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RESUMEN. 

La retina para llevar acabo sus funciones requiere de una gran cantidad de oxígeno y nutrientes, 
principalmente glucosa, que se obtienen del flujo sanguíneo. Las alteraciones en el flujo de estos 
nutrientes puede llevar a cambios funcionales importantes tales como la retinopatia producida por la 
diabetes. 
El estudio de las propiedades metabólicas de la retina representa un gran interés, principalmente en 
lo que se refiere a la utilización de glucosa como fuente de energía. Aunque existen reportes 
referentes al metabolismo de la glucosa éstos no son suficientes y en lo que se refiere a la presencia 
de glucógeno la información que se tiene es contradictoria. Por lo anterior, el objetivo del presente 
trabajo fue identificar las reservas de glucógeno y la utilización de glucosa en la retina de la rata 
sana y diabética. 
En este trabajo se cuantificaron por métodos enzimáticos y espectrofotométricos los niveles de 
lactato. piruvato y glucógeno, bajo diferentes condiciones experimentales que simulan diversas 
situaciones fisiológicas de la retina: a) En ausencia de glucosa; b) En presencia de diferentes 
concentraciones de glucosa; c) efecto de la adaptación 8 la luz y a la obscuridad. 
Encontramos que en las retinas recién aisladas de animales adaptados a la obscuridad. los niveles de 
lactato y piruvato fueron con respecto a los animales que fueron adaptados a la iluminación; sin 
embargo la relación lactato/piruvato fue igual en ambas condiciones. Aunque las retinas incubadas 
tanto en condiciones de iluminación como de obscuridad son capaces de producir piruVato y lactato, 
la relación lactatolpiruvato fue mayor en condiciones de itwninación. 
Con el propósito de conocer si la producción de lactato es proporcional a la concentración 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 producción de lactato fue 6 veces menor que en presencia de 5.6 mM de glucosa 
(control), mientras que los niveles de piruvato pe:nnanecieron constantes; por lo que la relación 
lactalo/piruvato disminuyó 10 veces. En las retinas incubadas en presencia de altas concentraciones 
de glucosa (20 y 2S mM), los niveles de lactato aumentaron en un 50% con respecto,al control, y 
los niveles de piruvato pennanecieron constantes, por lo que la relación lactatolpiruvato en el tejido 
aumentó al doble. Los niveles de lactato en las retinas incubadas en presencia de 30 mM de glucosa 
son similares al control, y la relación lactatolpiruvato no presentó cambios estadísticamente 
significativos. . 
En las ratas en que se indujo la diabetes por administración de estreptozotocina. se observó un 
aumento en la concentración de glucosa en plasma y la concentración de lactato en la retina 
aumentó un 110%. Como consecuencia, la relación lactato/piruvato aumento hasta un 140% en la 
retina de la rata diabética, comparada con el control. 
En este trabajo se identificó la presencia de glucógeno en la retina de la rata. Nuestros resultados 
son relevantes en el sentido que los niveles de glucógeno que observamos se modifican de manera 
significativa bajo diferentes condiciones fisiológicas. En la obscuridad, los niveles de glucógeno 
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 luz como de obscuridad, y los 
niveles de glucógeno se incrementaron paralelamente al aumento en la concentración extraceli.dar 
de glucosa (0-20 mM). Sin embargo, los niveles de glucógeno son semejantes en las retinas 
incubadas en presencia de 5.6 ó 30 mM de glucosa. Es interesante que la retina de ratas diabéticas 
presenta una mayor concentración de glucógeno, la que es proporcional al tiempo del 
establecimiento del estado diabético. Los resultados obtenidos indican que el metabolismo de la 
glucosa en la retina está regulado por las concentraciones de glucosa, así como las condiciones de 
luz y obscuridad. Dicha regulación "per-se" está alterada en las retinas de animales diabéticos. 



lNTRODUCCION. 

La retina es una estruclUIa especializada del sistema nervioso, que transduce la luz en señales 

biológicamente significativas. procesa estas señales y subsecuentemente trasmite esta información a 

los centros superiores de integración. 

La retina se encuentra en el fondo del globo ocular de los vertebrados, en el hemisferio posterior 

denominado copa óptica. El globo ocular presenta varias capas tisulares, la más extema de las 

cuales es de recubrimiento, la esclérotica, que forma en la parte anterior la córnea. La siguiente capa 

tisular es la coroides, que contiene el tejido vascular que irriga alojo; 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 Iwninosos 

que llegan a la retina.(Farber y Adler, 1986) (Figura 1). 

Estructural y funcionalmente la retina está formada por dos componentes, el epitelio pigmentario 

de la retina (EPRl, y la retina neural propiamente dicha. El EPR es una monocapa de células 

neuroepiteliales interpuestas entre los capilares de la coroides y los fotorreceptores de la retina 

neural. La retina ncural es una extensión periférica del cerebro, consiste esencialmente de 6 tipos de 

neuronas; que presentan una organización laminar. La retina es alimentada por dos sistemas de 

vasos sanguíneos: las capas internas son alimentadas por la circulación retiniana y la vena central 

de la retina, que distribuye aproximadamente el 20% del total de el flujo sanguíneo a la retina 

(Kuwabara, 1969). El segundo sistema es el de la coroides o sistema uveal que consiste de una 

ramificación de capilares o coriocapilares fenestrados cuyo diámetro es amplio, lo que pennite un 

flujo fácil de la sangre. El 80% del flujo sanguíneo total es proporcionado por este sistema a las 
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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 fonnación de la 

barrera hematorretiniana, la cual regula el paso de glucosa y otros metabolitos hacia dentro y afuera 

de la retina. La participación del EPR en la barrera hematorretiniana está detenninada por la 

presencia de uniones estrechas en sus células, las cuales sellan los espacios intercelulares e impiden 

el intercambio libre de solutos, estableciéndose así un gradiente de concentración de estos a través 

de la membrana; estos 5OIutos usualmente se transportan por mecanismos especializados presentes 

en la membrana (Cunha-Vaz, 1980). Asi, el transporte de glucosa en el EPR se lleva a cabo por un 

sistema de difusión facilitada (pascuzzo, et a1.l980; Masterson y Chader, 1981; Grosson y Pautler, 

1982). 

La función nonnal del EPR es importante para mantener el buen funcionamiento de la retina, de 

tal fonna que cualquiera de las actividades del EPR que se vea alterada puede conducir a 

alteraciones en las células fotorreceptoras y pueden causar ceguera en el área afectada. El EPR 

parece estar relacionado con una variedad de enfermedades de la retina y coroides, tales como el 

desprendimiento de la retin~ desordenes inflamatorios, diabetes. así como los producidos por 

agentes tóxicos, nutricionales o ambientales (Zinn, K. M. Y Henkind, J; 1979) (Figura 2). 

La retina neural esta organizada en las siguientes capas celulares: la capa de los fotorreceptores 

fonnados 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 externa. Las terminales 

de los fotorreceptores presentan algunas características particulares. tales como su gran tamaño y la 

existencia de una estructura electrodensa en fonna de listón rodeada por pequeñas vesículas. Dichas 
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7i9\1%"& 2,:- Diagrama de una célula del epitelio piqmentario de la 
retina. AC; aparato de go191; CEC, capa externa de co16qena¡ CIE, 
capa intermedia de co16gena; CIE, capa intermedia e16stiea; a, 
cuerpos .ieloides; CU, complejos de uni6n; EC, endotelio de los 
coriocapilares; F, faqosoma¡ GL, gota de l1pidos: L, 118080m&: M, 
aitocondria; !m, aembrana basal; KEKB, lIlelllbrana de Bruch; )(p, 
aicroperoxlsom&¡ HV, alcrovelloaidades¡ N, nQcleo¡ P, grAnulas de 
piqaento¡ aos, segmentos externos de los bastones (Nquyen-Leqros; 
1978). 
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tenninales fonnan contactos con los procesos de células horizontales y bipolares, fonnando la capa 

plexifonne externa. Los somas de las células horizontales, bipolares y amacrinas fonnan la capa 

nuclear intema. Los procesos de las células horizontales se ramifican en grandes áreas en la capa 

plexi fonne externa, haciendo contactos con células bipolares, horizontales y fotorreceptores. La 

capa plexifonne interna está fonnada por sinápsis entre las células bipolares, amácrinas y 

ganglionares. En la capa nuclear intema existen además los somas de las células interplexifonnes, 

los cuales se caracterizan por tener procesos en ambas capas plexifonnes, de tal manera que se crea 

un flujo de infonnación entre ellas. Las c~lulas ganglionares se encuentran en el margen intemo de 

la retina y sus axones constituyen el nervio óptico (Dowling, 1960) (Figura 3). 

Otro tipo celular en la retina son las células g1iaIes de Maller, las cuales se extienden desde la 

superficie vitrea hasta la capa de los fotorreceptores, en donde sus prolongaciones apicaIes fonnan 

la membrana limitante extema. Mientras que sus prolongaciones básaIes fonnan la membrana 

limitante interna, que aísla a las células ganglionares del humor vítreo. Las células de Müller 

participan en el control extracelular de los túveles de potasio y en la eliminación de los 

neurotrasmisores del espacio sináptico (Hertz, 1976; Barbour et-aI.,1988). 

Las células de la retina son altamente diferenciadas y no tienen la capacidad de dividirse, por lo 

que cualquier dallo producido en ellas es irreparable y lleva a una p~ida irreversible de la visión. 

El correcto fimcionamiento de la retina depende fundamentalmente de la actividad de las células 

fotorreceptoras; la estructura y fimción de ~tas depende a su vez de la s!ntesis continua y 

degradación del segmento externo de los fotorreceptores. El segmento externo de los 

fotorreceptores se renueva continuamente por la adición 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 externo son eliminados a través de un mecanismo de fagocitosis que efectúa el epitelio 

pigmentario de la retina. (Zinn. K.M. y Henkind, J. 1979). 

El impulso nervioso que se genera en los fotom:ceptores es transmitido en sentido vertical a 

través de las células bipolares y ganglionares, hasta salir por el nervio óptico hacia los centros 

superiores de integración. El impulso es modulado en sentido horizontal por las intemeuronas 

inhibitorias horizontales y amácrinas (Dowling, 1960). 

La presencia de un estímulo luminoso produce en la retina una respuesta eléctrica; el 

electroretinograma (ERG), que se caracteriza por la presencia de una respuesta negativa rápida 

(onda a) correspondiente a la hiperpolarización de los fotorreceptores. Posteriormente, se genera 

una onda positiva lenta (onda b) propia de las células de la capa interna y la onda c que corresponde 

a la actividad del EPR. En la retina, la luz actúa sobre la rodopsina, proteina que se encuentra 

embebida en la membrana. de los segnientos externos de los fotom:ceptores, e induce la 

isomerización del retinaldehldo. Esta isomerización lleva a la activación de la transducina o 

proteína G, la cual hidroliza GTP a GDP. La transducina a su vez activa a la fosfodiesterasa, 

enzima que hidroliza al guanosín mono fosfato ciclico (GMPc), la disminución en los niveles de 

este conduce a un awnento en la resistencia de la membrana y una disminución en la entrada de 

iones sodio, causando así una hiperpolarización de la célula (Baylor y Lam, 1979; Korenbrot, 

1972; y Sillmany Tomita, 1969) (Figura 4). 

En la obscuridad, los fotorreceptores presentan altas concentraciones de GMPc, el cual actúa 

sobre canales de sodio localizados en la membrana del segmento externo, permitiendo así la entrada 

de Na', lo que crea un flujo continuo de corriente conocida como corriente obscura, que 

despolariza· al fotorreceptor (Fesenko, 1985). Esta despolarización provoca la liberación del 
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Figure ~~Hecanlsmo de le fototransducclón: (A) Corriente obscura, 
entrada de iones sod10. (S) Proceso de transducclón l los canales 
sensibles a luz se cierran. (e) Cascada de la rodopslna. (D) 
Estados de amplificación y (E) Cascada de nucleot1dos como 
prote1nas integrales y perlferlcas de la membrana de los discos del 
fotorreceptor. 
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neurotransmisor en la terminal del fotorreceptor (Nakatami y Yau, 1985) (Figura 4). 

En la retina, como en todo el sistema visual, las células responden en función de sus campos 

receptivos. Así, una población específica de fotorreceptores cuya respuesta a la luz altera el 

comportamiento de cualquier neurona subsecuente en la cadena de información visual, constituye el 

campo receptivo de dicha neurona (Grani~ 1947, Kufler 1953). Las células bípolares a las que los 

fotorreceptores transmiten son de dos tipos, las que responden a la luz hiperpolarizándose 

(bipolares "Off') y las que con el mismo estimulo se despolarizan (bipolares "On") (Kaneko, 

1973). Se ha demostrado que las células bipolares "On" forman contactos sinápticos con las células 

ganglionares despolarizantes "On"; mientras que las "Otr' activan células ganglionares 

hiperpolarizantes "Off'. Existe un ten:er tipo de células ganglionares que recibe señales de ambos 

tipos de células bipolares y se conocen como ''On-Otr' (Murakami, ct al. 1975). Asumiendo que 

todas las células fotorreceptoras liberan un mismo transmisor, diferentes características en los 

receptores sinápticos son necesarias para explicar las diferentes respuestas en las células bipolares. 

En la retina al igual que en el cerebro, la transmisión es preferentemente de tipo químico, mediada 

por neurotransmisores. Un neurotransmisor es considerado como una substancia que es sintetizada 

y liberada de las terminales sinápticas de la neurona presináptica. Esta substancia difunde a través 

de la hendidura sináptica y entonces se une a un receptor específico, localizado en la membrana de 

la célula postsináptica. La unión del neurotransmisor al receptor provoca una respuesta 

eleCtro fisiológica que es típicamente rápida y corta duración. La acción del neurotransmisor es 

terminada por degradación enzimática o por n:captura en la terminal presináptica del 

neurotransmisor ( 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 aminoácidos glutamato y/o aspartato 

probablemente son neurotransmisores excitadores en las células fotorreceptoras, bipolares y 

ganglionares (Miller el al. 1982; Miller y Schwartz, 1983). Por otro lado, diversas evidencias 

indican que el ácido r - aminobutírico (GABA) puede funcionar como neurotransmisor inhibitorio 

de las células horizontales y arnácrinas (Murakami,1978; Yazulla, 1983). En las células arnácrinas 

se han propuesto como neurotransmisores una gran variedad de substancias tales como la glicina 

(V oaden, 1977), acetilcolina (Vogel, 1977) , dopamina (Redburn, 1980) y varios neuropeptidos, 

entre los cuales están la substancia P, neurotensina y la colecistocinina (Wan, et al. 1985; Li, et al. 

1986; Stone el-al 1987). En las células interplexifonnes los neurotransmisores propuestos son la 

doparnina 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 metabólica para la que se han 

reportado la presencia de transportadores del tipo de difusión facilitada (Elbrink., and Bihler, 1975; 

Strarnrn, E.L. and Pautler E.T.1980. López-Escalera R. et al. 1991). El transportador GLUT I se ha 

encontrado principalmente en el epitelio pigmentario de la retina (MilIer, S y Steinberg, H.R. 1976. 

Pascuzzo, G.B. el al 1980. Stramm., L.E. y Pautler L.E. 1980. Masterson., E. y ChaderJ.G. 1981. 

Crosson, C.E. y PautIer., L.E. 1982.) yen la membrana plasmática de los segmentos externos de 

los fotorreceptores (Hsu, S.e. y Molday, R.S. 1991; López-Escalera, R. et a1.l991; Hsu., S.e. 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 el metabolismo de la glucosa por las vías glucolítica. oxidativa y síntesis de 
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glucógeno (Lowry, O.H. et al 1961). 

En la retina de mamíferos se ha observado un metabolismo activo de glucosa en condiciones 

anaerobias y aerobías, paralelo a nivele elevados s en el consumo oxígeno, producción de ácido 

láctico, 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 produce una disminución de la captación de oxígeno (efecto Crabtree ; Cohen, 

L.H. and Noell, W.K. 1960), y un aumento de la oxidación de está, modificando la utilización de 

glucosa e interrupción de la acumulación de lactato ( efecto Pasteur; Laser, H. 1937; Shichi, 1983; 

Wink1er., 1983 a). La energia para el metabolismo y la actividad eléctrica proviene tanto de la 

glucólisis como de la oxidación completa de la glucosa (Noell, 1959; Futtennan y Kinoshita, 1959; 

Cohen y Noell., 1960; Ames y Gurian., 1963; Winkler, 1974; 1975). 

Experimentos "in vitro" demostraron que la netina en condiciones anaerobias es capaz de fonnar 

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; MOIjaria, B. y Voaden, J.M. 

1979; Voaden, M.J. y MOIjaria, B., 1980). En retinas de rata y de conejo incubadas de 10-15 

minutos en un medio sin glucosa y ausencia de oxígeno se produce lactato, el contenido de A TP 

disminuye drásticamente, y la actividad eléctrica se ve afectada (Winkler, et-al, 1977 a; Bennan, 

E.R.I99I). 

En las retinas incubadas en un medio conteniendo 5 mM de glucosa y equilibrado con 95% 

oxígeno! 5% de CO, presentaron un requerimiento absoluto de bicarbonato para mantener altos 

niveles de producción de lactato, consumo de oxigeno (Hopkinson y Kerly., 1959; 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, el al. 1977 a; b; Winkler, 1983 a). 

La producción de lactato en la retina es máxima en presencia de altas concentraciones de glucosa 

(20 mM) Y oxígeno (Grayrnore 1960; Hopkinson y Kerly, 1959; Glockin y Potts, 1965; Riley y 

Voaden, 1970). Cuando la concentración de glucosa se reduce a ImM (hipoglicemia) la 

producción de lactato disminuye hasta un 56%. mientras que el contenido de A TP disminuye un 

20"10, y el ERG no se afecta significativamente, resultados que sugieren que la retina lleva a cabo 

una mayor actividad anaerobia (Winkler, S.8.1981 a; b). 

Aunque se ha mencionado que la glucosa es el sustrato preferido del cerebro y de la retina, existe 

información que indica que el lactato es un sustrato alternativo capaz de ser metabolizado y capaz 

de proporcionar energia necesaria para el buen funcionamiento del tejido nervioso de los 

venebrados (Larrabee, 1983, 1992; Schurr et al., 1988; Dringen, R. el al., 1993 a; b). 

Así mismo, se demostró que el lactato puede sustituir a la glucosa para mantener el metabolismo 

oxidativo de la retina y la función 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 libere "in 

situ" por algunos tipos celulares de la retina, y se metabolice por los fotorreceptores los cuales 

presentan un alta actividad respiratoria (Haugh et-al., 1990; Poitri- Yamate et-al., 1995). 

La actividad eléctrica de la retina se mantiene constante hasta un periodo de 8-10 minutos "in 

vitro" bajo condiciones de perfusión continua del ojo a través de la arteria ocular (Niemeyer, G., 

1975). En estas condiciones se observó que concentraciones elevadas de glucosa (8-10 mM) 

incrementan significativamente la onda b del ERG. y la respuesta del nervio óptico (Niemeyer, G. 

et-al; 1991; Onoe, S. y Niemeyer, G. 1992). 

Estudios fannacológicos utilizando iodoacetato. un inhibidor de la tnosa fosfato deshidrogenasa. 
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conduce a la desaparición de la actividad eléctrica de la retina, paralela a una disminución en la 

producción de ATP y lactato (Noell, 1959) semejante a lo que ocurre en la hipoglucemia. 

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

segmento externo de los fotorreceptores. Mediante esta vía, se regeneran los niveles de NADPH, 

cofactor de la glutatión reductasa, enzima que regenera los niveles de glutatión reducido el cual 

participa en la eliminación de peróxidos (Shichi, 1983). Entre el 70 y 80% del consumo total de 0, 

en la retina ocurre en las células fotorreceptoras (Cohen, y Noell, 1965). Se ha demostrado que la 

fotoestimulación incrementa alrededor de 4 veces el consumo de oxigeno de las células 

fotorreceptoras aisladas. A pesar de la alta tasa respilatoria, la mayor parte de la glucosa utilizada 

por la retina es transformada a lactato (WinkIer, 1983 a). 

La actividad glucolltica en el segmento externo de los fotorreceptores indica que por lo menos una 

parte de la energía en forma de A TP Y GTP, requerida parn el proceso de la fototrasducción, es 

suministrada por el metabolismo de la glucosa que tiene lugar en estas células (Hsu y Molday, 

1994). Las retinas de ratas distróficas, en la que las células fotorreceploras disminuyen, tienen una 

disminución en la captación de oxígeno y WUl reducción en la actividad glucolitica hasta de un 50% 

en relación con las retinas normales. Estos resultados nos indican el metabolismo elevado de los 

fotorreceptores en comparación con el resto de la retina (Winkler, S.8.198I, a). 

Durante el desarrollo ontogénetico, el metabolismo de la retina se modifica. en las retinas de 

conejos de 5 a 7 días de edad la producción aeróbica de ácido láctico es de hasta 10 veces mayor 

que la producción de CO,. En la retina de conejo adulto la actividad aeróbica es mayor comparada 

eon la retina de conejos jóvenes, incremento que se presenta entre los 10 Y 20 días de edad. Estos 

resultados correlacionan con la diferenciación de las células fotorreceptoras y con la aparición y 
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maduración de las funciones visuales (Cohen, H.L. y Noell, W.K. 1960). 

Las células de Müller en cultivo asimilan y fosforilan la glucosa, parte de la cual es almacenada 

en forma de glucógeno (Kuwabara y Cogan. , 1961; Shabadasch. , 1972 a; b; Babel y Stango., 

1973; Poitry-Yamate y Tsacopoulos., 1992) que se sugiere funciona como almacén de energia 

para las neuronas (Ranson y Fern., 1970). Recientemente se observó que más del 90% de la 

producción de lactato en las células de MUller proeede de glucosa exógena, y que el lactato es 

liberado por estas células bajo condiciones aeróbicas. Adicionalmente, se observó que las células de 

MUller presentan pocas mitocondrias, evidencia que apoya que estas células presentan , 
preferentemente una vía glucolítica (Uga y Smelser. , 1973). 

Es interesante. que en las retinas de abeja se obtuvo evidencia experimental que indica que en 

condiciones de iluminación las células gliales liberan lactato producido a partir de glucosa, el cual 

puede ser utilizado por los fotorreceptores (poitry-Yamate, CL., Poitry, S. Y Tsacopoulos, M. 

1995). En apoyo a estos estudios, se demostró que en condiciones de iluminación los 

fotorreceptores producen CO, a partir de lactato exógeno. (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 endógenos 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 se incuba en 

ausencia de glucosa (Rungger-Brandler el al., 1996). Los niveles de glucógeno en la retina del 

gato. de la rata. del hámster y del conejo no siempre correlacionan, y en la retina de la rata existe 

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

Sin embargo. con la utilización de técnicas de microscopía de luz, electrónica e histoquímicas 

se ha proba~o la existencia de almacenes de glucógeno en la retina de vertebrados e 

invertebrados. En peces como Lepisosteus platyrhineus (Ginglymoidi), se reportó la presencia de 

glucógeno en los Cotorreceptores y el EPR (Collin, S.P; Collin, H.B. 1993). En anfibios el 

glucógeno se distribuye en todas las capas de la retina, encontrándose en mayor abundancia en 

las células de MOller y los Cotorreceptores (Schabadasch.,A.L. 1972 a; 1972 b; Goldman, S.S. 

1988; 1990; Brackevelt, C.lL 1993 a; b). En el pollo, se observaron altos niveles de gránulos de 

glucógeno en el segmento intemo de los conos (Anemiya, T. 1975). En la retina de la rata se 

describió la presencia de partículas de glucógeno intramitocondrial en los segmentos internos de. 

los Cotorreceptores (Ishikawa, T. y Pci, F. Y. 1965). Estudios recientes sugieren que los conos, 

pero no los bastones, contienen glucógeno abundante (Okubo, A. et- al. 1998). Almacenes de 

glucógeno en la retina de la rata, hámster y conejo se reportó principalmente en las células de 

MOller (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 depósitos de glucógeno en células Cotorreceptoras y gliales (Poitry

Yamate et al.,1995), el cual puede ser degradado rápidamente (1 minuto) durante periodos de 

isquemia o hipoxia (Lowry et al. 1961; Lajtha et al. 1981; Sorg y Magistreni, 1992). 

La sintesis de glucógeno se ha descrito en varios tipos celulares, principalmente en células del 

higado y células musculares (Pilkis, SJ. 1988). En el tejido nervioso anteriormente se consideró 

que el glucógeno estaba ausente; sin embargo, estudios recientes demostTaIon su presencia en 

cerebro (Nelson, SR et al 1968; Dringen 1L 1993 a; b) principalmente en astrocitos, en los que se 
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demostró la actividad de la glucógeno fosforilasa (Dringen, R. 1993 a). El contenido de glucógeno 

en estas células es regulado por neurohormoruis como la adenosiDa, serotonina, norepinefiina, 

histidina y el VIP (peptido intestinal vaso activo), que inducen la degradación de glucógeno; en 

contraste a la insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 Y n que inducen la 

formación de glucógeno 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 glucógeno (Dringen, R. et al. 1993 a, 1993 b). Estos resultados han llevado a 

sugerir que el lactato podría liberarse de los astrocitos y ser un buen sustrato para la producción de 

energía en las células vecinas que tengan una baja actividad de la hexocinasa, como es el caso de 

los oligodendrocitos y algunas neuronas (Dringen, R. el al 1993 a, 1993 b). Eneslas últimas 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 observó que existen cambios dinámicos del glucógeno en condiciones de 

la adaptación a la obscuridad y a la luz. Estos cambios ocurren principalmente en las células de 

Müller. en las que en condiciones de adaptación a la obscuridad se observa una mayor acwnulación 

de glucógeno (Schabadasch, AL 1972 a); y que éste es utilizado en condiciones de iluminación. 

Los resultados demuestran que las células de MülJer responden activamente a los cambios 

fisiológicos de la retina (Schabadasch, AL 1972 b). Asi mismo en la retina de anfibios y 

especialmente en las células de Müller, el VIP es un agonista más potente que el glucagon en la 

producción de adenosin monofosfato cíclico (AMPc), lo que sugiere una regulación recíproca entre 

los niveles de AMPc y la actividad glucógenolitica (Goldman, S.S.1988). En la retina de los 

anfibios la síntesis de glucosa a panir de lactato es similar al ciclo de Cori, lo que permite mantener 
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los niveles de glucosa en la retina (Goldman, S.S. 1990). 

Las células de MOller en la retina de venebrados presentan una eaptación rápida y fosforilación de 

glucosa y pane de ésta es almacenada como glucógeno (Kuwabara y Cogan, 1961; Babel Y 

Stangos, 1973; Poilly-Yamate y Tsacopoulos, 1991). 

La glucógeno fosforilasa. enzima clave en la degradación de glucógeno. se detectó 

inmunocitoquímicamente en astrocitos y células ependimales, pero no en neuronas del cerebro 

(Ignacio et al. , 1990; PfeiITer et al,. 1990; 1992; 1993). En la retina del conejo y de la rata se 

localizó en el pie terminal de las células de MüIler y la eapa nuclear interna (PfeiITer, B. et-al., 

1994). La actividad de la glucógeno sintetasa y de la glucógeno fosforilasa se demostró en los 

conos de la retina del poIlo (Anemiya, T. 1975). Así mismo estudios "in vitro" han demostrado la 

síntesis de glucógeno en retinas de rata incubadas en un medio con altas concentraciones de 

glucosa (Kuwabara y Cogan. 1961). 

DIABETES 

La diabetes meIlitus, enfermedad que afecta de 20 a 30 miIlones de personas en el mundo, es. 

detenninada genéticamente se caracteriza -por alteraciones en el metabolismo de carbohidratos. 

proteínas y Iípidos. y está asociada a una absoluta o relativa deficiencia de insulina. Aunque la 

deficiencia de insulina puede ser corregida con la administración de insulina o una terapia con 

agentes hipoglicémicos orales. este tratamiento no evita el desarrollo de complicaciones que 

afectan el riñón, las anerias, los nervios y el ojo (Brownlee, M. y Cerami, A. 1981; Me Call, 

1992). 

El daño renal asociado con la diabetes está caracterizado clínicamente por proteinuria y 
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disminución de los niveles de filtración glomerular. Anonnalidades hematológicas lambién 

relacionadas con la diabetes son la dilatación de los vasos que ocurre como autorregulación en 

respuesta a una lúpoxia local; lambién se presenta agregación de eritrocitos, incrementos en los 

niveles de glucohemoglobina, viscosidad de la membrana plasmática de eritrocitos y glicosilación 

de proteínas de membrana. (Brownlee, M. y Cerami, A. 1981). 

En ratas y en humanos con díabetes crónica se ha reportado una disminución de ácido siálico y 

del contenido de colesterol en los eritrocitos, presentándose cambios en la superncie celular. Las 

plaquetas presentan un incremento en la adhesión a los endotelios, cambios en la sensibilidad a 

agentes de agregación y una acelerada producción de derivados de trombogénicos y prostaglandinas 

(Brownlee, M. y Cerami, A. 1981). Adicionalmente se presentan anonnalidades en las proteínas 

plasmáticas, las que provocan un incremento en la viscosidad de la sangre, acelerando el consumo 

de fibrinógeno. así como una disminución de la trombina m, disminución de fibrinolisis y un 

incremento en los niveles del factor de Von Willebrand (vWF) (Brownlee, M. yCerami, A. 1981). 

La diabetes puede causar una serie de alteraciones en el sistema nervioso central, que incluye 

modificaciones en el flujo sanguíneo y el metabolismo que pueden producir encefalopatla crónica, 

y deficiencias neurológicas (Plum, F., 1960). Así mismo se conoce que la hipoglucemia 

producida por los tratamientos largos con insulina puede provocar ~ecrosis laminar en la corteza 

cerebral, especialmente en la tercera y quinta capas, y en algunas ocasiones lambién ocurre 

desmielinización en el hipocampo (McCaJl, 1992). En el sistema nervioso periférico se han 

observado varios cambios morfológicos y fisiológicos en pacientes diabéticos. Los nervios 

periféricos presentan cambios electro fisiológicos que reflejan alteraciones esttucturales y cambios 

en las propiedades bioquímicas del axón y de la vaina de mielina, así como una desmielinización 
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segmental, lo que lleva a una disminución en la velocidad de conducción del nervio motor (Green, 

1991). 

La diabetes es una de las principales causas de ceguera en pacientes menores de 60 años (Patz, A., 

1978), ya que provoca la formación de cataratas en el cristalino, hemorragias en el cuerpo vítreo, 

cambios en la microvasculatura y alteraciones en la estructura y fisiología de la retina (Davis, 1988; 

Engerman, 1989). Alteraciones en la bioquímica del microambiente de los capilares retinianos 

pueden ser un factor en la patogónesis de la microangiopatía diabética (Browlee, M. y Cerami, A. 

1981). La retinopatía diabética es una de las consecuencias más severas de esta enfermedad, ya que 

puede llevar a la pérdida irreversible de la función visual (Davis, 1988). 

Los mecanismos involucrados en la retinopatía diabética son poco conocidos, se han mencionado 

varias alteraciones como: a) la formación de microaneurismas. b) awnento en la permeabilidad 

vascular, e) pérdida de pericitos. d) oclusión - vascular. e) proliferación de nuevos vasos, 

acompañadas de tejido fibroso sobre la superficie de la retina y el disco óptico. La formación de 

microaneurismas está acompañada de una permeabilidad excesiva, lo cual produce un edema en la 

retina; frecuentemente estas alteraciones involucran el centro de la mácula y conduce a alteraciones 

en la visión (Brownlee, M. y Cerami, A. 1981). 

El incremento en la permeabilidad de las células endoteliales está asociado a un engrosamiento en 

la membrana basal y al rompimiento de la barrera hematorretiniana, lo que podria ser causado por 

un incremento en el transporte vascular y alteraciones en las uniones estrechas " entre las células 

endotcliales. Posteriormente, se lleva acabo la oclusión de vasos y _ un rompimiento en las 

arteriolas terminales, lo que provoca una liberación masiva de factores de crecimiento (Larsen. 

1960, Tolcn!ino, 1976; Dovis, 1988). 
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La retinopada diabética proliferativa se caracteriza por la fonnación de nuevos vasos que es la 

fuente principal de la hemorragia vitrea y la pérdida de la visión causada por el desprendimiento de 

la retina. Con el empleo de sustancias fluorescentes, se han evidenciado alteraciones de la barrera 

hematorretíniana a nivel del EPR, que consiste en el dado o ruptura de las uniones intercelulares, 

aumento en la actividad pinocitica y necrosis (Kirbe, 1980; Too, 1980). 

Por otro lado, la retinopatía diabética se caracteriza además por una serie de cambios funcionales 

como resultado de las alteraciones metabólicas de la retina, que se refleja en modificaciones en el 

patrón del ERG (Yonemwa, 1962). Se ha sugerido que la amplitud del patrón del ERG se deteriora 

en relación directa con el desarrollo avanzado de la diabetes (Arden, 1986). En humanos, se 

encontró una disminución de la amplitud de la onda b (Yonemwa, 1962; 1977; Nishimura y 

Kuriyama, 1985). Por otra parte, en ratas albinas diabéticas se encontró una calda promedio del 

40% en la amplitud de la onda a y del 37% para la onda b, lo cnal refleja problemas en la función 

retiniana (Tamai y Tanaka, 1973). Además, se han observado cambios en la amplitud de la onda c 

del ERG, lo cual indica hiperpolarización pasiva de la membrana apical del EPR, en respuesta a la 

luz (Pautler y ElUlÍs, 1980). 

La diabetes mellitus es una enfermedad metabólica, por lo que es razonable asumir que cambios 

metabólicos ocurren en la retina previos a las alteraciones estructurales características de la 

retinopatía diabética. En la diabetes, la retina está expuesta a desequilibrios en las concentraciones 

de glucosa en el torrente sanguíneo, y una' disminución en la disponibilidad de oxigeno (Brownlee, 

M. y eerami A. 1981; Sutberland., F. 1990) aunado a otras alteraciones metabólicas inducidas por 

la enfennedad. Se ha considerado que estas alteraciones pueden estar involucradas en la retinopada 

diabética, para lo cual se han sugerido varias hipótesis con el fin de explicar dichas alteraciones. La 
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primera manifestación es el incremento en la concentración de glucosa extracelular, lo cual provoca 

un aumento en el transporte de glucosa; sin embargo la acumulación de glucosa por las células no 

está en función únicamente de la glucosa extracelular (Brownlee, M., y Cerarni, A 1981) sino 

también por las caracteristicas del sistema de transporte de glucosa presente en los diferentes tipos 

celulares. Estudios en células mamarias de hámster en cultivo demostraron que cambios en la 

concentración extracelular de glucosa pueden alterar la sintesis y actividad de los transportadores 

presentes en las células (Kalckar, 1973). 

Estudios bioquímicos demostraron que el transporte de mio-inositol en las células del EPR y la 

retina neuraJ se reduce en condiciones de hiperglicemia lo que neva a una disminución de su 

concentración intracelular. (Del Monte,. el a1.1991). Se ha sugerido que cambios en la 

concentración de glucosa pueden estar relacionadas a un awriento en las concentraciones de 

polioles como resultado de la actividad de la a1dosa reductasa, que es una enzima que a partir de 

glucosa sintetiza sorbitol y su vía de slotesis puede interferir con la slotesis de "novo" o de las vias 

de reciclaje del inositol (Mac Gregor y Matschinsky, 1986; Li, 1986; 1989). La disminución del 

mio-inositol en las células provoca alteraciones en el metabolismo de los lípidos, asi como flujos 

alterados de sodio y potasio. En el nervio periférico estas anormalidades bioquímicas están 

asociadas a un flujo axoplásmico reducido y a un desacople en la conducción del impulso (Green. y 

Lattimer, 1989). 

Tanto ~n la retina como en la cateza cerebral, se ha encontrado un incremento significativo en la 

relación lactato/piruvato que se observa a los 7 dlas después de la administración de 

estreptozotocina (Salceda, R. et-a1. 1998). Esto produce una disminución en la relación 

NAD'INADH citosolica y, por lo tanto, cambios en el estado redox del citoplasma que podrían 
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producir valores subnormales de glutatión reducido y la regeneración de rodopsina durante la 

diabetes ( Kowluru et-al 1997; Obstroy et al 1990). 

Por otro lado, varios estudios han reponado un aumento en la concentración 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 ácidos 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 retinopatía 

diabética proliferativa en estado terminal. La diabetes parece producir en la retina y en el EPR 

cambios metabólicos que seguramente contribuyen al desarrollo de la retinopatía; sin embargo, los 

mecanismos se desconocen. 
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OBJETIVO. 

La retina representa un gran interés en el estudio de sus propiedades metabólicas, principalmente en 

lo que se refiere a la utilización de glucosa como fuente de energía; aunque existen reportes 

referentes al metabolismo de la glucosa estos no son suficientes y en lo que se refiere a la presencia 
, 

de glucógeno la infonnación que se tiene es contradictoria. Por lo que el objetivo del presente 

trabajo es identificar las reservas de glucógeno y la utilización de glucosa en la retina de la rata 

normal y diabética. 

HIPOTESIS 

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

glucógeno, piruvato y lactato, lo que puede llevar a cambios en la osmolaridad y en el estado redox 

de la célula, factores que pueden ser responsables de las alteraciones en la retinopatía diabética. 
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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 Iibllum; los animales se 

sacrificaron entre las 10 Y las 12 hrs. del dia. 

Los animales adaptados por lo menos 2 horas a la luz u obscuridad se sacrificaron por 

decapitación, los ojos se cnuclearon y se seccionaron ecuatorialmente. la parte anterior de 

ellos se eliminó. La retina se aislo en Ringer Krebs bicarbonato (RKB) con una 

composición (mM) de 118 de NaCI; 1.17 de KH,PO.; 4.7 de KCI; 2.5 de CaCI,; 1.17 de 

MgSO.; 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 utilizaron las retinas de 30 ratas, con la finalidad de conocer si se 

presentan variaciones durante las horas del día en las concentraciones de glucosa en el 

s~ero 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 glucógeno. Mientras 

que otras retinas de 204 ratas se incubaron en RKB por distintos periodos de tiempo a 37 

oC bajo diferentes condiciones experimentales que simularon diversas situaciones 

fisiológicas de la retina: 

1.- Con el p;"pósito de conocer el efecto de la adaptación a la luz y a la obscuridad, y si 

los niveles de lactado, piruvato y glucógeno en la retina se modifican durante la 

incubación. Se utilizaron las retinas de 128 ratas las cueles se incubaron bajo condiciones 

normales de iluminación del laboratorio o en la obscuridad (luz tenue roja). 
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11.- Con el propósito de conocer si la producción de lactado, piruvato y glucógeno es 

proporcional a la concentración de glucosa, las retinas de 76 animales adaptados a la luz 

se 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 glucosa (normoglucemia). 

e) Altas concentraciones de glucosa 20 y 30 mM de glucosa ( hiperglucemia). 

m.- La diabetes se le indujo a 78 animales con una administración intraperitoneal de 

eslreptozotocina (65mglKg de peso) en amortiguador de citratos pH 4.8 (Macker, 1971) y 

se sacrificaron a: 7, 14,20,45 dias después deltratamienlO. Los niveles de glucosa en el 

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 Idl de suero. 

Determinación de lactato y plruvato: 

Los niveles de lactato y de piruvato se detenninaron midiendo las concentraciones de 

NAD'/NADH producido, siguiendo el método de NolI 1983; Lamprecht y Heinz 1983 

respectivamente. El tejido se homogenizó al 5% (piv) en 1 mi de ácido perclórico al 8% y 

se centrifugó a 26,000 x g. durante 10 mino Los sobrenadantes se ajustaron a un pH de 7-8 

con una solución de NaOH 10 N. 

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

100 111 de la muestra, amortiguador de glicina (1M) pH 9.5, NAD' (50 11M), 400 111 de 
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agua en un volumen final de 1 mI. La reacción se inició adicionando 4 1" de una 

suspensión de la enzima deshidrogenasa láctica de músculo de conejo [ E.C. 1.1.1.27. 

Sigma Chemical Ca. SI. Louis, MO 1 (860 unidadeslmg de proteina). La reacción se 

siguió espectro-fotométricamente a 340 nm. por 30 mino 

La detenninación de los niveles de piruvato, se llevó a cabo en un sistema que contenía 

en un volumen total de l mi: 500111 de muestra, amortiguador de trietanolamina (0.5 M) 

pH 7.5, 8 mM de NAOH . La reacción se inició por la adición 41" de la enzima 

deshidrogenasa láctica de músculo de conejo [ E.C. 1.1.1.27. Sigma Chemical Ca. SI. 

Louis, MO 1 (860 unidadeslmg de proteina), y se siguió espectro fotométricamente a 340 

nm por 30 mino a temperatura ambiente. 

La concentración de lactato y piruvato se calculó utilizando la siguiente fónnula: 

nmolaslml = AE x volumen total. 

0.0062 x vol. de la muestra 

Donde 0.0062 equivale a 1 nmola de lactado coeficiente de extinción Molar. 

Determinadón de Glucógeno, 

Los niveles de glucógeno se determinaron siguiendo el método de Lust et al., 1975, 

Kepper y Decker., 1983. El tejido se homogenizó a15% (p/v) en 4001'1 de NaOH 100 mM 

el homogenado se incubó 60 mio a 80°C ( para hidrolizar a la glucosa y a la glucos3-6-

fosfato). Las muestras se dejaron a temperatura ambiente por JO mino La precipitación 

del glucógeno se llevó a cabo por la adición de I mI. de etanol al 100%, incubación a -

20°C por 20 mino y centrifugación a 14QOOg por 15 mino El glucógeno precipitado se 
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liofilizó en una secadora al vaclo y posterionnente se resuspendió en 490 111 de acetato de 

sodio 50 mM pH 4.5; Y se sometió a sonicación para disolver el glucógeno; la digestión 

de éste se llevo a cabo con la adición de 10111 de amiloglucosidasa de AsDergillus Diger [ 

E. C. 3.2.1.3. Sigma Chemical Co. SI. Louis, MO. ) ( 1.4 U / muestra liofilizada) se 

incubó a 37 oC por 60 minutos posterionnente se centrifugó a 14000 g por 15 minutos. 

Una alicuota de 150 111 del sobrenadante se incubó durante 15 minutos a temperatura 

ambiente en 150 111 de trietanolamina (300 mM! HCI ) pH 7.6 que contenia A TP ( 2mM), 

NADP' (2 mM), hexocinasa Tipo C-300 de levadura [E.C. 2.7.1.1. Sigma Chemical Co. 

Sto Louis, MO.) (3 UI mi), glucosa-6- fosfato deshidrogenasa Tipo 111 de levadura [E.e. 

1.1.1.49 .. Sigma Chemical CO. SI. Louis, MO.] (8.5 U/mi), MgSO. (4 mM). La 

absorbancia se leyó en un lector de microplacas a 340 nm. La cantidad de residuos 

glucosiJados expresada en nmoVmg de proteina se obtuvo considerando que el 

coeficiente de extinción molar del NADPH es de 6.2 mM" cm". 

La cantidad de prote!na total se determinó de acuerdo al método de Lowry (1951) Y 

Peterson (1979) en la cual se emplea albúmina de suero de bovino como estándar y se 

leyó en un lector de microplacas a 690 nm. 

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante una Anova Unifactorial y comparación 

múltiples de Tukey a una p< 0.05 para la significancia. 

28 



RESULTADOS. 

Los niveles de glucosa y por lo tanto de lactato y piruvato en el tejido depende en buena medida 

de la concentración 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 día se 

cuantificaron los niveles de glucosa en el suero. Los resultados indican que los niveles de glucosa 

presentan cambios notables durante las horas del día, observándose los valores más altos de 

167.29:t 6.7mg/dl, a las 4 A.M. Y los valores más bajos de 80.85± 8.7 mgldl a las 8 A.M. (Tabla 

1 ). 

En la retina los niveles de lactato presentaron una relación directa con los niveles de glucosa en 

suero; la mayor concentración se observó a las 4 A.M. 6.76± 0.45 nmolas/mg de tejido y una 

menor concentración a las 8 A.M. 3.56 ± 0.17 nmolas/ mg de tejido (tabla 1). Basándonos en los 

resultados anteriores, los experimentos siguientes se realizaron entre las \O 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 adaptación 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 iluminación 

fue de 0.141± 0.016 y en la de ratas que se adaptaron a la obscuridad fue de 0.302± 0.002 (Tabla 

2). La relación lactato/ piruvato en la retina de ratas adaptadas a la luz fue de 17.02± 2.64 y en 

las ratas adaptadas a la obscuridad rue de 20.03± 2.39. (Tabla 2). 

NIVELES DE LACTATO y PIRUV ATO EN LA RETINA. 

CODdicioDes de luz y obscu ridad. 

Con el propósito 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 

estos experimentos las ratas adaptadas a la luz se sacrificaron y las retinas se incubaron en la 

obscuridad O bajo las mismas condiciones de iluminación. 
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Los niveles de lactato en la retina tienden a aumentar durante los primeros 10 minutos de 

incubación tanto en la luz como en la obscuridad y se mantuvieron constantes durante el periodo 

estudiado. (Tablas 3 y 4). 

Los niveles de piruvato disminuyeron un 50''10, en las retinas incubadas durante 10 minutos bajo 

condiciones de iluminaci6n y se mantuvieron constante hasta los 30 minutos de incubación 

(Tabla 3). En condiciones de obscuridad los valores de piruvato se mantuvieron constantes 

(Tabla 4). 

La relación lactato! piruvato aumenta 4.3 veces en las retinas que se incubaron durante 30 

minutos tanto en condiciones de iluminación comO de obscuridad. (Tablas 3 y 4). 

Niveles de lactato y plruvato en el medio de incubación del tejido. 

La presencia de . lactato y piruvato se detenninó en el medio en que se incubaron las retinas y se 

obsetVó que los niveles de lactato aumentan con respecto al tiempo de incubación alcanzando a 

los 30 minutos valores de 35.41± 2.67 nmolas/ mg. de tejido, y de 68.50± 5.06 nmolaslmg. de 

tejido en condiciones de iluminación y de obscuridad, respectivamente. (Tablas 3 y 4) 

Los niveles de piruvato aumentaron significativamente tanto en la luz como en la obscuridad 

durante los primeros S minutos de incubación; estos niveles se mantuvieron constantes hasta los 

30 minutos de incubación (Tablas 3 y 4). 

El curso temporal de la relación lactatol piruvato se incrementó notablemente en el medio de 

incubación de las retinas, alcanzando a los 30 minutos de incubación valores de 288.69± 34.67 Y 

253.51±37.8 en la luz y en la obscuridad respectivamente (Tablas 3 y 4). 

Niveles de lactato y piruvato en retinas incubadas con diferentes concentraciones de 

glucosa. 

Con el propósito de conocer si la producción de lactato es proporcional a la concentración 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. (Gráfica 1). 

En ausencia de glucosa. la producción 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 aumentó 50% con 
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respecto al control, mientras que en presencia de 30 mM de glucosa; la producción de lactato 

disminuyó 50"10 con respecto al control (Gráfica 1). 

Por otro lado los niveles de piruvato sólo se modificaron cuando las retinas se incubaron en 

presencia de 30 mM de glucosa, en donde disminuyeron 50% con respecto al control (Gráfica 2). 

Debido a los cambios observados en los niveles de lactato, la relación lactato Ipiruvato se 

incrementó al doble en presencia de 20 mM de glucosa, disminuyó 10 veces en ausencia de 

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

Niveles de lactato y plruvato en los medios de Incubaclóo de retioas locubadas eo difereotes 

cODceotraciones de glucosa. 

Los niveles de lactato y piruvato en los medios de incubación de las retinas incubadas en 

diferentes concentraciones de glucosa presentaron un patrón semejante al observado en el tejido 

(Gráficas 4 y 5); por lo que la relación lactato Ipiruvato se incrementó notablemente en 

presencia de 20 mM de glucosa; mientras que en presencia de 30 mM de glucosa la relación 

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

Ratas tratadas con estreptozotoCÍna. 

La existencia de diabetes en ratas tratadas con estreptozotocina fue tomando en cuenta las 

siguientes mediciones 1) la presencia de niveles altos de glucosa en la sangre (al menos de 300 

mg.ldl),2) una disminución significativa de peso (Tabla 5). 

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

Tres días después del tratamiento con estreptozotocina. los niveles de lactato aumentaron 

considerablemente en la retina de la rata, comparados con los encontrados en animales control 

(Gráfica 7). Estos valores se mantuvieron altos durante los primeros 14 días después de la 

administración de cstreptozotocina (Gráfica 7), y posterionnente se observó una tendencia a 

disminuir. 

Los niveles de piruvato en la retina de ratas diabéticas sólo se modificaron a los 14 días después 

del tratamiento. tiempo en el que se observó un aumento del SO % (Gráfica 8). 

Como resultado del incremento en los niveles de lactato, la relación lactatol piruvato fue de 2 a 3 

veces mayor en los animales tratados con estreptozotocina, comparada con la observada en los 

animales control (Gráfica 9 ). 
31 



CUANTIFICACION DE LOS NIVELES DE GLUCÓGENO. 

Niveles de glucógeno en la retina. 

Se cuantificaron los niveles de glucógeno en retinas de ratas que fueron adaptadas bajo 

condiciones de luz y obscuridad con el propósito de conocer si se presentan cambios en estas 

condiciones. En condiciones de iluminación nonnal. los valores de glucógeno en las retinas 

recién aisladas fueron de 48.23± 3.47 runolas de residuos glucosilados/mg. de proteína, mientras . 

que en las retinas de animales que fueron adaptados a la obscuridad se encontraron valores de 

19.53± 0.44 nmolas de residuos glilcosilados/ mg. de proteina (Tabla 6). 

Niveles de glucógeno en las retinas incubadas. 

Las retinas se incubaron en un RKB normal bajo condiciones de luz o de obscuridad. Los niveles 

de glucógeno en las retinas incubadas en la luz no presentaron cambios significativos con 

respecto a aquellos en el tejido recién aislado (Gráfica lO ). 

Sin embargo a los 5 minutos de incubación de la retina bajo condiciones de obscuridad, se 

observó una disminución de los niveles de glucógeno de un 54%' con respecto al control (retinas 

recién aisladas en condiciones de iluminación). Estos valores aumentaron durante el periodo de 

incubación hasta alcanzar niveles semejantes a los observados en el tejido recién aislado e 

incubado bajo condiciones de iluminación (Gráfica 11). 

Niveles de glucógeno en las retinas incubadas en presencia de diferentes concentraciones de 

glucosa. 

Los niveles de glucógeno 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 nonnal (glucosa 5.6 mM), se 

observaron valores de 39.39± 2.61 nmolas de residuos glucosilados/ mg. de proteína; mientras 

que las retinas que fueron incubadas en ausencia de glucosa los niveles de glucógeno 

disminuyeron un 42% con respecto al control (Gráfica 12). Cuando las retinas se incubaron en 
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presencia de 20 mM de glucosa, los niveles de glucógeno aumentaron un 75%, en tanto que en 

aquellas incubadas en presencia de 30mM de glucosa, los niveles de glucógeno disminuyeron 

15.2% con respecto al control. (Figwa 12 ). 

Los niveles de glucógeno en las retinas incubadas en condiciones de iluminación no variaron con 

respecto a la concentración de glucosa en el medio, aunque en ausencia de ésta los niveles de 

glucógeno disminuyeron 69.5% (Gráfica 13) 

Niveles de glucógeno en las retinas de ratas tratadas con estreptozotodnL 

En la retina de ratas diabéticas, los niveles de glucógeno aumentaron de 2.5- 3.5 veces con 

respecto al control, en todos los tiempos estudiados en las ratas tratadas con estreptozotocina 

(Gráfica 14). Se observó un aumento continuo con respecto a los ·días de tratamiento con 

estreptozotocina. (Gráfica 14). 
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Tabla 1.- Niveles de glucosa en el suero y niveles de lactato en la retina de la rata 
duranle diferentes boras del dla. 

Horas del dla. Niveles de glucosa Niveles de lactato en Relación glucosa! 
en el suero mgldl. la relina nmolas/mg lactalo. 

de lejldo. 
8:00 83.7 ± 4.9 3.37± 0.19 26.37± 1.1 
12:00 120.7 ± 5.9' 4.35 ± 0.14' 27.75± 0.8 
16:00 107.1 ± 2.7·' 3.88 ± 0.27·· 28.86 ±1.2 
20:00 115.4 ± 2.1 • 3.99 ± 0.18' 28.38 ± 1.1 
24:00 135.1 ± 8.5 • 5.78 ± 0.17* 23.32 ± 1.2 
4:00 167.2 ± 6.7· 6.79 ± 0.22' 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 detenninaron como se indica en materiales y métodos. Los 
resultados son expresados como la media de por lo menos S experimentos independientes 
± el error estándar .• p< 0.01; •• p < 0.05 con respecto a los valores de los animales 
socri ficados a las 8 A. M. 
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T AULA 2.-NIVELES DE LACTATO, PIRUV ATO EN LA RETINA DE RATA. 

Condición Lactato Piruvato Lactatol piruvato 
nmolas/mg de tejido nmolas/mg de tejido 

Luz. 2.68 ± 0.38 0.14 ± 0.016 18.60 ± 1.94 
Obscuridad 4.46 ± 0.37 • 0.30 ± 0.002 • 20.03 ± 2.39 

Los animales se adaptaron durante dos horas a la luz o a la obscuridad y el lactato y el 
piruvato se detenninaron como se indica en materiales y métodos. Los valores son la media 
± el error estándar de por lo menos 10 experimentos .• p< 0.05 con respecto al tejido recién 
aislado en condiciones de iluminación. 
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TABLA 3." NIVELES DE LACfATO y PIRUVATO EN LA RETINA DE 
LA RATA A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACIÓN EN 

CONDICIONES DE LUZ. 

Tiempo Lactato Plruvato Lactatol 
de omolas I mg de omolas! mg de plnivato 
iocuba- tejido tejido 
cióo 
O 2.68%0.38 0.141 % 0.01 17.02 % 2.64 
5 7.12 % 0.61· 0.171 % 0.04 59.60 % 12·· 

Tejido 10 5.23%0.32 • 0.073 % 0.02 •• 75.96% 23·· 
20 5.28%0.29 • 0.085 % 0.01 57.30 % 5.4·· 
30 6.15 % 0.58 • 0.085 % 0.03 74.18 % 18· 

Medio 5 17.98 % 2.2 0.308 % 0.03 55.17 % 5.7 
de 10 21.66 % 1.1 0.110 % 0.01 • 185.7 % 32.8· 
incuba 20 30.34%3.4 •• 0.220 % 0.02 •• 145.0 % 22.6 .. 
ción. 30 35.41 % 2.7 • 0.137 % 0.02 • 288.6 % 34.7 • 

Las retinas se incubaron bajo condiciones de i1wninación 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 incubación se expresa como nmolasl mg de 
tejido. Los valores son la media de por lo menos 10 experimentos 
independientes % el error estándar .• p < 0.01; •• p <0.05 con respecto a los 
valores del tejido recién aislado en condiciones de iluminación y en el medio 
de incubación es con respecto a los S minutos de incubación. 
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TABLA 4.- NIVELES DE LACf ATO Y PIRUV ATO EN LA RETINA DE LA 
RATA A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACIÓN EN CONDICIONES 

DE OBSCURIDAD. 

Tiempo Lactato. Piruvato. Lactato! 
de nmolas! mg de nmolas! mg de piruvato 
incuba- tejido tejido 
d6n 

O 2.68± 0.38 0.141 ± 0.02 17.02 ± 2.6 
Tejido. 5 5.21,1, 0.24 • 0.262,1,0.05 14.07 ± 2.0 

10 8.1\ ,1, 0.46 • 0.217,1, 0.03 35.21,1, 2.3 •• 
20 7.16,1, 0.49 • 0.181,1, 0.03 41.18,1, 6.9 •• 
30 7.85,1,0.39 • 0.116,1, 0.02 73.80 ± 13.8 • 

Medio de 5 20.36,1,2.5 0.269,1, 0.04 55.64 ,1, 1 \.4 
incubación 10 34.55,1, 3.1 •• 0.304,1,0.05 100.45 ± 7.2' 

20 42.53,1,2.9 • 0.339,1, 0.Q7 105.18 ± 24.1 • 
30 68.50±5.0· 0.214,1, 0.02 253.51 ,1, 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 incubación se expresa como nmolas/mg de tejido. Los valores 
son la media de por lo menos 10 experimentos independientes ± el error estándar . 
• p < 0.01; .p < 0.05 con respecto a los valores del tejido recien aislado en 
condiciones de iluminación y en el medio de incubación es con respecto a los 5 
minutos de incubación. 

37 



Ó 
'"O 0-o".,., 

~ 
.g 

Ff --o -a 
~ -cu 
'"O 

~ -
~ 

12 

11 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

o 

Niveles de lactato en la retina de la rata. 

* 

o 5.6 20 25 30 
Concentraci6nde glucosa (mM )0 

Gráfica Lo Niveles de lactato en la retina de la mta incubada dumnte 20 minutos en 
condiciones de obscuridad y diferentes concentmciones de glucosa. Los valores son la 
media ± el error estándar de por lo menos 10 experimentos independientes .• p < 0.01 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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Gráfica 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 estándar de por lo 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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Gráfica 3.- La relación 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 gráficas 1 y 2 .• p < 0.01 con respecto a los 
valores del control. 
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Niveles de lactato en el medio de incubación de la retina 
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Gráfica 4. - Niveles de lactato en el medio de incubación de la retina de la rata en 
presencia de diferentes concentraciones de glucosa. El tejido (dos retinas) se incubó 
durante 20 minutos en condiciones de obscuridad. El lactato liberado al medio de 
cultivo se expresa como nmolas! rng de tejido. Los valores son la media ± el error 
estándar de por lo menos \ O experimentos independientes. .p< 0.0 \; •• 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 incubación 

de la retina de la rata. 
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Gráfica S. - Niveles de piruvato en el medio de incubación de la retina de la 
rata en presencia de diferentes concentraciones de glucosa. El tejido (dos 
retinas) se incubó durante 20 minutos en condiciones de obscuridad. El 
piruvato liberado al medio de cultivo se expresa como nmolasl mg de tejido. 
Los valores son la media ± el error estándar de por lo menos 10 
experimentos independientes .• p< 0.05 con respecto a los valores de los 
tejidos incubados en 5.6 mM. 
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Relación lactato! piruvato en el medio de 
incubación de la retina de la rata 
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Gráfica 6. - Relación lactato! piruvato en el medio de incubación de la retina en 
presencia de diferentes concentraciones de glucosa. Los resultados corresponden 
a los valores obtenidos de las gráficas 4 y 5 son la media ± el error estándar de 
por lo menos 10 experimentos independientes. 'p< 0.01; "p< 0.05 con respecto 
al control. 
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TABLA 5. ESTADO METABOLlCO DE RATAS TRATADAS CON 
ESTREPTOZOTOCINA. 

Dias después del Glucosa en sangre Peso corporal. 
tratamiento (mg./ di.) (% de perdida)_ 

3 365± 13 8.5 + 0.54 
7 374 ± 24' 9.0 ± 0.2 
14 449 ± 48 • 12.4 ± 0.4 
20 536 ± 19 • 36.2 ± 2.0' 
45 734±30' 43.5 ± 2.7' 

Los datos son el promedio ± el error estándar de grupos fonnados por 15 animales cada uno. 
Los niveles de glucosa en sangre de ratas control fue de 114 ± 3.8 mg./dl .• p< 0.001 

" , 
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Niveles de lactato en la retina 'de ratas 
normales y diabéticas. 
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Gráfica 7,- Los niveles de lactato en la retina de ratas control y después de 3, 7,I4, 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 estándar de por lo menos 10 experimentos 
independientes, .p < 0,01 con respecto a los valores del controL 
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Gráfica 8.- Los niveles de piruvato en la retina de ratas control y después de 3, 7, 14,20,45 
Y 60 días del tratamiento con estreptozotocina. Las retinas se aislaron de ratas adaptadas a 
la luz. Los resultados son la media ± el error estándar de por lo menos 10 experimentos 
independientes .• p < 0.01 con respecto a los valores del control. 
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Gráfica 9.· La relación lactato! piruvato en retinas de ratas control y diabéticas. Los 
resultados corresponden a los valores obtenidos de las gráficas 7 y 8 son la media ± el 
error estándar de por lo menos 10 experimentos independientes. 'p< 0.01; •• P < 0.05 con 
respecto a los vaiores del control. 
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TABLA 6. - NIVELES DE GLUCÓGENO EN LA RETINA RECIÉN AISLADA. 

CONDICIONES DE INCUBACION. RETINA. (runoIas de residuos glucosiladosl 
mg de proteína) 

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 glucógeno se 
determinó como se indica en materiales y métodos. Los resultados son la media ± el error 
estándar de por lo menos 6 experimentos independientes. 
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Niveles de glucógeno en la retina de la rata 

Tiempo de incubación (minutos). 

Gráfica 10.- Los niveles de glucógeno en la retina adaptada a la luz e incubada 
en RKB bajo condiciones de ilwninación a diferentes periodos de tiempo. Los 
resultados son la media ± el error estándar de por lo menos 6 experimentos 
independientes. 
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Niveles de glucógeno en la retina de la rata 

Tiempo de incubación (minutos). 

Gráfica 11.- Los niveles de glucógeno 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 estándar de por lo menos 6 
experimentos independientes .• p < 0.05 con respecto a los valores del tejido 
recién aislado en condiciones de iluminación. 
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Gráfica 12.' Los niveles de glucógeno en la retina adaptada a la luz e incuhada 
durante 20 minutos en presencia de diferentes concentraciones de glucosa en 
condiciones de obscuridad. Los resultados son la media ± el error estándar de 
por lo menos 6 experimentos independientes .• p< 0.01 con respecto a los 
valores del control. . 
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Gráfica 13.- Los niveles de glucógeno en la retina adaptada e incubada en 
condiciones de ilwninaci6n, en presencia de diferentes concentraciones de 
glucosa. Los resultados son la media ± el error estándar de por lo menos 6 
experimentos independientes. .p < 0.05 con respecto a los valores del control. 
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Niveles de glucógeno en la retina 
de ratas nonnilles y diabéticas. 

* 

días de diabétes. 

Gráfica 14.' Los niveles de glucógeno 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 ± el error estándar de por lo 
menos 6 experimentos independientes .• p < 0.01 con respecto a 
los valores del control. 
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DISCUSIÓN. 

En todas las células animale~ 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 vías metabólicas que 

eventualmente produce anormalidades anatómicas 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-a!. 1998). 

La retina requiere de una gran cantidad de energía para llevar a cabo sus funciones y 

mantener su actividad. La glucosa es la fuente principal de energía en la retina y desde los 

experimentos de Warburg's (1924) se ha descrito que presenta una alta aclÍvidad 

glucolítica, tanto en condiciones anaerobias como aeróbicas y por lo tanto una alta 

producción de lactato. 

También se conoce que la retina de la rata presenta un alto consumo de 02 lo que indica 

urta elevada actividad mitocondria!. Sin embargo, en la relÍna de la rata, conejo y de cerdo. 

se observó que la mayor parte de la glucosa consumida (el 70%) en presencia de O, se 

convierte a lactato (Krebs, H.A. et-a!1972; Tomquist, P. et-al. 1979; Winklcr. 8.S. In3. a; 

Wang, L. et-a! 1993; 1997 a; b). Los niveles de glucosa en la retina pueden variar en 

función de los niveles de glucosa en plasma y por tanto de la conducta alimenticia del 

organismo. Los valores de glucosa en plasma oscilan durante las diferentes horas dd dia. 

presentándose los valores. más altos durante la noche y los valores más bajos durante la 

mañana ( Ahlersova, E. et-al. 1981; Larue-Achagiotis, et-al 1983; Van-Cauter. E. 1991: 

Bizot-Espiard, J. G. Et-al 1998), fenómeno confinnado en el presente estudio. En estudios 

realizados en humanos, se encontró que los valores de glucosa en suero son altos al 
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amanecer y bajos en la noche, fenómeno opuesto al que se presenta en la rata, animal de 

vida nocturna (Bizot-Espiard J. G. et-al. 1998). 

En base a estos resultados, estudiamos la posible relación entre los niveles de glucosa en 

la sangre y la producción de lactato en la retina durante las diferentes horas del día. 

Efectivamente, los niveles de lactato en la retina oscilan durante el dí~ donde los valores 

más altos se presentaron durante la noche y los valores más bajos durante el día, semejante 

a lo que OCurre con los niveles de glucosa en plasma (Tabla 1). De manera similar, en la 

sangre y en el hígado de la rata, los valores más 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 utilización de glucosa deben hacerse en tiempos definidos, 

lo cual no se ha reportado previamente en la retina. 

Adicional a los hábitos alimenticios del organismo. la actividad metabólica de la retina 

podría variar dependiendo de su actividad fisiológica: luz. obscuridad. Así, 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 y su posible modificación, durante la 

incubación bajo condiciones de luz u obscuridad. 

En este trabajo se encontró que en las retinas recién aisladaS de animales adaptados a la 

obscuridad, los niveles de lactato y piruvato son mayores con respecto a la de aquellos 

animales que fueron adaptados a la luz; sin embargo, la relación lactato! piruvato fue igual 

en ambas condiciones. 
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In vitro los niveles de lactato y. piruvato se incrementan con respecto al tiempo de 

incubación, y aunque son mayores en condiciones de obscuridad. la relación 

lactato/piruvato es mayor en condiciones de iluminación lo que sugiere que en la retina 

existen cambios en la síntesis y la utilización de lactato y/o piruvato. Nuestros resultados 

están de acuerdo con estudios previos en los que se reportaron pequeñas diferencias en 

cuanto a la producción de lactato entre retinas incubadas bajo condiciones de luz u 

obscuridad (Winkler, B. S. 1981; a; b). Simultáneamente, estudios recientes en las retinas 

de gato. cerdos y monos mantenidas bajo condiciones de obscuridad, mostraron un mayor 

consumo de glucosa y una alta producción de lactato en comparación con las retinas 

incubadas bajo condiciones de iluminación (Bill, ti.. et·al 1990; Braun, R. D: et-al 1995; 

Wang, L. et-al 1997 a; b). Así mismo, en la retina externa del cerdo se reportó que la 

energía producida tanto por la vía glucolítica como la oxidativa es aproximadamente del 

42% menor en condiciones de ilwninación que en condiciones de obscuridad (Wang, L. 

1997 a). 

La liberación de lactato al medio extracelular se observó en células de Müller incubadas 

en la obscuridad, liberación probablemente acompañada de H' (Poitry, C. L. 1995; Spencer 

y Lehninger, 1976). En condiciones de obscuridad, el pH en el espacio extracelular y en el 

hwnor vítreo presenta valores de 7 y 7.17 respectivamenle. En condiciones de iluminación 

el pH en estos tejidos aumentó a 7.27 (Tsacopoulos and Levy 1976; Murray, D. L. et-al 

1991), por lo tanto la liberación de lactato al espacio extracelular podría ser un factor que 

contribuye a la acidificación, la cual puede causar daño celular (Murray, D. L. et-al 1991). 

Por otro lado, en la retina de numerosas especies el consumo de O2 es mayor en 

condiciones de obscuridad (Stefansson, E. 1983; Linsenmeier. 1986; . Linsenmeicr, 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 observó una disminución del 60% en el conswno de O2 en 

condiciones de ilwninación (Linsenmeier, 1986), comparado a lo que ocurre en la 

obscuridad (Haugh et al., 1990). 

La A TPasa de Na+ /K+ requiere de un gran consumo de energía para mantener la 

homeostasis iónica del tejido nervioso (Erecinska, M. et-al, 1990; 1991; 1996; Silver,I.A. 

y Erecinska, M. 1997 a; 1997 b; 1998). En la retina, la ATPasa Na+fK+ ocupa 

aproximadamente el 37% de la hidrólisis tocal de la glucosa para mantener el gradiente de 

concentración 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+ fK+ estimula la 

captación de glucosa, la glucólisis, y la producción de lactato ( Parker and Hoffinan, 1967; 

Paul, et-al; 1979; lipton and Robacker, 1983; Lynch and Balaban, 1987). En la retina se 

encontró en condiciones de iluminación una disminución en la actividad de la ATPasa Na"'. 

K' (Kimble, E. A., et-al. 1980), paralelo a una disminución en la utilización de glucosa y 

glutamina para la formación de glutamato, aspartato y GABA (Voaden, M. J. 1980), 

aminoácidos cuya síntesis y liberación aumenta en la obscuridad (Graham, et-al. 1970; 

Lam, 1972; 1975; Starr, 1973; Graham, 1974; Voaden, M. J. 1980). Así mismo, la 

acumulación de glutamato y su conversión a glutamina en las células de MüIler es mayor 

en la obscuridad· (Winkler. S.s. et-al. 1999). En conjunto los resultados antes mencionados 

indican que el requerimiento energético de la retina es mayor en condiciones de ob:scuridad. 

Con el propósito de conocer si la producción de lactato es proporcional a la 

concentración 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 producción de lactato es 6 veces 

menor que en las incubadas en presencia de 5.6 mM de glucosa ( control ), mientras que los 

niveles de piruvato permanecieron constantes; por lo que la relación lactato! piruvato 

disminuyó 10 veces en el tejido incubado en ausencia de glucosa con respecto al control. La 

pequeña producción de lactato en ausencia de glucosa debe provenir de carbohidratos 

endógenos (Kuwabara. and Cogan, 1961; Babel, and Stangos, 1973 Poitry·Yamate and 

Tsacopoulos, 1991; Berman, E.R. 1991; Poitry-Yamate, et-al. 1995; Fliesler, SJ. 1997; 

Niemeyer, G. 1997). En condiciones de isquemia, se observó la liberación 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 glucosa, la producción de lactato y ATP disminuyeron en un 56% y un 20% 

respectivamente, y el ERG y la respuesta eléctrica del nervio óptico se vieron afectadas 

(Winlder. 1981 b; Macaluso. et-aI1992; Fliesler. et·al. 1997; Niemeyer. 1997; Maynard. et

al. 1998; Romano, C. et-al. 1998); lo que podría sugerir que las reservas de carbohidratos 

son bajas. En este sentido, en el cerebro se observó que en condiciones de hipoglucemia 

(0.5 mM de glucosa) el estado redox disminuye un 60% en comparación al tejido que se 

mantuvo en presencia de 5 mM de glucosa (Garofalo, O. 1988). 

Cuando la retina se incubó en presencia de altas concentraciones de glucosa (20 y 25 

mM), los niveles de lactato en la retina y medio de incubación aumentaron en un 50% con 

respecto al control (Figuras 1 y 6). En estas condiciones. los niveles de piruvato 

pennanecieron constantes, por lo que la relación lactato! piruvato en el tejido aumentó al 

doble. Los resultados que están de acuerdo con el aumento en la actividad glucolítica . 

reportada en las retinas de rata incubadas en condiciones aeróbicas y en presencia de 20 

mM de glucosa (Cohen. H.L. 1960; Keen. and Chlouverakis. 1965; Winkler. D.S. 1981 a. 
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b; 1997; 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 

como el riñón (Tilton, R.a. 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.l988; Lou, 

M.F. 1988; Tsubota, K. 1989; Nyengaard, 1994), eritrocitos (Travis, S. F. 1971) Y células 

endoteliales en cultivo ( Leet-S, et·al. 1989). 

La elevada relación lactato! piruvato observada en presencia de altas concentraciones de 

glucosa en el medio de incubación es congruente con el incremento de esta relación en las 

retinas de ratas diabéticas. Estas observaciones apoyan los conceptos de hiperglucemia, 

pseudohipoxia (Williamson, J.R. 1993) Y falsa anoxia (Keen and ChIouverakis, 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 relación lactato! 

piruvato no presentó cambios estadísticamente significativos con respec~o a las retinas 

incubadas en un medio control (5.6 mM de glucosa). Este aparente desacuerdo en los 

resultados podría explicarse en base a que en los animales diabéticos la concentración de 

glucosa en plasma se mantiene elevada por tiempos largos (crónicos) y nuestros 

experimentos se realizaron en tiempos corto~ (agudo). En apoyo a esta interpretación. Van~ 

den Enden, M. et-al. 1995, y Winkler, RS. 1997 demostraron una alta relación lactato! 

piruvato en retinas incubadas a tiempos largos de incubación (1-2 horas) en presencia de 30 

mM de glucosa. Es importante señalar que a tiempos largos de incubación (1-2 horas) en 

presencia de 5.6 mM. la retina pres~nta cambios importantes: disminución en los niveles de 

A TP, blanqueamiento de la rodopsina, perdida de la actividad eléctrica, y probablemente 
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muerte celular (Bennan, R. E 1991). Bajo las condiciones que nosotros usamos, 

considerarnos que la retina se mantiene en condiciones óptimas. pues sí la regresamos a un 

medio con concentraciones nonnales de glucosa, la relación lactato/piruvato se restablece. 

Algunos estudios sugieren que la diabetes es acompañada por cambios crónicos en las vías 

metabólicas, con una eventual pérdida anatómica y funcional que caracteriza a la 

retinopatia (Mac, Gregor. Et-al. 1986; Frank, R. N. 1995). Aunque la naturaleza de estos 

cambios no se conocen, se ha sugerido que podrían ser causados por la elevación de los 

niveles de glucosa y la disminución del metabolismo aeróbico (Mac, Gregor. Et-al. 1986; 

Frank, R. N. 1995). 

En las ratas que se indujo la diabetes por estreptozotocina. la concentración de glucosa en 

la sangre aumentó de 3 a 5 veces, incremento que se ObseIVÓ a partir de los 3 días 

posteriores del tratamiento. Así mismo, en la retina, los niveles de lactato aumentaron 

aproximadamente 3 veces, 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 riñón (Tillon, 1992), y aorta 

(Morrison. 1972) de animales diabéticos y en células endoteliales de la retina cultivadas, 

en presencia de altas concentraciones de glucosa ( Lee., 1989). 

El aumento en la relación lactatol piruvato refleja un desequilibrio metabólico asociado a 

la producción y acumulación de equivalentt!s reducidos en fonna de NADH (Mac, Gregor., 

et-al. 1986; Frank .. 1995 l. Este cambio en el estado redox del citoplasma puede favorecer 

la fonnación de especies oxigenadas reactivas, provocando estrés oxidativo (Mac, Gregor 

el-al 1986; Williamson, el-al. 1993). lo cual también afectaría la actividad de numerosas 

enzimas que usan equivalentes NAD""INADI-I como cofactores en reacciones acopladas de 

oxido reducción. Valores subnormales de glutation reducido y un desequilibrio en la 
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regeneración 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 relación NADHlNAD+ favorece la conversión 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 disminución 

en el consumo de oxigeno 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 acumulación en el tejido (Bita, 1980). 

Aunado al incremento en los niveles de lactato, ocurre un aumento en la producción y 

liberación de CO, , estos dos factores son responsables de la calda del pH, que resulta en 

una acidosis metabólica regional. Bajo condiciones patológicas como la isquemia, se ha 

observado un incremento en el contenido de lactato que es acompafiado por una 

disminución del pH (Paschen, et-al. 1987), que a su vez puede provocar un incremento en 

la liberación de neurotransmisores (MadI., 1994). Si la acidosis láctica es una condición 

daftina para el tejido nervioso, éste podría presentar un mecanismo compensatorio, de 

transformación de ácido láctico en moléculas inocuas, o ser reciclado para la 

transfo!ffiación de energía. En el cerebro se encuentran presentes las enzimas necesarias 

para la gluconeogénesis (Hawkins., et-al. 1983; Shank., et-al. 1985; Dringen, R. 1993 a; b; 

c) y se reportó que los astrocitos son capaces de convertir lactato en residuos glucosilados 

(Dringen, R. 1993 ej. Por otra parte, se ha observado en el cerebro y en la retina de anfibios 

que sustratos de la gluconeogénesis se incorporan al glucógeno (Ide, et-al. 1969; Golman, 

R. et-al. 1987; 1988). 
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Durante mucho tiempo se consideró que en el sistema nervioso las reservas de 

glucógeno eran pequeñas o no existían; estudios recientes indican que no se encuentra en 

las neuronas (Ignacio et-al; 1990; Pfeiffer, et-al; 1990; 1992; Reinhart et-al., 1990). Sin 

embargo, en la glia principalmente en los astrocitos, existe la actividad de la glucógeno 

fosforilasa y de reservas energéticas en fonoa de glucógeno (Cataldo y Broadwell, 1986; 

Ignacio et-al.,1990; Pfeiffer, et-al., 1990; 1992). También se reportó que los astrocitos 

pueden degradar al glucógeno y liberarlo en forma de residuos glucosilados que pueden ser 

utilizados como sustratos metabólicos por neuronas y oligodendrocitos adyacentes. 

(Magistretti, et-al., 1988; Dringen, R. et-al., 1992; 1993 e; Forsyth, R. J. 1996; Wiesinger, 

et-al. 1997). 

En la reti~ la presencia de glucógeno es controvertida; en algunos vertebrados como en el 

gato se demostró histoquimicamente la presencia de glucógeno; sin embargo la respuesta 

eléctrica de la retina se pierde rápidamente en ausencia o a bajas concentraciones de 

glucosa, (Niemeyer, G. 1997), Y estudios bioquímicos demostraron en la misma especie la 

ausencia, bajas o altas concentraciones de glucógeno. (Rungger-Brtindle, E. et-al. 1996; 

Niemeyer, G. 1997). 

En el presente estudio, se identificó la presencia de glucógeno en la retina de la rata 

(Tabla 6), si bien los valores fueron relativamente bajos (50 nmolas de residuos 

glucosiladosl rng de proteína) 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 glucógeno se modifican de 

manera significativa bajo diferentes condiciones fisiológicas. En la obscuridad los niveles 

de glucógeno son 50% menores que en la luz, lo que está de acuerdo con los valores de 

lactato y piruvato que son mayores en la obscuridad, así como con la menor utilización de 
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glucosa en condiciones de iluminación ( BiII, A et-al 1990; Braun, R. D. et-al 1995; Wang, 

L. et-al 1997 a; b). 

Más aún, cuando se simularon condiciones de hipoglicemia los niveles de glucógeno en 

la retina descendieron aproximadamente un 60010, tanto en condiciones de luz como de 

obscuridad, lo que sugiere que el glucógeno fue degradado para su conversión a glucosa y 

posterior utilización de ésta. Esto está de acuerdo con la presencia de la glucógeno 

fosforilasa, demostrada en las células de MUller de la retina de conejo, rata (Pfeiffer, 1994), 

mono y humano (Nihira et-al., 1995). 

Asi mismo, los niveles de glucógeno se incrementaron paralelamente al incremento en la 

concentración extracelular de glucosa (0-20 mM); sin embargo, en presencia de una 

concentración extracelular de 30 mM, los niveles de glucógeno son semejantes a los 

observados con 5.6 mM de glucosa. Resulta interesante que en presencia de 30 mM de 

glucosa, los niveles de glucógeno 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 degradación de 

glucógeno, o bien inhibir a los transportadores de glucosa en la retina. 

Es interesante que la retina de ratas diabéticas presenta una mayor concentración de 

glucógeno que es proporcional al tiempo del establecimiento del estado diabético, lo que 

sugiere que el metabolismo está alterado. Esta alta concentración de glucógeno, al igual que 

el aumento en las concentraciones de sorbitol observado en organismos diabéticos (Kador, 

1988) puede provocar hipertonicidad, lo que a su vez puede llevar a un aumento en l. 

acumulación de agua en las células, causando hinchamiento y/o edema del tejido. 

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

condiciones de iluminación. 
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Que en animales tratados con estreptozotocina encontramos un aumento en los niveles de 

glucógeno. así como en la relación lactato/piruvato lo que refleja un desequilibrio 

metabólico asociado a la producción y acumulación de equivalentes reducidos en fonna de 

NADH, lo que sugiere que el metabolismo en general de las células se altera e induce daño 

celular que podría estar relacionado a la retinopatía diabética. 

En el presente estudio se identifico la presencia de glucógeno en la retina de la rata. 

Nuestros resultados son relevantes en el sentido de que los nivele~ de glucógeno se 

modifican de manera significativa bajo diferentes condiciones fisiológicas. Sin embargo, un 

dato interesante es que en retinas incubadas en 30 mM de glucosa, la relación 

lactato/piruvato y los niveles de glucógeno 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 el transporte de glucosa bajo estas condiciones, así como medir 

c~ta glucosa se va a la vía oxidativa bajo las distintas condiciones fisiológicas aquí 

estudiadas. 
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CONCLUSIONES. 

Encontramos que en las retinas recién aisladas de animales adaptados a la obscuridad, los 

niveles de lactato y de piruvato son mayores con respecto a la de aquellos animales que 

fueron adaptados a la luz, sin embargo la relación lactato/piruvato es igual en ambas 

condiciones. 

En las retinas incubadas en condiciones de ilwninación los niveles de lactato y piruvato 

son menores que en aquellas incubadas en la obscuridad. Sin embargo la relación 

lactato/piruvato es mayor tanto en el tejido como en el medio de incubación en condiciones 

de iluminación. 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 producción de lactato es proporcional a la concentración de glucosa (0-25 

mM). La elevada relación lactatolpiruvato observada en presencia de altas concentraciones 

de glucosa en el medio de incubación es congruente con el incremento de esta relación en 

las retinas de ratas diabéticas, por lo tanto estas observaciones apoyan los conceptos 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 

relación lactató/piruvato lo que refleja un desequilibrio metabólico asociado a la 

producción y acumulación de equivalentes reducidos en forma de NADH. lo que sugiere 

que el metabolismo general de las células se altera i induce daño celular que podría estar 

relacionado a la retinopatia diabética. 

En el presente estudio se identifico la presencia de glucógeno en la relina de la rata. 

nuestros resultados son relevantes en el sentido que los niveles de glucógeno se modifican 

de manera significativa bajo diferentes condiciones fisiológicas. En la obscuridad los 

niveles de glucógeno son 50% menores que en la luz, lo que podría sugerir una Illenor 

utilización de glucosa en condiciones de iluminación. Cuando se simulan condiciones de 

hipo~ucemia los niveles de glucógeno en la retina descienden tanto en condiciones dI! luz u 

obscuridad. Así mismo, los niveles de glucógeno se incrementan paralelamente al 

incremento en la concentración extrace)ular de glucosa (0-20 mM). Sin embargo la 

concentración extracelular de 30 mM. los niveles de glucógeno son semejantes a los 

observados con 5.6 mM de glucosa. 
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En la retina de ratas diabéticas presento una mayor concentración de glucógeno que es 

proporcional al tiempo del establecimiento del estado diabético, lo que sugiere que el 

metabolismo esta alterado. Esta alta concentración de glucógeno 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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