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1. INTRODUCCIÓN 
 

 1.1  Estructura de la retina 
 

El ojo de los vertebrados (Fig. 1), órgano especializado del sentido de la vista, 

capta la luz ambiental a través de la retina, donde la energía luminosa se 

transforma en impulsos eléctricos que se transmiten a lo largo del nervio óptico 

hasta el cerebro, donde se descifran y se interpreta la información para generar 

una imagen (Antonetti et al. 2006). 

La retina se localiza en la parte posterior del ojo, es un tejido translúcido formado 

por varias capas de células (Fig. 1). Se pueden considerar dos principales 

regiones: la externa, cercana la coroides, y la interna, hacia el cuerpo vítreo 

(Berman, 1991). La retina se compone por dos tipos de células: neuronas y 

células gliales (Antonetti et al. 2006; Bringmann et al. 2006).  

Las neuronas pueden ser fotorreceptores, que transduscen la energía luminosa 

en impulsos eléctricos y se localizan en la región externa de la retina; o 

neuronas bipolares, horizontales o amácrinas que básicamente transmiten e 

integran los impulsos hasta las neuronas ganglionares, cuyos axones forman el 

nervio óptico en la región interna (Antonetti et al. 2006; Bringmann et al. 2006). 

Las células gliales o células de Müller son un tipo de glía radial especializada 

que realizan muchas de las funciones que los astrocitos, oligodendrocitos y 

células ependimales tienen en otras regiones del sistema nervioso: proporcionan 

sustratos a las neuronas, regulan las funciones sinápticas y las propiedades de 

la barrera hemato-retiniana (Newman y Reichenbach, 1996).  En algunas retinas 

existen también astrocitos que envuelven los vasos sanguíneos de la capa más 

interna de la retina y contactan las fibras de las células ganglionares. Este último 

tipo de células gliales únicamente se encuentran en las especies con retinas con 

vasculatura interna y contribuyen junto con las células de Müller  a la formación 

barrera hemato-retiniana (Bringmann et al. 2006; Sarthy y Ripps, 2001; Newman 

y Reichenbach, 1996) 
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Figura 1. Localización, estructura de la retina y morfología de la célula de Müller  

Izquierda: Estructura del ojo (http://webvision.med.utah.edu/sretina.html) 

Centro: Representación de la retina, EPR: epitelio pigmentario, FR: 

fotorreceptores (conos y bastones), MLE: membrana limitante externa, A: 

neuronas amácrinas, B: neuronas bipolares, CM: células de Müller (rosa), H: 

neuronas horizontales, G: neuronas ganglionares, MLI: membrana limitante 

interna. 

Derecha: morfología de la célula de Müller (Bringmann et al., 2006). 

 

 

Hacia la región más externa, los fotorreceptores están en contacto con las 

células del epitelio pigmentario de la retina (EPR), como su nombre lo dice, 

estas células contienen pigmento, el cual absorbe el exceso de luz que entra a 

través de la pupila. El EPR forma parte de la barrera hemato-retiniana, funciona 

como medio de transporte para sustratos y difusión de oxígeno entre la 

circulación coroidal y la retina. También remueve el ácido láctico que se acumula 

como producto del metabolismo de las células retinianas, y fagocita los 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


 3 

fragmentos de los segmentos externos de los fotorreceptores (Antonetti et al. 

2006; Strauss, 2005). 

La retina interna recibe irrigación sanguínea de la vasculatura retiniana, sin 

embargo ésta es limitada y en algunas especies está ausente (p.e. en el conejo 

y el cobayo), por lo que adicionalmente la retina recibe nutrientes y oxígeno de la 

circulación coroidal  (Berman, 1991; Urtúbia, 1999). 

 

 

 1.1.1.  Las células de Müller 
 

Las células de Müller son las principales células gliales de la retina, se extienden 

a todo el grosor de la retina desde la membrana limitante interna (cercana al 

cuerpo vítreo) en donde sus pies hacen contacto con los vasos saguíneos, hasta 

la capa limitante externa (segmentos internos de los fotorreceptores) y sus 

proyecciones cubren todos los somas y procesos neuronales (fig. 1; Berman, 

1991; Newman y Reichenbach, 1996; Bringmann et al. 2006; Puro, 2002).  

Las células de Müller constituyen no sólo un soporte estructural para dar forma a 

la retina, sino que también participan en numerosos procesos metabólicos que 

son vitales para el funcionamiento de la misma (Bringmann et al. 2006; Sarthy y 

Ripps, 2001). Dentro de las funciones que realizan las células de Müller  

podemos destacar las siguientes (fig. 2): 

1. Contribuyen a la función de la barrera hemato-retiniana ya que envuelven 

con sus procesos todos los vasos sanguíneos (Antonetti et al. 2006; 

Bringmann et al. 2006; Sarthy and Ripps, 2001). 

2. Mantienen la homeostasis de agua, iones y pH dentro de la retina gracias 

a los diversos canales iónicos y transportadores que poseen (fig. 2A; 

Bringmann et al. 2006; Newman y Reichenbach, 1996; Puro, 2002). La 

homeostasis iónica, en especial la del potasio (K+) la cuál mantiene el 

potencial de membrana de todas las células de la retina, indispensable 

para el soporte, supervivencia y funcionalidad de las neuronas 

(Bringmann et al. 2006; Newman y Reichenbach, 1996). 
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Figura 2. Principales funciones de las células de Müller. 

(A) Homeostasis iónica y de agua. (B) Reciclaje de neurotransmisores. (C) 

Soporte metabólico. (D) Protección contra radicales libres y liberación de 

glutatión. 

CA: anidrasa carbónica; cyst: cisteína; Glut: glutamato, GS: glutamino sintasa, 

PK: piruvato cinasa, LDH: lactato deshidrogenasa, GABA: ácido γ-aminobutírico,  

GSH: glutatión, GSH-synth: glutatión sintasa, R*: radicales libres, NH3: 

amoniaco. 

Modificado de: Bringmann et al. 2006 
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3. Proporcionan a las neuronas diferentes metabolitos como glucosa, lactato 

y piruvato, principales sustratos de las neuronas para su metabolismo 

oxidativo y funcionan como el único sitio de almacén de glucógeno 

(Winkler et al. 2000; Pfeiffer et al. 1994). Remueven además los desechos 

metabólicos de las neuronas como el bióxido de carbono y amoniaco (fig. 

2C; Antonetti et al. 2006; Bringmann et al. 2006). 

4. Contribuyen a la transmisión sináptica mediante la captura y reciclaje de 

diferentes neurotransmisores (glutamato, GABA; fig. 2B). De relevancia 

es el transportador de glutamato-aspartato (GLAST), indispensable para 

terminar la transmisión glutamatérgica y evitar la excitotoxicidad por 

acumulación de glutamato (Newman y Reichenbach, 1996). Las células 

de Müller también pueden degradar el glutamato capturado convirtiéndolo 

en glutamina y/o en glutatión, importante antioxidante celular (fig. 2D; 

Antonetti et al. 2006; Bringmann et al. 2006; Bringmann y Reichenbach, 

2001). 

 

 

 1.1.2.  Metabolismo de la retina. 
 

La retina es uno de los tejidos con mayor consumo energético (Berman, 1991; 

Urtúbia, 1999) requerido para llevar acabo procesos como la fototransducción, 

mantenimiento de los gradientes iónicos y actividad sináptica (Sarthy y Ripps, 

2001; Winkler, 1981; Sánchez-Chávez et al., 2008). Los fotorreceptores obtienen 

energía principalmente de la oxidación de la glucosa (Winkler, 1981), consumen 

entre un 70 y 80% de la glucosa y oxígeno obtenidos de la circulación coroidal y 

vasculatura retiniana (Berman, 1991; Urtúbia, 1999). La retina puede funcionar 

en condiciones aeróbicas o anaeróbicas y a pesar de que tiene una alta tasa de 

respiración, gran parte de la glucosa empleada se transforma a lactato (Winkler, 

1981; Berman, 1991), que también se puede emplear para generar energía 
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(Urtúbia, 1999). Adicional a la utilización de glucosa directamente por las 

neuronas, algunos autores proponen que la glucosa se transporta a las células 

de Müller y éstas la convierten en piruvato, el cuál liberan al medio y se utiliza 

por las neuronas (Tsacopoulos y Magistretti, 1996; Winkler et al., 2000). 

Pequeñas reservas de glucosa en forma de glucógeno se sintetizan y 

almacenan en las células de Müller (Kuwabara y Cogan, 1961). 

 

 
 1.1.2.1.   Metabolismo de las células de Müller 
 

Las células de Müller tienen un metabolismo energético basado principalmente 

en la glucólisis y su consumo de oxígeno es bajo (aun en presencia de oxígeno; 

Winkler et al., 2000, 2004). Esto les confiere una gran resistencia a condiciones 

adversas como isquemia, anoxia e hiperglucemia, a diferencia de las neuronas 

que son muy susceptibles a estas alteraciones (Winkler et al., 2000; Bringmann 

et al., 2006). A su vez, bajo condiciones de hipoglucemia y suficiente oxígeno, 

las células de Müller pueden emplear sustratos como el lactato, piruvato, 

glutamato o glutamina para generar energía a través de la vía de Krebs. Incluso 

periodos cortos de ausencia de glucosa y oxígeno pueden ser compensados al 

utilizar depósitos de glucógeno almacenados en su interior (Bringmann y 

Reichenbach, 2001; Bringmann et al. 2006). 

Las células de Müller, son los principales sitios de almacén de glucógeno, por lo 

que representan un soporte metabólico para las neuronas durante momentos de 

alta actividad sináptica o de hipoglucemia, mediante el rompimiento del 

glucógeno en metabolitos como el lactato o piruvato (Poitry-Yamate et al., 1995). 

Sin embargo  las necesidades energéticas durante periodos largos de 

hipoglucemia no podrían mantenerse únicamente con las reservas de glucógeno 

ya que estas son limitadas (Coffe et al., 2004). Se ha visto que los 

transportadores de glucosa se expresan en los pies de las células de Müller que 

se encuentran asociados a los vasos sanguíneos, lo que evidencía su capacidad 
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para tomar la glucosa del medio externo (Mantych et al., 1993; Watanabe et al., 

1994; Sarthy y Ripps, 2001). 

 

 

 1.2   El glucógeno 
 

El glucógeno es la principal forma de almacenamiento de glucosa en las células 

animales y está presente en casi todos los tejidos del cuerpo (Voet, 1995). El 

glucógeno (fig. 3) se encuentra en las células almacenado en forma de gránulos 

citosólicos formados por 120 000 unidades de glucosa unidas por enlaces α(1-4) 

glucosídicos, con ramificaciones cada 8 o 12 residuos unidos por medio de 

enlaces α (1-6) glucosídicos y con extremos no-reductores (Mathews et al., 

2006). Estos gránulos también contienen las enzimas que catalizan y degradan 

el glucógeno, así como las que regulan dichas actividades (Voet, 1995; Nelson y 

Cox, 2006). 

La mayor parte del glucógeno se encuentra almacenado en el hígado y en el 

músculo esquelético (Voet, 1995). En dichos tejidos, la función del glucógeno y 

la regulación de las enzimas encargadas de su síntesis y degradación están 

ampliamente estudiadas. Se sabe que el hígado regula los niveles de glucosa 

sanguínea: cuando estos son altos (p.e después de comer), captura la glucosa y 

la convierte en glucógeno, mientras que cuando hay hipoglucemia (p.e. en 

ayuno) lo rompe y libera glucosa al torrente sanguíneo. Por otro lado, en el 

músculo, el metabolismo del glucógeno ejerce más bien una función local 

durante momentos de gran demanda energética (p.e. durante el ejercicio) 

cuando la principal vía metabólica es la glucólisis y se libera lactato a la sangre 

(Brown y Ranson, 2007). En el sistema nervioso el glucógeno se almacena 

mayoritariamente en los astrocitos y sus niveles son menores que en hígado y 

músculo (Dringen et al., 1993). De manera semejante, en la retina de los 

vertebrados el glucógeno se almacena en las células de Müller (Kuwabara y 

Cogan, 1961; Pfeiffer et al. 1994, 2004). 
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Figura 3. Gránulo de glucógeno formado por cadenas de residuos de glucosa 

unidos por enlaces glucosídicos. 

G: glucogenina, GS: glucógeno sintasa, GP: glucógeno fosforilasa, PPI: proteína 

fosfatasa 1 

Modificado de: Nelson y Cox, 2006 

 

 

Aún no se conoce con certeza cuál es la principal función del glucógeno en el 

sistema nervioso central, sin embargo hasta ahora su papel más importante es 

el de proveer de energía tanto a la glía como a las células adyacentes durante la 

actividad metabólica normal (Brown y Ranson, 2007; Poitry-Yamate y 

Tsacopoulos, 1992; Dringen et al., 1993), así como durante momentos de alta 

demanda energética o de estrés fisiológico o patológico (Dringen et al., 1993; 

Tsacopoulos y Magistretti, 1996). 

En la retina, las reservas de glucógeno dependen del grado de vascularización 

en las diferentes especies. En retinas avasculares o poco vascularizadas, la 

cantidad de glucógeno es mayor que en las retinas más vascularizadas 

(Kuwabara y Cogan, 1961; Uga y Smelser, 1973), asimismo estas reservas 

Extremos no-reductores 

Extremo reductor 
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fluctúan en función de la cantidad de glucosa presente en el medio (Poitry-

Yamate y Tsacopoulos, 1992). Estudios con inmunohistoquímica revelaron la 

presencia de glucógeno y de la glucógeno fosforilasa (GP), enzima encargada 

de la degradación del glucógeno, en las células de Müller (Ohanian, 1972; 

Pfeiffer et al., 1994, 2004), sin embargo existen pocos estudios sobre la 

presencia de la glucógeno sintasa (GS) en éstas células y en general de su 

función en la retina. 

 

 

 1.2.1  Síntesis del glucógeno (glucogenosis): 

 

La glucosa que se transporta al interior de la células se fosforila por la enzima 

hexocinasa o glucosinasa para formar glucosa-6-fosfato (G6P). Dependiendo de 

los requerimientos energéticos de la célula, la G6P puede entrar a la vía de la 

glucólisis para generar energía o puede ser convertido por la fosfoglucomutasa 

en glucosa-1-fosfato (G1P) para iniciar la síntesis de glucógeno. La síntesis de 

glucógeno (fig. 4) es una reacción de polimerización que requiere de la acción 

de tres enzimas (Voet, 1995): 

1. La enzima uridina bifosfato (UDP)-glucosa pirofosforilasa cataliza la 

reacción entre la G1P y la uridina trifosfato (UTP) para formar UDP-

glucosa (UDPG), con lo que se libera una molécula de pirofosfato (PPi). 

De esta forma la glucosa es sustrato de la glucógeno sintasa (Mathews et 

al., 2006; Voet, 1995). 

2. La GS transfiere la UDPG al extremo no reductor (C4-OH) de una de las 

ramas del glucógeno para formar un enlace α (1-4) glucosídico. Para 

iniciar la adición de residuos de glucosa se requiere la presencia de un 

cebador que se forma en una proteína llamada glucogenina, la cuál 

cataliza su propia glucosilación: transfiere una glucosa a partir del UDPG 

a un residuo de tirosina para formar cadenas de hasta ocho residuos de 

glucosa (Alonso et al., 1995). La glucogenina funciona como un iniciador 

para que la GS pueda catalizar el alargamiento posterior del glucógeno y 
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queda embebida en el centro del polisacárido, unida covalentemente al 

único extremo reductor (Fig. 3; Mathews et al., 2006; Nelson y Cox, 

2006). 

3. La enzima amilo-(1,4  1,6)-transglucosilasa o enzima ramificante 

promueve la remoción de un oligosacárido de 6 o 7 residuos del extremo 

no reductor de una ramificación y lo adhiere  al grupo C6-OH de la misma 

o de otra cadena cercana. De esta forma se forman más sitios donde 

adicionar o eliminar residuos de glucosa para agilizar la síntesis o 

degradación del glucógeno (Mathews et al., 2006). 

  

 

 1.2.2  Degradación del glucógeno (glucogenólisis): 
 

La degradación del glucógeno requiere también de tres pasos (fig. 4): 

1. Las unidades de glucosa de los extremos no reductores de las 

ramificaciones del glucógeno se remueven por la GP mediante una 

reacción de fosforólisis en la que se rompe el enlace α-(14) mediante la 

adicción de un fosfato inorgánico (Pi). El producto de esta reacción es la 

eliminación de un residuo del polisacárido y la formación de G1P (Voet, 

1995). La actividad de la glucógeno fosforilasa se detiene cuatro residuos 

antes del punto de ramificación por lo que se requiere de la acción de la 

siguiente enzima: la desramificante (Mathews et al., 2006). 

2. La enzima desramificante o (α1,4  α1,4) glucantransferasa tiene dos 

actividades: a) la actividad de transferasa, en la que transfiere tres de los 

cuatro residuos de glucosa restantes a otra rama para que la actividad de 

la GP continúe y b) la actividad de glucosidasa, con la que rompe el 

enlace α(16) del residuo restante y se libera una molécula de glucosa 

(Mathews et al., 2006). 

3. Las moléculas de G1P que se formaron por la acción de la GP, se 

transforman por la enzima fosfoglucomutasa en G6P, que puede entrar a 

la vía glucolítica o ser hidrolizada a glucosa (Voet, 1995). 
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Figura 4. Pasos de la síntesis (izquierda) y degradación (derecha) del glucógeno. 

Síntesis: 1) la enzima fosfoglucomutasa conviente G6P en G1P, 2) la UDP-glucosa desfosforilasa adhiere una uridina a la G1P para formar UDP-

glucosa, 3) La GS realiza la adición del residuo de glucosa a la cadena de glucógeno previamente iniciada por la glucogenina. Degradación: 1) la GP 

elimina un residuo de glucosa en forma de G1P, 2) la enzima desramificante transfiere los últimos cuatro residuos de glucosa a otra cadena y libera una 

glucosa, 3) la fosfofglucomuasa realiza la conversión de las moléculas de G1P liberadas por la GP a G6P.  

Modificada de: Murray et al., 2009
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 1.2.3  La glucógeno sintasa (GS) 

 

La GS (UDP-glucosa:glucógeno 4-α-D-glucosiltransferasa E.C. 2.4.1.11) es la enzima 

limitante para la síntesis del glucógeno (Ferrer et al., 2003; Prats et al., 2005; 

Mathews et al., 2006). Es una proteína tetramérica con un peso molecular  de 

aproximadamente 350KDa formada por cuatro subunidades idénticas y se encuentra 

unida estrechamente a los gránulos intracelulares de glucógeno (Mathews et al., 

2006). 

En mamíferos están descritas dos isoformas para la GS: la del hígado (LGS) que es 

específica de este tejido y la isoforma del músculo esquelético (MGS), que se expresa 

también en otros tejidos, incluyendo al tejido nervioso (Ferrer et al., 2003; Cid et al., 

2005). La GS se puede encontrar en dos estados: desfosforilada (activa, GS-a) o 

fosforilada (inactiva, GS-b) en residuos de serina (Ferrer et al., 2003; Mathews et al., 

2006). La MGS posee 9 sitios susceptibles a fosforilación que son fosforilados por 

diversas cinasas, la fosforilación de cada sitio tiene diferentes efectos sobre su 

actividad. En la rata, los sitios 2 (Ser7) y 2a (ser10) se encuentran cerca del extremo 

N-terminal mientras que el resto (3a-c, 4, 5, 1a y 1b) se localiza dentro de los 100 

residuos del carboxilo terminal (Lawrence y Roach, 1997). De todos estos sitios, los 

que provocan una mayor actividad enzimática al ser desfosforilados son los sitios 2, 

2a, 3a y 3b mientras que los demás tienen poco o ningún efecto sobre la actividad de 

la enzima (Lawrence y Roach, 1997; Srivastava y Pandey 1998; Skurat et al. 2000). 

La LGS presenta 7 sitios fosforilables homólogos a los del MGS (Ferrer et al., 2003). 

Aunque no hay muchos estudios sobre los efectos diferenciales por la desfosforilación 

en los distintos sitios de la LGS, la desfosforilación en el sitio 2 (ser7) parece ser 

suficiente para activar totalmente la enzima (Ros et al., 2009).   
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 1.2.4  Regulación de la síntesis de glucógeno 
 

 Un estricto control de la activación de las enzimas involucradas en el metabolismo de 

glucógeno se requiere para sostener los requerimientos energéticos de la célula 

durante diversas condiciones metabólicas.  La regulación de la actividad de las dos 

enzimas encargadas de la síntesis y degradación del glucógeno está dada por la 

fosforilación en múltiples sitios, por la acción de efectores alostéricos y por su 

distribución intracelular (Bollen et al., 1998, Ferrer et al., 2003, Ros et al., 2009). 

Aunque los estudios sobre los mecanismos de la regulación de la enzima GS iniciaron 

en los años 60, aún no son comprendidos en su totalidad (Prats et al., 2009).  

 

 

 1.2.4.1  Regulación de la actividad de la GS 

 

La GS puede ser fosforilada por al menos 11 proteínas cinasas diferentes, de las 

cuales la glucógeno sintasa cinasa 3 (GSK3) es la enzima reguladora más 

importante, añade grupos fosforilo en tres sitios de serina del extremo carboxilo 

terminal lo que provoca su inactivación (Nelson y Cox, 2006).  

El principal activador alostérico de la GS es la G6P, que incluso revierte la 

inactivación covalente por fosforilación. La G6P provoca en la enzima un cambio 

conformacional con el que quedan expuestos sus grupos fosfatos, lo que la convierte 

en un mejor sustrato para las enzimas fosfatasas, en especial la proteína fosfatasa 1 

(PP1) que elimina los tres grupos fosforilo de las serinas (Nelson y Cox, 2006; Ferrer 

et al., 2003; Prats et al., 2005, 2009). 

La activación simultánea de la GS y GP se evita por una red de regulación recíproca 

efectuada por una serie de actividades enzimáticas que poseen todos lo tejidos 

aunque con ciertas diferencias adaptativas en cuanto a la sensibilidad de los 

estímulos (Mutalik y Venkatesh, 2005; Cárdenas y Goldbeter, 1992).  
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La activación de las enzimas que regulan el estado de fosforilación de la GS y GP se 

encuentra bajo control hormonal (Yeaman et al, 2001). Algunos ejemplos de estas 

hormonas son: la insulina, el glucagon y la adrenalina (fig. 5; Mathews et al., 2006). 

En astrocitos la glucogenólisis se promueve por la noradrenalina, el péptido 

vasoactivo intestinal, la adenosina y el ATP que provocan la fosforilación de la GP. 

Por otro lado,  el glutamato y la insulina activan la glucogénesis; el primero favorece 

la captura de glucosa y el segundo induce la desfosforilación de la GS (Hamai et al., 

1999; de Almeida Souza et al., 2010, Heni et al., 2011; Dringen y Hamprecht, 1992). 

 

 

 
Figura 5. Señales que regulan la activación de la GS. 

Modificado de: Nelson y Cox, 2006 

 

 

Glucosa 6-
fosfato 
Activación alostérica 
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Adicionalmente la actividad intrínseca de la MGS se encuentra regulada 

negativamente por el contenido de glucógeno. Es decir que si los niveles de 

glucógeno son muy bajos, la GS va a estar menos fosforilada y por tanto activa, 

mientras que cuando el contenido de glucógeno es alto, la enzima se inactiva 

(Nielsen et al., 2001; Prats et al., 2009). 

  

 

1.2.4.2.  La insulina y la síntesis del glucógeno 

 

La insulina es una hormona con múltiples funciones, interviene en el metabolismo, en 

la expresión de genes, en estimulación de la proliferación celular, y en la morfología 

de las células, ya que puede inducir cambios en el arreglo del citoesqueleto de actina 

(Tsakiridis et al., 1999; Tobe et al., 2003). Su principal acción metabólica es la 

estimulación de la captura de nutrientes (glucosa, aminoácidos, ácidos grasos) y su 

conversión en macromoléculas de almacén tales como el glucógeno, proteínas y 

triglicéridos (Saltiel, 1996). 

El metabolismo del glucógeno está ampliamente regulado por la acción de la insulina 

que promueve la síntesis de glucógeno a través de dos procesos: por un lado, 

favorece la entrada de glucosa a la célula por los transportadores de tipo GLUT4 (en 

inglés “glucose transporter 4”) localizados principalmente en células musculares y 

adipocitos; y por otro lado, regula la desfosforilación de la GS y GP (Srivastava y 

Pandey, 1998; Yeaman et al., 2001). 

La estimulación de la síntesis del glucógeno por la insulina (fig. 7) inicia con la 

autofosforilación de su receptor, que provoca la fosforilación y activación de los 

sustratos del receptor (IRS), consecuentemente se activa la fosfoinositol-3-cinasa 

(PI3K), que produce fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). Éste es un segundo 

mensajero que estimula la fosforilación de la proteína cinasa B (PKB o Akt), que a su 

vez provoca la fosforilación y con ello la inactivación de la GSK3 (Yeaman et al., 

2001). La inactivación de la GSK3, promueve la desfosforilación de la GS por la 

enzima fosfatasa PP1, sobre la cuál la insulina también tiene una acción activadora 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


 16 

(Srivastava y Pandey, 1998; Cohen, 2002), lo que lleva a un aumento en la síntesis 

de glucógeno. 

Aunque la captura de glucosa en células gliales no es dependiente de insulina, 

recientemente se demostró que la activación de la GS y almacenamiento de 

glucógeno incrementa en astrocitos (Dringen y Hamprecht, 1992; Hamai et al., 1999; 

Heni et al., 2011) y en células de Müller (Reinchenbach et al., 1993) incubadas en 

presencia de insulina.   

 

Figura 7. Vía de activación de la GS por la insulina. 

La GS se encuentra fosforilada (inactiva) por la GSK3, la cascada de señalización de 

la insulina promueve la inactivación de la GSK3 y consecuente desfosforilación de la 

GS por la PP1.  

Modificado de: Nelson y Cox, 2006 

+ 
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1.3   EL CITOESQUELETO 
 

El citoesqueleto es una compleja red de filamentos proteícos que le dan forma a  la 

célula, organización interna y movimiento (Alberts et al., 2010). Existen tres tipos de 

estructuras: los filamentos intermedios, los microtúbulos y los filamentos de actina. 

El citoesqueleto se asocia con una variedad de proteínas que permiten la interacción 

entre sí y con otros componentes celulares lo que resulta en diferentes formas de 

organización de los filamentos y túbulos. La asociación de estos filamentos y túbulos 

con proteínas motoras que hidrolizan ATP permiten el movimiento de organelos y 

otros elementos en la célula (Alberts et al., 2010).  

 

 

1.3.1   Los filamentos intermedios 
 

Los filamentos intermedios forman una red muy estable que se distribuye en el 

citoplasma, desde la membrana plasmática hasta el núcleo, y provee a la célula de 

resistencia contra el estrés mecánico evitando la deformación y ruptura de la 

membrana plasmática. 

Están formados por subunidades monoméricas de proteínas fibrilares entrelazadas 

entre sí que forman una estructura tipo cuerda. Según el tipo celular pueden estar 

formados por distintas proteínas (Alberts et al., 2010): 

a) Filamentos de queratina, en las células epiteliales. 

b) Filamentos de vimentina, en células conectivas, musculares y células gliales 

(marcador de células de Müller; Sarthy y Ripps, 2001). 

c) Neurofilamentos, en los axones de las células nerviosas. 

d) Laminas, forman una red de filamentos llamada lámina nuclear, que rodea y 

refuerza la membrana nuclear de todas las células animales.  
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 1.3.2 Los microtúbulos 
 

La tubulina forma estructuras tubulares que se pueden ensamblar y desensamblar 

rápidamente, extendiéndose desde el centrosoma hacia la periferia de la célula. El 

dinamismo con el que los microtúbulos se arman y desarman les confiere una gran 

funcionalidad en procesos celulares de señalización, transporte intracelular de 

componentes celulares, migración, forma y durante la división, ya que forma el huso 

acromático (Alberts et al., 2010; Bhattacharyya et al., 2008). 

El ensamblaje de subunidades de tubulina requiere de trifosfato de guanosina (GTP), 

sin embargo se hidroliza rápidamente a difosfato de guanosina (GDP) debilitando la 

unión entre las tubulinas, por lo que en ausencia de GTP el microtúbulo se acorta 

(Alberts et al., 2010). 

La colchicina, es una molécula con alta afinidad por la tubulina libre que altera la 

incorporación de las subunidades al microtúbulo y por lo tanto detiene su crecimiento, 

incluso en altas concentraciones provoca su despolimerización (Alberts et al., 2002; 

Bhattacharyya et al., 2008). 

 

 

 1.3.3   Los filamentos de actina 

 

La actina es la proteína más abundante en las células eucariotas, cada subunidad de 

actina (G-actina) es un polipéptido de 375 aminoácidos. Los monómeros de G-actina 

se unen apuntando hacia la misma dirección para formar una cadena helicoidal 

polarizada (F-actina). La polimerización de la actina requiere de ATP y su hidrólisis 

favorece la despolimerización (Alberts et al., 2010). 

Las citocalasinas y faloidinas son ejemplos de moléculas orgánicas que se unen a la 

actina y han sido empleadas para el estudio de la polimerización y dinámica de los 

microfilamentos. La citocalasina se une al extremo positivo lo que evita la 

polimerización por ese lado, mientras que por el extremo negativo la hidrólisis 

constante del ATP provoca la despolimerización de la actina, lo que disminuye la 
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longitud del microfilamento (Cooper, 1987). La faloidina tiene mayor afinidad por los 

microfilamentos que los mismos monómeros de G-actina por lo que se une a todo lo 

largo del filamento y estabiliza por completo al filamento (Alberts et al. 2002; Cooper, 

1987). El uso de derivados fluorescentes de la faloidina permiten cuantificar y estudiar 

la localización de los filamentos de actina in vitro (Cooper, 1987). 

Los filamentos de actina se asocian a una gran variedad de proteínas que forman una 

red dinámina localizada justo debajo de la membrana plasmática llamada córtex 

celular (Alberts et al., 2010). La orientación de los filamentos está controlada por sitios 

de nucleación (sitios de anclaje e inicio de la polimerización) en la membrana 

plasmática por lo que éstos dos mantienen una estrecha relación. 

 

Diversas señales que llegan a la membrana plasmática (p. e. la insulina; Tobe et al., 

2003) pueden provocar una reestructuración de los microfilamentos y por lo tanto, la 

reorganización del córtex favoreciendo distintas formas celulares, polarización, 

formación de lamelipodios, filopodios o la retracción de la membrana para la división 

celular. De esta manera el citoesqueleto de actina puede ser considerado como una 

parte integral del sistema de transducción de señales de la célula (Alberts et al., 

2010). 
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2. ANTECEDENTES 

  

Recientemente se observó en hepatocitos y células musculares que el control del 

metabolismo del glucógeno no está dado únicamente por la regulación alostérica y 

grado de fosforilación de las enzimas GS y GP, sino también por su distribución 

intracelular. La distribución del glucógeno y de la GS dentro de la célula no es 

uniforme y se modifica de acuerdo a las concentraciones extracelulares de glucosa 

(Fernandez-Novell et al., 1992, 1997; Cid et al., 2005). 

 

 

2.1 Distribución subcelular de la GS en hepatocitos 

 

La formación de glucógeno en hígado ocurre en función de las concentraciones de 

glucosa en sangre, adicionalmente, la presencia de insulina promueve la activación 

de la GS y por lo tanto aumenta la síntesis de glucógeno (Mathews et al., 2006). 

Al-Habori y colaboradores, en 1991 incubaron células hepáticas en presencia de 

insulina y observaron que la síntesis de glucógeno disminuyó significativamente al 

agregar citocalasina (inhibidor de microfilamentos) o colchicina (inhibidor de 

microtúbulos) al medio. Esto demostró que el citoesqueleto participa en la síntesis de 

glucógeno. 

En 1997 Fernández-Novell y colaboradores observaron con técnicas de 

inmunocitoquímica que la GS está distribuida homogéneamente en el citoplasma de 

los hepatocitos recién aislados y se moviliza hacia la periferia, a una región rica en 

actina, cuando éstos son incubados en presencia de altas concentraciones de 

glucosa (30 mM; fig. 6). Además observaron que el glucógeno se acumula desde la 

periferia hacia el centro de la célula. En 2001, García-Rocha y colaboradores 

obtuvieron resultados semejantes en hepatocitos en cultivo, pero en este caso no 

encontraron colocalización de la GS y la actina (Fig. 6). A pesar de esto la incubación 

con citocalasina sí afectó la translocación de la enzima a la periferia celular. 
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2.2 Distribución subcelular de la GS en músculo: 

 

En las células musculares en cultivo, a diferencia de hepatocitos, la MGS se 

concentra dentro del núcleo cuando los miocitos se incuban en ausencia de glucosa y 

los niveles de glucógeno son bajos; cuando las concentraciones de glucosa son altas, 

la MGS se distribuye en el citoplasma en forma de agregados unidos al glucógeno 

(Ferrer et al., 1997). 

Nielsen y colaboradores en 2001 observaron en músculo esquelético que cuando los 

niveles de glucógeno disminuyen, la GS se asocia con una fracción celular que 

corresponde al citoesqueleto. 

En 2005, Prats y colaboradores observaron con inmunohistoquímica que en el 

músculo esquelético, posterior a una estimulación eléctrica intensa, la MGS se asocia 

al citoesqueleto de actina y forman compartimentos intracelulares dinámicos que 

favorecen la re-síntesis de glucógeno. Más tarde mostraron que la MGS tiene una 

distribución distinta en el músculo según el estado de activación. La formación de 

dichos compartimientos está relacionado con la desfosforilación de la MGS en los 

sitios 2 y 2a, es decir, cuando la enzima está más activa, lo que concluyeron, es una 

forma reunir a la enzima y mejorar la eficiencia en la síntesis de glucógeno bajo 

ciertas situaciones metabólicas (Prats et al., 2009). 
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Figura 6. Estudios realizados sobre la distribución de la GS y su relación con la actina. 

Izquierda: Hepatocitos aislados incubados en ausencia (A, E, G) o presencia (B, F, H) 

de 30mM de glucosa por 30min. (A y B) inmunocitoquímica contra GS (verde); (C, D) 

distribución subcelular de la GS; (E y F) actina detectada con faloidina (rojo); (G y H) 

colocalización de actina y GS (en blanco). La incubación con glucosa provoca la 

translocación de la GS en la periferia de las células, colocalizando con la actina. 

Fernández-Novell et al., 1997. 

Derecha: Cultivo de hepatocitos incubados en ausencia (A) o presencia de 30mM de 

glucosa por 8h (B) y 24hrs (C).  La GS (rojo) se distribuye en el citoplasma y no coincide 

con los filamentos de actina (verde). García-Rocha et al. 2001 
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2.3 Metabolismo del glucógeno en las células de Müller 
 

En 1961 se descubrió que el glucógeno de la retina se sintetiza y almacena en 

las células de Müller (Kuwabara y Cogan, 1961). La glia expresa las enzimas 

necesarias para la síntesis y degradación del polisacárido (Pfeiffer et al., 1994, 

2004), pero poco se sabe sobre la distribución y mecanismos de regulación de 

la GS en las células de Müller. 

Como ya se mencionó, los depósitos de glucógeno en las células de Müller 

dependen de las concentraciones de glucógeno en el medio (Poitry-Yamate y 

Tsacopoulos, 1992). Aunque las células de Müller presentan transportadores 

de glucosa no-dependientes de insulina (GLUT1 y 2; Mantych et al., 1993; 

Watanabe et al. 1994), se ha visto que en células de Müller de conejo en cultivo 

y en retinas aisladas de gato la síntesis de glucógeno aumenta en presencia de 

esta hormona (Reinchenbach et al., 1993; Lansel et al. 2000; Niemeyer, 2001). 

El receptor de insulina se localiza a lo largo de toda la célula de Müller (Gosbell 

et al., 2002; Reiter y Gardner, 2003) y estudios de nuestro laboratorio 

demostraron que la vía PI3K-Akt-GSK3-GS está presente en la retina 

(Sánchez-Chávez y Salceda, no publicado), por lo que es probable que la 

síntesis de glucógeno se active a través de esta vía. 

 

 

 2.4 El Glucógeno y la GS en el núcleo. 

 

Aunque normalmente se refiere que el glucógeno es almacenado en el 

citoplasma (Voet, 1995), también se ha reportado su presencia en el núcleo de 

distintos tipos celulares, tales como hepatocitos, adipocitos y células 

musculares (Granzow et al. 1981; Kopun et al. 1982; Ferrer et al. 1997). Se 

piensa que esta localización nuclear se debe a anomalías en el metabolismo 

del glucógeno, ya que es más frecuente en condiciones patológicas como la 

diabetes o tumores (Granzow et al. 1981; Ferrans et al., 1975; Caramia et al., 

1968; Kopun et al. 1982; Cid et al, 2005). En este sentido, existe evidencia de 

que la GS sintetiza glucógeno en el núcleo de células tumorales (Granzow et 

al., 1981). 
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En retinas de ratas sanas, Amemiya (1970) demuestra que existe síntesis de 

glucógeno en el núcleo de las células de Müller, lo que no sucede en las demás 

células del tejido. Estas parecen ser las únicas células que en condiciones no 

patológicas sintetizan glucógeno intranuclear, lo que podría estar relacionado 

con el elevado metabolismo del glucógeno que tienen. 

 

Con el objetivo de conocer los posibles mecanismos que regulan el 

metabolismo del glucógeno en las células de Müller e identificar si son 

equivalentes a lo que ocurre en hepatocitos y músculo, estudiaremos con 

técnicas de inmunocitoquímica la distribución de la GS en la glía de Müller en 

cultivo en presencia de altas concentraciones de glucosa (30 mM) o de 

concentraciones fisiológicas en presencia de insulina (10 ng/ml). 

Bajo estas condiciones se estudiará la distribución de los filamentos de actina y 

su posible colocalización con las GS. Se evaluará también la posible 

participación de los microtúbulos en la distribución de la enzima, utilizando para 

ello colchicina. 

Se evaluará el efecto de la insulina y las altas concentraciones de glucosa en el 

metabolismo y/o viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT. 
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3. HIPÓTESIS 
 

En las células de Müller, la GS cambia su distribución subcelular en respuesta 

a la insulina y a las altas concentraciones de glucosa en el medio. La 

distribución subcelular de la GS está relacionada con el citoesqueleto. 

 

 

4. OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo general 

 

Conocer la localización subcelular de la GS en las células de Müller en cultivo y 

su relación con el citoesqueleto. 

 

 
4.2 Objetivos particulares 
 

En las células de Müller en cultivo: 

1. Localizar a la GS por medio de inmunocitoquímica. 

2. Observar la organización de lo filamentos de actina (F-actina) con faloidina. 

3. Observar el curso temporal (1, 3 y 6 horas) de la distribución de la GS y de 

los filamentos de actina en altas concentraciones de glucosa (30 mM) y en 

presencia de insulina (10 ng/ml). 

4. Demostrar con colchicina la participación de los microtúbulos en la 

distribución de la GS. 

5. Evaluar el efecto de las altas concentraciones de glucosa y presencia de 

insulina en el medio sobre el metabolismo mitocondrial y la viabilidad celular a 

tiempos cortos (1 a 24 horas) y largos (hasta una semana).  
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5. MÉTODOS 
 

 5.1. Cultivo de células de Müller 

El cultivo se elaboró mediante una modificación del método descrito por Hicks y 

Courtois, 1990. Ratas Long Evans de siete días de edad se decapitaron, se 

extrajeron los ojos y se dejaron incubando a temperatura ambiente, en la 

oscuridad durante toda la noche en Dulbecco’s modified Eagles Medium 

(DMEM; Sigma D6546, 5.5 mM de glucosa, anfotericina B 2.5 µg/ml, penicilina 

100 U/ml, estreptomicina 10 mg/ml y L-glutamina 2 mM). 

Al día siguiente los ojos se lavaron ligeramente con alcohol al 70% y se 

incubaron por 30 minutos en solución salina de Hanks libre de calcio y 

magnesio (HBSS-CMF) con tripsina al 0.1% a 37ºC. Al terminar la incubación 

los ojos se colocaron en DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 

10% (DMEM-S10) para inactivar a la tripsina. 

Cuidadosamente se cortó cada ojo a nivel ecuatorial, se eliminó la parte 

anterior y la copa óptica se agitó suavemente en DMEM-S10 para desprender 

la retina. Con una pipeta Pasteur se tomaron las retinas y se disgregaron 

mecánicamente en 3ml de DMEM-S10 con 100µl de desoxirribonucleasa I 

(DNasa; 4000U/ml), las células disociadas se diluyeron en el medio DMEM-S10 

y se sembraron. 

Para cada caja de 24 pozos se emplearon dos retinas diluídas en 12 ml de 

DMEM-S10 y se sembraron lo más homogéneamente posible en cada uno de 

los pozos (0.5 ml por pozo, ~ 500 000 células por pozo). Previo al sembrado, 

se colocó un cubreobjetos de vidrio en cada pozo sobre el cuál crecieron las 

células. Tres días después de la siembra, se incubó el cultivo por seis horas en 

DMEM (sin suero) para provocar la muerte neuronal y obtener un cultivo de glía 

más puro. 

Las células crecieron en DMEM-S10 por dos semanas o hasta alcanzar la 

confluencia (80%) en una incubadora a 37° C en una atmosfera húmeda de 5% 

CO2 / 95% aire. Para eliminar las neuronas adheridas a las células gliales, cada 

tercer o cuarto día se realizó un cambio de medio pipeteandolo directamente 

sobre las células gliales y reemplazándolo por medio fresco (DMEM-S10). 
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 5.2. Tratamientos 

Se retiró el medio de cultivo (DMEM-S10) y las células se incubaron bajo 

distintas condiciones por diferentes periodos de tiempo. 

a) Control: DMEM-S10. 

b) Glucosa: DMEM-S10 adicionado con 30 mM de glucosa. 

c) Colchicina: DMEM-S10 adicionado con 20 µM de colchicina. 

d) Glucosa+Colchicina: DMEM-S10 adicionado con 30 mM de glucosa y 

20 µM de colchicina. 

e) Sin suero (S/S): DMEM sin SFB. 

f) S/S + Insulina: DMEM sin SFB adicionado con 10 ng/ml de insulina. 

 

 5.3.  Inmunocitoquímica 

Las células se incubaron bajo las condiciones mencionadas durante 1, 3, 6 y 24 

horas; al finalizar el tratamiento, se eliminó el medio de cultivo y las células 

adheridas a los cubreobjetos, se lavaron dos veces con buffer fosfato salino 

(PBS; KCl 1.3 mM, KH2PO4 0.5 mM, Na2HPO4 3.2 mM, NaCl 135 mM, pH 

7.4) y se fijaron con paraformaldehído al 4% - sacarosa al 4% por 10 minutos. 

Posteriormente se lavaron dos veces con PBS y se permeabilizaron con PBS - 

saponina al 0.4% (PBS-S) durante 7 minutos. Se incubaron durante 60 minutos 

en solución de bloqueo (suero normal de cabra al 5% y albumina de suero 

bovino al 1% en PBS-S) en una cámara húmeda y posteriormente se incubó 

con un anticuerpo primario, anti-GS (Cell Signaling, generado en conejo) a una 

dilución 1: 50 durante toda la noche. 

Al día  siguiente, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS-S y se 

incubó con el anticuerpo secundario, anti-conejo-TRITC (Isotiocianato de 

Tetrametil Rodamina; 1:400) por dos horas en una cámara húmeda, a 

temperatura ambiente y protegido de la luz. Se lavó con PBS-S, se agregó 40 

mg/ml de faloidina-FITC (Isotiocianato de Fluoresceína) y se incubó por 40 

minutos adicionales. Se lavó nuevamente cuatro veces con PBS-S, se montó 

con Vectashield-DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; Vector Laboratories) para 

detectar los núcleos y se selló con esmalte de uñas.  

Para reconocer a la glía se usó el anticuerpo anti-vimentina (Millipore, 

generado en ratón, dilución 1: 250) y el secundario anti-ratón-Cy3 

(Indocarbocianina, Zymed, generado en cabra, dilución 1: 200). 
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 5.4.  Observaciones microscópicas 

Las células se observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon con un 

objetivo de 20x y se fotografiaron con una cámara Nikon DXM 1200. 

Para la fluorescencia triple (GS-TRITC, faloidina-FITC, DAPI) se usó un 

microscopio confocal Olympus FV1000 (unidad de microscopía electrónica, 

IFC, UNAM), con un objetivo super apocromático de inmersión en aceite 40X y 

se tomaron planos en Z de  aproximadamente 0.8 a 2 µm por rebanada. De 

cada condición se observaron 4 ó 5 campos, las fotos mostradas son 

representativas de cada condición.  

El porcentaje de células con GS intranuclear se obtuvo a partir del total de 

células contadas en los campos observados de cada condición (de 20 a 50 

células por campo, de 100 – 150 células totales). Los datos mostrados para 

cada condición son el promedio de los porcentajes obtenidos de cada campo.  

 

 5.5   Metabolismo y viabilidad celular 

Al finalizar los tratamientos mencionados (1h - 7días), se agregaron 50µl de la 

solución de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 5 

mg/ml PBS) a cada pozo y se incubó a 37°C por 15 minutos. Al terminar la 

incubación, se agregaron 300ul de dimetil sulfóxido (DMSO) y se agitó por 5 

minutos para disolver los cristales formados. Se leyó la absorvancia de 200 µl 

de cada muestra en un espectrofotómetro de microplacas (Biotek) a una 

longitud de onda de 570 nm. 

El MTT es una sustancia de color amarillo que por la actividad mitocondrial de 

las células vivas es reducida en cristales de formazán de color morado oscuro, 

la intensidad de la reacción representa la actividad mitocondrial y ésta se 

considera como un índice de viabilidad celular (Mosmann, 1983). Los 

resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad respecto al control 

(100%) de dos o más experimentos independientes realizados por duplicado. 

 

 5.6  Análisis estadístico 

Los datos del MTT se analizaron con el programa GraphPad Prisma 5, se usó 

la prueba de análisis de varianzas de una vía (one-way ANOVA) y una prueba 

posterior de Dunnett para obtener las diferencias estadísticamente 

significativas de cada grupo con respecto al control. 
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6. RESULTADOS 

 

6.3. Caracterización del cultivo de glía de Müller. 

El cultivo realizado se identificó con el anticuerpo contra vimentina (foto 1), un 

marcador despecífico de filamentos intermedios muy empleado para reconocer 

células gliales de Müller. 

La organización de los filamentos de actina se observó utilizando faloidina-FITC 

(foto 2), alcaloide que se une específicamente a la F-actina. Este 

inmunomarcaje también nos permitió observar la morfología celular. 

La morfología de una célula de Müller en cultivo varía notablemente a la 

observada en el tejido intacto (fig. 1); inicialmente las células en cultivo 

adquieren una forma fibroblástica y posteriormente (en confluencia) se aplanan 

y extienden presentando una variedad de prolongaciones (foto 1, 2). 

 

6.2 .  La glucosa provoca la translocación de la GS del citoplasma al 
núcleo 

En condiciones normales (DMEM-S10) el inmunomarcaje de la GS se observa 

como pequeños puntos distribuidos en todo el citoplasma, aunque se concentra 

alrededor del núcleo (foto 3). 

Cuando las células fueron incubadas en presencia de altas concentraciones de 

glucosa (30 mM) durante una hora, la distribución de la GS fue homogénea en 

el citoplasma de todas las células (foto 4A). Adicional a la presencia de la señal 

en el citoplasma, a las 3 horas de tratamiento el 86% de las células observadas 

presentaron inmunomarcaje de GS en el núcleo (foto 5A). 

La GS en el núcleo forma de 1 a 3 grandes gránulos con un fuerte 

inmunomarcaje (foto 5A, 6) que miden de 2 a 5 micras de diámetro.  

A las 6 horas de incubación el 54% de las células tuvieron cúmulos de GS en el 

núcleo de aproximadamente 3 micras de diámetro. Adicionalmente la señal de 

GS en el citoplasma se mantuvo pero se observó en algunas células (20%) 

alrededor del núcleo (foto 7A). 
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6.3. La insulina provoca la translocación de GS del citoplasma al 
núcleo 

Para ver los efectos de la insulina en la distribución de la enzima, las células se 

incubaron en medio sin suero en ausencia o presencia de 10 ng/ml de insulina.  

A todos los tiempos de incubación en ausencia de suero e insulina la GS se 

distribuye homogéneamente en el citoplasma (foto 8A, 9A, 10A). Bajo esta 

condición sólo observamos que un 3% de las células presentaron pequeños 

cúmulos intranucleares de no más de 2 micras de diámetro. 

En las células incubadas con insulina (foto 8C, 9C y 10C), la distribución de la 

GS en el citoplasma es parecida a la observada en condiciones controles (foto 

3): se concentra alrededor del núcleo. A las 3 y 6 horas de incubación con 

insulina la señal intranuclear se observa en un 45 y 63% de las células 

respectivamente (foto 9C y 10C). Los cúmulos aumentaron de tamaño con el 

tiempo de incubación; a las 3 horas midieron entre 1 y 2 micras, mientras que a 

las 6 horas midieron alrededor de 3 micras. 

 

En el cuadro 1 (p. 32) se resumen los datos obtenidos para comparar más 

fácilmente lo que sucede bajo las distintas condiciones (control vs. altas 

concentraciones de glucosa y presencia de insulina). En condiciones controles 

únicamente encontramos 3 células que tenían señal de GS en el núcleo. 

Podemos ver que la mayor acumulación de GS intranuclear, tanto en 

frecuencia como en tamaño de los gránulos, se obtuvo en presencia de altas 

concentraciones de glucosa a las 3 y 6 horas, sin embargo no hubo una 

diferencia significativa con respecto al tratamiento con insulina que también 

presentó gránulos intranucleares de GS.  

 

6.4.  Los filamentos de actina no colocalizan con  la GS 

Los distintos tratamientos aplicados provocaron cambios en la organización de 

los filamentos de actina y en la morfología celular. Bajo condiciones de altas 

concentraciones de glucosa las células se contraen a la primera hora de 

incubación (foto 4B), pero recuperan progresivamente, a las 3 y 6 horas, su 

forma y tamaño (foto 5B y 7B).   
En ausencia de suero, los filamentos de actina se acortan y las células se 

contraen. A la primera (foto 8B) y tercer hora (foto 9B) de incubación las células 
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tienen proyecciones cortas que probablemente sean los sitios de nucleación 

que se mantienen mientras que el resto del citoesqueleto de retrae. A las 6 

horas en medio sin suero las células están totalmente contraídas y 

redondeadas (foto 10B), no presentan proyecciones.  

El tratamiento con insulina mantuvo la polimerización y longitud de los 

microfilamentos, durante todos los tiempos observados (1, 3 y 6 horas; foto 8D, 

9D y 10D) las células presentan una morfología aplanada y extendida parecida 

las células en condiciones controles (foto 3). 

A diferencia de lo que esperábamos, bajo ninguna condición observamos 

colocalización de la GS y la actina, por lo que no podemos afirmar que exista 

una interacción directa entre estas dos. 

 

6.5.  Los microtúbulos participan en la translocación de la GS del 
 citoplasma al núcleo 

Debido a que la presencia de GS intranuclear fue más frecuente en las células 

incubadas en altas concentraciones de glucosa a las 3 horas, decidimos 

adicionar bajo estas condiciones 20 μM de colchicina, un inhibidor de la 

formación de microtúbulos.  

Como se observa en la foto 11, el tratamiento con colchicina inhibió totalmente 

la acumulación de GS en el núcleo de las células incubadas en altas 

concentraciones de glucosa durante 3 horas, lo que sugiere que los 

microtúbulos participan en la translocación de la GS del citoplasma al núcleo. 

 

 6.6.  La glucosa y la insulina modifican la actividad metabólica 

El ensayo de MTT mide la actividad mitocondrial de las células y se utiliza 

ampliamente para determinar la viabilidad celular bajo distintos tratamientos.  

El ensayo de MTT mostró a las 6 y 24 horas de incubación en altas 

concentraciones de glucosa, una disminución estadísticamente significativa del 

porcentaje de MTT reducido de un 20 y 28% respectivamente, sin embargo 

éste se recuperó a tiempos mayores de incubación (3 a 7 días; gráf. 1).  

El tratamiento con 20 μM de colchicina durante 3 horas no modificó 

significativamente la actividad metabólica de las células incubadas en 

presencia o ausencia de 30 mM de glucosa (gráf. 2).  
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Al incubar las células en medio sin suero, no se obtuvieron cambios 

estadísticamente significativos en los valores de MTT reducido (gráf. 3), 

aunque sí presentan una tendencia a disminuir. 

La adición de 10 ng/ml de insulina al medio sin suero provocó durante las 

primeras 24 horas un descenso del metabolismo mitocondrial del 29%, pero a 

pesar de esta significativa reducción, a tiempos posteriores (3 a 7días) los 

niveles se recuperaron en su totalidad (gráf. 4). 

Para ver si los datos de MTT reducido se podrían deber a cambios en la 

viabilidad celular, se observaron los núcleos teñidos con DAPI bajo cada una 

de las condiciones anteriores. Estas observaciones no demostraron evidencia 

de muerte celular.  

 

 

 

 
  

Condición 

 
Tiempo 

(h) 

Porcentaje de 
células con 

GS 
intranuclear 

Tamaño de 
cúmulos 

intranucleares 
(micras) 

Control  2 ± 1 2 

1 0 - 

3 86 ± 12 *** 2 – 5 

Glucosa 

(30mM) 

6 54 ± 9 ** 3 

1 0 - 

3 45 ± 18 * 1 - 2 

Insulina 

(10ng/ml) 

6 63 ± 12 *** 3 

 
Cuadro 1. Resumen de la distribución de la GS bajo los distintos tratamientos. 

One-way ANOVA, * p<0.005, ** p<0.001, ***p<0.0001 de significancia con 

respecto al control (Dunnett’s post test). 

En medio sin suero, a todos los tiempos estudiados, el porcentaje de células 

con acumulación de GS intranuclear fue igual al control, por lo que no se 

incluye en el cuadro. 
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6.7. Fotografías 
 

 
Foto 1. Caracterización del cultivo prácticamente puro de células de Müller, utilizando 
vimentina, un marcador específico de los filamentos intermedios de este tipo de glía. 
Derecha: cultivo en campo claro; izquierda: células marcadas con vimentina (rojo). 
 
Se usó el anticuerpo anti-vimentina (Millipore 1: 250) y el secundario Cy3 (Zymed 1: 200).  

 
  

 
 

 

 
 
 
Foto 2. Morfología de las células 
de Müller en condiciones controles 
(DMEM-S10). 
Las células de Müller en cultivo 
tienen una morfología aplanada e 
irregular que difiere a la observada 
en la retina completa (representada 
en fig. 1).  
 
Filamentos de actina marcados con 
faloidina-FITC (40 mg/ml). 
 

 
 
Fotos tomadas con un microscopio de epifluorescencia Nikon y una cámara DXM1200. 
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GS GS + faloidina 

       
 
    
 

Foto 3. Localización subcelular de la GS en las células de Müller en cultivo bajo 
condiciones controles (DMEM-S10). 
A la izquierda se observa la GS-TRITC (rojo) y los núcleos marcados con DAPI (azul), 
a la derecha se observa adicionalmente los filamentos de actina (verde). 
La GS se encuentra difusa por todo el citoplasma y concentrada perinuclearmente. 
 
 
Para la inmunocitoquímica se usó el anticuerpo pimario anti-GS (Cell-Signaling, 1: 50) y 
el secundario marcado con TRITC, para reconocer a la actina se usó faloidina-FITC (40 
mg/ml). Los cubreobjetos se montaron en vectashield-DAPI para observar los núcleos 
(ver métodos). 
Las fotos se tomaron con un microscopio confocal Olympus FV1000 y un objetivo 
superapocromático de inmersión en aceite 40X, se muestra la suma de los planos 
tomados en Z. 
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gluc GS GS + faloidina 
 
 
1 h 

 
 

 
Foto 4. Inmunocitoquímica de células incubadas en medio con altas concentraciones de 
glucosa por 1 hora. 
La GS se distribuye en todo el citoplasma de las células incubadas con altas 
concentraciones de glucosa (A). Las células se contraen y presentan pequeñas 
proyecciones (B). 

 
 

gluc GS GS + faloidina 
 
 
3 h 

  

 
Foto 5. Inmunocitoquímica de células incubadas en medio con altas concentraciones de 
glucosa por 3 horas. 
Adicional a la distribución de la GS homogénea en el citoplasma, la inmunofluorescencia 
de GS se observa en el núcleo en forma de densos cúmulos esféricos (A, flechas 
blancas; ver acercamiento en foto 6). Las células recuperan su forma y tamaño (B). 

 

A B 

B A 
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X2X1

Y2

Y1

 

 
Foto 6. Acercamiento del núcleo de la célula en el 
centro de la foto 4. 
La fotografía muestra cortes ópticos (en Z) los ejes X 
y Y, de esta forma se puede determinar que el 
inmunomarcaje a GS está en el núcleo, en forma de 
gránulos densos. 
 
      Corte óptico Y1 – Y2 
 
 
       Corte óptico X1 - X2  

 
   
 
 
 
 

gluc GS GS + faloidina 
 
6hrs 

 
 

 
Foto 7. Inmunocitoquímica de células incubadas en medio con altas concentraciones de 
glucosa por 6 horas. 
El inmunomarcaje de la GS en el núcleo es menos frecuente y de menor tamaño (A, 
flechas blancas) que en las células incubas por 3 horas (foto 6). La señal de GS en el 
citoplásmica es menos intensa y se concentra alrededor del núcleo. Las células 
recuperan su tamaño (B). 

 
 
 

B A 
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Foto 8. Cultivo de glía de Müller incubada en medio sin suero en ausencia (A, B) o 
presencia de 10 ng/ml de insulina (C, D) durante 1 hora. 
En ausencia de suero, el inmunomarcaje de GS se observa homogéneo en todo el 
citoplasma (A), las células están contraídas y presentan pequeñas proyecciones (B). Al 
agregar insulina al medio sin suero la GS se concentra alrededor del núcleo (C) y las 
células mantienen su tamaño y forma (D) parecida al control (foto3). 

Ins  
1hr 

GS GS + faloidina 

 
 
 
 
 
 

-  

  
 

 
 
 
 
 
 

+ 

  
 

B A 

D C 
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Foto 9. Incubación durante 3 horas en medio sin suero en ausencia (A,B) o presencia (C, 
D) de 10 ng/ml insulina.  
El tratamiento con insulina provoca la formación de pequeños gránulos de GS en el 
núcleo de algunas células (C, fechas blancas), lo que no se observa en ausencia de 
insulina (A). La mayoría de las células mantienen su forma típica (D), mientras que en 
ausencia de insulina las células están contraídas (B). 

 
 
 
 
 
 
 
 

Ins 
3hrs 

GS GS + faloidina 

 
 
 
- 

 
 

 
 

+ 

 

A B 

C D 
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Foto 10. Incubación de 6 horas en medio sin suero en ausencia (A,B) o en  presencia de 
10 ng/ml de insulina (C, D). 
Algunas de las células incubadas en medio sin suero presentan pequeñas 
acumulaciones de GS en el núcleo. 
Con insulina, los gránulos intranucleares son más grandes (C, flechas blancas) y las GS 
citoplásmica está concentrada alrededor del núcleo.  
La polimerización de los filamentos de actina disminuye en ausencia de suero (B), las 
células están contraídas y redondeadas. El tratamiento con insulina favorece la 
polimerización de los filamentos de actina y las células mantienen su forma aplanada y 
alargada (D).  

 

 

 

A B 

C D 
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Foto 11.  Inhibición de la acumulación intranuclear de la GS por la adición de 20 μM de 
colchicina. 
Las células se incubaron en DMEM-S10 con glucosa 30 mM en ausencia (A, B) o 
presencia (C, D) de 20 μM de colchicina durante 3 horas. 
La incubación en presencia de glucosa provoca la acumulación de GS en el núcleo (A, 
flechas blancas; foto 5), lo que fue inhibido por el tratamiento con colchicina (C). 
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Gráfica 1. Efecto de las altas concentraciones de glucosa (30 mM) en el metabolismo 

mitocondrial de las células de Müller en cultivo (control = DMEM-S10, 5.5 mM de 

glucosa). One-way ANOVA, *p<0.005, ***p<0.0001 de significancia con respecto al 

control (Dunnett’s post test). 
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Gráfica 2. Efecto de la colchicina en la reducción de MTT por las células de Müller en 

cultivo. Se determinó a las 3 horas de incubación en DMEM-S10 (control), en 

presencia de altas concentraciones de glucosa (G 30mM) y en presencia o ausencia 

de colchicina (COL 20 μM). 
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Gráfica 3. Efecto de la ausencia de suero en la actividad mitocondrial de la glía de 

Müller en cultivo. Se incubaron las células en DMEM sin suero durante una semana 

(control = DMEM-S10, 5.5 mM de glucosa). 
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Gráfica 4. Efecto de la insulina en la actividad mitocondrial de las células de Müller en 

cultivo incubadas en ausencia de suero (control = DMEM-S10, 5.5 mM de glucosa). 

 One-way ANOVA, *p<0.005, **p<0.001 de significancia con respecto al control 

(Dunnett’s post test). 
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7. DISCUSIÓN 

 

El glucógeno es la principal forma de almacenamiento de energía a partir de 

glucosa en las células animales. Este polisacárido se sintetiza y almacena 

principalmente en el hígado y músculo esquelético, aunque en menores 

concentraciones también se encuentra en otros tejidos, como en el sistema 

nervioso central. El glucógeno en la retina se almacena en las células de 

Müller, principales células gliales del tejido. La GS, enzima limitante para la 

síntesis de glucógeno, se expresa en estas células (Kuwabara y Cogan, 1961) 

pero los estudios reportados no proporcionan información sobre los 

mecanismos de regulación y su significado en condiciones patológicas.  

 

Con la finalidad de conocer los mecanismos que regulan los niveles de 

glucógeno en la retina, en este trabajo, determinamos con inmunocitoquímica 

la localización subcelular de la GS en la glía de Müller en cultivo. Se analizó la 

distribución temporal de la inmunoreactividad en células incubadas en un 

medio con altas concentraciones de glucosa (30 mM) y en presencia de 

insulina en el medio (10 ng/ml), condiciones bajo las cuales se sabe que la GS 

se activa y cambia su distribución en otros tejidos (Ferrer et al., 2003; Nielsen 

et al., 2001; Prats et al., 2005; Ros et al., 2009).  

 

El cultivo celular es un método que permite estudiar células de cierto tipo 

deseado bajo condiciones controladas, sin embargo al estar aisladas del tejido 

algunas propiedades pueden estar modificadas, tal es el caso de la morfología. 

In situ, la glía de Müller presenta una forma alargada que se extiende a todo el 

grosor de la retina y atraviesa todas las capas nucleares y plexiformes. En 

cultivo, las células de Müller adquieren una forma aplanada y extendida, y la 

inmunocitoquímica de la GS se observa en forma punteada en el citoplasma y 

se concentra alrededor del núcleo. 

 

Al agregar altas concentraciones de glucosa en el medio, esperábamos que la 

enzima se concentrara en la periferia de la célula, como ocurre en hepatocitos 

y en células musculares. Por el contrario, en las células de Müller la GS se 
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distribuyó homogéneamente en todo el citoplasma y adicionalmente se agregó 

en forma de gránulos compactos en el núcleo. 

 

La insulina es una hormona que favorece la síntesis de glucógeno en las 

células a través de la activación de la GS por desfosforilación (Lawrence y 

Roach, 1997; Mathews et al., 2006; Heni et al., 2011). En hepatocitos y 

músculo, la insulina favorece la localización de la GS en la periferia celular (Al-

Habori et al., 1991; Nielsen et al., 2001). En las células de Müller incubadas 

con insulina, la enzima se acumuló gradualmente en el núcleo y formó gránulos 

cada vez más grandes de acuerdo al tiempo de incubación. Esto sugiere que 

las células de Müller responden a la hormona, lo que promueve la acumulación 

de la GS en el núcleo. 

 

Bajo ambas condiciones (presencia de insulina y altas concentraciones de 

glucosa) la localización de la GS en el núcleo fue dependiente del tiempo de 

incubación, lo que indica que éste es un proceso dinámico en respuesta a 

estos estímulos. En otros tipos celulares se sabe que la insulina y la G6P 

activan a la GS (Mathews et al., 2006; Cárdenas y Goldbeter, 1996), por lo que 

nuestros resultados sugieren que la GS intranuclear está desfosforilada y por lo 

tanto activa. 

 

Las células de Müller respondieron a los tratamientos aplicados modificando su 

forma y organización de los filamentos de actina. En ausencia de suero las 

células se contraen, disminuyen la polimerización de actina y no recuperan su 

forma ni presentan GS intranuclear. La adición de insulina al medio revierte 

totalmente este efecto y mantiene a las células con características morfológicas 

similares a las controles, lo que sugiere que la insulina favorece la 

polimerización de los filamentos de actina. Cuando se añadió glucosa al medio, 

las células se encogieron en una hora pero con el paso del tiempo (de 3 a 6 

horas) recuperan progresivamente su forma y tamaño, lo que coincide con la 

aparición de GS en el núcleo que también sucedió en presencia de insulina.  

 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


 45 

Los filamentos de actina, además de participar en la forma y movimiento de la 

célula, participan en procesos de señalización. Un ejemplo muy conocido es su 

participación en el metabolismo de la glucosa, facilitando la translocación del 

GLUT4 en respuesta a la presencia de insulina extracelular (Tsakiridis et al., 

1999). La translocación de la GS y su activación se han visto relacionadas 

directamente con los filamentos de actina en células hepáticas (Fernández-

Novell et al., 1997) y musculares (Prats et al., 2009). Cabe señalar que entre 

los tipos celulares que se han estudiado, existen diferencias en cuando a la 

regulación y distribución subcelular de esta enzima (Ferrer et al. 1997, 

Fernandez-Novel et al., 1997), lo que indica que según las características 

funcionales y requerimientos metabólicos de cada tipo celular, las propiedades 

de la GS también varían. 

 

A diferencia de lo que esperábamos, en la glía de Müller no observamos 

colocalización entre la GS y la actina como se ha visto en otras células, por lo 

que no podemos concluir que exista una interacción directa entre estas dos. De 

manera similar, García-Rocha y colaboradores tampoco encontraron una 

colocalización entre los filamentos de actina y la GS en hepatocitos en cultivo 

(fig. 6), pero el tratamiento con citocalasina disminuyó la acumulación de la 

enzima en la periferia celular, por lo que sugirieron que los filamentos de actina 

participan en la síntesis de glucógeno a través un mecanismo indirecto (Al-

Habori et al., 1991) o que la interacción entre la enzima y los microfilamentos 

es transitoria (García-Rocha et al, 2001). Aunque en las células de Müller la GS 

se translocó del citoplasma al núcleo, no se observaron cambios en los 

microfilamentos que estuvieran directamente relacionados con el movimiento 

de la enzima.  

 

Para identificar los posibles mecanismos que llevan a la translocación de la GS 

hacia el interior del núcleo, usamos colchicina, una toxina que impide la 

polimerización de los microtúbulos, elemento del citoesqueleto indispensable 

para el trasporte intracelular de organelos y biomoléculas (Alberts et al., 2010, 

2002; Bhattacharyya et al., 2008). El tratamiento con colchicina inhibió los 

efectos de las altas concentraciones de glucosa en la localización intranuclear 
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de la GS, lo que sugiere que los microtúbulos participan en la translocación de 

la GS del citoplasma al núcleo. Esto es algo novedoso ya que aunque se ha 

visto que el funcionamiento de los microtúbulos se requiere para la síntesis de 

glucógeno (Al-Habori et al., 1991) pero hasta ahora no se había demostrado la 

participación de los microtúbulos en la distribución subcelular de la GS. 

 

Por el contrario a lo reportado en otros tipos celulares, en las células de Müller 

la ausencia de suero no alteró significativamente la viabilidad celular 

determinada por la tinción de núcleos con DAPI  y la reducción del MTT. 

El tratamiento con insulina disminuyó la actividad mitocondrial (medida con 

MTT) a tiempos cortos (de 6 a 24 horas). Sin embargo al observar los núcleos 

teñidos con DAPI, no encontramos un aumento de núcleos condensados, lo 

que nos sugiere que la disminución de MTT reducido que obtuvimos es efecto 

de una disminución de la actividad metabólica mitocondrial provocada por la 

insulina y no de muerte celular. 

 

Efectos positivos de la insulina sobre la viabilidad se han reportado pero en 

concentraciones mayores a las que nosotros usamos. Por ejemplo en pericitos 

y endotelio de retina, concentraciones de 1 mg/ml favorecen la proliferación 

celular, mientras que concentraciones fisiológicas como las que nosotros 

aplicamos (10 ng/ml) únicamente aumentan la incorporación de glucosa 

(Bonafonte y García, 2006). En este sentido no esperamos que las 

concentraciones que usamos de insulina elevaran significativamente la 

viabilidad celular. 

 

En relación a las altas concentraciones de glucosa, otros autores han reportado 

que elevadas la muerte en una variedad de tipos celulares (Busik et al., 2008; 

Cui et al., 2006; Xi et al., 2005; Kusner et al., 2004; Du et al., 2003), sin 

embargo las células de Müller en nuestros cultivos parecen adaptarse a las 

condiciones y mantenerse metabólicamente activas durante periodos 

relativamente largos (hasta 7 días). Esta información es relevante dado que se 

postula que la hiperglucemia es causa de las afectaciones producidas por la 

diabetes. 
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El MTT entra a las células por endocitosis y se reduce por  la enzima 

deshidrogenasa succínica mitocondrial a su forma insoluble, el formazán. Este 

método mide directamente la actividad mitocondrial y puede ser interpretado 

como una medida de viabilidad celular, sin embargo algunos factores pueden 

afectar la reducción del MTT y por lo tanto sobreestimar o subestimar los 

valores de viabilidad. Debido a que los resultados obtenidos con el MTT no 

coinciden con la observación de núcleos con DAPI, es muy probable que la 

glucosa en concentraciones altas y la insulina disminuyan la actividad 

mitocondrial. De hecho las células de Müller se caracterizan por tener un 

metabolismo oxidativo muy bajo (Winkler et al., 2000) y es probable que al 

aumentar las concentraciones de glucosa intracelulares, la vía de la glucólisis 

se vea favorecida. 

 

El aumento en la reducción del MTT que observamos a los 3, 5 y 7 días en 

ambas condiciones podría deberse a un efecto de proliferación celular o a que 

las células generan resistencia a estos estímulos y recuperan su actividad 

metabólica basal. 

 

Nuestros resultados demuestran que las células de Müller tienen mecanismos 

de regulación de la GS diferentes observados a los hepatocitos y células 

musculares. El glucógeno en las células de Müller es empleado por la misma 

glía, pero también es degradado para proveer de sustratos a las neuronas 

(Poitry-Yamate et al., 1995; Tsacopoulos y Magistretti, 1996). Se ha visto que la 

glía de Müller de animales sanos sintetiza glucógeno en el núcleo, lo que no 

sucede en otros tipos de células bajo condiciones no patológicas. Aunque no 

se conocen las funciones del glucógeno en el núcleo, éste proceso podría ser 

una adaptación al elevado metabolismo de glucosa que tienen estas células 

(Amemiya et al., 1970). 

 

Recientemente se ha propuesto que la GS podría funcionar como un sensor de 

las reservas energéticas de la célula y diversos autores sugieren que la enzima 

se transloca del citoplasma al núcleo donde puede participar en otras funciones 
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como es la regulación de la expresión génica (Ferrer et al. 1997; Cid et al., 

2005; Ragano-Caracciolo et al., 1998). En el caso de las células de Müller, las 

reservas de glucógeno son menores a las de otros tipos celulares por lo que es 

probable que en presencia de sustancias que estimulan la síntesis de 

glucógeno (condiciones de altas concentraciones de glucosa e insulina), la 

célula regule concentraciones de glucógeno mediante la translocación de la 

enzima del citoplasma al núcleo. Adicionalmente, la GS en el núcleo podría 

regular su misma transcripción o la de otras enzimas relacionadas con el 

metabolismo energético. 

 

De manera interesante, la presencia de GS en el núcleo en nuestras células de 

Müller coincide con los momentos de descenso de MTT reducido (actividad 

mitocondrial), por lo que es probable que la translocación de la enzima del 

citoplasma al núcleo esté relacionada con los cambios metabólicos que 

observamos y podría ser una respuesta adaptativa a las condiciones que 

fueron expuestas para mantener la actividad celular o incluso favorecer la 

proliferación celular. 

 

Si bien la GS no parece interactuar directamente con los filamentos de actina, 

su localización en el núcleo depende del funcionamiento de los microtúbulos. 

La translocación de la GS al núcleo podría ser una estrategia metabólica de la 

célula en respuesta a una variedad de estímulos. Posiblemente la GS lleva a 

cabo funciones diferentes a las ampliamente conocidas (Ferrer et al. 1997; Cid 

et al., 2005; Fuchs et al., 2011; Pescador et al., 2010). Existe una variedad de 

ejemplos de enzimas que llevan a cabo funciones adicionales a las canónicas y 

que modifican su distribución subcelular en relación con el estado metabólico 

de la célula (Forde y Dale, 2007; Sirover, 2011). Resulta evidente que se 

requieren más estudios para conocer el significado de la GS en el núcleo y su 

implicación en estados patológicos. 
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8. CONCLUSIONES 
 

1. La morfología de las células de Müller en cultivo y la distribución de los 

filamentos de actina dependen de factores tróficos. 

2. La insulina favorece la polimerización de los filamentos de actina. 

3. Las células de Müller en cultivo parecen tener una respuesta adaptativa 

ante las distintas condiciones a las que fueron sometidas. 

4. Las células de Müller responden a las altas concentraciones de glucosa 

y a la insulina favoreciendo la translocación de la GS al núcleo. 

5. A diferencia de otras células, en la glía de Müller los microtúbulos no 

participan directamente en el movimiento subcelular de la GS. 

6. El tratamiento con colchicina demostró que los microtúbulos participan 

en la translocación de la GS del citoplasma al núcleo. 

7. La distribución de la GS parece depender del estado metabólico de la 

célula. 

8. La GS puede tener una función reguladora, no descrita hasta el 

momento. 
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