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ABREVIATURAS 

 
ADN: Ácido desoxirribonucleico  
 
ADNc: ADN complementario  

 
AP: Ácido palmítico 

ARN: Ácido ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 

BSA: Albúmina de suero bovino 

CPT1: Carnitil palmitotransferasa 1 

CRALBP: Del inglés, Cellular retinaldehyde-binding protein  

DMEM: Del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO: Dimetil sulfóxido 

ERG: Electroretinograma  

GABAAR: Receptor a GABA tipo A 

 GABABR: Receptor a GABA tipo B 

 GABAR: Receptores a GABA 

GABA: Ácido gamma-aminobutírico 

GABA-T: Enzima GABA transaminasa 

GAD: Enzima ácido glutámico descarboxilasa 

GCL: Capa de células ganglionares 

GFAP: Proteína glial ácido fibrilar 

GLAST: Transportador de Glutamato-aspartato 1 

HG/HL: Hiperglicemia/Hiperlipidemia  

HIF-1α: Factor inducido por hipoxia 1α 

INL: Capa nuclear interna 

IPL: Capa plexiforme interna 

NFL: Capa de fibras nerviosas 

ONL: Capa nuclear externa 

OPL: Capa plexiforme externa 
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OS: Capa de segmentos externos de los fotorreceptores 

PBS: Buffer salino fosfato 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

PGC-1α: Coactivator-1α de PPAR 

PPAR: Receptores activados por proliferadores peroxisomales 

RD: Retinopatía diabética 

RT-PCR: PCR con transcripción reversa 

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular 



 

1 RESUMEN 

La retinopatía diabética (RD) es una de las principales complicaciones que 

subyacen a la diabetes mellitus y es la causa número uno de pérdida parcial o 

total de la visión. Se han descrito diferentes cambios en las funciones de las células 

retinales durante la RD, la mayoría asociados a la alteración de procesos 

homeostáticos regulados, en condiciones fisiológicas normales, por la glía de 

Müller. Uno de ellos es la alteración en la neurotransmisión, y en particular del 

sistema GABAérgico, del que hasta el momento se desconoce si existe alguna 

alteración sobre los receptores GABAA (GABAAR), así como el arreglo de estos 

receptores en la célula de Müller de los mamíferos. Para investigar el efecto de la 

RD en la expresión de los GABAAR, se realizaron cultivos primarios de células de 

Müller de ratones CD1 de 5-7 días postnatales. Para simular la RD, se empleó el 

modelo experimental in vitro propuesto por Capozzi et al. (2018) que considera un 

aporte hiperglicémico e hiperlipidémico (HG/HL); D-Glucosa 25 mM y ácido 

palmítico 250 µM, respectivamente. El ácido palmítico (AP) se incluye como un 

elemento metabólico clave de la RD. Las células se mantuvieron en los 

tratamientos experimentales durante 24, 48, 72 o 96h, para posteriormente, 

determinar la viabilidad de las células de Müller a través de la técnica de exclusión 

de azul tripano. Se realizaron inmunofluorescencias contra CRALBP, GFAP y 

VEGFA para evaluar el efecto del modelo metabólico de RD sobre las células de 

Müller cuantificando la intensidad de fluorescencia, así como diferentes parámetros 

morfológicos. La expresión de las subunidades del GABAAR fue analizada usando 

PCR con transcripción reversa (RT-PCR). Los resultados obtenidos indican que la 

condición HG/HL fue capaz de reducir la viabilidad celular de forma significativa a 

partir de las 48h de exposición. Este efecto estuvo acompañado de cambios 

morfológicos como la reducción del área celular y la condensación de la cromatina. 

Los ensayos de inmunofluorescencia muestran un incremento en la expresión de 

VEGFA, una proteína clave para los procesos angiogénicos que ocurren en la RD, 

y de GFAP un marcador de estrés glial en la retina. Los análisis por RT-PCR 

sugieren un arreglo α1/β2/γ2 de los GABAAR expresados en las células de Müller, 

que coindice con la conformación más abundante en el tejido nervioso. 

Interesantemente, la exposición a HG/HL, y principalmente el AP, disminuyó la 

transcripción de la subunidad α1. Considerando estos datos, se muestra que las 

células de Müller son capaces de responder a las concentraciones de ácidos 

grasos circundantes en el medio extracelular a través de un incremento en la 

expresión de VEGFA. Lo anterior sustenta el papel de la glía de Müller como la 

principal fuente endógena de síntesis de VEGF en la retina. Por otra parte, el 

arreglo tradicional de los GABAAR en la célula de Müller de ratón respondería a 

funciones homeostáticas importantes como la neurotransmisión e inclusive el 

mantenimiento de un adecuado pH extracelular. Por último, el AP es capaz de 

regular la expresión de este receptor, lo que sugiere implicaciones importantes de 

los ácidos grasos saturados sobre la regulación GABAérgica en patologías como 

la RD. 
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2 INTRODUCCIÓN 

2.1 La retina 

La visión es un complejo proceso fisiológico que depende fundamentalmente de una 

correcta homeostasis en la retina. Este tejido se encuentra en el ojo y posee 

características estructurales y funcionales particulares que le permiten la captación 

de luz y su transducción a señales químicas y eléctricas que posteriormente son 

procesadas en la corteza visual (López Bolaños, 2012). 

Estructuralmente, la retina se divide en dos secciones; la sección no neural o zona 

del epitelio pigmentado, y la sección neural, o neuroretina, que corresponde a los 

diferentes estratos retinales. La neuroretina es la encargada de captar, procesar y 

transmitir el estímulo visual, y posee nueve estratos; de la parte externa hacia la 

interna: la capa de conos y bastones (OS), la membrana limitante externa, la capa 

nuclear externa (ONL), la capa plexiforme externa (OPL), la capa nuclear interna 

(INL), la capa plexiforme interna (IPL), la capa de células ganglionares (GCL), la 

capa de fibras nerviosas (NFL) y la membrana limitante interna (Fu et al., 2019) 

(Figura 1). 

En la retina neural existen dos tipos celulares muy bien diferenciados; las 

neuronas y las células gliales. Las neuronas se encargan de convertir el estímulo 

luminoso a impulsos químicos y eléctricos. Este estímulo visual es procesado por 

estas células en el siguiente orden: fotorreceptores, células bipolares y células 

ganglionares. Además, existen interneuronas, células horizontales y células 

amacrinas, las cuales regulan este flujo de información. Por otro lado, las células 

gliales se encargan de regular procesos fisiológicos para el correcto 

funcionamiento de la retina, tales como: la osmorregulación, la transmisión 

sináptica y el metabolismo neuronal, entre otros. Las células gliales de la retina se 

dividen en microglía, astrocitos y células de Müller. La microglía se encuentra en 

las capas plexiformes de la retina (OPL e INL), y los astrocitos se concentran en la 

ONL, mientras que las células de Müller se distribuyen desde la ONL hasta la NFL 

(Vecino et al., 2016). 
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Figura 1. Estructura de la retina. Esquema que muestra el arreglo celular (neuronas y glía) y 

vascular en la retina. Se indican las principales capas de la retina. Tomado de Fu y colaboradores 

(2019). 

 

 
2.2 Células de Müller 

Las células de Müller son las células gliales con mayor proporción en la retina de 

los mamíferos (Coughlin, 2017). Poseen una morfología bipolar con el soma 

localizado en la INL, desde donde extienden sus procesos hacia el segmento 

interno de los fotorreceptores (formando la membrana limitante externa) y hacia la 

capa de las fibras nerviosas (formando la membrana limitante interna), adquiriendo 

la forma de pie terminal (Bringmann et al., 2006). El arreglo estructural de estas 

células les permite estar en contacto con prácticamente todos los tipos celulares 

de la retina neural, inclusive aquellas células de la vasculatura (Coughlin, 2017; Fu 

et al., 2020) (Figura 2). 
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Figura 2. Localización de las células de Müller en la retina. Esquema que muestra la morfología 

de las células de Müller. Es importante enfatizar el contacto que establece la glía de Müller con 

prácticamente todas las células que conforman la retina, incluyendo neuronas, células gliales y 

células de la vasculatura. Tomado de Vecino et al. (2016). 

 

Debido a que las células de Müller presentan características morfológicas, celulares 

y bioquímicas muy particulares, se ha descrito su participación en diferentes 

funciones involucradas en la fisiología retinal como: 

A) Regular el metabolismo y suministro de nutrientes para las neuronas, a partir 

de su reservorio de glucógeno y la liberación de lactato/piruvato (Poitry- 

Yamate et al., 1995; Winkler et al., 2000). 

B) Regular el transporte de agua, controlando la composición del fluido del 

espacio extracelular (Reichenbach y Bringmann, 2013). 

C) Actividad antioxidante al ser más eficientes en la remoción de peróxido de 

oxígeno (Grosche et al., 2016), activación del factor transcripcional Nfr2 



4  

(factor nuclear eritroide-2) e incrementar la expresión de proteínas 

involucradas en la eliminación de especies reactivas de oxígeno (Xu et al., 

2014). 

D) Actividad osmoreguladora a través de la movilización de iones K+, por 

canales iónicos Kir 2.1 y Kir 4.1 (Coughlin et al., 2017), y de moléculas de 

agua a través de AQP4 (Jo et al., 2015). 

E) Permitir el paso eficiente de los fotones a través de su citoplasma hacia los 

segmentos de los fotorreceptores, debido a sus propiedades morfológicas y 

físicas como la disposición vertical a lo largo de la retina y orientada hacia 

la dirección de propagación de la luz, la forma de embudo extendido y el 

índice de refracción mayor al del tejido circundante (Franze et al., 2007). 

F) Remoción de neurotransmisores del espacio sináptico (glutamato y GABA) a 

través de los transportadores GLAST y GAT, respectivamente (Brecha y 

Weigmann, 1994; Harada et al.,1998). 

 

 
2.3 GABA y receptores GABAA 

El GABA o ácido gamma-aminobutírico, es un aminoácido no esencial 

ampliamente conocido como el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema 

nervioso central (SNC) y la retina de los mamíferos; modula la transmisión 

sináptica, promueve la neurogénesis, y juega un papel preponderante en 

condiciones patológicas del SNC como el insomnio y la depresión (Hübner y 

Holthoff, 2013, Gutiérrez-Castañeda et al., en proceso). 

Los receptores a GABA (GABAR) son proteínas de membrana activadas por 

ligando, que de forma clásica es el aminoácido GABA. Se clasifican como; GABAA 

(ionotrópicos) y GABAB (metabotrópicos) (Hirano, 2016). Los receptores GABAA 

(GABAAR) son canales iónicos conformados por cinco diferentes subunidades 

(hetero-pentámeros) que al activarse permiten el paso de iones cloruro a través de 

un poro central. Hasta el momento han sido descritas 19 diferentes subunidades, 

agrupadas dentro de ocho diferentes familias de acuerdo con la homología de su 

secuencia (α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ε, θ, π, ρ1-3) (Naffaa et al., 2017). En la retina, la 

conformación del GABAAR principalmente expresada es α1/β2/γ2 (Wässle et al., 

1998) (Figura 3). 
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Figura 3. Arreglo clásico de los receptores a GABAA en el SNC. Izquierda: Vista superior del 

modelo estructural del GABAAR que muestra la organización de las subunidades en un complejo 

hetero-pentamérico, así como los sitios propuestos para la unión del neurotransmisor GABA y 

diazepam (DZP). Derecha: Vista lateral del GABAAR insertado en una membrana celular que 

muestra algunos de los sitios de unión para fármacos y el flujo de iones a través del canal. Tomado 

de Cossette, Lachance-Touchette y Rouleau (2012). 

 

 
La expresión del GABAAR ha sido reportada en las células bipolares, horizontales, 

amacrinas y ganglionares de diferentes especies, incluyendo al humano (Greferath 

et al., 1993; Greferath, 1994; Vardi y Sterling, 1994). Este mismo receptor ha sido 

descrito en múltiples ocasiones en las células de Müller de diferentes mamíferos 

como la rata (Hinds et al., 2013), los babuinos (Reichelt et al., 1996) y los humanos 

(Biedermann et al., 2004; Reichelt et al., 1997). En la célula de Müller de 

humanos, se expresa principalmente en el pie terminal, en el soma y en el extremo 

distal de la célula que interactúa con los fotorreceptores (Biedermann et al., 2004). 

A pesar de que este receptor ha sido descrito en diferentes especies, se 

desconoce actualmente el arreglo específico de las subunidades que pudiera 

conformar en la célula de Müller de los mamíferos. 
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2.5 Retinopatía diabética 

El mantener un correcto funcionamiento de la retina es de vital importancia para el 

proceso visual, sin embargo, existen condiciones que alteran estas funciones, 

comprometiendo la homeostasis retinal. Una de las condiciones relacionadas con el 

desequilibrio de las funciones fisiológicas de la retina es la retinopatía diabética 

(RD). 

La RD es una de las complicaciones más comunes de la diabetes mellitus, y una 

de las principales causas de pérdida de visión en personas en edad laboral 

(Andonetti et al., 2010; Wong et al., 2016; Park y Park, 2020). Esta enfermedad se 

caracteriza por un incremento en la concentración de glucosa en sangre, así como la 

formación de nuevos vasos sanguíneos anormales en la retina. Pacientes con RD 

avanzada presentan alteraciones clínicas importantes como: hemorragias 

retinianas, microaneurismas, manchas algodonosas, exudados lipídicos, edema 

macular y oclusión capilar. Los estados más severos de esta patología incluyen la 

RD proliferativa, etapa caracterizada por el incremento anormal de la 

neovascularización retiniana (Wang et al., 2015; Wong et al., 2016) (Figura 4). 

Tradicionalmente se considera que la RD es una enfermedad microvascular, sin 

embargo, la evidencia en los años recientes apoya la idea de que eventos como la 

neurodegeneración y la pérdida de funciones en la retina pueden ocurrir en etapas 

tempranas de la RD (Wang et al., 2015; Wong et al., 2016). Una de estas 

alteraciones es la reducción en los potenciales oscilatorios en los 

electroretinogramas (ERG) de pacientes diabéticos (Tzekov y Arden, 1999). 

Actualmente, la administración intraocular de agentes que inhiben el factor de 

crecimiento endotelial vascular (anti-VEGF) continúa siendo una de las 

alternativas para el tratamiento de la RD (Wong et al., 2016). También, es 

importante señalar que la dislipidemia se ha asociado con una progresión acelerada 

de la RD, particularmente por el incremento de las concentraciones séricas de los 

ácidos grasos saturados (Sacks et al., 2014; Hammer y Busik, 2017; Fu et al., 

2020; Park y Park, 2020). 
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Figura 4. Fondoscopía que muestra algunos eventos clínicos de la retinopatía diabética. A. 
Retinopatía diabética no proliferativa (RDNP) con microaneurismas y hemorragias. B. RDNP 
moderada con microaneurismas, hemorragia y exudados algodonosos. C. Retinopatía diabética 
proliferativa (RDP) mostrando neovascularización alrededor del disco óptico. D. Edema macular 
diabético mostrando exudados duros en el centro de la fóvea. Tomado de Wong et al. (2016). 

 

Existen diferentes estudios que describen cambios en la fisiología de la célula de 

Müller en la  RD, algunos de ellos son: 

 
a) Disminución de la conductancia del K+ en la membrana plasmática, 

probablemente por la alteración del canal de potasio Kir4.1 (Pannicke et al., 

2006). 

b) Aumento en la liberación de factores de crecimiento como VEGF (Mu et al., 

2009) y de citocinas pro-inflamatorias e interleucinas como IL-1β, IL-6 y 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF- α, por sus siglas en inglés) (Yego et 

al., 2009; Liu et al., 2015). 

c) Acumulación de la enzima GAPDH en el núcleo (Yego et al., 2009). 

d) Aumento de la muerte celular por la liberación de caspasa-1 (Mohr et al., 

2012). 

e) Acumulación de GABA en el soma (Ishikawa et al., 1996a). 

f) Disminución de la actividad del transportador GLAST y de la enzima 

glutamina sintetasa (Li y Puro, 2002). 
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3 ANTECEDENTES 

Diferentes estudios muestran que las células de la retina son vulnerables durante la 

retinopatía diabética (RD), modificando, entre otras características, las vías de 

señalización relacionadas con el sistema GABAérgico. Por ejemplo, se ha 

observado una correlación en el incremento de la concentración de GABA y de 

VEGF en el vítreo de pacientes diabéticos (Ambati et al., 1997). En modelos 

animales de diabetes inducida con estreptozotocina, hay una disminución en la 

cantidad de la enzima GAD (ácido glutámico descarboxilasa) y la GABA-T (GABA 

transaminasa), así como un aumento en contenido intracelular de GABA en las 

células de Müller (Ishikawa et al., 1996b). 

En pacientes con RD, los ERG muestran una reducción en las amplitudes de la 

onda b y de los potenciales oscilatorios, componentes del ERG sensibles a la 

actividad de los receptores a GABA y a su proceso de inhibición lateral (Tzekov y 

Arden, 1999, Ramsey et al., 2007). Malchow y colaboradores, pioneros en 

describir la presencia de los GABAAR en las células de Müller de la mantarraya, 

mencionan la posibilidad de que estos receptores expresados en la célula de 

Müller regulen los potenciales transretinales afectando el comportamiento de los 

ERG (Malchow et al., 1989). 

Además, en la ilusión de cuadrícula de Hermann-Hering, una herramienta utilizada 

para estudiar la función de la retina a partir de la percepción de las imágenes, los 

pacientes con diabetes mellitus mostraron una limitada capacidad de percepción 

relacionada a una progresiva pérdida del procesamiento visual espacial y una 

disfunción de la inhibición lateral, proceso relacionado a las interneuronas 

GABAérgicas de la retina (células amacrinas y horizontales) (Davies y Morland, 

2002). 

Finalmente, en células bipolares provenientes de ratas inyectadas con 

streptozotocina (modelo animal de diabetes), se ha reportado un aumento en la 

corriente del receptor a GABAA, resultado de la modificación de la expresión de las 

subunidades ρ1 y ρ2, lo que altera su estequiometría y en consecuencia sus 

propiedades funcionales (Ramsey et al., 2007). Por lo tanto, a pesar del papel 

fundamental de las células de Müller en la homeostasis de la retina, y a la 

evidencia que indica una alteración de la señalización GABAérgica en la retina 

durante la RD, existe poca información sobre el efecto de estas condiciones 

patológicas en los receptores a GABA que se expresan en las células de Müller. 

Aunado a esto y a pesar de que los estudios muestran una respuesta 

electrofisiológica a GABA en células de Müller, hasta el momento no se ha 

caracterizado a nivel molecular las subunidades que conforman al GABAAR en 

este tipo celular. 
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4 JUSTIFICACIÓN 

La retinopatía diabética (RD) es la principal causa de pérdida de visión en individuos 

diabéticos (Antonetti et al., 2010; Park y Park, 2020). Diferentes estudios señalan 

una alteración en la fisiología de la retina, particularmente en procesos asociados 

al funcionamiento de las células de Müller como la movilización de K+ y la 

recaptura y respuesta a neurotransmisores (Ishikawa et al., 1996a, Li y Puro, 2002; 

Pannicke et al., 2006). A pesar de que la presencia del receptor GABAA ha sido 

descrita, solo por técnicas electrofisiológicas e inmunocitoquímicas, en las células 

de Müller de mamíferos, incluyendo humanos, actualmente se desconoce el 

arreglo específico de sus subunidades, y el efecto de la RD en la expresión de 

estas mismas (Reichelt et al., 1996; Reichelt et al., 1997; Bringmann et al., 2002; 

Biedermann et al., 2004; Hind et al., 2013). Considerando lo anterior, el dilucidar el 

efecto de condiciones experimentales de RD (in vitro) en los GABAAR presentes 

en la glía de Müller de mamíferos, permitirá entender los mecanismos a través de 

los cuales esta condición patológica altera la actividad sináptica inhibitoria y 

originando una perdida en la homeostasis de la retina. 

 

 
5 HIPÓTESIS 

El efecto hiperglucémico/hiperlipidémico (HG/HL), característico de la retinopatía 

diabética (RD), modifica la expresión del receptor GABAA presente en células de la 

glía de Müller. 

 

 
6 OBJETIVOS 

6.1 General 

Estudiar la expresión del receptor GABAA en células de Müller de ratón, cultivadas 

in vitro, bajo condiciones HG/HL. 

6.2 Específicos 

a) Determinar alteraciones en la morfología de células Müller cultivadas in vitro 

bajo condiciones HG/HL.  

b) Estudiar los posibles cambios en expresión de VEGF-A de células Müller 

cultivadas in vitro bajo condiciones HG/HL. 

c) Dilucidar la presencia del ARNm de las subunidades del GABAAR en células 

de Müller cultivadas in vitro bajo condiciones HG/HL. 
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7 MÉTODOS 

7.1 Animales experimentales 

Se usaron ratones de 5 a 7 días postnatales de edad, de la cepa CD1. Los ratones 

fueron proporcionados por la Unidad de Bioterio de la Facultad de Medicina UNAM 

y del Instituto de Fisiología Celular UNAM. 

 

 
7.2 Cultivos primarios 

Las células de Müller fueron aisladas de la retina de ratones CD1 (Mus musculus). 

Brevemente, los globos oculares (4) de dos ratones se mantuvieron en medio 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 3.15 g/L de D-Glucosa) F12 (Sigma-

Aldrich, #51445C) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y 

1% de penicilina/estreptomicina (Gibco), en agitación durante toda la noche a 

temperatura ambiente. Al día siguiente, la retina fue disecada y disociada, y 

posteriormente sembrada en medio DMEM-F12 + 10% SFB + 1% pen./estrep. y 

20 ng/µL de factor de crecimiento epidermal (EGF, Roche). Las células fueron 

cultivadas en monocapas sobre cajas de Petri de plástico (60 mm) (Corning) en 

incubadora (95% de O2 y 5% de CO2 a 37°C). Los pases de cultivo se realizaron 

cada 3 días, y se utilizó el pase número 2 para todos los experimentos posteriores. 
 

 

Figura 5. Imagen representativa de una célula de Müller en cultivo con marcaje fluorescente contra 

GFAP (izquierda) y microscopia de campo claro (derecha). Medina-Arellano et al., en proceso.  

 

7.3 Modelo experimental 

Se utilizó el modelo experimental propuesto por Capozzi y colaboradores (2018) 

para simular los efectos in vitro de la retinopatía diabética en cultivos celulares. 
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Este modelo considera el factor hiperglucémico está representado por una alta 

concentración de D-glucosa y el aporte dislipidémico representado por el ácido 

palmítico (AP). Se utilizó D-manitol como control osmótico. Los tres reactivos 

fueron adquiridos en Sigma Aldrich. Ambas azúcares fueron disueltas 

directamente en DMEM-F12 + 2% SFB + 1% pen./estrep. Se preparó un stock de 

AP disuelto en DMSO a 30 mM, posteriormente se preparó una solución de AP a 

250 µM en DMEM + 2% SFB + 1% pen./strep. Todos los medios fueron 

mantenidos a 4°C y oscuridad. El stock de ácido palmítico se almacenó a -20°C 

y oscuridad hasta el momento de su preparación. 

 

 
7.4 Medición de la viabilidad celular 

Se sembraron células de Müller con una densidad de 7x104 células/pozo en placas 

de doce pozos (Corning) y, al alcanzar el 70% de confluencia, fueron cultivadas en 

condiciones bajas de suero (DMEM + 2% SFB) durante 12 horas. Una vez 

concluido este periodo, los cultivos se trataron en las siguientes condiciones: 

• Control (CTR): DMEM + 2%SFB 

• D-manitol (D-M25): DMEM + 2% SFB + D-manitol 25 mM 

• D-glucosa 25 mM (D-G25): DMEM + 2% SFB + D-glucosa 25 mM 

• D-glucosa 50 mM (D-G50): DMEM + 2% SFB + D-glucosa 50 mM 

• DMSO 0.008% (DMSO): DMEM + 2% SFB + DMSO 0.008% 

• Ácido palmítico 250 µM (AP): DMEM + 2% SFB + AP 250 µM 

• AP 250 µM + D-M25 mM (AP/D-M25): DMEM+2% SFB+ AP 250 µM + D-M25 mM 

• AP 250 µM + D-G25 mM (AP/D-G25): DMEM+2% SFB+ AP 250 µM + D-G25 mM 

• AP 250 µM + D-G50 mM (AP/D-G50): DMEM+2% SFB+ AP 250 µM + D-G50 mM 

La lectura de viabilidad por azul tripano se realizó cada 24 horas durante 4 días. 

La viabilidad celular se calculó como el número de células vivas sobre el número 

de células totales, multiplicado por cien. 

 

 
7.5 Imunofluorescencia. 

Para conocer la expresión y localización de las diferentes proteínas de interés en 

las células de Müller en condiciones control y de tratamiento, se siguió el protocolo 

mencionado en el punto 7.4 a una densidad de 4x104 células/pozo sobre 

cubreobjetos redondos de 18 mm de diámetro (Pearl), pretratados con poli-D-lisina 

(Sigma). Los cultivos fueron mantenidos durante 72 horas en las condiciones 

experimentales. 

Concluido el tiempo, se retiró el medio, se lavaron las células con PBS 1x (Gibco) y 

se fijaron con paraformaldehído 4%, para después lavarse con PBS 1x y PBS/BSA 

1%. Posteriormente, se bloquearon las células con PBS/BSA 1% + SFB 10% + 

Tritón X-100 3% (solución de bloqueo). Se realizaron lavados con PBS/BSA 1% y 
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se incubaron con la solución del anticuerpo primario de interés; anti-CRALBP 

(1:250), anti-GFAP (1:250) o anti-VEGFA (1:250). Las características de los 

anticuerpos se resumen en la tabla 1. Se utilizó Alexa Fluor 488 (1:500) como 

anticuerpo secundario. Los núcleos se marcaron con Hoechst (1:1000, Thermo 

Fisher). Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con la solución 

Fluoromonting-G (Electron Microscopy Sciences), y se prepararon para su 

visualización en el equipo Cytation 5. 

Las imágenes se capturaron en aumentos de 10, 20 y 40X, seleccionando campos 

representativos para cada condición. La morfometría celular (área, perímetro y 

morfología circular) e intensidad de fluorescencia fueron medidas en el programa 

ImageJ (NIH). 

Los niveles de fluorescencia celular fueron determinados a partir de imágenes de 

microscopía de fluorescencia en ImageJ. Brevemente, las células fueron 

seleccionadas dentro de un polígono, en donde se midió la intensidad integrada del 

área (area integrated intensity) y la media del valor gris (mean grey value). La 

Fluorescencia celular total corregida (CTCF= Corrected total cell fluorescence) se 

calculó con la siguiente fórmula: 

 

𝐶𝑇𝐶𝐹 = 𝐼𝑛𝑡𝑒𝑔𝑟𝑎𝑡𝑒𝑑 𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑦 − (𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑜𝑓 𝑠𝑒𝑙𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑙 

∗ 𝑀𝑒𝑎𝑛 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑜𝑓 𝑏𝑎𝑐𝑘𝑔𝑟𝑜𝑢𝑛𝑑 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑖𝑛𝑔𝑠) 

 
 

Tabla 1. Número de catálogo, casa comercial y características de los anticuerpos utilizados para las 
inmunofluorescencias.  

 
Anticuerpo Número de 

catálogo 
Casa 
comercial 

Características Dilución 
utilizada 

Anti-CRALBP 
(B2) 

sc-59487 Santa Cruz 
Biotechnology 

Anticuerpo primario IgG monoclonal 
producido en ratón. Producido contra la 
proteína CRALBP de origen murino y 
humano.  

1:250 

Anti-GFAP (2E1) sc-33673 Santa Cruz 
Biotechnology 

Anticuerpo primario IgG monoclonal 
producido en ratón. Producido contra la 
proteína GFAP de rata, ratón y humano. 

1:250 

Anti-VEGFA  
(C-1) 

sc-7269 Santa Cruz 
Biotechnology 

Anticuerpo primario IgG monoclonal 
producido en ratón. Detecta la proteína 
VEGFA de origen murino y humano.  

1:250 

Anticuerpo 
secundario Alexa 
Fluor 488 

A-11001 Thermo Fisher Anticuerpo secundario IgG policlonal 
producido en cabra anti-ratón. 
Anticuerpo conjugado al fluoróforo 
Alexa Fluor 488.   

1:500 
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7.6 Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción reversa (RT-PCR) 

Se sembraron células a una densidad de 5x105 células en cajas Petri de 60 mm de 

diámetro (Corning) y, al alcanzar al 70% de confluencia, se cultivaron en 

condiciones bajas de suero (DMEM + 2% SFB) durante 12 horas previas al 

tratamiento. Las condiciones experimentales fueron las mismas que se mencionan 

en el apartado 7.4. A las 72 h de incubación, el medio de cultivo se retiró de los 

cultivos, se realizó un lavado con PBS 1x estéril frío (Corning) y se añadieron 350 

µL de TRIzol (Invitrogen) para lisar las células. La extracción de ARN total se realizó 

siguiendo los pasos del TRIzol™ Reagent RNA Extraction Protocol (Invitrogen). Se 

utilizaron 400 ng del ARN total para realizar la reacción de Transcripción Reversa 

con el High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo-Scientific). 

La PCR de punto final se realizó con 500 ng del ADNc y el kit PCR Master Mix (2X) 

(Thermo Fisher Scientific). Los oligonucleótidos fueron sintetizados en el Instituto de 

Biotecnología de la UNAM. Los productos de la PCR fueron resueltos en un gel de 

agarosa al 2%, teñidos con 6X Tritrack DNA Loading Dye suplementado con GelRed 

(ThermoScientific). Se ocupó el GeneRuler DNA Mix del GeneRuler DNA Ladder 

Mix, ready-to-use (ThermoScientific) como marcador de peso molecular. Los geles 

fueron visualizados en un transiluminador de luz UV (UVP). 

Las secuencias de los oligonucleótidos, así como las Tm y las condiciones 

generales para la PCR de punto final, se resumen en las Tablas 2, 3 y 4. Las 

secuencias de los oligonucleótidos para las diferentes subunidades y GAPDH 

fueron obtenidas de Mendu et al. (2012) y de Franco et al. (2017), 

respectivamente. 

 
 

 
Tabla 2. Secuencias de los oligonucleótidos (forward y reverse) y tamaño del amplicón para los 

genes correspondientes a las subunidades de GABAAR de ratón. 
 

Gen Forward Reverse Amplicón 
(pb) 

GABRA1 AAAAGCGTGGTTCCAGAAAA GCTGGTTGCTGTAGGAGCAT 84 
GABRA2 GCTGGTTGCTGTAGGAGCAT GACTGGCCCAGCAAATCATACT 117 
GABRA3 GCCGTCTGTTATGCCTTTGTATTT TTCTTCATCTCCAGGGCCTCT 118 
GABRA4 AGAACTCAAAGGACGAGAAATTGT TTCACTTCTGTAACAGGACCCC 118 
GABRA5 GATTGTGTTCCCCATCTTGTTTGGC TTACTTTGGAGAGGTGGCCCCTTTT 100 
GABRA6 GGTGACCGGGCATCCCAGTGA TGTTACAGCACCCCCAAATCCTGGC 197 
GABRB1 GGTTTGTTGTGCACACAGCTCC ATGCTGGCGACATCGATCCGC 153 
GABRB2 GCTGGTGAGGAAATCTCGGTCCC CATGCGCACGGCGTACCAAA 70 
GABRB3 GAGCGTAAACGACCCCGGGAA GGGACCCCCGAAGTCGGGTCT 100 
GABRG1 ATCCACTCTCATTCCCATGAACAGC ACAGAAAAAGCTAGTACAGTCTTTGC 100 
GABRG2 ACTTCTGGTGACTATGTGGTGAT GGCAGGAACAGCATCCTTATTG 147 
GABRG3 ATTACATCCAGATTCCACAAGATG CACAGGTGTCCTCAAATTCCT 149 
GAPDH ACTGGCATGGCCTTCCGTGTTCCTA TCAGTGTAGCCCAAGATGCCCTTC 149 
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Tabla 3. Condiciones generales utilizadas para la PCR de punto final. La temperatura de 

alineamiento (Ta, annealing temperature) varía de acuerdo con la temperatura de fusión (Tm, 

melting temperature) de cada secuencia. 

 

Etapa Número 
de ciclos 

T°C Tiempo 

Desnaturalización 
inicial 

X1 95°C 03 min 

Desnaturalización  
X30 

95°C 30 seg 

Alineamiento 
58°C- 
63°C 

30 seg 

Extensión 72°C 30 seg 

Extensión final X1 72°C 05 min 

 

Tabla 4. Temperatura de alineamiento (Ta) de cada primer utilizado en este estudio. También se 

muestra el tejido utilizado como control positivo, así como la cantidad de ADNc empleado. 
 

Gen Ta Control positivo  ADNc (ng) 

GABRA1 59°C Corteza 500 
GABRA2 62°C Corteza 500 
GABRA3 60°C Corteza 500 
GABRA4 60°C Corteza 500 
GABRA5 65°C Corteza 500 
GABRA6 65°C Cerebro 500 
GABRB1 65°C Corteza 500 
GABRB2 65°C Bulbo olfatorio 500 
GABRB3 65°C Corteza 500 
GABRG1 61°C Lóbulo frontal 500 
GABRG2 61°C Lóbulo frontal 500 
GABRG3 59°C Lóbulo frontal 500 
GAPDH 63°C - 500 

 

 
 

7. 7 Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado (n=3) y se analizaron los datos 

con un análisis de varianzas (ANOVA) seguido de una prueba post-hoc de 

Bonferroni, o una prueba de t de Student. Se consideró como significativos 

aquellos valores p menores a 0.05 (α=5). 

El análisis de las imágenes y la densitometría fueron realizadas en el programa 

ImageJ (NIH). Los análisis estadísticos fueron realizados en el programa 

GraphPad Prism 5.0. 

 

 
8 RESULTADOS 

8.1 Efecto de la hiperglicemia-hiperlipidemia (HG/HL) en la viabilidad de 

células de Müller. 

Con la finalidad de evaluar el efecto del aporte hiperglicémico (D-G25) e 

hiperlipidémico (AP), así como el de su co-aplicación (AP/D-G25), en la viabilidad 
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de las células de Müller, se cuantificó el porcentaje de células vivas a lo largo de 

cuatro días de exposición (Figura 6). Los resultados indican que el número de 

células vivas se mantiene parecido al control (CTR) en las condiciones de D-G25 

y D-M25, independientemente del tiempo evaluado. Por el contrario, la viabilidad 

disminuye significativamente a partir de las 48 horas de exposición a AP. Con la 

intención de descartar un efecto por parte del vehículo (DMSO 0.008%) en el que 

fue disuelto el AP, se incluyó una curva de exposición a DMSO a los mismos 

tiempos antes evaluados. Los resultados muestran que no hay cambios en la 

viabilidad celular bajo esta condición experimental, por lo tanto, los efectos en la 

viabilidad se deben fundamentalmente a la acción que ejerce el AP sobre las 

células de Müller. 

En la co-aplicación (AP/D-G25), el comportamiento de la viabilidad respecto al 

tiempo tiene una respuesta similar al observado en el tratamiento con AP. Este 

mismo comportamiento se repite en la co-aplicación de AP/D-M25. Los datos 

indican que el AP reduce la viabilidad de la glía de Müller, y este efecto es 

dependiente del tiempo de exposición, pero independiente de la presencia de 

glucosa o manitol. 

 
 

 

 
 

Figura 6. Efecto de las condiciones HG/HL sobre la viabilidad de las células de Müller en 

cultivo. Se muestra la disminución de la viabilidad dependiente del tiempo en las condiciones 

experimentales que contienen AP. Los tiempos de exposición son a las 24, 48, 72 y 96 horas de 

iniciado el tratamiento. Los datos se muestran como la media ± e.e.m. ANOVA con prueba post-

hoc de Bonferroni, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

 
Para evaluar la contribución de la concentración de la glucosa en el modelo 

experimental, se realizó el mismo ensayo en las condiciones de D-G50 y AP/D-

G50 (Figura 7). 
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Figura 7. Efecto de las condiciones HG/HL sobre la viabilidad de las células de Müller con 

glucosa 50mM. Se muestra la disminución de la viabilidad dependiente del tiempo de exposición 

en presencia de AP y AP/G-G50 a las 24, 48, 72 y 96 horas de iniciado el tratamiento. Los datos se 

muestran como la media ± e.e.m. ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni, **p<0.01, **p<0.001. 

 

 

Los resultados obtenidos no muestran diferencias en la viabilidad celular de la 

condición que contiene D- glucosa (D-G50) (p>0.05) respecto al CTR, descartando 

un efecto sobre la viabilidad celular de la glía de Müller. Sin embargo, para la 

condición de AP/D-G50 (p<0.001), el porcentaje de células vivas disminuyó con 

una tendencia similar al observado en AP y AP/D- G25 (Figura 7). 

Interesantemente, los resultados obtenidos muestran diferencias significativas 

entre la viabilidad celular en D-G25 (t (1, 4) = 4.080, p=0.0151) y D-M25 (t(1,4)= 

3.253) a las 24 horas comparado con la observada a las 96 horas, pero no así 

para D-G50 (t(1,6)=0.1095, p<0.05) y CTR (t(1,8)=0.2140, p<0.05) (Figura 8). Estos 

resultados muestran un cambio en la viabilidad de las células de Müller a 

diferentes tiempos. 
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Figura 8. Efecto de D-G25 en la viabilidad celular de la glía de Müller a diferentes tiempos de 

exposición. Se muestra que, en D-G25, la viabilidad de la glía de Müller es diferente a las 24 

horas contra las 96 horas de iniciado el tratamiento, pero no para CTR. Se muestra la dispersión 

de los datos y la media. Prueba t de Student *p<0.05. 

 

 

En modelos in vivo e in vitro, se ha observado una alteración de la morfología 

celular en presencia de ácidos grasos saturados como el ácido palmítico (Ji et al., 

2005; González-Giraldo et al., 2017), o de grandes concentraciones de glucosa (Li 

et al., 2003; Trudeau et al., 2010), además de la expresión característica de 

distintos marcadores de estrés celular asociados a la retinopatía diabética 

(Pusparajah et al., 2016). Por esta razón, decidimos cuantificar proteínas 

asociadas al estrés en la RD, y las alteraciones morfológicas que sufren las 

células de Müller en respuesta a este estrés. 

 

 
8.2 Expresión de marcadores de estrés celular en la glía de Müller expuesta a 

condiciones de hiperglicemia-hiperlipidemia (HG/HL). 

Inicialmente, se realizó un marcaje contra CRALBP, una proteína citoplásmica 

específica de la glía de Müller. Los resultados muestran que, bajo nuestras 

condiciones experimentales, alrededor del 97% son células CRALBP+. Este 

porcentaje no cambia entre las diferentes condiciones evaluadas (p>0.05) (Figuras 

9 A, B). Las células de Müller en la condición CTR presentan una morfología 

alargada, similar a la descrita en la literatura (Reichenbach y Bringmann, 2013) 

(Figuras 5 y 9). Las mediciones morfológicas realizadas indican que no hay un 

cambio en el tamaño del área celular en comparación con las células CTR bajo los 

diferentes tratamientos experimentales (p>0.05). Sin embargo, se observa un 

aumento significativo (p<0.05) en el perímetro de las células expuestas a D-G50 

respecto al CTR (Figura 10). 
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Figura 9. A) Expresión de CRALBP (verde) en las células de Müller expuestas a diferentes 

condiciones experimentales durante 72 horas. Se utilizó la tinción de Hoechst para identificar el 

núcleo (azul). Imágenes tomadas en aumento de 20X. Escala: 100 µm. B) Cuantificación de células 

CRALBP+ en los cultivos expuestos a las diferentes condiciones experimentales. Los datos se 

muestran como la media ± e.e.m. ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni, p>0.05.  
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A   B 

 
 
 
 

 

C   D 

 
 

Figura 10. Morfometría de las células de Müller expuestas a HGL/HL. A-D nótese el cambio de 

los diferentes parámetros morfológicos, A) área celular; B) circularidad celular; C) perímetro celular; 

y D) área celular, siendo las condiciones D-G25, D-G50 y AP las que contienen cambios más 

claros en estos parámetros. Los datos se muestran como la media ± e.e.m. ANOVA con prueba 

post-hoc de Bonferroni ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05. 

 

 
Uno de los procesos degenerativos, característico de la RD, es la 

neovascularización intraocular. Diferentes estudios señalan al VEGF como un factor 

clave asociado a este proceso (Bai et al., 2009; Sun et al., 2013). Considerando 

esto, se realizó en nuestro modelo de RD in vitro la medición de VEGFA. Como se 

observa en la Figura 11, los análisis de inmunofluorescencia muestran células 

VEGFA+ en todas las condiciones experimentales incluyendo el control (Figuras 11 

A y B), sin embargo, se observa un incremento en la intensidad de fluorescencia de 

los diferentes tratamientos experimentales, comparados contra el control (Figura 

11C). 

. 
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Figura 11. Los tratamientos HG, HL y su co-aplicación (HG/HL) indican posibles cambios en 

la expresión de VEGFA. A) Expresión de la proteína VEGFA (verde) en las células de Müller 

mantenidas con las diferentes condiciones experimentales durante 72 horas. Se utilizó Hoechst 

para identificar el núcleo (azul). Imágenes tomadas en aumento de 20X. Escala: 100 µm. B) 

Porcentaje de células positivas para VEGFA. C) Intensidad de fluorescencia para VEGFA en las 

diferentes condiciones experimentales. Los datos se muestran como la media ± e.e.m. ua: unidades 

arbitrarias. ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

B 

C 
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GFAP es una proteína asociada al citoesqueleto, característica de las células 

gliales. En las células de Müller, su expresión ha sido descrita como una respuesta 

al estrés, incrementando en glía de Müller reactiva (Bringmann y Wiedemann, 

2012). Considerando esta característica, se midió de forma indirecta (intensidad de 

fluorescencia) la expresión de GFAP en las células de Müller expuestas a nuestras 

condiciones experimentales. Los resultados indican que el número de células 

GFAP+ no difiere en comparación al grupo CTR (p>0.05), sin embargo, la intensidad 

de fluorescencia es mayor en D-G50 (p<0.05) (Figura 12). Los resultados 

obtenidos en este modelo de RD in vitro muestran un comportamiento similar al 

obtenido en modelos in vivo de RD, con énfasis particular en la condensación 

nuclear, el incremento en la expresión de VEGF y de GFAP.  

Existen diferentes reportes que muestran alteraciones en el sistema GABAérgico 

de las células de la retina y de la célula de Müller en condiciones de RD, 

asociados a la acumulación del aminoácido GABA en el soma, disminución de la 

expresión de las enzimas GAD y GABA-T, así como el cambio en la expresión de 

las subunidades del GABAAR en otros tipos retinales como las células bipolares 

(Ramsey et al., 2007). Sin embargo, hasta el momento no ha sido descrito un 

cambio asociado a GABAAR en la célula de Müller bajo condiciones de RD. Por 

esta razón, decidimos evaluar los cambios en la expresión de las células de Müller 

expuestas a condiciones in vitro que simulan la RD (estímulos HG/HL). 
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Figura 12. Efecto de los tratamientos HG/HL en la expresión de GFAP de células de Müller en 

cultivo. Sólo los tratamientos hiperglicémicos indican posibles cambios de GFAP en las células de 

Müller. A) Expresión de la proteína GFAP (verde) en las células de Müller expuestas a las 

diferentes condiciones experimentales durante 72 horas. Se utilizó la tinción de Hoechst para 

identificar el núcleo (azul). Imágenes tomadas en aumento de 40X. B) Porcentaje de células GFAP 

positivas. C) Intensidad de fluorescencia para GFAP en los diferentes tratamientos experimentales. 

Los datos se muestran como la media ± e.e.m. ua: unidades arbitrarias. ANOVA con prueba post-

hoc de Bonferroni. *p<0.05. Escala: 100 µm. 

B 

C 

A 
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8.3 Identificación de las subunidades del receptor GABAA expresadas en las 

células de Müller de vertebrados a través de bioinformática. 

Con la finalidad de conocer cuáles podrían ser las subunidades que conforman el 

receptor GABAA de la célula de Müller, se realizó una búsqueda bioinformática de 

datos transcriptómicos. Las bases de datos muestran información de células de 

Müller de humano (Homo sapiens sapiens), macaco (Macaca fascicularis), ratón 

(Mus musculus) y pollo (Gallus gallus), obtenidas a través de secuenciación de ARN 

y Drop-seq (Macosko et al., 2015; Shekhar et al., 2016; Peng et al., 2019; Yan et 

al., 2020; Orozco et al., 2020; Yamagata et al., 2021). Los datos de ratón 

corresponden a individuos de 14 (Macosko et al., 2015) y 17 días (Shekhar et al., 

2016) postnatales. Es importante destacar que el trabajo de Peng y colaboradores 

(2019) muestra las diferencias de expresión de distintos genes, entre ellos los 

relacionados al GABAAR en la fóvea y en la retina periférica del macaco. De forma 

similar, el trabajo de Orozco y colaboradores (2020) muestra la alteración de la 

expresión de los genes en individuos sanos y en pacientes con degeneración 

macular asociada a la edad (AMD) (Müller + GFAP). 
 
 
 

Figura 13. Mapa de expresión de los genes de las subunidades del receptor GABAA en 

células de Müller de humano, macaco, ratón y pollo. El tamaño del círculo determina el 

porcentaje de expresión en las células, mientras que el color representa la expresión media 

escalada (scaled mean expression). Análisis de expresión realizado en Single Cell Portal (The 

Broad Institute, MIT - Harvard) con las bases de datos obtenidas de Macosko et al. (2015), Shekhar 

et al. (2016), Peng et al. (2019), Yan et al. (2020), Orozco et al. (2020) y Yamagata et al. (2021). 
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Los datos de los diferentes estudios fueron analizados en el Single Cell Portal 

(Broad Institute, https://singlecell.broadinstitute.org/) y arrojaron un mapa de 

expresión con la siguiente información; para la célula de Müller de humano las 

subunidades con mayor expresión son la α4, β1 y γ3 (Yan et al., 2020; Orozco et 

al., 2020), en macaco: α1, α5, β1 y γ2 (Peng et al., 2019), en ratón: α1, β3, γ2 y 

ρ1,2 (Macosko et al., 2015; Shekhar et al., 2016), y finalmente en pollo: α1, α2, γ1, 

γ2 y ρ2 (Yamagata et al., 2021) (Figura 13). 

 

 
8.4 Expresión del ARNm de las subunidades del receptor GABAA en la 

célula de Müller de ratón en condiciones normales e HG/HL. 

Para dilucidar el arreglo específico de los receptores a GABAA de la célula de Müller 

de ratón, realizamos RT-PCR de cultivos primarios en condiciones normales y en 

las condiciones de HG/HL. Los resultados muestran que las subunidades 

expresadas en las células de Müller en condiciones CTR son: α1 (GABRA1) y β2 

(GABRB3). Este arreglo coincidide con las bases de datos de Macosko et al. 

(2015) y Shekhar et al. (2016), donde se reporta la presencia de α1 en células de 

Müller de ratón. Es importante mencionar que en este ensayo no se logró detectar 

las subunidades α3, α6, γ1, γ2 y γ3, tanto en la célula de Müller como en los 

diferentes controles positivos empleados (corteza, lóbulo frontal, cerebro completo, 

cerebelo). Esto puede deberse a la edad de los animales (5 a 7 días postnatales), 

edad en la que se ha reportado que existe una expresión diferencial de las 

subunidades del receptor a GABAAR (Laurie et al., 1992; Fritschy et al., 1994; Sim 

et al., 2000; Pape et al., 2001). A pesar de que la subunidad γ2 no fue detectada 

por RT-PCR, el análisis bioinformático predice el transcrito para esta subunidad en 

este tipo celular, por lo que el arreglo aparente de los GABAAR en célula de Müller 

estaría conformado por α1/β2/γ2. Esta conformación correspondería al arreglo 

tradicional que adquiere el GABAAR en los tejidos nerviosos (Wässle et al., 1998). 

Como se observa en la Figura 14, las condiciones de AP y AP/G25 son capaces 

de regular a la baja la expresión de la subunidad α1 del GABAAR en la célula de 

Müller de ratón. Este efecto no se observa con ninguna de las otras subunidades 

estudiadas. 

En conclusión, estos resultados señalan un arreglo α1β2γ2, para los GABAAR en 

la glía de Müller, cuya expresión es sensible a la presencia del ácido palmítico, 

pieza clave en el modelo metabólico in vitro de retinopatía diabética explorado en 

este estudio. 

https://singlecell.broadinstitute.org/
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Figura 14. Presencia de los ARNm para las diferentes subunidades del receptor GABAA en 

las células de Müller. Se observa una expresión diferencial de las subunidades del GABAAR en 

células de Müller expuestas a HG/HL y comparadas con el control. A) Bandas representativas de la 

expresión de las subunidades del receptor GABAA en células de Müller control y con tratamiento. 

B-H) Expresión relativa para los genes de cada subunidad evaluada. Para el control positivo se 

A B 

G 

E 

C 

H 

F 

D 
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utilizaron muestras de diferentes tejidos nerviosos (reportados en la Tabla 3), el control negativo 

corresponde a la reacción sin el templado de ADNc. Los datos se muestran como la media ± e.e.m. 

ANOVA con prueba post-hoc de Bonferroni.  *p<0.05.  

 

9 DISCUSIÓN 

Comparado al CTR, las condiciones de D-G25 y AP disminuyen la viabilidad de las 

células dependiendo del tiempo de exposición. En el caso de AP, este efecto es 

considerable, obteniendo únicamente el 16.6% de células viables a las 96 horas. 

En el caso de la glucosa, debido a su estructura y a su mecanismo de 

internalización, un incremento en la concentración extracelular de este glúcido 

puede generar un cambio osmótico en la morfología celular. Sin embargo, la 

reducción en la viabilidad celular observada representa, aparentemente, un efecto 

asociado al tiempo de exposición y no a su concentración. Una respuesta similar 

es reportada por Chen y colaboradores en células de Müller de rata cultivadas in 

vitro, en donde se observa una disminución en la viabilidad del 20% a las 48 horas 

de exposición a 30 o 60 mM de glucosa (Chen et al., 2018). No podemos descartar 

un efecto osmótico, aunque es necesario realizar más análisis al respecto. Es 

importante mencionar que aún es controversial el modelo de hiperglicemia, sin 

embargo, el análisis de los diferentes modelos experimentales indica que la 

respuesta a esta condición depende de las características del protocolo y del 

modelo celular (Chavira-Suárez, 2011; Sun et al., 2013; Vellanki et al., 2016; 

Capozzi et al., 2018). En cualquiera de los casos, las respuestas corresponden a 

una respuesta de la célula de Müller a una condición de estrés o daño.  

Los resultados obtenidos con AP coinciden con lo observado en otros modelos 

celulares (Ahn et al., 2013; Liu et al., 2018; Zeng et al., 2020), incluyendo neuronas 

(Voss et al., 2013) y astrocitos (Gupta et al., 2012; Ortiz-Rodriguez et al., 2018). Las 

características observadas concuerdan con una compactación citoplasmática y 

condensación nuclear característica del proceso de apoptosis (Ahn et al., 2013; 

Voss et al., 2013; Liu et al., 2018). El mecanismo subyacente a estos cambios 

morfológicos y muerte celular puede ser similar a otros modelos celulares, como el 

caso de la inducción de estrés reticular con la liberación de especies reactivas de 

oxígeno y la acumulación de lípidos en el retículo endoplásmico (Ahn et al., 2013; 

Ortiz- Rodriguez et al., 2018). Además, también se han descrito un incremento en 

la expresión de proteínas pro-apoptóticas (Bax) y liberación citoplasmática de 

citocromo c (Ahn et al., 2013; Liu et al., 2018), lo que activa la vía apoptótica 

intrínseca (caspasa-3, caspasa-9 y el clivaje de PARP) (Liu et al., 2018). 

Por otra parte, la co-aplicación de los estímulos, hiperglicémico e hiperlipídico 

(AP/D-G25 o AP/D-G50), induce la disminución de la viabilidad celular similar a la 

condición de AP. Los datos también muestran que existe una reducción 

significativa de la viabilidad a las 24 horas comparada con la viabilidad a las 96 

horas en condiciones de D-G25 y D-M25, pero no así para D-G50 y CTR. Esto 

podría deberse a los mecanismos de regulación del metabolismo de glucosa que 

posee la célula de Müller. En conjunto, estos datos sugieren que el efecto 
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lipotóxico es preponderante en comparación con el efecto hiperglicémico. En las 

condiciones de co-aplicación, la morfometría indica que el área celular es mayor 

que en AP, muy parecida al grupo CTR. En el caso de la morfología y el área 

nuclear, el efecto es similar, sugiriendo que el aporte glucémico podría 

desencadenar mecanismos, probablemente osmóticos, que regulen estos cambios 

morfológicos sin modificar la viabilidad. Hernández-Benítez y col. reportan un 

efecto similar en neuronas de la zona subventricular (Hernández-Benítez et al., 

2014). 

En nuestras condiciones, la inmunoreactividad contra GFAP es mayor en D-G50, 

consistente como un indicador de estrés celular (Bringmann y Wiedemann, 2012) y 

característico de la respuesta de las células de Müller ante condiciones de alta 

glucosa (Guidri et al., 2009; Metteuci et al., 2014). De igual forma, las células 

expresan VEGFA, un marcador de estrés metabólico en la glía de Müller. Esta 

expresión muestra un incremento en todos los tratamientos experimentales, lo que 

coincide con las observaciones de otros grupos de investigación en modelos in vivo 

e in vitro de RD (Mu et al., 2009; Sun et al., 2013; Kida et al., 2021). Como lo 

demuestra Bai y colaboradores, el aumento de la expresión del VEGFA derivado 

de las células de Müller es un suceso clave para el desarrollo temprano de la RD, 

que conlleva a la ruptura de la barrera hematorretinal por un incremento en la 

permeabilidad vascular (Bai et al., 2009; Yang et al., 2020). Es relevante 

mencionar que nuestros datos son los primeros que muestran una relación directa, 

hasta el momento no descrita, entre la presencia de elevadas concentraciones de 

un ácido graso saturado (AP) y el incremento de la síntesis de VEGF-A. Esta 

observación es crucial, ya que permite tener un mayor panorama a la participación 

de los ácidos grasos en la retinopatía diabética como mediadores de la síntesis de 

factores angiogénicos, y que también apoya la hipótesis de la glía de Müller como 

la fuente celular de VEGF-A más importante en la neuroretina (Wang et al., 2015). 

Durante la fisiopatología de la RD, se altera la captura y respuesta a 

neurotransmisores como el GABA (Ishikawa et al., 1996a, Li y Puro, 2002; 

Pannicke et al., 2006). Actualmente se sabe que el GABAAR está expresado en la 

glía de Müller, sin embargo, se desconoce el arreglo específico de sus 

subunidades. Hasta antes del 2013, diferentes grupos de investigación 

consideraban que las células de Müller de mamíferos no primates carecían de 

la expresión de los GABAAR. Esta hipótesis surge debido a que reportes 

señalaban que las células de Müller provenientes de animales como el cobayo, 

cerdo, ratón, rata y conejo carecían de corrientes cloruro de inactivación rápida, 

como las observadas en las células de Müller del babuino y humano. En su lugar, 

las respuestas eléctricas observadas eran corrientes pequeñas y sostenidas, que 

correspondían a “mecanismos electrogénicos” asociados a la actividad de los 

transportadores de GABA (Reichelt et al., 1996; Reichelt et al., 1997; Biedermann 

et al., 2004). Hinds y colaboradores, en 2013, publicaron la primera descripción de 

la presencia de los GABAAR en las células de Müller de rata, detectados a partir 

de inmunofluorescencia. A diferencia de lo descrito por Biedermann y 
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colaboradores (2004) para las células de humano, Hinds encuentra una 

distribución uniforme del receptor en la célula de Müller de la rata. Sin embargo, 

en este trabajo no se proporciona información acerca de las subunidades 

encontradas (Hinds et al., 2013). 

Los datos obtenidos por el análisis bioinformático (Macosko et al., 2015; Shekhar 

et al., 2016) sugieren un posible arreglo α1/β3/γ2 de los GABAAR expresados en la 

célula de Müller de ratón. Estos datos coinciden parcialmente con nuestros 

resultados preliminares obtenidos por RT-PCR, en donde se observa la presencia 

de los transcritos para las subunidades α1 y β2. Los experimentos de RT-PCR 

fueron incapaces de detectar la subunidad γ2, sin embargo, nuestros análisis 

bioinformáticos sugieren la presencia de esta subunidad la célula de Müller. Esta 

observación concuerda con los registros eléctricos del GABAAR de glía de Müller 

en mantarraya y humano, los cuales responden a benzodiacepinas como el 

diazepam (Qian et al., 1994; Qian et al., 1996; Biedermann et al., 2004), en el que 

se ha descrito que su sitio de unión es la interfaz entre la subunidad α y γ2 

(Richter et al., 2012). Además, Biedermann et al. (2004) realiza un marcaje de 

células de Müller de humano con un compuesto fluorescente, análogo a 

benzodiacepinas (Bodipy FL Ro-1986). Con este método logra obtener señal en el 

soma, en el proceso distal hacia fotorreceptores y en el pie terminal, marcaje que 

se elimina al añadir un agonista competitivo como el diazepam. Estos reportes 

indican la posibilidad de que la subunidad γ2 esté evolutivamente conservada en 

las células de Müller. 

Los análisis bioinformáticos del GABAAR en ratón muestran una predicción de 

arreglo distinto al receptor en primates (humano y macaco), que aparentemente 

presentaría las subunidades α1, α4/α5, β1, γ3/γ2, siendo conservadas únicamente 

las subunidades α1 y γ2 del ratón (Yan et al., 2020; Orozco et al., 2020; Peng et 

al., 2019). Es interesante mencionar que, en el caso de mamíferos, las bases 

consultadas únicamente muestran expresión de las subunidades ρ1-2 en las 

células de Müller de ratón, característica que no ha sido descrita hasta el momento 

en estas células. Este hallazgo, podría estar relacionado a un arreglo estructural y 

funcional del GABAAR, aún no descrito para la modulación GABAérgica en células 

de Müller. Las subunidades ρ2, α1 y γ2 se expresan en las células de Müller de 

pollo, ratón y macaco (Yamagata et al., 2021), lo que podría sugerir una subunidad 

evolutivamente conservada en algunos grupos de vertebrados (Figura 8). 

Se sabe que las propiedades farmacológicas, localización y fisiología de los 

GABAAR dependen de la combinación de sus subunidades (Greferath et al., 1995; 

Korpi et al., 2002; Zhang et al., 2003). En este caso, el arreglo predicho para el 

receptor GABAA en la célula de Müller reforzaría la participación de estas células 

en procesos la transmisión neuronal GABAérgica retiniana (Biedermann et al., 

2004), el control del pH debido a la permeabilidad del GABAAR a los iones 

bicarbonato (Bormann et al., 1987), homeostasis del Cl- extracelular (Bormann y 

Kettenmann, 1988), así como la captación de GABA a través de los 
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transportadores de GABA (Mager et al., 1996; Biedermann et al., 2004). 

La expresión de la subunidad γ2 es interesante en el arreglo de los receptores 

GABAAR en la célula de Müller. Esta subunidad tiene una amplia distribución en el 

cerebro, en donde más del 80% de los receptores expresados la contienen y se 

ubican de manera postsináptica, principalmente durante la sinaptogénesis (Essrich 

et al., 1998; McKernan y Whiting, 1996; Seeburg et al., 1990). Por otro lado, esta 

subunidad, puede sugerir la capacidad de las células de Müller de establecer 

sinapsis con las células neuronales de la retina, con un arreglo parecido al que 

presentan las interneuronas del hipocampo que establecen sinapsis GABAérgicas 

con las células NG2 (Passlick et al., 2013; Balia et al., 2013). Esta propuesta surge 

de los datos obtenidos por bioinformática y RT-PCR (estructura α1β2γ2), sin 

embargo, son necesarios experimentos que comprueben esta hipótesis.   

Por otro lado, nuestros resultados muestran que el AP es capaz de reducir la 

expresión de la subunidad α1 del GABAAR en las células de Müller, 

independientemente de la presencia de una alta concentración de glucosa (Figura 

14). Hasta el momento, no se había descrito la actividad del AP como regulador 

transcripcional del GABAAR o de algún otro receptor o canal iónico, por lo que 

estos resultados aportan información novedosa acerca del efecto de la RD en la 

neurotransmisión GABAérgica, en donde la dislipidemia juega un papel importante 

en el desarrollo de esta patología. Orozco y colaboradores (2020) (Figura 13) 

muestran una posible regulación transcripcional de la subunidad β1 del GABAAR de 

la célula de Müller de pacientes con AMD, una patología ocular en donde también 

se ha encontrado una participación de lípidos en el proceso degenerativo (Fu et al., 

2020; Park y Park, 2020). 

Se han descrito diferentes funciones y actividades biológicas para el AP, todas 

dependen del balance entre ácidos grasos poliinsaturados y ácidos grasos 

saturados, y van desde la composición membranal, palmoitilación de proteínas, 

precursor de moléculas como la palmoil-coA y de la palmitoiletanolamida (PEA), 

hasta el crecimiento de tumores, inflamación y apoptosis (Carta et al., 2017), sin 

embargo poco se sabe acerca de las funciones que podría desempeñar en la 

alteración de la transcripción de genes. Por ejemplo, algunos estudios reportan 

un efecto del AP sobre la transcripción de genes involucrados en la oxidación 

mitocondrial de ácidos grasos de células que desempeñan funciones angiogénicas 

(Piqueras et al., 2007; Capozzi et al., 2013; Palomer et al., 2017). Este proceso es 

regulado por receptores PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor), a 

través de la co-activación de PGC-1α (peroxisome proliferator-activated receptor-γ 

coactivator-1α) (Palomer et al., 2017). Estos receptores pertenecen a la superfamilia 

de los receptores nucleares a hormonas, que se expresan constitutivamente en la 

retina (Capozzi et al., 2013; Capozzi et al., 2016), en donde modulan la expresión 

de genes en respuesta a ácidos grasos y algunos agonistas sintéticos (Mukherjee 

et al., 1997; Rieck et al., 2008). En el cerebro, la expresión de PGC-1α está 

localizada principalmente en interneuronas GABAérgicas, y recientemente 
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Vanaveski y colaboradores (2021) han descrito que la señalización de PGC-1α 

incrementa la expresión de la subunidad α2 del GABAAR en cerebros de ratón.  

El tratamiento de células retinales endoteliales humanas con GW501516, un 

agonista de PPARβ/γ, incrementa la expresión del ARNm y síntesis de VEGF 

(Piqueras et al., 2007). Krishnan y colaboradores (2009) demostraron que, en 

cardiomiocitos de ratón, HIF-1α activó directamente la transcripción de PPARγ, un 

efector clave río abajo para la apoptosis y acumulación de ácidos grasos como el 

triacilglicerol.  Interesantemente, en el laboratorio encontramos que en presencia 

de AP 250 μM, incrementa la expresión del ARNm de HIF-1α de células de Müller 

de ratón (datos no mostrados). Esto sugiere que, en las células de Müller, el AP y 

su co-tratamiento activan el mecanismo que involucra la señalización de PPAR-

PGC1α-HIF1α, incrementando así síntesis de VEGFA, generando una 

condensación de la cromatina y modificando la expresión del ARNm de las 

subunidades del GABAAR (Figura 15).  

 

 

Figura 15. Esquema que muestra los procesos involucrados en la respuesta de las células 

Müller a las condiciones de hiperglicemia/hiperlipidemia, simuladas por alta glucosa y AP. 

(Medina-Arellano et al., en proceso). 

 

En resumen, estos hallazgos sugieren la importancia de la célula de Müller como 

una fuente endógena retinal de factores angiogénicos (VEGF-A), en respuesta a 

condiciones que simulan la RD (HG/HL). Por otro lado, el AP podría estar 

regulando negativamente la transcripción de las subunidades de GABAAR, 
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sugiriendo una alteración en la expresión de estos receptores bajo las condiciones 

patológicas de la RD. 

 
10 CONCLUSIONES 

Las altas concentraciones de glucosa, de ácidos grasos saturados (como el AP), o 

su co-aplicación, inducen cambios morfológicos y un aumento de la expresión de 

proteínas de estrés como GFAP y VEGFA en las células de Müller de ratón. 

Los análisis de los datos transcriptómicos, aunado a los datos obtenidos por RT- 

PCR, permiten sugerir al arreglo conformado por las subunidades α1/β2/γ2 como 

candidatos a conformar el GABAAR de las células de Müller de ratón. La expresión 

del ARNm de la subunidad α1 se modifica en presencia del ácido palmítico.  Es 

importante mencionar que esta vía no ha sido caracterizada en las células de 

Müller, por lo que estos datos serían los primeros en reportar el proceso en células 

gliales, además, aporta información vital acerca del efecto de los ácidos grasos 

(hiperlipidemia) en la expresión de los receptores a GABA, proceso característico 

de la RD. 
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