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RESUMEN,

La retina para llevar acabo sus funciones requicre de una gran cantidad de oxigeno y nutrientes,
principalmente glucosa, que se obtienen del flujo sanguinco. Las alteraciones en ¢l flujo de estos
nutrientes puede llevar a cambios funcionales importantes tales como la retinopatia producida por la
diabetes.
El estudio de las propicdades metabolicas de la retina representa un gran interés, principalmente en
lo que se refiere a la utilizacién de glucosa como fuente de energia. Aunque existen reportes
referentes al metabolismo de la glucosa éstos no son suficientes y en lo que se reficre a la presencia
de glucdgeno la informacién que se tiene es contradictoria. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue identificar las reservas de glucégeno y la utilizacién de glucosa en la retina de la rata
sana y diabética.
En este trabajo s¢ cuantificaron por métodos enziméticos y espectrofotométricos los niveles de
lactato, piruvato y glucégeno, bajo diferentes condiciones experimentales que simulan diversas
situaciones fisioldgicas de la retina: a) En ausencia de glucosa; b) En presencia de diferentes
concentraciones de glucosa; ) efecto de 1a adaptacion a la luz y a la obscuridad.
Encontramos que en las retinas recién aisladas de animales adaptados 2 la obscuridad, los niveles de
factato y piruvato fueron con respecto a los animales que fueron adaptados a la iluminacién; sin
embargo la relacidn lactato/piruvato fue igual en ambas condiciones. Aunque las retinas incubadas
tanto en condiciones de iluminacion como de cbscuridad son capaces de producir piruvato y lactato,
la relacidn lactato/piruvato fue mayor en condiciones de iluminacién.
Con €] propdsite de conocer si Ja produccién de lactate es proporcional a la concentracién de
glucosa, las retinas de animales adaptados a la luz se incubaron bajo condiciones de obscuridad en
ausencia y presencia de diferentes concentraciones de glucosa. Como se esperaba, en ausencia de
glucosa la produccion de lactato fue 6 veces menor que en presencia de 5.6 mM de glucosa
(control), mientras que los niveles de piruvato permanecieron constantes; por lo que la relacién
lactato/pinuvato disminuyé 10 veces. En las retinas incubadas en presencia de altas concentraciones
de glucosa (20 y 25 mM), los niveles de lactato aumentaron en un 50% con respecto al control, y
los niveles de piruvato permanecieron constantes, por lo que la relacién lactato/piruvato en el tejido
aumentd al doble. Los niveles de lactato en las retinas incubadas en presencia de 30 mM de glucasa
son similares al control, y la relacién lactato/piruvato no presenté cambios estadisticarmnente
significativos, '
En las ratas en que se indujo la diabetes por administracién de estreptozotocina, se observd un
aumento en la concentracién de glucosa en plasma y la concentracién de lactato en la retina
aumentd un 110%. Como consecuencia, la relacidn lactato/piruvato aumento hasta un 140% en la
retina de la rata diabética, comparada con el control.
En este trabajo se identificé la presencia de glucdgeno en la retina de la rata. Nuestros resultados
son relevantes en el sentido que los niveles de glucdgeno que observamos se modifican de manera
significativa bajo diferentes condiciones fisiologicas. En la obscuridad, los niveles de glucogeno
son 50% menores que en la luz. A bajas concentraciones de glucosa en el medio, los niveles
descendieron aproximadamente un 60% tanto en condiciones de tuz como de obscuridad, y los
niveles de glucdgeno se incrementaron paralelamente al aumento en la concentracidn extracelular
de glucosa (0-20 mM). Sin embargo, los niveles de glucdgeno son semejantes en las retinas
incubadas en presencia de 5.6 ¢ 30 mM de glucosa. Es interesante que la retina de ratas diabéticas
presenta unaz mayor concentracion de glucdgeno, la que es proporcional al tiempo del
establecimiento del estado diabético. Los resultados obtenidos indican que ¢l metabolismo de la
glucosa en la retina esta regulado por las concentraciones de glucosa, asi como las condiciones de
luz y obscuridad. Dicha regulacién *per-se” estd alterada en las retinas de animales diabéticos.



INTRODUCCION.

La retina es una estructura especializada del sistema nervioso, que transduce 1a luz en sefiales
biolégicamente significativas, procesa estas sefiales y subsecuentemente trasmite esta informacion a
los centros superiores de integracidn.

La retina se encuentra en el fondo del globo ocular de los vertebrados, en ei hemisferio posterior
denominado copa dptica. El globo ocular presenta varias capas tisulares, la mas extemna de las
cuzales es de recubrimiento, la esclérotica, que forma en la parte anterior la cémea. La siguiente capa
tisular es la coroides, que contiene el tejido vascaular que irriga al ojo; la coroides forma el iris en la
parte anterior del globo ocular y una abertura circular en éste constituye la pupila. Del iris se
encuentra sostenido el cristalino que por movimientos musculares concentra los rayos luminosos
que llegan a la retina.(Farber y Adler, 1986) (F igura ).

Estructural y funcionalmente la retina estd formada por dos componentes, el epitelio pigmentario
de la retina (EPR), y la retina neural propiamente dicha. E] EPR es una monocapa de células
neuroepiteliales interpuestas entre los capilares de la coroides y los fotorreceptores de la retina
neural. La retina neura! es una extension peniférica del cerebro, consiste esenciaimente de 6 tipos de
neuronas; que presentan una organizacién laminar, La retina es alimentada por dos sistemas de
vasos sanguineos: las capas internas son alimentadas por la circulacion retiniana y la vena central
de la retina, que distribuye aproximadamente el 20% del total de el flujo sanguineo a la retina
(Kuwabara, 1969). El segundo sistema es el de la coroides o sistema uveal que consiste de una
ramificacion de capilares o coriocapilares fenestrados cuyo diametro es amplio, lo que permite un

flujo ficil de la sangre. El 80% del flujo sanguineo total es proporcionado por este sistema a las
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Pigura 1.” Diagrama de la seccitn transversal del ojo de los
vertebrados {Farber y Adler, 1986).



capas externas de la retina y el epitelio ciliar no pigmentado.

RETINA: ESTRUCTURA Y FUNCION.

El EPR junto con las células endoteliales de la arteria retiniana, participa en la formacién de la
barrera hematorretiniana, ta cual regulz et paso de glucosa y otros metabolitos hacia dentro y afuera
de la retina. La participacién del EPR en la barrera hematorretiniana estd determinada por ia
presencia de uniones estrechas en sus células, las cuales sellan los espacios intercelulares € impiden
el intercambio libre de solutos, estableciéndose asi un gradiente de concentracién de estos a través
de la membrana; estos solutos usualmente se transportan por mecanismos especializados presentes
en la membrana (Cunha-Vaz, 1980). Asi, el transporte de glucosa en ¢l EPR se lleva a cabo por un
sistema de difusion facilitada (Pascuzzo, et al. 1980; Masterson y Chader, 1981; Grosson y Pautler,
1982).

La funcién normal del EPR es importante para mantener el buen funcionamiento de la retina, de
tal- forma que cualquiera de las actividades del EPR que se vea alterada puede conducir a
alteraciones en fas células fotorreceptoras y pueden causar ceguera en el area afectada. El EPR
parece estar relacionado con una variedad de enfermedades de 1a retina y coroides, tales como el
desprendimiento de fa retina, desordenes inflamatorios, diabetes, asi como los producidos por
agentes téxicos, nutricionales o ambientales (Zinn, K. M. y Henkind, J; i979) (Figura 2).

La retina neural esta organizada en las siguientes capas celulares: la capa de los fotorreceptores
formades por el extremo distal o segmento externo de las células fotorreceptoras, mientras que los
somas de los fotorreceptores (conos y bastones) que forman la capa nuclear extemna. Las terminales
de los [otorreceptores presentan algunas caracteristicas particulares, tales como su gran tamafio y ia

exisiencia de una estructura electrodensa en forma de listdn rodeada por pequeiias vesiculas. Dichas
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Figursa 2~ Disgrama de una célula del epitelic pigmentario de la
retina. AG, aparato de golqi; CEC, capa axterna de col&gena; CIE,
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cuerpos mieloldes; CU, complejos de unién; EC, endotelio d&e los
- coriocapilares; P, fagosoma; GL, gota de lipidos; L, lisosoma; M,
aitocondria; MB, membrana basal; MEXB, membrana de Bruch; MP,
microperoxisoma; MV, microvellosidades; N, ntcleo; P, grénulos de
plgmento; ROS, segmentos externmos de los bastones {Nguyen-Legros;

1978). -



terminales forman contactos con los procesos de células horizontales y bipolares, formando la capa
plexiforme externa. Los somas de las células horizontales, bipolares y amacrinas forman la capa
nuclear intema. Los procesos de las células horizontales se ramifican en grandes areas en ia capa
plexiforme externa, haciendo contactos con células bipolares, horizontales y fotorreceptores. La
capa plexiforme interna estd formada por sinfpsis entre las células bipolares, amicrinas y
ganglionares. En la capa nuclear intema existen ademds los somas de las células interplexiformes,
los cuales se caracterizan por tener procesos en ambas capas plexiformes, de tal manera que se crea
un flujo de informacién entre ellas, Las células ganglionares se encuentran en ¢l margen intémo de
la retina y sus axones constituyen el nervio éptico ( Dowling, 1960) (Figura 3).

Otro tipo celular en la retina son las células gliales de Miiller, las cuales se extienden desde la
superficie vitrea hasta la capa de los fotomreceptores, en donde sus prolongaciones apicales forman
la membrana limitante externa. Mientras que sus prolongaciones bésales forman la membrana
limitante intéma, que aisla a las células ganglionares del humor vitreo. Las células de Milller
participan en el control extracelular de los niveles de potasio y en lg eliminaciéon de los
neurotrasmisores del espacio sindptico (Hertz, 1976; Barbour et-al.,1988).

Las células de la retina son altamente diferenciadas y no tienen la capacidad de dividirse, por lo
que cualquier dafio producido en ellas es irreparzble y lleva a una pérdida irreversible de la visién.
El correcto funcionamiento de la retina depende fundamentalmente de la actividad de las células
fotorreceptoras; la estructura y funcién de éstas depende a su vez de la sintesis continua y
degradacion del segmento externo de los fotorreceptores. El segmento externo de los
fotorreceptores se renueva  continuamente por la adicién de discos membranosos recién

sintetizados en el extremo basal de dicho segmento; paralelamente, los discos de la parte distal del
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segmento exteno son eliminados a través de un mecanismo de fagocitosis que efectiia el epitelio
pigmentario de la retina. (Zinn, K.M. y Henkind, J. 1979).

El impulso nervioso que se genera en los fotamreceptores es transmitido en sentido vertical a
través de las células bipolares y ganglionares, hasta salir por el nervio éptico hacia los centros
superiores de integracién. El impulso es modulado en sentido horizontal por las interneuronas
inhibitorias horizontales y amicrinas {Dowling, 1960).

La presencia de un estimulo luminoso produce en la retina una respuesta elécirica; el
electroretinograma (ERG), que se caracteriza por la presencia de una respuesta negativa rapida
(onda a} correspondiente a la hiperpolarizacidn de los fotorreceptores. Posteriormente, se genera
una onda positiva lenta (onda b) propia de las células de la capa intemna y la onda ¢ que comresponde
a la actividad del EPR. En la retina, la luz actia sobre la rodopsina, proteina que se encuentra
embebida en la membrana de los segmentos externos de los fotorreceptores, e induce la
isomerizacion del retinaldehido. Esta isomerizacién lleva a la activacién de la transducina o
proteina G, la cual hidroliza GTP a GDP. ‘La transducina a su vez activa a la fosfodiesterasa,
enzima que hidroliza al guanosin monofosfato ciclico (GMPc), la disminucién en los niveles de
este conduce a un aumento en la resistencia de la membrana y una disminucidn en la entrada de
iones sodio, causando asi una hiperpolarizacién de la célula { Baylor y Lam, 1979; Korenbrot,
1972; y Siltman y Tomita, 1969) (Figura .4).

En la obscuridad, los fotorreceptores presenlz;n altas concentraciones de GMPc, el cual actia
sobre canales de sodio localizados en la membrana del segmento externo, permitiendo asi 1a entrada
de Na‘, lo que crea un flujo continuo de corriente conocida como corriente obscura, que

despolariza- al fotorreceptor (Fesenko, 1985). Esta despolarizacién provoca la liberacién del



Pigura Y.-Mecanismo de la fototransduccidn: (A} Corriente obscura,
entrada de iones sodio. (B) Proceso de transduccidn, los canales
sensibles a Juz se clerran. (C)} Cascada de la rodopsina. (D)
Estados de amplificacién y (E) Cascada de nucleotidos como
proteinas integrales y perifericas de la membrana de los discos del
fotorreceptor.



neurotransmisor en la terminal del fotorreceptor (Nakatami y Yau, 1985) (Figura 4).

En Ia refina, como en todo el sistema visual, las células responden en fincién de sus campos
receptivos. Asi, una poblacién especifica de fotorreceptores cuya respuesta a la fuz altera el
comportamiento de cualquier neurona subsecuente en la cadena de informacidn visual, constituye el
campo receptivo de dicha neurona (Granit, 1947, Kufler 1953). Las células bipolares a las que los
fotorreceptores transmiten son de dos tipos, las que responden a la luz hiperpolarizindose
(bipolares “Off") y las que con el mismo estimulo se despolarizan (bipolares “On") (Kaneko,
1573). Se ha demostrado que las células bipolares “On” forman contactos sindpticos con las células
ganglionares despolarizantes “On™; mientras que las “Off" activan células ganglionares
hiperpolarizantes “Off”. Existe un tercer tipo de células ganglionares que recibe sefiales de ambos
tipos de células bipolares y se conocen como “On-Off” (Murakami, et al. 1975). Asumiendo que
todas las células fotorreceptoras liberan un mismo transmisor, diferentes caracteristicas en los
receptores sindpticos son necesarias para explicar las diferentes respuestas en las células bipolares.

En la retina al igual que en el cerebro, la msnﬁsién es preferentemente de tipe quimico, mediada
por neurotransmisores. Un neurotransmisor es considerado como una substancia que es sintetizada
y liberada de las terminales sindpticas de la neurona presiniptica. Esta substancia difunde a través
de la hendidura sindptica y entonces se une a un receptor especifico, localizado en la membrana de
la célula postsiniptica. La unién del neurotransmisor al receptor provoca una respuesta
electrofisiolégica que es tipicamente rapida y corta duracién. La accién del neurotransmisor es
terminada por degradacién enzimatica o por recaptura en la terminal presinaptica del
neurofransmisor { Werman, 1966).

Ninguna substancia ha sido plenamente identificada como neurotransmisor en la retina; sin
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_embargo. existen evidencias que indican que los aminoicidos glutamato y/o asparato
probablemente son neurotransmisores excitadores en las células fotorreceptoras, bipolares y
ganglionares (Miller et al. 1982; Miller y Schwartz, 1983). Por otro lado, diversas evidencias
indican que el 4cido y - aminobutirico (GABA) puede funcionar como neurotransmisor inhibitorio
de las células horizontales y amécrinas (Murakami,[978; Yazulla, 1983). En las células amacrinas
se han propuesto como neurotransmisores una gran variedad de substancias tales como la glicina
{Voaden, 1977), acetilcolina (Vogel, 1977} , dopamina (Redburn, 1980) y varios neuropeptidos,
entre los cuales estin la substancia P, neurotensina y la colecistocinina (Watt, et al, 1985; Li, et al.
1986; Stone et-al 1987). En las células interplexiformes los neurotransmisores propuestos son la
dopamina y la glicina (Dowling y Ehinger, 1978; Marc, Lam y Stell, 1979).

METABOLISMO DE LA GLUCOSA

La retina requiere de una gran cantidad de energia para llevar a cabo sus funciones y mantener su
actividad. En la retina la glucosa es la fuente principal de energia metabolica para la que se han
reportado la presencia de transportadores del tipo de difusion facilitada (Elbrink., and Bihler, 1975;
Stramm, E.L. and PaullerlE.T.l980. Lopez-Escalera R. et al. 1991). F;I transportador GLUT 1 se ha
encontrado principalmente en el epitelio pigmentario de la retina (Miller, S y Steinberg, H.R. 1976.
Pascuzzo, G.B. et al 1980. Stramm,, L.E. y Pautler L.E. 1980. Masterson., E. y ChaderJ.G. 1981.
Crosson, C.E. y Pautler., L.E. 1982.) y en la membrana plasmatica de los segmentos externos de
los fotorreceptores (Hsu, S.C. y Molday, R.S. 1991; Lépez-Escalera, R. et al.1991; Hsu, S.C. y
Molday, R.S. 1994; Badr, G.A. et-al,, 1999 ). |

En la retina de los vertebrados se ha demostrado la presencia de las actividades enzimaticas

relacionadas con €l metabolismo de la glucosa por las vias glucolitica, oxidativa y sintesis de



glucdgeno (Lowry, O.H. et al 1961).

En la retina de mamiferos se ha observado un metabolismo activo de glucosa en condiciones
anaerobias y aercbias, paralelo a nivele elevados s en el consumo oxigeno, produccién de icido
lictico, y la respuesta eléctrica a la luz (Warburg Posener y Negelein, 1924; Ames y Gurian, 1963;
Winkler, 1972). El metabolismo de glucosa puede ser balanceado por dos efectos inhibitorios: el
exceso de glucosa pro_duce una disminucién de la captacidn de oxigeno (efecto Crabtree ; Cohen,
L.H. and Noell, WK. 1960), y un aumento de la oxidacién de estd, modificando la utilizacion de
glucosa e interrupcién de la acumutacién de lactato { efecto Pasteur ; Laser, H. 1937, Shichi, 1983;
Winkler., 1983 a). La energia para el metabolismo y la actividad eléctrica proviene tanto de la
glucdlisis como de la oxidacién completa de la glucosa (Neell, 1959; Futterman y Kinoshita, 1959;
Cohen y Noell., 1960; Ames y Gurian., 1963; Winkler, 1974; 1975).

Experimentos *in vitro™ demostraron que la retina en condiciones anaerobias es capaz de formar
lactato, glutamato, GABA, aspartato, glutamina , alanina y producir CO,, a partir de glucosa
(Catanzaro, R., et-al., 1962; Ames y Gurian, 1963; ; Starr, S.M., 1975; Morjaria, B. y Voaden, JM.
1979; Voaden, M.]. y Mtéorjaria, B., 1980). En retinas de rata y de conejo incubadas de 10-15
minutos en un medio sin glucosa y ausencia de oxigeno se produce lactato, el contenido de ATP
disminuye drésticamente, y la actividad eléctrica se ve ﬁm@a (Winkler, et-al, 1977 a; Berman,
E.R. 1991).

En las retinas incubadas en un medio conteniendo 5 mM de glucosa y equilibrado con 95%
oxigeno/ 5% de CO, presentaron un requerimiento absoluto de bicarbonato para mantener altos
niveles de produccién de lactato, consumo de oxigeno (Hopkinson y Kerly., 1939, Graymore,

1960; Riley, 1965; Riley y Voaden, 1970; Winkler et-al, 1977 a; b; 1981, a; b). y la actividad
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eléctrica (Winkler, et al. 1977 a; b; Winkler, 1983 a).

La produccién de lactato en la retina es méxima en presencia de altas concentraciones de glucosa
(20 mM} y oxigeno (Graymore 1960; Hopkinson y Kerly, 1959; Glockin y Potts, 1965; Riley y
Voaden, 1970). Cuando la concentracién de glucosa se reduce a ImM (hipoglicemia) la
produccién de lactato disminuye hasta un 56%, mientras que el contenido de ATP disminuye un
20%, y el ERG no se afecta significativamente, resultados que sugieren que la retina lleva a cabo
una mayor actividad anaerobia {(Winkler, $.B.1981 a ; b).

Aunque se ha mencionado que la glucosa es el sustrato preferido del cerebro y de ia retina, existe
informacién que indica que el lactato es un sustrato altemativo capaz de ser metabolizado y capaz
de proporcionar energia necesaria para el buen funcicnamiento del tejido nervioso de los
vertebrados (Larrabee, 1983, 1992; Schurr et al., 1988; Dringen, R. et al.,, 1993 a; b).

Asi mismo, se demostrd que el lactato puede sustituir a la glucosa para mantener ¢l metabolismo
oxidativo de 1a retina y la funcidn de los fotorreceptores (Winkler, 1981 a; b; Poitry- Yamate et-al.,
1992; 1995). Estos resultados han sugerido la posibilidad de que el lactato se sintetice y iibere “in
situ” por algunos tipos cclulares de l1a retina, y sec metabolice por los fotorreceptores los cuales
presentan un alta actividad respiratoria (Haugh ct-al., 1990; Poitri- Yamate et-al., 1995).

La actividad eléctrica de la retina se mantiene constante hasta un periodo de 8-10 minutos “in
vitrg™ bajo condiciones de perfusidn continua del ojo a través de la arteria ocular (Niemeyer, G.,
1975). En estas condiciones se observd que concentraciones elevadas de giucosa (8-10 mM)
incrementan significativamente ia onda b del ERG, y la respuesta del nervio éptico (Niemeyer, G.
et-al; 1991; Onoe, S. y Niemeyer, G. 1992).

‘ Estudios farmacoldgicos utilizando iodoacetato, un inhibidor de la triosa fosfato deshidrogenasa,
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conduce a la desaparicidn de la actividad elécirica de la retina, paralela a una disminucion en la
produccién de ATP y lactato (Noell, 1959) semejante a lo que ocurre en la hipoglucemia.

La oxidacién de ia glucosa se lleva a cabo en parte por la via de las pentosas fosfato presente en el

segmento externo de los fotorreceptores. Mediante esta via, sc regeneran los niveles de NADPH,
cofactor de la glutatién reductasa, enzima que regenera los niveles de glutation reducido el cual
participa en la eliminacién de peréxidos (Shichi, 1983). Entre el 70 y 80% del consumo total de O,
en la retina ocurre en las células fotorreceptoras (Cohen, y Noeell, 1965). Se ha demostrado que la
fotoestimulacién incrementa alrededor de 4 veces el consumo de oxigeno de las células
fotorreceptoras aisladas, A pesar de 12 alta tasa respiratoria, la mayor parte de la glucosa utilizada
por la retina es transformada a lactato (Winkler, 1983 a).
La actividad glucolitica en el segmento externo de los fotorreceptores indica que por lo menos una
parte de 1a energia en forma de ATP y GTP, requerida para ¢l proceso de la fototrasduccion, es
suministrada por el metabolismo de la glucosa que tiene lugar en estas células (Hsu y Molday,
1994).  Las retinas de ratas distréficas, en la que las células fotorrecepioras disminuyen, tienen una
disminucién en la captacién de oxigeno y una reduccién en la actividad glucolitica hasta de un 50%
en relacién con las retinas normales. Estos resultados nos indican ¢l metabolismo elevado de los
fotorreceptores en comparacion con el resto de la retina (Winkler, S.B.1981, a).

Durante el desarrollo ontogénetico, el metabolismo de la retina se modifica, en las retinas de
congjos de 5 a 7 dias de edad la produccién aerdbica de 4cido lactico es de hasta 10 veces mavor
que la produccién de CO, Enla retina de conejo adulto la actividad aerdbica es mayor comparada
con la relil:la de conejos jévenes, incremento que se presenta entre los 10 y 20 dias de edad. Estos

resultados correlacionan con la diferenciacion de las células fotorreceptoras y con la aparicidn y
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maduracién de las funciones visuales (Cohen, H.L. y Noell, W K. 1960).

Las células de Milller en cultivo asimilan y fosforilan la glucosa, parte de la cual es almacenada
en forma de glucégeno (Kuwabara y Cogan. , 1961; Shabadasch. , 1972 a; b, Babel y Stango.,
1973; Poitry-Yamate y Tsacopoulos., 1992) que sc sugiere funciona como almacén de energia
para las neuronas (Ranson y Fern., 1970). Recientemente se observd que mdis del 90% de la
produccién de lactato en las células de Milller procede de glucosa exdgena, y que el lactato es
liberado por estas células bajo condiciones aerdbicas, Adicionalmente, se observd que las células de
Milller presentan pocas mitocondrias, evidencia que apoya que estas células presentan

;
preferentemente una via glucolitica (Uga y Smelser. , 1973}
Es interesante, que en las retinas de abeja se obtuvo evidencia experimental que indica que en
condiciones de iluminacién las células gliales liberan lactato producido a partir de glucosa, el cual
puede ser utilizado por los fotorreceptores (Poitry-Yamate, C.L., Poitry, S. y Tsacopoulos, M.
1995). En apoyo a estos estudios, se demostrd que en condiciones de iluminacién los
fotorreceptores producen CQ, a partir de lactato exégeno. (Poitry-Yamate, C.L., Poitry, S. Y
Tsacopoulos, M. 1995).
RESERVAS ENERGETICAS.
El elevado requerimiento energético de la retina ha llevado a considerar la presencia de
almacenes endégenos de glucosa; las evidencias indican que si éstos existen son limitados. La
actividad eléctrica de la retina de gato desaparece en el orden de minutos cuando sc incuba en
ausencia de glucosa (Rungger-Brindler et al., 1996). Los niveles de glucdgeno en la retina del
gato, de la rata, del hamster y del congjo no siempre comrelacionan, y en la retina de la rata existe

una gran controversia en cuanto a la existencia de glucogeno. (Kuwabara y Cogan, 1961; Mizuno y
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Soto; 1975; Rungger-Brindle, et-al., 1996).

Sin embargo, con la utilizacién de técnicas de microscopia de luz, electronica e histoquimicas
s¢ ha probado la existencia de almacenes de glucégeno en la retina de vertebrados e
invertebrados. En peces como Lepisosteus platyrhineus (Ginglymoidi), se reportd la presencia de
glucdgeno en los fotorreceptores y el EPR (Collin, S.P; Collin, H.B. 1993). En anfibios el
glucdgeno se distribuye en todas las capas de la retina, encontrindose en mayor abundancia en
las células de Mtiller y los fotorreceptores (Schabadasch., A.L. 1972 a; 1972 b; Goldman, S.S.
1988; 1990; Brackevelt, C.R. 1993 a; b). En el pollo, se observaren altos niveles de grénulos de
glucdgeno en ¢l segmento interno de los conos (Anemiya, T. 1975). En la retina de la rata se
describié la presencia de particulas de glucégeno intramitocondrial en los segmentos intemos de
los fotorreceptores (Ishikawa, T. y Pci, F.Y. 1965). Estudios recientes sugieren que los conos,
pero no los bastones, contienen glucdgeno abundante (Okubo, A. et- al. 1998). Almacenes de
glucdgeno en la retina de la rata, hdmster y conejo se reportd principalmente en las células de
Millter (Shimizu y Maeda., 1953; Kuwabara y Cogan., 1961; Eichner y Themann, 1962; Uga y
Smelser., 1973; Chase, 1982; Johnson, N. F. 1977; Poitry-Yamate C. L. 1992). En las abejas,
también se observaron depdsitos de glucogeno en células fotorreceptoras y gliales (Poitry-
Yamate et al.,1995), el cual puede ser degradado ripidamente (I minuto) duranie periodos de
isquemia o hipoxia (Lowry et al. 1961; Lajtha et al. 1981; Sorg y Magistretti, 1992).

La sintesis de glucdgeno se ha descrito. en varios tipos celulares, principalmente en células del
higado y células musculares (Pilkis, S.J. 1988). En el tejido nervioso anteriormente se considerd
que el glucdgeno estaba ausente; sin embargo, estudios recientes demostraron su presencia en

cercbro (Nelson, S.R. et al 1968; Dringen R. 1993 a; b) principalmente en astrocitos, en los que se

16



H
i

demostré la actividad de 1a glucdgeno fosforilasa (Dringen, R 1993 a). El contenido de glucégeno
en estas células es regulado por neurchormonas como la adenosina, serolonina, norepinefrina,
histidina y el VIP (peptido intestinal vaso activo), que inducen la degradacién de giucégeno; en
coniraste a la insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo I y [ que inducen la
formacion de glucogeno en los astrocitos (Dringen, R. 1992; 1993 a; b). Asi mismo, los astrocitos
en cultivo bajo condiciones que simulan hipoxia o isquemia, producen niveles sustanciales de
lactato a partir de glucdgeno (Dringen, R. et al. 1993 a, 1993 b). Estos resultados han llevado a
sugerir que e] lactato podria liberarse de los astrocitos y ser un buen sustrato para la produccién de
energia en las células vecinas que tengan una baja actividad de la hexocinasa, como es el caso de
los oligodendrocitos y algunas neuronas (Dringen, R. et al 1993 a., 1993 b). En estas \iftimas se ha
observado la presencia de un sistema de transporte de lactato con propiedades parecidas a las del
acarreador monocarboxilico presente en el tejido periférico (Dringen, R et al. 1993 b).

En la retina de la rana se observé que existen cambios dinamicos del glucégeno en condiciones de
la adaptacién a la obscuridad y a la luz. Estos cambios ocurren principalmente en las células de
Miiller, en las que en condiciones de adaptacidn a la obscuridad se observa una mayor acumulacién
de glucégeno (Schabadasch, A.L. 1972 a); y que éste es utilizado en condiciones de iluminacién.
Los resultados demuestran que las células de Miiller responden activamente a los cambios
fisioldgicos de la retina (Schabadasch, A.L. 1972 b). Asi mismo en la retina de anfibios y
especialmente en las células de Miiller, el VIP es un agonista mas potente que el glucagon en la
produccién de adenosin monof.'osfalo ciclico (AMPc). lo que sugiere una regulacién reciproca entre
los niveles de AMPc y la actividad glucégenolitica (Goldman, S.S.1988). En la retina de los

anfibios la sintesis de glucosa a partir de Jactato es similar al ciclo de Cori, lo que permite mantener
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los niveles de glucosa en la retina (Goldman, $.§. 1990).

Las céiulas de Milller en la retina de vertebrados presentan una captacién rapida y fosforilacién de
glucosa y parte de ésta es almacenada como glucogeno (Kuwabara y Cogan, 1961; Babel y
Stangos, 1973; Poitry-Yamate y Tsacopoulos, 1991).

La glucdgeno fosforilasa, enzima clave en la degradacién de glucégeno, se detectd
inmurnocitoquimicamente en astrocitos v células ependimales, pero no en neuronas del cerebro
(Ignacio et al. , 1990; Pfeiffer et al,. 1990; 1992; 1993). En la retina del conejo y de la rata se
localizd en e! pie terminal de las células de Miller y la capa nuclear interna (Pfeiffer, B. et-al.,
1994). La actividad de la glucogeno sintetasa y de la glucdgeno fosforilasa se demostrd en los

conos de la retina del pollo (Anemiya, T. 1975). Asi mismo estudios “in vitro™ han demostrado la

sintesis de glucogeno en retinas de rata incubadas en un medio con altas concentraciones de

glucosa (Kuwabara y Cogan. 1961).

DIABETES

La diabetes mellitus, enfermedad que afecta de 20 a 30 millones de personas en ¢l mundo, es.
determinada genéticamente se caracteriza por alteraciones en el metabolismo de carbohidratos,
proteinas y lipidos, y estd asociada a una absoluta o relativa deficiencia de insulina. Aunque la
deficiencia de insulina puede ser corregida con la administracién de insulina o una terapia con
agentes hipoglicémicos orales, este tratamiento no evita el desarrolle de complicaciones que
afectan el rifién, las arterias, los nervios y el ojo (Brownlee, M. y Cerami, A. 1981; Mc Call,
1992},

El daio renal asociade con la diabetes estd caracterizado clinicamente por proteinuria y
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disminucién de los niveles de filtracion glomerular, MWide hematoldgicas lambién
relacionadas con la diabetes son la dilatacién de los vasos que ocurre como autorregulacion en
respuesta a una hipoxia local; también se presenta agregacion de eritrocitos, incrementos en los
niveles de glucochemoglobina, viscosidad de la membrana plasmitica de eritrocitos y glicosilacién
de proteinas de membrana. (Brownlee, M. y Cerami, A. 1981).

En ratas y en humanos con diabetes crénica se ha reportado una disminucion de 4cido sidlico y
del contenido de colesterol en los eritrocitos, pm;auéndosc cambios en la superficie celular. Las
plaquetas presentan un incremento en la adhesién a los endotelios, cambios en la sensibilidad a
agentes de agregacion y una acelerada produccién de derivados de trombogénicos y prostaglandinas
{Brownlee, M. y Cerami, A. 1981). Adicionalmente se presentan anormalidades en las proteinas
plasmaticas, [as que provocan un incremento en la viscosidad de la sangre, acelerando ¢l consumo
de fibrindgeno, asi como una disminucién de la trombina III, disminucién de fbrinolists y un
incremento en los niveles del factor de Von Willebrand (VWF) (Brownlee, M. y Cerami, A. 1981).
La diabetes puede causar una serie de alteraciones en el sistema nervioso central, que incluye
modificaciones en el flujo sanguineo y el metabolismo que pueden producir encefalopatia ;:rénica,
y deficiencias neuroldgicas ( Plum, F., 1960). Asi mismo se conoce que la hipoglucemia
producida por los tratamientos largos con insulina puede provocar necrosis laminar en la corteza
cerebral, especialmente en la tercera y quinta capas, y en algunas ocasiones lambién ocurre
desmielinizacion en el hipocampo (McCall, 1992). En el sistema nervioso periférico se han
observado varios cambios morfoldgicos y fisioldgicos en pacientes diabéticos. Los ﬁervios
periféricos presentan cambios electrofisiolégicos que reflejan alteraciones estructurales y cambios

en las propiedades bioquimicas del axén y de la vaina de mielina, asi como una desmielinizacién
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segmental, lo que lleva a una disminucién en la velocidad de conduccidn del nervio motor (Green,
1991).

La diabetes es una de las principales causas de ceguera en pacientes menores de 60 afios (Patz, A.,
1978), ya que provoca la formacién de cataratas en. el cristalino, hemorragias en el cuerpo vitreo,
cambios en la microvasculatura y alteraciones en la estructura y fisiologia de la retina (Davis, 1988;
Engerman, 1989). Alteraciones en [a bioquimica del microambiente de los capilares retinianos
pueden ser un factor en la patogénesis de la microangiopatia diabética (Browlee, M. y Cerami, A.
1981}. La retinopatia diabética es una de las consecuencias mds severas de esta enfermedad, ya que
puede flevar a la pérdida irreversible de la funcién visual (Davis, 1988).

Los mecanismos involucrados en la retinopatia diabética son poco conocidos, se han mencionado
varias alteraciones como: a) la formacion de microaneurismas, b) aumento en la permeabilidad
véscular. c) pérdida de pericitos, d) oclusién vascular, ¢) proliferacién de nuevos vasos,
acompaiiadas de tejido fibroso sobre la superficie de la retina y el disco 6ptico. La formacidn de
microancurismas estd acompaiiada de una permeabilidad excesiva, lo cual produce un edema en la
retina; frecuentemente estas alteraciones ‘involucran el centro de la mécula y conduce a alteraciones
en la vision (Browntee, M. y Cerami, A. 1981). 1
El incremento en la permeabilidad de las células endoteliales estd asociado a un engrosamiento en
la membrana basal y al romp.uimicnto de Ia barrera hematorretiniana, lo que podria ser causado por
un incremento en el transporte vascular y alteraciones en las uniones estrechas-entre las células
endoteliales, Posteriormente, se lleva acabo la oclusion de vasos y . un rompimiento en las
arteriolas terminales, lo que provoca una liberacién masiva de factores de crecimiento (Larsen,

1960; Tolentino, 1976; Davis, 1988).
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La retinopatia diabética proliferativa se caracteriza por la formacién de nuevos vasos que es la
fuente principal de la hemorragia vitrea y la pérdida de la visidn causada por el desprendimiento de
la retina. Con el empleo de sustancias fluorescentes, s¢ han evidenciado alteraciones de la barrera
hematorretiniana a nivel del EPR, que consiste en el dafio o ruptura de las uniones intercelulares,
aumento en la actividad pinocitica y necrosis (Kirbe, 1980; Tso, 1980).

Por otro lado, la retinopatia diabética se caracteriza ademsés por una serie de cambios funcionales
como resultado de las alteraciones metabélicas de la retina, que se refleja en modificaciones en ¢l
patrén del ERG (Yonemura, 1962). Se ha sugerido que Ia amplitud del patrén del ERG se deteriora
en relacién directa con el desarrollo avanzado de la diabetes (Arden, 1986). En humanos, se
encontré una disminucién de la amplitud de 12 onda b (Yonemura, 1962; 1977, Nishimura y
Kuriyama, 1985). Por otra parte, en ratas albinas diabéticas se encontrd una caida promedio del
40% en la amplitud de la onda a y del 37% para 1a onda b, lo cual refleja problemas en la funcién
retiniana (Tamai y Tanaka, 1973). Ademsds, se han observado cambios en la amplitud de la onda ¢
del ERG, lo cual indica hiperpolarizacién pasiva de la mo;;nbmna apical del EPR, en respuesta a la
tuz (Pautler y Enras, 1980).

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica, por io que es razonable asumir que cambios
" metabdlicos ocurren en la retina previos a las alteraciones estructurales caracteristicas de la
retinopatia diabética. En la diabetes, la retina estd expuesta a desequilibrios en las concentraciones
de glucosa en el torrente sanguineo, y una disminucién en Ia disponibilidad de oxigeno (Brownlee,
M.y Cerami A. 1981; Sutherland., F. 1990) aunado a otras alteraciones metabélicas inducidas por
la enfermedad. Se ha considerado que estas alteraciones puédcn cstar involucradas en la retinopatia

diabética, para lo cual se han sugerido varias hipétesis con el fin de explicar dichas alteraciones. La
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primera manifestacion es el incremento en la concentracion de glucosa extracelular, lo cual provoca
un aumento en el transporte de glucosa; sin embargo 1a acumulacién de glucosa por las células no
esti en funcién tnicamente de la gluc;)sa extracelular (Brownlee, M., y Cerami, A 1981) sino
también por las caracteristicas del sistema de transporte de glucosa presente en los diferentes tipos
celulares. Estudios en células mamarias de hamster en cultivo demostraron que cambios cn la
concentracion extracelular de glucosa pueden alterar la sintesis y actividad de los transportadores
presentes en las células (Kalckar, 1973).

Estudios bioquimicos demostraron que el transporte de mio-inositol en las células del EPR y la
retina neural se reduce en condiciones de hiperglicemia lo gue leva a una disminucién de su
concentracion intracelular. (Del Monte,. et al.1991). Se ha sugerido que cambios en la
concentracion de glucosa pueden estar relacionadas a un aumento en las concentraciones de
polioles como resultado de la actividad de la aldosa reductasa, que es una enzima que a partir de
glucosa sintetiza sorbitol y su via de sintesis puede interferir con la sintesis de “povo” o de las vias
. de reciclaje del inositol (Mac Gregor y Matschinsky, 1986; Li, 1986; 1989). La dismjmucién del
mio-inositol en las células provoca alteraciones en el metabolismo de los lipidos, asi como flujos
alterados de sodio y potasio. En el nervio periférico estas anommalidades bioquimicas estin
asociadas a un flujo axoplasmico reducido y a un desacople en la conduccion del impulso (Green, y
Lattimer, 1989).

Tanto en Iz retina como en la coteza ccrébral, se ha encontrado un incremento significativo en la
relacion lactato/piruvate que se observa a los 7 dias después de la administracién de
estreptozotocina (Salceda, R. et-al. 1998). Esto produce una disminucidn en la relacion

NAD /NADH citosolica y, por lo tanto, cambios en el estado redox del citoplasma que podrian
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producir valores subnormales de glutatién reducido y la regeneracién de rodopsina durante la
diabetes { Kowluru et-al 1997, Obstroy et al 1990).

Por otro la&o, varios estudios han reportado un aumento en la concentracién de radicales libres en
la retina de ratas diabéticas (Murata, 1981; Cohen, 1984; Nishimura y Kuriyama, 1985). Esto puede
provocar lisis membranal debido a que la retina es altamente sensible a la reactividad de los
radicales libres. Por ser un tejido rico en 4cidos grasos poliinsaturados (Anderson y Sperling, 1971;
Doly, 1984).

Otras evidencias han sugerido que los factores de crecimiento, incluyendo a la propia insulina,
pueden contribuir al engrosamiento de la pared de los vasos y al desarrollo de la retinopatia
diabética proliferativa en estado terminal. La diabetes parece producir en la retina y en el EPR
cambios metabélicos que seguramente contribuyen 2l desarrolio de la retinopatia; sin embargo, los

mecanismos se desconocen.



OBJETIVO,

La retina representa un gran interés en el estudio de sus propiedades metabdlicas, principalmente en
lo que se refiere a la utilizacién de glucosa como fuente de energia; aunque existen reportes
referentes al metabolismo de 1a glucosa estos no son suficientes y en lo que se refiere a la presencia
de glucégeno la informacidn qu; se tiene es contradictoria. Por lo que el objetivo del presente
trabajo es identificar las reservas de glucégeno y la utilizacidn de glucosa en la retina de la rata

normal y diabética.

HIPOTESIS
Las altas concentraciones de glucosa pueden modificar su utilizacién y por lo tanto los niveles de

glucégeno, piruvato y lactato, lo que puede llevar a cambios en la osmolaridad y en ¢l estado redox

de 1a célula, factores que pueden ser responsables de las alteraciones en la retinopatia diabética.

24



MATERIAL Y METODOS.

Los experimentos se llevaron a cabo en 344 ratas Long-Evans de 150-200 g de peso,
mantenidos 12 horas luz- 12 horas obscuridad y alimentadas ad libitum; los animales se
sacrificaron entre las 10 y las 12 hrs. del dia.

Los animales adaptados por lo menos 2 horas a fa luz u obscuridad se sacrificaron por
decapitacidn, los ojos se enuclearon y se seccionaron ecuatorialmente, la parte anterior de
ellos se elimind. La retina se aislo en Ringer Krebs bicarbonato (RKB) con una
composicién {mM) de 118 de NaCl; 1.17 de KH,PO,; 4.7 de KCI; 2.5 de CaCl,; 1.17 de
Mg80,; 5.6 de glucosa; 25 de NaHCO,; a un pH de 7.4, oxigenado con una mezcla de O,
al 95% y CO, al 5%. Se utilizar6n las retinas de 30 ratas, con la finalidad de conocer si se
presentan variaciones durante las horas del dia en las concentraciones de glucosa en el
suero y de los niveles de lactato en la retina. Las retinas de otras 32 ratas se procesaron
inmediatamente, para determinar los niveles de lactato, piruvato y glucgeno. Mientras
que otras retinas de 204 ratas se incubaron en RKB por distintos periodos de tiempo a 37
°C bajo diferentes condiciones experimentales que simujaron diversas situaciones
fisiolGgicas de la retina:

L- Con el propésito de conocer el efecto de la adaptacion a la luz y a la obscuridad, y si
los niveles de lactado, piruvato y glucdgeno en la retina se modifican duranie la
incubacién. Se utilizaron las retinas de 128 ratas las cueles se incubaron bajo condiciones

normales de iluminacién del laboratorio o en la obscuridad ({uz tenue roja).
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I1.- Con el propésito de conocer si la produccién de lactado, piruvato y glucogeno es
proporcional a la concentracién de glucosa, las retinas de 76 animales adaptados a la luz
s¢ incubaron durante 20 minutos bajo condiciones de obscuridad en presencia de
diferentes concentraciones de glucosa:

a) En ausencia de glucosa (hipoglicemia).

b) En presencia de 5.6 mM de glucos.a (normoglucemia).

¢) Altas concentraciones de glucosa 20 y 30 mM de glucosa { hiperglucemia).

If.- La diabetes se le indujo a 78 animales con una administracién intraperitoneal de
estreptozotocina (65mg/Kg de peso) en amortiguador de citratos pH 4.8 (Macker, 1971} y
se sacrificaron a : 7, 14, 20, 45 dias después del tratamiento. Los niveles de glucosa en €l
suero se¢ determinaron por la técnica de orto-toluidina (Hultman, 1959), utilizando un
equipo de reactivos comerciales {Salubridad, México). Los animales se consideraron

diabéticos si los valores de glucosa eran superiores a los 300 mg /dl de suero.
Determinacion de lactato y piruvato:

Los niveles de lactato y de piruvato se determinaron midiendo tas concentraciones de
NAD*/NADH producido, siguiendo e! método de Noll 1983; Lamprecht y Heinz 1983
respectivamente. E| lejidt; se homogenizd al 5% (p/v) en 1 ml de 4cido perclérico al 8% y
se centrifugé a 26,000 x g. durante 10 min. Los sobrenadantes se ajustaron a un pH de 7-8
con unz solucién de NaOH 10 N.

Los niveles de lactato en el sobrenadante se determinaron en un sistema que contenia

100 pl de 1a muestra, amortiguador de glicina (1M) pH 9.5, NAD" (50 uM), 400 pl de
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agua en un volumen final de | ml. La reaccién se inici¢ adicionando 4 pl de una
suspensién de la enzima deshidrogenasa lactica de miisculo de conejo [ E.C. 1.1.1.27.
Sigma Chemical Co. St. Louis, MO ] (860 unidades/mg de proteina). La reaccion se
sigui6 espectro-fotométricamente a 340 nm. por 30 min.

La determinacién de los niveles de piruvato, se llevd a cabo en un sistema que contenfa
en un volumen total de 1 ml: 500u! de muestra, amortiguador de trietanolamina (0.5 M)
pH 7.5, 8 mM de NADH . La reaccidn se inicié por la adicién 4pl de la enzima
deshidrogenasa lictica de musculo de conejo [ E.C. 1.1.1.27. Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO ] (860 unidades/mg de proteina), y se siguié espectrofotométricamente a 340
nm por 30 min. a temperatura ambiente.

La concentracidn de lactato y piruvato se calculé utilizando la siguiente formula;

nmolas/ml = AE x volumen total.
0.0062 x vol. de l2 muestra

Donde 0.0062 equivale a 1 nmola de lactado coeficiente de extincion Molar.
Determinacién de Glucdgeno.

Los niveles de glucégeno se determinaron siguiendo el método de Lust et al., 1975,
Kepper y Decker., 1983. El tejido se homogenizo al 5% (p/v) en 400u] de NaOH 100 mM
el homogenado se incubd 60 min a 80°C ( para hidrolizar a la glucosa y a la glucosa-6-
fosfato). Las muestras se dejaron a temperatura ambiente por 30 min. La precipitacion
del glucdgeno se llevéd a cabo por la adicion de Iml. de etanol al 100%, incubacion a -

20°C por 20 min. y centrifugacion a 14000g por 15 min. El glucdgeno precipitado se
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liofitizo en una secadora al vacio y posteriormente se resuspendié en 490 pl de acetato de
sodio 50 mM pH 4.5; y se sometid a sonicacién para disolver el glucdgeno; 12 digestion
de éste se Hevo a cabo con la adicidn de 10 pl de amiloglucosidasa de Aspergillus niger [
E. C. 3.2.1.3. Sigma Chemical Co. St. Louis, MO. } ( 1.4 U / muestra liofilizada ) se
incubé a 37 °C por 60 minutos posteriormente se centrifugd a 14000 g por 15 minutos.
Una alicuota de 150 pl del sobrenadante se incubd durante 15 minutos a temperatura
ambiente en 150 pl de trietanolamina (300 mM/ HC1 ) pH 7.6 que contenia ATP ( 2mM),
NADP" { 2 mM ), hexocinasa Tipo C-300 de levadura [ E.C. 2.7.1.1. Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO.] ( 3 U/ ml ), glucosa-6- fosfato deshidrogenasa Tipo [1I de levadura [E.C.
1.1.1.49. . Sigma Chemical Co. St. Louis, MO.] (8.5 U/ml), MgSO, (4 mM). La
absorbancia se leyé en un lector de microplacas a 340 nm. La cantidad de residuos
glucosilados  expresada en nmol/mg de proteina se obtuvo considerando que el
coeficiente de extincién molar del NADPH es de 6.2 mM™' em™.

La cantidad _dc protefna total se determind de acuerdo al método de Lowry (1951) ¥
Peterson (1979) en la cual se emplea albimina de suero de bovine como estandar y se
leyé en un lector de microplacas a 690 nm.

El anilisis estadistico se llevd a cabo mediante una Anova Unifactorial y comparacién

muiiltiples de Tukey a una p< 0.05 para la significancia.
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UL 0S8,

Los niveles de glucosa y por lo tanto de lactato y piruvato en el tejido depende en buena medida
de la concentracién de glucosa en la sangre. Con la finalidad de conocer si se presentan
variaciones en las concentraciones de estos compuestos durante las diferentes horas del dia se
cuantificaron los niveles de glucosa en el suero. Los resultados indican que los niveles de glucosa
presentan cambios notables durante las horas del dia, observéndose los valores mis altos de
167.29¢ 6.7mg/dl, a las 4 A.M. y los valores mis bajos de 80.85+ 8.7 mg/dl a las 8 A M. (Tabla

1). _

En la retina los niveles de lactato presentaron una relacién directa con los niveles de glucosa en
suero; la mayor concentracion se observé a las 4 A M. 6.761 0.45 nmolas/mg de tejido ¥ una
menor concentracién a las 8 A.M. 3.56 1 0.17 nmolas/ mg de tejido (tabla 1). Basandonos en los
resultados anteriores, los experimentos siguientes'se realizaron entre las 10 y las 12 A M.

Los niveles de lactato se cuantificaron.en las retinas recién aisladas de ratas adaptadas a las
condiciones de luz u obscuridad. En condiciones de adaptacidn a la luz se observaron niveles de
lactato de 2.68+ 0.38 y en la obscuridad de 4.46 £ 0.38 (Tabla 2).
Los niveles de piruvato en la retina aislada de ratas mantenidas en condiciones de iluminacién
fue de 0.141% 0.016 y en la de ratas que se adaptaron a la obscuridad fue de 0.302t 0.002 (Tabla
2). La relacién lactato/ piruvato en la retina de ratas adaptadas a la luz fue de 17.02+ 2.64 y en
las ratas adaptadas a l1a obscuridad fue de 20.03% 2.39. (Tabla 2).

NIVELES DE LACTATO Y PIRUYATO EN LA RETINA.

Condiciones de luz y obscuridad.

Con ¢l propdsito de conocer si los niveles de lactato en la retina se modifican con los
tratamientos, éstas se incubaron bajo condiciones de luz u obscuridad por distintos periodos. En
eslos experimentos las ratas adaptadas a la fuz se sacrificaron y las retinas s incubaron en la

obscuridad o bajo las mismas condiciones de iluminacion,
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Los niveles de lactato en la retina tienden a aumentar durante los primeros 10 minutos de
incubacién tanto en la luz como en la obscuridad y se mantuvieron constantes durante ¢l periodo
estudiado. (Tablas 3 y 4).

Los niveles de piruvato disminuyeron un 50%, en las retinas incubadas durante 10 minutos bajo
condiciones de iluminacidn y se mantuvieron constante hasta los 30 minutos de incubacion
(Tabla 3). En condiciones de obscuridad los valores de piruvato se mantuvieron constantes
{Tabla 4).

La relacién lactato/ piruvato aumenta 4.3 veces en las retinas que se incubaron durante 30

minutos tanto en condiciones de iluminacién como de obscuridad. (Tablas 3 y 4).

Niveles de lactato y piruvato en el medio de incubacion del tejide.

La presencii de lactato y piruvato se determiné en el medic en que se incubaron las retinas y se
observé que los niveles de lactato aumentan con respecto al tiempo de incubacién alcanzando a
los 30 minutos valores de 35.41+ 2.67 nmolas/ mg. de tejido, y de 68.50+ 5.06 nmolas/mg. de
tejido en condiciones de iluminacién y de obscuridad, respectivamente. (Tablas 3 y 4)

Los niveles de piruvato aumentaron significativamente tanto en [a luz como en la obscuridad
durante los primeros 5 minutos de incubacion; estos niveles se mantuvieron constantes hasta los
30 minutos de incubacidn (Tablas 3 y 4).

El curso temporal de la relacidn lactato/ piruvato se incremento notablemente en el medio de
‘incubacién de las retinas, alcanzando a los 30 minutos de incubacidn valores de 288.69+ 34.67 y

253.51437.8 enlaluz y en la obscuridad respectivamente ( Tablas 3 y 4).

Niveles de lactato y piruvato en retinas incubadas com diferentes concentraciones de
glucosa.

Con el propdsito de conocer si la produccién de lactato es proporcional a ta concentracion de
glucosa, las retinas de animales adaptados a la luz se incubaron durante 20 minutos bajo
condiciones de obscuridad en presencia de diferentes concentraciones de glucosa. (Grifica 1).
En ausencia de glucosa, la produccién de lactato fue 6 veces menor que en aquellas en presencia

de 5.6 mM de glucosa (control). En presencia de 20mM de glucosa el lactato aumenté 50% con

30



respecto al control, mientras que en presencia de 30 mM de glucosa; la produccién de lactato
disminuyé 50% con respecto al control (Grafica 1).

Por otro lado los niveles de piruvato sélo se modificaron cuando las retinas se incubaron en
presencia de 30 mM de glucosa, en donde disminuyeron 50% con respecto al control (Gréfica 2).
Debido a los cambios observados en los niveles de lactato, la relacién lactato /piruvato se
incrementd al doble en presencia de 20 mM de glucosa, disminuyé 10 veces en ausencia de

glucosa y no se presentaron cambios significativos a 30 mM de glucosa. (Grifica 3).

Niveles de lactato y piruvato en los medios de incubacién de retinas incubadas en diferentes
concentraciones de glucosa,

Los niveles de lactato y piruvato en los medios de incubacién de las retinas incubadas en
diferentes concentraciones de glucosa presentaron un patrén semejante al cbservado en el tejido
(Graficas 4 y 5); por lo que la relacion lactato /piruvato se incrementd notablemente en
presencia de 20 mM de glucosa; mientras que en presencia de 30 mM de glucosa la relacién

lactato/ piruvato fue 3 veces menor a la observada en el medio control (Gréfica 6).

Ratas tratadas con estreptozotocina,

La existencia de diabetes en ratas tratadas con estreptozotocina fue tomando en cuenta las
siguientes mediciones 1} [a presencia de niveles altos de glucosa en la sangre (al menos de 300
mg./dl}), 2) una disminucién significativa de peso ( Tabla 5).

Niveles de lactato y piruvato en la retina de ratas tratadas con estreptozotocina.

Tres dias después del tratamiento con estreptozotocina, los niveles de lactato aumentaron
considerablemente en la retina de la rata, comparados con los encontrados en animales control
(Grafica 7). Estos valores se mantuvieron altos durante los primeros 14 dias después de la
administracion de estreptozotocina (Grifica 7), y posteriormente se observé una tendencia a
disminuir,

Los niveles de piruvato en la retina de ratas diabéticas sélo se modificaron a los 14 dias después
del tratamiento, tiempo en el que se observd un aumento del 50 % (Gréfica 8).

Como resultado del incremento en los niveles de lactato, la relacién lactato/ piruvato fue de 2 2 3
veces mayor en los animales tratados con estrepiozotocina, comparada con la observada en los

animales control {Grafica9).
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CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE GLUCOGENO.

Niveles de giucdgeno en la retina.

Se cuantificaron los niveles de glucégeno en retinas de ratas que fieron adaptadas bajo
condiciones de luz y obscuridad con el propésite de conocer si se presentan cambios en estas
condiciones. En condiciones de iluminacién normal, los valores de glucégeno en las retinas
recién aisladas fueron de 48.23+ 3.47 nmolas de residuos glucosilados/mg. de proteina, mientras ‘
que en las retinas de animales que fueron adaptados a la obscuridad se encontraron valores de

19.53£ 0.44 nmolas de residuos glucosilados/ mg. de proteina {Tabla 6).

Niveles de glucégeno en las retinas incubadas.

Las retinas se incubaron en un RKB normal bajo condiciones de luz o de obscuridad. Los niveles
de glucégeno en las retinas incubadas en la luz no presentaron cambios significativos con
respecto a aquellos en el tejido recién aislado ( Grafica 10 ).

Sin embargo a los 5 minutos de incubacién de la retina bajo condiciones de obscuridad, se
observé una disminucién de los niveles de glucégeno de un 54% con respecto al control (retinas
recién aisladas en condiciones de iluminacién). Estos valores aumentaron durante el periodo de
incubacién hasta alcanzar niveles semejantes a los observados en el tejido recién aislado €

incubado bajo condiciones de iluminacién {Grafica 11).

Niveles de glucogeno en las retinas incubadas en presencia de diferentes concentraciones de
glucosa. .

Los niveles de glucogeno se estudiaron en las retinas de ratas adaptadas e incubadas en la
obscuridad en presencia de diferentes concentraciones de glucosa.

En las retinas incubadas durante 20 minutos en un medio normal (glucosa 5.6 mM), se
observaron valores de 39.39+ 2.61 nmolas de residuos glucosilados/ mg. de proteina; mientras
que las retinas que fueron incubadas en ausencia de glucosa los niveles de glucdgeno

disminuyeron un 42% con respecto al control {(Grafica 12), Cuando tas retinas se incubaron en
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presencia de 20 mM de glucosa, los ni\.;eles de glucdégeno aumentaron un 75%, en tanto que en
aquellas incubadas en presencia de 30mM de glucosa, los niveles de glucégeno disminuyeron
15.2% con respecto al control. (Figura 12).

Los niveles de glucégeno en las retinas incubadas en condiciones de iluminacién no variaron con
respecto a la concentracién de glucosa en el medio, aunque en ausencia de ésta los niveles de
glucdgeno disminuyeron 69.5% (Grafica 13)

Niveles de glucégeno en las retinas de ratas tratadas con estreptozotocina,

En la retina de ratas diabéticas, los niveles de glucégeno aumentaron de 2.5- 3.5 veces con
respecto al control, en todos los tiempos estudiados en las ratas tratadas con estreptozotocina
(Gréfica 14). Se observé un aumento continuo con respecto a los -dias de tratamiento con

estreptozotocina. (Grafica 14).
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Tabla I.- Niveles de glucosa en el suero y niveles de lactato en 1a retina de la rata

durante diferentes horas del dia.

Horas del dia. Niveles de glucosa | Niveles de lactato en| Relacién glucosa/
en el suero mg/dl. {la retina nmolas/mg lactato.
de tejido.
8:00 83.7 £49 337+0.19 26371.1
12:00 120.7+£59* 435+0.14* 27.75+0.8
16:00 107.1 £2.7 ** 3.88+0.27** 28.80 £1.2
20:00 1154+21* 399+ 0.18* 28.38+1.1
24:00 135.1 £ 8.5 * 5.78£0.17* 233212
4:00 167.2+6.7* 6.79+022% 24.64 £0.6

Los animales se mantuvieron en condiciones de luz y obscuridad ( 12 horas luz — 12 horas
obscuridad ) y se sacrificaron a la hora indicada. Los niveles de glucosa en el suero y los
niveles de lactato en la retina se determinaron como se indica en materiales y métodos. Los
resultados son expresados como la media de por lo menos 5 experimentos independientes
+ el emor estandar. *p< 0.01; **p < 0.05 con respecto a los valores de los animales
sacrificados alas 8 A. M.
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TABLA 2.-NIVELES DE LACTATO, PIRUVATO EN LA RETINA DE RATA.

Condicién Lactato Piruvato Lactato/ piruvato
nmolas/mg de tejido | nmolas/mg de tejido

Luz. 2.68 £ 0.38 0.14 £ 0.016 18.60 + 1.94

Obscuridad 446+ 037 * 030 + 0.002 * 20.0312.39

Los animales se adaptaron durante dos horas a la luz o a la obscuridad y el lactato y el
piruvato se determinaron como se indica en materiales y métodos. Los valores son la media
* el error estandar de por lo menos 10 experimentos. *p< 0.05 con respecto al tefido recién
aislado en condiciones de iluminacién.
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TABLA 3 .- NIVELES DE LACTATO Y PIRUVATO EN LA RETINA DE
LA RATA A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION EN

CONDICIONES DE LUZ,

Tiempo |Lactato Piruvato Lactato/

de nmolas / mg de |nmolas/ mg de |piruvato

incuba- |tejido tejido

cidn

] 2.68+0.38 0.141 £ 0.01 17.02 £ 2.64

5 712061 * 0.171 = 0.04 59.60 £ 12**
Tejido [ 10 523032 * [0.07320.02%% [7596+ 23*%*

20 5.28+0.29 * [0.085+0.01 57.30£54 **

30 6.15+0.58 * |0.085+0.03 74.18 + 18*
Medio {5 1798+22 0.308 = 0.03 55.17+£5.7
de 10 21.66 1.1 0.110 = 0.01 * 185.7+32.8*
incuba [20 303434 ** 10.220+0.02 ** [145.0+£22.6 **
cibn. |30 3541227 * 0.137+£0.02*% |288.6+34.7*

Las retinas se incubaron bajo condiciones de iluminacién a diferentes
periodos de tiempo (5, 10, 20 y 30 min.) En presencia de 5.6 mM. de glucosa.
El lactato liberado al medio de incubacién se expresa como nmolas/ mg de
tejido, Los valores son la media de por lo menos 10 experimentos
independientes + el error estandar. *p < 0.01; **p <0.05 con respecto a los
valores del tejido recién aislado en condiciones de iluminacién y en el medio

de incubacién es con respecto a los 5 minutos de incubacién.
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TABLA 4.- NIVELES DE LACTATO Y PIRUVATO EN LA RETINA DE LA

RATA A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION EN CONDICIONES

DE OBSCURIDAD.,

Tiempo |Lactato. Piruvato. Lactato/

de nmolas/ mg de|amolas/ mg de|piruvato

incuba- |tejido tejido

cién

0 2.68 +0.38 0.141 £ 0.02 17.02 £+ 2.6
Tejido. 5 521024 * 0.262 £ 0.05 1407+ 2.0

10 811046 * 0.217 £ 0.03 352123 **

20 716049 * 10,181 £0.03 41.18 £ 6.9 **

30 785+039 * [0.116 £0.02 73.80 =138 *

Medio de{5 20.36+2.5 0,269 = 0.04 55.64 = 11.4

incubacién [10 34,55+ 3.1 ** 0.304 £ 0.05 10045+ 7.2 *

20 42,53+ 2.9 * 0.339 £ 0.07 10518 24.1 *

30 68.50+ 5.0 * 0.214 £ 0.02 25351 £37.8¢%

Las retinas se incubaron bajo condiciones de obscuridad a diferentes periodos de
tiempo (5,10, 20 y 30 min.). En presencia de 5.6 mM. de glucosa. El lactato
liberado al medio de incubacién se expresa comno nmolas/mg de tejido. Los valores
son la media de por lo menos 10 experimentos independientes + el emor estandar.
*p < 0.01; *p < 0.05 con respecto a los valores del tejido recién aisiado en
condiciones de iluminacién y en el medio de incubacién es con respecto a los 5

minutos de incubacién.
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Niveles de lactato en la retina de la rata.

nmolas de lactato / mg, de tejido. |

0 5620 25 30
Concentracion de glucosa (mM ).

Grifica 1.- Niveles de lactato en la retina de Ia rata incubada durante 20 minutos en
condiciones de obscuridad y diferentes concentraciones de glucosa. Los valores son la
media + el error estindar de por lo menos 10 experimentos independientes. *p < (.01 con
respecto a los valores de los tejidos incubados en glucosa 5.6 mM.
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Niveles de piruvato en la retina de la rata.
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Grifica 2.-Niveles de piruvato en la retina de la rata incubada durante
20 minutos en condiciones de obscuridad y diferentes concentraciones
de glucosa. Los valores son la media ¢ el error estandar de por 1o menos
10 experimentos independientes. * p< 0.05 con respecto a los valores de
los tejidos incubados en glucosa 5.6 mM.
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Relaci6n lactato/ piruvato en la retina de [a rata.
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Grifica 3.- La relacién lactato/ piruvato en la retina de la rata incubada durante 20 minutos
en condiciones de obscuridad y diferentes concentraciones de glucosa. Los resultados
corresponden a los valores obtenidos de las graficas | y 2 . *p < 0.0] con respecto a los
valores del control.
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Niveles de lactato en el medio de incubacidn de la retina

- de la rata.

%
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nmolas de lactato / mg. de tejido.

0 5.6 20 25 30
Concentracidn de glucosa (mM).

Grafica 4. - Niveles de lactato en el medio de incubacién de la retina de la rala en
presencia de diferentes concentraciones de glucosa. El tejido {dos retinas) se incubo
durante 20 minutos en condiciones de obscuridad. El lactato liberado al medio de
cultivo se expresa como nmolas/ mg de tejido. Los valores son la media # ¢l error
estandar de por lo menos 10 experimentos independientes. *p< 0.01; **p< 0.05
con respecto a los valores de los tejidos incubados en glucosa 5.6 mM.
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Niveles de piruvato en el medio de incubacion

de la retina de la rata.
050

0454
0404
0354

—_ —_— [ ko [
L (=) wn L] wn (=]
1L 1 i 1 1 1

nmolas de piruvato / mg. de tejido.
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Gréfica 5. - Niveles de piruvato en el medio de incubacién de la retina de la
rata en presencia de diferentes concentraciones de glucosa. El tejido (dos
retinas) se incubé durante 20 minutos en condiciones de obscuridad. El
piruvato liberado al medio de cultivo se expresa como nmolas/ mg de tejido.
Los valores son la media + el error estindar de por lo menos (0
experimentos independientes. * p< 0.05 con respecto a los valores de los
tejidos incubados en 5.6 mM.



Relacion lactato/ piruvato en el medio de
incubacicn de [a retina de la rata
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Grafica 6. - Relacion lactato/ piruvato en el medio de incubacidn de la retina en
presencia de diferentes concentraciones de glucosa. Los resultados comresponden
a los valores obtenidos de las graficas 4 y 5 son la media + ¢l emor estindar de

por lo menos 10 experimentos independientes. *p< 0.01; **p< 0.05 con respecto
al control.
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TABLA 5. ESTADO METABOLICO DE RATAS TRATADAS CON

ESTREPTOZOTOCINA.
Dias después del Glucosa en sangre Peso corporal.
tratamiento {mg./ dL.) (% de perdida)
3 365+ 13 8.5+ 0.54
7 374+ 24 * 9.0 £ 0.2
14 449 + 48 * 12.4 4+ 0.4
20 536+19 * 36.2x20*
45 734+30 * 435+ 2.7 *

Los datos son el promedio + el error estandar de grupos formados por 15 animales cada uno.
Los niveles de glucosa en sangre de ratas control fue de 114 + 3.8 mg./dl. * p< 0.00]

R 3
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Niveles de lactato en la retina-de ratas

normales y diabéticas.
7 -
6- T 2
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4 .

nmolas de lactato/ mg. de tejido.

OControl 3 7 14 20 45 60
dias de tratamiento.

Grafica 7.- Los niveles de lactato en la retina de ratas control y después de 3, 7, 14, 20,45 y
60 dias del tratamiento con estreptozotocina. Lasd retinas se aislaron de ratas adaptadas a la
luz. Los resultados son la media £ el error estindar de por lo menos 10 experimentos
independientes. *p < 0.01 con respecto a los valores del control.
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Niveles de piruvato en la retina de ratas

normales y diabéticas.
0.30+

o

N

wn
1
»

o

N

(=)
1

A

[ ]

-

(4]
1

0.05

Control. 3 7 14 20 45 60
dias de tratamiento.

nmolas de piruvato/ mg. de tejido.

Grafica 8.- Los niveles de piruvato en la retina de ratas control y después de 3, 7, 14, 20, 45
y 60 dias del tratamiento con estreptozotocina. Las retinas se aislaron de ratas adaptadas a
la luz. Los resultados son la media £ el error estindar de por lo menos 10 experimentos
independientes. * p < 0.01 con respecto a los valores del control.

46



Relacidn lactato/ piruvato en [a retina de ratas
normales y diabéticas.
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Grafica 9.- La relacion lactato/ piruvato en retinas de ratas control y diabéticas. Los
resultados corresponden a los valores obtenidos de las grificas 7 y 8 son ia media + el
error estindar de por lo menos 10 experimentos independientes. *p< 0.01; ** p < 0.05 con
respecto a los valores del control.
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TABLA 6. - NIVELES DE GLUCOGENO EN LA RETINA RECIEN AISLADA.

CONDICIONES DE INCUBACION.

RETINA. (nmolas de residuos glucosilados/

mg de proteina)
LUZ, 48.23 £ 3.47
OBSCURIDAD. 19.53 + 0.44

Los animales se adaptaron durante dos horas a la luz y a la obscuridad y el glucdgeno se
determiné como se¢ indica en materiales y métodos. Los resultados son la media # el error
estandar de por lo menos 6 experimentos independientes.
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Niveles de glucdgeno en la retina de la rata.
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Griafica 10.- Los niveles de glucégeno en la retina adaptada a la luz € incubada
en RKB bajo condiciones de iluminacién a diferentes periodos de tiempo. Los
resultados son la media £ el error estindar de por lo menos 6 experimentos
independientes. ‘
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Niveles de glucogeno en la retina de la rata.
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Grafica 11.- Los niveles de glucdgeno en la retina adaptada a la luz e
incubada en RKB bajo condiciones de obscuridad a diferentes periodos de
tiempo. Los resultados son la media + el error estindar de por lo menos 6
experimentos independientes. *p < 0.05 con respecto a los valores del tejido
recién aislado en condiciones de iluminacién.
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Niveles de glucdgeno en la retina de la rata.
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Gréfica 12.- Los niveles de glucdgeno en la retina adaptada a la luz e incubada
durante 20 minutos en presencia de diferentes concentraciones de glucosa en
condiciones de obscuridad. Los resultados son 1a media £ el error estandar de
por lo menos 6 experimentos independientes. * p< 0.01 con respecto a los
valores del control. '
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Niveles de glucdgeno en la retina de larata.
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Gréfica 13.- Los niveles de glucbgeno en ia retina adaptada e incubada en
condiciones de iluminacién, en presencia de diferentes concentraciones de

glucosa. Los resultados son la media t el error estdndar de por lo menos 6
experimentos independientes. *p < 0.05 con respecto a los valores del control.
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Niveles de glucogeno en la retina

de ratas normales y diabéticas.
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Gréfica 14.- Los niveles de glucogeno en la retina de ratas
control y después, de 7, 20 y 60 dias del tratamiento con
estreptozotocina. Las retinas se aislaron de ratas adaptadas a la
luz. Los resultados son la media t el error estandar de por lo
menos 6 experimentos independientes. *p < 0.01 con respecto a
Ios valores de! control.



DISCUSION,

En todas las células animales, el metabolismo de la glucosa es crucial para mantener sus
funciones. Por lo tanto alteraciones que afecten las concentraciones de glucosa, como
ocurre en la diabetes mellitus, pueden conducir a cambios en las vias metabdlicas que
eventualmente produce anormalidades anatémicas y funcionales ( Brownlee, M., y Cerami,
A. 1981; Mac, Gregor et-al. 1984; Frank, R. N. 1995; Alder, V. A. et-al. 1997; Mizutani,
M.et-al. 1998).

La retina requiere de una gran cantidad de energia para Hevar a cabo sus funciones y
mantener su actividad. La glucosa es la fuente principal de energia en la retina y desde los
experimentos de Warburg's (1924) se ha descrito que presenta una alta actividad
glucolitica, tanto en condiciones anaerobias como aerdbicas y por lo tanto una alta
produccion de lactato.

También se conoce que la retina de la rata presenta un alto consumo de O; lo que indica
una elevada actividad mitocondrial. Sin embargo, en la retina de la rata, conejo y de cerdo,
se observé que la mayor parte de la glucosa consumida (el 70%) en presencia de O; se
convierte a lactato (Krebs, H.A. et-al 1972; Tomquist, P. et-al. 1979; Winkler, B.S. 1983, a;
Wang, L. et-al 1993; 1997 a; b). Los niveles de glucosa en la retina pueden variar en
funcidén de los niveles de glucosa en plasma y por tanto de la conducta alimenticia del
organismo. Los valores de giucosa en plasma oscilan durante las diferentes horas del dia.
presentdndose los valores més altos durante la noche y los valores mas bajos durante la
mafiana ( Ahlersova, E. et-al. 1981; Larue-Achagiotis, et-al 1983; Van-Cauter. ££. 1991:
Bizot-Espiard, J. G. Et-al 1998), fendmeno confirmado en el presente estudio. £n estudios

realizados en humanos, se encontré que los valores de glucosa en suero son alos al

34



amanecer y bajos en la noche, fenémeno opuesto al que se presenia en la rata, animal de
vida nocturna ( Bizot-Espiard J. G. et-al. 1998).

En base a estos resultados, estudiamos la posible relacién entre los niveles de glucosa en
la sangre y la produccién de lactato en la retina durante las diferentes horas del dia.
Efectivamente, 1os niveles de lactato en la retim_a oscilan durante el dia, donde los valores
més altos se presentaron durante la noche y los valores mas bajos durante el dia, semejante
a lo que ocurre con los niveles de glucosa en plasma (Tabla 1). De manera similar, en la
sangre y en el higado de la rata, los valores mas altos de lactato se presentan durante la
noche (Ahlersova, E. et-al. 1981 ) en forma paralela a un aumento en el consumo de
glucosa (Le-Magnen, et-al. 1980), y al incremento en la actividad de enzimas como la
malato, isocitrato, y la glucosa-6- fosfato deshidrogenasas. De estos resultados, es evidente
que los estudios referentes a la utilizacion de glucosa deben hacerse en tiempos definidos,
lo cual no se ha reportado previamente en la retina.

Adicional a los habitos alimenticios del organismo, la actividad metabdlica de la retina
podria variar dependiendo de su actividad fisiolégica: luz, obscuridad. Asi, aunque existen
reportes que sugieren diferencias en el metabolismo de las retinas adaptadas a la obscuridad
o a la luz, éstos no son contundentes (Yamamoto, F. et-al. 1992), por lo que estudiamos en
la retina de la rata los niveles de lactato y piruvato vy su posible modificacién, durante la
incubacién bajo condiciones de luz u obscuridad.

En este trabajo se encontro que en las retinas recién aisladas de animales adaptados a la
obscuridad, fos niveles de lactato y piruvato son mayores con respecto a la de aquellos
animales que fueron adaptados a la luz; sin embargo, 1a relacion lactato/ piruvato fue igual

en ambas condiciones.
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In vitro los niveles de lactato y piruvalo se incrementan con respecto al tiempo de
incubacién, y aunque son mayores en condiciones de obscuridad, la relacion
lactato/piruvato es mayor en condiciones de iluminacién lo que sugiere que en la retina
existen cambios en la sintesis y la utilizacion de lactato y/o piruvate. Nuesiros resultados
estin de acuerdo con estudios previos en los que se reportaron pequefias diferencias en
cuanto a la produccién de lactato entre retinas incubadas bajo condiciones de luz u
obscuridad (Winkler, B. 5. 1981, a; b). Simultineamente, estudios recientes en las retinas
de gato, cerdos y monos mantenidas bajo condiciones de obscuridad, mostraron un mayor
consumo de glucosa y una alta produccién de lactato en comparacion con las retinas
incubadas bajo condiciones de iluminacién (Bill, A. et-al 1990; Braun, R. D. et-al 1995;
Wang, L. et-al 1997 a; b). Asi mismo, en la retina externa del cerdo se reportd que la
energia producida tanto por la via glucolitica como la oxidativa es aproximadamente del
42% menor en condiciones de iluminacion que en condiciones de obscuridad (Wang, L.
1997 a).

La liberacion de lactato al medio extracelular se observd en células de Miiller incubadas
en la obscuridad, liberacién probablemente acompanada de H” (Poitry, C. L. 1995; Spencer
y Lehninger, 1976). En condiciones de obscuridad, el pH en el espacio extracelular y en el
"~ humor vitreo presenta valores de 7 y 7.17 respectivamente. En condiciones de iluminacidén
el pH en estos tejidos aumentd a 7.27 (Tsacopoulos and Levy 1976; Murray, D. L. ct-al
1991), por lo tanto {a liberacion de lactato al espacio extracelular podria ser un factor que
contribuye a la acidificacidn, la cual puede causar daiio celular {Murray, D. L. et-al 1991),
Por otro lado, en la retina de numerosas especies el consumo de O; es mayor en
condiciones de obscuridad (Stefanssen, E. 1983; Linsenmeier. 1986; . Linsenmeier, and

Yancey, 1989; Murray, D. L. 1991; Braun, R. D. 1995; Wang, L. 1997 a; 1997 b.). En los
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fotorreceptores  aislados, se observd una disminucidn del 60% en el consumo de O; en
condiciones de iluminacién (Linsenmeier, 1986), comparado a lo que ocurre en la
obscuridad (Haugh et al., 1990).

La ATPasa de Na' /K* requiere de un gran consumo de energia para mantener la
homeostasis i6nica del tejido nervioso { Erecinska, M. et-al, 1990; 1991; 1996; Silver, LA.
y Erecinska, M. 1997 a; 1997 b; 1998). En la retina, la ATPasa Na'/K' ocupa
aproximadamente el 37% de la hidrélisis total de la glucosa para mantener el gradiente de
concentracién de Na' requerido para la corriente de obscuridad de los fotorreceptores
(Winkler, B. S. 1981 a; 1982; 1983 b; Stirling, C. and Sarthy, P. 1985). Existe evidencia en
una gran variedad de tejidos que indica que la actividad de la ATPasa Na" /K" estimula la
captacion de glucosa, la glucélisis, y la produccion de lactato { Parker and Hoffman, 1967;
Paul, et-al; 1979; Lipton and Robacker, 1983; Lynch and Balaban, 1987). En la retina se
encontrd en condiciones de iluminacién un:.s disminucién en la actividad de Ja ATPasa Na” -
K" (Kimble, E. A, et-al. 1980), paralelo a una disminucién en la utilizacion de glucosa y
glutamina para la formacién de glutamato, aspaniato y GABA (Voaden, M. J. 1980),
aminoacidos cuya sintesis y liberacion aumenta en la obscuridad (Graham, et-al. 1970;
Lam, 1972; 1975, Starr, 1973; Graham, 1974; Voaden, M. J. 1980). Asi mismo, la
acumulacién de glutamato y su conversion a glutamina en fas células de Miiller es mayor
en la obscuridad "(Winkler, B.S. et-al. 1999). En conjunto los resultados antes mencionados
indican que el requerimiento energético de la retina es mayor en condiciones de obscuridad.

Con el propédsito de conocer si la produccién de lactato es proporcional a la
concentracion de glucosa, las retinas de animales adaptados a la luz se incubaron bajo

+ condiciones de obscuridad en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de
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glucosa. Como se esperaba, en ausencia de glucosa la produccidn de lactato es 6 veces
menor que ¢n las incubadas en presencia de 5.6 mM de glucosa { control ), mientras que los
niveles de piruvato permanecieron constantes; por lo que la relacion lactato/ piruvato
disminuy¢ 10 veces en el tejido incubado en ausencia de glucosa con respecto al control. La
pequeiia produccion de lactato en ausencia de glucosa debe provenir de carbohidratos
endégenos (Kuwabara. and Cogan, 1961; Babel, and Stangos, 1973 Poitry-Yamate and
Tsacopoulos, 1991; Berman, E.R. 1991; Poitry-Yamate, et-al. 1995; Fliesler, $.J. 1997;
Niemeyer, G. 1997). En condiciones de isquemia, se observé la liberacion de la lactato
deshidrogenasa, la cual puede prevenirse en presencia de bajas concentraciones de glucosa
[1-2 mM] ( Romano. 1998). En la retina de pollo y de la rata incubada en presencia de
ImM de gilucosa, la produccion de lactato y ATP disminuyeron en un 36% y un 20%
respectivamente, y el ERG y la respuesta eléctrica del nervio optico se vieron afectadas
(Winkler. 1981 b; Macaluso. et-al 1992; Fliesler. et-al. 1997; Niemeycr. 1997; Maynard. et-
al. 1998; Romano, C. et-al. 1998); lo que podria sugerir que las reservas de carbohidratos
son bajas. En este sentido, en el cerebro se observd que en condiciones de hipoglucemia
{0.5 mM de glucosa) el estado redox disminuye un 60% en comparacion al tejido que se
mantuvo en presencia de 5 mM de glucosa {Garofalo, O. 1988).

Cuando la retina se incubd en presencia de altas concentraciones de glucosa (20 v 25
mM), los niveles de lactato en la retina y medio de incubacion aumentaron en un 50% con
respecto al control (Figuras 1 y 6). En estas condiciones, los niveles de piruvato
permanecieron constantes, por lo que la relacion lactato/ piruvato en el tejido aumento al
doble. Los resultados que estan de acuerdo con el aumento en la actividad glucolitica
reportada en las retinas de rata incubadas en condiciones aerébicas y en presencia de 20

mM de glucosa (Cohen, FLL. 1960; Keen, and Chlouverakis, 1965; Winkler, B.S. 1981 a,
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b; 199.7; Van den Eden, M. 1995). El incremento en los niveles de lactato observados con
altas concentraciones de glucosa son semejantes a los observados en otros tejidos tales
come el rifién (Tifton, R.G. et-al. 1992) cerebro {Williamson, J. R. 1993), aorta ( Morrison,
A. D. 1972), cristalino ( Varma, S.D. 1974; Kinoshita, J H. 1979, Cheng, H-M.1988; Lou,
M.F. 1988; Tsubota, K. 1989; Nyengaard, 1994), eritrocitos ( Travis, 5. F. 1971) y células
endoteliales en cultivo { Leet-S, et-al. 1989).

La elevada relacion lactato/ piruvato observada t':n presencia de altas concentraciones de
glucosa en el medio de incubacién es congruente con el incremento de esta relacién en las
retinas de ratas diabéticas. Estas observaciones apoyan los conceptos de hiperglucemia,
pseudohipoxia (Williamson, J.R. 1993) y falsa anoxia (Keen and Chlouverakis, 1965) que
se postula que pueden ocurrir en el estado diabético, provocando alteraciones funcionales y
estructurales en la retina.

En contraste, las retinas incubadas en presencia de 30 mM de glucosa presentaron valores
de lactato similares a los observados con 5.6 mM de glucosa, por lo que la refacién lactato/
piruvato no presentd cambios estadisticamente significativos con respecto a las retinas
incubadas en un medio control (5.6 mM de glucosa). Este aparente desacuerdo en los
resultados podria explicarse en base a que en los animales diabéticos la concentracion de
glucosa en plasma se mantiene elevada por tiempos largos (cronicos) y nuestros
experimentos se realizaron en tiempos cortos (agudo). En apoyo a esta interpretacién, Van-
den Enden, M. et-al. 1995, y Winkler, B.S. 1997 demostraron una alta relacién lactato/
piruvato en retinas incubadas a tiempos largoes de incubacién (1-2 horas) en presencia de 30
mM de glucosa. Es importante seiialar que a tiempos largos de incubacién (1-2 horas) en
presencia de 5.6 mM, la retina presenta cambios importantes: disminucién en los niveles de

ATP, blanqueamiento de la rodopsina, perdida de la actividad eléctrica, y probablemente
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muerte celular (Berman, R. E 1991). Bajo las condiciones que nosotros usamos,
consideramos que la retina se mantiene en condiciones dptimas, pues si la regresamos a un
medio con concentraciones normales de glucosa, la relacién lactato/piruvato se restablece.
Algunos estudios sugieren que la diabetes es acompafiada por cambios crénicos en las vias
metabélicas, con una eventual pérdida anatdmica y funcional que caracteriza 2 la
retinopatia (Mac, Gregor. Et-al. 1986; Frank, R. N. 1995). Aunque la naturaleza de estos
cambios no se conocen, se ha sugerido que podrian ser causados por la elevacién de los
niveles de glucosa y la disminucion del metabolismo aerébico (Mac, Gregor. Et-al. 1986;
Frank, R. N. 1995).

En las ratas que se indujo la diabetes por estreptozotocina, la concentracion de glucosa en
la sangre aumentd de 3 a 5 veces, incremento que se observd a partir de los 3 dias
posteriores del tratamiento. Asi mismo, en la retina, los niveles de lactalo aumentaron
aproximadamente 3 wveces, en tanto que los niveles de piruvato no se modificaron
significativamente. El aumento en las concentraciones de lactato en la retina de estas ratas
hiperglicémicas es similar al incremento observado en el tifion (Tilton, 1992), y aorta
(Mormison. 1972) de animales diabélicos y en células endoteliales de la retina cultivadas,
en presencia de altas concentraciones de glucosa ( Lee., 1989).

El aumento en la refacion lactate/ piruvato refleja un desequilibrio metabélico asociado a
la produccion y acumulacion de equivalentes reducidos en forma de NADH (Mac, Gregor.,
et-al. 1986; FFrank., 1995). Este cambio en el estado redox del citoplasma pucde favorecer
la formacién de especies oxigenadas reactivas, provocando estrés oxidativo (Mac, Gregor
et-al 1986: Witliamson, et-al. 1993), lo cual también afectaria la actividad de numerosas
enzimas que usan equivalentes NAD/NADH como cofactores en reacciones acopladas de

oxido reduccion. Valores subnormales de glutation reducido y un desequilibrio en la
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regeneracion de rodopsina, se observaron en tiempos largos de establecida la diabetes
(Ostroy, et-al. 1990; Kowluru, R. A. et-al. 1997).

El incremento en la relacion NADH/NAD" favorece la conversion de piruvato a lactato lo
cual podria explicar el aumento en la actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) que se
observa en la retina de ratas diabéticas (Lolley, R. N. 1969; Vilchis-Quintero, 1995,
Salceda, R. 1998).

Por otro lado, el aumento en los niveles de lactato puede estar asociado a una disminucién
en el consumo de oxigéno en la retina, misma que se ha reportado en animales diabéticos
(Sutherland, 1990; Cringle, 1992). El aumento en los niveles de lactato, probablemente
sobresaturan el sistema del acarreador causando su acumulacidn en el tejido (Bito, 1980).
Aunado al incremento en los niveles de lactato, ocurre un aumento en la produccion y
liberacién de CO, , estos dos factores son responsables de la caida del pH, que resulta en
una acidosis metabolica regional. Bajo condiciones patolégicas como la isquemia, se ha
observado un incremento en el contenido de lactato que es acompaiiado por una
disminucion del pH (Paschen, et-al. 1987), que a su vez puede provocar un incremento en
la liberacion de neurotransmisores (Madl., 1994}, Si la acidosis [actica es una condicién
daiiina para el tejido nervioso, éste podria presentar un mecanismo compensatorio, de
transformacién de 4cido ldctico en moléculas inocuas, o ser reciclado para [a
transformacién de energia. En el cerebro se encuentran presentes las enzimas necesarias
para la gluconeogénesis (Hawkins., c.t-al. 1983; Shank., et-al. 1985; Dringen, R. 1993 ;a; b;
c) y sereportd que los astrocitos son capaces de convertir lactato en residuos glucosilados
(Dringen, R. 1993 c). Por otra parte, se ha observado en el cerebro y en la retina de anfibios
que sustratos de la gluconeogénesis se incorporan al glucdgeno (Ide, et-al. 1969; Golman,

R. et-al. [987; 1988).
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Durante mucho tiempo se considerd que en el sistema nervioso las reservas de
glucogeno eran pequeiias 0 no existian; estudios recientes indican que no se encuentra en
las neuronas (Ignacio et-al; §990; Pfeiffer, et-al; 1990; 1992; Reinhart et-al., 1990). Sin
embargo, en la glia principalmente en los astrocitos, existe la actividad de la glucégeno
fosforilasa y de reservas energéticas en forma de glucégeno (Cataldo y Broadwell, 1986;
Ignacio et-al.,1990; Pfeiffer, et-al., 1990; 1992). También se reporté que los astrocitos
pueden degradar al glucégeno y liberarlo en forma de residuos glucosilados que pueden ser
utilizados como sustratos metabdlicos por neuronas y oligodendrocitos adyacentes.
(Magistretti, et-al., 1988; Dringen, R, et-al., 1992; 1993 c; Forsyth, R. J. 1996; Wiesinger,
ct-al. 1997).

En la retina, fa presencia de glucdgeno es controvertida; en algunos vertebrados como en el

gato se demostrd histoquimicamente la presencia de glucdgeno; sin embargo la respuesta
eléctrica de la retina se pierde rapidamente en ausencia o a bajas concentraciones de
glucosa, (Niemeyer, G. 1997), y estudios bicquimicos demostraron en la misma especie la
ausencia, bajas o altas concentraciones de glucogeno. (Rungger-Beéindle, E. et-al. 1996;
Niemeyer, G. 1997 ).

En el presente estudio, se identificé la presencia de glucdgeno en la retina de 1a rata
(Tabla 6); si bien los valores fueron relativamente bajos (50 nmolas de residuos
glucosilados/ mg de proteina) comparados con los reportados en otras especies
(Tsacopoulos y Magistretti, 1996; Golman, S. S. and Witkovsky , P. 1987). Nuestros
resultados son relevantes en el sentido de que los niveles de glucdgeno se modifican de
manera significativa bajo diferentes condiciones fisiolégicas. En la obscuridad los niveles
de glucégcnol son 50% menores que en la luz, lo que estd de acuerdo con los valores de

lactato y piruvato que son mayores en la obscuridad, asi como con la menor utilizacion de
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glucosa en condiciones de Hluminacién ( Bill, A et-al 1990; Braun, R. D. et-al 1995; Wang,
L. et-al 1997 a; b).

Mis atin, cuando se simularon condiciones de hipoglicemia los niveles de glucégeno en
la retina descendieron aproximadamente un 60%, tanto en condiciones de luz como de
obscuridad, lo que sugiere que el glucégeno fue degradado para su conversion a glucosa y
posterior utilizacién de ésta. Esto estd de acuerdo con la presencia de la glucdgeno
fosforilasa, demostrada en las células de Miiller de la retina de conejo, rata (Pfeiffer, 1994),
mono y humano (Nihira et-al., 1995).

Asi mismo, los niveles de glucégeno se incrementaron paralelamente al incremento en la
concentracion extracelular de glucosa (0-20 mM); sin embargo, en presencia de una
concentracion extracelular de 30 mM, los niveles de glucgeno son semejantes a los
observados con 5.6 mM de glucosa. Resulta interesante que en presencia de 30 mM de
glucosa, los niveles de glucégeno al igual que de los de lactato y piruvato son semejantes a
los observados en presencia de 5 mM de glucosa. Estos resultados sugieren que las altas
concentraciones de glucosa (30 mM) pueden modificar la sintesis o degradaciéon de
glucdgeno, o bien inhibir a los transportadores de glucosa en la retina.

Es interesante que la retina de ratas diabéticas presenta una mayor concentracion de
glucdgeno que es proporcional al tiempo del establecimiento del estado diabético, lo que
sugiere que el metabolismo estd alterado. Esta alta concentracién de glucdgeno, al igual que
el aumento en las concentraciones de sorbitol observado en organismos diabéticos (Kador,
1988) pﬁede provocar hipertonicidad, Io que a su vez puede llevar a un aumento en la
acumulacién de agua en las células, causando hinchamiento y/o edema del tejido.

En general nuestros resultados sugieren que hay una menor utilizacién de glucosa en

condiciones de iluminacién.
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Que en animales tratados con estreptozotocina encontramos un aumento en fos niveles de
glucogeno, asi como en la relacién lactato/piruvato lo que refleja un desequilibrio
metabélico asociado a la produccidn y acumulacidn de equivalentes reducidos en forma de
NADH, lo que sugiere que el metabolismo en general de las células se altera e induce dailo
celular que podria estar relacionado a la retinopatia diabética.

En el presente estudio se identifico la presencia de glucdgeno en la retina de la rata.
Nuestros resultados son relevantes en el sentido de que los niveles de glucégeno se
modifican de manera significativa bajo diferentes condiciones fisioldgicas. Sin embargo, un
dato interesante es que en retinas incubadas en 30 mM de glucosa, la relacién
lactato/piruvato y los niveles de glucégeno son semejantes a los niveles encontrados en las
retinas incubadas en 5.6 mM de glucosa. Lo anterior nos permite sugerir que se realicen
experimentos para medir ¢l transporte de glucosa bajo estas condiciones, asi como medir
cuanta glucosa se va a la via oxidativa bajo las distintas condiciones fisiologicas aqui

estudiadas.



CONCLUSIONES.

Encontramos que en las retinas recién aisladas de animales adaptados a la obscuridad, los
niveles de lactato y de piruvate son mayores con respecto a la de aquellos animales que
fueron adaptados a la luz, sin embargo la relacion lactato/piruvato es igual en ambas
condiciones. ’

En las retinas incubadas en condiciones de iluminacién los niveles de lactato y piruvato
son menores que en aquellas incubadas en la obscuridad. Sin embargo la relacién
lactato/piruvato es mayor tanto en el tejido como en el medio de incubacién en condiciones
de iluminacién. En conjunto los resultados antes mencionados indican que el requerimiento
energético de la retina es mayor en condiciones de obscuridad. También nuestros estudios
indican que la produccidn de lactato es proporcional a la concentracién de glucosa (0-25
mM). La elevada relacién lactato/piruvato observada en presencia de altas concentraciones
de glucosa en ¢l medio de incubacién es congruente con el incremento de esta relacion en
las retinas de ratas diabéticas, por lo tanto estas observaciones apoyan los conceplos de
hiperglicemia, pseudohipoxia y falsa anoxia que se postula que pueden ocurrir en el estado
diabético.

En ratas que se indujo la diabetes por estreptozotocina encontramos un aumento en la
relacién lactaté/piruvato lo que refleja un desequilibio metabdlico asociado a la
produccion y acumulacién de equivalentes reducidos en forma de NADH. lo que sugiere
que el metabolismo general de las células se altera i induce dafio celular que podria estar
relacionado a la retinopatia diabética, '

En el presente estudio se identifico la presencia de glucdgeno en la retina de la rata,
nuestros resultados son relevantes en €l sentido que los niveles de glucdgeno se medifican
de manera significativa bajo diferentes condiciones fisiolégicas. En la obscuridad los
niveles de glucogeno son 50% menores que en la luz, lo que podria sugerir una menor
utilizacién de glucosa en condiciones de iluminacién. Cuando se simulan condiciones de
hipoglucemia los niveles de glucégeno en la retina descienden tanto en condiciones de luz u
obscuridad. Asi mismo, los niveles de glucdgeno se incrementan paralelamente af
incremento en la concentracidon extracelular de glucosa {0-20 mM). Sin embargo la
concentracién extracelular de 30 mM, los niveles de glucdgeno son semejantes a los

observados con 5.6 mM de glucosa.



En la retina de ratas diabéticas presento una mayor concentracién de glucdgeno que es
proporcional al tiempo del establecimiento del estado diabético, lo que sugiere que el
metabolismo esta alterado. Esta alta concentracitn de glucdgeno al igual que el aumento de
sorbitol observado en organismos diabéticos, puede provocar hiportonicidad, lo que a su

vez puede causar un aumento en el volumen celular y/o edema en el tejido.
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