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.RESUMEN. 

La retina requiere de una gran cantidad de. oxigeno y 

nutrientes que obtiene del flujo sanguíneo. El Epitelio Pigmentario 

de la Retina (EPR), forma parte de la barrera hematorretiniania y 

regula el flujo de iones y metabolitos de la coroides hacia la 

retina. 

En la diabetes mellitus, el EPR presenta varias alteraciones, 

que comprenden el rompimiento de uniones estrechas y aumento en la 

superficie de la membrana basal (Kirber, 1980; Davis, 1990). Estos 

cambios en la estructura del EPR modifican su función, permitiendo 

el paso libre de moléculas que pueden ser tóxicas para la retina, 

lo que puede jugar un papel importante en la retinopatia diabética. 

Con el objetivo de identificar si la permeabilidad del EPR 

participa en la etiologia de la retinopatia diabética, estudiamos 

el transporte de aminoácidos, de glucosa y.de iones, en la retina 

y el EPR de animales tratados con estr~ptozbtocina. Asimismo, 

medimos los niveles de algunos parametro~ de?~egulación metabólica 

como es el estado redox del citosol.. de la .céiulá'. 

La retina de animales tra~ad~s ¿;¡~ ·~~t{~p~o~oticina mostraron 

alteraciones en la estructúra' de 'ü5~)~'éi{ii';;\{f'citor~~ceptoras de la 

retina y de la membrana apic1ü .del EPR. Ásócf~dos. a dichos cambios, 

se encontró una disminución en la ·'.acumú.lación de ácido aspártico 
. . . , .. _, -.:.--::\·;·;:,: ·t~- -.. . -~.<· .. -·.. - .. . -

tanto en la retina como en el.ERP. La ·acumulación de taurina y GABA 

aumento en ambos tejidos. El transpofi:e' .de git{ccisa en la retina de 

animales diabéticos disminuyó, y ··en "presenc,ia de· insulina se 

observó un incremento. 

La relación lactato/piruvato aumentó .en .la .retina de animales 

diabéticos, mientras que en el EPR c)is~inuyó·;, La~ a~teraciones en 

la relación NADH/NAD sugieren cambios o:nergéticos. ::Y un posible 

incremento de radicales libres que el1.conjÚntó pueden:'modificar la 

·permeabilidad y función general ·del EPR y,: la. retüia; los ·que 

conllevan a la retinoapatia diabética .. 



INTRODUCCION. 
' . 

La visión es considerada como uno de.los ,procesos sen'soúaies 

más importantes en los mamíferos. El primer paso en el .fenómeno· 

visual es la transducción de la luz en un impulso nervioso, que 

posteriormente se transmite por medio del nérvio óptico hacia los 

centros superiores de integración. La transducción de.la luz en un 

impulso eléctrico se lleva a cabo en la retina. 

La retina es el órgano fotosensible que se encuentra ubicado 

en el fondo del globo ocular, su superficie distal está en contacto 

con el epitelio pigmentario de la retina (EPR), el cual se 

encuentra junto a la coroides y su superficie proximal en contacto 
. ' ~ 

con el humor vítreo, del cual se ·separa por medio. ,de·.una membrana 

limitan te interna (Farber y Adler, 1986) •. ( fig ·•· l) ~ • · 

RETINA: ESTRUCTURA Y FUNCION. :'·"·'. 
.,~»·• 

Estructural y funcionalmente '~.~ .. ~~~éi~.:::.~t;,~i,~~f~~~~t~c~º~.> · . 
componentes; el epitelio pigmentario· de''!'ii'.'retfn<;1'.(EPRF,·y.;,1a;.•retinii 

neural propiamente dicha. . · ,{S;;~·(?~''f'. •:{~0f·V~~·f~{';~;bi{ · 

'"º oo::;:::~:: .. ::::,::.~~hitl~1~~~~Á~i~~;~~.~:::::. 
células horizontales,. bip~la~es; aJ11ácÚrias¡i interpl!)Xfformes y 

::::::::::::~e~ª:e.::;t;11:~s·~j~~tn:Jb?a~~t~~ti~J~;~~1,~~fo~Ú·n:~:., 
externos forman. la cap'~ foto~re8ept.cira. y sus:· sc;mas•.'.l:o'r;n'ari Íii c13p,a 

nuclear externa·•• En, Í~'·§~~a' pl~~i'i:o~ni~ e~térn,a{ i~~··t'~i:'.niii'~ies'. de 

los fotorrecept;,res ·f~rman 'contiié.tos ,:.si11:foticos c6ri ,•!'as .... é:éú11as 

horizontales.y IÚpol~~~s. Los .so~as de ésta·~; jJrit;, con los de las 
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Figura l. Oiagra1Da de la sección transversal del ojo de lo.s 
vertebrados (Farber y Adler, 1986). 
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células interplexiformes y amacrinas·, forman la capa nuclear 

interna. La capa plexiforme interna ~stá · .formáda po~ la.s, · sin!ipsis 

de las células bipolares, amacrinas · y gan.glionares> Las, :células· 

ganglionares se encuentran en el margen· 'interno de la .retina. y sus 

axones constituyen el nervio óptico (fig. 2) (Dowling,. 19.66).: 

El impulso nervioso que se genera .en l~~ fotorre.cep~o.res es 

transmitido en sentido vertical a través de lás céi~~~.~_.~fp·.:.1ar<!;.' 
y gangliona~es, hasta salir por el nervio'óptico haciá·,ic:J';.'':;,'~nt.:os 

de integración. El impulso es modüi:ád~ ~~'.;/~~htido 
~:·:~-· •. '..>;'-°.~~·l." ' 

por las interneuronas inhibitorias' h:6r:i:~ont;;.'J.0s. y 
·:: -·~ ... ,:: '.::.'.« ,~ , __ '" ~-··,~.::.:-{·. 

superiores 

horizontal 

amacrinas (Dowling, 1966). - .-.. ~-<~ ~ .. ':.:-· :~/ ... · __ · 

otro tipo celular en la retina. soni iá~ ~éi~i~1'.·~fr¡J:.;~ de 
,·_.'. \'\·.,: ,i.'..¡.;:,._~-~-:-;·::;:i:0 ;:i::;:;;~:.:\_:~- ·.: ':':~·-:.:. :.· .. '. --, , -

MUller, las cuales se extienden desde. la.c:iuperfic::~e::'(~,tr<:a:· ha.sta 0 la.·: 

::º::º:: ::º::::';::.::.~~&~~~i*i~;~M#~~~= 
procesos basales forman la membrana.· rimi ta~teqnterna ',\ que aish. a 

las neuronas del humor v1treo. ~as; ~~i~q~¿¡iv~we~~-~i;;1c:l~a~ en. 

el control extracelular .de ·.los" n.i;;~i~~, :d:~· j>o.t'.:'~ .. ~"!:ii•YP~n:' la 
.~ ;:_ :¡-~:.< ,:._:: ;~i;': • 

eliminación de los neurotransmiso~es d':~ e.spa,(;io s~n~pÜco C}{e:rtz, 

1976; Barbour et al., 1988) :. . ·•'\·:.·-. .. · ···<.·· '•::· .. ·· .. ¿:,·;:-: 
"'¡'; _·:.:;~-~-< ;¡::<-·;._: - , 

La presencia de uri . estimGio: ~ i~~i~6~o ~~~~u~~.?~A ia '.retina 

::::::::::::::::::r.f if i~~~~i4~~;t¡~~t~~~: 
capa interna y la onda 'c' qúé ';,;orrespci'~de a· la. acti.vldád de'l EPR 

(Brown, 1968). 
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EPITELIO 'IGMUTAllO 

FOTORRECEPTORES 

CAPA PLEllFOAMC 

El TERNA. 

CAPA NUCLEAR INTERNA 

CAPA PLUIFORME 

~ 

CELULAS GAHGl. IOHARU 

NERVIO OPTICO 

Figura 2. Diagrama de las capas de la retina y sus relaciones 
sinápticas. Los principales tipos celulares sib designados como:·R, 
bastones; e, conos; H, células horizontales; B, células bipolares; 
A, células amacrinas; G, células ganglionares·;·· r;·•··células 
interplexifonnes; M, células de Muller. · · 
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En la retina, la luz actúa .sobre la .rodopsina, prÓteina que se 

encuentra embebida en ias membranas .. de los segmentos externos de 

los fotorreceptores, lo que induce la isomerización de este 

pigmento. Este .cambio lleva. a la activación de la transducina o 

proteína G, la cual intercambia GTP por GDP en una de sus 

subunidades. La transducina activa a su vez a la fosfodiesterasa., 

enzima que hidroliza al guanosin monofosfato ciclico (GMPc). La 

disminución en los niveles de éste conduce a un aumento en la 

resistencia de la membrana y una disminución en la entrada de iones 

sodio, causando asi una hiperpolapolarización (Tomita, 1970; Baylor 

y Lamb, 1979; Korenbrot, 1972 y Sillman y col., 1969). 

En la obscuridad, los fotorreceptores presentan altas 

concentraciones de GMPc, el cual se une a los canales de ·sodio 

localizados en la membrana del segm.ento extei;no, permiti.endo asi la 

entrada de Na• lo que 'crea un flujo : cciritim.io d~ ,:·corriente 

conocida como cor~ienf~ ;·'dit.~;~~~):'j:~ ·c~'~:i.<aesp~l~~iza ·,al 

fotorreceptor ( Fesenko, ·' ·1905/;fÍ;:sta ··.despolari'zaé:iól'l·i :provóc~ · la, 
. . ·:.: ·:::-. ;i ~ .. :_.: ,; . .\:\~·( · .. :· ... ·:~') ,.~ .~;:_;: :~ ·."'. ;/;': -~·:l\/~-~~~-~~J: ::/:...:./~1·.':_'.:>,< :;·~:'.· . -~' 

liberación del neurotrañsmisói:;'efl'. la • terminal:;fdeL'fotOrreceptór 

(Nakatami y Yau, l9~:s):f'fig:{¡t.:ifrt<.: ...... ·"¿'.1"c,:·! :,.,~./:·· '' - . . 

En la retina,. i:;;;Íili:, en' ~~c:Íb :;~f'~i~~~.;~~;(-Ji::J~l_)ria'~ células 
·:¡· ;~, ,. 

responden en fÚnciÓn.'de· sus· cimpo~ fece~tlvo~. ; . Asf una ~obÍación 

:::::::1;;';~,:~:::vt~fü~:;t~::~~s~1~,;~:::. :: 
información;yisual~ constituye .. e,l: campo•.i:eceptiy6 ::ae;~dicha,.nei,irona 

(Gra~lt·'. ·~9;¡q;-~~~;1:~ 1~~3 ¡ -; ·~~~· ~¡iui~~·Br~'6Y~t.;~;;¿~:?i~~~q~~ i~~ 
fotorreceptores transmiten son de 2. tip;s;1·a~·'.che res!iol'lden a la 

luz hiperpolarizandose (bipolares Off) /·ia~'qtie ·~bil. el mismo 

6 



B ~ 
.. v = 

ª-1v ~- -raziam 

- ~ 

!· 

Figura 3. Mecanismo de la fototransducción: (AJ Corriente obscura, 
entrada de iones sodio. (B) Proceso de transducción, los canales 
sensibles a luz se cierran. (C) Cascada de la rodopsina. (D) 
Estados de amplificación y (E) Cascada de nucleotidos como 
protelnas integrales y perifericas de la membrana de los discos del 
fotorreceptor. 
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estimulo se despolarÚan (bipolares On) (Kaneko,. 1973). Se ha 

demostrado que las células bipolares On forman contactos sinápticos 

con las .células ganglionares despolarizantes On; mientras que las 

Off activan células ganglionares hiperpolarizantes Off, Existe un 

tercer tipo de células ganglionares que reciben senales de ambos 

tipos de células bipolares (On-Off) (Murakami, et al. 1975). 

Asumiendo que todas las células fotorreceptoras liberan un mismo 

transmisor, diferentes caracteristicas en los receptores sinápticos 

son necesarias para explicar las diferentes respuestas en las 

células bipolares. 

En la retina al igual que en el cerebro, la transmisión es 

preferentemente de tipo químico, mediada por neurotransmisores. Un 

neurotransmisor es considerado como una ·su~stancia que es 

sintetizada y liberada de l·as terminales.sinápticas. de .la· neurona 

presináptica. Esta substancia. difunde a través·· de la hendidura 

sináptica y entonces.se une,'.'. ~n'r".c~ptor esp~cif~·~o, .localizado en 

la membrana de .. la·· i::Ú~la postsinápt.ica: • · .La.· unión del 

~~~~~~::::~:~t¡í{f ii~:~t~~f~:~I;::~;:~~~~ 
. . . , " ' ' - ' ' -_,. : . : : ~ : .. : _ ... ·.~:,_-.. · . ,• . . . . ' 

pres inápuca. t~•~7~~W!·~~.~{'.>~'~:.,::·. ~):':~c'.J,:.; '.:{~'f-~H)JJ/:,·· ·\,:··}'' , ... ···.·•. 
Ninguna .substancia~• ha c:.sido•Xplenamemte::,iden.tificada··· como 

neurotransmis_i~.~.n Oi~';r~~in~;'.;;Ú·'.~~h~fg~;'::•~~{~t~ri·~~¡de~;bi·as que 

indican··qu~ :.io.sii~~i~?ác:i.da~~;9J.~tanfafa.o~/ ~i~~xt~t'()~0·~~ob,~b1eniente 
son. neurotra~~;¡;ifior;;~/~~'dita'dor'B; en~las· ciéi~i'~s :'iat~'í:iec~p~oras' 
bipolares y· g~n!)ú()~~~~~ ¡i.i.Üier ~t ai. l9e2;. Millery schwartz, 

. •:·a 



1983);.Por otro lado, diversas evidencias indican que el ácido r-

aminoabutirico (GABA): puede funcionar como neurotransmisor 

inhibitorio .. de las·· células horizontales y amacrinas (Murakami, 

1978; Yazulla, 1983); En las células amacrinas se han propuesto 

como neuro.transmisores una gran variedad de substancias tales como 

la glicina (Voaden, 1977), acetilcolina (Vogel, 1977), dopamina 

(Redburn·, 1979) y varios neuropeptidos, entre los cuales estan la 

substancia P, neurotensina y colecistoquinina (Li, et al. 1986; 

watt, et al. 1985; stone, 1987). En las células interplexiformes 

los ·neurotransmisores propuestos son la dopamina y la glicina 

(Dowling y Ehinger, 1978.; Marc, Lam .Y:.Stell, 1979). 

Las células de la retina son ·altamen:te· diferenciadas .Y .no 

tienen la capacidad de div.idiÍ:se:;,;::p~r.:_,10';, que , ... cualquier. dallo 

producido en ellas es irre~a~~bl~{i·:~~H~J.Xt~~.~;~~. ~>:~;;ª ~é~dida 
irrevers~ble de la visiÓn.:.·.· ··:::' ;t~;·:~y: ·;;;.~ . . '''" .. · < 

La retina re~1ªfi.,P~.d;'Jf~.~f~iRf,ff~~m"~~~.~~i d~·,"\ln, enorme 
suministro de oxigeno~ ' .•. glucosa·:· y'.<:otrpi; ·:, nutrien.tes; :>los•· i:Jales 

. ·~_. :· /:·~-::Y·\:,:·:.(;i/ <~)~;·~-: ·:· . .-: .. :::::>l:t~:.'.\:<~::v,~·:;~·~,-:···\·< ... ··':. :~\ ~ ··:. :>-·,:. :.- ·.. · 
adqufre de la .. v1a.,sangl!1nea' La.,r-et.ina':es'alime11t~da por dos 

sistemas de ~~sos':s~W~~iri;~s1 ,l~~ ;~~~,~~j ~dte~Ú~:i'son\~11nientad~s 

~::wª~:r:~.r:~.~:~~
6

:·:¡:~u}:t:n;~éH!8Iº:!:;i:!~:~::~n .. d;r· .~:R~
0

:::: 
sistema está <cci~st~ttild~: po.r; corfocapilares Ún~~~racl~s cuyo. 

diámetro es amplio; ,Í~;.'k·f pef~it~Ú~•,fiujo'.ÚcÚ de':ia' ~angre.·En 
la retin.a- éxi~t~ ;;.,;; .. s..~s.t~má de·.b~jrera .v~.sc1;11.ar•anál?go'.~1>s1stema 
de barrera heniatoc;~rebrá{i~r~aá~· p~~=·lás cél~.ias''endoteii~les.:de. 
los vas~~ ~e Ú '~ft~~Í~ ~~Únia~¡¡:y ~()~ Í~s 0 ~él¿l'a~ ~A~P~ (~11ha-
Vaz, 19.80) •. 
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1983 l.· Por ~tro •l.ado, ú.,;ers~:s:'evidenci~s indician que el. ácido ~­
aminoabutirico •. ' ( GABAÚ ·:;~~de '; f1uicl.~na·r como · neurotransmisor 

inhibitorio.· ae· ias.:céiuÍas::h6i:.iz~ntal.es::y·: ainacrinas (Mvrakami, ... , ......... ··- ' - • .. ; .. 

1978; Yazul.la;::Í903) ,:'; É~::::.11;; \;á[u.i:~s\~ní~Úinas se han. propuesto 
. , . ,· ·- •.·· •. "•·.:·' ':r'' ·'.!-- .. • 

como· neuro.transmis~res:Üna'.gran ;vaii~dad .de, substancias t.al.es como 

::::::;:,~?;2i~f~~~ff i~f t¡f~{4:1~:.?::;~ .::::::: 
watt, et al.. 1985; st6ne, :. ¡957 J. E:n .ias cél.ul.as .. interpl.exiformes . . - '. .. . . - .. ';~_:_,. ~- ~ ..... .,, , 

los neurotransmise>res ~i;,puestos. son . la : áop~mina y rá gliTina 

co~wling Y.~~~n~~~·: .. ~h~~: .. r~.rc: .t~bq.~'.:~~~t::~.'i.~~~F: •.•. '. .. ·:· 

tas céiuJ.as· de· ·la ietina · son alta~entEhdlferencfadas;:y: no· 

::::::id~ª·e:ª:::i:ªdesª::rªJ;~i1!:1~0e;~·~;PYªl~~i~!EJ~~Jt~~ªJ~;~::~: 
·--." .-. ' - >.- '· '.z:.:_.!:': ··:_- :' '. ~: ·' ;:~.;~ 

irreversj,ble ~~.~f.f~!.~{ón .. : ·<e:•~<; .. ;;. ,, ~. {.'\·:'.•?\': ; .. ,:. ,, : ·.: ,;, 

~a·:· .i:e~i~~•je~~·~eH{~.~:~.~'·'· ~~{Íf~~~io~~~t":~º.L :~i;··: uf ':'~~()rme. 
suministro .. de oxigeno,; ,,gl.ucos·a '.Y· otro~ nutrientes i •'los 'cuales 

adquire ae la>{~ :-~~~~~~~~¿;·~t~ c~~Ú~~ ,~s Ú,¡;~§;t:;,~á,,:~º;;~ dos. 

sistemas . de vasos:· sang;,ineosi . las c:iapas internas' son •aÚm'entadas: 

por la circulaci6~ \etiAi.~~.~ :Y l~· ~~~:,.'~;,~t;a{,:a~ ·i~ retina 

(Kuwabara, 1969); .. Las· vasos de' la corbides nhtí:en'· al: ,EPR». este 

sistema está• constit~i~o •por' •,co~~~~apüa'res · f~~~;f~~dos cuyo 

diámetro es amplio,· ].;;'~e':pei~ite hn fl;,jo:'iábiia':O:'i~~·~~~gre .. En 

la retina existe un. si;tema. d~;ba~~e~~ ~~.~c~l~;:'a;¡~i6~~·,~1.sistema. 
de barrera hem~t~~~r~b~~i' f~~~~i;;: ~;;';{{~~- '~é,~~ip ~h~,g~~iiai~s de 

los vasos de .la arteria retiniana y por las cél.iilás, del. EPR (c:U~h~- ' 
,' - . '-" •· e • .!•. ;· •. ' . .;., •. : .. ~~ '.-

Vaz, 198.0)· •. ',_.· 
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El funci.onamiento de .l.a retinad.eperide· funfü1mentalmente de. la 

actividad' de .. ·las células fotorreceptoras, la ·estruc.tura .Y función 

de éstas depende a su vez. de la continua sin tesis y degradación 

del segmento externo de los mismos. 

EPrTELrO PrCMENTARro DE LA RETrNA: ESTRUCTURA y FUNCrON. 

El epitelio pigmentario de la retina (EPR), está constituido 

por una monocapa de células neuroepiteliales interpuestas entre los 

capilares de la coroides y los fotorreceptores de la retina neural . 

. Las células del EPR presentan polaridad en su membrana plasmática, 

distinguie.ndose asi dos superficies: la membrana apical y la 

basolateral. Dicha polaridad se mantiene debido· a la presencia de 

uniones estrechas localizad·as en la superficie lateral formando un 

cinturón conocido como barra terminal (Shakib y CUnha-Vaz, 1966) 

(fig. 2) 

· Estas uniones estre'cha·s, coristituyen una .barrera qu.;, liml. ta el 

intercambio 

circulación 

de · subst~rici~{ ~ót~ii~:Í.alínente · tóxicas ~rit~~) · 1a 

coroidal}ii~ ref:iiii!''n~U~al (Steinberg.y Millar; Ú79 ¡. 

::::::c::te:ª,c,::s~:j1:::f~:1;f f :;t:~~t~::~::::Ó:~m.:n: yac::::~~:::: 
eléct~ii:o · entre 'i~~ i ¿éÜit'~sc:: (D~~sorÍ /'·1900) , ·. • .. 

El EPR •·· '~~¿f:~~Dj i~~ Í~inÍ.~~'.t,~~~i .. c~néicida • c6~~"~~~br~~a de 

~~;~~ª~e~n.~j:ª. :m:'..ªitn{_;:H{.e:~n;d·_·_~k',i}~nd{f···:··~l~.·~9~.·.·7~ .•.•. 9~.;:)?.t.:.'.L;;ª·.$~J~i:?~i~~~'.¡¡~~ 
Zinn y __ _ _ . m~~b~a~a ;.d~ · ~rué:h,<contiene 



·.'.. _.- -

espacios en la zona de colágeno y zonas .. elásticas, sirve·'de·'soporte 
' . ' . . . . . . . . 

y evita el desprendimiento de las célufas:del' EPR·.'(i::ald~eÚ.1; :.1987). 

se ha sugerido que el. depósito y : ac~~ulac.ió~: .de ·~:~·t~ri~les 
residuales en esta lámina basal puede originar· procesos 

patológicos, tales como lil generación de drusas (K.ornz.weig,, 1979; 

Zinn y Benjamin-Hendkind, 1979). 

La superficie apical de las células está orientada hacia ei 

espacio subrretiniano y está en intimo contacto con la retina 

neural a través de· microvellosidades largas, que "estan situadas 

entre los segmentos externos de los fotorreceptores (Zinn y 

Benj amin-Henkind, 1979) • Estas microvellosidades contienen retículo 

endoplásmico liso y gránulos de melanina ( Zinn y Benj amin-Hendkind, 

1979; Matsumoto, et al. 1967). 

Las células del EPR son ricas en organelos.. su citoplasma 

contiene un núcleo localizado en la porción• :basal de la 

célula, presenta numerosas mitocondrias y liso·somas,. gránulos 

de melanina, fagosomas, aparato de Golgi ·,y un retículo 

endoplásmico liso profuso. Además, se. ha. observado la .'pre~encia de 

cuerpos mieloides, que son una especialización. del retículo 

endoplásmico, que se asocian al núcleo y a·gótás de aceite, por lo 

que se ha sugerido que pueden participar en. el metabolismo de 

lipidos (Porter and Yamada, 1960) (fig. 4)~ . . . 
' .. ·• ' · .. : •. :-.·~.::-::· ;. •. -J,:1·-:'.:i.:::·; ·; 

metab:::smo ::~~::: vb ~e~~ ·c:::ce~~~.;t~::t.1~i~~fa11;:r~~~::rg:::::: 
para ll~v~r ~;cabó· s~~ funcion~s. son';Pr~vi;f~s.por la oxidación de 

la glu¿os~ e~ -~1· :¿ic¡~ de iteb~ .(Y'o~ng -'i0'.·B~K; '¡979; Masterson, 



M!~6 { 

"re 
CEC 

Ec 

p 

Figura 4. Diagrama de una célula del epitelio pigmentario de la 
retina. AG, aparato de golgi; CEC, capa externa de colágena; CIE, 
capa intermedia de colágena; CIE, capa intermedia elástica; CM, 
cuerpos mieloides; cu, complejos de unión¡ EC, endotelio de los 
coriocapilares; F, fagosoma; GL, gota de lipidos; L, lisosoma; M, 
mitocondria; MB, membrana basal; MEMB, membrana de Bruch; MP, 
microperoxisoma; MV, microvellosidades; N, núcleo; P, gránulos de 
pigmento; ROS, segmentos externos de los bastones (Nguyen-Legros; 
1978). 
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1978) .. 
'/i: 

. EÍ, EPR :lleva a. éabo una gr~n' vad.ecÍad.:;d!i funéLónes; . de.ntro de 

las cuaies está' laéi::aptaéión ;: a1J1lacen°aje '.~FmoJ:t1ÚaCión·'cíéi reÍ:in~l 

derivado de la vitamina ú La vitamina ;(pr~ve~ie~t~ de la dieta, 

es metabolizada · por· el :higado': f~rmarido·' reÚnoh Ei : reÚriol es 
.· . . . ' . 

transportado asociado a úria' proteiná especifica del suero (Clark, 

1986; Berman, 1979; Young:··y' BoK,' 1979). El retinol deja la 

corriente sanguinea de ·los capilares de la coroides, via las 

fenestraciones de las células endoteli'ales; atravesando por 

difusión la membrana de Bruch.' Una vez que el retinol llega al EPR, 

se une a una proteina, ·¡,,;'pe'ci.fica 'loi::aliZada en la membrana 

basolateral (Young y Bok, Ú79';·clark, 1986)>.En'el EPR, el: retinol 

es convertido a 

(Zimmerman, 19.75; 1976¡·: ·: .:· .. :- :.~: 

forma L;: é::~:~ª:º:e~stE;¡ej~ttl~ii~'j;i¡rdI;t~~iit:~.;:t i:::~nr:: :: 
palmitato, esterát6 y' ~l~afo ('a·;·1·~~¡'~~· 1~{;S~J3f:'.i9á2'¡ y el principal 

. ·_ :, < .. <¡~~---~~;;<.: .. ~:-<,.!::.:,:'._):~·.\.\~ .. ~~--~·-. _· · .. - . -· ... 
sitio de almacenamiento: está'· en" los mic.rosom'as· en. algunas especies 

y en gotas de aceite e~'o¿asi:·I.~'\:ari~iaa~;:;;asi com~ el sit,to de 

almacenamiento de en las 

diferentes especié's ~ ·ioé !Í.'i~~Y~s a·~~aititb~ ;d~p~riden ·del estado de 

adaptación ª la lu~·~'a''tª:,~¡;~~~fia:fa::Zª~ ;~¿s .. adaptadas ª la 

obscuridad almaceri~ri,, Í:'e~i;;ofá~.tefi'~ ~~qJen.~s\::áriÚdades · e oowling, 

1960; ZimmerÍnari;; Ú74'; Alv•iífj¡,'z':.et 8:i; ·19a~j; sin embargo en ratas 

adaptadas a .la luz·; vÍrtu'áimeiitá· t~~a: la. vitamina A·: es almacenada 

en forma éster ... 
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Por otrá part.e ·se conoce que eri .. algunas especies el EPR 

participa en ia· ad~ptac.i.ón .de. los: fotorreceptores a la luz y la 

obscurid<id. ·a .tra.,:és del movimiento de granulas de pigmento a lo 

·largo de :las microvellosidades ·apical~s, Dichos granulas conocidos 

co.m,o melanosomas.contienen grandes cantidades de melanina, la cual 

juega un papel impórt'!nte en atrapar el exceso de luz que llega a 

la retina, favoreciendo l.a formación de una imagen definida. En los 

vertebrados, la melanina se forma a partir de tirosina, por la 

acción cataliticá de la enzima tirosinasa. El primer paso en la 

bio:Sintesis de melanina involucra la oxidación de la tirosina a 

3~4·-dihidroxifenilalanina (DOPA), por medio de la 'tirosinasa, misma 

que cataliza la oxidación 'de DOPA a una serie compleja de 

intermediarios, resultando en la sintesis de dos tipos de melanina: 

las 'feomelaninas y las eumelaninas (fig. 5) (Dryja, et al., 1978; 

Basu, et al., 1983), 

Asimismo, el EPR participa en ~l proceso de renovación del 

segmento externo ·del fotorreceptor, Los discos apicales de los 

segmentos externos de los fotorreceptores son continuamente 

fagocitados por el EPR, y degradados en los lisosomas. Los residuos 

no digeridos forman cuerpos residuales y/o gránulos de lipofucsina. 

Paralelamente, en la región basal del segmento externo del 

fotorreceptor se adicionan discos membranosos recién sintetizados. 

Alteraciones en la .actividad fagocitica del EPR puede causar la 

degeneración de los fotorreceptores y la pérdida de la función 

visual (Besharse, ·et al., .1983), 

Además,. el EPR junto ·e.en los otros elementos de la. barrera 

hematorretiniana, mantiene el microambiente norm.al retiniano,: a 
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Figura s .. Ruta de sintesis de la melanina en el EPR. 
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través· del transporte de agua· (Millar,._ Ü82) Y.:ae· iones··-sodio, 

cloro, bicarbonato> potasio, cal~iÓ'y•magnésio; trárisp~tfa'ridolos en 
. - • ~ . "' . ·«- -·· .• . . - ~· •... 

dirección retina-coroides (Bito y .De Roüssean, i9SO/ Wlederhi:ilt y 
zadunaisky,1984)• 

En el EPR, se' ha reportado· el ti.-ansporl:e de metabolitos, 

tales como la glucosa, de la cual se encontró un flujo neto de la 

coroides hacia la ret'ina, a través de un mecanismo mediado por un 

acarreador (Pascuzzo, et al. 1980; Masterson y Chader, 1981; 

Crosson y Pautler, 1982). Además este sistema de transporte muestra 

preferencia estereoespecifica por o-glucosa. Existe también un 

sistema . de transporte mediado por acarreador, de ácidos 

monocarboxilicos de cadena . corta; el cual· incrementa la 

permeabilidad de la barrera a lact_ato;-_.- :'al:· piruv11to-' -Y.- 'el /J-
' .. ·,,··. ·,-,· ...... '. 

hidroxibutirato. Estos acarreadores parec:en. facilit11r ·la· perdida de 

lactato de la retina cuando su.produc~iori eiic~de los mecanismos 

:::::"::: p::· .:;:1~;Ait~~i4f~li~t:t~if :;:rf :~~::º . :: 
fosfatidilinositol ,:sé' :á~umuí1( por.: dostsistemas de' transporte, uno 

de alta y otro de baja'ifJ.rií-~~~j~~~t~~L,1987). Asimismo, existe 

un sistema de· cot~~~~~~it'.~''~lt'.á~~~'t'./~'~~~~b·l~{·~~n ~o~io, a través 
) .': . :.· .~-; .- !;'~!.,:-?:"::.- :~:-·.,-~f:::~ r::·~:-. r:-: :-_ :-; '~-~-~ -:· '.: •"> ~:.::.;; ~-.. ~ ", · .. <· .. 

de este .epitelio '(Khatamf, ;-1986 j'._·:;0; .. · ./. . . 
·r.jc,· (';.};,;::-~- •:·<~!~~'. ·::·\~:·, ~"¡:; ;:F:;,'::·~-· -~·;~~';,,·~-~·-'.> .:·;.:;' 

Particu_l,~~~e~tE!~:-·i~l~rE!s~~te_ ~-s , ":~ ·.-ti-a4si>of:te, . de . algunos 

::~::~.:::s:~t::0:l~yj~r~tff ;~,~tttiti~t:~:r~~;~::;;::~~;i::~i:: h: 
triptófa;,cj ,s_~n_ transp~rtados' por sistE!~ª.S ~sp;,,J·lf~cos, (CIJnha-Vaz_, 

1980). 
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De la misma manera, se ha observado el transporte a través de 

este tejido, de los aminoácidos lisina, leucina, serina y tirosina, 

hacia la coroides (Sellnar y Mosland, 1983). Estudios 

autorradiográficos demostraron que la taurina llega a la retina a 

través del EPR (Lake, N. 1977). Evidencias adicionales, demostraron 

la existencia de un mecanismo activo de captación de taurina en 

células del EPR en cultivo (Edwards, 1977), en el EPR de la rata 

(Salceda y Saldana, 1993), y en el EPR de la r.ana con un flujo neto 

de la retina hacia la coroides (Millar y Steinberg, 1976). 

Los aminoácidos glutamato y aspartato, por otra parte, son 

transportados a través de la membrana del EPR en dirección retina­

coroides, flujos que son modificados por las concentraciones 

externas de los iones Na+, K• y ca'• (Pautler y Tengerdy, 1986). 

En la superficie apical de las células del EPR se localiza la 

ATPasa Na•-K•, cuya actividad es consistente con los flujos de sodio 

en dirección hacia la retina, y es reponsable de un transporte 

activo del ión potasio a través del EPR (Ostwald y Steinberg, 

1980). 

De esta manera, la participación del EPR en el funcionamiento 

de la retina es evidente, de tal manera que cualquiera de las 

actividades del EPR que se altere, puede llevar a alteraciones 

en las células fotorreceptoras y ceguera en el área afectada. El 

EPR parece estar involucrado en una variedad de enfermedades de la 

retina y coroides, tales como la degeneración macular, 

desprendimiento de la retina, desordenes inflamatorios, 

hereditarios y del desarrollo, diabetes, asi como aquellos 
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producidos por agentes tóxicos, nutri.cionale"!·· 8' ambientales· (Cunha­

vaz, 1980). 

RETINOPATIA DIABETICA. 

La diabetes mellitus es una · .. enfermedad determinada 

genéticamente, con alteraciones en el.metabolismo de carbohidratos, 

proteínas y lipidos, asociada a una deficiencia absoluta o relativa 

de la secreción de insulina y con varios grados de resistencia a la 

misma. Se caracteriza por una pérdida de peso, fatiga, poliuria y 

cetosis, lo que conlleva a problemas vasculares y neuropatías. La 

dependencia de insulina implica que la administración de insulina 

es esencial para prevenir la cetosis espontánea, el coma diabético 

y la muerte; sin embargo, los tratamientos comunes no previepen el 

desarrollo de las complicaciones crónicas que afectan a los .... ,._ ... -

riliones, a .las arterias y al sistema nervioso en general: (Mc'call, 

1992). 

La diabetes puad.e :ca1Jsar: .'una: serie.· ·de .alteraciónes en el 

sistema nervioso. central:;:. qüe•<1.ncluy~ niodific;a~iones en el flujo 
., .. __ ,·_.-..o.-.-·¡·-.-.'··;·-- .. --.... ·-. - ...... 

sanguíneo . y 'el .;,e,t~,~.~J,i~~¡;· ~qu.~'?i>u~dez1::. ~r'oducir .·: encefalopatia 

ci:ónicá, defic!e~c:f.~~( •. b_~~r~lÓ~i'c~~;~>;a~~·~~s.· y problemas ·en la 

conciencia. (Plum;.''. F>/:i9~0 i .,;:;i?6H'.:'?t'~ó.:.::i~db~ :s'e ' conoce que la 

hipoglucemia . produciiciá'. p8r .iCis :_ t~~t-ámientos :ia'rgºos ·.c6n ins.ulina, 
· - .. : · >::·:··,-~~~-·;_·_-~',;'._ .. )::>:<,,~:_:'.- -;~~·:.-.. -;_/::.;'-:::.c:?i'.:-~~<::-:··;·.\.-; :;t.::_·.: .. :,f_·_:-~:: 

pueden prOV()C~F·: •. necrosis.,:· ,laminar,,,;, en.+ .. la.;:•, corteza'.· .. ,cerebral, 

::::::::.J;.~;~~~~~~~jI~~tif i;~m)~~¿f "::::~:: 
:::b::::s::::tr:nll°;r;;~Z2ef ~tl~~~Ít:~_~!t~~~!1i~;~1!ª~s¿::~c~:: 



disfunción motora, sensorial y autónoma (Green, 1991). 

La diabetes es una de las principales causas de ceguera en 

pacientes menores de 60 años (Patz, A., 1978), ya que provoca la 

formación de cataratas en el cristalino, hemorragias en el cuerpo 

vitreo y alteraciones en la estructura y fisiologia de la retina 

(Nishimura y Kuriyama, 1985; Engerman, 1989). Asi, la retinopatia 

diabética, es una de las consecuencias más severas de esta 

enfermedad ya que puede llevar a la pérdida irreversible de la 

función visual, asociada fundamentalmente a.cambios patológicos en 

la microvasculatura retiniana (Davis, 1988). 

A la retinopatia diabética se le divide frecuentemente en un 

estado proliferativo y un estado previo, durante el cual ocurren 

lesiones en la vasculatura de la retina, Dichas lesiones son 

identificadas en el inicio de la retinopatia e incluyen la 

formación de aneurismas capilares, pérdida de pericitos, 

proliferación de células endoteliales, disminución del flujo 
. - . . 

sariguineo y oclusión de los capilares y. _de ~pequel'las arteriolas. En 

la retinopatia diabética no pr~Üf~ratit·á 'se. presenta edema, 

formación de exudados duros y hem~riagias, asociadas a un 

engrosamiento de la membrana basal de :io~ :~ases (Larsen, 1960; 

Tolentino, 1966). 

En la retinopatia diabética proliferaÜ~~-la isq\iemia 
·.-.·~':.• >..:_,¡··,.'.' i:. '·\ 

~:: ::u:::g::::r:::t::.·~~aaso; ~:iº:¡~s~;~;:~i-~~t1:>1~ª-:t~i~;;:::i:: 
la. retina y_ e.ll la ca~~~á' d,el lle,rvio ó~t"~-~~; son• i#<1 .¡j~. las ~ausas 
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patrón del elect·rorretinograma (Yonemura, 1962), Se ha sugerido que 
. ' 

la .. ainpli tud del patrón .. del .. elebtrorretinograma se deteriora en 

relación directa con·la·duración.de la .diabetes (Arden, 1986). En 

humanos, se en~ontró una' dü;mimición de la amplitud de la onda b 
. . . 

(Yonemura, 1977; Nis.himura y Kuriyama , 1985). Por otra parte, en 

ratas albinas diabéticas se encontró una.caida promedio del 40% en 

la amplitud de la onda a y del 37% para la onda b, lo cual refleja 

problemas en la función retiniana (Ta.mai y TanaKa, 1973). Además se 

han observado cambios en la amplitud de la· onda c del 

electror~etinograma, la· cual ·refleja la hiperpolarización pasiva de 

la membrana apical del EPR, en repuesta a la luz (Pautler y Ennis, 

1980). 

La diabetes mellitus es una enfermada~ metabólica; por.lo que 

es razonable asumir que los cambios metabólicos ocurren en .la 

retina antes de que ap~rezcan . las alteraciones estructurales 

caracteristicas de la retinopatia diabética. Por ejemplo, se· ha 

observado la glico~il~ciÓn: de si~~emas enzimáti~os pr(l;º".ª~ª por 

las altas concentraciones. ·.;xtracelulares de. glucosa. ·En·,células en . ' -. :.'·: ~- .... ·. ·. ·: :::\ . ~::' ' .. ·: .. . <: l . ; :··~- -. ·~. ¡.:.'. \~.:~::,':'.~(;-' ·. .- . 
cultivo, se ha observa~o que las alta~ ".oncenti:aciones,de· glucosa 

en el medio provoc~~ ~~ a~~e~t~ ~n ·~~: ~~~ns~~·~te: /m:aiiidaciones 

en la sintesis y la activld~ii 'ci~ :sus ,t:raÜ~~,;r~a~~r~~:· ~si, la 
.,-· ,_:e~:(:)," O;:,~:·:.·· .. :_~ : ·:-~·::e• .'.::,:;::";,;-:?' ' 

presencia de concentracfoilés .de .glucosa menores de SmM; .provocan la 
· ··. ~ !'';: .. ;::·~·':'·:. i: ,,-::·;~-" ?~_::~·-~-~::i.:. «?: ·'/ r;<··>/~· :·; :,_:-r·<-~~~\~~.'f.: .. •.-·;-:(_:".!. ;<· · ·-. -< 

sobreexpresión de su sist°ema de··.trarisporte·:.'en los. fibroblastos de 

hamster (Kalc~'ar, · ,i9;;'j''·~: ~~; e~·'~ci~cúlo ~s~~~1~é{~~ d.; rata 

( sasson, 19~6: :· ~~1~.e:r·:,~)~.~~~·~:~·:.~~ff,f tf~;r;~i;9'9}¡];:·:~1~~fü·~~· ~e a 

concentraciones ···J.llayoi:es •de•.s. mM :d.;;-;·glu~6s~·.:~~;:~6~~erva .. una 

disminución· del'. tdms·;a~te·;¿~ \ilu~Ó~¡' (MatjÉir:";'i99Ó ):·· 
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.. . 

patrón delele~t;orreUnograma (~onemura, i962). Se ha sugerido que 

la. amplitud cÍei.'.pafrÓn del ~Í-eC:t~~i~eÚnog~ain~ se deteriora en 

.relación direé:tá c~~·la:~·ÚraciÓ~ d~ la diabet~s (Arden, 1966). En 

.humanos, se encontró. una ·iusminúción: cie· la amplitud de la onda b 

(Yo~emura; 1977; Nishim~~a Y·.K~·r'iyama , 1965). Por otra parte, en 

ratas albinas di.abétl.cas ·se· encontró una caida promedio del 40% en 

la amplitud de la onda a y del·J7'1s para la onda b, lo cual refleja 

problemas en la ·función retiniana .. (Tarriai y TanaKa, 1973). Además se 

han observado cambios en la _ .amplitud de la- onda c del 
.,· .,.., 

electrori:etinograma, la·. cual ·refi~j ª}'.' h~perpolarización pasiva de 

la membrana apical dei EPR, en rep~e~t~~~ 1" luz (Pautler y Ennis, 
·.·~:i, -~ \:?:· ·-~ . . :: '·'. ~'. ·: . 

1960). 
..;: ~ -~"- • -.· v, •• ·, 

La diabetes mellitus es u~·a:~~:i~;;;;~~~~;~etabólica; por lo que 
. :··. · .. -· .. ·-.'.>~-,,~-~~.:~-.,,~_, ·> .: •. ,,::o_::.~:: . .-1· .: :::~- .- ·;' ·· : 

es razonable asumir qu~ l~s : C:a~b:Íos -n;etaból:l.C:o~ ocurren en la 
• ·-'· .~._ : ; -: : : • • :.: .; ,',.,, ":- .• ., •. ,.._,,., .~.'''.• - r ' • ;'.· -~ • • • 

retina antes de que >aparezcan;; úis .' ;alter_<!é:iones: : estructurales 
r.i-:;.'";:';r;J:._:,·-. r;_·~.'<-/,~-~;: .. -~_·,:-:, 

caracteristicas de ia, reti.n'op'~ú~ diabéti~a. ·P.,;r ~jemplo, se ha 

:::·:::::.:.:~ºif ,tZ:~t.;;~¡.i~!~jrjz~~W;:.:º:::::.'°~ 
cultivo' se ha observado'· que ·las 'altas.' co'.ríé:entraciones de glucosa 

. - . : ... - . ·. '' . ·; . _:.:·e·:. ·. . ·. . . .',: ;!.: - -:·..:.'. ·~:· ! ¿ ¡:>:. . • ·~·'. . . . • : : •.• 

en el medio provocan un· aumento e·n su' transporte, y modificaciones 
- , . .,·.·--·-· .: . . - ,- •... _ :'. -···.·'.,.:-,;·;e::::;·.' . .·. 

en la sintesis Y- la acÜvidad .. de sus transportadores. Asi, la 
' . . . ·- .. ,_' ·'. --·· - ,,·: .;· .. 

presenciad~ conc~-ntr'aciones de glucos~ ~eno'~es de SmM, p~ovocan la 
- . . . '•" "· ·.. ,.·:· ·: - ... !. -:~.i.~«,;::.:·>-~-~:.,·- '•:' 

sobreexpresión de su sÍ.stema de transpór'te ·,~n' los. Úbroblastos de 
- ,· -· . . ' . ~. . ' ' . . . 

hamster (Kalckar, · 1973) y en el _ músculoLesquelét!Co de rata 
----·~. -:- :·:. ~.:.,,<_~_.:;:::;,(,.; .. '':·~~:~ ~:·;~ :::··>; :. ~ ----:-;''·'.~-;: '. 

(Sasson,-. 1966i w.alker/- 'i969; · Koivisto,. )991'); :mientras que a 

concentrad.ones mayores de 5 rriM ¿~; ';di~i8~~ii~e 'c;t;;'e;~~a una 

disminución ciel tr~nsporte de '9iucbsá (M~¡;~¿. l.~9o¡·,; · 
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En· ·la di.abetes, además de las fluctuaciones· en. la 

-concentración de glucosa en sangre, la retina es_tá exp11esta a una 

·:disminución en ·1a disponibilidad de oxigeno (Sutherland, 1990) . 

. Asociado al aumento en el transporte de glucosa, se ha 

encontrado un aumento en la actividad y expresión de la aldosa 

reductasa (Kador, 1960), que sintetiza sorbitol a partir de glucosa 

_(Kador, 1966). La acumuláción de polialcoholes de glucosa provoca 

hipertonicidad, que lleva a un aumento en la acumulación de agua en 

las células, causando hinchamiento· y un eventual dano en la 

membr~na pla_smáti"'.ª·'.:· 1(): que pi:ovo~a ia · pér_dida de". la barrera 

.hematorretiniana (Kacior ·y Kinoshita,_ 1965 ¡ .... 
. .. . - . . , ..... , .::.·:. _. J:. :·-: ..... :. ::'_;_ ~-._.'i .-·; . ': .. _ ·r ;~.,.-.~:.·:··- ·. : -.:-,"_;- ·.-::· _::·'-:> \;:;:-~. . , : ¡. -

Adicionalmente·; se ha reportado uná,disminÜción én .. los. niveles 
. . ; . :. ._'. ,; _· :·.' _. -, ·- - .. -:: . : -. . .. ·- _., :' ·.: - , ·- ;•'. :,::;· . ... · ; '~/--':: ".::·- :.: ·'·.·. : . . • ,. ;, 

de . ·. mio.:.inosi tal;· ' pt.isü~ibl~ement .. ' deiiiao:[:''a i..;i}.:,: : i~liibición 
. . . :. -,,,' ,, . " ; :'~·-~,.,--~ .. -:--
C?JTIJ,Jeti Í:i v~ •._.de<~~ ._sistema de · transpoi:te:':por:· ios:' ~ltos: niveles 

· ~:€ff ~/:~f f~;,;~;~;:~~~{~~J~~tl~~E::~~ 
inositol en las células provoca 'i:i1i:eiraCione"sC:en:ei.-:-meit'abolismo de 

' • ;. ·- -·: ':.-;·'·' - .... : :o• .'·,<::'" ·:;_.:..;·,·,~- ,;:!."i;- ~-1·.:. 

los lipidos, asi. como 'flujos_ alterados el~ sodio }¡''p~tas'io. En el 

nervio periférico .. ~t~s. a,norm~~-~~a~~(:b,{~~~f~;i~[~~~,;gs~ociadas 
a un flujo . axoplásmico . r,educi~o :'y ª' un,'desacop~~ en -~::'~ có_nducción 

del impulso ( Gree~ ,-•:Y ·i~~.t-i~er>.'ú~~9'j·: :···_· t,\j.':,>:··. 
<:.·-.- > ··~''-/,.·.- ",v,: """·:-:.:;:'~-~>:<.._,~ \., :~·:(¡,·,, --::~:::·~'.:;;_,.:;·: •'<'e·> 

Por otro lado, v,a_r~Bs, es.t~dios::li~ri'~ r'ei)ortéÚlO uri aumento en la 
'" ' :·,'_;'(' ' ~~ ·~ ·~ ' 

concentraCión'· -d~.: los. radicale'si'.libres, . en -1.'a' retina. de. ratas 

diabéticas (Murata; 1961 ¡ ccihen,_ 1964; Ni_~hi~ura y_.Kuriya~a; 1965) . 
.. ,' 
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Además, como la retina es un tejido rico en ácidos grasos 

poliinsaturados, es altamente sensible a la reactividad de los 

radicales libres, lo que puede provocar lisis mebranal (Anderson y 

Sperling, 1971; Doly, 1984). 

Otras evidencias han sugerido que los factores de crecimiento, 

incluyendo a la propia insulina, pueden contribuir al engrosamiento 

de la pared de los vasos y al desarrollo de la retinopatia 

diabética proliferativa en estado terminal. 

La diabetes parece producir en la retina y en el EPR cambios 

metabólicos que seguramente contribuyen al desarrollo de la 

retinopatla diabética, sin embargo, los mecanismos se desconocen. 
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OBJETIVO. 

En la retina, existe un sistema de barrera similar a la 

barrera hematocerebral, sistema que durante la diabetes mellitus 

puede sufrir alteraciones que contribuyen a una variedad de 

problemas visuales. se ha reportado un aumento en la permeabilidad 

de los vasos retinianos en animales diabéticos; pero se conoce 

relativamente poco acerca de los sitios espec1ficos y los 

mecanismos celulares de tales alteraciones a nivel del EPR, por lo 

que estudiamos la posibilidad de que cambios en la permeabilidad 

del EPR en animales diabéticos pueda llevar a alteraciones en la 

retina neural. 

En este trabajo estudiamos la permeabilidad del EPR de la rata 

y sus posibles modificaciones inducidas por la diabetes. Asimismo, 

investigamos la posibilidad de que estos cambios lleven ·a 

alteraciones en el funcionamiento en la retina. Por lo que 

estudiamos en animales normales y diabéticos el transporte de 

glucosa y de amino.'.icidos, de los que se tiene evidencia de que 

funcionan como neurotransmisores en la retina, as1 como la 

actividad de la ATPasa Na+-K+, enzima que puede afectar la 

actividad de dichos transportadores. 

Asimismo, en un intento de prof~ndizar en los posibles 

mecanismos de tales alteraciones, ,decidimos .m.edir los niveles de 
. i . ; 1 . .:.·, -:-~·: • '!·~ 

algunos parametros de regulación mlOt~bolic,ai: como. lo. es el estado 

redox del citosol~ 
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METODOS. 

Los· experimentos se llevaron a cabo con ratas Long-Evans de 

150-20.0g de peso. Estas fueron divididas en 

diabéticas y diabéticas tratadas con insulina. 

grupos: control, 

La diabetes se indujo por medio de una inyección 

intraperitoneal de estreptozotocina en amortiguador de citratos pH 

4.8 (65mg/kg de peso) (Mackerer, l97l). Al grupo de animales 

tratados con insulina, se les administraron diariamente 5 

unidades/kg de peso durante 20 dias, a partir del segundo dia 

después de la inyección de· estreptozotocina. Los animales se 

alimentaron ad libitum y después de diferentes periodos de tiempo, 

se sacrificaron. 

Los niveles de: gl1Jcpsé1 en el Pl.asma se· determinaron por la 

técnica de orto-toluidlna. C!iÚÜman;: 1959), .utilizando un equipo de 

reactivos· comerciales. ·.sé:··. consideraron a los animales como 
' . _, ~·· . •:' 

diabéti.cos cuandó ~~ese#tar~·n arriba de 300 mg de glucosa/dl de 

suero. 

· Los animales sé: sacrificaron después de 7, 14, 20, 30 y 45 
. .: '• ,. 

dias de inducida la ... 'diábetes. Los :,.ojos .se :.e!lucl.earon .. y se 

seccionaron ecuatorialll!ent"'.; la.: parte .a11i;~d.or(,de: ,ellos fue 
.-;:: '..r ,. 

eliminada. La retina ··y 

Bicarbonato (RKB) con una 

:H~:º;~ :~ 5 

1 ~:, c:::::n~~:7 cdo: Mu9n5::~z:l:.·:f ~1~r~~J~2if !!~Q::;:~ '.. 
·:·.;,''.» 

. .:,• .. ACUMULACION DE FLUORESCENCJ'A 
·._.: ::::.::·:>''·--<.-, 

Los animales fueron anestesiados con. pentoba~bital, ·Y· 
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posteri~~ente s,e\~~ ~.imi~Í.~trÓ;J;liir ~í~ intra".enosa 100 µl de una 

solución .di:'; ·fh~oresceína· ·de .sodio aÍ ÍO%. D~sp~~s· dé 2 min, los 

oj.os se enuclearon y se seccionarqn écuatori~1rnente, las copas 
. . -- ' 

ópÚcas se Üjaron por· .. 4 .. horas' en p.árafollllaldehído al 4%. 

Postedormente, se lavaron en una sÓluciÓn salina de NaCl. (0. 9%) 

preparada en un amortiguador de fosfato de sodio O .1 M pH 7. 4 y se 

incubaron durante 24 horas en sacarosa ai 30% .· Cortes de. '1_0 µm se 

obtuvieron en un criostato y se observaron ·bá°j~_'~_-e1- .. ·rii-~~~6,~C-~pio de 

fluorescencia (Nikon •• alphaphot) 

longitud de onda de 500 nm. 

MICROSCOPIA ELECTRONICA: 

.-:· ·.·.<·' . 
. ·~·- ~; .;·:. ::~,·::·~·;~:: .. :-.. ·_<d~~l:::,-~ .;·· 

muestras se e;nbe,bi'ei:on ·.en •E:pon 8_12 y se amortiguador. Las 

obtuvieron cortes finos con un ..;it~'an;i~ro~~~;t ~eiche;tt 
··-·-:: ,;.: :~ - •::r'.'.i -. '· 

. UMP3 • 

Posteriormente se observaron en un microscopio. electrónico Jeol 1. . . ' ·. .'. ,_ ... ".: '·· ~:.·-:- ·~- - ' -· ·. ':• - _. . 
ACUMULACION DE AMINOACIDOS: 

~' ; . . .. 

El tejido de ratas normales y diab.éúC:assil. :incubó a 37ºC por 

20 min. en 1 ml de RKB que cont~nía.o.is\i~i de gluta~ato~'H (36.7 

Ci/mmol J , L_:aspartato-'ii e l3 :S' ~iJ~~ij';'~iY~'i~~-'~:S~·~ {i;~ol ¡ , 
· ... ; .·:~~~'/··::;;_f. --- ~ ··.;·,: ·;··· ·t·L·'... ~ :..:; '·. :1 ~, ... ,. Y:·:::·.•.:· 

::~:ol~~am:n~::t~~::;;;;~~~1I;1~~~}":~~!{;)t¿:~-t'~~~~~~~i-':e .'::. 
incubación; el ·tejido. se l'avódurante_:1·min·'eri'''RKB'<l .4ºC y 

posteriorment~ se ~e~~·-y-~i~I~i6 e:~n· º :~ ~i:·~~ d~d~;¡¡-~~1dato de 
•.. l ,- ;· .:::_. '.··:··· 
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tejido se le agregaron 5 ml de ·tritosol (Frike, i975) y la 

radiactividad incorporada se determinó en.un contador de centelleo 

liquido (Beckman, LS 1701). 

NIVELES ENDOGENOS DE LOS AMONIOACIDOS. 

Para el análisis de los aminoácidos libres, se ·siguió el 

método de Geddes y Wood, _( 1984), que es una modificación del método 

reportado por Landa y svenneby, (1980). Brevemente, se utilizó el 

tejido de dos ratas y se homogeneizó en 500 µl de etanol al 80%. 

Las proteinas se precipitaron a 4ºC durante 10 min y posteriormente 

se centrifugaron a 10, 000 rpm durante 30 seg en una microfuga 

Beckman .. El precipitado se solubilizó ·con NaOH y se cuantificaron 

las protelnas totales. El 13obrenadante se filtró con una membrana 

dé o. 22 µm ( Millipore ¡ ; posteriormente se tomaron 5 o µl de la 

muestra y se der:l~aÜzó _'ccin o..'phtaldialdehldo y se analizó en un 

HPLC utilizando · ti~~-· ;,-.;·lu~a ultraesfere XL ODS de 4. 5 nun de 

diámetro intei:Íio,·c6n. un' tamaño de partlcúla de 3 µm (Beckman Ins). 

Como fase movil 'se' uÜli~Ó una solución amortiguador~ de' a~etato de 

sodio 50 mM, pH 6_.8 y'metanol eri un' gradiente line~l; con.tin flujo 

de 1 • 5·- ml/min. 

;' -·. .-. ··, . ' 1~ _, .. · :;·:. 

La 'acti,vidad de.Ía ATPasa ti~T-K:¡_ se deter~Í.nó s~gÚ; el m¡;t~do 
de BonÜng, et al- (1961),.·Brevein~Íit;;;,, elt!!jido;~~~h~~~gen~izó al, 

-. . :•· .. -' " ;."' >. :·:~ ';': ' .. :>.·· : . -.:,- :<. ·:·. ', ,''~ :<·./:,'. /':" :~-,t ::·: '·;: .. -:.~~--;.-:<-.?·"·: ·: ~~-.:-:.::·:~-:-:-.:"".~ ::~:~->:: _:_ 
5 %. en un aniortig!JadOJ Tris 92mM pH~ 7~1.<Al~cuotas,de:lOO_ •Jll, (_350 

:;;'g±t::;fü·ift:ff 'f ;:~glfü;'~ifü:"~ª-'.Tº;:t'..ti.;~v;;,i~:-d~'.e~ª:d:~WJf ti*;;': · 
NacN, 58 de Nac:i:;. s de Kc:i ·y~ 2 cie ATP~! tá "'a~~ i-á- iT"Pasa 

·._,_!, :''..;?~ .:•'' 
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. . . 

Na+ _:K+, ·.Se obtuvo restancÍo ·lo~ :Jalor~s. ~bten.l.do~ a' una ~Jestra 
' . , . . - -. ' .' -, . ·. · .... - ' .. ', ._' . -. . - ,_-.; ' .. --~ ; - . '.. . ' ·- ., .. ; . '·,. ' ... que 

·se. incubó paralelamente con 200 µM_de ouabaina. ·- : _ 
, . ' ---~-; .:. . ""~·-.-~~ ... ~· ··- -

La reacción se detuvo. éon. 2• .. s· ~l~«i~· ~:?:;~,6.:·~~~c'.l:~fic~ al 6% en 

frie. Las muestras se. ·centrifu.gafcin:: a ':'100_0-~:·qim· pcir ·: ió min. El 

fósforo inorgánico producido s~' rril.~{c', ;~A<~i ~Óbrenadante por el 

método de Brunette, et al. ( 197~¡; , c,;n.•u. ,,,·{; \ 
UNION DE OUABAINA-3H. 

Las membranas totales dé la retina y .del EPR se obtuvieron por 

homogeneización del teji~o·•~>.·4e,c(en;i~.:io< vÓl~men.és de.: a~ua, las 

membranas se sedimenta·roné.'p:o· 'r···:•.•_ .. c'·e:.n:t·t.::·r .. i .. f·u• .. g···acio'n·.·.a o o 20 . · ........ ,• ··:.- ......... · . : ·71,. o ·X .g·,por 

min, e1 procedimiento •.se"\ei:i~tié('aos ~¡;c'es' Y.· ias membranas se 

congelaron a -20~9. 9,.'3:'.' ,IJ~{.~.X~é~~r}~~-':~t~~~-~~nf~:.\ .. ·: 
.;.··:-.. 

Las membranas .resiispendidas•,ei;i :un:ámad:{guador .de. imidazol so 

~~~~~~~:S~~l:~1~~i~!~i~;~r;~~~;~:;:~:;~ 
no radiactiva. La reaccion:se:_det11vo aclos,'30•min; p~r la adici6n 

::l :r=~ ·::l fi::artd¡:uvªif J~J~~~i1;J'¿ii1'~t1:l1:··1:'::::::>:t:1 ::n:: 
del amortiguado~ ¡~i~ y ~~yansfifie~on'.a vialé~ a los 9Ue se les 

agregaron s ~l J~' tti~~~~.í.'/'i.a·:;a~i·~c~i;;'i~~<!•~~:)u~ntlfié6 en un 

contador·de· e:~~~¡;11~;; .{1~1a.;.<- ;,~/~:;i; ; 1 "'2"~'1 F:~'>';, 
ACUMU~CI~N :¡jltCA 4~j;~: ,·,·y~:: ,, ,. ·'' ' '.,,' .• . ' :. ' .. ·•':· •;,,:<>; ''!•.~'.'.!;O';.,: 

'.., '. . ··. ; ;~. ·, .... ~-.;.; ' ~ , :.'. ,; ~~ : . ' . ~-.. ·: :,: ';,."'. ~'~~- ~.~!.:: .. :: ;i¡: : :-.:~~\:~~:·~:.~ :.;<)< . :~:; '~· 

La acumula~i'ón. de ca4S se det~rnifo6 iné::uband~ .la' reÚha1 y _el 

EPR con o.~~ µ~i d~ ca~~: a j1°c en R·~~, ·;:~~,~~~~~: ~-f~~r~~tes 
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'periodos .de tiempo. Al finaÚ.zar· la·' incubación se digirió el tejido 

con O. s· ml de SOS al 1%. Posteriormente": se le· añadieron s ml de 

tritosol y se cuantificó la radiactividad incorporada en un 

contador de centelleo liquido. 

ACUMULACION DE GLUCOSA. 

El tejido se. incubó en l ml. de RKB · el cual con tenia O, 5 µCi 

(13 µM) de 2- desoxiglucosa-3H (2-DOG) (37.3 Ci/mmol), a 37ºC por 

diferentes periodos de tiempo. 

La cinética del transporte, se estudió incubando el tejido por 

2 minutos, en l ml de RKB sin glucosa y en presencia de diferentes 

concentraciones de 2-DOG. 

El efecto del sodio en la acumulación de 2-DOG, se estudió 

sul:istituyendo en cantidade:". ·:equ.Í.m'al.ares el cloruro de sodio por 

cloruro de colina, y el bicarbo.nato de· sodio por 'bicarbc;mato de 

·potasio. 

El efecto de diferentes. compuestos, sobre· el sistema de 

transporte, se estudió adicionándoles simultáneamen~e a la 2-DOG. 

El efecto.de la insulina sobre el transporte de glucosa, se 

determinó incubando el tejido a 37ºC, en presencia de 1, s, 10 y 

100 ng/ml de insulina. 

NIVELES DE LACTATO Y PIRUVATO: 

Los niveles de lactato y del piruvato se. determinaron midiendo 

las concentraciones de NADH producid.o,· siguiendo el método .de Noll 

(1983) y Lamprecht y Heinz.(1983);'resl?efÜvamente. Brevemente, el 

tejido se homogenEÜZÓ _al 5%
0 

(p/V). en l ;ml, d~ ácido perclórico al 
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8\ .• y se centrifugó a 26; .. ooo·:x g.durante.10 min. Los sobrenadantes 

se ajustaron a un pH de 7-8 con.una.solución de NaOH 10 N. 

Los niveles de lactato· en ·el' 'sobrenadante se determinaron en 

un sistema que contenia: 100 · jJF 'de ·1a muestra, 4SO µl de un 

amortiguador de glicina '(.l;M) j;>if g:~s;· so µl de NAO (SO µM), 400 µl 

de agua, en un volumen · final ·de. 1 ml. La reacción se inició 

adicionando 4µ1 de una suspensión de la enzima deshidrogenasa 

láctica (860 unidades/mg 'de' protefoa¡. La reacción se siguió 

espectrofotometricamente a,, 3.40 nm ,durante 30 min, a temperatura 

ambiente. 

La determinación d~ lo~•ih'i~~iés:.de piruvato, se llevó a cabo 

en un sistema que éoríteni~Hsllo{:. µl .. pe. muestra, 300 µl de 

amortiguador .de triE!t~nolEi~·in~·iÍo'zs:M/,·PH 7; s, en presencia de NADH 

( 8 mM > , en un. ~'.'ºt.~rne~ ... ~§~~~;~:a,~~· ~~;.!",t~;;~h~; ~re~.cción . se inició 

adicionando 4 . µl .de~;'clá '.enZilTia::·.'a'eshidrogiinasa .·láctica (860 
: - ; r: ~: : · .. "'.·, ;_. -.'.·~~~ ... --:~~·'°_").;~·-.·::.Y·:·:~~/~'~: ~~:;j-'-J::·- :·:, .. ,~:.;~'·.~-~'.··~- ~:~~:-' ~:_''. :· . :_ ·.. . .. 

unidades/mg de proteina) ·;;:y".sé·•siguió:én:•uri~espectrofotómetro a 340 
'.{·_· ·_:i-;:·.,,:',·.~::•'-:-:·/r:.·r.i~:~ _ _.;_~··.:::~1~('(·,:.\;7~}.::._(·i~:'-¡J· .. :~·.:·~. ' . - -

nm po:a
3

:0:::~tración a~•f~á~:~)~I~iat.füt\:Ób~uvb'ut¡~izando· la 
:.~·:'.::: ::.:: . '- ·: .. ,-. ·-:.• .··· .. 

,--.~ .. --.;.-:·.' .~'~:··, <~~);\_·~i:~~{:.-~--; :/. 
.·.·· ... :' < / ;';;,!:.\:. /.;;·;\!:;:/:<' .· 

· nm~l.~s/fui~i/' <':. ·>:Ai;(í{ ~~J.·:'./fa'f~~.:';;~ · 
.:, ··:.,,•::,,·. ,f: .·.:;o.0062.;x .v.~~;·;:_,de,'muestra·. 

Donde O; 0062 ,equivale ª' í:,'Í1mc)iá~ dÉ{ lactato-.;·. :e;: 
;,::,.; ,_ .... - ~~.>.:.::.._· .. ::.:,; .. J •. ·''.· :::; ,': :, ·. 

siguiente fórmula: 

,. 

· .. ·..__ 
-·,· ... .,, 

ACTIVIDAD, DE·. LA DESHIDROG¿ffASA LACTICA. ' •••.. 

_.· ,. 

La· actividad de ],,; deshiárogenasa láctica; se determinó por 



La actividad de la deshidrogenasa láctica; se determinó por 

el método reportado por Johnson et al., 1960. Para ello, el tejido 

se homogeneizó al 5% (p/v), en amortiguador de fosfatos o.os M a un 

pH de 7.5. Los reactivos se mezclaron directamente en la celda en 

los siguientes volúmenes: 2.8 ml del amortiguador, 50 µl de NADH a 

una concentración final de 170 µM y so µl de piruvato de sodio a 

una concentración final de 0.03 M. La reacción se midió 

espectrofotométricamente a 340 nrn, durante 10 min. 

La actividad de la LDH se determinó utilizando el valor del 

coeficiente de extincion molar del NADH que es de 6.22 x 106/molas. 

La concentración de proteínas en las muestras, se determinó 

de acuerdo al método de Lowry (1951), con albúmina serica bovina 

como estándar. 

La signif icancia de los datos experimentales se calculó por 

medio de la prueba de Anova Unifactorial (análisis de varianza) y 

las· comparaciones multiples de Tukey. 
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RESULTADOS. 

El EPR como parte de la barrera hematorretiniana, restringe el 

paso de salutes hacia la retina provenientes de la coroides. Con el 

objetivo de conocer si la diabetes altera o rompe esta barrera, 

estudiamos la permeabilidad del EPR a la fluorescencia y su paso 

hacia la retina en animales normales y de diferentes dias de 

inducida la diabetes. 

La retina presenta autofluorescencia especialmente en los 

segmentos externos de los f otorreceptores y en la capa plexif orme 

externa, sin embargo, cuando se administró fluoresceina a los 

animales control se observó un aumento en la fluorescencia de los 

vasos sanguíneos de la retina, de la coroides y del EPR (fig. 6a). 

Al séptimo dia de inducida la diabetes, se observó un aumento en el 

paso de fluorescencia a nivel de la capa nuclear externa (fig. 6b). 

A los 20 y 45 dias se observó un aumento de la fluorescenci·a en la 

retina interna, principalmente en la capa nuclear interna y en la 

capa de las células ganglionares (fig. 7a, 7b y 7c). 

MICROSCOPIA ELECTRONICA, 

Para definir la extensión de las alteraciones Sn la estructura 

de la retina y del. EPR provocadas por . la .diabete~·, se hicieron 

observaciones ·al microscopio. electrónico •. ..,;:ios··7 dias de inducida 

la diabetes,. 9xiste .desorganización:.e~ha:-~~mbranaapical del EPR, 

de tal manera:· que se .:, pi~r.d':'~ .• :¿.Ú~·'.'c. · Ínt~raciones de las 

micr?vellosidades y•i6~ s~~~.ent.?~-'_e!x_t~rnós de los !otorreceptores, 

observadas ~n aniÍnaÍes ciorittal:¡¡:fig\;aa •y Bb). Sin embargo, a este 

tiempo se. ob~~rv¿ l~ p~~~i~ci~ de ~niones estrechas de la membrana 

32 



lateral ·del EPR (fig. ec). 

A los 20 dias, se encontró un aumento en la superficie de la 

membrana basal, además de que el plegamiento de esta membrana 

presenta configuraciones sinuosas que se extienden profundamente 

dentro del citoplasma de la célula. En la retina, por otro lado, 

las alteraciones se presentaron en la zona de los fotorreceptores, 

con desorganización de las membranas de sus segmentos externos e 

hinchamiento de los segmentos internos (fig. 7d). Finalmente, a los 

45 dias de inducida la diabetes se presentó un hinchamiento 

generalizado de las células del EPR, y en la retina se presentó 

vacuolización de la zona interna, asi como un hinchamiento de las 

mitocondrias (fig. 7e y 7f). 

ACUMULACION DE AMINOACIDOS 

Se estudió en la retina y EPR de ratas normales y diabéticas, 

la acumulación de glicina, glutamato, aspartato, taurina y GABA, de 

los que se tiene evidencia· que juegan un papel como 

neurotransmisores en la retina. Nuestros resultados muestran que la 

glicina, se acumula en la retina y en el EPR, observandose valores 

de 23.12 ± l.75 y de 7.29 ± 0.52 nmolas/g de tejido, 

respecti vameni:e; valores que no se modifican en el tejido de 

animales diabéticos. En forma similar a · 10 observado con la 

glicina, los niveles de glutamato acumulados en la retina y EPR de 
• • ., .,.,. _. 1 

animales diabéticos no cambi.aron con ·raspe.etc a los de.:ios ·aniniaies 
;.:. ' _,.. __ ,, ,.,;.. ~-

normales' encontrandose valores de. lis'± .1. 5. nmoiiis/g·de' tejido en 
• - • • ,,-_. ··-.~ ' - • "<' l. - - . . ,· -- '· -- .... --: '_,.. '.-• ,. ' 

la retina y de 5. 29 ± o. 58 nm~ias/g' ~e tejido, en ~~',~'P~. (gráfica 

l). 

33 



En contraste, se observó· una ~isn.i:inución:.del'..49'15 ,y. so·'ll · "'n. los 

. niveles de aspartato acumulados. en. la ~.~Ún¡oi y ,E!ri;~:(EPR de ratas 

diabéticas, con· repecto a las control.i · 

De manera diferente, la acumulación ''de 't'aurina aumentó 

considerablemente, 70'15 y 40'15, en la retina·.' y 'eri .el EPR de ratas 

diabéticas, respectivamente (gráfica l). 

NIVELES ENDOGENOS DE AMINOACIDOS 

Los cambios observados en la acumulación de aminoácidos tanto 

en la retina como en el EPR, pueden estar asociados a posibles 

alteraciones en sus niveles endógenos, por lo que estudiamos el 

contenido de aminoácidos libres en la retina y el EPR de animales . . 
normales y diabéticos. 

La retina de ratas diabéticas d.e 20 dias, presentó tina 

disminución general del 30 al so'll en los niveles de aminoácidos ·- '< > -·-. 

li.bres, con respecto a los rii~ele.s .. o!Jservados en la retina de ratas 

control. Aunque los,. !liv.e~~s :,"d¿ ';: t'aurina y de isoleucina, 

disminuyeron sólo en· im ia!!s:•y, Ú!!s respectivamente (gráfica 2a) ,· 
.:.,, · ·.to\--.. ·_,~-;,--:·~--:'::···-' · · ' 

. Los niveles d~ ;¡"'r:ifo~~ci~;s lib~es en el EPR de ratas 

diabéticas presentarÓ1i':un::p~t~Óri ~.Ó~plejo. Algunos aminoácidos como 

la arginina, la,aianina';Y;'.1a\taurina, presentaron un aumento del 
:".; 

50%, mientras que d''GABA'.'.pre'sent'ó.un· aumento del.. 100'15. Por otro 

lado, los nivel~~ d~:'.:~:~~~s.!.~~·;<se~ina, lisina, leúcina y valina, 

disminuyéron en . un:.·~~s ( s~~J mi~~.tras .~e los ·ae ·. glutamato y 

aspartato no cambiárO!l :: (~Jrá-~íc~ :_2bf .-·.,. 
;.; ... ···-

ACTIVIDAD DE LA ATPas'~ N~._,~~:::· 
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La acumulactón de aminoácidos neurotransmisores, se conoce que 

es mediada por sistemas de transporte dependientes de sodio. 

Alteraciones en las concentraciones iónicas pueden llevar por 

tanto, a cambios en la acumulación de estos aminoácidos. La ATPasa 

Na•-K•, ·mantiene los gradientes iónicos a través de la membrana, por 

lo que estudiamos su actividad y cantidad en la retina y en el EPR 

d.e animales normales y diabéticos. Nuestros resultados muestran que 

la actividad de esta enzima en la retina y en el EPR de animales 

normales,.presenta valores de 18.6 y 3.0l µniOlas de·Pi/mg de prot. 

re'3pectivamente. La actividad de la ATPasa Na•-K• en el EPR no se 

modificó de manera significativa a los diferentes periodos de 

inducida la diabetes (gráfica 3b). De acuerdo con estos resultados, 

no se observaron cambios en la unión especifica de ouabaina-"H 

(gráfica 4 ) . 

De manera diferente, la actividad de .la ATPasa Na•-K• en la 

retina de animales diabéticos.se inhibió en un 50% en todos los 

periodos estudiados (gráfica -:3a) .• Dicha actividad no se 

reestableció en los animales. d.1.ab,éticos tratados con insulina. La 

inhib.ición de la actividad enzimática observada se correlacionó con 

una disminución del 50% eri la unión.especifica.de ouabaina-3H en 

las membranas totales de la r~t:lna (~ráfica 4a). 

ACUMULACION DE ca45 

En general, el balance iónico de las neuronas se mantiene por . . . 

la actividad de la ATPasa Na•:..K+, por lo qu~ alteraciones en su 

actividad pueden llevar a cambios.en:la acumulaci'ón de otros iones 

como el calcio. Asimismo, .la actividad_de_e_sta enzima es inhibida 
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PC>r l_as ·al tas c~mcentraciónes de calcio.', Dad~. la inhibic~ón en la 

actividad de e.s._ta ·.eg.zima .~ob.se_i:v.ada . en. lá· , .. ~éti~~ · de ratas 

diabéticas, decid.im,os ·estua.i.af1á; ~~úm~láció.~ de. cá" en ei EPR y 

la retina .. La_ acumul_aci_ón~de,:·,ca~~ 'en:':é1 EPR de .ratas control es 
. .. 

saturable en. función. ~el. tieinpo": .alcanzando ni veles máximos a los 

20. minutos ( 4. 2 ±· O. 2~µmolas/g de tejido). Los niveles de 

acumulación de esté·ióll e~ el ·E~R de rata~ diabéticas no presentó 

cambios significativos _con respecto a las control. En la retina de 

animales norma_les, la acumulación de ca45 se satura a los 20 min de 

incubación, al7anzando v~lores de 3.67 ± 0.4 µmolas/g. de tej. En 

la .. retina de ratas diabéticas, se observó un aumento del 30% en 

dicha acumulación (gráfica 5). 

ACUMULACION DE GLUCOSA 

En un intento por conocer si las alteraciones observadas se 

deben a cambios en la acumulacfón .in,t7.~cE!lular. de glucosa causada 

por las elevadas concentracion~s extracelulares, se estudió la 

acumulación de 2-desoxiglµco~~-:iH_,/;~~~c/, análogo no metabolizable 

de la glucosa, en .el EPR,:Y:la.,~ .. ti~a;,~E!, ratas control y diabéticas, 

La 2-DOG se ' acumula :·:en' ·,f\¡n,;lÓn• del tiempo de incubación 

alcanzando la ·saturáciÓn.~lred~dbri~~··l~~· 30 minutos, cori valores 
• . ' • - l' .•...• 

de l. 36 y 10. 8 '<µm~las;;/g -;i~_tt~j .Í.ao;· ~il~f.,i EPR• y ·la retina de ratas 

control, respe.;ti~anie'rit~ ;( g~áJ1áa·,fi >< :> ·· •· ·' • 

Con· e{·6t;3~h\,gi.! ~~ {~;if~~·¡·~t1ftaY¡,i'.~étic'a' éÚi'•:'ti~~sporte~. se 

incubó el EPR ~n ,~:i:es~ñcla :J~·'¿H}~;iii~·~~?~i~·úd~r;~16iies'':¡;¡e .· 2-DoG 
:o' .... "~- ,::.. ": _, 

(1-30 mM) •. Bajo 'é'stas :coil<li.;.t;;';';~~;;; 'iX ac.:;m~l~~i6ri presentó un 

comport~niÍen1Óo 'si~ofdáÚ que •rió pudo liheariza~~e por _el método 'de 

· .. 36 



Lineweaver-Burk. Cuando se estudió la cinética de acumulación de 2-

DOG · en el EPR de ratas diabéticas se encontró un sistema de 

transporte saturable (gráfica 7a). El análisis cinético de 

Lineweaver-Burk evidenció un sistema con una Km aparente de 20 mM 

y una Vmax de 0.75 µmolas/g de tejido/ minuto (gráfica 7b). 

En la retina de ratas control se encontró un sistema de 

transporte saturable cuando se incubó en presencia de diferentes 

concentraciones de 2-DOG (0.1-5 mM). La gráfica de Lineweaver-Burk 

mostró un sistema de transporte con una Km de 2.5 mM y una Vmax de 

0,5 µmolas/g de tejido/min. En la retina de ratas diabéticas se 

observó un sistema de transporte, de menor afinidad y mayor 

capacidad que el observado en las retinas de ratas normales, con 

una Km de 5mM y una Vmax de 1.33 µmolas/g de tejido/min. (gráfica 

8). 

El sistema de transporte de 2-DOG, en el EPR y en la retina es 

sensible a temperatura, ya que cuando se incubó a 4ºc se inhibió en 

un 88% y 97% respectivamente. La dependencia de energía en el 

transporte de 2-DOG se estudió incubando el tejido en presencia de 

diferentes inhibidares metabólicos. La presencia de iodacetato 

(Iac, 1 mM) inhibió en un 53 y 75% la acumulación de 2-DOG, en el 

EPR y en la retina respectivamente. Por su parte el cianuro de 

potasio (KCN, 1 mM) inhibió ligeramente la.captac~ón de 2-DOG en el 

EPR (20%), mientras que en la retina no tuvó efecto. La presencia 

de ouabaina (0.1 mM), provocó una inhibición en.:la acumulac.ión de 
.. - -. ·;,. ·.~·-

2-DOG del 20% en ambos tejidos. (tabla. l) ;-. ,,.. 
·:::··~· ,< 

La floridizina co.1 mM), floretina ·(~. (~j :Y.· citocalasina B 
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(10 µM), inhlbidores espec1ficos de los transportadores de glucosa 

en otros sistemas, inhibieron la acumulación de 2-DOG en el EPR en 

un 5, 35 y 40% respectivamente. En la retina la presencia de 

floridizina inhibió la acumulación de 2-DOG en un 20%, mientras que 

la floretina y la citocalasina B la inhibieron en un 30 y 50%, 

respectivamente (tabla 1). 

La dependencia de Na+ en la acumulación de 2-DOG se estudió 

incubando· el tejido en un medio carente de sodio, el cual se 

substituyó por cloruro de colina (118 mM). En estas condiciones, la 

acumulación de 2-DOG en el EPR no se modificó, mientras que en la 

retina se inhibió en un 97% (tabla 1). 

El efecto de insulina en la acumulación de 2-DOG, se estudió 

incubando la retina y el EPR en presencia de 1, 5, 10 y 100 ng/ml 

de insulina. Bajo estas condiciones, no se observó modificación en 

los niveles de 2-DOG acumulados en el EPR a los tiempos estudiados. 

En la retina, a tiempos largos de incubación (30-40 min), la 

insulina aumentó la acumulación de 2-DOG de manera dependiente de 

la dosis,· alcanzando valores maximos (60%) con 10 ng/ml de 

insulina, sin observarse efectos a dosis mayores (gráfica 9). Por 

otro lado, los niveles de acumulación de 2-DOG en la retina de 

ratas diabéticas fueron menores a los observados en las ratas 

control. La acumulación de 2-DOG en las retinas de ratas diabéticas 

incubadas en presencia de insulina, alcanzó valores similares a los 

observados en las retinas de ratas normales (gráfica 10). 

NIVELES DE LACTATO Y PIRUVATO: 

Las alteraciones causadas por la diabetes pueden estar. 
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rela.cionadas con la disponibilidad energética de la glucosa. se ha 

reportado, que hay una.importante actividad glucolitica y oxidativa 

en ambos tejidos, las cuales podrían modificarse durante la 

diabetes. En· un intento por conocer el estado energético de la 

retina y el EPR, se determinaron los niveles de lactato y piruvato 

en animales normales y diabéticos. 

Nuestros ·resultados muestran, que en la retina de ratas 

control los niveles de lactato fueron de L6 ± 0.49nmolas/mg de 

tejido y los niveles de piruvato fueron de 0.13 ± 0.0·4 nmolas/mg de 

tejido, con una relación lactato/piruvato de 12.42·± 0.77. Por otro 

lado, en la retina de ratas diabéticas se encontró un aumento 

considerable (130\) en la producción de lactato, aumento que se 

observa desde el 7° dia de inducción de la enfermedad y se mantiene 

a tiempos largos (45 dias). Por el contrario, no se encontraron 

cambios significativos en. los niveles de piruvato en el tejido de 

ratas diabéticas con respecto al de las ratas control (tabla 3) . 

. Estos resultados llevan a un aumento en la relación de 

lactato/piruvato (30) en la retina de ratas diabéticas (100\), lo 

que es un reflejo del aumento en los niveles de.lactato observadas· 

(gráfica 11) • 

Los niveles de lactato y piruvato encontrados en el EPR de 

animales normales, fueron de 1.722 ± Ó.278 nmola~/mg_,de tejido.Y de 

0.17 ±o.os nmolas/mg de tejido, respec.~iv"llllente;: obteriiendose una 

relación lactato/piruvato elª ii_,19.}.>1~01 .• E:n:~~o~~ra~.te~ .los 

niveles de lactato en el-EP!l·Ae'·ratas ·•· diab.étici:s'·dismini.tyó .en un 

SO'ls, mientras que los Cle'pfru~at~·~e: ma~tuvieroniSin .ca"mbios 

significativos en relíiciiÓn ¡¡· l~~ nivé:i:és "en~orit~ados ·e.ri las ratas 



control (tabla 2). Los cambios en los niveles de lactato provocaron 

una disminución del 60% en la relación iactato/piruvato en el EPR 

de ratas diabéticas (grfifica 11). 

ACTIVIDAD DE LA LDH. 

La actividad de la deshidrogenasa láctica en la retina de 

animales normales presenta una actividad de 1.25 µmolas/mg de 

prote1na, valores que· se incrementan en un 50% en la retina de 

animales diabéticos (gráfica 12). Por otro lado, la actividad de 

esta enzima en el EPR fue de o.a µmolas/mg de prot. en animales 

normales y en los diabéticos se observó un aumento del 25% en dicha 

actividad (gráfica 12). 
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Figura 6. Acumulación de fluoresceína en la retina de ratas control 
(A) y de ratas diabéticas de 7 días (B), de 20 días (C) y de 45 
días (D) • Note el paso de la fluoresce!na hacia la retina desde los 
7 días de inducida la diabetes. Amplificación 1ooox. 
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Figura 7. Micrograf !a electrónica del EPR y de la zona e·. ~erna de 
la retina de ratas control (a) y de ratas diabéticas de 7 d!as (b 
y c) • Note la presencia de uniones estrechas •en el EPR de ratas. 
diabéticas de 7 d!as (c flecha) . Escala en a y b 5 µm, y en c 1 µm. 
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Figura 8. Micrograf1a electrónica del EPR y de la zona externa de 
la retina de ratas diabéticas de 20 dias (a) y de la zona interna 
de la retina de ratas diabéticas de 45 días (by c). Escala en al 
µm, en b 2 µm y en c de 0.2 µm. 
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Gráfica l. Acumulación de aminoacidos en la retina (A) y en el EPR 
(B) de ratas control (Cl), diabéticas de 20 d1as (ID) y diabéticas 
da 45 dias ( ml. Los datos son el promedio de al menos 3 
experimentos independientes. ± el error est§ndar. * P < 0.01 eón 
respecto a las control. 
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Gr~fica 2. Contenido de amino~cidos libres en la retina (A) y en el 
EPR (B) de animales control (CJ) y diabéticos ( .. ). Los datos son 
el promedio de por lo menos 2 experimentos independientes. 
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Grafica 3. Actividad de la ATPasa Na•-1<' en la·retina (A). y en el 
EPR (B) de animales control (•), diabéticas de 20 .d1as (CJ) ·y de 
diabéticas tratadas con insulina(~). Los datos son el promedio± 
el error estándar de 3 experimentos independientes. * P < 0.01 con 
respecto al control. 
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Gráfica 4. Unión especifica de ouabaina en membranas totales de 
retina y EPR de ratas control (c::J) y diabéticas de 20 dias ( .. ). 
Los datos son el promedio± el error estandar de por lo-menos 3 
experimentos independientes. P < 0.01 del control. 
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Gráfica 6. l'!.cwnulaciOn de glucosa en la retina ( ...._) y en el EPR 
<-> de ratas control. Los datos son el promedio ± el error 
estándar de por lo menos 3 experimentos independientes. 
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Gráfica 7. (A) cinética de Acumulación de 2-Dexosiglucosa-3H en el 
EPR de ratas control (•) y diabéticas de 20 d1as C•l. El tiempo de 
incubación fue de 2 min. (B) Análisis de Lineweaver-Burke de la 
cinética. Los datos son el promedio de por lo menos 3 experimentos 
independientes. 
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GrAfica s. (A) Cinética de acwnulaci6n de 2-Desoxiglucosa-3H en la 
retina de ratas control (•) y diabéticas de 20 d1as ( .. ). El tiempo 
de incubaci6n fue de 2 min. ·(B) AnAlisis de Lineweaver-Burke de la 
cinética. Los datos son el promedio de por lo menos 3 experimentos 
independientes. 
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Gráfica 9. Efecto de la insulina sobre la acumulación de 2-DOG-'H 
en la retina y en el EPR de rata normal. El tejido fue incubado por 
40 min. Los datos son el promedio ± el error estándar de por lo · 

.menos 3 experimentos. * P< 0.01. 
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Gráfica 10. Acumulación de 2-DoG-3H en la retina de ratas control 
y diabétii:as. Retina de ratas control (CJ), o de ratas diabéticas 
de 20 d1as ( r;;:g), que fueron incubados en presencia (~) o en 
ausencia de insulina (t:ES). Los datos son el promedio± el error 
estándar de 3 expe~imentos independientes. * P< 0.01. 
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Tabla i. Efecto· cie:ÚiereiÍi:es có~puestos sobre e1 -t~ánsporte ae DOG • 

·.:·.\·· 
. · ....... ' 

. ... ·.: •: ·; -;~.: -: ·. . ~ ---:<<;~:: 

~;~~~:' .' ·-~·>': , .. ._,';:" ,. .:-.;c. 
··'''.-..·; \·i: . (: ·-·:·· 

-. ' . .' ~;, ;_ - - ' 

El tejido es • ·incubado : . por • .20·. ·. mil1t.~~s en / ~edio Krebs 
bicarbonato con· SmM de!:.•:glucos_a:· en ;.pres_erici"a··_de· /DOG _'"(.O ;•sµCi), Cada 

~a~o~. o~s e~~ r~~~!~t:'~~;~~;~~~t}~it ª~./~~-~~~: )f~~; :.~~:J~,i!;~entos. " 
·-._,.-y_ . ,•; --· '_,,;. _;'.->, .... 

54 



"iii' ._, 

"' 'O 

"° s ....... 
"' «l o 
6 
i:: 

40 

30 

20 

10 

o 
Retina EPR 

Gráfica 11. R~iac~ón •J.~cta,~o/pÚuvato en la retina. y el EPR de ratas 
control (CI); ·diabéticas de· 7 .dias '(•), de 20 ·dias (P.<!) y de 45 dias 
( ~). Los datos.::,,son~:.eJ. .Promedio: de. pe;- lci menos 3. experimentos 
independiente~ ± el· error·, estándar¡· *. P< 0.01 con respecto a las 
control. · 
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TABLA 2.- NIVELESDELACTATOYPIRUVATO 
(nMOLAS /mg DE TEJIDO) 

RETINA EPITELIO 
PIGMENTARIO 

CONTROL 

Lactato 1.6±0.48 1.72±0.27 

Piruvato 0.13 ±0.04 0.17±0.05 

lJP 12.42±0.77 11.79±1,011 

7DÍAS " 
-.. " . 

Lactato 4.02±0,02 -0.639±'0,03 .: .. 

Piruvato 0,142±0,011 . '', 0.19±0,02 

lJP 28.57± 1.29 . ,'4.24 

14DÍAS .. 
" 

Lactato 2.12±0.95 2.19;fo.9•)· · 

Piruvato 0.234 ± 0.096 . M1;fo.08 

UP 13.89±2.59 s:oto±0.86 

2001As 
. <>-·';.':!'"· 

Lactato 3.5±0,62 o.9±-o.zs .-.... 
Piruvato 0.093 ±,011 .. 0:233 ± o.44 - _l.',· .. ,..· 

lJP 37.06± 1.46 ·3J6;i;0,84 .-. 

4SDÍAS ' ~ .. !;'..\:~~,.~~ ., ........ 
Lactato 1.595±0.15 ''~i0:46" 

Piruvato 0.062 ± 0.006 - 0.24. 

lJP 25.77±3.24 " 1.19 .·. 

Los niveles de estos metabolitos fueron cuantificados enzimaticamente 
en la retina y EPR de ratas control y diabéticas, de 7, 14, 20 y 45 
d!as. Los resultados son expresados como la media de por lo menos 3 
experimentos independientes ± el error estandar. *P < 0.01. 
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Gráfica. 12. Acti viciad de la LDH en la retina y el EPR de ratas 
control (CJ) y diabéticas de 20 d1as ( .. ). Los datos son el·promedio 
± el error estándar de por lo menos 3 experimentos independientes. * 
P·'< o.01'con.respecto al control. 
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DISCUSION 

El ·' EPR. junto ·con las células endoteliales de los vasos 

retini.anos, participa en la formación de la barrera hematorretiniana, 

la cual regula el paso de substancias de y hacia la retina. 

En los· pacientes con diabetes mellitus, el rompimiento de esta 

barrera, se ha reportado que puede ocurrir previo a la manifestación 

cllnica de la retinopatla diabética. Sin embargo, el origen de este 

defecto aún está en controversia, por lo que en este trabajo se 

estudiaron los cambios en la permeabilidad de esta barrera a través 

de la distribución de. fluorescelna en la retina de la rata durante 

diferentes tiempos de inducida la diabetes. 

Nuestros resultados demuestran un cambio en la permeabilidad del 

EPR evidenciado por el paso de fiuorescelna hacia la retina. Desde los 

7 dlas de inducida la diabetes, se observó un aumento en la 

acumulación de fluorescelna, especialmente en la zona externa.de la 

retina. A tiempos largos de inducida la diabetes, se observó 

fluorescelna también en la zona interna de la retina. Resultados 

similares, aunque a tiempos más largos (l mes), se obtuvieron en 

animales diabéticos y galactosémicos, en los que se encontr6 el paso 

libre de fluorescelna, peroxidasa de ·rábano (Kirber, 1980) y de 

albúmina (vinóres, 1988, 1989,. 1990) hacia la retina. 

Los estudios. de microscopia, eleqt;róniéa ·:indican' ;a~teraciones en 

la estructura de· la membrana apiéaly,;basi3l 'del EPR• qile puedE;n ser 

la causa del aumento.·en.1a·dÍ.fu~i·ó~ d·e·fiuo~.eiide¡n~ .;·P~°.!'~b~emente. 
de otros compuestos ·. p~te~;,i~1~~!1tci};~\~~~i¿,o~idé::':iq;;·qü.;\ .. :Ú8va' ,a 

al te raciones en la capa ntic!e~r e~t;e~ri;r .de jla. reti~~ y: par'Ücularmente 
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en los segmentos externos de los 'fotorreceptores; 

ACUMULACION DE AMINOACIDOS 

La concentración de los aminóáé:iá~s« libres· parece ser un facitor 

importante en el metabolismo de l·as··células· nerviosas .• de esa manera, 

se ha observado que en algunas ·.P~tologl~s los cambios en dicha 

concentración afectan ·la . si.iltesis . de ' di versos neurotránsrnisores 

('Latja, 1980; Bito, 1977). 
:.,'.; -

En la retina de ratás\ cii.'~tíéiUcas, 
estructura de los ·fótot'récépt~ies pueden 

disminución en. lcis ,n.i.~eles eiloóge'~os. de taurina,' amin~~'da.~: ése~c:"iai 

para la viabÜfaaa a8''~.Sr~~:~·~1~i~s ·(Háyes/ ú:;~¡?kiatrneríto en la 

acumulación d,; ta¡:;;:¡¡;~,. 'Gó~i;~: :,:"observada·. ::;¿·:¡; ···. reü~'.rde. ·.ratas 

diabéticas. pueá'e' :~e·~· uni:m~¿~~f~~o ~e ¿¿,~~~n~~di6~· ~i;f :'ú pi1.rdida del 
';.· •.. -~ :-~-- ~:.'.~!~ ~<." :;, :·.·-;~-: '5·-: :->;':;_>:· '··-·-·."_.: .... 

mismo. . .. :.·: 

·•:r •.. •:···<_;,. 
Las alteráciones . estructurales de los fotorrecepto'res de la 

retina· de ·animales,dia.bét~é:os, ·seguramente·· afectan'a las neuro~as 
subsiguientes' ;eÜ'·1~:·via de'6ornunicación. pe~ io (¡u~ de'cidi~dl·~~tudÍ~~ •· 

·, - ,. .· - .· -,. . :, . ,:_:,~:·r·;i:i:'~~:--:::~;~~,-:d:~;;~;~_; · ·;,::._. ··:.: 
la acumuiaciiin de'. amin'ciádaós n'eurotransmisor,;~ •· l.a _cu.al. es un reflejo 

de la funciéin r'éÚ~ian'a ;' 

En la retiná :¡~.ratas di~b~ticas s~ observéi,:~~~;· ~{i~ú~~;ión ·en . 

los niveles de ~é:urllulación de aspartato, ~ierit;~s; ::U':fia ··~~~~ula~lón 

::.:::·::·1:,~:.:~±~,\EéI:,~;~;~~¿¡¡,~~~'J~i~}j~f ;;~¿:;t:~ 
sugiere que:- aup.,ue.' ~".fos ::aminoácidos :son:«transmis!'res.:.excitadores 'en· 

la retina, . estos ,púeden .:;;~iat-" loéafiz'~'acid;·~~ :a Úe~~~fe;s r~giones o 

confinados. ª ~¡férentes tipas. ce1u1ares (sa1ceda ·.y J~1chis. ,1994¡. 
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otra posibilidad es qué la acumulaci~ri d.E!l' glutamato no se modifique 

debido a la importante actividad métabólica de este aminoácido, y la 

presencia. de una variedad de 111ecanismos que pueden regular su 

conc.entración. 

La disminución en la acumulación.de aspartato podr1a deberse a 

la acidosis regional provocada .por la diabetes (Sutherland, 1990; 

Cringle, 1992), ya que se ha demostrado que cuando existe hipóxia 

regional disminuye el pH, condiciones bajo las cuales se revierte el 

sistema de recaptura de los transmisores y aumenta su liberación 

(Madl, 1994). Sin embargo, estos cambios no parecen afectar los 

sistemas de acumulacibn del glutamato y de la glicina. Resulta 
' . . . 

interesante que aunque la ·acumulación de estos aminoácidos no se 
- . - '.. . 

afectó; los niveles endógenos de é_st~s y en,,ge.~E!r?l de. todos _los 

aminoácidos disminuy6 de un 30 a un 50% >Esta 'disrriinuéión puede· estar 

asociad a la liber~ción d~ ·. aminÓácidos.·¡~i~2H.'! ;Aº~ ,:i~_s al tas 

concentracion~s.·~~·.'.~i~~osat)::. ::.,_.·. -,-:·(· 
".:,; .. ·:t,:y_:: : .. ,~·;·:·\· .. ;~::y•.J-5::t~·f;!'~ \. -. '· \.· 

Los. niveles .. endógen~s , .de.: ~~iii,oáé:~áci.s_;;e?.:: e;l }EP,~ .de ·ratas 

diabéticas. variar.en . consideraÍíl~inerite .;_~ci~)!f~_dpecto: ~ •:1os 'de·· los 

animales control; aunque no sigJ~ri ~ri p~t;¿~;g~¿¡,;~1-L Los niveles d.e 
• . - ·;~~ ij:: .. ;• ,•,¡;º~-'·:::-::C.<'N·~~~·:·:~·:>; ':_;-: .. :.:::::: .• ..... <. ""d.,:.:·.·-·. 

taurina disminuyeron' de acuerdo:' con ios :'resultad.os .'reportados en las 
: -· .. ·;· ,-_ .... :.·'·". /'· -! . _:,:-.:_:-1'.·::-_~·IJ-:::.:,·)._:\:! :<_-)·:~·~.'-~',::·~::_·:-::r.;; .:-- ,:_. 

células del EPR en cultivo, en pres_encia de.:altas·~concentraciones de 
. .: .. - '. . ;.' : . ¡: .- :-· ' ¡, .... 1.·. ·, ~-. .~ -

galactosa ( Reddy,. 19 9.2) • • , ,:.: :_:'; :. . . •. .,-" :.:-:- .:r.• ... ~: ··y . -'/' 

En forma semejante .ª ló: q\ie ~c~rr_e _en Ja }etÍ'n~; la ~é:umulación 
_de aspartato eri el EPR de.á~i~~l~~idi~b¡Í:ic~~ d·!~roiriÜyó;.,ITiiéntrás:que - . -- ·' --· -- ___ , ___ ,,, ____ .. _. __ ,_:: '-:-· ... _,-_- -· .. -·':.: ·'• - . 

la de la taurina ~urrienÚi'.:., .. _,, .... -..;,~'':..;.;. ,. ,• . ;::: ·:·\;et'' 

resultados ~~gi'er~n- - una a¡ ~~~aé:~ó~ ' g~~eI'~r en Estos el 
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.. metabolismo de la célula, pr~vocado pór la diabetes • 

. AcTIVIDAD DE LA ATPasa Na+-K+ 

La ATPasa Na+-K+ es una enzima que mantiene los gradientes de. 

sodio Y. potasio, a través de ·la membrana y modifiéaciones de su 

actividad se han relacionado con los defectos en la conducción 

nerviosa en animales diabéticos (Greene y Lattimer, 1989). 

Nuestros resultados no mostraron cambios significativos en la 

actividad, o en la cantidad de la ATPasa Na+-K+ en e~ EPR de ratas 

diabéticas; en contraste a la disminución de la actividad de esta 

enzima reportada en el EPR del conejo diabético (McGregory y 

Matschincky, 19886). En la retina d~ ratas diabéticas, se observó a 

tiempos cortos de inducida la· diabet~s, ·una· disminución en la 
. . ... 

actividad.de esta enzima; resultados similares se héin· observado en la 

retina del conejo diabético (McGregory y Matschinsky, 1986), y en la 

retina de ratasdiábéticas espontáneas. (Eichberg, 1993); as.!. como en 

las células endoteliales y en los pericito.s c;Je los vasos de la retina 

e.n cultivo, en presencia de altas concentraciones de .. glucosa (Lee, 

1989; Berweck, 1993). 

La disniinuciÓfi' en la. actividad de la· ATPasa :·Na+-11+ observada en 

l·a retina,.·. parece. ser. un reflejo de la dismfouci,óri en· la cantidad de 

la·enzima"o:de'.alguna de sus isoformas, \ia que··ta· unión de ouabaina . . :· 

disminUY!": cÍ~·,:igual:.-manera. En ·relación.a· esta.disminución, se ha 

observado ~·~: l~ enzima· puede sufrir. glu'c~~U~cibn en. el. dominio de 

unión .á ::1~"s .. , ~atióries (Tehrani, 1990). •. ". Tales .alteraciones en su -- . ' ... ·'" .... 

estructui:a, pu.ede modificar ;ta actividad .. to'tal y . selectivamente. 

afe~tar' la. sens.iÍlilidad de la enzima a. la ,ouabaina (Garner y Spector, 
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1965), 1966; Fedorak, l99l). 

Por otro lado, la di·sminución de la .actividad de la ATPasa Na+-:-K+ 

en una variedad de tejidos de animales diabéticos, se ha asociado con 

alteraciones en la actividad de la prote1na cinasa C (PKC). Green y 

col. ( 1966), encontraron que activadores de la PKC, llevan a un 

aumento de la actividad de la ATPasa Na+-K+ del nervio periférico, a 

valores cercanos a los observados en animales normales. La relación 

entre estas prote1nas se desconoce, sin embargo, se ha propuesto que 

la PKC altera la fosforilación de la ATPasa Na+-K+, ej~rciendo un 

efecto modulatorio sobre la actividad de ésta. 

Adicionalmente, se ha observ.ado un_.aumet1to en la peroxidación~e-. 

lipidos de la membrana durant~ la di,abét.~~, (Ml!rata; , l9~l), Ar;i:.#'e.: 

puede modificar el ambiente. lipJ,~¡~Ld,e.~\a: ATJ?,as.~. Na't,,~+~ c~úi¡¡~~d,~ . __ ..,._· 

dicha disminución en su activi_d,ád/·-. _ , .' . ·· '.')Y·.·· . 
• • - : '::. :_:,~ > ~'.:~.' • ,•.-·;~:- ,f; .'· ·.~;?·~··.> :._:<.'~: ·. , ~ \;:· 

:·.::~Y<< ~;~ ~ ~- .-:.;·:.i;>;i·- :-~;;:, .-:1~~~ú~: :<·-~:~.:;~·:.:_~·r:t?i-.\- -. ACUMULACION DE ca45 
, ,- . ·~~-::.Y' ·f:;'.~~-'?~··:~~;_-_~~~-~~'.}:i. , .·~;:i~~·::f·:·- , ,, ~- ... 

Los resultados obtenidos en·: el·, presente 'estudio· mostraron ·:un 

:::::::d:: ~eªc:::1::~:1~t:t~E~;5.f ~ij1:t71~~~ii:~rjf ::in:i~::t::::~ 
diabéticas (Fleckenstein;:;¡'g87 ;::sadaA199·0,•y bhara;\Ú9:i¡.; El aumento 

:: ::t:::::~ª:~~:~d'.:;:J(r;~:ffü:ffjY~n¡~stttltiªd:::·::::::::::: :: 
el gradiente '•i6riido :iilei\s6i:ú6 /":'qu'~; "a'.: áü.>:vez p~~éie .. disminuir la 

poi," ot'i-o la_do,.'e1"'a~mento"en'1'a -áb.1inu1ación de ca4S •quizá se deba 

a J,a di~ini~u'éiÓn ~e,'; la a~tividad de la ATPasa-ca2+ _M~2+, como se 

encontró .en ::i~': r~·i:i:na •de . ratás diabéticas y gaiactosém1C:.as· · ti<ern, 
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1994). 

El aumento en la acumulación de ca45 observado, puede llevar a 

un aumento en las concentraciones intracelulares de calcio libre, 

efecto que se conoce, produce modificaciones en la síntesis de ATP, 

la activaci6n de enzimas degradativas dependientes de calcio (Choi, 

1987; campbell, 1987), el aumento de reacciones mediadas por radicales 

libres, y dafio de las membranas celulares; modificaciones que pueden 

llevar a la muerte celular. 

ACIJMULACION DE GLUCOSA 

El EPR como parte de la barrera hematorretiniana regula el 

intercambio de substancias entre la coroides y la retina. 

Particularmente importante es el transporte de glucosa a través de 

este epitelio, ya que es la principal fuente de energía de la retina 

(Ames y Gurian, 1963; Winkler 1972). 

El transporte de glucosa preferencialmente ocurre en los 

diferentes tipos celulares a través de un sistema facilitado mediado 

por un sistema acarreador(Elbrik y Biher, 1975). Recientemente se ha 

demostrado la existencia de una familia de transportadores diferentes, 

con homolog1as en su secuencia primaria, cuya velocidad parece estar 

regulada por la insulina y otras hormonas (Olefsky, 1978). La atividad 

de estos transportadores puede estar modificada .en enfermedades como 

la diabetes (Gould, 1990¡-Gould, 1991; Nishimura, 1993). 

Nuestros resultados, en concordancia con ·estudios· previos 

(Zadunasky y Degran, 1976; Miller y Steinberg, .1976 y Pascuzzo; 1980), 

muestran que la 2-DOG en el ··EPR ·se acumula á través de un sistema 

mediado por acarreador y dependiente de energía, evidenciado por su 
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.. . ·,... ' 
:. ,_ - . 

inhibición en, presenda de Iac -y KCN •. ~~-' cinéÚca, de. acumulación_, de . 

2-DOG es compleja, . lo que podr1a explicarse a través 'éi~ ::inter~d~one~-­
alostéricas del propio transportador. o a lá interai::cibn ·.~ntre:;·16s · 
diferentes tipos de transportadores. R~cientemente . se-::re~o;tó''/~ la -

presencia de los genes de los transportadores de glucosa·.-~, _s. Y-.:1 _en 
. '. ' ·, ·,: .. ~ 

las células del _EPR (Hsu y Molday, 1991). 

La acumulación de. 2-DOG en este tejido _es independiente de sodio, 

ya que no fue .afectada en ausencia de. este· ión· o en presencia' de 

ouabaina, inhibidor de ·la ATPasa de Na~.,-K+'. resuit'ados que estan de 

acuerdo con' los enco!l_trados: en' el __ EPR ·del gato; ¡steinberg, 1978 ¡. 
( .· .... ' :·· .... ·- .".;·' ·:. . . . :: . .' .: ·."' - .. , '' .· .. ·. ".: :~ >· .. - ... .-·. -... 

Adici onalmelit~/.1a . acu~ulaci6n _de'i:2,:.DOG: s~ 'inhibió_ ·notablemente 

en presenc_ia· dé inhibid ores de ·la 

se 

de· 

por· 

la 

una cinétrc::a ,-:~0';s.at~r~p~6n:nórnial; __ estos'.~re_~ultádos -__ sugie_ren la 

posibilidad, de. qu¡;,las. altas ,(:onc:e;~traciones•• éxtracellÍlaresd'e glucosa. 

y/o ---1.;_··-::l?j~~;;~i~{-:#~/{!lsúi~~~-_' p¿e~~nc:·'-aÍ.tE!r~r-;· 1~· acÚ'~idaa• ·del.· 

transi?o~t~ao~ces f{Eirieste' seriúaci/ ~e· re'portó'q~E!ús. conC:eiitr~c1ones 

e1"vaaasV·;~¡,;••/91~~~~~- . áism'in~yeri•-' ia .• :~iht~~í} ·y. ··1ie:ti,.,1aaa :-\1E!1--: 

frans?_or_t·~~~f·-~1~-·~9.~8•0-~.f_u_-_•----~_-aºlsk_.ªe;er.n,-·-· c~iu1~s .•. e,riciatE!i1~1es·~~·~:~r~-~~~3{i<~'i~i,1~·'.·:_._·_ 197_3;:'.sas~it;• n l989i K~visto, 19°91). Por ·~-t~o\'.ladoi>la -· 

preseri~~a',dé ~ins~lin~- en. el· inedfo de inc~l:iaC:{6ri'.:·nci 'mciaifl.c'b ''los 

niveles de acumuliiCión de' 2-DOG en ~l · EPR d~' ratas -·~iab~~i~as •. 
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La acumulación de 2-DOG en la· retina es cons'iderablemente mayor 

a la obsérvada en .el EPR. Los resultados indican que la 2-DOG se 

acumula a través de un sistema de transpórte sensible a temperatura 

y dependiente de energia. 

La inhibición de la acumulación de 2-DOG en ausencia de sodio o 

en presencia de ouabaina, sugieren la presencia de un cotransportador 

sodio-glucosa en la retina, aunque el transporte no se afectó por 

floridizina, inhibidor especifico de este tipo de cotransportadores 

(Wright, 1992). 

La acumulación de 2-DOG en la retina de ratas diabéticas presentó 

una afinidad menor (SmM), que la observada en las ratas normales (2.S 

mMJ, si bien la diferencia no es notable, las diferencias son 

semejante.s .a .las pbtenidas en el cerebro de la rata (Cjedde y Crone 

19!!.l J. Esto.s resultados sugieren que. las . altas concentraciones de 

glucosa en el pl~smá pueden reguia'r la. acti..;idad del tra~sportador de 

glucos.a' en ':i.a ·r~Üna: · · 
··:.>" 

.. La. pre~encia de un sistema acarr~.ado~ de g~~cosa. ~ensible 
a insulina eii ia retina. es apóyacÍo -p·;;¡_:• él'' ~;;in~~to ~n ia acumul~ción 
de· 2~ooG .. pr,~~º~~d~,~~{• e.;i:~" ~.~~iñ~~ª·:~.~ .~·~-~~~1~i·,~e; .. r.~tá~ ~~rma1~s, 
asi cómo pór lá disminución• de ío~ niveles d~ acumulación de 2-~0G en 

~~:~~:,~JI~~~ii~~~~~~~~Íi~~(~i~~~~S 
t~ailspoA~a~í:- • cl..;~es1c".:i1a's 'c.í:'t~plas~áticas···ª ·ia. ~.;riil>rana ·i>i~~1n.;"tica; 

- . -. ·-' >:- -- ·' .. '•· -,.;"'···· ....... ',.. .. --·· .. • _, ... · -· . ' 

como ocurre< con ;los. adípocit~~; (.Óief~ky; ·.'n}s;) o' liien a "un; efecto' 
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estimulador de.la capacidad del transportador. 

La necesidad de largos periodos de exposición a insulina para 

provocar una respuesta sugieren que la insulina regula la acumulación 

de glucosa en la retina en forma tónica. Esta regulación tónica puede 

operar a largo plazo para regular la velocidad del metabolismo de 

glucosa, en forma similar a lo observado en fibroblastos y células 

endoteliales en cultivo (Olefsky, 1978; Allen, 1986). 

·En general, los resultados sugieren la presencia de diferentes 

tipos de transportadores de glucosa en la retina y en el EPR, 

transportadores que pueden ser afectados por la insulina y/o por las 

altas concentraciones de glucosa y que pueden estar relacionados a la 

manifestación de la retinopatía diabética. 

NIVELES DB LACTATO Y PIRUVATO. 

La disminución en la acumulación de glucosa en_ la_ retina de 

ratas diabéticas, sugiere un desequilibrio en su utilización ·por la 

vía-oxidativa y/o fermentativa. 

En animales diabéticos, la concentración de glucosa en la sangre, 

aumentó de 3 a 5 veces. Bajo estas condiciones, los niveles de lactato 

en la retina aumentan 3 veces en la retina, sin que se obse~aran 

cambios en los niveles de piruvato. El _aumento en las concentraciones 

de lactato en la retina, es similar. a lo _reportado en el riflon 

(Tilton, 1992), aorta (Morrison·; 1972) y células endoteliales de la 

retina en cultivo, en prE!senci.a _ci<3. ait~~ ~6~cen~raciorÍes _de glucosa 
. ,"' '.'.\;!· '"-."'- ·.•. ~ ~~- ¡l:f, • " ",:t'. 

(Lee, l989f. 
' ,: .. ·. 

aumento. en_ la r~la~ión : i~8t~t6/piruvato refleja un 

desequi Übrio metabólico aso~ia~6 v~ 'il~ ';~d~~~6i¿ y_ acUJl\ula~¡cSn de 
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equivalentes reducidos. (en la forma de NADH) (Dawson, 1993). Asimismo, 

se faVorece la formación de especies oxigenadas reactivas; provocando 

estres oxidativo (Dawson, 1993; Williamson, 1993). Lo cual también 

afecta la actividad de numerosas enzimas que usan estos como 

cofactores en reacciones acopladas de oxido-reducción (Williamson, 

1993). 

El incremento en la relación NADH/NAD favorece la conversión de 

piruvato a lactato, lo cual podría eXiilicar el aumento en la actividad 

de la LDH observado en la retina de ratas diabéticas.· 

Por otro lado, el aumento en los niveles de lactato puede estar 

asociado a una disminución en el consumo de oxígeno en la retina, 

misma que se ha reportado en animales diabéticos (Sutherland, 1990; 

Cringle 1992). Adicionalmente, este aumento en los niveles de lactato, 

probablemente sobresaturan el sistema acarreador causando su 

acumulación en el tejido (Bito, 1970f. Aunado al incremento en los 

niveles de lactato, ocurre un aumento en la acumulación de C02 , estos 

dos factores son responsables de la caída del pH; que resulta en.una. 

acidosis regional que a su vez puede provocar un incremento en ·-la 

liberación de los neurotransmisores (Madl, 1994). 

En contraste a la retina, en el EPR la relación lactato/piruváto 

disminuye en animales diabéticos, lo que puede res!'l.tar ••. e~ .. • :Wia. 

reducción en la energía requerida para sus 'funciones·.: 
. ;~. ,.,, 

;';.,.¡.'.:.,. 

Los cambios en la relación lactato/piruvato .•en. ia·;. retina de 
animales diabéticos indican que las células son i~ca~¡;_de~::a;,,'. ·oxida·r . 

NADH a NAO. Aunado a estos resultados, se ha reportado uri;,_· dÍ:s'rnin..;ción . 

en la disponibilidad de oxígeno (Sutherland,.1990); ·lo. QU.e debe _causar 
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un aumento en los .nÍ."Veles ·de ~~Íi; .. por· lc;>,_que. seguramente. lleva. a una 

disÍninuci.6n de . la c~rga energéti~a. d~ :-i.;,~:: i::élulas, ~e se réflej a el1 
. . . . 

los ·cambios estructurales· y funcionales ·.observados en·:est.e trabajo. 
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CONCLUSIONES. 

La retina y el EPR de rata, presentaron alteraciones morfológicas 

tempranas en el desarrollo de la diabetes. 

Asociado a dichos cambios se observaron alteraciones en el 

transporte de aminoácidos, de glucosa y de iones, tanto en la retiná 

como en el EPR. 

El transporte de glucosa en la retina de la rata es modulado por 

la presencia de insulina; congruente con estos resultados la diabetes 

disminuyó su acumulación. 

Los cambios observados en la permeabilidad del EPR,· pu~den 

favorecer el paso libre de substancias tóxicas hacia la retina, que 

inducen daño en la retina neural. 

La relación lactato/piruvato en la retina de animales diabéticos 

aumento, mientras que en el EPR disminuyó. Estos cambios se 

presentaron paralelamente a los cambios estructurales, lo que sugiere 

que el metabolismo general de las células se altera e induce daño 

celular que esta relacionado a la retinopat1a diabética. 

Los resultados de este trabajo, pueden se.r la base de estudios 

posteriores encaminados a esclarecer la localización del o los 

transportadores sensibles a insulina en la retina, asi como su 

modulación. 

Por otro lado, profundizar en los mecanismos que llevan a la 

perdida de la polaridad de la membrana.de_l.,E;PR~:. __ 

y por Último, conocer la reiaci_ón ;~Xi~_tent~ entré· :¡.os. daños 

celulare~ observados y' los cambios en elrnetaboÚ;~~~~~'{;;]'.~;': . , .. 
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