
“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  1 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MÉXICO 

FACULTAD DE MEDICINA 

DIVISIÓN DE ESTUDIOS DE POSGRADO 

HOSPITAL JUÁREZ DE MÉXICO 

 

 “INTERNALIZACIÓN NUCLEAR DE NRF2 SECUNDARIO AL USO DE 

EPIGALOCATEQUINA 3 GALATO COMO ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA EN 

RETINAS DE CONEJOS DAÑADAS BAJO EL ESTÍMULO DE 

ISQUEMIA/REPERFUSIÓN” 

 

TESIS DE POSGRADO 

PARA OBTENER EL TÍTULO DE: 

ESPECIALISTA EN OFTALMOLOGIA 

 

PRESENTA: 

DR. CÉSAR AUGUSTO CONDE CASTAÑÓN 

 

ASESOR DE TESIS 

DR. EN C. JOSÉ JAVIER FLORES ESTRADA 

 

MÉXICO, CDMX                         JULIO 2016 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  2 
 

AUTORIZACIÓN DE TESIS 

REGISTRO HJM 0118/16-R 

 

_____________________________ 

DR. CARLOS VIVEROS CONTRERAS 

TITULAR DE LA UNIDAD DE ENSEÑANZA 

HOSPITAL JUÁREZ DE MÉXICO 

  

_____________________________ 

DR. MARIO ENRIQUE LEONARDO DUARTE  TORTORIELLO 

PROFESOR TITULAR DEL CURSO UNIVERSITARIO 

HOSPITAL JUÁREZ DE MÉXICO 

 

 

_______________________________ 

DR. EN C. JOSÉ JAVIER FLORES ESTRADA 

ASESOR DE TESIS 

HOSPITAL JUÁREZ DE MÉXICO 

 

 



“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Por lejos el mejor premio que ofrece la vida es la oportunidad de trabajar duro en lo que 

vale la pena hacer”  

 Theodore Rooselvelt 

 



“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  4 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

A Dios por darme la capacidad y fuerza para seguir adelante en este largo camino de vida. 

 

A mis padres Jorge Conde Hernández y Nedy Castañón Domínguez, quienes han estado a 

mi lado para cumplir este proyecto, gracias por su apoyo incondicional, paciencia y amor.  

 

A mi hermanos Jorge Conde Castañón y Andrea Conde Castañón, porque que siempre 

estuvieron cuando los necesité, nunca dejándome solo. 

 

Agradezco al Dr. Mario Duarte Tortoriello, por darme la oportunidad de poder lograr uno 

de mis grandes objetivos de vida. 

 

Mi asesor de tesis Dr. José Javier Flores Estrada, por la inmensa paciencia, por todas sus 

enseñanzas y además de ser mi maestro un gran amigo. 

 

Agradezco al Ing. Raúl Josué Rivera Pérez, por todo su apoyo, sin ti quizás gran parte de mi 

proyecto no hubiera sido completado. 

 

Dra. Malena Arroyo Mendoza, amiga patóloga, quien me enseñó y aporto una parte 

primordial en este proyecto. 

 

C. Francisco Jiménez y colaboradores, por permitirme trabajar en el bioterio y ayudarme 

en todo lo posible. 

 

“En las buenas y en las malas juntos, toma mi mano si me escuchas”  



“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  5 
 

ÍNDICE 

 

I.- RESUMEN         6  

II.- INTRODUCCIÓN       7 

III.- JUSTIFICACIÓN        13 

IV.- OBJETIVOS        15 

V.- METODOLOGÍA        15 

- DISEÑO DE INVESTIGACIÓN Y TIPO DE ESTUDIO   15 

- DEFINICIÓN DE POBLACIÓN      15 

- CONSIDERACIONES ÉTICAS      16 

- MODELO DAÑO ISQUEMIA REPERFUSIÓN EN RETINA  17 

- ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS   20 

- ASPECTOS BIOSEGURIDAD      20 

VI.- RESULTADOS        21 

VII.- DISCUSIÓN        32 

VIII.- CONCLUSIÓN        34 

IX.- BIBLIOGRAFÍA        35 

X.- ANEXO          43 

 



“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  6 
 

I.- RESUMEN 

INTRODUCCIÓN. El síndrome de isquemia reperfusion (I/R) se asocia a una falta de 

suministro sanguíneo, generando hipoxia, que posterior se asocia a del flujo sanguíneo, lo 

que produce un estado de reperfusion, generando liberación y activación de procesos 

metabólicos, radicales libres y citoquinas inflamatorias, que van a generar un daño 

especifico al tejido. El síndrome I/R a nivel ocular se asocia a patologías como episodios de 

glaucoma agudo, retinopatía diabética, oclusiones vasculares y retinopatía del prematuro, 

todas ellas, generan un daño oxidativo a nivel retiniano teniendo como resultado 

destrucción celular, lo cual se verá reflejado clínicamente como una perdida visual 

irreversible. Sin embargo existen algunas vías que se activan en respuesta a la I/R, vías 

antioxidantes capaces de prevenir el daño oxidativo inducido. El NRF2 es un factor de 

trascripción que regula la expresión de elementos antioxidantes, considerado como un 

factor de protección celular contra estrés oxidativo y procesos inflamatorios, secundari o a 

una serie de eventos que genera internalización nuclear, sin embargo su comportamiento 

a nivel retiniano no está del todo estudiado. El objetivo del estudio se basa en el  uso de 

un flavonoide natural, la Epigalocatequina 3- galato (EGCG) secundario del metabolismo 

de la planta camelia sinensis, pueda determinar la capacidad antioxidante para estimular 

la internalización nuclear de NRF2 asociado a un proceso de I/R previo en tejido retiniano. 

METODOLOGÍA. Se realizó un estudio experimental pre – clínico con medición transversal 

y direccionalidad prolectiva, utilizando conejos machos de raza Nueva Zelanda con peso 

estandarizado y sin patología oculares previa. Se indujo isquemia por aumento de presión 
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intraocular monocular por arriba de 85 mmHg durante 60 minutos, y valoración de la 

reperfusión a las 3, 6, 24 y 48 hrs posteriores, obteniendo el tejido vía enucleación. Para la 

administración de EGCG y grupo de estudios la dosis establecida será de 0.2 mg, 5 mg, 10 

mg, 20 mg y un grupo vehículo, el cual será disuelto en solución salina estéril aplicado en 

vena marginal de la oreja del conejo 30 mins durante la isquemia. Las muestras serán 

analizadas mediante tinción hematoxilina y eosina evaluando cambios estructurales, 

cambios por infiltración de células inflamatorias y grado de necrosis, por 

Inmunofluorecencia se determinará el nivel de expresión e inmunolocalización de NRF2  

OH-1. RESULTADOS. En base los resultados histológicos de decide la dosis de EGCG E500, 

en comparación con el vehículo (IR-SS-Xhrs), existe mayor translocación internuclear de 

NRF2 y expresión citoplasmática de OH-1 en  dosis única. CONCLUSIONES. En este estudio 

se sugiere que el uso de EGCG en dosis única postratamiento en retinas con I/R la 

expresión de NRF2/OH1, puede ser un factor neuroprotector 

II.- INTRODUCCIÓN 

El síndrome de isquemia reperfusion (I/R) se define como un proceso de falta de 

suministro sanguíneo en un periodo determinado a cierto tejidos generando un estado de 

hipoxia con posterior restablecimiento del flujo, conocido como reperfusión; cuando existe 

la interrupción del flujo sanguíneo da como resultado alteraciones metabólicas, que 

ocasionan daño celular debido a la generación de radicales libres y liberación de citoquinas 

inflamatorias (1).  
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En retina, el proceso de I/R se asocia a múltiples patologías como episodios de glaucoma 

agudo, retinopatía diabética, oclusiones vasculares y retinopatía del prematuro (2,3), 

produciendo un daño oxidativo generado edema neural, destrucción celular y activación 

de células gliales (4-6).  Las principales alteraciones por isquemia se reflejan como edema 

de tejido  y muerte de células ganglionares. Las células de Müller participan en la 

regulación de proteínas  acida fibrilar de tipo glial (GFAP) caracterizada por un incremento 

del aumento de las células gliales, la expresión de esta proteína es directamente 

proporcional al daño establecido por la isquemia (30). Los mecanismos subyacentes del 

daño a la retina inducidos por la IR inician con una depleción de oxígeno y reservas de 

energía permitiendo alteración en la homeostasis, además de este daño isquémico, se 

produce reperfusion, en el cual existe una mayor producción de radicales libres como 

especies reactivas a nitrógeno y oxigeno (RNS y ROS), estos radicales contribuyen de 

manera directa al daño celular modulando las vías de procesos apoptóticos (31). En las 

células ganglionares con I/R son más susceptibles a la degeneración celular reflejándose 

como una baja en la agudeza visual (7,15). El estrés oxidativo a nivel histológico produce 

cambios tempranos como necrosis coagulativa de capas internas, las células neuronales 

sufren edema durante las primeras horas asociado a opacidad de la materia gris neuronal, 

las zonas de necrosis coagulativa pueden observarse de manera localizada  como resultado 

de microinfartos de la capa de fibras nerviosas; en fases tardías, la capa neuronal externa 

aún conserva su estructura, y la interna ya presenta un daño generalizado, considerado 

como una zona acelular por la gran actividad apoptótica que se ha producido (15).  
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Sin embargo las células neuronales de la retina son capaces de presentar un 

sistema  homeostático antioxidante endógeno con capacidad de regular la respuesta al 

estrés oxidativo (7), como la expresión de los antioxidantes superóxido dismutasa (SOD), 

catalasa y glutatión (12), son sustancias reactivas de oxigeno de diferentes 

compartimientos celulares; SOD convierte radicales de O2 en moléculas de H2O2 dentro 

de la mitocondria, la catalasa remueve H202 generado por la ruptura lipídica de los 

peroxisomas, es así como estas enzimas son expresadas como un proceso de regulación al 

daño isquémico. Recientemente se ha demostrado que los antioxidante endógenos están 

regulados por un elemento respuesta antioxidante (ARE). El factor transcripcional NRF2 

(factor eritroide de transcripción derivado 2) se une a ARE para inducir la expresión de 

genes blanco NQO1 (NADPH quinona deshidrogenasa 1), HO-1 (hemo – oxigenasa 1) y GST 

(Glutatión S-Transferasa) en respuesta a antioxidantes y xenobióticos, así como la 

regulación de elementos de respuesta antioxidante (8).  
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Hyun Ju Kim, Nosratola D. Vaziri, American Journal of Physiology - Renal Physiology Published 24 

February 2010 Vol. 298 no. 3 

NRF2 es una proteína de 373 aminoácidos, de masa molecular 95 a 110 kDa (a veces 

denominado p45), se expresa en células de tipo eritroide o megacariocitos, induciendo la 

expresión de genes de globina en tejidos específicos (32). NRF2 tuvo su primera evidencia 

cuando se estudió como factor protector contra el estrés oxidativo (9). Su regulación es un 

evento constitutivo que no requiere modificación post-transcripcional del sustrato debido 

a su asociación con Keap1 funcionando como un adaptador de sustrato al proteosoma 

(10). En condiciones fisiológicas el NRF2 reside en el citoplasma unido a Keap1, proteína 

inhibidora de la liberación, además de ser un marcaje de degradación proteosómica. 

Existen inductores de la vía mediada por ARE que tienen la capacidad química para 

interactuar con las cisteínas de Keap1 ya se por oxidación o alquilación para poder llevar 

acabo esta disociación entre NRF2 y Keap1 (25), sin embargo aún no se han determinado 

cuales son las cisteínas que se modifican como respuesta a los inductores de estrés 

oxidativo. 
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Una vez que NRF2 logra el proceso de internalización nuclear actúa como un sistema de 

transcripción activando genes antioxidantes como NADPH, Hemoxigenasa 1, catalasa, 

generando mecanismo citoprotector, en hígado, pulmones y cerebro (11). 

Estudios en retina muestra que NFR2 es un factor de modulación de respuesta 

inflamatoria asociado a estrés oxidativo (13), y la  deficiencia de NRF2 incrementa la 

susceptibilidad al estrés oxidativo incluyendo el daño en el epitelio pigmentario. (14),  es 

por estas cualidades, que la regulación de NRF2 con agentes terapéuticos podría ser una 

alternativa para evitar el daño producido por estrés oxidativo en patologías oftálmicas de 

tipo isquémicas. Los flavonoides entre ellos se han contemplado en la búsqueda de dichos 

tratamientos son compuestos polifenólicos naturales que han evolucionado para proteger 

las plantas contra el daño oxidativo inducido por la exposición crónica a la luz ultravioleta. 

Estos compuestos que están presentes en altas concentraciones en muchos alimentos de 

origen vegetal (frutas, verduras y tés) son regularmente consumidos en la dieta humana. 

Los flavonoides tienen muchos beneficios para la salud, asociados a un menor riesgo de 

padecer enfermedades crónicas, tales como enfermedades cardiovasculares y el cáncer al 

afectar los mecanismos moleculares implicados en la iniciación y progresión de estas 

enfermedades [53]. Debido a una potente actividad antioxidante depurando los  radicales 

libres tóxicos (ROS) mediante la donación de iones de hidrógeno. Además, también 

pueden modular vías de señalización celular (15). En particular, se puede inducir la 

expresión de fase-2 proteínas que funcionan para mejorar las  defensas naturales de las 

células contra el estrés oxidativo. Las proteínas de fase-2 catalizan varias reacciones que 
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neutralizan las especies reactivas de oxígeno y aumentan las concentraciones 

intracelulares de antioxidantes endógenos, como el glutatión (16). Entre las proteínas de 

fase-2  algunas de las enzimas están implicadas en el metabolismo de glutatión (glutatión 

S-Transferasa [GSH], glutamato cisteína ligasa) y otras enzimas  con propiedades 

antioxidantes, como la hemo-oxigenasa 1 (HO-1). (16). El té verde (de la planta Camellia 

sinensis) es una de las bebidas más populares en el mundo y el  impacto de su consumo en 

diversas enfermedades y poblaciones han sido reportados en estudios clínicos y en 

animales de laboratorio (54). Los efectos sobre la salud se atribuyen al alto contenido de 

flavonoides polifenólicos, en particular las catequinas. Las catequinas ha mostrado que 

ayudan a suprimir la inflamación crónica y daño por estrés oxidativo, aumentar la 

capacidad antioxidante y poseer propiedades anticancerígena, antimicrobiana, antiviral, 

anti-inflamatorios, anti-obesidad y antidiabéticos (55). Las principales catequinas que se 

encuentran en el té verde son epigalocatequina-3-galato (EGCG), epicatequina galato 

(ECG), la epigalocatequina (EGC) y epicatequina (EC). EGCG es la catequina más abundante 

que representa el 50-80% del contenido total de las catequinas, que se traduce en 200 a 

300 mg / taza de preparado de té verde (56). El conocimiento in vitro de la propiedades 

antioxidantes de EGCG se deben a la presencia de los grupos hidroxilo fenólicos en el anillo 

B y D. EGCG puede modular varias funciones de las células inmunes (57).  

Varios estudios muestran evidencias que EGCG ejerce una protección en varios 

líneas celulares inducida por estrés oxidativo a través de la activación de las p38 MAPK y 

ERK1/2 las cuales incrementan la expresión de Nrf2/HO-1. O bien se ha propuesto que 
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EGCG puede activar a Nrf2 por la disociación con Keap1. Entonces, Nrf2 activado entra al 

núcleo y se une a ARE para estimular la expresión de genes blanco como HO-1. HO1 

desintoxica ROS (58). Otros estudios muestran la inhibición de la vía de señalización de 

NF-B and Nrf2-Keap1 por EGCG contribuye al efecto neuroprotector en un modelo de 

nefropatía obstructivas, así como efectos neuroprotectores de isquemia cerebral focal, 

sugiriendo que se a través de la activación de la vía de señalización NRF2/ARE. 

Nuestra propuesta es el uso de un flavonoide de origen natural conocido como 

Epigalocatequina 3- galato (EGCG). Se ha estudiado que presenta actividad antioxidante, 

antihipertensiva, antinflamatoria, anticarcinogénica, efecto sobre alteraciones 

cardiovasculares (16-24). EGCG ha sido estudiado por sus propiedades y vías regulatorias, 

capaces de neutralizar actividad de los radicales libres (26), modular productos de la 

fosforilación de citoquinas (27), afectar la expresión de apoptosis por medio de la 

regulación de diversas caspasas (28), disminuir factores inflamatorios por medios de la 

inhibición de factor de degradación nuclear NFKb (29).  En este estudio se determinara la 

dosis única de EGCG intravenoso que no manifiesten severos cambios estructurales de la 

retina dañadas por I/R y su asociación con la inmunolocalización de NRF2 en las células 

neuronales de la retina. 

III.- JUSTIFICACIÓN 

Las principales causas de morbi – mortalidad en México son relacionadas a enfermedades 

crónicas degenerativas como la DM2, Hipertensión arterial sistémica y síndrome 

metabólico. Estas enfermedades presentan alteraciones oftálmicas, siendo una de las 



“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  14 
 

causas principales de ceguera irreversible, generado por un proceso de isquemia 

progresiva a nivel de la retina como la retinopatía diabética y las oclusiones vasculares. En 

base a la fisiopatología de dichas enfermedades es de gran importancia poder establecer 

regulación de los factores inflamatorios para disminuir el daño isquémico sobre la retina y 

así tener mejor pronóstico visual. 

El ECGC por sus cualidades antioxidantes puede ser una medida preventiva para 

disminuir la pérdida visual en patologías oftálmicas con daño isquémico, previniendo o 

retrasando la muerte de células neuronales de la retina, generando un mejor pronóstico. 

Pretendiendo demostrar en un modelo de prueba experimental de I/R ya estudiado, los 

factores que participan en el estrés oxidativo y proteínas que participan en el proceso de 

defensa de dicho daño para evitar mayor lesión al tejido neuronal. Los cambios 

histológicos y bioquímicos que se presentan en el daño de I/R en modelos experimentales 

animales pueden presentar similitud a los de patologías isquémicas e inflamatorias que se 

presentan en humanos. El resultado favorable de este estudio puede dar pauta para 

determinar nuevas investigaciones sobre la cualidad de EGCG como una sustancia 

neuroprotectora a nivel retiniano y poder ser una terapia alternativa para el manejo de 

patologías neurodegenerativas. 

Al no haber estudios que demuestren el efecto de EGCG sobre NRF2 como un 

regulador de la capacidad antioxidante endógena es de gran relevancia aportar este 

conocimiento a la comunidad científica 
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IV.- OBJETIVOS 

Objetivos General: 

Demostrar el efecto neuroprotector de EGCG en retinas dañadas por I/R asociado a la  

internalización nuclear de NRF2 

Objetivos Específicos: 

 Evaluar los hallazgos histológicos e inmunohistoquímicos del proceso inflamatorio y 

muerte celular en la retina de los grupos de estudio. 

 Determinar los niveles de expresión de NRF2  y su inmunolocalización en las retinas 

estudiadas. 

 Asociar la actividad de EGCG con los niveles de expresión de Hemoxigenasa y NF-KB en 

retinas dañadas. 

V.- METODOLOGIA 

- DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN Y TIPO DE ESTUDIO. 

Se trató de un estudio experimental pre-clínico con una medición transversal y con 

direccionalidad prolectiva. 

 

- DEFINICIÓN DE LA POBLACIÓN. 

El trabajo se realizó en el laboratorio 5 de la división de investigación y en el bioterio 

(Anexo 1) del Hospital Juárez de México desde el 01 de abril al 31 de junio de 2016 
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realizando  la metodología establecida, recopilación de muestra, procedimientos 

experimentales  y análisis de resultados.  

Además, se consideraron los siguientes criterios para el desarrollo del proyecto: 

 Criterios de inclusión 

 Conejos machos de la raza Nueva Zelanda (Anexo 2) con un peso de 2.5 a 3.0 Kg 

sin aparente traumas oculares.  

 Criterios de eliminación 

 Conejos con trauma ocular pre-quirúrgico. 

 Conejos con trauma en cristalino durante el manejo quirúrgico. 

 Hallazgos fibróticos causados durante la maniobra o vigilancia. 

 Muerte del animal durante el estudio previo al sacrificio. 

 Eventos adversos. 

 En caso de presentar efectos graves a nivel sistémico que afecte la calidad de 

vida (inanición, bradicardia o adinamia) los animales serán sacrificados 

inmediatamente. 

 

-CONSIDERACIONES ETICAS. 

Para el cuidado y manejo de los animales se siguieron la normas descritas por los estatutos 

de ARVO (Association for Research in Visión and Ophthalmology) y las especificaciones 
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técnicas para el cuidado de la producción y usos de animales de laboratorio por la Norma 

Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, incluyendo las descritas en el Hospital Juárez de 

México. El proyecto fue evaluado por el Subcomité Institucional  para el Cuidado y Uso de 

Animales Experimentales de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM 

(CICUAE-FMVZ-UMAM).  

Durante cada proceso quirúrgico los animales de prueba se mantuvieron 

anestesiados vía intramuscular con Ketamina y Xilacina (200 y 2 mg/ml respectivamente), 

aplicándose además por vía tópica una gota de solución de tetracaína oftálmica (5mg/ml) y 

durante todo el procedimiento los animales permanecieron anestesiados con zolepam 

(Zoletil-100; 250 mg/5ml), Al finalizar el estudio los animales se sacrificaron con una 

sobredosis de pentobarbital sódico (0.36 mg/kg) vía intramuscular, corroborando su 

muerte a través del latido cardiaco, frecuencia respiratoria y estimulaciones palpebrales 

concluyendo con el proceso de enucleación. Los procedimientos experimentales fueron 

realizados en condiciones asépticas utilizando material quirúrgico estéril y de protección. 

-MODELOS DE DAÑO POR ISQUEMIA-REPERFUSIÓN EN RETINA. 

Se usaron conejos machos Nueva Zelanda de 2.0 a 2.5 Kg con un periodo de adaptación de 

7 días y 3 tres conejos por jaula acondicionados a una temperatura de 24 ±2°C y  con un 

ciclo de iluminación altérnate de 12 horas día/noche sin restricción de agua y alimento. El 

daño de la retina por I/R se realizará elevando la presión intraocular (PIO) a 85 mmHg 

(Anexo 3) durante 60 min en el ojo derecho del conejo a través de la inserción de una 

aguja calibre 30G en cámara anterior, adherida a una línea de infusión de Solución Salina 
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(SS; NaCl 0.9%)(28) (Anexo 4). Inmediatamente, la reperfusión iniciará con la extracción de 

la aguja y a las 48, 24, 6 y 3 horas los animales serán sacrificados con una sobredosis de 

anestesia e inmediatamente se enuclearan ambos ojos y fijados en formalina neutra  

(Anexo 5).  

Administración intravenosa de EGCG y grupos de estudio.  

Para determinar la concentración de EGCG intravenosa con efectos neuroprotectores en la 

retinas I/R y observados por los cambios histológicos se utilizaron 3 conejos por grupo: 

EGCG fue disuelto en solución salina estéril libre de endotoxinas y esterilizado por 

filtración en membrana de celulosa de 0.22 mm de diámetro. Un volumen de 5 ml fue 

inyectado en la vena marginal de la oreja 30 minutos durante la isquemia. 

Se utilizaron 3 conejos por grupo. En el Grupos 1 incluye a los conejos con daño en 

retina por I/R con solución salina iv (Vehículo); en el grupo 2 al 7 se administraron 250 µM 

(8 mg), 500 µM (16 mg) y 1000 µM (32.06 mg) por Kg de peso y el grupo 8 fue el control de 

simulación técnica (Sham). A las 48 horas los animales fueron sacrificados y enucleados. 

Posteriormente se realizaron cortes histológicos de la retina y observados con 

Hematoxilina – Eosina (H&E).  

La dosis no tóxica con menores cambios en la arquitectura de la retina fue 

seleccionada para estudios de la eficacia de EGCG a las 3, 6, 24 y 48 horas. 

 



“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  19 
 

Análisis histológico e inmunolocalización  

Después del sacrificio ambos ojos fueron enucleados y fijados en formalina neutra al 10%. 

A las 48 horas de fijación se cortaron secciones de 8-10 mm de grosor de manera antero-

posterior y en sentido vertical que incluye el nervio óptico. Posteriormente, los tejidos 

fueron deshidratados en alcoholes graduales e incluidos en parafina. Se realizaron cortes 

seriados de 3 µm de espesor y montados en laminillas electrocargadas (Micro Slide, Cristal 

Cruz Santa Cruz, biotechnology, Inc.). Bajo la tinción de hematoxilina-eosina (H&E), se 

evaluaron los cambios estructurales de la retina como infiltración de células inflamatorias 

y grado de necrosis.  

Por inmunofluorecencia se determinó el nivel de expresión e inmunolocalización 

de NFR2 y OH-1 (Santa Cruz Biotechnology, California, E.U.A.). Los tejidos seccionados 

fueron desparafinados y permeabilizados en olla de presión a 115°C por 10 minutos con 

amortiguador de citrato de sodio 10 M (pH 6,0). Posteriormente fueron tratados con 

suero normal durante 35 min a TA, incubados a 37°C por una hora con el anticuerpo 

primario. La reacción antígeno-anticuerpo fue detectada con el anticuerpo secundario 

(Donkey anto goat IgG Tritc, Goat anti rabbit IgGTritc) acoplado con FITC (Fluorescein 

isothiocyanate; Santa Cruz Biotechnology, California, E.U.A.) y los núcleos se contratiñeron 

con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) en el medio de montaje  (Ultra Cruz Mounting 

Medium). Los cortes histológicos se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia y 

las imágenes representativas fueron capturadas (ZEISS ZEN 2012).  El nivel de expresión se 

https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescein_isothiocyanate
https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescein_isothiocyanate
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evalúo por la intensidad en pixeles  usando analizador de imagen Image-Pro plus versión 

6.0 (Anexo 6).  

- ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS. 

Los resultados obtenidos de dichos experimentos se analizaron de forma multivariada de 

acuerdo a la normalidad de los datos y se agruparan en medidas de tendencia central y de 

dispersión (media y desviación estándar). Para establecer asociación directa e indirecta de 

las variables estudiadas  la prueba T-Student para determinar diferencias entre variables 

numéricas continuas.  

Los grupos serán comparados buscando diferencias en base a ANOVA para 

mediciones no repetidas de una vía en relación a la variable dosis -respuesta. Para el 

variable tiempo, se utilizará ANOVA para mediciones repetidas. El valor de significancia 

estadístico en todos los casos será de P<0.05. 

 

- ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD. 

Los desechos biológicos, materiales punzo cortantes, entre otros, serán manejados y 

eliminados de acuerdo con la Norma NOM-087-ECOL-94, así como a la Ley General del 

Equilibrio Ecológico y la Protección al Ambiente. Durante el cuidado y manejo del animal 

se utilizará equipo de protección como batas, cubrebocas, guantes, lentes de protección. 

En caso de mordida o heridas causadas por el animal se administrará antibiótico de amplio 
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espectro que determine el médico tratante. El cuidado y manejo de los animales  estará 

bajo la responsabilidad del encargado del bioterio. 

VI.- RESULTADOS 

Para determinar la concentración de EGCG intravenoso con menores alteraciones 

histológicas en retinas dañadas por I/R, se utilizó un conejo por dosis y posterior análisis 

de los cortes histológicos. En la figura 1 se observan las estructuras histológicas de la 

retinas dañadas por I/R y tratadas con EGCG. En 1a y 1b muestra claramente las 

diferencias de daño entre el Sham con el grupo vehículo, respectivamente.  Se observa que 

una sola dosis de EGCG;  el tejido retiniano presenta mayor  conservación de estructuras a 

manera de dosis dependiente de la concentración (Figura 1 C-E).   

Histológicamente, las concentraciones  de I/R E500 – E1000 los núcleos presentan mal 

distribución de cromatina, un número de células ganglionares leves, con 

pseudoestratificación de núcleos, así como aumento de tamaño nuclear con irregularidad 

en su contorno, la capa nuclear interna presenta desorganización con pérdida de 

cohesividad capa de conos y bastones sin alteraciones y coroides con edema leve. En 

concentraciones posteriores E250, el epitelio presenta mayor pérdida de núcleos de 

aspecto fusiforme, las células ganglionares presentan pleomorfismo, hipercromasia, en la 

capa nuclear interna se aprecia mayor pérdida de cohesividad con aspecto vacuolado y de 

vidrio despulido, la capa nuclear externa con ligera pérdida cohesividad, conos y bastones, 

pseudoestratificación nuclear leve, con mayor pérdida de bastones, coroides con edema 

leve.  
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Finalmente en la muestra vehículo, las células ganglionares son escasas, perdida 

cohesividad, aspecto vacuolado y nucleomegalia, en capa nuclear interna escasas células 

visibles, escasa mitosis, no existe una relación precisa en capas nuclear intermedias, los 

conos y bastones se aprecian compactados marcada eosinofilia, con escasos núcleos, 

coroides congestiva. En base a lo anterior por resultados de cambios estructurales 

histológicos, la dosis con menor daño a la arquitectura retiniana fue de E-500. 
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Translocación y nivel de expresión de NRF2 nuclear en retina. 

La inmunolocalización y el nivel de expresión de NRF2 nuclear en retina fueron 

determinados en base al análisis histológico de las diferentes muestras y si presentaron 

células positivas a internalización nuclear. En el Sham (fig. 2 a y b) una leve expresión de 

NRF2 nuclear fue observado comparado con el vehículo (fig. 2 c y d). 

En el vehículo, la capa de células ganglionares  y en la capa limitante interna la expresión 

de NRF2 fue observado  en núcleo y en el compartimiento citoplasmático (Fig. 2 d).  

El porcentaje de expresión de NRF2 fue evaluado en pixeles; Sham presento una 

internalización nuclear de NRF2 del 10.79%, mientras que con vehículo la expresión fue de 

26.48% (Figura 3). 

 

 

I/R E-1000 

E 

Figura 1. Concentración de EGCG intravenoso 

con eficacia en la protección de las células 

neuronales de la retina sin efectos tóxicos  

(Datos Histológicos).  La  fig. A y b muestran 

controles tipo Sham y vehículo donde se aprecia  

marcados  cambios  es tructura les , fig. c-e, se 

aprecian cambios  es tructura les , inversamente 

proporcional  a  la  dos is  



“Internalización nuclear de NRF2 secundario al uso de Epigalocatequina 3 galato como actividad 

neuroprotectora en retinas de conejos dañadas bajo el estímulo de isquemia/reperfusión”  
 

  24 
 

Sham 

B 

A 

I/R-SS-48hrs 

C D 

Figura 2: Translocación y nivel de expresión de NRF2 nuclear en retina en pruebas Sham vs 
Vehículo a las 48 hrs. A) Sham 20x, con leve expresión de translocación nuclear de NRF2 

(flechas rojas) a nivel de células ganglionares y capas nuclear interna. B) Sham 40x. C) I/R de 48 
hrs vehículo, donde se aprecia mayor número de translocación nuclear de NRF2. D) Vehículo 
40x, expresión NRF2 citoplasmático (flecha verde).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Porcentaje de pixeles 

expresión de NRF2 nuclear en retina 
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Efecto de EGCG en la internalización nuclear de NRF2 en células nucleares de retinas 

dañadas por I/R 

Como en los cortes histológicos de retinas con H&E muestra que en el grupo  I/R-E500-48 

presenta menores cambios de daño comparado a concentraciones mínimas; se seleccionó  

la muestra I/R-E500-48 para determinar la eficacia en horas, del efecto neuroprotector de 

EGCG, asociado a la internalización nuclear de NRF2.  

En la tabla 5B se muestran los diferentes horarios de estudio (3, 6, 24 y 48 hrs) de 

acuerdo a la muestra tratado y no tratado con EGCG, de acuerdo a la expresión de 

internalización nuclear de acuerdo a porcentaje de pixeles , la figura 5A muestra de manera 

gráfica la relación entre ambos grupos. 

La figura 4, muestran las diferentes muestras con H&E tratados y no tratados con 

EGCG en los diferentes horarios; en comparación a las 3 hrs se observa mayor actividad 

nuclear de NRF2 en muestra tratada (Fig. 4a-b). Seguimos viendo mayor actividad nuclear 

en el horario de 6 hrs en muestra tratada (Fig. 4c-d). A partir de las 24 y 48 hrs restantes 

las muestras tratadas no se aprecian mayores diferencias entre la muestra no tratada (Fig. 

e-h). 
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Figura 4: Expresión NRF2 nuclear en retinas dañadas por I/R tratadas y no tratadas con con EGCG 

a las 3, 6, 24 y 48 hrs.  A y B) En comparación de ambas se aprecia mayor actividad nuclear de NRF2 en grupo tratado. C y D) continua 

la mayor expresión nuclear en grupo tratado. E-H) Los cambios entre el grupo tratado y no tratado de acuerdo a la actividad nuclear de NRF2 

no muestran grandes diferencias. 
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Expresión de OH-1 en retina con I/R comparado con SHAM 

Como el sistema antioxidante de fase II  es regulado por el  complejo NRF2-ARE,  hemos 

estudiado en particular la expresión e inmunolocalización citoplasmática la OH-1 en las 

células neuronales de la retina  y como las concentraciones de EGCG intravenoso afecta su 

expresión.  

TIEMPO 3 hrs 6 hrs 24 hrs 48 hrs 
VEHICULO 2.64 % 16.89 % 26.16 % 26.48 % 

EGCG (E500) 22.32 % 39.49 % 10.09 % 5.61 % 
B: Tabla de expresión en porcentaje de pixeles de NRF2 retina I/R con EGCG vs 

Vehículo 

Figura 5: Porcentaje de expresión de NRF2 nuclear en retina I/R tratadas y no 

tratadas con EGCG- E500 expresada en horas. A) grafica del porcentaje. B) 
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En la figura 6 se aprecia a la OH-1 localizada a nivel citoplasmática en capas nucleares y 

plexiformes intermedias, con ligera expresión en células ganglionares. Sin embargo, el 

análisis de las diferencias de expresión de la proteína en el vehículo fue mayor (665.81 de 

pixel/área) comparado con el grupo sham (312.56 pixel/área).   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Nivel de expresión OH-1 citoplasmático en retina en pruebas Sham vs Vehículo a las 
48 hrs. A) Sham 20x, expresión citoplasmática en capas intermedias l imitada (flechas verdes) a 

nivel de células ganglionares, es menor la concentración. B) Sham 40x. C) I/R de 48 hrs veh ículo, 
donde se aprecia mayor concentración de OH-1 Citoplasmático en capas intermedias. D) 
Vehículo 40x, expresión NRF2 citoplasmático.  
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Efecto de EGCG en la expresión de OH-1 de retinas dañadas por I/R 

En la figura 8 (a-h) muestra las imágenes representativas de la inmunolocalización 

citoplasmática de OH-1  en retinas I/R tratada y no tratada con EGCG a las 3, 6, 24 y 48 hrs. 

(Aumento 20X). 

En el análisis por Área/pixeles se muestra que a  las 3 hrs los cambios de la actividad 

citoplasmática de OH-1 son similares en las retinas tratadas con EGCG (397.4) y no tratada 

(376.96) (Fig. 8a-b). A las 6 hrs se aprecia una mayor actividad citoplasmática de OH-1 en 

las tratada (813.97) comparado a las no tratada (399.77) p:<0.05%, y a las 24 y 48 hrs los 

niveles fueron 425.19 y 465.8, respectivamente no se apreciaron diferencias con las no 

tratada (521.27 Y 665.81 p:>0.05%). En la tabla 2 se expresan los resultados de los niveles 

de expresión de OH-1 en retinas tratada y no tratada con EGCG a las 3, 6, 24 y 48 hrs.   
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Figura 8: Expresión OH-1 citoplasmática en retinas dañadas por I/R tratadas y no tratadas 

con con EGCG a las 3, 6, 24 y 48 hrs. A y B) En comparación de ambas se aprecian similares en mayor 

actividad citoplasmática. C y D) mayor expresión citoplasmática en grupo tratado. E-H) Los cambios entre el grupo 

tratado y no tratado de acuerdo a la actividad citoplasmática no muestran diferencias  
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TIEMPO 3 hrs 6 hrs 24 hrs 48 hrs 
VEHÍCULO 376.96  399.77  521.27  665.81  

OH-1 397.40  813.97  425.19  465.83  
Tabla 2: Expresión de área de pixeles de OH-1 tratado y no tratado con EGCG 

48HRS 24HRS 6HRS 

OH-1  Vehículo  

3HRS 

Figura 9: Expresión de OH-1 citoplasmático en retina I/R tratadas y no tratadas con EGCG- E500 

expresada en horas.  
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VII.- DISCUSION 

Sin duda alguna la selección de la dosis y concentración del medicamento para una prueba 

terapéutica siempre ha sido un reto para el investigador. Debido a la problemática en este 

estudio de fase experimental se decidió iniciar con concentraciones intravenosas 

micromolares de EGCG que produjeran menores cambios arquitectónicos en la retina 

concluyendo que la dosis única a concentración de E500 M fue la dosis con menor efecto 

en el daño de la retina I/R comparado con el vehículo (IR-SS-48hrs) sugiriendo que EGCG 

usado como dosis única puede ejercer un efecto neuroprotector dependiente de la 

concentración. Resultados similares concuerdan que EGCG actúa como un agente 

neuroprotector en retinas dañadas usando otros modelos animales (23). Sin embargo se 

desconoce el efecto neuroprotector de EGCG asociado al sistema de NRF2/OH-1 en 

retinas I/R.  

En el presente estudio, hemos demostrado que el tratamiento con EGCG 

intravenoso durante  la lesión por I/R en retina tiene efectos protectores en un modelo de 

PIO en conejos, demostrado por cambios menos severos en la arquitectura histológica de 

la retina y comparado el grupo tratado con vehículo, incluyendo la  activación de la 

expresión y translocación de NRF2 a núcleo y la expresión citoplasmática de OH-1 en las 

capas neuronales de la retina. 

Aunque el mecanismo de daño en retina  por I/R  es complicado, la sobreproducción de 

los radicales libres es uno de los factores de inicio más importantes causando graves 

daños en las macromoléculas biológicas y conducir a la apoptosis o necrosis celular. Por lo 
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tanto, los antioxidantes han sido considerados en la prevención y el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas asociadas al estrés oxidativo con efectos 

neuroprotectores (16).  

 El té verde  (TV) es una de las bebidas más populares en todo el mundo y su 

consumo habitual ha sido asociado con beneficios para la salud. Los estudios 

epidemiológicos muestran un efecto protector del consumo de té verde habitual en los 

sistemas cardiovasculares y cerebrovasculares con una reducción significativa en la 

incidencia de accidente cerebrovascular. El TV  protege la retina contra la toxicidad del 

glutamato a través de un mecanismo antioxidante. Esto revela que existe un mecanismo 

por el cual el TV protege la retina contra la neurodegeneración en enfermedades tales 

como la retinopatía diabética (33). La mayoría de los efectos beneficiosos del té verde son 

atribuidos principalmente al flavonoide polifenólico EGCG (34). 

EGCG purificado ha sido el centro de investigación en los últimos años. Numerosos 

estudios en diferentes modelos han demostrado que el EGCG presenta efectos 

protectores sobre el daño intestinal por I/ R (25), lesión de la médula espinal (16), 

nefrotoxicidad inducida por cisplatino (20), lesión cerebral (18) y en los últimos años 

muestra tener un efecto protector en retina dañadas por diferentes estímulos (35-41). 

Aunque varios estudios demuestran que la activación de Nrf2 puede proteger contra el 

daño de retina I/R, (42-48), y EGCG activa el sistema NRF2/OH-1- ARE como un 

mecanismos de protección en otras enfermedades (49-52), no queda claro cómo EGCG 

protege eficazmente las capaz neuronales de la retina contra el insulto de estrés oxidativo, 

originado por I/R y asociado a la activación de NRF2/OH-1. En este estudio, hemos 
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demostrado por primera vez que EGCG que de manera indirecta suprime el daño 

oxidativo y este efecto protector fue dependiente de la estimulación de las vías anti -

oxidativo mediado Nrf2/OH-1. 

 

VIII.- CONCLUSIÓN 

Los resultados del presente estudio han demostrado que el tratamiento de EGCG-E500 

durante la isquemia en retina de conejos,  significativamente aumenta la expresión y 

translocación Nrf2 a núcleo y su relación con expresión citoplasmática de OH-1 en las 

capas neuronales de la retina con la conservación de las estructuras de las capas internas 

del tejido observada a las 48 horas de la fase aguda de la lesión.  Sin embargo la eficacia 

de la dosis única de EGCG-500 confirma que la actividad neuroprotectora (por expresión 

de NRF2 y OH-1) es realizada en las primeras 6 horas  desde su  administración 

intravenosa. Muchas de las preguntas relacionadas con los efectos antioxidantes de EGCG 

necesitan todavía ser aclarados y el mecanismo molecular de los efectos de EGCG en 

retina  requiere ser estudiado más a fondo. 
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Anexo 1. Bioterio 

Anexo 2. 

Conejos Machos 

Nueva Zelanda 
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Anexo 3. Medición PIO con 

tonometría Schiotz 

Anexo 4. Aumento de PIO a través de aguja 

con solución salina en cámara anterior 
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Anexo 5. Enucleación globo ocular conejo 

Anexo 6. IpWin32 
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