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1. INTRODUCCION

1.1 Estructura de laretina

El ojo de los vertebrados (Fig. 1), 6érgano especializado del sentido de la vista,
capta la luz ambiental a través de la retina, donde la energia luminosa se
transforma en impulsos eléctricos que se transmiten a lo largo del nervio éptico
hasta el cerebro, donde se descifran y se interpreta la informacién para generar
una imagen (Antonetti et al. 2006).

La retina se localiza en la parte posterior del 0jo, es un tejido transltcido 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 vitreo
(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 energia luminosa
en impulsos eléctricos y se localizan en la region externa de la retina; o
neuronas bipolares, horizontales o améacrinas que basicamente transmiten e
integran los impulsos hasta las neuronas ganglionares, cuyos axones forman el
nervio Optico en la region interna (Antonetti et al. 2006; Bringmann et al. 2006).
Las células gliales o células de Miuller son un tipo de glia radial especializada
gue 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 sinapticas y las propiedades de
la barrera hemato-retiniana (Newman y Reichenbach, 1996). En algunas retinas
existen también astrocitos que envuelven los vasos sanguineos de la capa mas
interna de la retina y contactan las fibras de las células ganglionares. Este ultimo
tipo de células gliales Unicamente se encuentran en las especies con retinas con
vasculatura interna y contribuyen junto con las células de Muller a la formacion
barrera hemato-retiniana (Bringmann et al. 2006; Sarthy y Ripps, 2001; Newman
y Reichenbach, 1996)


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

Clerpo yitreo

esclerdtida C?FOIdeS : i ] -. I . GI@L_EPR proyecciones

retina

_.Bama

\ “3 1‘;1;-. [ —proyecciones
1 9 VW
2 o~ NO
;:" b - pies
/ f ML
A
/
IMs

Figura 1. Localizacion, estructura de la retina y morfologia de la célula de Muller

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

Centro: Representacion de la retina, EPR: epitelio pigmentario, FR:
fotorreceptores (conos y bastones), MLE: membrana limitante externa, A:
neuronas amacrinas, B: neuronas bipolares, CM: células de Mduller (rosa), H:
neuronas horizontales, G: neuronas ganglionares, MLI: membrana limitante
interna.

Derecha: morfologia de la célula de Miiller (Bringmann et al., 2006).

Hacia la regibn mas externa, los fotorreceptores estan 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. EI EPR forma parte de la barrera hemato-retiniana, funciona
como medio de transporte para sustratos y difusion de oxigeno entre la
circulacion coroidal y la retina. También remueve el &cido lactico que se acumula

como producto del metabolismo de las células retinianas, y fagocita los
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fragmentos de los segmentos externos de los fotorreceptores (Antonetti et al.
2006; Strauss, 2005).

La retina interna recibe irrigacion sanguinea de la vasculatura retiniana, sin
embargo ésta es limitada y en algunas especies esta ausente (p.e. en el conejo
y el cobayo), por lo que adicionalmente la retina recibe nutrientes y oxigeno de la
circulacion coroidal (Berman, 1991; Urtubia, 1999).

1.1.1. Las células de Miller

Las células de Miiller 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 vitreo) en donde sus pies hacen contacto con los vasos saguineos, 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 Muller constituyen no sélo un soporte estructural para dar forma a
la retina, sino que también participan en numerosos procesos metabdlicos 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 Miuller
podemos destacar las siguientes (fig. 2):

1. Contribuyen a la funcion de la barrera hemato-retiniana ya que envuelven
con sus procesos todos los vasos sanguineos (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 i6nicos y transportadores que poseen (fig. 2A;
Bringmann et al. 2006; Newman y Reichenbach, 1996; Puro, 2002). La
homeostasis idnica, en especial la del potasio (K+) la cual 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 Mdiller.

(A) Homeostasis ionica y de agua. (B) Reciclaje de neurotransmisores. (C)
Soporte metabdlico. (D) Proteccion contra radicales libres y liberacién de
glutation.

CA: anidrasa carbonica; cyst: cisteina; Glut: glutamato, GS: glutamino sintasa,
PK: piruvato cinasa, LDH: lactato deshidrogenasa, GABA: acido y-aminobultirico,
GSH: glutation, GSH-synth: glutation sintasa, R*: radicales libres, NHs:
amoniaco.

Modificado de: Bringmann et al. 2006


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

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 Unico sitio de almacén de glucdgeno
(Winkler et al. 2000; Pfeiffer et al. 1994). Remueven ademas los desechos
metabdlicos de las neuronas como el bidxido de carbono y amoniaco (fig.
2C; Antonetti et al. 2006; Bringmann et al. 2006).

4. Contribuyen a la transmision sinaptica 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 transmisién glutamatérgica y evitar la excitotoxicidad por
acumulacién de glutamato (Newman y Reichenbach, 1996). Las células
de Miiller también pueden degradar el glutamato capturado convirtiéndolo
en glutamina y/o en glutation, importante antioxidante celular (fig. 2D;
Antonetti et al. 2006; Bringmann et al. 2006; Bringmann y Reichenbach,
2001).

1.1.2. Metabolismo de laretina.

La retina es uno de los tejidos con mayor consumo energético (Berman, 1991;
Urtlbia, 1999) requerido para llevar acabo procesos como la fototransduccion,
mantenimiento de los gradientes idnicos y actividad sinaptica (Sarthy y Ripps,
2001; Winkler, 1981; Sanchez-Chavez et al., 2008). Los fotorreceptores obtienen
energia principalmente de la oxidacion de la glucosa (Winkler, 1981), consumen
entre un 70 y 80% de la glucosa y oxigeno obtenidos de la circulacion coroidal y
vasculatura retiniana (Berman, 1991; Urtdbia, 1999). La retina puede funcionar
en condiciones aerdbicas 0 anaerdbicas y a pesar de que tiene una alta tasa de
respiracion, gran parte de la glucosa empleada se transforma a lactato (Winkler,
1981; Berman, 1991), que también se puede emplear para generar energia
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(Urtibia, 1999). Adicional a la utilizacion de glucosa directamente por las
neuronas, algunos autores proponen que la glucosa se transporta a las células
de Mdller y éstas la convierten en piruvato, el cual liberan al medio y se utiliza
por las neuronas (Tsacopoulos y Magistretti, 1996; Winkler et al., 2000).
Pequefias reservas de glucosa en forma de glucogeno se sintetizan y
almacenan en las células de Miller (Kuwabara y Cogan, 1961).

1.1.2.1. Metabolismo de las células de Miller

Las células de Muller tienen un metabolismo energético basado principalmente
en la glucdlisis y su consumo de oxigeno es bajo (aun en presencia de oxigeno;
Winkler et al., 2000, 2004). Esto les confiere una gran resistencia a condiciones
adversas como isquemia, anoxia e hiperglucemia, a diferencia de las neuronas
gue son muy susceptibles a estas alteraciones (Winkler et al., 2000; Bringmann
et al., 2006). A su vez, bajo condiciones de hipoglucemia y suficiente oxigeno,
las células de Miller pueden emplear sustratos como el lactato, piruvato,
glutamato o glutamina para generar energia a través de la via de Krebs. Incluso
periodos cortos de ausencia de glucosa y oxigeno pueden ser compensados al
utilizar depdsitos de glucégeno almacenados en su interior (Bringmann vy
Reichenbach, 2001; Bringmann et al. 2006).

Las células de Miller, son los principales sitios de almacén de glucogeno, por lo
gue representan un soporte metabdlico para las neuronas durante momentos de
alta actividad sindptica o de hipoglucemia, mediante el rompimiento del
glucoégeno en metabolitos como el lactato o piruvato (Poitry-Yamate et al., 1995).
Sin embargo las necesidades energéticas durante periodos largos de
hipoglucemia no podrian mantenerse Unicamente con las reservas de glucogeno
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 Miller que

se encuentran asociados a los vasos sanguineos, lo que evidencia 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 glucégeno

El glucégeno es la principal forma de almacenamiento de glucosa en las células
animales y esta presente en casi todos los tejidos del cuerpo (Voet, 1995). El
glucogeno (fig. 3) se encuentra en las células almacenado en forma de granulos
citosdlicos formados por 120 000 unidades de glucosa unidas por enlaces a(1-4)
glucosidicos, con ramificaciones cada 8 o 12 residuos unidos por medio de
enlaces a (1-6) glucosidicos y con extremos no-reductores (Mathews et al.,
2006). Estos granulos también contienen las enzimas que catalizan y degradan
el glucdgeno, asi como las que regulan dichas actividades (Voet, 1995; Nelson y
Cox, 2006).

La mayor parte del glucégeno se encuentra almacenado en el higado y en el
musculo esquelético (Voet, 1995). En dichos tejidos, la funcién del glucégeno y
la regulacion de las enzimas encargadas de su sintesis y degradacion estan
ampliamente estudiadas. Se sabe que el higado regula los niveles de glucosa
sanguinea: cuando estos son altos (p.e después de comer), captura la glucosa y
la convierte en glucégeno, mientras que cuando hay hipoglucemia (p.e. en
ayuno) lo rompe y libera glucosa al torrente sanguineo. Por otro lado, en el
musculo, el metabolismo del glucégeno ejerce mas bien una funcion local
durante momentos de gran demanda energética (p.e. durante el ejercicio)
cuando la principal via metabdlica es la glucdlisis y se libera lactato a la sangre
(Brown y Ranson, 2007). En el sistema nervioso el glucégeno se almacena
mayoritariamente en los astrocitos y sus niveles son menores que en higado y
musculo (Dringen et al., 1993). De manera semejante, en la retina de los
vertebrados el glucoégeno se almacena en las células de Muller (Kuwabara y
Cogan, 1961; Pfeiffer et al. 1994, 2004).
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Figura 3. Granulo de glucogeno formado por cadenas de residuos de glucosa
unidos por enlaces glucosidicos.

G: glucogenina, GS: glucégeno sintasa, GP: glucogeno fosforilasa, PPI: proteina
fosfatasa 1

Modificado de: Nelson y Cox, 2006

AuUn no se conoce con certeza cual es la principal funcién del glucégeno en el
sistema nervioso central, sin embargo hasta ahora su papel mas importante es
el de proveer de energia tanto a la glia como a las células adyacentes durante la
actividad metabdlica normal (Brown y Ranson, 2007; Poitry-Yamate Yy
Tsacopoulos, 1992; Dringen et al., 1993), asi como durante momentos de alta
demanda energética o de estrés fisioldgico o patoldgico (Dringen et al., 1993;
Tsacopoulos y Magistretti, 1996).

En la retina, las reservas de glucogeno dependen del grado de vascularizacion
en las diferentes especies. En retinas avasculares o poco vascularizadas, la
cantidad de glucégeno es mayor que en las retinas mas vascularizadas

(Kuwabara y Cogan, 1961; Uga y Smelser, 1973), asimismo estas reservas
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fluctan en funcién de la cantidad de glucosa presente en el medio (Poitry-
Yamate y Tsacopoulos, 1992). Estudios con inmunohistoquimica revelaron la
presencia de glucdgeno y de la glucégeno fosforilasa (GP), enzima encargada
de la degradacion del glucdégeno, en las células de Miller (Ohanian, 1972;
Pfeiffer et al.,, 1994, 2004), sin embargo existen pocos estudios sobre la
presencia de la glucégeno sintasa (GS) en éstas células y en general de su

funcién en la retina.

1.2.1 Sintesis del glucégeno (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 via de la
glucdlisis para generar energia o puede ser convertido por la fosfoglucomutasa
en glucosa-1-fosfato (G1P) para iniciar la sintesis de glucégeno. La sintesis de
glucégeno (fig. 4) es una reaccién de polimerizacion que requiere de la acciéon
de tres enzimas (Voet, 1995):

1. La enzima uridina bifosfato (UDP)-glucosa pirofosforilasa cataliza la
reaccion 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 glucdégeno 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 glucogeno para formar un enlace a (1-4) glucosidico. Para
iniciar la adicién de residuos de glucosa se requiere la presencia de un
cebador que se forma en una proteina llamada glucogenina, la cudl
cataliza su propia glucosilacién: 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 glucégeno y
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gueda embebida en el centro del polisacarido, unida covalentemente al
unico 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 remocion de un oligosacarido de 6 o 7 residuos del extremo
no reductor de una ramificacion y lo adhiere al grupo C6-OH de la misma
o de otra cadena cercana. De esta forma se forman més sitios donde
adicionar o eliminar residuos de glucosa para agilizar la sintesis o

degradacion del glucdgeno (Mathews et al., 2006).

1.2.2 Degradacién del glucégeno (glucogendlisis):

La degradacion del glucégeno requiere también de tres pasos (fig. 4):

1. Las unidades de glucosa de los extremos no reductores de las
ramificaciones del glucogeno se remueven por la GP mediante una
reaccion de fosfordlisis en la que se rompe el enlace a-(1->4) mediante la
adiccion de un fosfato inorganico (Pi). El producto de esta reaccion es la
eliminacién de un residuo del polisacarido y la formacion de G1P (Voet,
1995). La actividad de la glucégeno fosforilasa se detiene cuatro residuos
antes del punto de ramificacién por lo que se requiere de la accién de la
siguiente enzima: la desramificante (Mathews et al., 2006).

2. La enzima desramificante o (a1,4 - a1,4) 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 continte y b) la actividad de glucosidasa, con la que rompe el
enlace a(1->6) del residuo restante y se libera una molécula de glucosa
(Mathews et al., 2006).

3. Las moléculas de G1P que se formaron por la accion de la GP, se
transforman por la enzima fosfoglucomutasa en G6P, que puede entrar a

la via glucolitica o ser hidrolizada a glucosa (Voet, 1995).

10
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Figura 4. Pasos de la sintesis (izquierda) y degradacion (derecha) del glucégeno.

Sintesis: 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 adicién del residuo de glucosa a la cadena de glucégeno previamente iniciada por la glucogenina. Degradacion: 1) la GP
elimina un residuo de glucosa en forma de G1P, 2) la enzima desramificante transfiere los Ultimos cuatro residuos de glucosa a otra cadena y libera una
glucosa, 3) la fosfofglucomuasa realiza la conversion de las moléculas de G1P liberadas por la GP a G6P.

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

La GS (UDP-glucosa:glucégeno 4-a-D-glucosiltransferasa E.C. 2.4.1.11) es la enzima
limitante para la sintesis del glucégeno (Ferrer et al., 2003; Prats et al., 2005;
Mathews et al., 2006). Es una proteina tetramérica con un peso molecular de
aproximadamente 350KDa formada por cuatro subunidades idénticas y se encuentra
unida estrechamente a los granulos intracelulares de glucogeno (Mathews et al.,
2006).

En mamiferos estan descritas dos isoformas para la GS: la del higado (LGS) que es
especifica de este tejido y la isoforma del musculo 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 fosforilacion que son fosforilados por
diversas cinasas, la fosforilacion de cada sitio tiene diferentes efectos sobre su
actividad. En la rata, los sitios 2 (Ser’) y 2a (ser'®) 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
gue provocan una mayor actividad enzimatica al ser desfosforilados son los sitios 2,
2a, 3a 'y 3b mientras que los demas tienen poco o ningun 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 homologos a los del MGS (Ferrer et al., 2003).
Aunque no hay muchos estudios sobre los efectos diferenciales por la desfosforilacion
en los distintos sitios de la LGS, la desfosforilacién en el sitio 2 (ser’) parece ser

suficiente para activar totalmente la enzima (Ros et al., 2009).
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1.2.4 Regulacién de la sintesis de glucégeno

Un estricto control de la activacidon de las enzimas involucradas en el metabolismo de
glucégeno se requiere para sostener los requerimientos energéticos de la célula
durante diversas condiciones metabdlicas. La regulacién de la actividad de las dos
enzimas encargadas de la sintesis y degradacion del glucégeno esta dada por la
fosforilacion en multiples sitios, por la accién de efectores alostéricos y por su
distribucién intracelular (Bollen et al., 1998, Ferrer et al., 2003, Ros et al., 2009).
Aungue los estudios sobre los mecanismos de la regulacién de la enzima GS iniciaron

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

1.2.4.1 Regulacion de la actividad de la GS

La GS puede ser fosforilada por al menos 11 proteinas cinasas diferentes, de las
cuales la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) es la enzima reguladora mas
importante, afiade grupos fosforilo en tres sitios de serina del extremo carboxilo
terminal lo que provoca su inactivacion (Nelson y Cox, 2006).

El principal activador alostérico de la GS es la G6P, que incluso revierte la
inactivacion covalente por fosforilaciéon. 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 proteina 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 activacion simultanea de la GS y GP se evita por una red de regulacion reciproca
efectuada por una serie de actividades enzimaticas que poseen todos lo tejidos
aunque con ciertas diferencias adaptativas en cuanto a la sensibilidad de los
estimulos (Mutalik y Venkatesh, 2005; Cardenas y Goldbeter, 1992).
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La activacion de las enzimas que regulan el estado de fosforilaciéon 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 glucogendlisis se promueve por la noradrenalina, el péptido
vasoactivo intestinal, la adenosina y el ATP que provocan la fosforilacion 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 desfosforilacion de la GS (Hamai et al.,
1999; de Almeida Souza et al., 2010, Heni et al., 2011; Dringen y Hamprecht, 1992).

Fosfoserinas JADP ® ATP ADP
cerca del extremo ~USh. P
earboxilo f,#"‘_ _‘“-H CKII

Glucosa 6-
fosfato

Activacion alostérica

- Fa % b

Insulina

o i

Glueagén, Glucosa

adrenalina G-fosfato Glucosa
Figura 5. Sefales que regulan la activaciéon de la GS.
Modificado de: Nelson y Cox, 2006
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Adicionalmente la actividad intrinseca de la MGS se encuentra regulada
negativamente por el contenido de glucégeno. Es decir que si los niveles de
glucégeno son muy bajos, la GS va a estar menos fosforilada y por tanto activa,
mientras que cuando el contenido de glucégeno es alto, la enzima se inactiva
(Nielsen et al., 2001; Prats et al., 2009).

1.2.4.2. Lainsulinay la sintesis del glucégeno

La insulina es una hormona con mdultiples funciones, interviene en el metabolismo, en
la expresién de genes, en estimulacion de la proliferacién celular, y en la morfologia
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 accion metabdlica es la
estimulacién de la captura de nutrientes (glucosa, aminoacidos, acidos grasos) y su
conversion en macromoléculas de almacén tales como el glucégeno, proteinas y
triglicéridos (Saltiel, 1996).

El metabolismo del glucégeno estd ampliamente regulado por la accién de la insulina
gue promueve la sintesis de glucégeno 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 desfosforilacion de la GS y GP (Srivastava y
Pandey, 1998; Yeaman et al., 2001).

La estimulacion de la sintesis del glucogeno por la insulina (fig. 7) inicia con la
autofosforilaciéon de su receptor, que provoca la fosforilacion y activacion de los
sustratos del receptor (IRS), consecuentemente se activa la fosfoinositol-3-cinasa
(PI3K), que produce fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). Este es un segundo
mensajero que estimula la fosforilacion de la proteina cinasa B (PKB o Akt), que a su
vez provoca la fosforilacion y con ello la inactivacion de la GSK3 (Yeaman et al.,
2001). La inactivacion de la GSK3, promueve la desfosforilacion de la GS por la

enzima fosfatasa PP1, sobre la cuél la insulina también tiene una accién activadora

15


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

(Srivastava y Pandey, 1998; Cohen, 2002), lo que lleva a un aumento en la sintesis
de glucégeno.

Aungque la captura de glucosa en células gliales no es dependiente de insulina,
recientemente se demostré que la activaciéon de la GS y almacenamiento de
glucdgeno incrementa en astrocitos (Dringen y Hamprecht, 1992; Hamai et al., 1999;
Heni et al., 2011) y en células de Miuller (Reinchenbach et al., 1993) incubadas en

presencia de insulina.

Insulina

Receptor
de insulina

'SR ESARERC AR ERER G ARt erARAEs R ARt aneReR) X -_;_ X, ) J
il LA |, Membrana
. \ leiti-cal |

.:_" L ‘I"I' A | ',1_'_!_"}'-'l"_‘¥_'|"1 B RERE TR ®
PIP,

Citosol

Figura 7. Via de activacion de la GS por la insulina.

La GS se encuentra fosforilada (inactiva) por la GSK3, la cascada de sefializacion de
la insulina promueve la inactivacion de la GSK3 y consecuente desfosforilacion 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 proteicos que le dan forma a la
célula, organizacion interna y movimiento (Alberts et al., 2010). Existen tres tipos de
estructuras: los filamentos intermedios, los microtubulos y los filamentos de actina.

El citoesqueleto se asocia con una variedad de proteinas que permiten la interaccion
entre si y con otros componentes celulares lo que resulta en diferentes formas de
organizacion de los filamentos y tubulos. La asociacion de estos filamentos y tubulos
con proteinas 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 plasmatica hasta el ndcleo, y provee a la célula de
resistencia contra el estrés mecanico evitando la deformacion y ruptura de la
membrana plasmatica.

Estan formados por subunidades monoméricas de proteinas fibrilares entrelazadas
entre si que forman una estructura tipo cuerda. Segun el tipo celular pueden estar
formados por distintas proteinas (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 Miiller; Sarthy y Ripps, 2001).

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

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

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

La tubulina forma estructuras tubulares que se pueden ensamblar y desensamblar
rapidamente, extendiéndose desde el centrosoma hacia la periferia de la célula. El
dinamismo con el que los microtibulos se arman y desarman les confiere una gran
funcionalidad en procesos celulares de sefalizacidén, transporte intracelular de
componentes celulares, migracién, forma y durante la division, ya que forma el huso
acromaético (Alberts et al., 2010; Bhattacharyya et al., 2008).

El ensamblaje de subunidades de tubulina requiere de trifosfato de guanosina (GTP),
sin embargo se hidroliza rapidamente a difosfato de guanosina (GDP) debilitando la
unién entre las tubulinas, por lo que en ausencia de GTP el microtubulo se acorta
(Alberts et al., 2010).

La colchicina, es una molécula con alta afinidad por la tubulina libre que altera la
incorporacion de las subunidades al microtabulo y por lo tanto detiene su crecimiento,
incluso en altas concentraciones provoca su despolimerizacién (Alberts et al., 2002;
Bhattacharyya et al., 2008).

1.3.3 Los filamentos de actina

La actina es la proteina mas abundante en las células eucariotas, cada subunidad de
actina (G-actina) es un polipéptido de 375 aminoacidos. Los monémeros de G-actina
se unen apuntando hacia la misma direccion para formar una cadena helicoidal
polarizada (F-actina). La polimerizacién de la actina requiere de ATP y su hidrolisis
favorece la despolimerizacion (Alberts et al., 2010).

Las citocalasinas y faloidinas son ejemplos de moléculas organicas que se unen a la
actina y han sido empleadas para el estudio de la polimerizacion y dinamica de los
microfilamentos. La citocalasina se une al extremo positivo lo que evita la
polimerizacién por ese lado, mientras que por el extremo negativo la hidrdlisis

constante del ATP provoca la despolimerizacién 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 mondémeros 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 localizacion de los filamentos de actina in vitro (Cooper, 1987).

Los filamentos de actina se asocian a una gran variedad de proteinas que forman una
red dinamina localizada justo debajo de la membrana plasmatica llamada cortex
celular (Alberts et al., 2010). La orientacién de los filamentos esta controlada por sitios
de nucleacion (sitios de anclaje e inicio de la polimerizacién) en la membrana

plasmatica por lo que éstos dos mantienen una estrecha relacion.

Diversas sefiales que llegan a la membrana plasmatica (p. e. la insulina; Tobe et al.,
2003) pueden provocar una reestructuracién de los microfilamentos y por lo tanto, la
reorganizacion del cortex favoreciendo distintas formas celulares, polarizacion,
formacion de lamelipodios, filopodios o la retraccién de la membrana para la divisién
celular. De esta manera el citoesqueleto de actina puede ser considerado como una
parte integral del sistema de transduccién de sefiales de la célula (Alberts et al.,
2010).
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2. ANTECEDENTES

Recientemente se observd en hepatocitos y células musculares que el control del
metabolismo del glucégeno no estd dado Unicamente por la regulacion alostérica y
grado de fosforilacion de las enzimas GS y GP, sino también por su distribucion
intracelular. La distribucién del glucogeno 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 Distribucién subcelular de la GS en hepatocitos

La formacion de glucégeno en higado ocurre en funcién de las concentraciones de
glucosa en sangre, adicionalmente, la presencia de insulina promueve la activacion
de la GS y por lo tanto aumenta la sintesis de glucégeno (Mathews et al., 2006).
Al-Habori y colaboradores, en 1991 incubaron células hepaticas en presencia de
insulina y observaron que la sintesis de glucégeno disminuyd significativamente al
agregar citocalasina (inhibidor de microfilamentos) o colchicina (inhibidor de
microtubulos) al medio. Esto demostré que el citoesqueleto participa en la sintesis de
glucégeno.

En 1997 Fernadndez-Novell y colaboradores observaron con técnicas de
inmunocitoquimica que la GS esta distribuida homogéneamente en el citoplasma de
los hepatocitos recién aislados y se moviliza hacia la periferia, a una region rica en
actina, cuando éstos son incubados en presencia de altas concentraciones de
glucosa (30 mM; fig. 6). Ademas observaron que el glucogeno se acumula desde la
periferia hacia el centro de la célula. En 2001, Garcia-Rocha y colaboradores
obtuvieron resultados semejantes en hepatocitos en cultivo, pero en este caso no
encontraron colocalizacion de la GS y la actina (Fig. 6). A pesar de esto la incubacion

con citocalasina si afecto la translocacion de la enzima a la periferia celular.
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2.2 Distribucién subcelular de la GS en musculo:

En las células musculares en cultivo, a diferencia de hepatocitos, la MGS se
concentra dentro del nucleo cuando los miocitos se incuban en ausencia de glucosa y
los niveles de glucégeno son bajos; cuando las concentraciones de glucosa son altas,
la MGS se distribuye en el citoplasma en forma de agregados unidos al glucégeno
(Ferrer et al., 1997).

Nielsen y colaboradores en 2001 observaron en musculo esquelético que cuando los
niveles de glucégeno disminuyen, la GS se asocia con una fraccién celular que
corresponde al citoesqueleto.

En 2005, Prats y colaboradores observaron con inmunohistoquimica que en el
musculo esquelético, posterior a una estimulacion eléctrica intensa, la MGS se asocia
al citoesqueleto de actina y forman compartimentos intracelulares dinamicos que
favorecen la re-sintesis de glucogeno. Mas tarde mostraron que la MGS tiene una
distribucion distinta en el muisculo segun el estado de activacion. La formacion de
dichos compartimientos esta relacionado con la desfosforilacion de la MGS en los
sitios 2 y 2a, es decir, cuando la enzima estd mas activa, lo que concluyeron, es una
forma reunir a la enzima y mejorar la eficiencia en la sintesis de glucégeno bajo

ciertas situaciones metabdlicas (Prats et al., 2009).
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Figura 6. Estudios realizados sobre la distribucion de la GS y su relacidn con la actina.
lzquierda: Hepatocitos aislados incubados en ausencia (A, E, G) o presencia (B, F, H)
de 30mM de glucosa por 30min. (A'y B) inmunocitoquimica contra GS (verde); (C, D)
distribucion subcelular de la GS; (E y F) actina detectada con faloidina (rojo); (G y H)
colocalizacion de actina 'y GS (en blanco). La incubacién con glucosa provoca la
translocaciéon de la GS en la periferia de las células, colocalizando con la actina.
Ferndndez-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). Garcia-Rocha et al. 2001

22


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

2.3 Metabolismo del glucégeno en las células de Muller

En 1961 se descubrio que el glucdgeno de la retina se sintetiza y almacena en
las células de Miuller (Kuwabara y Cogan, 1961). La glia expresa las enzimas
necesarias para la sintesis y degradacion del polisacarido (Pfeiffer et al., 1994,
2004), pero poco se sabe sobre la distribucién y mecanismos de regulacién de
la GS en las células de Muller.

Como ya se menciond, los depésitos de glucdégeno en las células de Miuller
dependen de las concentraciones de glucégeno en el medio (Poitry-Yamate y
Tsacopoulos, 1992). Aunque las células de Miuller 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 Miller de conejo en cultivo
y en retinas aisladas de gato la sintesis de glucogeno 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 Muller (Gosbell
et al., 2002; Reiter y Gardner, 2003) y estudios de nuestro laboratorio
demostraron que la via PI3K-Akt-GSK3-GS estd presente en la retina
(Sanchez-Chéavez y Salceda, no publicado), por lo que es probable que la

sintesis de glucdgeno se active a través de esta via.

2.4 El Glucogeno y la GS en el nucleo.

Aunque normalmente se refiere que el glucégeno es almacenado en el
citoplasma (Voet, 1995), también se ha reportado su presencia en el nucleo 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 localizacion nuclear se debe a anomalias en el metabolismo
del glucoégeno, ya que es mas frecuente en condiciones patoldégicas 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
gue la GS sintetiza glucégeno en el nacleo de células tumorales (Granzow et
al., 1981).
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En retinas de ratas sanas, Amemiya (1970) demuestra que existe sintesis de
glucégeno en el nucleo de las células de Miller, lo que no sucede en las demas
células del tejido. Estas parecen ser las Unicas células que en condiciones no
patoldgicas sintetizan glucégeno intranuclear, lo que podria estar relacionado
con el elevado metabolismo del glucogeno que tienen.

Con el objetivo de conocer los posibles mecanismos que regulan el
metabolismo del glucégeno en las células de Miiller e identificar si son
equivalentes a lo que ocurre en hepatocitos y musculo, estudiaremos con
técnicas de inmunocitoquimica la distribucion de la GS en la glia de Mdller en
cultivo en presencia de altas concentraciones de glucosa (30 mM) o de
concentraciones fisiologicas en presencia de insulina (10 ng/ml).

Bajo estas condiciones se estudiard la distribucion de los filamentos de actina 'y
su posible colocalizacion con las GS. Se evaluar4d también la posible
participacion de los microtubulos en la distribucion de la enzima, utilizando para
ello colchicina.

Se evaluaré el efecto de la insulina y las altas concentraciones de glucosa en el
metabolismo y/o viabilidad celular utilizando el ensayo de MTT.

24


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

3. HIPOTESIS

En las células de Miller, la GS cambia su distribucién subcelular en respuesta
a la insulina y a las altas concentraciones de glucosa en el medio. La
distribucién subcelular de la GS esta relacionada con el citoesqueleto.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Conocer la localizacion subcelular de la GS en las células de Miiller en cultivo y

su relacion con el citoesqueleto.

4.2 Objetivos particulares

En las células de Miiller en cultivo:

1. Localizar a la GS por medio de inmunocitoquimica.

2. Observar la organizacioén de lo filamentos de actina (F-actina) con faloidina.
3. Observar el curso temporal (1, 3 y 6 horas) de la distribucién 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 participacion de los microtibulos en la
distribucién 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. METODOS

5.1. Cultivo de células de Muller
El cultivo se elabor6 mediante una modificacién del método descrito por Hicks y
Courtois, 1990. Ratas Long Evans de siete dias de edad se decapitaron, se
extrajeron los o0jos 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 pug/ml, penicilina
100 U/ml, estreptomicina 10 mg/ml y L-glutamina 2 mM).
Al dia siguiente los ojos se lavaron ligeramente con alcohol al 70% y se
incubaron por 30 minutos en solucion salina de Hanks libre de calcio y
magnesio (HBSS-CMF) con tripsina al 0.1% a 37°C. Al terminar la incubacion
los ojos se colocaron en DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
10% (DMEM-S10) para inactivar a la tripsina.
Cuidadosamente se cortd cada ojo a nivel ecuatorial, se eliminé la parte
anterior y la copa Optica se agit6 suavemente en DMEM-S10 para desprender
la retina. Con una pipeta Pasteur se tomaron las retinas y se disgregaron
mecanicamente en 3ml de DMEM-S10 con 100l de desoxirribonucleasa |
(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 diluidas en 12 ml de
DMEM-S10 y se sembraron lo mas homogéneamente posible en cada uno de
los pozos (0.5 ml por pozo, ~ 500 000 células por pozo). Previo al sembrado,
se colocd un cubreobjetos de vidrio en cada pozo sobre el cual crecieron las
células. Tres dias después de la siembra, se incubd el cultivo por seis horas en
DMEM (sin suero) para provocar la muerte neuronal y obtener un cultivo de glia
mas puro.
Las células crecieron en DMEM-S10 por dos semanas o0 hasta alcanzar la
confluencia (80%) en una incubadora a 37° C en una atmosfera himeda de 5%
CO,/ 95% aire. Para eliminar las neuronas adheridas a las células gliales, cada
tercer o cuarto dia se realiz6 un cambio de medio pipeteandolo directamente

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

Se retiré 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 puM de colchicina.

d) Glucosa+Colchicina: DMEM-S10 adicionado con 30 mM de glucosa y
20 uM 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. Inmunocitoquimica
Las células se incubaron bajo las condiciones mencionadas durante 1, 3, 6 y 24
horas; al finalizar el tratamiento, se eliminé el medio de cultivo y las células
adheridas a los cubreobjetos, se lavaron dos veces con buffer fosfato salino
(PBS; KCI 1.3 mM, KH2PO4 0.5 mM, Na2HPO4 3.2 mM, NaCl 135 mM, pH
7.4) y se fijaron con paraformaldehido 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 solucién de bloqueo (suero normal de cabra al 5% y albumina de suero
bovino al 1% en PBS-S) en una camara himeda y posteriormente se incub6
con un anticuerpo primario, anti-GS (Cell Signaling, generado en conejo) a una
dilucion 1: 50 durante toda la noche.
Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS-S y se
incubd con el anticuerpo secundario, anti-conejo-TRITC (Isotiocianato de
Tetrametil Rodamina; 1:400) por dos horas en una camara humeda, a
temperatura ambiente y protegido de la luz. Se lavo con PBS-S, se agreg6 40
mg/ml de faloidina-FITC (Isotiocianato de Fluoresceina) y se incub6 por 40
minutos adicionales. Se lavd nuevamente cuatro veces con PBS-S, se monté
con Vectashield-DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; Vector Laboratories) para
detectar los nucleos y se sell6 con esmalte de ufias.
Para reconocer a la glia se usd el anticuerpo anti-vimentina (Millipore,
generado en raton, dilucibn 1: 250) y el secundario anti-raton-Cy3
(Indocarbocianina, Zymed, generado en cabra, dilucion 1: 200).
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5.4. Observaciones microscopicas
Las células se observaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon con un
objetivo de 20x y se fotografiaron con una cadmara Nikon DXM 1200.
Para la fluorescencia triple (GS-TRITC, faloidina-FITC, DAPI) se us6 un
microscopio confocal Olympus FV1000 (unidad de microscopia electronica,
IFC, UNAM), con un objetivo super apocromatico de inmersién en aceite 40X y
se tomaron planos en Z de aproximadamente 0.8 a 2 um por rebanada. De
cada condicion se observaron 4 6 5 campos, las fotos mostradas son
representativas de cada condicion.
El porcentaje de células con GS intranuclear se obtuvo a partir del total de
células contadas en los campos observados de cada condicion (de 20 a 50
células por campo, de 100 — 150 células totales). Los datos mostrados para
cada condicion son el promedio de los porcentajes obtenidos de cada campo.

5.5 Metabolismo y viabilidad celular

Al finalizar los tratamientos mencionados (1h - 7dias), se agregaron 50pul de la
solucion de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 5
mg/ml PBS) a cada pozo y se incub6 a 37°C por 15 minutos. Al terminar la
incubacion, se agregaron 300ul de dimetil sulféxido (DMSO) y se agité por 5
minutos para disolver los cristales formados. Se ley6 la absorvancia de 200 pl
de cada muestra en un espectrofotdmetro 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 formazén de color morado oscuro,
la intensidad de la reaccion representa la actividad mitocondrial y ésta se
considera como un indice de viabilidad celular (Mosmann, 1983). Los
resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad respecto al control
(100%) de dos o mas experimentos independientes realizados por duplicado.

5.6 Analisis estadistico
Los datos del MTT se analizaron con el programa GraphPad Prisma 5, se usé
la prueba de analisis de varianzas de una via (one-way ANOVA) y una prueba
posterior de Dunnett para obtener las diferencias estadisticamente
significativas de cada grupo con respecto al control.
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6. RESULTADOS

6.3. Caracterizacion del cultivo de glia de Miller.

El cultivo realizado se identifico con el anticuerpo contra vimentina (foto 1), un
marcador despecifico de filamentos intermedios muy empleado para reconocer
células gliales de Milller.

La organizacion de los filamentos de actina se observé utilizando faloidina-FITC
(foto 2), alcaloide que se une especificamente a la F-actina. Este
inmunomarcaje también nos permitié observar la morfologia celular.

La morfologia de una célula de Miller en cultivo varia notablemente a la
observada en el tejido intacto (fig. 1); inicialmente las células en cultivo
adquieren una forma fibroblastica y posteriormente (en confluencia) se aplanan

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

6.2. La glucosa provoca la translocacion de la GS del citoplasma al
nucleo

En condiciones normales (DMEM-S10) el inmunomarcaje de la GS se observa
como pequefios puntos distribuidos en todo el citoplasma, aunque se concentra
alrededor del nucleo (foto 3).
Cuando las células fueron incubadas en presencia de altas concentraciones de
glucosa (30 mM) durante una hora, la distribucion de la GS fue homogénea en
el citoplasma de todas las células (foto 4A). Adicional a la presencia de la sefal
en el citoplasma, a las 3 horas de tratamiento el 86% de las células observadas
presentaron inmunomarcaje de GS en el nucleo (foto 5A).
La GS en el nacleo forma de 1 a 3 grandes granulos con un fuerte
inmunomarcaje (foto 5A, 6) que miden de 2 a 5 micras de didmetro.
A las 6 horas de incubacion el 54% de las células tuvieron camulos de GS en el
ndcleo de aproximadamente 3 micras de diametro. Adicionalmente la sefial de
GS en el citoplasma se mantuvo pero se observé en algunas células (20%)
alrededor del nucleo (foto 7A).
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6.3. Lainsulina provoca la translocacion de GS del citoplasma al
nucleo

Para ver los efectos de la insulina en la distribucion 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 incubacion en ausencia de suero e insulina la GS se
distribuye homogéneamente en el citoplasma (foto 8A, 9A, 10A). Bajo esta
condicién sélo observamos que un 3% de las células presentaron pequefios
cumulos intranucleares de no mas de 2 micras de diametro.
En las células incubadas con insulina (foto 8C, 9C y 10C), la distribucion de la
GS en el citoplasma es parecida a la observada en condiciones controles (foto
3): se concentra alrededor del nucleo. A las 3 y 6 horas de incubacién con
insulina la sefial intranuclear se observa en un 45 y 63% de las células
respectivamente (foto 9C y 10C). Los cumulos aumentaron de tamafio con el
tiempo de incubacion; 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 mas
facilmente lo que sucede bajo las distintas condiciones (control vs. altas
concentraciones de glucosa y presencia de insulina). En condiciones controles
Unicamente encontramos 3 células que tenian sefial de GS en el nucleo.
Podemos ver que la mayor acumulacion de GS intranuclear, tanto en
frecuencia como en tamafio de los granulos, 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

presento granulos intranucleares de GS.

6.4. Los filamentos de actina no colocalizan con la GS
Los distintos tratamientos aplicados provocaron cambios en la organizacion de
los filamentos de actina y en la morfologia celular. Bajo condiciones de altas
concentraciones de glucosa las células se contraen a la primera hora de
incubacion (foto 4B), pero recuperan progresivamente, a las 3 y 6 horas, su
forma y tamafio (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 incubacion las células
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tienen proyecciones cortas que probablemente sean los sitios de nucleacién
gue se mantienen mientras que el resto del citoesqueleto de retrae. A las 6
horas en medio sin suero las células estan totalmente contraidas y
redondeadas (foto 10B), no presentan proyecciones.

El tratamiento con insulina mantuvo la polimerizacion y longitud de los
microfilamentos, durante todos los tiempos observados (1, 3 y 6 horas; foto 8D,
9D y 10D) las células presentan una morfologia aplanada y extendida parecida
las células en condiciones controles (foto 3).

A diferencia de lo que esperabamos, bajo ninguna condicién observamos
colocalizacion de la GS y la actina, por lo que no podemos afirmar que exista

una interaccioén directa entre estas dos.

6.5. Los microtubulos participan en la translocacién de la GS del
citoplasma al nucleo
Debido a que la presencia de GS intranuclear fue mas frecuente en las células
incubadas en altas concentraciones de glucosa a las 3 horas, decidimos
adicionar bajo estas condiciones 20 uyM de colchicina, un inhibidor de la
formacién de microtubulos.
Como se observa en la foto 11, el tratamiento con colchicina inhibi6 totalmente
la acumulacion de GS en el ndcleo de las células incubadas en altas
concentraciones de glucosa durante 3 horas, lo que sugiere que los
microtubulos participan en la translocacion de la GS del citoplasma al nacleo.

6.6. Laglucosay lainsulina modifican la actividad metabdlica
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 mostr6 a las 6 y 24 horas de incubacién en altas
concentraciones de glucosa, una disminucion estadisticamente significativa del
porcentaje de MTT reducido de un 20 y 28% respectivamente, sin embargo
éste se recuperé a tiempos mayores de incubacioén (3 a 7 dias; graf. 1).
El tratamiento con 20 pM de colchicina durante 3 horas no modifico
significativamente la actividad metabdlica de las células incubadas en
presencia o ausencia de 30 mM de glucosa (gréf. 2).
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Al incubar las células en medio sin suero, no se obtuvieron cambios
estadisticamente significativos en los valores de MTT reducido (graf. 3),
aunque si presentan una tendencia a disminuir.

La adicion de 10 ng/ml de insulina al medio sin suero provocO durante las
primeras 24 horas un descenso del metabolismo mitocondrial del 29%, pero a
pesar de esta significativa reduccion, a tiempos posteriores (3 a 7dias) los
niveles se recuperaron en su totalidad (graf. 4).

Para ver si los datos de MTT reducido se podrian deber a cambios en la
viabilidad celular, se observaron los nucleos tefidos con DAPI bajo cada una
de las condiciones anteriores. Estas observaciones no demostraron evidencia

de muerte celular.

Porcentaje de Tamano de
Tiempo | células con cumulos
Condicién (h) GS intranucleares
intranuclear (micras)
Control 2+1 2
Glucosa 1 0 -
(30mM) 3 86 + 12 *** 2-5
6 54 + 9 ** 3
Insulina 1 0 -
(10ng/ml) 3 45+18* 1-2
6 63 + 12 *** 3

Cuadro 1. Resumen de la distribucion 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 acumulacién de GS intranuclear fue igual al control, por lo que no se

incluye en el cuadro.
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6.7. Fotografias

Foto 1. Caracterizacion del cultivo practicamente puro de células de Miiller, utilizando
vimentina, un marcador especifico de los filamentos intermedios de este tipo de glia.
Derecha: cultivo en campo claro; izquierda: células marcadas con vimentina (rojo).

Se uso el anticuerpo anti-vimentina (Millipore 1: 250) y el secundario Cy3 (Zymed 1: 200).

Foto 2. Morfologia de las células
de Muller en condiciones controles
(DMEM-S10).

Las células de Miuller en cultivo
tienen una morfologia 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 camara DXM1200.

33


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

GS + faloidina

Foto 3. Localizacién subcelular de la GS en las células de Miller en cultivo bajo
condiciones controles (DMEM-S10).

A la izquierda se observa la GS-TRITC (rojo) y los nucleos 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 inmunocitoquimica se us6 el anticuerpo pimario anti-GS (Cell-Signaling, 1: 50) y
el secundario marcado con TRITC, para reconocer a la actina se usé faloidina-FITC (40
mg/ml). Los cubreobjetos se montaron en vectashield-DAPI para observar los nacleos
(ver métodos).

Las fotos se tomaron con un microscopio confocal Olympus FV1000 y un objetivo
superapocromatico de inmersion en aceite 40X, se muestra la suma de los planos
tomados en Z.
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GS + faloidina

Foto 4. Inmunocitoquimica 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 pequefias
proyecciones (B).

GS + faloidina

Foto 5. Inmunocitoquimica de células incubadas en medio con altas concentraciones de
glucosa por 3 horas.

Adicional a la distribucion de la GS homogénea en el citoplasma, la inmunofluorescencia
de GS se observa en el nucleo en forma de densos cumulos esféricos (A, flechas
blancas; ver acercamiento en foto 6). Las células recuperan su forma y tamafio (B).
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Foto 6. Acercamiento del nucleo de la célula en el
centro de la foto 4.

La fotografia muestra cortes 6pticos (en Z) los ejes X
y Y, de esta forma se puede determinar que el
inmunomarcaje a GS esté en el nucleo, en forma de
granulos densos.

Corte Optico Y1 — Y>

Corte Optico X; - X;

gluc GS + faloidina

6hrs

Foto 7. Inmunocitoquimica de células incubadas en medio con altas concentraciones de

glucosa por 6 horas.

El inmunomarcaje de la GS en el nlcleo es menos frecuente y de menor tamafio (A,
flechas blancas) que en las células incubas por 3 horas (foto 6). La sefial de GS en el
citoplasmica es menos intensa y se concentra alrededor del nucleo. Las células

recuperan su tamafio (B).
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Ins
1hr

GS GS + faloidina

20pm

L J:!Ti—:
20pm

Foto 8. Cultivo de glia de Miller 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 estan contraidas y presentan pequefas proyecciones (B). Al
agregar insulina al medio sin suero la GS se concentra alrededor del nucleo (C) y las
células mantienen su tamafio y forma (D) parecida al control (foto3).
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Ins GS GS + faloidina
3hrs

20pm 20um

20pm 20pm

Foto 9. Incubacion 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 formacién de pequefios granulos de GS en el
ndacleo de algunas células (C, fechas blancas), lo que no se observa en ausencia de
insulina (A). La mayoria de las células mantienen su forma tipica (D), mientras que en
ausencia de insulina las células estan contraidas (B).
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Ins GS GS + faloidina
6hrs

20pm

20prm

Foto 10. Incubacion 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 pequefias
acumulaciones de GS en el nucleo.

Con insulina, los granulos intranucleares son mas grandes (C, flechas blancas) y las GS
citoplasmica esta concentrada alrededor del ndcleo.

La polimerizacién de los filamentos de actina disminuye en ausencia de suero (B), las
células estan contraidas y redondeadas. El tratamiento con insulina favorece la
polimerizacién de los filamentos de actina y las células mantienen su forma aplanada y
alargada (D).
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Col
20uM

GS GS + Faloidina

Foto 11. Inhibicién de la acumulacion intranuclear de la GS por la adicion de 20 uM de
colchicina.
Las células se incubaron en DMEM-S10 con glucosa 30 mM en ausencia (A, B) o

presencia (C, D) de 20 yM de colchicina durante 3 horas.
La incubacion en presencia de glucosa provoca la acumulacion de GS en el nucleo (A,

flechas blancas; foto 5), lo que fue inhibido por el tratamiento con colchicina (C).
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6.8. Gréficas
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Grafica 1. Efecto de las altas concentraciones de glucosa (30 mM) en el metabolismo
mitocondrial de las células de Miuller 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).

Grafica 2. Efecto de la colchicina en la reduccion de MTT por las células de Miller en

cultivo. Se determindé a las 3 horas de incubacion en DMEM-S10 (control), en
presencia de altas concentraciones de glucosa (G 30mM) y en presencia 0 ausencia
de colchicina (COL 20 pM).
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Grafica 3. Efecto de la ausencia de suero en la actividad mitocondrial de la glia de
Muller en cultivo. Se incubaron las células en DMEM sin suero durante una semana
(control = DMEM-S10, 5.5 mM de glucosa).

Gréfica 4. Efecto de la insulina en la actividad mitocondrial de las células de Miller 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. DISCUSION

El glucégeno es la principal forma de almacenamiento de energia a partir de
glucosa en las células animales. Este polisacarido se sintetiza y almacena
principalmente en el higado y muasculo esquelético, aunque en menores
concentraciones también se encuentra en otros tejidos, como en el sistema
nervioso central. El glucogeno en la retina se almacena en las células de
Muller, principales células gliales del tejido. La GS, enzima limitante para la
sintesis de glucdgeno, se expresa en estas células (Kuwabara y Cogan, 1961)
pero los estudios reportados no proporcionan informacién sobre los

mecanismos de regulacién y su significado en condiciones patolégicas.

Con la finalidad de conocer los mecanismos que regulan los niveles de
glucégeno en la retina, en este trabajo, determinamos con inmunocitoquimica
la localizacion subcelular de la GS en la glia de Miller en cultivo. Se analizé la
distribucién 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 distribucion 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 morfologia.
In situ, la glia de Mller 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 Miiller adquieren una forma aplanada y extendida, y la
inmunocitoquimica de la GS se observa en forma punteada en el citoplasma y

se concentra alrededor del ndcleo.
Al agregar altas concentraciones de glucosa en el medio, esperabamos 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 Miller la GS se
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distribuy6 homogéneamente en todo el citoplasma y adicionalmente se agrego

en forma de grdnulos compactos en el nucleo.

La insulina es una hormona que favorece la sintesis de glucdgeno en las
células a través de la activacion de la GS por desfosforilacion (Lawrence y
Roach, 1997; Mathews et al., 2006; Heni et al.,, 2011). En hepatocitos y
musculo, la insulina favorece la localizacion de la GS en la periferia celular (Al-
Habori et al., 1991; Nielsen et al., 2001). En las células de Miuller incubadas
con insulina, la enzima se acumulé gradualmente en el nucleo y formé granulos
cada vez mas grandes de acuerdo al tiempo de incubacion. Esto sugiere que
las células de Muller responden a la hormona, lo que promueve la acumulacion

de la GS en el nucleo.

Bajo ambas condiciones (presencia de insulina y altas concentraciones de
glucosa) la localizacion de la GS en el nucleo fue dependiente del tiempo de
incubacion, lo que indica que éste es un proceso dinamico en respuesta a
estos estimulos. En otros tipos celulares se sabe que la insulina y la G6P
activan a la GS (Mathews et al., 2006; Cardenas y Goldbeter, 1996), por lo que
nuestros resultados sugieren que la GS intranuclear esté desfosforilada y por lo

tanto activa.

Las células de Miiller respondieron a los tratamientos aplicados modificando su
forma y organizacion de los filamentos de actina. En ausencia de suero las
células se contraen, disminuyen la polimerizacion de actina y no recuperan su
forma ni presentan GS intranuclear. La adicion de insulina al medio revierte
totalmente este efecto y mantiene a las células con caracteristicas morfologicas
similares a las controles, lo que sugiere que la insulina favorece la
polimerizacién de los filamentos de actina. Cuando se afiadi6 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 tamafo, lo que coincide con la

aparicion de GS en el nucleo que también sucedid en presencia de insulina.
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Los filamentos de actina, ademas de participar en la forma y movimiento de la
célula, participan en procesos de sefializacion. Un ejemplo muy conocido es su
participacion en el metabolismo de la glucosa, facilitando la translocacion del
GLUT4 en respuesta a la presencia de insulina extracelular (Tsakiridis et al.,
1999). La translocacion de la GS y su activacion se han visto relacionadas
directamente con los filamentos de actina en células hepaticas (Fernandez-
Novell et al., 1997) y musculares (Prats et al., 2009). Cabe sefalar que entre
los tipos celulares que se han estudiado, existen diferencias en cuando a la
regulacién y distribucion subcelular de esta enzima (Ferrer et al. 1997,
Fernandez-Novel et al., 1997), lo que indica que segun las caracteristicas
funcionales y requerimientos metabdlicos de cada tipo celular, las propiedades
de la GS también varian.

A diferencia de lo que esperabamos, en la glia de Miller no observamos
colocalizacion entre la GS y la actina como se ha visto en otras células, por lo
que no podemos concluir que exista una interaccion directa entre estas dos. De
manera similar, Garcia-Rocha y colaboradores tampoco encontraron una
colocalizacion entre los filamentos de actina y la GS en hepatocitos en cultivo
(fig. 6), pero el tratamiento con citocalasina disminuy6 la acumulacion de la
enzima en la periferia celular, por lo que sugirieron que los filamentos de actina
participan en la sintesis de glucégeno a través un mecanismo indirecto (Al-
Habori et al., 1991) o que la interaccion entre la enzima y los microfilamentos
es transitoria (Garcia-Rocha et al, 2001). Aunque en las células de Miiller la GS
se translocd del citoplasma al nucleo, 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 translocacion de la GS
hacia el interior del nlcleo, usamos colchicina, una toxina que impide la
polimerizacién de los microtibulos, 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 inhibié los

efectos de las altas concentraciones de glucosa en la localizacion intranuclear
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de la GS, lo que sugiere que los microtibulos participan en la translocacién de
la GS del citoplasma al ndcleo. Esto es algo novedoso ya que aunque se ha
visto que el funcionamiento de los microtlbulos se requiere para la sintesis de
glucégeno (Al-Habori et al., 1991) pero hasta ahora no se habia demostrado la
participacion de los microtibulos en la distribucion subcelular de la GS.

Por el contrario a lo reportado en otros tipos celulares, en las células de Miiller
la ausencia de suero no alteré significativamente la viabilidad celular
determinada por la tincién de nucleos con DAPI vy la reduccién del MTT.

El tratamiento con insulina disminuy6 la actividad mitocondrial (medida con
MTT) a tiempos cortos (de 6 a 24 horas). Sin embargo al observar los nucleos
tefiidos con DAPI, no encontramos un aumento de ndcleos condensados, lo
gue nos sugiere que la disminucion de MTT reducido que obtuvimos es efecto
de una disminucién de la actividad metabdlica 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 proliferacion
celular, mientras que concentraciones fisiolégicas como las que nosotros
aplicamos (10 ng/ml) dnicamente aumentan la incorporacion de glucosa
(Bonafonte y Garcia, 2006). En este sentido no esperamos que las
concentraciones que usamos de insulina elevaran significativamente la

viabilidad celular.

En relacién a las altas concentraciones de glucosa, otros autores han reportado
gue 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 Miller en nuestros cultivos parecen adaptarse a las
condiciones y mantenerse metabdlicamente activas durante periodos
relativamente largos (hasta 7 dias). Esta informacion 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 succinica mitocondrial a su forma insoluble, el formazan. Este
método mide directamente la actividad mitocondrial y puede ser interpretado
como una medida de viabilidad celular, sin embargo algunos factores pueden
afectar la reduccion 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 observacion de nucleos con DAPI, es muy probable que la
glucosa en concentraciones altas y la insulina disminuyan la actividad
mitocondrial. De hecho las células de Miller 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 via de la glucdlisis

se vea favorecida.

El aumento en la reduccién del MTT que observamos a los 3, 5y 7 dias en
ambas condiciones podria deberse a un efecto de proliferaciéon celular o a que
las células generan resistencia a estos estimulos y recuperan su actividad

metabolica basal.

Nuestros resultados demuestran que las células de Miller tienen mecanismos
de regulacion de la GS diferentes observados a los hepatocitos y células
musculares. El glucégeno en las células de Miller es empleado por la misma
glia, 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
glia de Miiller de animales sanos sintetiza glucégeno en el nucleo, lo que no
sucede en otros tipos de células bajo condiciones no patolégicas. Aunque no
se conocen las funciones del glucégeno en el ndcleo, éste proceso podria ser
una adaptacion al elevado metabolismo de glucosa que tienen estas células
(Amemiya et al., 1970).

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

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

se transloca del citoplasma al nicleo donde puede participar en otras funciones
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como es la regulacion de la expresion génica (Ferrer et al. 1997; Cid et al.,
2005; Ragano-Caracciolo et al., 1998). En el caso de las células de Miller, las
reservas de glucogeno son menores a las de otros tipos celulares por lo que es
probable que en presencia de sustancias que estimulan la sintesis de
glucoégeno (condiciones de altas concentraciones de glucosa e insulina), la
célula regule concentraciones de glucégeno mediante la translocacién de la
enzima del citoplasma al nucleo. Adicionalmente, la GS en el nucleo podria
regular su misma transcripcién o la de otras enzimas relacionadas con el

metabolismo energético.

De manera interesante, la presencia de GS en el nacleo en nuestras células de
Miiller coincide con los momentos de descenso de MTT reducido (actividad
mitocondrial), por lo que es probable que la translocacion de la enzima del
citoplasma al nucleo esté relacionada con los cambios metabdlicos que
observamos y podria ser una respuesta adaptativa a las condiciones que
fueron expuestas para mantener la actividad celular o incluso favorecer la

proliferacién celular.

Si bien la GS no parece interactuar directamente con los filamentos de actina,
su localizacién en el nucleo depende del funcionamiento de los microtibulos.
La translocacién de la GS al nucleo podria ser una estrategia metabdlica de la
célula en respuesta a una variedad de estimulos. 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 candnicas y
que modifican su distribucion subcelular en relacion con el estado metabdlico
de la célula (Forde y Dale, 2007; Sirover, 2011). Resulta evidente que se
requieren mas estudios para conocer el significado de la GS en el nlcleo y su
implicacion en estados patolégicos.
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8. CONCLUSIONES

1. La morfologia de las células de Muller en cultivo y la distribucién de los
filamentos de actina dependen de factores tréficos.

2. Lainsulina favorece la polimerizacion de los filamentos de actina.

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

ante las distintas condiciones a las que fueron sometidas.

4. Las células de Miiller responden a las altas concentraciones de glucosa
y a la insulina favoreciendo la translocacion de la GS al nucleo.

5. A diferencia de otras células, en la glia de Miller los microtibulos no

participan directamente en el movimiento subcelular de la GS.

6. El tratamiento con colchicina demostré que los microtibulos participan
en la translocacién de la GS del citoplasma al nucleo.

7. La distribucién de la GS parece depender del estado metabdlico de la

célula.

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

momento.
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