célula (CTCF; correct total cell fluorescence). CTCF=densidad 

integrada – (área de selección X media de las lecturas de fondo de fluorescencia)133. 

Para cada imagen se emplearon tres áreas de fondo para normalizar la 

fluorescencia de fondo.  

La cuantificación del área, perímetro y circularidad de las células se determinó a 

través del software libre Cell Profile V4.0 134,135. El perímetro se determinó como el 

número total de píxeles alrededor del límite de cada célula (unidad de longitud). El 

área se determinó como el número de píxeles en la región seleccionada por cada 

célula (unidad cuadrada). La circularidad fue calculada como 4*π*(área/perímetro2), 

un puntaje de 1 representa a un objeto circular y conforme baja el puntaje el objeto 

se aparta de la circularidad. 

6.4 Western Blot 

Para la extracción de proteínas y posterior identificación por Western blot, las 

células (3 pozos de caja de 6) se lavaron dos veces con PBS para retirar el medio 

de cultivo. Las células se rasparon, se homogenizaron con 100 μL de buffer de lisis 

(1 mM EGTA, 158 mM NaCl, 10 mM Na2MoO4, 25 mM NaF, 10 mM Tris-HCL, 100 

mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 1% Tritón X-100, 0.2 % SDS y anti 

proteolíticos) y almacenaron a -80 °C durante una noche. Al día siguiente los 

homogenados se incubaron a 1,200 rpm por una hora a 4°C y posteriormente se 

centrifugaron a 17,000 g durante 30 min. Los sobrenadantes se almacenaron a -

80°C, hasta su uso posterior. 

Para el fraccionamiento subcelular, las células (6 pozos de caja de 6) se 

homogenizaron con 100 μL de buffer de homogenización (50 mM HEPES, 0.3 M 

sacarosa, 1 mM EDTA y anti proteolíticos) y se incubaron en hielo durante 15 min. 
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A continuación, el homogenado se centrifugó a 6,500 g durante 15 min, el pellet 

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

fracción nuclear se homogenizó en 100 μL de buffer nuclear (50 mM HEPES, 150 

mM NaCl, 1mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 1% Tritón X-100, 1% SDS, anti 

proteolíticos). Ambas fracciones se incubaron durante 2 horas con agitación a 1,200 

rpm a 4°C y se centrifugaron a 17,000 g durante 30 min. Los sobrenadantes se 

almacenaron a -80°C, hasta su posterior uso. 

La expresión de las proteínas se determinó mediante la técnica de Western Blot. 25 

µg de proteína se hirvieron en Buffer Laemmli´s por 5 min y posteriormente se 

separaron en un gel SDS/PAGE al 10% junto con marcadores de peso molecular 

(Precision Plus Protein Kaleidoscope standards, Bio-Rad). Las proteínas se 

transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de acuerdo con 

técnicas estándar. Después de la transferencia, las membranas se tiñeron con 

Ponceau S para confirmar la misma carga y estabilidad de las proteínas en todos 

los carriles. Las membranas se bloquearon con TBS-Tween-5% leche libre de grasa 

(P/V) (Trizma 20 mM, NaCl 136 mM, Tween-20 0.1%, pH 7.6) para bloquear sitios 

no específicos de unión a proteínas, durante 4 h a temperatura ambiente. Después 

del bloqueo las membranas se incubaron por 36 h a 4°C con los siguientes 

anticuerpos primarios: Nrf2 (1:800; Abcam, ab137550), Keap1 (1:500; Santa Cruz, 

sc-33569), H2b (1:1000; Cell Signaling, 12364), Actina (1:3000, Abcam #ab-3280), 

iNos (1:1000, Abcam, ab95441), GSK3-β (1:1000; Cell Signaling, 9315), P-GSK3 

(Ser9) (1:800; Cell Signaling, 9323),  NF-κB (1:1000, Cell Signaling, 8242), 

Vimentina (1:1000, Dako, Mo72529), P-Akt (Ser473) (1:1000, Cell Signaling, 

92715), Akt (1:1000, Cell Signaling, 92727) e IL-1 (1:1000, Abcam, ab9787); diluidos 

en TBS-Tween con 0.25 % de albumina de suero fetal bovino y 0.01% de timerosal. 

Al término de la incubación, las membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween-

1 % de leche libre de grasa (P/V) por 10 min y posteriormente se incubaron con el 

anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano picante (1:8000; 

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore Corp), al finalizar 

la incubación las membranas se lavaron tres veces con TBS-Tween-1 % de leche 

libre de grasa (P/V) por 10 min. La visualización de la señal se detectó utilizando un 
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sustrato quimio-luminiscente para peroxidasa (Millipore Corp, Billerica, Ma.) y la 

intensidad de las señales fue revelada en placas de fotografía Hyperfilm ECL (GE 

Healthacare Ltd). Las placas se digitalizaron con el programa DigiDoc Rt Alfa (Alpha 

Innotech). La cuantificación de las densidades ópticas relativas de las bandas se 

realizó a través del software Alpha Ease FC Stand Alone (Alpha Innotech). La carga 

de proteína se normalizó usando los valores de densidad óptica de la actina (totales 

y fracción citoplasmática) y la H2b (fracción nuclear). Los niveles relativos de las 

proteínas bajo condiciones experimentales se obtuvieron al comparar las 

densidades ópticas de las muestras experimentales con la de sus respectivos 

controles en el mismo Western Blot136.  

La proteína total de las muestras se determinó mediante el método de Lowry, 

usando el kit comercial DC Protein Assay (Bio-Rad), utilizando albumina como 

estándar. 

6.5 Aislamiento del ARNm y la reacción en cadena de la polimerasa en 

tiempo real (RT-PCR) 

El mRNA fue aislado usando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las células (6 

pozos de la caja de 6) se rasparon con 1 mL de TRIzol y se almacenaron en 

congelación a -70 °C por una noche. Las células se homogenizaron e incubaron a 

temperatura ambiente por 5 min. A cada muestra se le adicionó 200 µL de 

cloroformo por cada mL de TRIzol, se agitaron vigorosamente durante 15 s e 

incubaron a temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente, las muestras se 

centrifugaron a 12 000 g por 15 min a 4 °C, y al finalizar la centrifugación se recuperó 

la fase acuosa, a la cual se le adicionaron 200 µL de isopropanol por cada mL de 

TRIzol utilizado, las muestras se incubaron durante 30 min a -70 °C para precipitar 

el mRNA, al finalizar la incubación las muestras se centrifugaron a 12, 000 g por 10 

min a 4 °C. Los pellets recuperados se lavaron con 300 µL de etanol al 75% y luego 

se centrifugaron a 12, 000 g por 5 min a 4 °C. Se retiró el exceso de alcohol fue 

retirado y los pellets se dejaron secar a temperatura ambiente durante 15 min. Los 

pellets se disolvieron en 30 μL de agua libre de RNasas.  
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La concentración del mRNA se determinó por medio de NanoDrop 1000 

(ThermoScientific, USA) usando una absorbancia de 260 nm; la pureza del mRNA 

se determinó a través de la relación de absorbancia 260/280, donde todas las 

muestras presentaron un valor de 2 indicando una alta pureza del mRNA.  

La síntesis del cDNA a partir del mRNA se realizó utilizando la transcriptasa reversa 

M-MLV (M-MLV-RT; Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase 

Promega, M170A). La mezcla de síntesis del cDNA contiene: 14 μL del mRNA, 5 μL 

de Buffer de Reacción M-MLV 5X, 2.5 μL de dNTPs (10 mM), 0.5 μL de inhibidor de 

ribonucleasa recombinante RNasin (25 U), 0.5 μL de M-MLV-RT (200 U) y 2.5 μL 

de Oligo dT (500 μg/mL). La reacción se incubó por 6 h a 42 °C y posteriormente se 

almacenó a -20 °C. La concentración del cDNA se determinó por medio de 

NanoDrop 1000 (ThermoScientific, USA) usando una absorbancia de 260 nm. 

La RT-PCR fue realizada con el termocilcador LightCycler 2.0 (Roche), utilizando la 

siguiente mezcla de reacción: 1.5 μL de agua libre de RNasas, 5 μL de Green I 

Master (Roche; 04 707 516 001), 1 μL de primer follower (5 μM), 1 μL de primer 

reverse (5 μM) y 1 μL de la muestra (1000 ng). Los primers usados se describen en 

la siguiente tabla (información adicional en anexo 1). 

Primers (5´-3´) 

Tiorredoxina (TXN) 
For: ATGACTGCCAGGATGTTGCT 

Rev: ACTCCCCAACCTTTTGACCC 

Superóxido dismutasa 2 (SOD 2) 
For: GCTTGAATTGCTTGGACGCT 

Rev: GCCCCAACACAGAGATGGAA 

Glutamato-cisteína ligasa, subunidad 

catalítica (GCLc) 

For: GAGCGAGATGCCGTCTTACA 

Rev: TTGCTACACCCATCCACCAC 

Actina B (ACTB) 
For: ATGTGGATCAGCAAGCAGGA 

Rev: AAGGGTGTAAAACGCAGCTCA 

Factor nuclear eritroide 2 relacionado 

al factor 2 (Nrf2) 

For: CACATCCAGACAGACACCAGT 

Rev: CTACAAATGGGAATGTCTCTGC 

Kelch-like ECH-associated protein 

(Keap1) 

For: CATCGGCATCGCCAACTTC 

Rev: AAGAACTCCTCCTCCCCGAA 
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Las muestras se corrieron en el termociclador de acuerdo con los siguientes ciclos 

de temperatura: la desnaturalización inicial de un ciclo a 95 °C por 10 s; seguido por 

la amplificación con 50 ciclos a 95 °C por 10 s, 62–69 °C por 10 s y 72 °C por 10 s; 

seguido por el análisis de la curva melting con un rango de temperaturas desde los 

60°C hasta los 95 °C. Cada muestra se amplificó por duplicado y se usó la media 

del valor de Ct (cycle threshold) para determinar el porcentaje de cambio en la 

expresión. El porcentaje de cambio fue calculado usando el método comparativo de 

Ct (2−∆∆Ct)137, donde la expresión de los niveles de RNAm se normalizó con la 

expresión de ACTB. 

6.6 Determinación de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno  

La generación intracelular de EROs se cuantifico a través de dos marcadores 

sensibles a EROs: diacetato de 2´,7´-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA; detecta 

principalmente H2O2 y superóxido) y el dihidroetidio (DHE; marcador especifico de 

superóxido). La generación de ERNs fue determinada por el 4-amino-5-metilamino 

2´,7´-difluoresceina (DAF-FM; detecta principalmente óxido nítrico). 

Las CGM se cultivaron en placas de 96 pozos bajo diferentes condiciones 

experimentales. Al terminar los tratamientos, las células se lavaron con PBS e 

incubaron con 25 µM H2DCFDA (Molecular Probes, Ref-C400) o DAF-FM (Life 

technologies, D-23842) en PBS por 30 min a 37 °C en una atmosfera húmeda con 

95% aire/ 5% CO2. A continuación, las células se lavaron con PBS y se les 

añadieron 100 µl de PBS para realizar la medición.  Se midió la fluorescencia con 

un lector de placas multi modal (FlexStation; Molecular Devices) a 488 nm de 

excitación y 535 nm de emisión. Los niveles de EROs y ERNs se expresaron como 

el porcentaje de la fluorescencia relativa por µg de proteína (método de BCA, Sigma, 

500-0006). Para la microscopia, las células se cultivaron sobre cubreobjetos e 

incubadas con los reactivos bajo las mismas condiciones, las muestras se montaron 

y visualizaron de acuerdo con los procedimientos descritos para la inmuno-

histoquímica.  

Para la tinción con DHE, las células se cultivaron sobre cubreobjetos con 10 µM 

DHE (Sigma, D7008) en medio DMEM por 30 min a 37 °C. Las células se lavaron 
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tres veces con PBS, se montaron y visualizaron de acuerdo con los procedimientos 

de inmuno-histoquímica.  

6.7 Determinación de los niveles de GSH reducido.  

Las células (6 pozos de caja de 6) se avaron con PBS frío y aisladas en buffer GSH 

frío (1% ácido sulfosalicilico, 0.1% Tritón X-100, 5 mM EDTA en buffer fosfatos (0.1 

M), pH 7.5). Se midieron los niveles de GSH en los extractos celulares por el método 

de reciclamiento DTNB-glutatión disulfuro reductasa138. Las concentraciones de 

GSH en las muestras se determinaron usando una curva estándar de calibración de 

GSH. La concentración de GSH en la muestra se expresó como nanomoles de GSH 

por miligramo de proteína.  

6.8 Actividad de catalasa 

La actividad de catalasa se determinó por medio de la disminución de la 

concentración de H2O2. Las células se homogenizaron con 0.1% de Tritón X-100 en 

PBS y centrifugaron a 17,000 g por 30 min a 4°C. 15 µL de la muestra se incubó 

con 235 µL de H2O2 (5 mM). La disminución del H2O2 se midió a 240 nm por 3 min 

en intervalos de 30 s usando un lector de microplacas. La actividad de la catalasa 

en las muestras fue determinada usando una curva de calibración estándar de 

catalasa (0-150 u/mL). La actividad de la catalasa se expresó como unidades por 

miligramo de proteína, en donde una unidad descompone 1 µmol de H2O2 a oxígeno 

y agua a una concentración de 10.3 mM por minuto a pH 7.0 y 25°C. 

6.9 Viabilidad celular 

La viabilidad celular fue medida a través del ensayo de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-

2,5-difeniltetrazol (MTT). Las células cultivadas en cajas de 96 pozos se incubaron 

con una solución de MTT (5 mg/mL en PBS) por 4 h a 37 °C. Al término de los 

tratamientos, se removió el medio de incubación y el precipitado se disolvió con 200 

μL de dimetil sulfoxido (DMSO). La densidad óptica a 510 nm se midió en un lector 

de microplacas. Cada experimento se realizó por triplicado. La viabilidad celular se 

calculó como el porcentaje de la densidad óptica con respecto a aquella de las 

células expuestas a glucosa normal (G5).  
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6.10 Ensayo de la deshidrogenasa láctica (LDH) 

Para la determinación de la actividad de la LDH en el medio de cultivo, se colectaron 

500 μL del medio cultivo de los diferentes tiempos de incubación y se centrifugaron 

a 5,000 g por 10 min. 100 µL del sobrenadante se incubó con 50 µL de solución de 

NADH (120 μM de NADH en 0.1 M de PBS) por 3 min a temperatura ambiente. La 

reacción se inició al adicionar 50 µL de solución de piruvato (2.3 mM piruvato en 0.1 

de PBS). La actividad de LDH de las muestras fue determinada por la disminución 

de la absorbancia del NADH a 340 nm por 4 min usando un lector de microplaca. 

Como control positivo las células se lisaron con 1 % de Tritón X-100 por 10 min a 

temperatura ambiente. La actividad de LDH fue expresada como unidades por ml, 

en donde una unidad equivale a la oxidación de 1 µmol de β-NADH por minuto. 

6.11 Ensayo de TUNEL 

Para el ensayo de TUNEL, se usó el kit de detección de muerte celular in-situ (Roche 

Diagnostic). Las células en cubreobjetos fueron fijadas como se describió en el 

apartado de inmunohistoquímica y permeabilizadas con 0.1% Tritón X-100 en 0.1 

% de buffer citratos por 2 min en hielo, luego fueron incubadas con la reacción de 

TUNEL a 37 °C por 1 h. La incubación sin la enzima deoxinucleotidil transferasa fue 

considerada como el control negativo. Para el control positivo las células fueron 

tratadas con DNAsa I (0.1 mg/mL) por 15 min a 37 °C antes de la reacción de 

TUNEL. A las muestras se le adicionó DAPI, montaron y visualizaron de acuerdo 

con los procedimientos de inmunohistoquímica. Las células apoptóticas y no 

apoptóticas fueron contadas en múltiples campos seleccionados aleatoriamente y 

los datos fueron presentados como el porcentaje de células apoptóticas respecto 

del total.   

6.12 Análisis estadístico 

Todos los resultados se expresaron como la media ± el error estándar (±SEM). La 

valoración de la distribución normal de los datos se llevó a cabo mediante la prueba 

de Shapiro-Wilk y se utilizó la prueba de Levene para evaluar la homogeneidad de 

la varianza entre los grupos experimentales. La significancia estadística se 

determinó mediante la prueba de t de Student o ANOVA seguido de la prueba post 
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hoc de Tukey para comparaciones múltiples, ya que la distribución de los datos fue 

determinada como normal. Se definió una diferencia significativa entre el grupo 

control y el experimental con un valor de P ≤ 0.05. Los detalles específicos de cada 

experimento se proporcionan en las leyendas de las figuras correspondientes. Se 

utilizó el software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, C.) para la 

realización de las gráficas y el análisis estadístico.  
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7. Resultados 

7.1 Cultivos primarios de células gliales de Müller.  

Las CGM en cultivo presentaron una morfología elongada tipo fibroblasto, ricas en 

citoplasma con gránulos densos y uninucleadas (Fig. 9.A). La pureza del cultivo se 

determinó por la inmunoreactividad positiva a vimentina (Fig. 9.B) y glutamina 

sintetasa (Fig. 9.C) e inmunoreactividad negativa a las proteínas RPE65 (Fig. 9. D) 

y MAP2A (Fig. 9.E), marcadores del EPR y neuronas respectivamente.  

 

 

Figura 9. Células gliales de Müller en cultivo. Morfología de las CGM en cultivo a los 15 días de 
crecimiento (A). Las células expresaron marcadores específicos de las CGM como vimentina (B) y 
glutamina sintetasa (C) y no fueron inmunopositivas a marcadores de EPR (RPE65; D) y neuronas 
(MAP2A; E). Núcleos en azul (DAPI). Barra de escala: 100 µm (a); 50 µm (b, c, d y e). 
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7.2 Efecto citotóxico de las altas concentraciones de glucosa sobre las 

células gliales de Müller.  

La viabilidad celular se evaluó por medio del ensayo del MTT. Las CGM incubadas 

con altas concentraciones de glucosa (G25) mostraron una disminución significativa 

en la viabilidad celular a las 6 h, pero ésta se restableció a los niveles del control a 

las 12 h y se mantuvo constante a tiempos posteriores (Fig. 10.A). El efecto 

citotóxico de la exposición a G25 se determinó a través de liberación de la LDH al 

medio de cultivo (muerte por necrosis) y por el ensayo de TUNEL (muerte por 

apoptosis). Las CGM expuestas a G25 por diferentes periodos de tiempo (1-48 h), 

no mostraron cambios significativos en la actividad de la LDH (Fig. 10.B), ni células 

positivas para el ensayo de TUNEL (Fig. 10.C).  

 

 

Figura 10. Las altas concentraciones de glucosa no afectan la viabilidad de las CGM en cultivo. Las 
células fueron expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes periodos de 
tiempo (1-48 h). La viabilidad celular de las CGM expuestas a G25 se expresó como el porcentaje 
de la densidad óptica con respecto su grupo control expuesto a G5 (A). La actividad de la LDH en el 
medio de cultivo fue expresada como unidades por ml (U/ml); la actividad de la LDH en el medio de 
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cultivo de las CGM expuestas a G25 fue comparada con la actividad promedio de las CGM expuestas 
a G5 por los diferentes periodos de tiempo (B). Micrografías de fluorescencia del ensayo de TUNEL. 
Los núcleos en azul (DAPI) (C). El control (Ctr) representa el promedio de las CGM expuestas a G5 
por los diferentes tiempos experimentales. Los datos se expresan como la media ± SEM de cultivos 
realizados por duplicado (n=5). Barra de escala: 50 µm. *p < 0.05 con respecto al Ctr, **p < 0.01 con 
respecto al Ctr, ***p < 0.001 con respecto al Ctr. 

 

 

A pesar de que la exposición a G25 no mostró un efecto citotóxico sobre las CGM, 

y la morfología de las CGM no mostró alteraciones significativas bajo condiciones 

de G25 (Fig. 11), éstas presentaron alteraciones en su morfología nuclear. Los 

núcleos de las CGM bajo G25, perdieron su forma ovoide característica y mostraron 

una estructura amorfa con una o varias protuberancias a partir de las 12 h de 

exposición(Fig. 12).  

 

 

Figura 11. Morfología de las CGM bajo altas concentraciones de glucosa. Las células fueron 
expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes periodos de tiempo (1-48 h). 
En la parte superior, micrografías de campo claro de las CGM expuestas a G25. La cuantificación 
del perímetro, área y circularidad se realizó a través del software Cell Profile 4.0, utilizando como 
parámetro de medición los pixeles de la imagen.  El control (Ctr) representa el promedio de los 
valores de las CGM expuestas a G5 por los diferentes tiempos experimentales. Se realizó la 
cuantificación de 100 células por experimento. A) Perímetro (unidad de longitud); B) Área (unidad 
cuadrada); C) Circularidad (puntaje). Los datos son expresados como la media ± SEM (n=5). Barra 
de escala: 50 µm. 
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Figura 12. Las CGM expuestas a altas concentraciones de glucosa presentan alteraciones en la 
morfología nuclear. Las células fueron expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por 
diferentes periodos de tiempo (1-48 h). Micrografías de fluorescencia de la tinción con DAPI y 
amplificación de los núcleos señalados (cuadros blancos; A). Cuantificación del porcentaje de 
núcleos deformes por cada 500 células. El control (Ctr) representa el promedio del porcentaje de las 
CGM expuestas a G5 por los diferentes tiempos experimentales. Los datos se expresan como la 
media ± SEM de cultivos duplicados (n=5). Barra de escala: 50 µm. ***p < 0.001 con respecto al Ctr. 
 

 

7.3 Las altas concentraciones de glucosa incrementan las especies reactivas 

de oxígeno y de nitrógeno.  

Las CGM incubadas con G5 mostraron niveles basales de EROs, detectadas por la 

prueba del H2DCFDA; la emisión de fluorescencia del H2DCFDA se observó 

principalmente en la zona perinuclear de las células (Fig. 13.A. La exposición a G25 

incrementó continuamente la intensidad de fluorescencia del H2DCFDA a través de 

los diferentes tiempos experimentales (Fig. 13.A). La cuantificación de la 

fluorescencia mostró un incremento significativo en los niveles de EROs a partir de 

las 12 h de incubación con G25, manteniéndose niveles elevados a los tiempos 

experimentales posteriores (Fig. 13.B). Las CGM expuestas a G5 no fueron 

positivas a la tinción con DHE; en cambio las células expuestas a G25 presentaron 

un incremento significativo de la tinción desde las 6 h el cual se mantuvo constante 

a los tiempos experimentales posteriores (Fig. 13.C). 

De forma similar a las EROs, las CGM expuestas a G5 producen niveles basales de 

ERNs detectadas por medio de la fluorescencia del DAF-FM; la fluorescencia del 

marcador se concentró principalmente en la zona perinuclear de las células. La 

exposición a G25 incrementó la intensidad de la fluorescencia con el tiempo de 
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incubación (Fig. 13.A). La cuantificación de la fluorescencia mostró un incremento 

significativo en los niveles de ERNs una hora después de la exposición a G25, 

niveles que se mantuvieron elevados durante el periodo experimental (Fig. 13.D). 

 

Figura 13. Las altas concentraciones de glucosa incrementan las EROs y ERNs en las CGM. Las 
células fueron expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes periodos de 
tiempo (1-48 h). Micrografías de fluorescencia representativas del H2DCFDA, DHE y DAF-FM a los 
diferentes tiempos experimentales (A). Porcentaje de fluorescencia relativa del H2DCFDA por µg de 
proteína (B). Cuantificación total de la fluorescencia de la tinción de DHE (C). Porcentaje de 
fluorescencia relativa del DAF-FM por µg de proteína (D). Los datos se expresan como la media 
± SEM de experimentos realizados por duplicado (n=5). El control (Ctr) representa el promedio de 
los valores de las CGM expuestas a G5 por los diferentes tiempos experimentales. Barra de escala: 
50 µm. *p < 0.05 con respecto al Ctr, **p < 0.01 con respecto al Ctr, ***p < 0.001 con respecto al Ctr. 
 

7.4 La exposición a altas concentraciones de glucosa altera la expresión del 

Nrf2 en las células gliales de Müller. 

Los niveles de expresión del Nrf2 en las CGM se analizaron por medio de Western 

blot. El inmuno-marcaje reveló una sola banda con un peso molecular de 68 kDa 

correspondiente al peso molecular reportado para el Nrf2114,139. Los niveles del Nrf2 

no mostraron cambios en las CGM expuestas a G5 durante los diferentes tiempos 

experimentales (Fig. 14.A y B). Las CGM expuestas a G25 presentaron una 



 

48 
 

disminución significativa del 50% de los niveles de Nrf2 a las 3 h y posteriormente 

unincremento recuperando los niveles del control a las 48 h (Fig. 14.D). 

Similarmente, los niveles de Keap1 disminuyeron a las 3 h de exposición a G25 y 

se recuperaron alcanzando los niveles del control a las 48 h (Fig. 14.E).  

 

 

Figura 14. Las altas concentraciones de glucosa disminuyen los niveles de Nrf2 y Keap1 en las CGM. 
Análisis de Western Blot de los niveles de Nrf2 y Keap1 en homogenados de CGM expuestas a G5 
(glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes periodos de tiempo (1-48 h). Western Blot 
representativo (A) y cuantificación de la densitometría del Nrf2 (B) en células expuestas a G5 por 
diferentes periodos de tiempo. Western Blot representativo (C) y cuantificación de la densitometría 
del Nrf2 (D) y Keap1 (E) en células expuestas a G25. Kilodaltones (kDa); Densidad ópica (D.O.); 
horas (h). Los datos son expresados como la media ± SEM de experimentos realizados por duplicado 
(n=7). El control (Ctr) representa el promedio normalizado como el 100% de los valores de las CGM 
expuestas a G5 por los diferentes tiempos experimentales. *p < 0.05 con respecto al Ctr, **p < 0.01 
con respecto al Ctr, ***p < 0.001 con respecto al Ctr. 

 

7.5 Distribución subcelular del Nrf2 en las células gliales de Müller  

Se conoce en varios sistemas que, en respuesta al incremento de las EROs el Nrf2 

se libera de Keap1 y se transloca al núcleo de las células140. Por lo que la 

translocación del Nrf2 al núcleo de las CGM se evaluó, por medio de su expresión 

en fracciones subcelulares y por inmunofluorescencia. 
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Los estudios de inmunofluorescencia en las CGM bajo condiciones normales de 

glucosa mostraron que el Nrf2 se encuentra distribuido en el soma de las células 

con un alto marcaje en el núcleo y en la zona perinuclear, en la que se observó una 

zona de mayor densidad (Flecha blanca Fig.15). Las CGM expuestas a G25 

mostraron una disminución del inmunomarcaje del Nrf2 en el citoplasma, pero 

mantuvieron su marcaje en la zona nuclear (Fig. 16.A).  

La cuantificación de los niveles de Nrf2 en el núcleo y el citoplasma se valoró por 

medio del Western Blot de fracciones subcelulares. Los niveles nucleares del Nrf2 

disminuyeron significativamente a las 3 h de exposición con G25, pero a tiempos 

posteriores mostraron un incremento progresivo, presentando niveles 

significativamente mayores que el control a las 48 h (Fig. 16.B). Mientras que los 

niveles citoplasmáticos del Nrf2 disminuyeron desde las 3h de exposición a G25 y 

se mantuvieron bajos hasta las 48 h (Fig. 16.C).  

 

 

Figura 15. Ilustración de la distribución del Nrf2 en las células gliales de Müller. Las CGM expuestas 
a G5 (glucosa 5 mM) mostraron un fuerte marcaje del Nrf2 en el núcleo y zona perinuclear. 
Inmunomarcaje del Nrf2 en rojo y núcleos en azul (DAPI). Las flechas blancas indican un alto marcaje 
del Nrf2 en una zona específica junto al núcleo. Cuadro blanco: zona correspondiente al 
acercamiento de la imagen. Barra de escala: 50 µm.  

 

 



 

50 
 

 

Figura 16. Localización subcelular del Nrf2 en CGM expuestas a altas concentraciones de glucosa. 
Las células se expusieron a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes periodos de 
tiempo (1-48 h). Micrografías del Inmunomarcaje del Nrf2 en CGM expuestas a G25. Núcleos en azul 
(DAPI); inmunofluorescencia del Nrf2 en rojo y en rosa la combinación de las tinciones. 
Cuantificación de los niveles relativos del Nrf2 en la fracción nuclear (B) y en la fracción 
citoplasmática (C). Se normalizaron los niveles de expresión relativa usando actina (citoplasma) o 
H2b (nuclear). Kilodaltones (kDa); Densidad ópica (D.O.); horas (h). Los valores representan la 
media ± SEM de experimentos realizados por duplicado (n=5). El control (Ctr) representa el promedio 
normalizado como el 100% de los valores de las CGM expuestas a G5 por los diferentes tiempos 
experimentales. Barra de escala: 50 µm *p < 0.05 con respecto al Ctr, **p < 0.01 con respecto al Ctr, 
***p < 0.001 con respecto al Ctr. 
 

7.6 Las altas concentraciones de glucosa afectan la expresión de genes 

antioxidantes regulados por el Nrf2. 

La activación del Nrf2 promueve su translocación al núcleo donde se une a los AREs 

en los promotores de enzimas antioxidantes promoviendo su transcripción141. La 

expresión de los genes para la Gclc (Fig. 17.A), Sod2 (Fig. 17.B) y Txn (Fig. 17.C) 

que son regulados por el Nrf2, se redujeron significativamente a partir de una hora 
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de exposición a G25 y se mantuvo disminuida hasta las 24 h (Fig. 17). A las 48 h de 

exposición a G25, la expresión de estos tres genes incrementó significativamente, 

presentando niveles superiores a los del control (Fig.17). 

 

 

Figura 17.  Las altas concentraciones de glucosa alteran la expresión de enzimas antioxidantes. Las 
células fueron expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes periodos de 
tiempo (1-48 h). Niveles de mRNA de GCLc (A), SOD2 (B) y TXN (C). Los niveles relativos de mRNA 
se normalizaron usando actina. Los valores son la media ± SEM de experimentos realizados por 
duplicado (n=4). El control (Ctr) representa el promedio normalizado como 1 de los valores de las 
CGM expuestas a G5 por los diferentes tiempos experimentales. *p < 0.05 con respecto al Ctr, 
**p < 0.01 con respecto al Ctr, ***p < 0.001 con respecto al Ctr. 

 

El Nrf2 regula positivamente dos de los principales sistemas antioxidantes: el GSH 

y la catalasa94,142. Las CGM expuestas a G25 mostraron una disminución 

significativa de los niveles de GSH a partir de las 3 h de exposición, los cuales se 

mantuvieron bajos a tiempos posteriores (Fig.  18.A). Por su parte, la actividad de 

la catalasa presentó una disminución significativa a las 3 h de exposición a G25, 

pero a las 48 h, fue mayor que la observada en el control (Fig. 18.B).  
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Figura 18. Las altas concentraciones de glucosa disminuyen los principales sistemas antioxidantes 
en las CGM. Las células fueron expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por 
diferentes periodos de tiempo (1-48 h).  Los niveles de GSH son expresados como nmol/mg de 
proteína. La actividad de la catalasa se expresa como U/mg de proteína. Los valores son la 
media ± SEM de experimentos realizados por duplicado (n=4). El control (Ctr) representa el promedio 
de los valores de las CGM expuestas a G5 por los diferentes tiempos experimentales. *p < 0.05 con 
respecto al Ctr, **p < 0.01 con respecto al Ctr, ***p < 0.001 con respecto al Ctr. 

 

7.7 Sistemas de degradación del Nrf2 bajo altas concentraciones de glucosa 

en las células gliales de Müller 

Keap1 es el principal regulador negativo del Nrf2, el cual promueve su retención en 

el citoplasma y posterior degradación por el proteasoma 26S115,124. El análisis de 

inmunofluorencia de Keap1 mostró una distribución homogénea en el citoplasma de 

las CGM expuestas a G5. Las CGM expuestas a G25 mostraron una disminución 

de la inmunoreactividad de Keap1 a partir de las 3 h, la cual incrementó a los 

tiempos posteriores (Fig.19).  
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Figura 19. Las altas concentraciones de glucosa alteran la expresión de Keap1 en las CGM. Las 
células fueron expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes periodos de 
tiempo (1-48 h). Micrografías de fluorescencia de Keap1 en las CGM expuestas a G25 a diferentes 
tiempos (3-48 h). Barra de escala: 50 µm. 

 

En diferentes tipos celulares se conoce que el Nrf2 es regulado por la GSK3; la 

activación de esta enzima promueve la degradación de Nrf2 de una forma 

independiente de Keap1117,143. La actividad de GSK3-β es a su vez regulada a 

través de su fosforilación en la Ser9, y la fosforilación de este residuo inhibe la 

actividad catalítica de la enzima144. La exposición de las CGM a G25 promovió un 

incremento significativo de la fosforilación de la Ser9 de GSK3-β a tiempos cortos 

(1-3 h); mientras que, a tiempos largos (6-48 h) la fosforilación de GSK3-β disminuyó 

significativamente (Fig. 20.A). Los niveles totales de GSK3-β no sufrieron 

alteraciones bajo condiciones de G25 (Fig.20.A). Por otro lado, Akt es la principal 

cinasa que regula la actividad de GSK3-β, y la activación de Akt requiere la 

fosforilación de su Ser47350,145. Las CGM expuestas a G25 incrementaron 

significativamente la fosforilación de Akt a tiempos cortos (1-3 h) y ésta disminuyó 

a tiempos largos (6-48 h) (Fig. 20.B), indicando que Akt podría regular la actividad 

de GSK3-β bajo concentraciones altas de glucosa. Los niveles totales de Akt no 

cambiaron con la exposición a G25 (Fig. 20.B).  
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Figura 20. Las altas concentraciones de glucosa alteran la vía de señalización Akt-GSK3β en las 
CGM. Las células fueron expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes 
periodos de tiempo (1-48 h). Cuantificación de los niveles de fosforilación en la Ser9 de GSK-3 β (A). 
Los niveles de fosforilación de GSK-3 se normalizaron con los niveles totales de GSK-3. 
Cuantificación de los niveles de fosforilación de la Ser 473 de Akt; los niveles de fosforilación de Akt 
se normalizaron con los niveles totales de Akt. Kilodaltones (kDa); Densidad ópica (D.O.); horas (h). 
Los valores representan la media ± SEM de experimentos realizados por duplicado (n=4). El control 
(Ctr) representa el promedio normalizado como el 100% de los valores de las CGM expuestas a G5 
por los diferentes tiempos experimentales. *p < 0.05 con respecto al Ctr, **p < 0.01 con respecto al 
Ctr, ***p < 0.001 con respecto al Ctr.  

 

7.8 Las altas concentraciones de glucosa afectan la expresión génica del Nrf2 

Las CGM presentaron una disminución significativa de la expresión del mRNA del 

Nrf2 a tiempos cortos (1-3 h) de exposición a G25, pero estos incrementaron 3-4 

veces con respecto al control a las 6 h de exposición y se mantuvieron elevados 

hasta las 48h (Fig. 21). 
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Figura 21. Las altas concentraciones de glucosa alteran la expresión del Nrf2. Las células fueron 
expuestas a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes periodos de tiempo (1-48 h). 
Los niveles relativos del mRNA del Nrf2 fueron normalizados usando actina. Los valores son la 
media ± SEM de experimentos realizados por duplicado (n=4). El control (Ctr) representa el promedio 
normalizado como 1 de los valores de las CGM expuestas a G5 por los diferentes tiempos 
experimentales. *p < 0.05 con respecto al Ctr, **p < 0.01 con respecto al Ctr, ***p < 0.001 con 
respecto al Ctr. 

 

7.9 Las altas concentraciones de glucosa promueven la expresión de 

proteínas inflamatorias en las células gliales de Müller.  

La expresión génica del Nrf2 puede ser regulada negativamente por el factor de 

transcripción NF-kB146, por lo que analizamos la expresión de este factor de 

transcripción y sus proteínas blanco. Las CGM expuestas por 60 minutos a G25 

incrementaron significativamente (60-70 %) los niveles de la subunidad P65 del NF-

kB y de sus proteínas blanco: IL-1β y la iNOS. Los niveles de P65 (Fig. 22.A) y de 

la iNOS (Fig. 22.B) se mantuvieron elevados durante todos los tiempos estudiados, 

mientras que la IL-1β presentó un pico máximo de expresión a las 3 h y 

posteriormente sus niveles disminuyeron a los del control a las 48 h (Fig. 22.C). 
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Figura 22. Las altas concentraciones de glucosa inducen la expresión de proteína inflamatorias en 
las CGM. Las células se expusieron a G5 (glucosa 5 mM) o G25 (glucosa 25 mM) por diferentes 
periodos de tiempo (1-48 h). Western Blot y cuantificación de la densitometría de NF-κB (A), IL-1β 
(B) e iNOS (C) en homogenados de CGM. La expresión de las proteínas fue normalizada usando 
actina. Kilodaltones (kDa); Densidad ópica (D.O.); horas (h). Los valores representan la media ± SEM 
de experimentos realizados por duplicado (n=5). El control (Ctr) representa el promedio normalizado 
como el 100% de los valores de las CGM expuestas a G5 por los diferentes tiempos experimentales. 
*p < 0.05 con respecto al Ctr, **p < 0.01 con respecto al Ctr, ***p < 0.001 con respecto al Ctr. 
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8. Discusión 

En este trabajo, se evaluó si la exposición de las CGM a altas concentraciones de 

glucosa provoca un estrés oxidativo inducido por alteraciones en la función del Nrf2. 

En comparación con otros estudios in vitro, donde solo se evalúa un solo tiempo de 

incubación con altas concentraciones de glucosa; en este estudio se realizó un 

seguimiento temporal con el fin de dilucidar los eventos que llevan a la formación 

de un ambiente oxidativo en las CGM. 

La retina es uno de los principales tejidos en verse afectados durante la diabetes, y 

se considera a la hiperglucemia presentada durante la enfermedad ha sido 

considerada como el principal factor que provoca alteraciones neurales y vasculares 

en este tejido conduciendo a la RD66. Los mecanismos exactos por los cuales la 

hiperglucemia provoca las alteraciones en la retina, no se han dilucidado por 

completo, pero diversos estudios han sugerido al estrés oxidativo como un factor 

clave en el desarrollo de la RD112,147. 

En la retina de animales con diabetes experimental crónica, se ha observado un 

incremento en los niveles de especies reactivas de oxígeno (EROs) y la aparición 

de marcadores de daño oxidativo como el malondialdehído, la 8-hidroxiguanosina, 

la nitrotirosina y la carbonilación de proteínas107,108,110,148–152. Además, los sistemas 

antioxidantes también se encuentran alterados en la retina de estos animales. Se 

ha reportado disminuciones de los niveles de glutatión y la disminución de la 

actividades de enzimas antioxidantes como la catalasa, superóxido dismutasa, 

glutatión peroxidasa y glutatión reductasa109,148–150,153,154. 

El Nrf2 es el principal factor de transcripción que regula la expresión inducible de 

enzimas antioxidantes en respuesta al estrés oxidativo. En la retina de animales con 

tiempos prolongados de diabetes (3-6 meses), se ha observado una disminución en 

la expresión, acumulación nuclear y actividad transcripcional del Nrf2148,149,151,153–

155. Mientras que a tiempos cortos de diabetes (7-20 días), la expresión del Nrf2 en 

la retina también presenta una disminución de su expresión y localización nuclear, 

pero a los 45 días de la enfermedad, los niveles totales y nucleares del Nrf2 

incrementan significativamente131 (Publicación 10.1). En estos tiempos, no se han 
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observado alteraciones en los sistemas antioxidantes107,136,156. Estos resultados 

sugieren que, durante la progresión de la diabetes, se presentan oscilaciones 

temporales en la expresión del Nrf2 que podrían conducir a las alteraciones del 

estado redox celular de la retina observados a tiempos prolongados de la 

enfermedad.  

La retina es un tejido complejo que se compone de una gran variedad de tipos 

celulares, por lo que discernir la participación de cada tipo celular en la progresión 

de la RD es fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. Las 

CGM son el principal tipo glial de la retina13 y presentan funciones fundamentales 

en el soporte estructural, fisiológico y metabólico del tejido80. En la RD, se ha 

observado que las CGM es uno de los primeros tipos celulares en verse afectados 

desde etapas tempranas de la enfermedad. En la RD, las CGM exhiben un proceso 

de gliosis reactiva caracterizado por hipertrofia celular, incremento en la expresión 

de la GFAP y disminución de los niveles de la glutamina sintetasa 77,88. Estudios in 

vitro en CGM bajo altas concentraciones de glucosa exhiben un proceso de gliosis 

reactiva similar al que se presenta en la RD78,79.  

En este trabajo se empleó un modelo in vitro, para evaluar los cambios que 

provocan las altas concentraciones de glucosa sobre las CGM, con el objetivo de 

dilucidar las vías afectadas por esta condición. Al ser un modelo in vitro, se deben 

considerar las limitaciones de ser un sistema aislado a la señalización celular que 

ocurre en el microambiente de la retina durante la RD.  

Estudios in vitro en CGM expuestas a altas concentraciones de glucosa por tiempos 

prolongados (48-168 h) han reportado la disminución de la viabilidad celular y el 

incremento de la muerte celular por apoptosis 157–160. En este trabajo, la exposición 

de las CGM a altas concentraciones de glucosa por 48h no mostró un efecto 

citotóxico (Fig. 10), ni alteraciones en la morfología celular (Fig.11), pero se 

observaron alteraciones en la morfología nuclear las cuales incrementaron con el 

tiempo de exposición a G25 (Fig. 12). Las alteraciones en la morfología nuclear 

podría ser un evento inicial de la muerte celular observada a tiempos prolongados 

de exposición a alta glucosa observada por otros autores. 
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El análisis temporal de la exposición de las CGM a altas concentraciones de glucosa 

mostró que hay un incremento en la producción de EROs y ERNs, pero éstas 

incrementan a diferentes tiempos. En orden secuencial la primera especie reactiva 

en incrementar sus niveles es el óxido nítrico (1 h), seguido por el superóxido (6 h) 

y al final el peróxido de hidrógeno (12 h) (Fig. 13). A la par, se observó desde 3 h 

de exposición a alta glucosa, una disminución significativa de los niveles de GSH y 

actividad de la catalasa (Fig. 18), lo que sugiere un estrés nitrosativo/oxidativo en 

las CGM. El incremento de las EROs y ERNs a diferentes tiempos, plantea que la 

activación de vías de señalización temporales facilita la producción de especies 

reactivas particulares cuyos niveles se mantienen sostenidos a través de los 

diferentes tiempos experimentales. Estos resultados concuerdan con otros estudios 

en los cuales se ha reportado el incremento de las EROs por la condición 

hiperglucémica a partir de las 24 h de exposición161–165. 

Nrf2 es un factor de transcripción que induce la expresión de enzimas antioxidantes 

ante condiciones de estrés oxidativo141. En condiciones basales, Nrf2 se encuentra 

retenido en el citoplasma por Keap1 y es degradado constantemente, presentando 

un tiempo de vida medio alrededor de 20 minutos166. La degradación del Nrf2 es 

mediada por su ubiquitinación a través de Keap1, esta modificación funciona como 

una señal para su degradación por el proteasoma 26S123. En condiciones de estrés 

oxidativo, algunos residuos de cisteína en Keap1 son oxidados induciendo un 

cambio estructural en la molécula, permitiendo así la liberación del Nrf2123. Nrf2 

contiene en su estructura un elemento de importación nuclear, el cual le permite su 

translocación al núcleo124. Dentro del núcleo, Nrf2 forma heterodímeros con los 

factores de transcripción de la familia Mafs167. El heterodímero Nrf2-Maf induce la 

expresión de enzimas antioxidantes a través de su unión al elemento de respuesta 

antioxidante, ubicado en los promotores de estas enzimas167. Al contrario de lo 

reportado en otros tipos celulares, las CGM de la rata in vitro presentan una alta 

concentración del Nrf2 tanto en el citoplasma como en el núcleo en condiciones de 

cultivo basales (5 mM de glucosa) (Fig. 15). La constante translocación del Nrf2 al 

núcleo de las CGM sin un estrés oxidativo aparente (Fig. 13), sugiere funciones 

adicionales al mantenimiento de la homeostasis redox en las CGM. Se ha reportado, 
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que Nrf2 induce la transcripción de enzimas involucradas en la regulación de la 

glucólisis, la vía de las pentosas fosfato, el metabolismo de los ácidos grasos y el 

metabolismo de la glutamina168,169. La acumulación nuclear del Nrf2 en las CGM 

podría estar involucrado en el mantenimiento de actividades metabólicas 

particulares de este tipo celular como es la conversión de glutamato a glutamina20. 

Las altas concentraciones de glucosa provocaron oscilaciones en los niveles del 

Nrf2 en las CGM a los diferentes tiempos experimentales. A tiempos cortos (3-12 

h), se observó una disminución de los niveles del Nrf2, los cuales recuperaron 

niveles similares a los del control a tiempos prolongados (24-48 h) (Fig. 14). La 

disminución de los niveles del Nrf2 podría ser provocada por el incremento de su 

degradación o por la disminución de su síntesis. Al evaluar los niveles de Keap1, 

principal regulador negativo del Nrf2170, se encontraron oscilaciones en su expresión 

similares a las presentadas por el Nrf2, una disminución a tiempos cortos (3-24 h) y 

un restablecimiento de sus niveles a tiempos prolongados de exposición a altas 

concentraciones de glucosa (48 h) (Fig. 6 y 11). La región promotora del gen de 

Keap1 contiene un ARE a través del cual Nrf2 puede regular la transcripción de 

este114, por lo tanto la disminución de los niveles de Nrf2 puede influir de forma 

negativa en la expresión de Keap1. 

El Nrf2 también se regula negativamente por la GSK-3β171. El dominio Neh6 del Nrf2 

contiene motivos de unión a β-TrCP una proteína adaptadora de sustrato del 

complejo ubiquitina ligasa117, residuos de serina dentro del dominio Neh6 pueden 

ser fosforilados por GSK-3β incrementando su afinidad de unión a β-TrCP y en 

consecuencia la ubiquitinación y posterior degradación del Nrf2117,125. La actividad 

de GSK-3β es regulada a través de la fosforilación de su Ser9, la fosforilación de 

este residuo inhibe su actividad 145. Las CGM expuestas por tiempos cortos (1-3 h) 

a altas concentraciones de glucosa presentaron un aumento en la fosforilación de 

la Ser 9 de la GSK-3β, lo que indica una inhibición de su actividad; mientras que a 

tiempos prolongados (6-48 h) la fosforilación de la Ser9 de GSK-3β disminuyó, 

indicando un incremento de su actividad (Fig. 20). La actividad de GSK-3β es 

principalmente regulada por la proteína cinasa Akt; la fosforilación de Akt en su 
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Ser473 es fundamental para su activación50,145. Las CGM expuestas a altas 

concentraciones de glucosa por tiempos cortos (1-3 h) exhibieron un incremento de 

la fosforilación de Akt (Fig. 20), lo cual correlaciona con el incremento de la 

fosforilación de GSK-3β. A tiempos prolongados (6-48 h), tanto la fosforilación de 

Akt como de GSK-3β disminuyeron significativamente. La diferencia en la 

temporalidad entre la activación de GSK-3β y la disminución de Nrf2, sugiere que 

esta vía no contribuye de forma significativa en la reducción de los niveles del Nrf2 

en las CGM a tiempos cortos de exposición a alta glucosa.  

El análisis de los niveles de Nrf2 en fracciones nucleares y citoplasmáticas en las 

CGM reveló que, durante los diferentes tiempos de exposición a la alta glucosa, los 

niveles citoplasmáticos de Nrf2 disminuyeron significativamente a partir de la 

primera hora y se mantuvieron disminuidos a los tiempos posteriores (Fig. 16). Por 

el contrario, los niveles nucleares del Nrf2 mostraron cambios transitorios; a tiempos 

cortos (3-6 h), los niveles nucleares disminuyeron significativamente, pero sus 

niveles incrementaron progresivamente durante los diferentes tiempos 

experimentales mostrando un incremento significativo a las 48 h (Fig. 16). 

Interesantemente, la expresión de genes regulados por Nrf2 como la SOD2, TXN y 

GCLc, disminuyó e incrementó de acuerdo con los niveles nucleares del Nrf2 (Fig. 

17). Estos resultados muestran que los cambios en los niveles nucleares del Nrf2 

por las altas concentraciones de glucosa afectan la transcripción de enzimas 

antioxidantes en las CGM.  

Los niveles del ARNm del Nrf2 mostraron una disminución significativa a tiempos 

cortos (1-3 h) de exposición a concentraciones altas concentraciones de glucosa, 

pero se observó un incremento a tiempos prolongados (6-12 h). Este resultado 

revela que la disminución significativa de los niveles del Nrf2 a tiempos cortos de 

exposición a alta glucosa se debe a una disminución de su síntesis y no de un 

incremento en su degradación. Una de las principales vías que regula de forma 

negativa la expresión del Nrf2 es el Factor Nuclear kappa B (NF-κB)172.  

El NF-κB es un factor de transcripción que induce la expresión de genes 

involucrados principalmente en la respuesta inmune e inflamatoria173–175. En 



 

62 
 

condiciones basales, NF-κB se encuentra inactivado y secuestrado en el citoplasma 

por medio de la proteína inhibitoria de NF-κB (IκB). La exposición de las células a 

un estímulo pro-inflamatorio dispara la activación de la cinasa de IκB (IKKβ), la cual 

fosforila a la proteína IκB174. La fosforilación de IκB promueve su ubiquitinación 

regulada por β-TrCP y su posterior degradación por el proteasoma 16s176. La 

degradación de IκB permite la translocación nuclear del NF-κB y activar la 

transcripción de proteínas proinflamatorias177. Diversos estudios han demostrado 

que la exposición de las CGM a altas concentraciones de glucosa por tiempos 

prolongados (≥24 h), incrementan la síntesis y secreción de proteínas inflamatorias 

como el VEGF, IL-1β y TNF-α68, este incremento de proteínas inflamatorias también 

se ha observado en las CGM de pacientes y animales diabéticos178.  

En este trabajo, se evaluó la activación de NF-κB en las CGM a través de los niveles 

de su subunidad canónica P65 y dos de sus genes blanco: IL-1β e iNOS. La 

exposición de las CGM a altas concentraciones de glucosa incrementó los niveles 

de P65 desde la primera hora de incubación y éstos se mantuvieron elevados a 

tiempos posteriores (Fig. 22). Interesantemente, los niveles de la iNOS 

incrementaron a partir de la primera hora de exposición a alta glucosa y éstos se 

mantuvieron constantes a tiempos posteriores. La producción de ON por la iNOS, 

podría contribuir de forma activa en la formación de ERNs en las CGM bajo altas 

concentraciones de glucosa (Fig. 13). La expresión de IL-1β presentó un incremento 

en su expresión a tiempos cortos (1-3 h) de exposición a alta glucosa, pero sus 

niveles disminuyeron a tiempos posteriores (Fig. 22). 

Diversos trabajos han señalado la regulación negativa entre los factores de 

transcripción Nrf2 y NF-κB, la sobre-expresión de un factor suprime la actividad del 

otro146,179. P65 y Nrf2 compiten mutuamente por la proteína  de unión al coactivador 

transcripcional CREB (CBP; CREB Binding Protein), la cual es un factor esencial 

para la unión de estos factores de transcripción al DNA146,180. La fosforilación de 

P65 por vías pro-inflmatorias, incrementa su afinidad por CBP inhibiendo así su 

interacción con el Nrf2. Además, P65 facilita el reclutamiento de la desacetilasa de 

histonas 3 (HDAC3; histone deacetylase 3) a la proteína MafK factor de 
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transcripción con la cual Nrf2 forma heterodímeros181. La unión de HDAC3 a MafK 

provoca la hipo-acetilación local de histonas en el ARE inhibiendo la actividad del 

Nrf2146. Por el otro lado, Nrf2 puede unirse a regiones proximales de los promotores 

de genes pro-inflamatorios regulados por NF-κB, la unión de Nrf2 en estos sitios 

evita el reclutamiento de la RNA polimerasa II inhibiendo la transcripción. Keap1 

también influye en la activación de NF-κB. Keap1 puede unirse a IKKβ y promover 

su degradación por la vía de la autofagía. Se ha observado que la expresión 

ectópica de Keap1 disminuye la activación de NF-κB, mientras que la depleción de 

Keap1 conduce a un incremento de la actividad de NF-κB182.  

El mecanismo inicial por el cual las altas concentraciones de glucosa provocan la 

activación temprana de NF-κB y en consecuencia la inhibición de la expresión del 

Nrf2, aún sigue siendo una incógnita. Un posible mecanismo por el cual las altas 

concentraciones de glucosa podrían estar contribuyendo a la activación de NF-κB, 

es la formación de productos finales de glicosilación avanzada (AGEs). Las altas 

concentraciones de glucosa en el medio de cultivo podrían favorecer la glicosilación 

no enzimática de proteínas en las CGM promoviendo la formación de AGEs. Las 

CGM expresan el receptor a AGEs (RAGEs) y se ha observado que este receptor 

incrementa su expresión y translocación a la membrana plasmática en condiciones 

de hiperglucemia (48 h)178. La activación de los RAGEs desencadena vías de 

señalización que activan al NF-κB178. La formación de AGEs podría promover la 

activación temprana de NF-κB y regular negativamente la expresión de Nrf2 a 

tiempos cortos de exposición a alta glucosa (1-3 h). La activación del NF-κB se vio 

reflejada en el incremento de sus genes blanco. El aumento de la expresión de la 

iNOS sugiere ser el principal contribuyente en la formación de ERNs observadas en 

las CGM expuestas a altas concentraciones de glucosa, lo cual podría ser el paso 

desencadenante para la formación del ambiente oxidativo observado a tiempos 

prolongados. A pesar de que a tiempos prolongados observamos un incremento en 

los niveles de Nrf2 y la expresión de sus genes blanco, el ambiente inflamatorio y 

oxidativo continúan. La activación del Nrf2 a tiempos prolongados de exposición a 

alta glucosa puede provocar una estabilización parcial en la homeostasis de las 
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CGM, pero el ambiente oxidativo/inflamatorio constante puede alterar vías de 

señalización fundamentales en la sobrevivencia celular, que no pueden ser 

restablecidas solo por la activación del Nrf2 y provocar la muerte celular observada 

a tiempos prolongados en otros trabajos.  

9. Conclusión. 

Las altas concentraciones de glucosa provocan una disminución temporal de la 

expresión del Nrf2, lo cual propicia la formación de un ambiente oxidativo con el 

incremento de especies reactivas de oxígeno y la disminución de agentes 

antioxidantes en las células gliales de Müller de la rata. La reducción temprana de 

los niveles de Nrf2 puede deberse a una regulación negativa mediada por el NF-κB, 

el cual se activa desde etapas tempranas de la exposición a alta glucosa, sugiriendo 

una fuerte contribución entre las vías antioxidantes e inflamatorias en el daño de las 

células gliales de Müller bajo condiciones hiperglucémicas. 
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Anexo 1. 

Primers para PCR 

El diseño de los primers se realizó a través de las herramientas web:  Primer 

Designing del NIH (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y Oligo 

Analysis de Eurofins-Genomics (https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-

analysis/).  

Especificaciones de los Primers: 

# de acceso Gen Secuencia (5¨-3¨) Longitud Tm GC% 
Tamaño del 

producto 

NM_053800.3 
Tiorredoxina 

(TXN) 

For: ATGACTGCCAGGATGTTGCT 20 59.6 50 
87 

Rev: ACTCCCCAACCTTTTGACCC 20 59.8 55 

NM_017051.2 

Superóxido 

dismutasa 2 

(SOD 2) 

For: GCTTGAATTGCTTGGACGCT 20 59.7 50 

70 
Rev: GCCCCAACACAGAGATGGAA 20 59.9 50 

NM_012815.2 

Glutamato-

cisteína ligasa, 

subunidad 

catalítica (GCLc) 

For: GAGCGAGATGCCGTCTTACA 20 59.9 55 
86 

Rev: TTGCTACACCCATCCACCAC 20 59.6 55 

NM_031144.3 Actina B (ACTB) 
For: ATGTGGATCAGCAAGCAGGA 20 59.3 50 

99 
Rev: AAGGGTGTAAAACGCAGCTCA 21 60.4 47 

NM_031789.2 

Factor nuclear 

eritroide 2 

relacionado al 

factor 2 (Nrf2) 

For: CACATCCAGACAGACACCAGT 21 59.6 52 

121 
Rev: 

CTACAAATGGGAATGTCTCTGC 
22 57.1 45 

NM_057152.2 

Kelch-like ECH-

associated 

protein (Keap1) 

For: CATCGGCATCGCCAACTTC 19 59.6 57.8 
99 

Rev: AAGAACTCCTCCTCCCCGAA 20 59.8 55 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis/
https://eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis/
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A R T I C L E  I N F O   

Keywords: 
Nrf2 
Keap1 
Diabetic retinopathy 
Diabetes 
Oxidative stress 

A B S T R A C T   

Diabetic retinopathy is the most common cause of vision loss among diabetic patients. Although hyperglycemia 
produces retinal oxidative stress in long-standing diabetes, the pathogenesis mechanism is unknown. The Nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) plays a central role in cell responses against oxidative damage. We used 
adult Long Evans rats where diabetes was induced by streptozotocin. Normal and treated rats were sacrificed at 
7, 20, and 45 days after streptozotocin injection. We analyzed Nrf2 and Keap1 expression in retinal homogenates, 
cytoplasmic, and nuclear retinal fractions. Normal retina showed Nrf2 expression in all retina nuclear layers. We 
found a transitory decrease of Nrf2 mRNA and protein expression at 7 and 20 days after the streptozotocin in
jection that recovered later on: moreover, the protein level increased after 45 days. Keap1 immunoprecipitation 
revealed similar levels as Nrf2 in normal and diabetic rat retinas, indicating that the diabetic condition did not 
lead to dissociation of the Keap1-Nrf2 complex. Indeed, glutathione levels and superoxide dismutase activity 
were not altered in the treated rat retinas. These results do not support oxidative stress in the retina shortly after 
diabetes induction.   

1. Introduction 

Diabetic retinopathy is a major complication induced by sustained 
hyperglycemia and a key cause of visual loss in adults. Although diabetic 
retinopathy is characterized by microvascular complications, early 
neural retina alterations have been demonstrated in animal models 
(Aung et al., 2013; Li et al., 2002; Shinoda et al., 2007). Hyperglycemia 
is known to lead to oxidative stress in endothelial cells and in the retina 
at long-standing diabetes induction (Baynes and Thorpe, 1999; Giacco 
and Brownlee, 2010), which have been attributed to Nrf2 decreased 
activity (Li et al., 2019; Zhong et al., 2013). 

Normal cellular metabolism produces reactive oxygen species, a by- 
product of many metabolic reactions balanced by different cellular an
tioxidants. The cellular redox potential is maintained mainly by Nrf2 
(Moi et al., 1994). Nrf2 regulates the expression of antioxidant enzymes 
and glutathione biosynthesis, protecting against oxidative stress (Hayes 
and Dinkova-Kostova, 2014; Kensler et al., 2006). Under normal con
ditions, Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1) retains Nrf2 in the 
cytoplasm, together with Cullin 3 (Cul3). The Keap1-Cul3 system de
grades Nrf2 by ubiquitination (Hojzan et al., 2013). Oxidative stress 

disrupts the Keap1-Cullin 3 system allowing Nrf2 to translocate to the 
nucleus. Nuclear Nrf2 binds antioxidant response elements (AREs), 
initiating the transcription of several antioxidant enzyme genes (Igara
shi et al., 2008; Takahashi et al., 2002). 

An increase in the production of reactive oxygen species (ROS) has 
the capacity to damage biomolecules resulting in the development of 
several disorders (D röge, 2015). The Nrf2-Keap1 system protects 
against these pathologies. Involvement of Nrf2 in diabetes and obesity 
has been suggested, based on increased oxidative and nitrosative stress 
in diabetic Nrf2-null mice (Yoh et al., 2008) and suppression of high fat 
diet-induced-obesity by an Nrf2 inducer (Liby et al., 2009). Moreover, 
genetic and pharmacological studies provide evidence that the 
Keap1-Nrf2 system contributes to the prevention of diabetes mellitus 
onset (Uruno et al., 2013). In the retina, long-term diabetes increases 
Nrf2 expression but decreases its DNA binding at the ARE, leading to a 
decrease in glutathione levels (Li et al., 2019; Mishra et al., 2014; Zhong 
et al., 2016). Whether this effect triggers retinopathy or is the result of 
the disease remains elusive. Therefore, we studied whether Nrf2 func
tion is altered at early stages of diabetes by analyzing Nrf2 expression. 
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2. Methods 

2.1. Experimental animals 

Fifty female adult Long Evans rats (two-months-old) were used. 
Diabetes was induced by a single intraperitoneal administration of 
streptozotocin (STZ) (98 mg/kg) dissolved in citrate buffer (pH 4.5) 
(Coffe et al., 2008). Insulin was not administrated. Control (non-dia
betic) rats were injected with vehicle alone. The animals were housed 
under standard laboratory conditions (25 ◦C, 12 h light-dark cycle). All 
animals survived during the study. Animals were sacrificed along with 
age-matched control rats after 7, 20, 30, and 45 days of STZ adminis
tration. Blood was collected, eyes were quickly enucleated, and retinas 
isolated; liver and brain tissue were dissected under ice. All efforts were 
made to minimize animal suffering and reduce the number of animals 
used. 

All procedures were in agreement with the Mexican Institutes of 
Health Research rules (DOF. NOM-062-Z00-1999) and with the State
ment on the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research of the 
Association for Research in Vision and Ophthalmology. The protocol 
was approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation of 
the Instituto de Fisiología Celular (protocol number RSS43-14). 

2.2. RT- PCR analysis 

Total retinal RNA was extracted using Trizol (Invitrogen) according 
to the manufacturer’s protocol. The concentration and purity of RNA 
were evaluated with a NanoDrop Spectrophotometer (Thermo Scienti
fic). Purified RNA (2 μg) was used to generate first-strand cDNA using 
the M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, 9PIM170). We used this 
cDNA for PCR amplification with the following primers: Nrf2, 5′- 
CTCTCTGGAGACGGCCATGACT-3’ (forward) and 5′- 
CTGGGCTGGGGACAGTGGTAGT-3’ (reverse); GAPDH, 5′- 
CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’ (forward) and 5′-GGCATG
GACTGTGGTCATGA-3’ (reverse) (T4 Oligo) (Langnaese et al., 2008; 
Zhong et al., 2013). Real-time PCR was performed using SYBR green and 
the Light Cycler 2.0 (Roche Diagnostics). PCR conditions were as fol
lows: initial denaturing step at 95 ◦C for 10 s, followed by 40 cycles at 
95 ◦C for 10 s, annealing at 56 ◦C for 10 s, and extension at 72 ◦C for 15 s, 
and a final cycle at 72 ◦C for 5 min; final melting curve analysis 
confirmed the purity of the end products. The relative expression was 
normalized using GAPDH as a reference gene. Statistical analysis of 
relative gene expression was evaluated by the comparative 2− ΔΔ Ct 
method (Livak and Schmittgen, 2001). 

2.3. Nuclear and cytosolic fractionation 

Retinas were isolated in calcium-magnesium free Hank’s medium 
(HK; Sigma H-4641), gently stirred for 5 min, and then incubated at 

room temperature for 10 min in HK containing 0.1% trypsin. Retinas 
were transferred to TC-199 medium (Sigma M-0650) and cells dissoci
ated by passing them several times through a Pasteur pipette. After 
repeating this procedure twice, the suspension was centrifuged at 
1000×g for 5 min. The resulting pellet corresponded to the nuclear 
fraction and the supernatant to the cytoplasmic fraction. The nuclear 
pellet was homogenized in 50 mM Hepes buffer, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1% Triton-X-100. Antiproteolitics (5 μg/ml bacitracin, 0.01 mM 
benzamidine, 0.5 μg/ml soybean trypsin inhibitor, 0.05 μg/ml pepstatin, 
0.1 μg/ml aprotinin, 0.1 μg/ml leupeptin) were added to both cellular 
fractions, and they were incubated for 6 min at 4 ◦C with shaking; 
samples were then stored at − 70 ◦C until used. 

2.4. Immunoprecipitation and immunoblotting 

Rat liver, brain and retina were homogenized in RIPA lysis buffer 
(10 mM Tris-HCl pH 7.5, 158 mM NaCl, 1 mM EGTA, 10 mM Na2MoO4, 
25 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride 
[PMSF], 1 mM EDTA, antiproteolitics, 1% Triton X-100, 0.2% SDS). The 
homogenates were centrifuged 20 min at 17,000 g, and the supernatant 
was stored at – 70 ◦C until use. For immunoprecipitation assays, 100 μg 
of protein was incubated in the presence of anti-Nrf2 (Abcam, #ab- 
137550) or anti-Keap1 (Santa Cruz Biotechnology, #sc-33569) (immu
noprecipitating antibodies), previously coupled to protein A-sepharose 
beads (0.1 mg/μL; Sigma P-3391). The samples were incubated at 4 ◦C 
under constant shaking for 18 h and centrifuged at 20,800 g for 2 min. 
The pellet was then washed three times with RIPA lysis buffer (without 
SDS). 

Tissue extracts and immunoprecipitated complex were solubilized in 
Laemmli sample buffer (150 mm Tris–HCl (pH 6.8), 1.67% 2-mercaptoe
thanol, 1.67% sodium dodecyl sulfate, 10% glycerol and bromophenol 
blue) and boiled for 5 min (Laemmli et al., 1970). Equal amounts of 
samples were resolved in 10% SDS polyacrylamide gels. The proteins 
were transferred to PVDF Immobilon membranes (Millipore Corp, Bill
erica). Blots were stained with Ponceau S to confirm that protein loading 
was the same in all lanes. The membranes were blocked with 5% non-fat 
milk in TBS-T (Trizma 20 mM, NaCl 136 mM, and 0.1% Tween 20) for 2 
h at room temperature. After blocking, membranes were incubated 
overnight with either rabbit anti-Nrf2 (1:800, Abcam #ab-137550), 
mouse anti-Nrf2 (1:1000, Abcam #ab89443), rabbit anti-Keap-1 (1:800, 
Santa Cruz Biotechnology #sc-33569), mouse anti-ubiquitin (1:1000, 
Cell Signaling #3936), mouse anti-actin (1:3000, Abcam #ab-3280), or 
rabbit anti-histone 2B (H2b; 1:1000, Cell Signaling #12364). Mem
branes were washed and incubated for 2 h with 
horseradish-peroxidase-conjugated antibodies (1:8000–10000, Santa 
Cruz Biotechnology). The signal was detected using an enhanced 
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore Corp, Billerica). The signals 
on Hyperfilm ECL (GE Healthcare) were digitized with an Alpha DigiDoc 
RT (Alpha Innotech) and analyzed using relative optical densities 
derived from a densitometry program (Alpha Ease FC Stand Alone, 
Alpha Innotech). 

2.5. Glutathione and superoxide dismutase assay 

Total glutathione (GSH) levels were determined by a colorimetric 
method based in the GSH reductase-DTNB (5′5 dithiobis-2-nitrobenzoic 
acid) recycling assay (Rahman et al., 2007). Retinas were homogenized 
in phosphate buffer (phosphate 0.1 M, pH 7.5, 0.6% of sulfosalicylic 
acid, 5 mM EDTA and 0.1% Triton X-100). The homogenate was incu
bated in the presence of β-NADPH, DTNB, and glutathione-reductase. 
The change in optical density was measured at 10 min at 412 nm 
using a microplate spectrophotometer (Powerwave, BioTek). GSH con
centration in the samples was determined using a standard GSH cali
bration curve. 

The superoxide dismutase (SOD) activity was measured by the 
reduction of nitroblue tetrazolium (NBT) to quantify superoxide radicals 

Abbreviations 

Nrf2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 
Keap1 Kelch-like ECH-associated protein 1 
Cul3 Cullin 3 
AREs Antioxidant response elements 
ROS Reactive oxygen species 
GSK3β Glycogen synthase kinase-3 
PKC Protein kinase C 
PERK PKR-like endoplasmic reticulum kinase 
STZ Streptozotocin 
GSH Glutathione 
SOD Superoxide dismutase  
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produced by hydroxylamine. Retinas were homogenized in sodium 
carbonate buffer (Na2CO3 50 mM, pH 10.2). The homogenate was 
incubated with EDTA (0.1 mM), Triton x-100 (0.03%) and NBT (12 μM). 
Reduction of NBT was followed by an increase in absorbance at 560 nm. 
One unit of enzymatic activity equals to the amount of enzyme required 
to inhibit the NBT reduction by 50% (Hernández-Ramírez et al., 2017; 
Kono, 1978). 

2.6. Immunohistochemistry 

The eyecups were fixed in 4% paraformaldehyde (0.1 M phosphate 
buffer, 4% (w/v) paraformaldehyde, pH 7.4), cryo-protected, and 10 μm 
sections obtained in a cryostat. The sections were incubated overnight at 
4 ◦C with a rabbit antibody against Nrf2 (1:200, Abcam), followed by a 
2-h incubation with a Cy3-conjugated anti-rabbit antibody (1:500, 
Chemicon). For controls, the primary antibody incubation was omitted. 
Samples were examined using a Nikon microscope (Nikon Corp., Tokyo, 
Japan) and photographed with a Nikon DXM1200 digital camera (Nikon 
Corp., Tokyo, Japan). The fluorescent quantification was determined 
using the calculation for corrected total cell fluorescence (CTCF) = in
tegrated density–(area of selected layer × mean fluorescence of back
ground readings) (El-Sharkawey, 2016), using FIJI software (Schindelin 
et al., 2012). For each image, three background areas were used to 
normalize against autofluorescence. 

2.7. Protein content and glucose assessment 

Total protein content was determined with a commercial assay kit 
from BioRad (# 500-0116), using bovine serum albumin (BSA; Sigma A- 
9647) as standard. Glucose concentration in the blood was determined 
using a blood glucose monitor (Accu-Chek Active, Roche). 

2.8. Statistical analysis 

All data are expressed as the mean ± SEM and were analyzed with 
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, C.) All experiments 
were performed as a minimum three times. Statistical analysis was 
conducted by Student’s test, and one-way analysis of variance (ANOVA) 
followed by Tukey post hoc comparison tests was used to compare the 
levels of different experimental groups. A significant difference between 
the control and experimental group was defined as a P-value of ≤0.05. 
The specific details of each experiment are provided in the corre
sponding figure legends. 

3. Results 

Animals were considered diabetic if they showed impaired growth, 
polyuria, and blood glucose levels over 250 mg/dl during the treatment 
and at the moment of sacrifice, in accordance with previous reports 
(Coffe et al., 2008) (Table 1). 

We first examined Nrf2 protein expression in the retina from non- 
diabetic rats (normal retina). A relatively intense single band of ≈68 
kDa was found, which corresponds to the reported molecular weight of 
Nrf2. The retinas from non-diabetic rats did not show significant 

differences in Nrf2 expression along the times studied (Supplementary 
Fig. 1). We then compared retinal Nrf2 expression levels with those in 
the brain and liver, two other tissues with high metabolic activity. 
Remarkable, Nrf2 expression levels were slightly higher in the retina 
than in the brain and liver (Fig. 1A). While retinal nuclear Nrf2 levels 
were similar to those in the brain and considerably higher than in the 
liver, retinal cytoplasmic Nrf2 levels were four-fold higher than in the 
brain but equal to those in the liver (Fig. 1B). 

In the diabetic rat retina, total Nrf2 expression decreased by 20% 
after 7 and 20 days after STZ administration but was 25% higher than 
the control value after 45 days of treatment (Fig. 2A). Interestingly, total 
levels of Keap1 also decreased (35%) after 7 days of treatment, then 
showed a gradual increase reaching values 35% higher than the control 
45 days after STZ injection (Fig. 2B). Control values of untreated animals 
were evaluated in parallel at the same ages as the STZ injected rats 
(Supplementary Fig. 1), but they were found not to vary significantly 
among themselves and were collated and normalized to 100 (Fig. 2). 

Immunohistochemical studies showed intense Nrf2 labeling in all 
nuclear layers of the normal retina (Fig. 3A). Fluorescence quantifica
tion evidenced a significant intensity decrease in the inner nuclear layer 
(INL) and outer nuclear layer (ONL) at 20 days after STZ injection. 
However, after 45 days of STZ injection, Nrf2 labeling levels had 
recovered in both retinal cell layers. (Fig. 3B and C). Quantification of 
fluorescence did not show changes in the ganglion cell layer (Fig. 3D). 

We then studied the subcellular distribution of Nrf2 and Keap1 in 
normal and diabetic rat retinas by centrifugation fractionation. In the 
normal retina, relatively high levels of Nrf2 were found in both cyto
plasmic and nuclear fractions. In the diabetic retina, nuclear levels of 
Nrf2 were reduced (40%) at 7 and 20 days of diabetes but bounced back 
after 30 days, a level maintained at 45 days after the STZ injection 
(Fig. 4B). Cytoplasmic Nrf2 levels did not change at 7 or 20 days after 
STZ treatment but increased (30%) at 45 days (Fig. 4 C). Meanwhile, 
nuclear and cytoplasmic Keap1 levels showed a slight decrease at 7 days 
but had normal levels up to 45 days after STZ injection (Fig. 5). 

The transient nuclear decrease of Nrf2 found at 7 and 20 days did not 
appear to affect the redox state of the tissue because normal glutathione 
levels and superoxide dismutase activity were found at these times 
(Table 2). 

In order to determine whether changes in nuclear Nrf2 levels at the 
onset of diabetes are due to changes in its transcription, we evaluated 
Nrf2 mRNA by RT-PCR. Nrf2 mRNA levels were reduced by 40% at 20 
days of diabetes, but normal levels were found at 45 days of diabetes 
(Fig. 6). 

The increase in cytoplasmic Nrf2 levels at 45 days of diabetes may be 
explained by an alteration in the Nrf2-Keap1 complex formation; 
therefore, we immunoprecipitated Keap1 and determined the levels of 
Nrf2. As shown in Fig. 7, Keap1 immunoprecipitation revealed similar 
Nrf2 levels in normal and diabetic rat retinas, indicating that the Keap1- 
Nrf2 complex is stable (Fig. 7B). Conversely, immunoprecipitation of 
Nrf2 (Fig. 8B) showed a small decrease (20%) of Keap1 levels after 45 
days of STZ treatment. In addition, immunoprecipitation studies show a 
statistically significant reduction (25–30%) of ubiquitinated Nrf2 and/ 
or Keap1 (Figs. 7C and 8C). Interestingly, immunoprecipitation of Nrf2/ 
Keap1 showed additional bands for ubiquitin in normal and 20 days 
diabetic rat retina, which disappeared at 45 days diabetes (Supple
mentary Fig. 2). However, these bands might also correspond to other 
proteins immunoprecipitated on those days. 

4. Discussion 

Diabetic retinopathy is one of the most prevalent complications of 
diabetes and the leading cause of blindness in working-age adults 
(Sieving et al., 2017). Several molecular mechanisms have been invoked 
to explain hyperglycemia-induced retinopathy, in particular, impaired 
endogenous antioxidant ability (Baynes and Thorpe, 1999; Kowluru and 
Pooi-See, 2007). Nrf2 is considered the main regulator of the redox state 

Table 1 
Characteristics of STZ-diabetic rats.  

Days of treatment Blood glucose (mg/dl) Body Weight (g) 

Normal STZ Normal STZ 

7 136 ± 3 355 ± 14* 187 ± 12 179 ± 7 
20 135 ± 3 483 ± 15* 273 ± 23 170 ± 15* 
30 136 ± 4 522 ± 37* 323 ± 27 162 ± 20* 
45 134 ± 7 473 ± 38* 370 ± 25 157 ± 23* 

Values are the mean ± SEM of 3 animals per group. *p < 0.05 with respect to 
their corresponding controls. 
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Fig. 1. Expression levels of Nrf2 in different tissues of 
the adult rat. (A) Western blot of Nrf2 expression in 
the retina, brain, and liver homogenates from 2 to 3 
months old-rats. (B) Nuclear and cytoplasmic Nrf2 
expression levels. The upper part, representative 
Western blot; lower part quantitative analyses. The 
relative expression levels of Nrf2 were normalized 
with actin or H2b (histone 2b). Values are the average 
of three independent experiments carried out in 
duplicate. Values are the mean ± SEM. Nuclear 
fraction (N) and cytoplasmic fraction (C).   

Fig. 2. Expression levels of Nrf2 and Keap1 in the 
retina of the diabetic rat. Western blot analysis of 
Nrf2 and Keap1 expression in homogenates from 
normal and diabetic rat retinas. The upper part, 
representative Western blot. The lower part, quanti
fication of the expression levels of Nrf2 (A) and Keap1 
(B). The relative expression levels were normalized 
with actin. Animals were sacrificed along with age- 
matched control rats after 7, 20, and 45 days of STZ 
administration. In this and following figures, control 
animals treated with vehicle did not show significant 
differences between them at different days, and so, 
values obtained were averaged together and normal
ized. We graphed the normalized values as reference. 
Values are the mean ± SEM (n = 6 per group) carried 
out in duplicate. N, normal; 7, 20, and 45 (D) days 
after STZ injection. **p < 0.01 with respect to the 
normal; ***p < 0.001 with respect to the normal.   

Fig. 3. Immunofluorescent localization of Nrf2 in vertical sections of the rat retina. (A) Labeling is distributed in all retinal somas of the normal, the 20 days, and 45 
days STZ treated rat retinas. Fluorescent quantification of ONL (B), INL (C), and GCL (D) of the normal, 20 and 45 days STZ treated rat retinas. Values are the mean ±
SEM (n = 3 per group). Each group was compared with their respective control treated with vehicle. *p < 0.05 with respect to the normal retina; **p < 0.01 with 
respect to normal retina. ONL, outer cell layer; INL, inner cell layer; GCL, ganglion cell layer. 
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system, even though its regulation is likely complex involving numerous 
pathways. Under stressed conditions, Nrf2 is activated and accumulates 
in the nucleus, where it binds to ARE-dependent genes, inducing the 
expression of several antioxidant enzymes (Chanas et al., 2002; Igarashi 
et al., 2008; Kowluru and Pooi-See, 2007; Niture et al., 2014; Takahashi 
et al., 2002). Furthermore, diabetic Nrf2-null mice retinas showed an 
increase in oxidative and nitrosative stresses compared to diabetic 
wild-type mice (Xu et al., 2014; Yoh et al., 2008). In the rat retina, a 
decrease in Nrf2 activity has been demonstrated at long-standing dia
betes induction (3–8 months) (Li et al., 2019; Zhong et al., 2016). 
However, the role of Nrf2 in retina redox state at early induction dia
betes stages has not been addressed. 

In the present study, we analyzed Nrf2 expression levels in the 
normal (non-diabetic) and in the early diabetic rat retinas to demon
strate possible alterations, which might lead to oxidative stress that 
could trigger retinopathy. 

Fig. 4. Nuclear and cytoplasmic Nrf2 expression in 
the normal and the STZ treated rat retinas. The upper 
part, representative Western blot of Nrf2. The lower 
part, quantification of the relative levels of Nrf2. The 
relative expression levels were normalized with actin 
(cytoplasmic) or H2b (histone 2b; nuclear). Animals 
were sacrificed along with age-matched controls after 
7, 20, 30, and 45 days of STZ administration. The 
relative expression levels were normalized with their 
respective controls treated with vehicle. Values 
represent the mean ± SEM (n = 4 per group) carried 
out in duplicate. N, normal; 7, 20, 30, and 45 (D) days 
after STZ injection. *p < 0.05 with respect to the 
normal; ***p < 0.001 with respect to the normal.   

Fig. 5. Nuclear and cytoplasmic Keap1 expression in 
the normal and the STZ treated rat retinas. The upper 
part, representative Western blot of Keap1; lower 
part, quantification of their relative levels. The rela
tive expression levels were normalized with actin 
(cytoplasmic) or H2b (nuclear), and each group was 
compared with its respective age-matched control 
treated with vehicle. Normal; 7, 20, and 45 (D) days 
after STZ injection. Nuclear fraction (N) and cyto
plasmic fraction (C). Values represent the mean ±
SEM (n = 4 per group) carried out in duplicate. *p <
0.05 with respect to the normal; **p < 0.01 with 
respect to the normal; ***p < 0.001 with respect to 
controls.   

Table 2 
Glutathione levels and superoxide dismutase activity in normal and diabetic rat 
retina.  

Condition GSH SOD 

Normal 4.8 ± 0.1 3.5 ± 0.6 
Diabetic 20 days 3.8 ± 0.4 14 ± 0.2* 
Diabetic 45 days 4.1 ± 0.4 3.0 ± 0.7 

Glutathione levels and superoxide dismutase activity in normal and diabetic rat 
retinas. Total glutathione (GSH) values are expressed as nmol/mg protein; su
peroxide dismutase activities (SOD) are expressed as U/mg protein, as described 
in Methods. Data are the mean ± SEM for three to six different experiments; each 
group was compared with their respective age-matched controls. *p < 0.05 with 
respect to controls. 

Fig. 6. mRNA Nrf2 expression in normal and diabetic rat retinas. The relative 
mRNA levels were normalized with GDPH. Values are the mean ± SEM (n = 3 
per group) carried out in duplicate. Animals were sacrificed along with age- 
matched control rats after 20 and 45 days of STZ administration. The relative 
expression levels were normalized with their respective controls treated with 
vehicle. *p < 0.05 with respect to controls. 
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We compared retinal Nrf2 expression levels to those in the brain and 
liver, tissues of high metabolic activity. Western blot analyses of total 
homogenates revealed relatively high levels of Nrf2 in the retina (Fig. 1). 
These results tie in with the immunohistochemical study that demon
strated intense labeling of Nrf2 in all retinal cell layers (Fig. 3). 

Retinal nuclear levels of Nrf2 were also relatively high. Interestingly, 
cytoplasmic Nrf2 levels were four-fold higher in the retina and liver than 
in the brain (Fig. 1). Therefore, the high retinal Nrf2 levels may repre
sent a protective mechanism and/or a high capacity to resist pro- 
oxidative conditions. Indeed, the retina possesses a high respiratory 
rate and, due to its continuous light exposure, is highly susceptible to 
oxidative damage (Kooragayala et al., 2015). In this respect, light 
exposure increases Nrf2 levels and induces its translocation to the nu
cleus in retinal cells (Chen et al., 2017; Nagar et al., 2017). 

Although the meaning of high cytoplasmic Nrf2 levels is not clear, it 

might be related to its non-canonical regulation (Silva-Islas and Mal
donado, 2018). In fact, these high expression levels are in accordance 
with the role of Nrf2 as a regulator of genes encoding proteins with a 
variety of cell functions (Hayes and Dinkova-Kostova, 2014). In this 
context, Nrf2 Knockout mice display retinal alterations, such as photo
receptor degeneration, inflammation, and visual deficits in both spatial 
and contrast sensitivity compared to wild-type mice (Wang et al., 2019; 
Zhao et al., 2011). 

On the other hand, we found that retinal Nrf2 mRNA expression and 
protein levels were transiently decreased at 7 and 20 days after strep
tozotocin treatment. The immunohistochemical studies suggested that 
this transient decrease occurs in retinal cells located at the outer and 
inner nuclear layers, without apparent cellular degeneration (Fig. 3). 
The decrease of mRNA (Fig. 6) may explain the nuclear Nrf2 protein 
reduction (Fig. 4) since this nuclear factor regulates its own 

Fig. 7. Keap1 immunoprecipitation from normal and 
diabetic rat retina. (A) Representative Western blot of 
total immunoprecipitated Keap1. (B) Quantification 
of the relative levels of Nrf2. (C) Quantification of the 
relative levels of ubiquitin. Normal and STZ-diabetic 
rats (20D and 45D). The relative expression levels 
were normalized with Keap1, and each group was 
compared with its respective age-matched controls 
treated with vehicle. Values represent the mean ±
SEM (n = 4 per group) carried out in duplicate. **p <
0.01 with respect to controls.   

Fig. 8. Keap1-free Nrf2 levels increase in the retina 
of diabetic rats. (A) Representative Western blot of 
total immunoprecipitated Nrf2. (B) Quantification of 
the relative levels of Keap1. (C) Quantification of the 
relative levels of ubiquitin. For Normal (N) and STZ- 
diabetic rats (20 D, 45 D), the relative expression 
levels were normalized with Nrf2, and each group 
was compared with their respective age-matched 
controls treated with vehicle. Values represent the 
mean ± SEM (n = 4 per group) carried out in dupli
cate. ***p < 0.001 with respect to controls.   
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transcription (Kwak et al., 2002). In spite of the transient nuclear 
decrease, the still high Nrf2 levels are apparently sufficient to avoid 
oxidative stress. Normal levels of glutathione and superoxide dismutase 
activity were found in the diabetic conditions studied (Table 2). 

Moreover, we observed an increase in superoxide dismutase activity 
at 20 days of diabetes induction, which might indicate a cell adaptative 
response to neutralize ROS increases (Table 2). Besides, immunopre
cipitation studies indicated that the Nrf2/Keap1 complex was stable, 
suggesting that Keap1 was not oxidized (Fig. 7). These results agree with 
previous studies in which no significant changes in the production of 
free radicals and lipid peroxidation levels were found up to 45 days after 
diabetes induction (Sánchez-Chávez et al., 2016). 

The rise of cytoplasmic Nrf2 levels observed at 45 days suggests an 
increase of cellular Nrf2 protein to compensate for the previous transient 
nuclear reduction. Indeed, immunoprecipitation studies demonstrated 
that the diabetic condition did not modify the interaction between Nrf2 
and Keap1 (Fig. 7A). However, the small increase of Nrf2 unbound to 
Keap1 (Fig. 7B) could lead to an unbalance in the complex formation. 
These results partially agree with those in which Nrf2 increased in the 
cytosolic fraction in the retina of STZ-treated rats for six to eight months 
(Zhong et al., 2013). These authors suggest that diabetes produces 
epigenetic modifications, resulting in an altered Nrf2 binding to the ARE 
(Mishra et al., 2014); however, other mechanisms cannot be ruled out. 

Interestingly, immunoprecipitation of either Nrf2 or Keap1 revealed 
a remarkable decrease in ubiquitin-Nrf2/Keap1 conjugates, suggesting 
that a significant proportion of Nrf2/Keap1 at the Nrf2-Keap1 complex, 
as well as the free Nrf2, were not effectively degraded (Supplementary 
Fig. 2). These results may be explained by an altered capacity of Keap1 
to bind to the cullin 3-ubiquitin system. Our results may also be 
explained by an upregulation of deubiquitinating proteins, that can 
rescue proteins targeted for degradation, allowing the cell to adapt 
quickly to physiological changes (Guterman and Glickman, 2005; 
Houson et al., 2018; Mishra et al., 2014). The changes observed in Nrf2 
expression may also be explained by the action of different protein ki
nases (GSK3, PKC, PERK) known to modify Nrf2, and in so doing, 
regulating its synthesis and function (Saito et al., 2018; Silva-Islas and 
Maldonado, 2018). We are currently pursuing some of these avenues. 

Taken together, our results indicate that at early stages of STZ- 
induced diabetes, although transitory changes in Nrf2 levels do occur, 
the retinal redox state is maintained; therefore, Nrf2 canonical function 
might be altered at longer times due to different Nrf2 regulators, which 
in turn might lead to the diabetic documented oxidative stress at longer 
times. 
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High glucose concentrations induce 
oxidative stress by inhibiting Nrf2 
expression in rat Müller retinal cells 
in vitro
Jesús Silvestre Albert‑Garay1*, Juan Rafael Riesgo‑Escovar2 & Rocío Salceda1

Diabetic retinopathy (DR) is a complication of diabetes. Several studies have implicated oxidative 
stress as a fundamental factor in the progression of the disease. The nuclear factor erythroid-2-related 
factor 2 (Nrf2) is one of the main regulators of redox homeostasis. Glia Müller cells (MC) maintain the 
structural and functional stability of the retina. The objective of this study was to evaluate the effect of 
high glucose concentrations on reactive oxygen species (ROS) production and Nrf2 expression levels 
in rat MC. MC were incubated with normal (NG; 5 mM) or high glucose (HG; 25 mM) for different times. 
Incubation with HG increased ROS levels from 12 to 48 h but did not affect cell viability. However, 
exposure to 3 h of HG caused a transient decrease Nrf2 levels. At that time, we also observed a 
decrease in the mRNA expression of Nrf2 target genes, glutathione levels, and catalase activity, all 
of which increased significantly beyond initial levels after 48 h of incubation. HG exposure leads to 
an increase in the p65 subunit of nuclear factor-κB (NF-kB) levels, and its target genes. These results 
suggest that high glucose concentrations lead to alteration of the redox regulatory capacity of Nrf2 
mediated by NF-kB regulation.

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by increased blood glucose levels (hyperglycemia) resulting 
from defective insulin secretion or resistance to its action1. Diabetic retinopathy (DR) is one of the most severe 
complications of diabetes and is a leading cause of blindness in adults2. The precise mechanisms involved in 
triggering and the early progression of DR are still unknown, but it has been hypothesized that hyperglycemia 
causes oxidative stress3–5, which in turn leads to oxidation of biomolecules6,7. Indeed, hyperglycemic conditions 
increase the generation of reactive oxygen species (ROS), and the oxidation of retinal biomolecules of diabetic 
patients and long-term diabetic animals6,7.

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is one of the primary regulators of cellular redox homeosta-
sis. Nrf2 mediates basal and induced transcription of phase II antioxidant enzymes responsible for the clearance 
of ROS8. In normal conditions, Nrf2 is sequestered by its binding to the Kelch-like ECH-associated protein 1 
(Keap1) in the cytoplasm. Keap1 is a substrate adaptor protein for Cullin 3-RING-box protein 1 ubiquitin ligase 
and continuously targets Nrf2 for ubiquitination and its subsequent degradation by the 26S proteasome9. Sev-
eral Keap1 cysteine residues are oxidized during oxidative stress conditions, causing a conformational change 
in the protein, and as a consequence, the release of Nrf2 allowing its translocation to the nucleus10. Nuclear 
Nrf2 heterodimerizes with one of the small Maf proteins (avian musculoaponeurotic fibrosarcoma homolog 
proteins). The Nrf2-Maf heterodimers recognize antioxidant response elements (AREs), promoting the anti-
oxidant genes transcription11,12. Nrf2 drives transcription of hundreds of genes, encoding enzymes involved in 
antioxidant defense, as well as in glucose and lipid metabolism13. Loss of Nrf2 has been shown to exacerbate 
oxidative damage in retinas under different stresses14–17. Moreover, Nrf2 levels alterations have been reported 
in diabetic animal retinas18–21.

Although most DR complications have been ascribed to vascular lesions, various studies in diabetic patients 
and experimental animals suggest alterations in neuronal and glial functions before vascular abnormalities22. 
Müller cells (MC) are the principal macroglia type of mammalian retina. These cells extend from the photore-
ceptor cell layer to the ganglionar cell layer, contributing to retinal homeostasis by regulating synaptic activity, 
and providing energy metabolites and trophic factors23–26.
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Starting at early diabetic stages in the rat retina, MC undergo a gliosis process in which they overexpress glial 
fibrillary acidic protein (GFAP), inducible nitric oxide synthase (iNOS), and pro-inflammatory proteins such 
as VEGF23,27–29. Several studies have reported an increase in cell death in MC exposed to high concentrations of 
glucose (25–30 mM) for long periods of time (48–96 h)30–33. Cell death has been associated with inactivation of 
AKT33, increased phosphorylation of insulin receptor substrate (IRS)-132, and accumulation of glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) in the nucleus of MC31.

However, the effect of hyperglycemic conditions on the MC redox state had received insufficient attention. 
Therefore, we studied the time course of high glucose concentrations on ROS production and Nrf2 expression 
levels in cultured MC.

Results
Effect of high glucose on cell viability.  We first evaluate the cytotoxic effect of HG concentrations on 
MC using the MTT, LDH release, and TUNEL assays. As shown in Fig. 1, cell viability was not significantly 
affected by HG incubation. Cell viability determined by the MTT assay was not significantly affected by HG 
incubation, except a significant decrease in cell viability at 6 h incubation (68.9% ± 4.6; Fig. 1a). Similarly, LDH 
release did not show significant changes over the times studied (Fig. 1b). The TUNEL assay was also negative at 
all times examined (Fig. 1c).

High glucose concentration increases ROS and RNS production in Muller cells.  We investigated 
the effect of HG on cellular ROS levels. MC had low ROS production under normal glucose concentrations, 
as revealed by the H2DCFDA probe and DHE staining. Under HG incubation, a significant increase in ROS 
production determined by H2DCFDA was observed at 12 h (160% ± 33.8), with levels remaining constant up to 
48 h (212% ± 8.1; Fig. 2a). Likewise, DHE staining was observed after 6 h incubation in HG (2190 CTCF ± 40.1), 
and its intensity increased over incubation time (Fig. 2b). On the other hand, RNS production was relatively low 

Figure 1.   High glucose concentrations do not affect cell viability in MC. Cells were incubated with NG (Ctr; 
5 mM glucose) or HG (25 mM glucose) for different time periods (1–48 h). (a) Cell viability was determined 
by the MTT assay; viability was expressed as the percentage of optical density respect to cells exposed to NG 
(100%). Cell death was measured through LDH release and TUNEL assay. (b) The results of LDH release are 
expressed as units per milliliter (U/ml). (c) Representative fluorescent micrographs of TUNEL-positive cells 
(green) compared to total cells (DAPI, blue) in MC exposed to NG or HG; positive control (pos: plus DNAse). 
Data are expressed as the mean ± SEM of duplicate cultures and are representative of three independent 
experiments. Scale bars: 50 µm. *p < 0.05 with respect to NG.
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under low glucose concentrations, but was significantly increased after 1 h incubation in HG (140% ± 1.0) and 
remained high through all other times studied. (Fig. 2c).

Nrf2 expression in Müller cells.  The Nrf2 expression levels from Müller cells extracts were analyzed by 
Western blot. Nrf2 immunoblotting revealed a single band of ≈ 68 kDa corresponding to the reported molecular 
weight. Nrf2 expression levels did not change in cells incubated with NG for different period times (Supple-
mentary Fig. 3), so we averaged and normalized that as 100%. After 3 h incubation with HG, Nrf2 protein levels 
decreased by 48% ± 4.2; then, Nrf2 levels showed a progressive increase reaching control levels at 48 h (81% ± 2.5; 
Fig. 3a,b). Similarly, protein levels of Keap1 were significantly decreased in MC exposed to HG for 3 h (28% ± 6; 
Fig. 3a,c). Afterward, Keap1 protein levels gradually increased, reaching control levels at 48 h of incubation with 
HG (92% ± 11.1).

Nrf2 subcellular localization.  In response to oxidative stress, Nrf2 is translocated to the nucleus. We 
evaluated Nrf2 activation by immunofluorescence and Western blot of cellular fractions. Immunofluorescence 
studies showed Nrf2 distributed in the cell soma with a higher nuclear intensity in MC incubated with NG. Nrf2 
labeling in the MC exposed to HG was located predominantly in the nuclear region (Fig. 4a). Similarly, Western 
blot analysis of the nuclear fraction obtained by differential centrifugation revealed relatively high Nrf2 levels in 
MC incubated in NG. Nrf2 nuclear levels were reduced at 3 h (48% ± 4.5) in MC exposed to HG, but after that, 
Nrf2 levels showed a progressive increase reaching levels higher than the NG at 48 h (161% ± 4; Fig. 4b). In con-
trast, cytoplasmic Nrf2 levels continuously decreased from 3 to 48 h (69% ± 2.7–34% ± 5.7) (Fig. 4c).

High glucose decreases expression of antioxidant enzymes regulated by Nrf2.  Nrf2 binds to 
ARE DNA sequences, leading to transcription of antioxidant enzymes. We analyzed gene expression patterns of 
the Nrf2-regulated antioxidant enzymes Glutamate-Cysteine Ligase (catalytic subunit, GCLc) (Fig. 5a), Super-
oxide Dismutase 2 (SOD2) (Fig. 5b), and Thioredoxin (TXN) (Fig. 5c) in cultured MC. mRNA levels of these 
enzymes were considerably reduced after 1 h incubation within HG remaining low for up to 24 h incubation. 
Remarkably, mRNA expression of these enzymes was increased considerably at 48 h, reaching values higher than 
those in NG (Fig. 5a–c).

We also evaluated the effect of HG exposure on two of the main cellular antioxidants: catalase and glutathione 
(GSH). Catalase activity decreased in MC exposed to HG from 3 to 24 h (0.4 U/mg ± 0.03–0.6 U/mg ± 0.06), but 
significantly increased at 48 h (2.3 U/mg ± 0.1; Fig. 5d). GSH levels were reduced after a 3 h incubation with HG 
(7 nmol/mg ± 0.1) and remained low up to 48 h (5 nmol/mg ± 0.6; Fig. 5e).

Moreover, HG incubation for 1–3  h induced a considerable decrease in Nrf2 mRNA levels 
(0.3 ± 0.08–0.1 ± 0.06), but they were remarkably increased at 6 h (4.25 ± 0.3), reaching fourfold higher values 
than those in NG, and remained constant up to 48 h (2.8 ± 0.3; Fig. 5f).

Figure 2.   High glucose concentrations increase ROS and RNS production levels in MC. Cells were incubated 
with NG (Ctr) or HG for different time periods (1–48 h). (a) Production of ROS in MC. In the upper part, 
representative fluorescent micrographs. The lower part, the percentage of relative H2DCFDA fluorescence per µg 
protein. (b) Representative micrographs of DHE-positive cells (red). (c) Production of RNS in MC. The upper 
part, representative fluorescent micrographs. The lower part, the percentage of relative DAF-FM fluorescence 
per µg protein. Data are expressed as the mean ± SEM of duplicate cultures and are representative of five 
independent experiments. Scale bars: 50 µm. NG, normal glucose; HG, high glucose. *p < 0.05 with respect to 
NG, **p < 0.01 with respect to NG, ***p < 0.001 with respect to NG.
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GSK3‑β phosphorylation.  Because Gsk3 negatively regulates Nrf2 levels independently of Keap1, we 
evaluated Gsk3-β activation through its phosphorylation levels in Ser9. While total Gsk3-β levels did not change 
during all times and conditions studied, Gsk3-β phosphorylation levels were enhanced after 1 (151% ± 25.5) and 
3 h (149% ± 16.4) HG incubation. After a 6 h incubation, Gsk3-β phosphorylation levels decreased (56% ± 7.7) 
from those of controls and remained low up to 48 h incubation (69% ± 8.3; Fig. 6).

High glucose promotes the expression of inflammatory proteins in Müller cells.  In addition to 
Keap1 and Gsk3-β, Nrf2 activity is negatively modulated by the transcription factor NF-kB. Therefore, we exam-
ined the effect of HG on its p65 subunit levels and of those of two of its target genes: interleukin-1β (IL-1β) and 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) (Fig. 7). Canonical NF-kB subunit p65 levels were considerably increased 
since 1 h incubation in HG (171% ± 8.5; Fig. 7a). Also, HG caused a significant increase in the iNOS expression 
after 1–48 h incubation. Whereas IL-1β levels were elevated at 1 (154% ± 13.8) to 3 h (198% ± 20.3), and after 
that, its levels decreased progressively (Fig. 7b,c).

Discussion
Under redox homeostasis, cells produce moderate ROS concentrations involved in cell signaling processes that 
are rapidly eliminated by antioxidant systems34. However, when the cellular redox state is altered by prolonged 
increases in ROS, surpassing the antioxidant defenses, cells suffer a state of oxidative stress leading to molecular 
damage35,36. Cells have an efficient antioxidant system, consisting of several antioxidant molecules that neutralize 
or eliminate oxidant molecules and indirect antioxidants that are redox-sensitive transcription factors. Among 
these factors, Nrf2 is considered the master regulator of the antioxidant response37,38. Oxidative stress has been 
strongly implicated in DR. Several studies have reported increases in ROS, decreases in antioxidant enzymes 
activities, and alterations in Nrf2 expression and function in the retina from long-term diabetic animals39,40.

The retina is a tissue composed of several cell types, and each cell type contribution to the development and 
progression of oxidative stress in DR has not been elucidated. Among them, glial Müller cells play a main role 
in maintaining neuronal function. Hyperglycemia induces the stress protein marker GFAP expression in MC. 
Besides, in vitro studies have shown occurrence of HG induced oxidative stress in different cell types, including 
MC41–45. There is also evidence that prolonged HG exposure increases hydrogen peroxide and nitric oxide levels 
in MC46,47. However, these studies evaluated single time points, preventing ascertainment of whether the redox 
imbalance is HG induced or is an after effect.

Several studies have reported that high glucose concentrations induce cell death in MC30–32. We observed 
a decrease in cell viability at 6 h of incubation with high glucose (Fig. 1a), however viability recovered values 
similar to the control in subsequent incubation times. The MMT assay is mainly associated with mitochondrial 
dehydrogenase activity, therefore its measurements can be affected by mitochondrial metabolism and by the 

Figure 3.   High glucose concentrations decrease Nrf2 and Keap1 levels in MC. Western blot analysis of Nrf2 
and Keap1 expression in homogenates from MC exposed to NG (Ctr) or HG for different time periods (1–48 h). 
The upper part, representative western blot (a). The lower part, densitometric quantification of Nrf2 (b) and 
Keap1 (c) levels. The relative expression levels were normalized using actin. Values are the mean ± SEM (n = 7 
per group) carried out in duplicate. NG, normal glucose; HG, high glucose. *p < 0.05 with respect to NG, 
***p < 0.001 with respect to NG. Full-size blots are presented in Supplementary Fig. 3.
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activity of other intracellular dehydrogenases48,49, the decrease in cell viability at 6 h of exposure to high glucose 
could be due to transient changes in MC metabolism and not necessarily a reduction in cell viability. LDH 
(Fig. 1b) and TUNEL (Fig. 1c) assays did not show an increase in cell death. Studies that have reported changes 
in cell viability have used Müller glial cell lines (rMC-1 and MIO-M1)31,32,50 that might be more susceptible to 
the effect of high glucose than primary rat Müller glial cell cultures.

We analyzed the time course effect of HG incubation on ROS production in MC. As expected, ROS levels 
increased after a relatively short time incubation (6–12 h). We also found increase in RNS levels, and remark-
ably, they were elevated earlier than ROS (1 h) (Fig. 2). In agreement with the ROS increase, we observed that 
HG significantly reduced two main oxidant systems, GSH levels and catalase activity (Fig. 4), suggesting a redox 
homeostasis imbalance from early HG exposure. Nrf2 is known to regulate the basal and inducible transcription 
of various antioxidant enzymes, including catalase and enzymes regulating GSH synthesis13.

Therefore, we analyzed the expression of Nrf2 in MC. Western blot studies revealed the expression of Nrf2, 
which showed a substantial decrease at 3 h of HG incubation. After that, total Nrf2 protein levels progressively 
increased over time, being at 48 h, similar to those in NG. Under NG conditions, immunofluorescence studies 

Figure 4.   Nrf2 subcellular localization in MC. Cells were exposed to HG for the indicated time intervals. (a) 
Immunofluorescent localization of Nrf2 in MC. Blue marks nuclei (DAPI); Red, Nrf2-staining, and Pink, merge 
of blue and red indicating nuclear localization of Nrf2. (b) Nuclear and (c) Cytoplasmic Nrf2 expression in MC 
exposed to HG. The upper part, representative western blot of Nrf2. The lower part, quantification of the relative 
levels of Nrf2. The relative expression levels were normalized using actin (cytoplasmic) or H2b (histone 2b; 
nuclear). Values represent the mean ± SEM (n = 5 per group) carried out in duplicate. NG, normal glucose; HG, 
high glucose. Scale bar represents 50 µm. *p < 0.05 with respect to NG; ***p < 0.001 with respect to NG. Full-size 
blots are presented in Supplementary Fig. 4.
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Figure 5.   High glucose concentrations alter the expression of antioxidant enzymes and GSH levels. MC were 
exposed to HG for the indicated time intervals. mRNA levels of GCLc (a), SOD2 (b), TXN (c) and Nrf2 (f). 
The relative mRNA levels were normalized using ACT (actin). Values are the mean ± SEM (n = 4 per group) 
carried out in duplicate. (d) Glutathione (GSH) levels are expressed as nmol/mg protein. (e) Catalase activity is 
expressed as U/mg protein, as described in Methods. Values are the mean ± SEM (n = 5 per group) carried out 
in duplicate. NG, normal glucose; HG, high glucose. *p < 0.05 with respect to NG, **p < 0.01 with respect to NG, 
***p < 0.001 with respect to NG.

Figure 6.   GSK3-β phosphorylation. Western blot analysis of phospho-GSK3-β (Ser 9) and GSK3-β expression 
in homogenates from MC exposed to NG (Ctr) or HG for different time periods (1–48 h). The upper part, 
representative western blot. The lower part, quantification of the expression levels. The relative expression levels 
were normalized with total GSK3-β. Values are the mean ± SEM (n = 4 per group) carried out in duplicate. NG, 
normal glucose; HG, high glucose. *p < 0.05 with respect to NG, ***p < 0.001 with respect to NG. Full-size blots 
are presented in Supplementary Fig. 5.
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demonstrated intense labeling of Nrf2 in the nucleus of MC, unlike other cell types in which Nrf2 localization 
in the absence of oxidative stress is restricted to the cytoplasm51–53. Thus, these results could indicate a high anti-
oxidant capacity in MC. Proteomic studies have shown that MC have a high antioxidant capacity compared to 
different types of neurons in the retina54. Moreover, under HG conditions, immunofluorescence studies showed 
that Nrf2 is mainly located in the nuclear and perinuclear regions.

MC incubated in NG expressed relatively high Nrf2 levels in both nuclear and cytoplasmic fractions at all 
incubation times studied, in immunofluorescence experiments. Interestingly, incubation of MC within HG 
induced a transient decrease of Nrf2 in both nuclear and cytoplasmic fractions. While Nrf2 nuclear levels pro-
gressively recovered from 6 to 48 h, cytoplasmic levels decline. Surprisingly, the Nrf2 mRNA levels were also 
remarkably reduced after 1 and 3 h HG incubation; afterwards, mRNA levels were considerably higher, reaching 
values four-fold higher than those in NG (Fig. 5f).

The transient Nrf2 nuclear levels reduction may affect transcription of antioxidant genes. We found that 
mRNA levels of three Nrf2 target genes GCLc, SOD2, and TXN were reduced likewise at short HG exposure 
times. Unexpectedly, although Nrf2 mRNA and protein nuclear levels recovered after 6 h incubation in HG, its 
target genes expression and catalase activity took much longer to recover, only after 48 h of incubation with HG. 
Moreover, GSH levels remained lower, suggesting the occurrence of oxidative stress in spite of elevated Nrf2 
nuclear levels. Despite this oxidative stress, we did not observe cell viability changes, suggesting a high capacity 
in MC to adapt to these conditions.

Multiple mechanisms control cellular Nrf2 function. The best-characterized Nrf2 regulation mechanism 
is mediated by its interaction with the Keap1-Cullin3-Rbx1 complex, which leads to Nrf2 ubiquitination and 
subsequent proteasomal degradation55. We found that Keap1 levels also decreased at short times of exposure to 
HG, but recovered in parallel to those of Nrf2, in agreement with Keap1 being a Nrf2 target gene56.

In addition to Keap1, Nrf2 contains a group of serine residues in its Neh6 domain that can be phosphoryl-
ated by GSK-3β. This phosphorylation creates a phosphodegron motif, which can be recognized by the β-TrCP-
Cul1-Rbx1 E3 ubiquitin ligase complex, promoting the degradation of Nrf257,58. We observed an increase of 
GSK-3β phosphorylation at short times upon HG exposure; therefore, consistent with the decrease of Nrf2 at 
early times. The decrease in GSK3-β phosphorylation over long periods could be due to a metabolic adaptation 
to HG exposure and appears not to affect Nrf2 levels. Moreover, the decrease in Nrf2 protein levels appears to 
be due to a decrease in its synthesis since we observed a transient decrease in its mRNA.

Various studies have identified that MC increase the secretion of pro-inflammatory protein levels in diabetic 
retinopathy28,59,60. NF-kB is a transcription factor that controls genes associated with inflammation, and its activa-
tion can negatively regulate Nrf2 expression and its target genes61. Interestingly, we found that incubation with 
high glucose increases the p65 canonical NF-kB subunit after short incubation times (1 h). Also, HG increases the 
levels of two NF-kB target genes: iNOS and IL-1b. The rapid iNOS increase may explained the RNS production 
observed at early incubation time with HG. These results also agree with early iNOS expression of iNOS in MC 
at early timepoint streptozotocin diabetes induction in rats29. These results are consistent with HG activating an 
inflammatory process, that in turn might negatively influences the expression of Nrf2 and causes the decrease of 
its target genes expression. Indeed, the p65 canonical NF-kB subunit competes with Nrf2 for the transcriptional 
coactivator CBP (CREB-binding protein) p300 complex62,63. Also, p65 promotes HDAC3 association with MafK, 
thus preventing heterodimer formation with Nrf2 and, as a consequence decreasing the expression of ARE-related 
genes64,65. It is noteworthy that Nrf2 controls its transcription, a fact that can also explain our results.

Figure 7.   High glucose concentrations induced the expression of inflammatory proteins in MC. Western blot 
analysis of NF-κB (a), IL-1β (b), and iNOS (c) expression in homogenates from MC exposed to NG (Ctr) or HG 
for different time periods (1–48 h). The upper part, representative western blot. The lower part, quantification 
of the expression levels. The relative expression levels were normalized using actin. Values are the mean ± SEM 
(n = 5 per group) carried out in duplicate. NG, normal glucose; HG, high glucose. *p < 0.05 with respect to NG, 
***p < 0.001 with respect to NG. Full-size blots are presented in Supplementary Fig. 6.
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Therefore, our results are consistent with HG initially inducing an inflammatory process which could lead to 
oxidative stress. Interestingly, at longer incubation times, despite the Nrf2 recovery levels, there is a persistent 
redox state imbalance as shown by GSH levels, that may be part of an inflammatory response. Although viabil-
ity was not affected, this imbalance might lead to alterations in cell homeostasis that can induce changes in the 
normal MC function, and this to homeostatic changes in other retinal cells, leading to retinopathy.

Methods
Müller Glia Culture.  Retinal MC were isolated from postnatal (P 7–8 days) Long-Evans rats and were cul-
tured using a protocol described by Hicks and Courtois66. Briefly, eyes were dissected out in Hank’s Ca2+ and 
Mg2+ free Balanced Salt Solution (H-4641 Sigma Aldrich) and incubated with trypsin (0.1%) at 37 °C for 30 min. 
Afterward, retinas were dissected in Dulbeco modified Eagles medium (D-2429 Sigma Aldrich) supplemented 
with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco), 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin, and 2.5 µg/ml amphotericin 
(DMEM-SFB). The retinas were mechanically dissociated by successive aspirations of the DMEM-SFB contain-
ing DNAse (100 U/ml). Suspended cells were counted using a Neubauer chamber and seeded in culture plates (6, 
24, or 96 well) at a density of 160,000 cells/cm2. Cells were maintained in DMEM-FBS containing glucose (1 g/l) 
at 37 °C in a humidified atmosphere with 95% air/5% CO2. After 3 days in culture, the monolayer was vigorously 
rinsed to eliminate possible non-glial attached cells; medium was replaced every 3 days for fresh medium. Cells 
were used at approximately 90% confluency. The purity of Müller cell cultures was assessed by vimentin and 
glutamine synthetase immunofluorescence staining, specific markers of Müller glial cells. The percentage of the 
Müller glial cell purity is greater than 95% (Supplementary Fig. 1).

All procedures were in agreement with the Mexican Institutes of Health Research rules (DOF. NOM-
062-Z00-1999) and with the Statement on the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research of the Associa-
tion for Research in Vision and Ophthalmology. The protocol was approved by the Ethics Committee in Animal 
Experimentation of the Instituto de Fisiología Celular, UNAM (protocol number RSS43-14). All experiments 
were performed in accordance with relevant guidelines and regulations and ARRIVE guidelines.

Incubation conditions.  MC were incubated DMEM-SFB in the presence of normal (5 mM; NG) or high 
glucose concentrations (25 mM; HG) for different time periods (1–48 h). The culture medium was not changed 
during the treatment times. The cells treated with HG were compared with their respective control (NG) at the 
same times. The osmotic control medium was 5.5 mM glucose with 19.5 mM mannitol (Supplementary Fig. 2). 
The culture medium maintained high glucose concentrations during the different times studied (Supplementary 
Table 1).

Western Blot.  For Western Blot studies, MC were culture in 6-well plates, and after incubation with HG or 
NG, cells were rinsed with cold PBS and dislodged using a scraper. Cell samples were homogenized in RIPA lysis 
buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 158 mM NaCl, 1 mM EGTA, 10 mM Na2MoO4, 25 mM NaF, 1 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride, 1 mM Na3VO4, 1 mM EDTA, 2% Triton X-100, 0.2% SDS, and proteases-phosphatases 
inhibitors). The samples were incubated under constant shaking for 60 min at 4 °C and centrifuged at 17,000×g 
for 30 min at 4 °C. 25 µg of total protein for each sample were boiled in Laemmli’s sample buffer67 for 5 min 
and resolved by 10% SDS-PAGE together with molecular weight markers (Precision Plus Protein Kaleidoscope 
standards, Bio-Rad). The proteins were transferred to polyvinyl difluoride membranes (Millipore Corp.) accord-
ing to standard techniques. The membranes were stained with Ponceau S to confirm that protein loading was 
the same in all lanes. Nonspecific protein binding sites were blocked with 5% nonfat milk in TBS-Tween (0.1% 
Tween 20, 20 mM Tris–HCl, and 136 mM NaCl, pH 7.6) for 3 h at room temperature, and then, membranes 
were incubated overnight at 4 °C with primary antibodies: Nrf2 (1:800; Abcam, ab137550), Keap1 (1:500; Santa 
Cruz, sc-33569), H2b (1:1000; Cell Signaling, 12364), Actin (1:3000, Abcam #ab-3280), iNos (1:1000, Abcam, 
ab95441), GSK3-β (1:1000; Cell Signaling, 9315), Phospho-GSK3 (1:800; Cell Signaling, 9323) or NF-κB (1:1000, 
8242, Cell Signaling), diluted with 0.25% BSA and 0.01% thimerosal in TBS-Tween buffer. The following day, 
membranes were washed three times with TBS-Tween and incubated for 3 h at room temperature with a sec-
ondary HRP-conjugated antibody (1:8000; Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore 
Corp.). The signal was detected using an enhanced Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore Corp, Billerica, 
MA). The signals on Hyperfilm ECL (GE Healthcare Ltd.) were digitized with an Alpha DigiDoc RT (Alpha 
Innotech.) and analyzed using relative optical densities derived from a densitometry program (Alpha Ease FC 
Stand Alone, Alpha Innotech). The optical density of protein levels were normalized with their respective load-
ing control using actin. The relative protein levels under the experimental conditions was obtained as the optical 
density of samples from cells incubated with HG compared to those of the control (NG) on the same Western 
blot.

Protein content.  Total protein content was determined according to Lowry et al.68 with a commercial assay 
kit (BioRad DC) using BSA as the standard.

Subcellular fractionation.  Cells were incubated in lysis buffer (50 mM HEPES (pH 7.5), 0.3 M sucrose, 
1  mM EDTA, 1  mM PMSF, 1  mM Na3VO4, 0.1% Triton X-100, and proteases-phosphatases inhibitors) for 
10 min on ice and homogenized. The lysates were centrifuged at 1000×g for 10 min at 4 °C. The supernatants 
were used as cytoplasmic fractions. The pellets (nuclei) were homogenized in nuclear buffer (50 mM HEPES 
(pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 1% Triton X-100, 1% SDS, and proteases-
phosphatases inhibitors) and centrifuged at 17,000×g for 15 min at 4 °C. The fractions were analyzed by Western 
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blotting; immunoblot results for actin and histone H2b were used as markers for the cytoplasmic and nuclear 
fractions, respectively.

Immunofluorescence.  Cells were grown on coverslips and fixed with paraformaldehyde-(4% paraformal-
dehyde (W/V)—4% sucrose in 0.1 M PBS, pH 7.4) for 10 min at room temperature. Samples were rinsed three 
times for 5 min each with PBS. Cells were permeabilized with 0.4% saponin-PBS. Then, samples were blocked 
with 1% BSA-PBS for 1 h at room temperature. Samples were then incubated overnight at 4 °C with primary 
antibodies: Nrf2 (1:250, Abcam, ab137550); Keap1 (1:250, Santa Cruz, sc-33569); and Vimentin (1:250, Dako, 
Mo72529). Samples were washed three times and incubated with secondary antibody: Cy3-conjugated anti-
rabbit (1:500, Chemicon) for 2 h at room temperature in a light-protected humidified box. Cell nuclei were 
stained with 300 nM DAPI (D4592, Sigma) for 10 min at room temperature. Samples were then washed with 
PBS. Coverslips were mounted onto glass slides with 79% glycerol (V/V in PBS) and stored in a light-protected 
container. For controls, primary antibodies were omitted. Samples were examined using a Nikon microscope 
(Nikon Corp., Tokyo, Japan) and photographed with a Nikon DXM1200 digital camera (Nikon Corp., Tokyo, 
Japan).

Total RNA isolation and RT‑PCR.  Total RNA was extracted from the cells using the TRIZOL reagent 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in accordance with the manufacturer’s protocol. cDNA was synthesized with 
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, M170A). Subsequently, Real Time-PCR (RT-PCR) was performed 
using SYBR Green I Master (Roche; 04 707 516 001) in the LightCycler 2.0 (Roche) according to the follow-
ing thermal cycling conditions: the initial denaturation of one cycle at 95 °C for 10 s; followed by amplification 
with 50 cycles at 95 °C for 10 s, 62–69 °C for 10 s and 72 °C for 10 s; followed by the melting curve analysis with 
temperatures ranging from 60 to 95 °C. Primers used were (5′–3′): Thioredoxin (TXN), forward: ATG​ACT​GCC​
AGG​ATG​TTG​CT, reverse: ACT​CCC​CAA​CCT​TTT​GAC​CC; Superoxide Dismutase 2 (SOD2), forward: GCT​
TGA​ATT​GCT​TGG​ACG​CT, reverse: GCC​CCA​ACA​CAG​AGA​TGG​AA; catalytic Glutamate-Cysteine Ligase 
(GCLc), forward: GAG​CGA​GAT​GCC​GTC​TTA​CA, reverse: TTG​CTA​CAC​CCA​TCC​ACC​AC; Actin B (ACTb), 
forward: ATG​TGG​ATC​AGC​AAG​CAG​GA, reverse: AAG​GGT​GTA​AAA​CGC​AGC​TCA and NRF2, forward: 
CAC​ATC​CAG​ACA​GAC​ACC​AGT, reverse: CTA​CAA​ATG​GGA​ATG​TCT​CTGC. Each biological sample was 
amplified in a technical replicate, and the average Ct (cycle threshold) value was used to determine the change 
in expression. Percentage change was calculated using the comparative Ct (2−∆∆Ct) method, where target mRNAs 
were normalized to the ACTb expression.

Determination of ROS and RNS.  The generation of intracellular reactive oxygen species was determined 
by two fluorescent markers sensitive to ROS: 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA, which 
detects mainly hydrogen peroxide and superoxide), and dihydroethidium (DHE, specific to superoxide). The 
generation of reactive nitrogen species (RNS) was determined by 4-amino-5-methylamino2′,7′-difluorescein 
(DAF-FM, detects nitric oxide).

MC were cultured in 96-well plates. After treatment, the culture medium was eliminated, and the cells were 
rinsed with PBS and incubated with 25 µM H2DCFDA (Molecular Probes, Ref-C400) or DAF-FM (Life technolo-
gies, D-23842) in PBS for 30 min at 37 °C in a humidified atmosphere with 95% air/5% CO2. After incubation, 
cells were washed with PBS, and 100 µl PBS was added to each well. Fluorescence was measured with a multi-
mode microplate reader (FlexStation; Molecular Devices) at 488 nm excitation and 535 nm emission. ROS levels 
were expressed as the percentage of relative fluorescence per µg protein (BCA method, Sigma, 500-0006). For 
microscopy studies, cells were cultured on coverslips and incubated under the same conditions.

To detect superoxide accumulation, the cells were incubated on coverslips with 10 µM DHE (Sigma, D7008) 
in DMEM medium for 30 min at 37 °C. The cells were then washed three times with PBS and mounted on glass 
slides and observed under a fluorescence microscope. The fluorescent quantification was determined using the 
calculation for the corrected total cell fluorescence (CTCF) = integrated density −  (area of select × mean fluo-
rescence of background readings)69. For each image, three background areas were used to normalize against 
autofluorescence.

GSH levels.  Cells were washed with ice-cold PBS and scraped into ice-cold GSH buffer (1% sulfosalicylic 
acid, 0.1% Triton X-100 in 0.1 M phosphate buffer with 5 mM EDTA, pH 7.5). GSH levels in the cell extracts 
were measured by the DTNB-glutathione disulfide reductase recycling method described by Rahman et al.70. 
GSH concentration in the samples was determined using a standard GSH calibration curve, and the amount of 
GSH in the sample was expressed as nanomoles of GSH per milligram of protein.

Catalase activity.  Catalase activity was determined by measuring the decrease in H2O2. Cells were homog-
enized with 0.1% Triton in PBS and centrifuged at 17,000×g for 30 min at 4 °C. Supernatants were incubated with 
5 mM H2O2 in PBS. The decrease of H2O2 was measured at 240 nm for 3 min at 30 s intervals, using a micro-
plate reader (PowerWave HT, Biotek). Catalase activity in the samples was determined using a standard catalase 
calibration curve (Sigma, C1345; 0–150 u/ml). Catalase activity was expressed as units per milligram protein71.

Cell viability.  Cell viability was assessed by the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT) assay. After incubation with normal or high glucose, MTT (5  mg/ml-PBS) was added to each 
well and incubated for 4 h at 37 °C. The culture medium was then removed, and the insoluble precipitate was 
dissolved by adding 200 µl of dimethyl sulfoxide (DMSO). Optical densities at 510 nm were measured using 
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a microplate reader (PowerWave HT, Biotek). Each experiment was performed in triplicate. Cell viability was 
calculated as the percentage of optical density respect to cells exposed to NG.

Lactate dehydrogenase (LDH) assay.  For LDH cell released determination, 500 µl of culture medium 
were collected at different incubation times and centrifuged. Supernatants were incubated with 120 µM NADH 
in 0.1 M of PBS for 3 min at room temperature, and the reaction was started with 2.3 mM pyruvate. The LDH 
activity of the samples was obtained by measuring the decreasing rate of NADH absorbance at 340 nm for 4 min 
using a microplate reader (PowerWave HT, Biotek). LDH activity was expressed as units per milliliter.

TUNEL assay.  For the TUNEL assay, we used the in-situ cell death detection fluorescein kit (Roche Diag-
nostic). Briefly, cells on coverslips were fixed as described for immunocytochemistry studies and permeabilized 
with 0.1% Triton X-100 in 0.1% citrate buffer for 2 min on ice, then incubated in TUNEL reaction mix at 37 °C 
for 1 h. Incubation without the deoxynucleotidyl transferase enzyme was conducted as a negative control. For 
positive control, cells were treated with DNAse I (0.1 mg/mL) for 15 min at 37 °C before the TUNEL reaction. 
Afterward, the coverslips were incubated with DAPI and mounted on glass slides with 79% glycerol. Samples 
were examined using a fluorescence microscope.

Data presentation and statistics.  All data are expressed as the mean ± SEM and were analyzed with 
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, C.) All experiments were performed a minimum of three times. 
Assessment of normal distribution of data was carried out with the Shapiro–Wilk test. Levene’s test was used to 
assess the homogeneity of variance between groups. Statistical significance was assessed by unpaired two-tailed 
t-test for comparison between two groups. One-way ANOVA with Tukey post hoc test, for multiple compari-
sons. A significant difference between the control and experimental group was defined with a p value of ≤ 0.05. 
The specific details of each experiment are provided in the corresponding figure legends.

Data availability
The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from the corresponding 
author on reasonable request.
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