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RESUMEN

La glucosa se almacena en las células en forma de glucégeno, principalmente
en el higado y musculo esquelético. La insulina promueve la entrada de glucosa
de la sangre a los tejidos y la sintesis de glucégeno a través de una cascada de
sefalizacion que desemboca en la activacién de la glucégeno sintasa (GS).
Adicionalmente la GS puede ser regulada alostéricamente por la glucosa-6-
fosfato (G6P). La presencia del receptor de insulina se demostro en el tejido
nervioso, sin embargo la accion de la insulina en este tejido se desconoce.
Resultados previos de nuestro laboratorio demostraron que la retina de ratas con
diabetes tipo 1, presenta niveles de glucégeno mayores que en los animales
control.

El objetivo de este trabajo es determinar los mecanismos que regulan la
concentracion del glucégeno en la retina.

Se utilizaron ratas Long-Evans adultas. Con el objeto de conocer mejor la
funcién de la insulina en la regulacion del metabolismo del glucdgeno, la retina
neural y el epitelio pigmentario de la retina (EP) de ratas control se incubaron en
Ringer Krebs (RK) bajo diferentes condiciones experimentales y se determinaron
los niveles de glucdgeno y G6P. A otro grupo de ratas se les indujo diabetes por
la administracién de estreptozotocina (STZ).

La concentracion de G6P, los niveles de glucogeno y el contenido total de
proteinas fueron determinados a través de métodos espectrofotométricos. La
significancia de los resultados se analizé con la prueba de T y correlacion lineal.
La presencia de insulina en el medio de incubacion causé una disminucién del
40% en los niveles de G6P en ambos tejidos. Asimismo la insulina incremento
los niveles de glucégeno en un 46% en retinas y 64% en EP. El efecto de
insulina sobre los niveles de G6P y de glucogeno no se modificd en presencia de
compuestos que inhiben la via de sefalizacion de insulina. En la retina de ratas
diabéticas los niveles de G6P aumentaron 6.7 veces, mientras que en el EP
disminuyeron 3 veces con respecto a los observados en las ratas control.

Los resultados indican que los niveles de glucégeno en la retina 'y en el EP son
regulados por G6P y por insulina, sin embargo el mecanismo por el cual la
insulina ejerce su efecto adn no es claro.



INTRODUCCION

Los organismos vivos son sistemas abiertos que requieren de energia para
mantener sus funciones vitales. EI metabolismo es el proceso global por el cual
los organismos adquieren y utilizan esta energia. La glucosa es el sustrato
metabdlico esencial para todas las células, las neuronas son totalmente
dependientes de un constante suministro de esta molécula. Los animales
obtienen glucosa a través de su ingestién directa, o de su sintesis a partir de
distintas fuentes (gluconeogénesis); el metabolismo de la glucosa comienza con
su transporte del flujo sanguineo al interior de las células (Voet, et. al. 1992). La
glucosa se almacena en las células en forma de glucogeno, principalmente en el
higado y el musculo esquelético, aunque también se han encontrado reservas
en el cerebro.

La diabetes es una enfermedad metabdlica que conlleva a diversos trastornos
patolégicos incluyendo la retinopatia. En la diabetes las alteraciones en el
metabolismo de la glucosa son de particular importancia, por lo que conocer el
metabolismo de la glucosa en la retina, puede ayudar a identificar las causas de

la retinopatia diabética.

Transporte de glucosa

La glucosa presente en la sangre entra a las células a través de transportadores
especificos. El transporte de glucosa puede ser dependiente 6 independiente de
sodio. El transporte dependiente de sodio es caracteristico de tejidos epiteliales

tales como el epitelio intestinal. Los transportadores de glucosa independientes



de sodio constituyen una familia de proteinas transmembranales llamadas Glut
las cuales pueden ser especificas para cada tejido y tienen diferencias
basicamente en cuanto a su ubicacion tisular (Mueckler. M. 1994). En mamiferos
se conocen al menos 7, el transportador Glutl es el que mayormente se
expresa en todos los tejidos y es también el mas abundante en el cerebro; el
transportador Glut 2 es caracteristico en hepatocitos, células B pancreéticas,
intestino y rifidn. El Glut4 se localiza en el musculo esquelético, cardiaco y tejido
adiposo, tejidos en los cuales el transporte de glucosa es dependiente de
insulina, este transportador se encuentra en vesiculas citosolicas y es traslocado
a la membrana en respuesta a esta hormona (Mueckler. M. 1994).

Metabolismo de la glucosa

Una vez dentro de la célula, la glucosa es fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6P)
por la enzima hexocinasa (HK), de la que en mamiferos se conocen 4 isoformas,
HKI, HKII, HKIIl y HKIV 6 GK (glucocinasa), (Katsen, et al. 1965). La HKIV es un
monomero de 50kDa y las otras isoformas son mondmeros de 100kDa, con
excepcion de la HKIV estas isoformas se inhiben por G6P. La HKI es
predominante en el cerebro, HKIl es la isoforma mas abundante en musculo,
HKIV se encuentra en hepatocitos, y la isoforma HIll ha sido poco estudiada por
estar ausente en muchos tejidos o0 encontrarse en bajas cantidades (Cardenas,

et al. 1998).



La G6P puede tener diferentes destinos metabdlicos, dependiendo de la

demanda de glucosa:

1-

La via glucolitica convierte a la G6P en dos moléculas de piruvato,
produciendo 2 moles de ATP/mol de glucosa. En condiciones aerébicas,
el piruvato es oxidado en el ciclo de los acidos tricarboxilicos hasta COzy
agua, y a través de la fosforilacion oxidativa se producen 36 moléculas de
ATP/mol glucosa, en condiciones anaerdbicas el piruvato es transformado
en lactato.

La G6P puede ser degradada en la via de las pentosas la cual genera
NADPH+ requerido en la biosintesis de los acidos grasos.

Cuando la demanda corporal de glucosa es baja puede ser almacenada
en forma de glucogeno, principalmente en el higado y musculo
esquelético (Voet, et. al.1992).

En el higado, la G6P es convertida a glucosa por la glucosa 6 fosfatasa y
asi es transportada al torrente sanguineo para proveer a otros tejidos de

glucosa en periodos de ayuno.

Glucogeno

Los animales almacenan glucosa en forma de glucdgeno en el higado y el

musculo esquelético, aunque actualmente sabemos que otros tejidos como el

rifion, tejido adiposo y cerebro son capaces de almacenarla. El glucégeno es un

polimero formado por residuos de glucosa, que se depositan formando granulos

en el citosol, en estos granulos estdn también contenidas las enzimas



responsables de su sintesis, la glucogeno sintasa (GS), y de su degradacion, la
glucégeno fosforilasa (GP). Estas son las dos enzimas principales del
metabolismo del glucégeno y su regulacién es una red metabdlica compleja que
involucra principalmente procesos de fosforilacion y desfosforilacion.

Sintesis de glucoégeno

El glucégeno es un polimero ramificado formado por residuos de glucosa unidos
por enlaces al-4y se ramifica por enlaces al-6. La G6P es intercambiada a
glucosa-1-fosfato por la enzima fosfoglucomutasa, y es convertida a UDP-
glucosa por efecto de la enzima UDP- glucosa pirofosforilasa. La enzima GS es
la que cataliza la unién de residuos de UDP-glucosa a la cadena del glucoégeno;
para el inicio de esta cadena se necesita la participacion de la enzima
glucogenina, que actiia como un cebador. La GS es un homodimero de 81kDay
se sabe que es controlada por la fosforilacion reversible de multiples residuos de
serina (Bollen, et al. 1998). Esta enzima es regulada por fosforilacién y se
encuentra en dos formas, la GSb que esta fosforilada y es inactiva y la GSa que
no esta fosforilada y es activa. Esta enzima es fosforilada y por lo tanto inhibida,
por la enzima glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) (Cohen, 1986. citado en
Azpiazu, et al. 1996), y es desfosforilada en el masculo principalmente por la
proteina fosfatasa 1 (PP1) y en el higado por la proteina fosfatasa 2A (PP-2A)
(Ingebristen, et al. 1983 citado en Villar-Palasi, et al. 1997); La insulina es el
principal factor en la activacion de la GS, ademas es regulada alostéricamente
por diferentes metabolitos, principalmente por la G6P y el ATP (Leloir, et al. 1959

citado en Hanashiro, et al. 2002).



En mamiferos la GS se expresa en dos isoformas, producidas por dos genes, el
gen GYS1 predominante en musculo y el gen GYS2 expresado en el higado
(Roach, et al. 2002 citado en Hanashiro, et al. 2002), aunque estas isoformas
comparten el 70% en su secuencia de amino acidos, en la region amino y
carboxilo terminal donde se encuentran los sitios reconocidos de regulacién por
fosforilacién existe poca homologia (Fig.1) (Bai, et al.1990). Asi encontramos
que la isoforma de GS encontrada en el musculo no parece ser sensible a
regulacion alostérica, contrario a lo que ocurre con la isoforma predominante en

el higado (Ferrer, et al, 2003).

cAMP-PE, CabM-PK, PEC,

cAMP-PK
CGMP-PK, PKA Gsk3  PKC
SEK
CAMP-FK
ﬁ“" CKAl | cam-pi

J.I_|GS misculo l L L

2 2a Jabc45  alb
Total de =imilitud B9%
A0 C200aa) 80 % (400a33) 464 (103aa)
65 Higado L1l
2 2a Jabcas

Figura 1. Comparacion de la GS del higado y musculo. La regién central contiene los residuos
cataliticos, los sitios de fosforilacion conocidos en las terminales amino y carboxilo. Proteina

cinasa dependiente de calmodulina (cCAMP-PKC), Proteina cinasa dependiente de GMPc (cGMP-



PK), Proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA), caseina cinasa | y Il (CK-1, CKIl), Glucégeno

sintasa cinasa 3 (GSK3). Modificado de Ferrer, et al. 2003

Villar-Palasi y colaboradores en 1960 mostraron con experimentos in vivo que la
insulina incrementa los niveles intracelulares de G6P en el diafragma y musculo
esquelético. Otros experimentos in vitro mostraron que concentraciones
elevadas de G6P son capaces de activar alostéricamente a la GS del musculo,
lo que adicionalmente la hace mas susceptible a la desfosforilacién y por ende a
su activacion por proteinas fosfatasas 1y 2 A, efecto que se revierte al regresar

a condiciones basales (Fig. 2) (Villar-Palasi, C. 1994).
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Figura 2. La G6P promueve un cambio conformacional en la GS lo que expone su sitio activo,
este cambio la hace un mejor sustrato para las enzimas fosfatasas que inducen su

desfosforilacion y como consecuencia su activacion. Modificado de Ferrer, et al. 2003



Ramificacion del glucdgeno

La ramificacion de la molécula de glucégeno, es iniciada por la actividad de la
enzima ramificadora, esta enzima rompe los enlaces a—-1,4 formando enlaces
o—1,6, esta ramificacion del glucégeno es importante por que lo hace mas
soluble y ademés facilita un mayor nimero de sitios de accion para su

degradacion (Roach, P. J. 2002).

Degradacion del glucogeno

El rompimiento de enlaces a—-1,4 es catalizado por la enzima GP; esta enzima es
un homodimero de aproximadamente 100kDa; existen 3 isoformas reconocidas
principalmente por su localizacion en el higado, musculo y cerebro (Newgard, et
al. 1989 y Browner, et al. 1992. Citados en Bollen, 1998). Esta enzima se regula
por fosforilacién, a diferencia de la GS sdlo cuenta con un sitio de fosforilacion;
asi se encuentra en su forma “a” mas activa (fosforilada) y “b” menos activa
(desfosforilada) (Johnson, 1992); esta fosforilacion y activacion es catalizada por
la enzima fosforilasa cinasa. Las isoenzimas de la GP del musculo y cerebro son
activadas alostéricamente por AMP y son inhibidas por G6P; mientras que la
isoenzima del higado es controlada principalmente por fosforilacion y en menor
grado por regulacion alostérica (Bollen, M.1998).

Los enlaces a—1,6 que forman las ramificaciones del glucégeno se rompen por la
actividad de la enzima desramificadora, dejando enlaces o-1.4, estos enlaces
pueden romperse por la GP formando glucosa 1 fosfato, que se convierte a G6P

por la enzima fosfoglucomutasa.
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Regulacion del metabolismo del glucogeno

Los animales experimentan periodos de ayuno y alimentacion que provocan
cambios en la concentracion de glucosa plasmatica, sin embargo esta variacion
se mantiene entre 4 y 7mM. Esta variacion se debe a la absorcion de glucosa
desde el intestino, la produccion de glucosa hepatica, su absorcién y
metabolismo en érganos periféricos, y su control y equilibrio, procesos regulados
por la insulina.

La insulina es una hormona polipeptidica con un peso molecular de 6000 Da, es
la hormona anabdlica mas potente que se conoce, promueve el crecimiento y
diferenciacion celular, la lipogénesis, sintesis de glucégeno y proteinas (Saltiel,
et al. 2002). Su accién principal en la homeostasis de la glucosa plasmatica es
incrementar la absorcién de glucosa en el musculo esquelético y tejido adiposo,
promover la sintesis de glucégeno e inhibir la gluconeogénesis y glucogendlisis
en el higado. En periodos de alimentacion la concentracion de glucosa
plasmatica aumenta, lo que lleva a la liberacion de insulina de las células B
pancreaticas al torrente sanguineo.

La insulina induce una cascada de fosforilaciones, que comienza con la
autofosforilacion de su receptor (RI), que es una proteina transmembranal de la
familia de cinasas de tirosina, esta compuesto de dos subunidades
o extracelulares que contienen el dominio de unién para la insulina y dos
subunidades B, intracelulares con la actividad de proteina cinasa de tirosina

(Cox, et al. 2005). Cuando la insulina se une a las cadenas o se induce la

actividad de tirosina cinasa de las subunidades B, entonces cada mondémero



fosforila tres residuos de tirosina del otro monémero, esta autofosforilacion activa
la actividad de cinasa del receptor y entonces ocurre la fosforilacion de otras
proteinas, la mayoria de estas proteinas blanco se encuentran basicamente en
dos vias principales: la via metabdlica ¢ via de la PI3K (fosfoinositol cinasa 3), y
la via mitogénica 6 via MAPK (proteinas cinasas activadas por mitégenos). La
primera desemboca en la activacion de GS. (Fig. 4). Tanto el Rl como sus
sustratos (IRS) son sensibles a fosforilaciones de residuos serina y treonina lo
cual lleva a una disminucién en su actividad de tirosina cinasa y a su cascada de
sefializacion, provocando resistencia a insulina, de esta forma se provee
retroalimentacion negativa a la via; existen varias cinasas involucradas en este
proceso tales como la proteina fosfatidil inositol cinasa 3 (PI3K), Akt, glucdégeno
sintasa cinasa 3 (GSK3), la proteina cinasa C (PKC) y el receptor de rapamicina
(mTOR) en mamiferos. Ademas la accion de la insulina puede ser atenuada por
proteinas fosfatasas de tirosina (PTPasas), las cuales catalizan Ia
desfosforilacién de residuos de tirosina del Rl y sus sustratos (Saltiel, et al.

2001)
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Figura 4. Control del metabolismo del glucégeno por la insulina. RI, receptor de insulina; IRS,
sustratos del receptor de insulina; PI3K, fosfatidilinositol cinasa 3; PDK1, proteina cinasa 1
dependiente de fosfoinositido 3; mTOR, receptor en mamiferos de rapamicina; PKB, proteina
cinasa B; GSK3, glucdgeno sintasa cinasa 3; PP1A y PP2A, proteinas fosfatasas 1A y 2A; GS,
glucégeno sintasa; GP, glucoégeno fosforilasa; GLUT 4 transportador de glucosa, isoforma 4

(Modificado de cources.cm.utexas.edu).



En periodos de ayuno, cuando la concentracion de glucosa en sangre
disminuye, también disminuyen los niveles de insulina y las células o del
pancreas secretan glucagon. En el higado, esta hormona regula la tasa de
produccion de glucosa, aumentando la glucogendlisis y la gluconeogénesis e
inhibiendo la sintesis de glucégeno; la adrenalina produce el mismo efecto en el
musculo. El glucagon se une a un receptor asociado a proteinas G, lo que lleva
a la estimulacion de la enzima adenilato ciclasa, generandose monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc), el cual activa a la enzima GP a través de la activacion
de la proteina cinasa A (PKA), lo que lleva a la liberacion de glucosa hacia el
torrente sanguineo (Fig. 3). Ademas el glucagon promueve la secrecién de
calcio de los depdsitos intracelulares activando a la enzima PKC, provocando la
fosforilacion de residuos de serina y treonina del IR, causando la resistencia a

insulina.
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El desequilibrio de los mecanismos que regulan los niveles de glucosa en
sangre, provoca trastornos metabodlicos que en conjunto, se conocen como

Diabetes mellitus.

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus se caracteriza por un desequilibrio en la homeostasis de la
glucosa que lleva a un aumento de glucosa en la sangre (hiperglucemia),
ocasionado principalmente por la falta de insulina o por la resistencia a ésta.
Inicialmente, la ausencia o resistencia de insulina afecta la entrada de glucosa a
los tejidos periféricos y el higado libera glucosa a partir de sus reservas de
glucégeno y de la gluconeogénesis, contribuyendo asi al aumento de glucosa en
la sangre.

Se conocen dos tipos béasicos de diabetes: Diabetes tipo 1 6 diabetes insulino-
dependiente, se caracteriza por una falta en la produccién de insulina por parte
de las células P pancreaticas, posiblemente ocasionado por una respuesta
inmunologica que destruye a las propias células B del pancreas; generalmente
se asocia a una predisposicion genética en la que parecen estar implicados
varios genes, aunque se consideran también importantes algunos factores
ambientales como infecciones virales y toxinas. La diabetes tipo 2 o insulino-
independiente se genera por una resistencia a la insulina, este tipo de diabetes
se atribuye a fallas en el sistema de transduccion de sefiales producidos por
esta hormona. En pacientes con diabetes tipo 2 se encuentra sustancialmente

reducida la actividad de tirosina cinasa del RI (Kellerer, et. al, 1995 y Grasso, et



al. 1995), y una reduccién importante en la activacion de la PI3K (Cantley, 2002
y Standaert. et. al, 2002). Los mecanismos celulares y moleculares involucrados
en el desarrollo de la diabetes tipo 2 son multiples y aun poco conocidos. En
general se caracteriza por defectos a varios niveles: disminucion de la
concentracion y actividad de cinasa del RI, de la concentracion y fosforilacion de
los sustratos del receptor de insulina 1 y 2 (IRS1, 2) y de alteraciones en la
traslocacién a la membrana del transportador de glucosa Glut 4 (Pessin, et al,
2000).

Durante esta enfermedad los problemas crénicos son consecuencia de
desordenes metabdlicos que ocurren en los diferentes tejidos. Con respecto al
glucégeno se ha reportado que en el musculo esquelético de humanos los
niveles de glucégeno (Schluman, et al. 1990) y la activacién de la enzima GS
(Rothman, et al 1992) disminuyen, al igual que el transporte de glucosa y su
fosforilacion (Villar-Palasi, et al. 1994); resultados semejantes se observaron en
hepatocitos de ratas diabéticas, donde la activacion de la GS y los niveles de
glucogeno disminuyen. Por el contrario, el contenido de glucdégeno en el rifién de
ratas con diabetes experimental inducida con estreptozotocina se incrementa
hasta 30 veces con respecto a las ratas normales (Khandelwal, et al, 1979);
asimismo, se encontraron niveles mas altos de glucégeno en las retinas de ratas
tratadas con estreptozotocina (Luna, 2004).

La Diabetes mellitus representa uno de los principales problemas de salud
publica, México ocupé el cuarto lugar mundial en 1995 con casi 4 millones de

enfermos. Se estima que en el afio 2025 ocupara el séptimo lugar mundial con



12 millones de enfermos (Kuri, et al. 2001). Esta enfermedad es una de las
principales causas de amputacion de miembros inferiores, insuficiencia renal,
malformaciones congénitas, retinopatia diabética y otros problemas de salud
agudos y croénicos.

Una de las complicaciones mas frecuentes de la diabetes es la retinopatia
diabética. Identificar las alteraciones en el metabolismo de la retina, asi como
intentar conocer cuales son los mecanismos que desencadenan la retinopatia,
son preguntas que han llevado a realizar muchos estudios, sin embargo, poco se
conoce aun con respecto a las alteraciones metabdlicas en la retina ocasionadas

por la diabetes.

La Retina: estructuray funcion

El proceso visual se inicia en la retina, érgano fotosensible que se encuentra en
el fondo del ojo (Fig. 4), muchos organismos perciben el medio que les rodea a
través de la visidn y esto les permite responder a muchos de los constantes
cambios que ocurren en su ambiente.

La sefial luminosa atraviesa la cOrnea, la camara anterior, el cristalino y el humor
vitreo hasta llegar a la retina, cuya funcion es capturar fotones y transformarlos
en impulsos nerviosos, que son transmitidos a través del nervio éptico hasta la

corteza visual donde se analizan e integran formando una imagen visual.
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Figura 6. Estructura del ojo de los vertebrados

La retina de los vertebrados estd compuesta por el epitelio pigmentario y la
retina neural (Fig. 5). El epitelio pigmentario retiniano (EP) esta formado por una
monocapa de células neuroepiteliales, localizadas entre los capilares de la
coroides y la retina neural (Salceda, R. 1998). La retina neural esta compuesta
por diferentes tipos celulares organizados en cinco capas. La capa nuclear
externa que se forma por las células fotorreceptoras, conos y bastones, cuyos
segmentos externos estan en contacto directo con el EP; la capa nuclear interna
formada por células bipolares, horizontales, amacrinas e interplexiformes; y por
altimo la capa de células ganglionares. También existen en la retina las células
de Mdller 6 células gliales que se extienden desde la capa de células
ganglionares, hasta rodear los segmentos internos de los fotorreceptores. Estas

tres capas celulares se encuentran interconectadas por la capa sinaptica externa



gue contiene las sinapsis entre fotorreceptores y células de la capa nuclear
interna, y la capa sinaptica interna que comprende las sinapsis entre las células
de la capa nuclear interna y las células ganglionares. Los axones de las células

ganglionares forman el nervio 6ptico (Salceda, R. 1998). (Fig. 5)
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Figura 7. Estructura general de la retina de los vertebrados

La retina se separa del sistema de circulacibn sanguinea por la barrera
hematorretiniana, y recibe suplementos nutricionales a través de la circulacion
retiniana y los vasos de la coroides (Bito, et al. 1978 citado en Antonetti, et al.
2006). Los capilares retinianos son los principales suministradores de glucosa y
oxigeno de las capas internas de las retinas vascularizadas, en tanto que las

células fotorreceptoras reciben sus nutrientes principalmente de la circulacion



coroidea. Las células de Muller y astrocitos transportan sustratos como el lactato
y aminodcidos de la circulacion hacia las neuronas (Gardner, et al. 1997). En la
retina de los mamiferos, las células de Miller son capaces de almacenar
glucégeno (Kuwabara y Cogan 1961), lo que hace probable que tengan la
capacidad de proveer glucosa a otras células de la retina; las células de Muller
también regulan las concentraciones extracelulares iénicas y participan con las
neuronas en el ciclo glutamato/glutamina importante en la neurotransmisién
sinptica (Gardner, 1997). ElI EP, como parte de la barrera hematorretiniana es
una barrera selectiva al paso de una variedad de moléculas provenientes de la
circulacion coroidal hacia la regidon externa de la retina, remueve el acido lactico
de la retina, fagocita los segmentos externos de los fotorreceptores, absorbe el
exceso de luz y participa con las células fotorreceptoras en el ciclo de la vitamina

A (Strauss, O. 2005).

Metabolismo de la glucosa en la retina

La glucosa es la principal fuente de energia para la retina, en donde se
encuentra altamente expresado el transportador de glucosa GLUTL, al igual que
en las células del EP (Pascuzzo, et al 1980). Los estudios metabdlicos en la
retina han demostrado que tiene una alta tasa respiratoria, de hecho la retina
neural tiene la tasa mas alta de respiracion que cualquier otro tejido examinado
in vitro (Cohen y Noel, 1960, 1965; Graymore 1970, citados en Berman, E. R
1991). A pesar de esta alta tasa respiratoria, la mayoria de la glucosa usada en

la retina es convertida a lactato; se estima que el consumo de glucosa en la



retina en presencia de oxigeno es de 0.73umol/mg de peso seco por hora, y
cerca del 70% de la glucosa utilizada aerdbicamente es convertida a lactato
(Winkler, 1981), este fendmeno se presenta en todas las capas de la retina sin
embargo es mas prominente en la capa de células fotorreceptoras.

Diversos estudios mostraron la dependencia de la glucosa en la actividad
eléctrica de la retina (Ames 1963; Winkler 1972) sugiriendo que en este tejido no
existen reservas energéticas. En 1972 con un analisis histoquimico
Schabadasch y colaboradores demostraron la distribucion de glucégeno en
todas las capas de la retina de la rana. En general en los mamiferos se muestra
la presencia de glucogeno, principalmente en las células de Miuller, (Kuwabara,
et al. 1961) asi como la presencia de la GP (Pfeiffer, et al. 1994). En 1988,
Goldman sugiri6 que gran parte del glucégeno almacenado en las células de
Mdiller es producto de la via gluconeogénica.

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron la presencia de glucégeno
en la retina de la rata y que su concentracién varia dependiendo de las
concentraciones de glucosa extracelular y las condiciones de luz-oscuridad,
(Coffe, et al 2004) sugiriendo que el glucogeno participa como reserva

energética en la retina.

Importancia de lainsulina en la retina
Los efectos de la insulina que afectan el metabolismo de los carbohidratos,
ocurren principalmente en el muasculo esquelético y el tejido adiposo, sin

embargo, diversos estudios demostraron la presencia del receptor de insulina y



de la propia insulina (HavranKova. et al. 1978; Havrankova et al, 1981, 1983) en
el cerebro, especificamente en el bulbo olfatorio, hipotalamo, corteza cerebral y
en el hipocampo (Plum et al. 2005). Asimismo estudios in vitro demostraron que
la insulina regula el transporte de la glucosa en las células gliales (Clarke, et al.
1984). La funcién de la insulina en el sistema nervioso central no es clara, sin
embargo se sugiere que puede participar en procesos de desarrollo, plasticidad
neuronal, aprendizaje y memoria (van der Heide, et al. 2006).

En la retina diversos estudios sugieren la importancia del Rl en la funcién
retiniana, al demostrar que esta proteina se expresa en la retina 'y EP (Waldbillig,
et al. 1987) en cantidades equivalentes a las encontradas en higado y cerebro
(Naeser, 1997). Sin embargo se han encontrado diferencias fisiologicas en la
retina donde los periodos de ayuno y alimentaciéon no afectan la actividad de
cinasa de tirosina del Rl fenémeno que ocurre también en el cerebro (Simon, et
al. 1986), contrario a lo que ocurre con el Rl en hepatocitos y masculo (Reiter, et
al. 2003). En la retina la fosforilacion del RI aumenta 30 minutos después de
aplicarse una inyecciéon de insulina (Rodrigues, et al. 1988; Waldbillig, et al,
1991), mientras que en el higado y el musculo ocurre en menos de 90 segundos.
Se sugiere que estas diferencias se deben a la presencia de la barrera
hematorretiniana que pudiera mantener niveles de insulina relativamente
estables en la retina.

Retinopatia diabética

La retinopatia diabética es una complicacion crénica de la diabetes mellitus; se

caracteriza inicialmente por microaneurismas, hemorragias retinales, exudados



duros y algodonosos, dilatacibn venosa y nueva produccion de vasos. Sin
embargo existen otros sintomas incluso antes de que sea diagnosticada la
retinopatia como son: perdida de la visidn nocturna, falta en la sensibilidad a los
colores y contrastes asi como electrorretinogramas alterados (Antonetti, et al.
2006). En las retinas de animales diabéticos se han observado las siguientes
alteraciones: activacion de la PKC (Koya et al. 1998), glucosilacion no
enzimatica (Brownlee. 2001), incremento en la sintesis de hexosamina y
produccion de especies reactivas de oxigeno (Nakamura et al. 2001).
Experimentos previos de nuestro laboratorio mostraron que en un modelo
experimental de diabetes, los niveles de glucégeno en la retina de la rata
aumentan hasta 3 veces con respecto al control y que ademas existe un
aumento en la actividad de GS (Hernandez, 2003). La administracién in vitro de
iodoacetato inhibidor de la enzima gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa
(G3PDH), caus6 un aumento significativo en los niveles de glucdgeno, lo que
permite proponer un aumento en la G6P y a ésta como activador alostérico de la
GS, asimismo cuando las retinas fueron incubadas en presencia de 10ng/ml de
insulina, el glucégeno incrementd cerca del 40%, evidenciando el papel de la
insulina como inductor de la sintesis de glucégeno (Luna, 2004).

Con respecto a la regulacion del metabolismo del glucégeno por insulina,
Zetterstrom y colaboradores en 1992 observaron una mayor expresion de Rl en
la retina de ratas diabéticas con respecto a las ratas control; sin embargo, se
demostré que en ratas diabéticas se altera la sefializaciéon de la via de PI3K,

paralelamente a un incremento en la apoptosis en la retina (Reiter, et al. 2006),



Por lo anterior consideramos que el esclarecimiento de los mecanismos que
causan estos desordenes metabdlicos en la retina es fundamental para entender
la retinopatia diabética.

Considerando que: La GS se activa por la accién de la insulina y que en ratas
con diabetes tipo 1 no hay insulina, resulta contradictorio el que en las retinas de
animales diabéticos los niveles de glucégeno sean mayores a los encontrados
en animales control, se puede sugerir entonces que la activacion de GS en los
animales diabéticos, se debe a un aumento en la concentracion de su activador

alostérico, la G6P.



3.- HIPOTESIS

Los niveles de G6P en las retinas de ratas tratadas con estreptozotocina, seran
mayores a los encontrados en retinas de ratas control. Estos niveles de G6P
estaran relacionados con la concentracion de glucégeno y con la actividad de la

enzima glucogeno sintasa.

2.- OBJETIVOS

| Determinar los niveles de G6P en la retina y epitelio pigmentario de ratas

normales y diabéticas.

[l Determinar in vitro el efecto de la insulina en los niveles de G6P en la retina.

Il Comparar los niveles de G6P en la retina con la concentracion de glucégeno y

la actividad de GS



4.- METODOS

En este trabajo se usaron ratas adultas de la cepa Long-Evans con un peso de
170-200g. La diabetes se indujo por la inyeccion intraperitoneal de
estreptozotocina (97.4mg/kg) repartida en dos dias consecutivos, el tercer dia
después de iniciar el tatamiento se consider6 como primer dia de induccion de la
diabetes. Las ratas se utilizaron 20 y 45 dias después de la administracién de
estreptozotocina (STZ). Las ratas se consideraron diabéticas si los niveles de
glucosa en sangre fueron iguales o mayores a 300mg/dl. La glucosa en plasma
se determin6é con un medidor instantaneo de glucemia marca ROCHE al
momento de sacrificarlas.

En un grupo de ratas diabéticas se estudio el efecto de la insulina: al tercer dia
del tratamiento con, se les administr6 5U de insulina por via subcutanea. La
insulina se aplicé cada tercer dia durante 45 dias.

Las ratas se decapitaron y se extrajo la retina, epitelio pigmentario, higado, rifién
y corteza frontal del cerebro, en un medio salino (NaCl al 0.9%) frio; las retinas
y EP de un animal, asi como 30mg de los otros tejidos se homogenizaron con
500p! de HCIO4 al 6%. Después de 15 minutos se centrifugé a 10621g durante
10 minutos a 4° C y el pH del sobrenadante se neutralizé con una mezcla de
KOH-KHCOs, se centrifugd de la misma forma, el sobrenadante se congel6 para
la posterior determinacion de G6P.

Con el fin de determinar si la insulina modifica los niveles de G6P y glucégeno la
retina y el EP se incubaron en medio Krebs (NaCl 118mM, KCI 4.7mM, KH2POa4

1.2mM, CaCl2 2.5mM, MgSOa4 1.17mM, glucosa 5.6mM) durante 10 minutos, al



cabo de los cuales se agrego insulina (10ng/ml) y se incubo por 10 minutos mas.
Cuando se utilizaron inhibidores de las enzimas de la via de sefalizacién de la
insulina (tabla 1), estos se adicionaron 10 minutos antes de la insulina. La
incubacion se termind con la homogenizacion en HCIO4 al 6% para la

determinacion de G6P o con agua para la determinacion de glucégeno.

Insulina

Receptor de
insulina

LY294002 10uM
Litio 15mM -
Rapamicina 1nM 3
Caliculina 10nM 4

Figura 8. Inhibidores de la via de la insulina.

Determinacion de G6P
La G6P se determiné por el método espectrofotométrico de Gerhard Michal,
1984. Este método estd basado en la formacién de NADPH a partir de G6P por

la siguiente reaccion:

G6P DH

Glucosa-6-P + NADP — gluconolactona-6-P + NADPH + H



En esta reaccion la glucosa 6 fosfato es oxidada a gluconolactona 6 fosfato por
la accion de la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, y el NADP se reduce a
NADPH.

Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y permanecieron en
hielo, la mezcla de reaccién consisti6 en 500ul de la muestra, 10ul de MgCl
500mM, 10ul de NADP 24mmol/l, en un mililitro de Buffer Trietanolamina 400mM
pH 7.6. La concentracién inicial de NADPH se obtiene por la densidad Optica a
340 nm, después se adicionaron 5ul de G6P-DH (5U/ml), y a los 5 minutos se
mide la densidad optica (D.O.). La diferencia en D.O entre las dos lecturas
representa al NADPH formado. La concentracion se calculé utilizando un

coeficiente de extinciébn molar de 6.3 X 102 (mM-1.cm-1).

Determinacion de glucégeno

La determinacion de glucégeno se bas6é en el método de Lust, et al. 1975 y
Keppler y Decker 1983.

Cada retina y EP fueron homogenizados con 400ul de agua y se tomd una
alicuota para proteinas, al resto del homogenado se le adicion6 NaOH 100mM
para precipitacion de proteinas, las muestras se incubaron en un bafio seco a
80°C durante 1 hora, para degradar la glucosa endbégena, se precipitd el
glucégeno con 1ml de etanol frio. Las muestras se centrifugaron a 14,0009
durante 15 minutos a 4° C, se eliminé el sobrenadante, y el pellet se secé al

vacio en una centrifuga liofilizadora. El pellet se resuspendié con 490ul de buffer



acetato de sodio 50mM, pH 4.5 y se sonicO durante 20 minutos. Para digerir el
glucégeno se agregaron 10ul de la enzima amiloglucosidasa (1.4U) y se incub6
en un bafio seco a 37°C durante una hora. Una alicuota de las muestras se
incub6 en una mezcla de reaccidon que contiene: ATP 2mM, NADP 2mM,
hexocinasa 3U/ml, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa 8.5 U/ml, MgSOs4 4mM,
buffer trietanolamina 300mM pH 7.6; durante 15 minutos a temperatura
ambiente, y se determiné la aparicion de NADPH por absorbancia a 340nm en
un lector de micro placas. La concentracion de glucégeno se determind
utilizando una curva estandar de glucosa.

La cantidad de proteina se determiné de acuerdo al método de Lowry (1951)
utilizando un paquete comercial de BIO-RAD, y se utilizé la albumina como
proteina de referencia.

Para el estudio de correlacion lineal, se compararon resultados obtenidos en el
presente trabajo con datos previos de nuestro laboratorio (Luna, 2004 y

Hernandez, 2003).

Andlisis estadisticos
Los resultados fueron analizados con una prueba de T vy correlacion lineal.

Utilizando el programa Graph Pad Prism 4.



RESULTADOS

Los niveles plasmaticos de glucosa en los animales tratados con STZ fueron tres
veces mayores a los encontrados en las ratas control, tanto a los 20 como a los
45 dias de tratamiento. La administracion de insulina a las ratas diabéticas no

modifico la concentracion de glucosa plasmaética (tabla 1).

Condicion Glucosa mg/dl
Controles 154 + 27
Hiperglicemicas de 20d 454 + 78
Hiperglicemicas 45d 421 + 96
Hiperglicemicas 45d + insulina 408 + 89

Tabla 1. Niveles sanguineos de glucosa en las ratas sometidas a los tratamientos: controles,

diabéticas (inducida con STZ) de 20 dias y 45 dias. Diabéticas de 45 dias tratadas con insulina.

La concentracién de G6P en los animales control, fue diferente en cada tejido; el

EP presenté los niveles mas altos seguido del higado, retina, corteza y rifién

(tabla 2).
Tejido G6P
pmol/mg
prot
Retina 14+ 2
EP 370+ 70
Rifion 6+1
Higado 35+3
Cerebro 9+2

Tabla 2. Contenido de G6P en los diferentes tejidos de ratas control.



La concentracién de G6P aument6 de 6 a 10 veces en la retina, cerebro y rifién
a los 20 dias después del tratamiento con STZ; por el contrario, en el higado y el
EP se observdé un descenso de 2 a 3 veces. Después de 45 dias de la
administracion de STZ los niveles de G6P en cerebro y rifién fueron entre 4 y 8
veces mas altos que los de los animales control. En el EP los niveles de G6P se
mantuvieron bajos y en el higado y la retina fueron semejantes a los observados

en los animales control (Fig. 9-13).

En las ratas diabéticas tratadas con una dosis baja de insulina, los niveles de
G6P en el rifion fueron semejantes a los de las ratas diabéticas. En el resto de
los tejidos estudiados los niveles de G6P fueron de 2 a 4 veces mas altos que en

los animales diabéticos de 45 dias (Fig. 9-13).
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Figura 9 Contenido de G6P en la retina de la rata bajo diferentes condiciones: 20 dias con
diabetes (20d), 45 dias con diabetes (45d), y 45 dias con diabetes y tratamiento de insulina.
Diferencia significativa con respecto al control * P<0.0001, con respecto a 45 dias diabéticas **

P =0.02.
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Figura 10 Contenido de G6P en el EP de la rata bajo diferentes condiciones: 20 dias con
diabetes (20d), 45 dias con diabetes (45d), y 45 dias con diabetes y tratamiento de insulina.
Diferencias significativas contra control * P = 0.01, ** P = 0.005. Con respecto a ratas diabéticas

de 45 dias *** P = 0.001
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Figura 11. Niveles de G6P en el rifion de la rata bajo diferentes condiciones: 20 dias con
diabetes (20d), 45 dias con diabetes (45d), y 45 dias con diabetes y tratamiento de insulina.

Diferencia significativa con respecto a ratas controles * P = 0.006, ** P = 0.04.
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Figura 12. Contenido de G6P en el higado de la rata bajo diferentes condiciones: 20 dias con
diabetes (20d), 45 dias con diabetes (45d), y 45 dias con diabetes y tratamiento de insulina.

Diferencia significativa con respecto al control * P = 0.006.
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Figura 13. Niveles de G6P en el cerebro de la rata bajo diferentes condiciones: 20 dias con
diabetes (20d), 45 dias con diabetes (45d), y 45 dias con diabetes y tratamiento de insulina.

Diferencia significativa con respecto al control * P = 0.01, ** P = 0.04



Niveles de G6P in vitro

Cuando las retinas de ratas control se incubaron en un medio de Krebs normal,
se observaron niveles de G6P de 0.18 nmol/mg prot niveles que disminuyeron
40% en las retinas incubadas con insulina (10ng/ml). Los niveles de G6P no se
modificaron de manera significativa cuando la retina se incubd en presencia de
diferentes inhibidores de la via de la insulina. Resultados semejantes de
observaron en el EP, los niveles de G6P fueron de 0.47 nmol/mg prot cuando se
incubé en un medio normal; la presencia de insulina caus6é un descenso del
40%. Estos niveles no se modificaron significativamente cuando el tejido se
incubd en presencia de inhibidores de la via de la insulina (figura 8) (Fig. 14B y
15B).

Los niveles de glucdgeno se estudiaron en la retina y el EP de ratas control,
cuando fueron incubados en presencia de insulina aumentaron un 40% en
ambos tejidos, y al adicionar los distintos inhibidores de la via de sefializacién

de la insulina, no se encontraron cambios significativos (Fig. 14A y 15B).
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Figura 14. Porcentaje de los niveles de G6P (A) y glucégeno (B) en retinas de ratas normales
incubados durante 20 minutos a 37° en presencia de: Insulina 10ng/ml (Ins), colina 15mM (col),
litio 15mM (Li), caliculina 10nM (Cali), rapamicina 1nM (rapa), LY294002 10uM (LY). Diferencia

significativa con respecto al control *p 0.01
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Figura 15. Porcentaje de los niveles de G6P (A) y glucégeno (B) en EP de ratas normales
incubados durante 20 minutos a 37° en presencia de: Insulina 10ng/ml (Ins), colina 15mM (col),
litio 15mM (Li), caliculina 10nM (cali), rapamicina 1nM (rapa), LY294002 10uM (LY). Diferencia
con respecto al control (A) *p 0.01,

(B) *p 0.001



DISCUSION
Los niveles de glucégeno dependen de su sintesis y degradacion, la GS enzima

gue sintetiza el glucogeno es regulada por su activador alostérico, la G6P (Leloir,
et al. 1959 citado en Hanashiro, et al. 2002), lo que expone el sitio activo de la
enzima y la convierte en un mejor sustrato para sus activadores directos, las
fosfatasas (Ingebristen, et al. 1983 citado en Villar-Palasi, et al. 1997). La
insulina también promueve la activacion de GS a través de reacciones de
fosforilacion y desfosforilacion, asimismo impide la degradacion del glucégeno,
por inactivar a la GP (Syed, et al. 2000) (Fig. 2).

Los resultados obtenidos muestran que el EP es el tejido que presenta la mayor
concentracion de G6P incluyendo el higado. EI EP forma parte de la barrera
hematorretiniana, por lo que la elevada concentracion de G6P es sugerente de
un prominente transporte de glucosa.

En ratas diabéticas, observamos un aumento significativo en los niveles de G6P
en retina, rindn y cerebro comparado con los niveles de G6P en ratas controles,
sugiriendo una relacion directa entre las concentraciones de G6P y glucosa en
plasma, estos resultados concuerdan con los elevados niveles de glucégeno
observados en estos tejidos (Luna, 2004). Por el contrario encontramos que los
niveles de G6P en el higado y EP disminuyen en los animales diabéticos.

El aumento de G6P en la retina, rifidn y cerebro de animales diabéticos es
congruente con las elevadas concentraciones de glucosa en plasma y con el
hecho de que la insulina estimula la sintesis de glucogeno.

En la retina los altos niveles de G6P observados durante la diabetes pueden

deberse a un aumento en el transporte de glucosa a la célula, aunado a la



actividad gluconeogénica que no se detiene a causa de la falta de insulina. En
este sentido Newgard en 1984 y Goldman en 1988 demostraron que la G6P
proveniente de la gluconeogénesis se dirige principalmente hacia la sintesis de
glucogeno. Asimismo la glucosa puede estar metabolizandose resultando en un
aumento en los niveles de lactato mismos que se encuentran elevados en la
retina diabética (Salceda 1998).

Es interesante que la hiperglucemia y la insulina produzcan cambios especificos
en los niveles de G6P y glucégeno en el higado y EP lo que sugiere una
participacion preponderante del EP en la fisiologia de la retina, de manera
semejante al higado con respecto a otros érganos.

El incremento en los niveles de G6P y de glucégeno en el EP de ratas
diabéticas a las que se les administré insulina, nos sugiere que en este tejido la
insulina promueve la entrada de glucosa y/o su fosforilacion.

Con el objeto de conocer con mas profundidad los mecanismos de regulacion de
los niveles de glucdégeno en la retina y EP, se estudié el efecto de diferentes
agentes que bloquean las diferentes enzimas de la via de sefalizacion de la
insulina (ver tabla 1). En este estudio demostramos que en la retina y el EP in
vitro; la insulina regula los niveles de G6P y de glucégeno. Sin embargo nuestros
resultados no proveen datos suficientes para esclarecer el mecanismo de esta
regulacion. Estos estudios demostraron un claro efecto de la insulina sobre los
niveles de G6P vy glucégeno, sin embargo este efecto no se modificd
significativamente cuando se inhibieron las distintas enzimas de la via de

sefalizacion de la insulina. Estos resultados podrian explicarse por la presencia



de diferentes isoformas de estas enzimas y su susceptibilidad a los inhibidores
utilizados. Asimismo el efecto de insulina podria deberse a cambios en los
niveles de G6P.

La G6P, ademas de ser el activador alostérico de la GS, es el sustrato para la
sintesis del glucogeno, esto indica que las variaciones en su concentracion
pueden provocar cambios en la actividad de la GS y en los niveles de
glucégeno. Sin embargo la relacion que existe entre G6P, GS y glucogeno y es
afectada por insulina, por lo que probablemente durante la diabetes esta relacién
se ve alterada.

El analisis de los niveles de glucégeno y de la actividad de GS obtenidos
previamente en nuestro laboratorio, bajo las mismas condiciones de diabetes
tipo 1 a 20 y 45 dias (Luna 2004, Herndndez 2003) y los resultados del
presente trabajo, demuestra que en el higado no existe relacion entre la
concentracion de G6P y de glucdgeno, aungue existe una relacion positiva entre
la G6P y la actividad de la GS (Fig. 16 Ay B), resultado que esta de acuerdo con
lo reportado por Ciudad y colaboradores en 1986. Asimismo estos resultados
estan de acuerdo con el hecho de que el higado es el principal sitio de reserva
del glucdégeno y por tanto constituye la principal fuente de glucosa para el
organismo, es decir, que en este tejido es suficiente sefal la hiperglucemia para
sintetizar glucogeno. La falta de correlacion entre G6P y los niveles de
glucégeno, indica que existen otros mecanismos que regulan la sintesis de
glucégeno por ejemplo, la insulina. Adicionalmente esta correlacion puede

sugerir que el glucdgeno en este tejido se sintetiza y degrada al mismo tiempo.
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Figura 16 (A) Relacién lineal entre la concentracion de G6P y concentracién de glucégeno

r2 0.0003. (B) Relacion lineal entre niveles de G6P y actividad de GS r20.33.

En el EP podemos observar que no existe una correlacion entre las
concentraciones de G6P vy glucogeno, sin embargo parece existir una
correlacion directa entre los niveles de G6P y la actividad de GS ademas la r2

obtenida de la correlacién entre los niveles de G6P y la actividad de GS, nos



indica que 30% de la actividad de esta enzima puede ser inducida por la G6P,
indicAndonos la regulacién alostérica de GS en este tejido, igual que en el

higado (Fig. 17 Ay B).
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Figura 17 (A) Relacién lineal entre la concentracién de G6P y concentraciéon de glucégeno r2

0.06. (B) Relacion lineal entre niveles de G6P y actividad de GS r2 0.31.
En la retina encontramos una posible correlacion positiva entre la G6P, el
glucogeno y la GS donde la r2 obtenida de la correlacion entre G6P y la actividad

de la GS, nos indica que cerca del 70% de la activacion de la GS es alostérica,



mostrandonos una importante regulacion de los niveles de glucogeno por la G6P

(Fig. 18 Ay B).
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En el cerebro encontramos una relacién directa entre la concentracién de

glucégeno y G6P, también podemos observar una relacion directa entre los



niveles de actividad de GS y la concentracion de G6P (Fig. 19 A y B), resultado
acorde con Goldberg y colaboradores quienes demostraron en 1964 que la GS
del cerebro es sensible a la regulacion alostérica por la G6P (Goldberg, et al

1964. citado en Passonneau, et al. 1975).
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En el rifidn existe una relaciébn positiva entre la concentracion de G6P y
glucogeno, del mismo modo encontramos una relacion negativa entre los valores
de actividad de la GS y la concentracion de G6P (Fig. 20 A y B), lo que pudiera
estar mostrando que en este tejido no existe o es limitada la activacion alostérica

de la GS 6 que la G6P es un regulador negativo de la enzima GS.
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

Como ocurre en otros tejidos, la G6P es un factor regulador de la sintesis
de glucégeno en laretinay EP

La insulina promueve la sintesis de glucégeno en la retina y EP, sin
embargo este efecto no se alter6 significativamente en presencia de
inhibidores de las enzimas de la via de sefalizacién presentes en otros
tejidos. La falta de esta inhibicién podria deberse a una diferente ruta de
sefializacion de insulina en la retina y el EP, pero también a una
concentracion efectiva menor de la que se requiere para inhibir dichas
enzimas.

En la diabetes dependiente de insulina:

Los niveles de G6P aumentan en la retina, rifion y cerebro, mientras que
disminuyen en el higado y EP. Sugiriendo que la insulina regula los
niveles de GG6P a través del transporte de glucosa y/o la utilizacion de la

misma en los diferentes tejidos.
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