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'RESUMEN.

La retina requiere de " una gran cantidad de. oxigeno .y
nutrientes que obtiene del flujo sanguineo. El Epitelio Pigmentario
de la Retina (EPR), forma parte de la barrera hematorretiniania y
regﬁla 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 funcién, permitiendo
el paso libre de moléculas que pueden ser téxicas 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 eticlogia de la retinopatia diabética, estudiamos
el transporte de aminodcidos, de glucosa Y. de iones, en la retina

y el EPR de animales tratados con estrep :zbtbcina. Asimismo,
réédlécfén metabélica

como es el estado redox del citosol de la: célula.

medimos los niveles de algunos parametros d

La retina de animales tratados con streptozoticina mostraron
alteraciones en la estructura de las célulasﬂfotorreceptoras de la
retina y de la membrana apical dei EPR Aéociados a-dichos cambios,
se encontré una disminucién en la' i6n: de dcido aspértico
tanto en la retina como en el ERP L én de taurina y GABA
aumento en ambos tejidos. El transporte de glucosa ‘en la retina de
animales diabéticos disminuyé, Yy ‘en - presqnqia ide insulina se
observé un incremento. s B N

La relacién lactato/piruvato aumenté.en ia'retina de animéles
diabéticos, mientras que en el EPR disminuyé Las alteraciones en
la relacién NADH/NAD sugieren cambios energét cos‘Y'
incremento de radicales libres que en’ conjuntb pueden odificar la
‘permeabilidad 'y ‘funcidén general - ‘del “EPR’ y« ‘la
conllevan a la‘ret;noapatia‘diabétiéa,”;lj“ :

etina, le ‘que |




INTRODUCCION.

La visién es considerada como uno de. los procesos sensoriales
m&s importantes en los mamiferos. El primer paso en el fenémeno
visual es la transduccién de la luz en un impulso nervioso, gue
posteriormente se transmite por medio del nervio éptico hacié los
centros superiores de integracién. La transduccién de.la luz en un

impulso eléctrico se lleva a cabo en la retina.

La retina es el érgano fotosensible que se encuentra ubicado
en el fondo del globo ocular, su superficie distal esté en contacto
con el epitelioc pigmentaric de la retina (EPR); elf cual se
encuentra junto a la coroides y su superficie proximal en contacto

con el humor vitreo, del cual se separa por medio de- una membrana

limitante interna (Farber y Adler, 1986) (fi

RETINA: ESTRUCTURA Y FUNCION.

neural proplamente dicha.

La.retina neural
que consiste esencialmente de

células horizontales,furr
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Figura 1. Diagrama de la seccién transversal del ojo de los
vertebrados (Farber y Adler, 1986). : E



células 1nterplex1formes Y amacrlnas, forman‘;la capa nuclear

interna. La capa plexiforme 1nterna esta formada por las slnép51s

de las células bipolares, ;macrinas"y‘gangl;qnares.,Las:células‘
ganglionares se encuentran en el margen interno de la retina'y sus

axones constituyen el nervio éptico (fig. 2) (Dowliﬁg,.lsﬁé)f"j

El impulso nervioso que se genera en los fotorreceptores es.’

transmitido en sentido vertical a travésﬁde las céi'la biﬁgia;ggf.
y ganglionares, hasta salir por el nervlo 6ptico ha ntr
superiores de integracién. El 1mpulso es modulado en sentido"'
horizontal por las interneuronas 1nh#bi@pri

amacrinas (Dowling, 1966).

1976; 1988

Barbour et al.g

(Brown, 1968)



EPITELIO PIGMENTARID

FOTORRECEPTORES

CAPA PLEXIFORME

—

EXTERNA.

CAPA NUCLEAR INTERNA

CAPA PLEXIFORME
INTERNA '

CELULAS GANGLIONARES

NERVIOD OPTICO

Figura 2. Dlagrama de las capas de la retina y sus relaciones
sindpticas. Los principales tipos celulares sib designados como:R,
bastones; C, conos; H, células horizontales; B, células bipolares;
A, células amacrinas; G, células ganglionares; "I;"’células.
interplexiformes; M, células de Muller.’ A L




En la retina, la luz actﬁa sobre la rodopsina proteina que se
encuentra embebida en las membranas de los segmentos externos de
los fotorreceptores, lo . que induce_ J.a isomerizacién de este

- pigmento. Este ,cémbio llevé_ a la activacién de la transducina o
proteina G, 1la cua; 1ntérca.mb:|.a 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
disminucién en los niveles de éste conduce a un aumento en la
resistencia de la membrana y una disminucién en la entrada de iones
sodio, causando asi una hiperpolapolarizacién (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 segmento extarno, permitiendo asi la
entrada de Na ’ »

conocida como corriente

fotorreceptor (Fese’n_!é:o_,"f
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Figura 3. Mecanismo de la fototransduccidn: (A) Corriente obscura,
entrada de iones sodio. (B) Proceso de transduccidn, los canales
sensibles a luz se cierran. (C) Cascada de la rodopsina. (D)
Estados de amplificacién (E) -Cascada de nucleotidos como

protelnas integrales y perifericas de la membrana de los discos del
fotorreceptor. S



estimulo se despolariéan (bipolares On) (Kaneko,. 1973). Se ha
demostrado que las células bipolares On forman contactos sinépticos
con las células ganglionares despolarizantes On; mientras que las
Off activan células ganglionares hiperpolarizantes Off. Existe un
tercer tipo de células ganglionares que reciben sefiales 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 sinépticos
son necesarias para explicar las diferentes respuestas en las

células bipolares.

En la retina al igual que en el cerebro, ‘la transmisién es
preferentemente de tipo quimico, mediada por neurotransmisores. Un
neurctransmisor es considerado < como: - una substancia que - es
sintetizada y liberada de 1as terminales sinépticas de la neurona

presinéptica. Esta substancia difunde a: través de la hendidura

sinéptica y entonces se une a’ un‘receptor especifico 1ocalizado en

la membrana dg_;f unién ,del

neurotransmisor,  '--vrespuesta
electrofisiolégica;

duracién. La..acc

degradacién “enzimatica

indicanfque

son»neu:otr



1983); Por. otro i‘a"doy,' dii(.ersés-.evidénéiaS‘ indican que el &cido r-
aminoabutirico ‘»(GA‘BA); .’puede funcicnar como neurotransmisor
inhibitofiov,‘ de . las ':vc.éllyxl.'és horizontales y amacrinas (Murakami,
1978; Yazulla, 1_98>3).' En las células amécrinas se han propuesto
como'neurotréﬁsmisores 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

10s neurotransmisores propuestos son -la dopaminé y la glicina

(Dowling y Ehinger, 19785 Marc,. La eill, 19794).

Las células de la retina son altamente diféfefgciadas "y’ no

tienen la capacidad de . dividir

_ suministro ‘de: oxigen

adquire de ‘L
sistemas 'dviavj vasos’ sangu

bor la ci;éﬁi’a;ién retinian
(Kuwabara, . ' 19}6:9 )

sistema - est4’

u alogo al
células _ndo’telialels‘:de.‘ ‘

sistemé'

los vasos de

vaz, ‘19807




198.3) .‘Pox"v"c;trél:lv_a_’ap;, 'd‘i‘\iersaA vidénf:‘ias 1ndican que el acido 7-
. (GAR Fari como v neurotransmisor
5 : macrinas ‘(Murakami,
.a—c:;‘:inas ‘se han propuesto

bstancias tales como

acetilcolina’ (Vogelv, dopamina

1977),

'substanéia P,

Watt, et al.

(Kuwabara, 1969)

los vasos de la arteria retiniana 'y por-las células del EPR. (Cunha-_
vaz, 1980) o




Bl funcionamiento de:la retina depende fundamentalmente de la
actividad de las células fotorreceptoras, la estructura Y funcién
de éstas depende a su vez, de la continua sintesis ¥y degtadacién

del segmento externo de los mismos.

EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA: ESTRUCTURA ¥ FUNCION.

El epitelio pigmentario de la retina (EPR), esté constituido
por una monocapa de células neuroepiteliales interpuestas entre los
qapilares de la coroides y los fotorreceptores de la retina neural.
Las células del EPR presentan polaridad en su membrana plasmética, .
distinguiendose asi dos superficies: la membrana apical y 1la
basolateral. Dicha polaridad 5e mantiene debido a la presencia de
uniones estrechas localizadas en la superficie lateral formando un
cinturén conocido como barra terminal (Shakib y Cunha-Vaz, 1966)

(fig. .2}

- Estas uniones estrechas constituyen una barrera que limita el
intercambio de substa el & cialmente téxicas

citculacién coroidal




espacios en la zona de coldgeno'y zonas elésticas sirve e soporte'

y evita el desprendimiento de las célula del EPRA(Caldwell ‘1987)..

Se ha sugerido que el deposito y acumulacién de ,materiales

residuales en esta lémina basal puede ’originar ,procesos‘
patblégicos tales como la generacién de drusas (Kornzweig, 1979;

zinn y Benjamin-Hendkind, 1979).

La éuperficie apical‘de las células esté érient.ada hacia el
espacio subrretiniano y ‘estd en intimo contacto con la retina
neural a través de microvellosidades largas, quev'estan situadas
entre los segmentos externos de los fotorreceptores ,(zinp y
Benjamin-Henkind, 1979). Estas microvellosidades contienen reticulo
endoplésmico liso y grédnulos de melanina (Zinny Benj}amin—Hen‘dkind‘,

1979; Matsumoto, et al. 1987).

Las células del EPR son ric_:as en organelos.. ‘Su citoplasma
contiene un nGcleo localizado en la porcién basal de la
célula, presenta numerosas mitocondrias 'y lisosomas, grénulos

de melanina, fagosomas, aparato de Golgi y \ri reticulo

endoplésmico liso profuso. Ademés, se ha observado la presencia de
cuerpos mieloides, que son una especializacién del reticulo
endopl&smico, que se asocian al nucleo y a gotas de aceite, por lo

que se ha sugerido que pueden participar en el metabolismo de

L_as T células del EPR B




MEME

Figura 4. Diagrama de una célula del epitelio pigmentario de 1la
retina. AG, aparato de golgi; CEC, capa externa de col&gena; CIE,
capa intermedia de coldgena; CIE, capa intermedia el4astica; cM,
cuerpos mieloides; CU, complejos de unidn; 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, nticleo; P, gr&nulos de
pigmento; ROS, segmentos externos de los bastones (Nguyen-Legros;
1978) .
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proveniente de la dieta,”
3 ando retinol. El retinol es
transportado asociadoia un_ "proteina especifica del suero (clark

1986; Berman, 1979; Young yT BoK, 1979). El retinol deja  la
corriente sangufinea -de.-10s c:ap‘ila):es’ de’ la coroides, via las
fenestréciones -de . las ‘células éndoteli'ales;-~ atrévesanéo por
difusién la membrana de Bruch ‘Una vez-que el retinol llega al EPR,

se une a una- proteina especifica localizada en la‘membrana

basolateral (Young y Bok 197
es convertido  a’ 11 cis-
células fotorreceptoras

(zimmerman; 1975-'1975)'

Las células del EPR ‘
forma de éster Los ésteres consisten

palmitato, esterato y oleato Bridge _1932‘):y'-é1 principal

sitio de alméc'enémiéntd gh"j'aig"dﬁ‘éé especies
k asi=aam¢'el sitjo de
vamvp'i]i.amén'te' “en las
ependendel estado de
raﬁas"‘:'éa"aptadas a'la

cantidades (Dowling,

en forma éster. L



5 Por otra parte se conoce que en algunas especles el EPR
participa en la adaptacién de los fotorreceptores a la luz y la
obscuridad a través del movimiento de granuloes de pigmento a lo
flargo de las microvellosidades apicales. Dichos granulos conocidos
'como melanosomas contienen grandes cantidades de melanina, la cual
juega un papel 1mportante en atrapar el exceso de luz que llega a
1a retina, favoreciendo la formaci6n de una imagen definida. En los
vertebrados, la melanina se forma a partir de tirosina, por la
accién catalitica de la enzima tirosinasa. El primer paso en la
biosintesis de melanina involucra la oxidacitn de la tirosina a
3}4Ld1hidroxifenila1anina (DOPA), pbr medio de la tirosinasa, misma
que tataliza la oxidacién de DOPA a una serie compleja de
intetmedia;ios,vrgsultando en. la siptesis de dos tipos de melanina:
las'feomeléninas y las eumelaninas (fig. 5) (Dryja, et al., 1978;
Basu, et al., 1983},

Asimiémo, el EPRvpartiéipa‘en el proceso de renovacién del
segmento exfernO’del fotorreceptor. Los discos apicales de los
segmentos externos de loé 'fotdrreqeptores son continuamente
fagocitados por el EPR, y degradados en los lisosomas. Los residucs
no digeridos forman cuerpos residuaies y/o grénulos de lipofucsina.
Paralelamente, en la regi6én basal del segmento externo del
fotorreceptor se adicionan discos membranosos recién sintetizados.
’Algeracibnes en la.actividad fagocitica del EPR puede causar la
‘degenéracién de los fotorreceptores y'la pérdida de la funcién

visual (gesharse,‘et al.,.1983).

Ademds, el EPR junto con los otros elementos de. la barrera-v -

hematorretiniana, mantiene el microambiente normal retiniano, al
#i14 de '
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Figura 5. Ruta de sintesis de la melanina en el EPR.
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direccién ‘retina- co:oides (Bito'y' "Ropssgéhfr;ééq w1¢d¢th61£ y

Zadunaisky 1984)

En el EPR, se’ ha reportado Ei“Ekéhspdrfé.‘de ‘metabolitos,
tales como la glucosa de 1a cual se encontré un flujo neto de la
coroides hacia la retina, a través de un mecanismo mediado por un
acarreador -(Pascuzzo, et al. 1980; Masterson y Chader, 1981;
Crosson y faﬁfler, 1982). Ademés este sistema de transporte muestra
préferencia estereocespecifica por D-glucosa. Existe también un -
sistema . de: transporte mediado = por acarreador, déi écidos

monocarboxilicos de cadena corta;»‘el.'cuél‘ 1ncre’enta_;la

conoce ' que el mio

fosfatidilinositol

.16



De la misma manera, se ha observado el transporte a través de
este tejido, de los aminoécidos lisina, leucina, serina y tirosina,
hacia la coroides (Sellnar y Mosland, 1983). Estudies
'auto.rradiogréficos 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 captacidén de taurina en
células del EPR en cultivo (Edwards, 1977), en el EPR de la rata
(Salceda y Saldafia, 1993), y en el EPR de la rana con un flujo neto
de la retina hacla la corocides (Miller y Steinberg, 1976).

Los aminodcidos glutamato y aspartato, por otra parte, son
transportados a través de la membrana del EPR en direccién retina-
coroides, flujos que son modificados por las concentracilones

externas de los iones Na*, X* 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 direccién hacia la retina, y es reponsable de un transporte
activo del i6n potasio a través del EPR (Ostwald y Steinberg,
1980).

De esta manera, la participacién del EPR en el funcionamiento
de la retina es evidente, de tal manera que cualguiera de las
actividades del EPR que se altere, puede llevar a alteraclones
en las células fotorreceptoras y ceguera en el Area afectada. E1
EPR parece estar involucrado en una variedad de enfermedades de la
retina y <coroides, tales. como 1la- degeneracién. macular,
desprendimiento de la retina, .desordenes inflamatorios,

hereditarios. y del -desarrollo, -diabetes, asf como aquellos

-17
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producidos por agentes t'é:‘(icos,vnpvtii‘cionale' o ambientales (Cunha-
vaz, 1980). : :

RETINOPATIA DIABETICA.

La dilabetes mellitus: ‘es.,:' l‘iné’»fer'xfermedad. determinada
genéticamente, con alteraciones en el‘r'ne/t:abolismo de carbohidratos,
proteinas y lipidos, asociada a una deficiencia absoluta o reiativa
de la secrecién 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 neuropatias. La
dependencia de insulina implica que la administracién de insulina
es esenclal para prevenir la cetosis esponténea, el coma dia‘bético
y la muerte; sin embargo, los tratamientos comunes no previe’!ne}q?l
desarrollo de las complicaciones crén'icas‘ que. afe;ﬁtéh é; los

rifiones, a las arterias y al sistema nervioso en ge'n'e‘r:al,‘_(‘@‘czc‘:all,

1992).,
La diabetes .pdédé

sistema -nervioso cel

pueden - prov

especialmente.en.lait

diabetes mellitus’ prov

del tra‘nvs‘porri‘:é %xon




'disfuncién motora, sensorial y auténoma (Green, 1891}.

La diabetes es una de laé principalesica‘usas de ceguéra en
pacientes‘ menores de 60 aflos (Patz, A., 19785, ya que provoca la
formacién 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 mis severas de esta
enfermedad ya que puede llevar a la pérdida irreversible de la
funcién visual, asociada fundamentalmente a cambios patolégicos en

la microvasculatura retiniana (Davis, 1988).

A la retinopatia diabética se le divide frecuentemente en un
estado proliferative y un estado previo, durante el cual ocurren
lesiones en la vasculatura de la retina. ichas lesiones son
identificadas en el inicio de 1a'retinopatia e incluyen 1la
formacién de aneurismas capilares, pérdida de pericitos,
proliferacién de -células endoteliales, disminu.cién del flujo
sanguineo y oclusién de los capilares y dé pequerias arteriolas En
la retinopatia diabética no proliferativa se presenta edema,

fonnacién de exudados duros y hemorragias, 'asociadas a un

engrosamiento de la membrana basal de :los: /asos (Larsen, 1960;

Tolentino, 1966}.




patrén del electrorretinograma (Yonemura 1962) Se ha sugerido que
la: amplitud del patrén del electrorretinograma se deteriora en
relacién directa- con -la: duracién de la diabetes (Arden, 1986). En -
humanos, se encontré una disminucién de la amplitud de la onda b
(Yonemura, 1977, Nishimura Y xuriyama , 1985). Por ‘otra parte, en
ratas albinas diabéticas se encontré una caida promedio del 40% en
la amplitud de la onda ay del 37% para la onda b, lo cual refleja
problemas en la funcién retiniana (Ta_mai y TanaKa, 1973). Adem&s se
han observado cambios en la. amplitud de 1la onda c del
electrori:'etinograma, la'cual refleja la hiperpolarizacién pasiva de
la membrana apical del EPR, en repuesta a la luz (Pautler y Ennis,

1980} .

La diabetes mellitus es una enfern;edad metabélica,' por_ lo que
es razonable asumir que los: cambios metabélicos ocurren’ en la
retina = antes de que aparezcan ‘las alteraciones estructurales
caracteristicas de la retinopatia diabética.‘ Por ejemplo, se’ ha

cbservado la glicosilacién de sistemas enziméticos provocada por

las’ altas concentraciones exttacelulares de glucosa n.células en

cultivo, se ha observado ‘ue 1 s’ a ta
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la. amplitud de l'c rorretinograma se deteriora en
"_relacién directa con la duracién de la diabetes (Arden, 1986). En -

‘.;humanos, se. encontré una disminucién de la amplitud de la onda b
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'la amplitud de la onda a Y del - 37% para la onda b, lo cual refleja
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han observado cambios -en.: l_a 'amplitud de la- onda c del
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la membrana apical dei EPR,' e la luz (Pautler y Ennis,

1980} .
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1a, diabetes,' ademés de .- las, fluctuaciones ren: la
: »concentracién de glucosa en sangre, la retina esté expuesta a una

di;minucigﬁn en la disponibi‘lidad de oxigeno (sutherland 1990)

A‘sociado al aumento -en el transporte de glucosa, se ha
.encontrado un aumento en la actividad .y expresién de la aldosa
‘reductasa (Kador, 1980), que sintetiza sorbitol a partir de glucosa
_(Kador, 1988). La acumulacién de polialcoholes de glucosa provoca
hipertonicidad, que lleva a un aumento en la acumulac:l.éh de' agua en

las célulaé, causando hinchamiento y -un eventual dano "en la

b'membrana plasmética E

1o que provoca 1a pérdida 'de la barrera

os'niveles

i'r;hi‘t':'i'c :Lén



Ademis, como la retina ‘es un tejido rico en &cidos grasos
poliinsaturados, es altamente sensible a 1la 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 desarrocllo de la retinopatia

diabética proliferativa en estado terminal.

La diabetes parece producir en la retina y en el EPR cambios
metab6licos que seguramente contribuyen al desarrollo de la

retinopatia 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 gue contribuyen a una variedad de
problemas vi;uales. Se ha reportado un aumento en la permeabilidad
de_los vasos retinianos en animales diabéticos; pero se conoce
relativamente poco acerca de los sitios especificos 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
Yy sus posibles modificaciones inducidas por la diabetes. Asimismo,
investigamos 1la posibilidad de que estos cambios. 1lleven a
alteraciones en el funcionamiento en la retina. Por 16 que
estudiamos en animales normales y diabéticos el 'trahsﬁorte de
élucosa y de aminodcidos, de los que se tiene evidencia de que
funcionan como neurotransmisores en la retina,, asi ‘como 1la
actividad de la ATPasa Nat-x*, enzima quei:pﬁéde~;afectar la

actividad de dichos transportadores.

Asimismo, en un intento de profuhdizér ~ehv los " posibles

mecanismos de tales alteraciones, decidimos medir los niveles de

algunos parametros de regulaclén metabolica es el estado

redox del citosol.
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METODOS .
Los experimentos se llevaron a cabo con ratas Long-Evans de
150-200g de peso. Estas fueron divididas en 3 grupos: control,

diabéticas y diabéticas tratadas con insulina.

La diabetes se indujo por medio de una 1inyeccién
intraperitoneal de estreptozotocina en amortiguador de citratos pH
4.8 (65mg/kg de peso). (Mackerer, 1bf1). Al grupo de animales
tratados con insulina, se les administraron diariamente 5
unidades/kg de peso durante 20 dias, a partir dél segundo dia
después de la inyeccidén de estreptozotocina. Los animales se
alimentaron ad libitum y despues de diferentes periodos de tiempo,

se sacrificaron.

Los niveles: de glucosa_ n'ei‘plasma se- determinaron por la

tecnica de orto- toluidina (Hultman, '1959), . utilizando un equipo de

reactivos‘,comerciale Se consideraron a los animales como
diabéticos cuan
suero. -

“Los animales se’ sacrificaron despues de 7 14, 20, 30 y 45

ACUMULACION DE FLUORESCENCIA

Los animales fueron anestesiados cdn_bentobarbitai,':yf'
D i s e




{a: :mtravenosa 100 pl de una

soluc:.én de fluorescema de sod:.o al 10% Después de 2 m:.n, los

OJOS e enuclearon y se secc1onaron ecuatorlalmente, las copas

6ptlcas se fl]aron por 4 horas ‘ en parafomaldehido al 4%,
Posteriormente, se lavaron en una solucién’ sallna de NaCl (0.9%)
preparada en un amortiguador de fosfato de SOle 0.1 M pH 7.4 y se

incubaron durante 24 horas en sacarosa al 30%. Cortes de 10 um se

obtuvieron en un criostato y se observaron’ bajo el :.croscop:.o de

fluorescencia (Nikon,, alphaphot) utilizando: ufii’fi; ga;a una

longitud de onda de 500 nm.
. MICROSCOPIA ELECTRONICA:

Las copas dpticas de los animal ¥

pH 7.4 y postfijaron en tetra6x1do de:o:

io; electrénico’Jeol 1.

Posteriormente se observaron'en;un micros

ACUMULACION DE AMINOACIDOS:

El tejido de ratas normales y 'diab\ se J.ncubé a 37"C por

20 min. en 1ml de RKB que conten:[a 25 ‘uc de.glutamato H: (35 7

" Ci/mmol), L—aspartato—’H (13 5°¢C

éc1do T~ am:.nobut:(r:.co 3



© tejido se le agregaroh S ml: de "trito.so; '(‘Frike,’ 1975) y la
radiactividad incorporada se determind en .un contador de centelleo

. lJiquido (Beckman, LS 1701).
' NIVELES ENDOGENOS DE LOS AMONIOACIDOS.

Para el analisis de los aminodcidos 1libres, se siguid el
método de Geddes y Wood, (1984), que es uha modificacibén del método
reportado por Lenda y Svenneby, (1980). Brevemente, se utilizd el
tejido de dos ratas y se homogeneizd en 500 pl de etanol al B80%.
Las proteinas se precipitaron a.4°c durante 10 min y‘posteriormente
se centrifugaron a 10.,‘ 000 rpm d.urante 30 seg en una microfuga
Beckman. El precipitado se> s_olubilizc} ‘con NaOH y se cuantificaron
las proteinas totales. El éob;gnadante se £iltrd con una membrana
de 0.22 am (Millipore)} ‘pbvsterj;ormente se tomaron 50 pl de la
muestra'y se derivatizo con o—phtaldialdehido y se analizd en un
HPLC utilizando una columna ultraesfex:e XL~ ODS de 4.5 mm de
diametro interno con un tamano de particula de 3 pm (Beckman Ins).
Como fase movil se utilizo una solucion amortiguadora de acetato de

. sodio 50 mM pH 6 8 y metanol en un gradiente lineal con un flujo

de 1. 5 ml/min.v
AC’I‘IVIDAD DE LA ATPasa N"f +

-La’ act:ividad de la TPasa )

W




westra.que

ffrio. Las muestras se. centrifugaron
fésforo inorganico producido se
método de Brunette, et al. (1978
UNION DE OUABAINA-H.

Las membranas totales dé:la'retina y'déi EPR'Se dbﬁuvieron por
homogeneizacion del,tejid.
membranas se sedimentatb‘
min, sl procedimiento s

congelaron a -20°




periodos:de tiempo. Al finallzér-lakinéhﬁaciéh.sé’digirié‘el tejido
cbn 0.5 ml de SDS al 1%. Posteriormente se le “afiadieron 5 ml de
‘tritosol y se cuantificd la radiactividad incorporada en un

contador de centelleo ligquido.

ACUMULACION DE GLUCOSA.
El tejido se incubd en 1 ml. de RKB el cual contenia 0.5 pCi
(13 pM) de 2- desoxiglucosa-3H (2-DOG) {37.3 Ci/mmol), a 37°C por

diferentes periodos de tiempo.

La cinética del transporte, se estudid incubando el tejido por
2 minutos, en 1 ml de RKB sin glucosa y en presencia de diferentes

concentraciones de 2- DOG.

El efecto del sodio en- la acumulacion de 2- DOG se estudid
substituyendo en cantidades equimolares el cloruro.de sodio por
cloruro de colina, y el bicarbonato de sodio por bicarbonato de

'potasio.

El efecto de diferentes. compuestos, sobre el sistema de

transporte, se estudidé adicionadndolos simulténeamente a la 2-DOG.

El efecto de la insulina sobre el transporte de glucosa, se
determind incubando el tejido a 37°C, en presencia de 1, §, 10 y
100 ng/ml de insulina.

NIYELES DE LACTATO Y PIRUVATO:

Los niveles de lactato y dei piruvato se determinaron midiendo
las concentraciones de NADH producido, siguiendo el metodo de Noll
(;983) y - Lamprecht y Heinz (1983), respectivamente. Brevemente, el

tejido se homogeneizo al 5% (p/v) en

;ml de acido perclorico al

o 25""', R



‘8%, Yy se centrifugd a 26 ooo ® g durante 10 min. Los sobrenadantes

se ‘ajustaron a un pH de 7 a con ‘una . solucion de NaOH 10 N.

Los niveles de lactato ‘en’ el sobrenadante 'se determinaron en

un sistema que contenia:’ 100 pl e 'la ‘muestra, 450 ul de un

amortiguador de glicina- (1 M) pH 9"5, 50 ul de NAD (50 uM), 400 pl
- de "agua, en un voliimen final de 1 ml. La ‘reaccidén se inicid

adicionando 4pl de una’ suspension de la. enzima deshidrogenasa

lactica (860 unidadeS/mg?d protelna) " La reaccidn se siguid

espectrofotometricamente a 340 nm durante 30 min, a temperatura

ambiente.

La determinacion de 1o vele “delp#rpvato[ se llevé a cabo

en un sistema: 300 pl de
;en presencia de NADH
(8 mM), en un- : éégqiénxsse‘ iniecid

adicionando. 4 (860

siguiente férmula:




La actividad de la deshidrogenasa lictica; se determind por
el método reportado por Johnson et al., 1960. Para ello, el tejido
ée homogeneizé al 5% (p/Q), en amortiguador de fosfatos 0.05 M a un
PH de 7.5. Los reactivos se mezclaron directamente en la celda en
los siguientes volGmenes: 2.8 ml del amortiguador, 50 gl de NADH a
una concentracién final de 170 pM y 50 pl de piruvato de sodio a
una concentracién final de 0.03 M. Lla reaccién se mnidié

espectrofotométricamente a 340 nm, durante 10 min.

La actividad de la LDH se determiné utilizando el valor del

coeficiente de extincion molar del NADH que es de 6.22 X 10%/molas.

La concentracidn de proteinas en las muestras, se determiné
de acuerdo al método de Lowry (1951), con albfimina serica bovina

como esténdar.

La significancia de los datos experimentales se calculé por
medio de la prueba de Anova Unifactorial (anilisis 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 solutos hacia la reﬁina provenientes de la coroides. Con el
objetivo de conocer si la diabetes altera o rompe esta barrera,
estudiamos la permeabilidad del EPR a la rfluorescencia y su paso
hacla la retina en animales normales y de diferentes dias de

inducida la diabetes.

La retina presenté autofluorescencia especialmente en los
segmentos externos de los fotorreceptores y en la capa plexiforme
externa, sin embargo, cuando se administré fluoresceina a los
animales control se observé un aumento en la fluoreséencia de los
vasos sanguineos de la retina, de la coroides y del EPR (fig. 6a).
Al séptimo dia de inducida la diabetes, se obsérvé un aumento en el
paso de fluorescencia a nivel de la capa nuclear externa (fig. éb).
A los 20 y 45 dias se obse:vé un aumento de la fluorescencla en la
retina interna, principalmente en la capa nuclear interﬂa y en la

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

MICROSCOPIA ELECTRONICA. -

Para definir la extensién de las alteraciones én'la estructura

de la retina y del . EPR provocadas por.. la diabetes, se hicieron

observaciones al microscopio electrénico A l's 7 dias de inducida

la diabetes,. existe desorganizacié ienila; embrana rapical del EPR,

de tal manera : interaciones de las

microvellosidades

observadas en'animale_ ‘control (fig. aé y‘ab) ‘Sin embargo, a este

tiempo se observé la; presencia de uniones éstrechas de la membrana
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“lateral ‘del EPR (fig. 8c).

A los 20 dias, se encontré‘un aumento en la superficie de la
. membrana basal, adem&s de que el plegamiento de esta membrana
pfesenta coenfiguraciones 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 desorganizacién de las membranas de sus segmentos externos e
hinchamiento de los segmentos internos (fig. 7d). Finalmente, a los
45 difas de inducida la diabetes se presentd un hinchamiento
generalizado de las células del EPR, y en la retina se presenté
vacuolizacién de la zona interna, asi como un hinchamientc de las
mitocondrias (fig. 7e y 7f).
ACUMULACION DE AMINOACIDOS
Se estudié en la rstina y EPFR de ratas normales y diabéticas,
la acumulacién de glicina, gluiamato, 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 £ 1.75 y de 7.29 % 0.52 nmolas/g de tejido,
respectivamente; valores gque no.'se moaifican en el tejido de
animales diabéticos. En forma similar a lo observado con 1a

glicina, los niveles de glutamato_acumulados en la retin y EPR de




En contraste, se observé una q1§ ‘50% en los

" niveles de aspartato adumnlédos‘eqwlé4-et 1 PR de ratas
diabéticas, cén'repecto a las control

De manera diferente, la 'acumdiéci' de " taurina aumentd
'éonsiderablemente, 70% y 40%, en la‘ietina*y’én~el EPR de ratas

diabéticas, respectivamente (gréfica 1).
NIVELES ENDOGENOS DE AMINOACIDOS

Los cambios observados en la acumulacién de aminodcidos tanto
en la retina como en el EPR, puedén ésté:'asociados a posibles
alteraciones en sus niveles endéjeﬁos; porilo que eétudiamos el
contenido de aminoécidos libres en la retina y el 'EPR de animales

normales ¥y diabéticos.

La retina de ratas diabéticas de 20 dias, presentd una

'disminucién general del 30 al 50% en los niveles de aminoécidos

1ibres .con respecto a los ni vados en la retina de ratas

control. Aunque .1o ) taurina y 'de 1isoleucina,

disminuyaron sélo en:un_ : pep;ivamente (grafica 2a).

id s i;bfesifén:'éLv,EPR de ratas

lado, los niveles d
disminuyeron P

aspa:tato no- ¢



La acumulacién de amino&cidos neurotransm.tsores, se conoce que
es mediada por sistemas de transporte dependientes de  sodio.
Alteraciones en las concentraciones ié6nicas pueden llevar por
tanto, a cambios en la acumulacién de estos amino4cidos. La ATPasa
Na*-K*', -mantiene los gradientes iénicos a través de la membrana, por
lo que estudiamos su actividad y cantidad en la retina y en el EPFR
de 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 pmolas de-Pi/mg de prot.
re§pectivémente. La actividad de la ATPasa Na*-K' en el EPR no se
modificé de manera significativa a los diferentes periodos de
inducida la diabetes (gréfica 3b). De acuerdo con estos resultados,
no se observaron cambios en la unién especifica de ouabaina-%H

(gréfica 4).

De manera diferente, la actividad de.la ATPasa Na*-K* en lai
retina de animales diabéticovs‘_s'e inhibié en un 50% en todos los
periodos estudiados (gféfi?;a ,:.;aé);., -~ Dicha actividad no se
reestablecié en los énimaleé éiéi)ét‘icbs tratados con 1nsﬁlina. La
inhibicién de la actividad enzimética observada se correlacioné con

una disminucién del 50% en la unién especifica de ouabaina-’H en

las membranas totales de la retina (gréfica da) .

ACUMULACION DE ca*

En general, el balance iénico de - las neuronas se mantiene por
1a'act1v1dad de la ATPasa Na‘-K" por 1o que alteraciones en su
actividad pueden llevar a cambios en 1a acumulacién de otros ionesb

como el calcio. Asimismo la actividad da esta enzima es inhibida
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actividad. de esta 1' retina aefzratas

diabéticas, decidimo 'i; #1a; ':f" i6n: de: Ca« en el EPR y

la retina. .La: acumulacién ac Ca“‘eh el. EPR. de ratas control es

saturable en; funcién del . tiempo alcanzando niveles méximos a los
20. minutos (4. 2 1 0 26pmolas/g de tejido) Los niveles de
acumulacién de este ién en el EPR de ratas diabéticas no presenté
cambios significativos con respecto a las control. En la retina de
animales normales ‘la acumulacién de Ca*® se satura a los 20 min de
incubacién, alcanzando valores de 3.67 % 0.4 mmolas/g. de tej. En
1§:Fetina de ratas diabéticas, se observé un aumento del 30% en

dicha acumulacién (gréfica 5).
ACUMULACION DE GLUCOSA

En un intento por conocer si las alteraciones observadas se
deben a cambios en la acumulag;én,1nt£acelu1§§:de glucosa causada

se estudid la

por las elevadas concentradip‘ s - extracelulares,

30.minutos, con valores

A‘EPR{yﬂlarret;na de ratas




Lineweaver-Burk. Cuando se estudié la cinética de acumulacién de 2~
DOG en el EPR de ratas diabéticas se encontré un sistema de
transporte saturable (grdfica 7a). El andlisis cinético de
Lineweaver-Burk evidencié un sistema con una Km aparente de 20 mM

Y una Vmax de 0.75 pmolas/g de tejido/ minuto (grafica 7b).

En la retina de ratas control se encontré un sistema de
transporte saturable cuando se incub6é en presencia de diferentes
concentraciones de 2-DOG (0.1-~5 mM). La grafica de Lineweaver-Burk
mostré un sistema de transporte con una Km de 2.5 ml'{ y una Vmax de
0.5 pmolas/g de tejido/min. En la retina de ratas diabéticas se
observé 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 pmolas/g de tejido/min. (gréfica
8).

El sistema de transporte de 2-DOG, en el EPR Yy en la retina es
sensible a temperatura, ya que cuando se incubb a 4°C se inhibié en
un 88% y 97% respectivamente. La dependencia de energia en el
éransporte de 2-DOG se estudié incubando el tejido en presencia de
diferentes inhibidores metabbdlicos. La presencia de iodacetato
(Iac, 1 mM) inhibi6 en un 53 y 75% la acumulacién de 2-DOG, en el
EPR y en la retina respectivamente. Por su parte el - cianuro de
potasio (KCN, 1 mM) inhibié ligeramente la. éaptacién de 2-DOG en el
EPR (20%), mientras que en la retina no tuvo efecto. La- presenc:.a
de ocuabaina (0.1 mM), provecS una inhibicion en "la acumulacién de

2-DOG del 20% en ambos tejidos (tahla 1)

La floridizina (0.1 mM) - t‘loretina ‘(o 1" mM)» citocalasina B
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('10 uM) , inhibidores especificos de los transportadores de glucosa
“en . otros sistemas, inhibieron la acumulacién de 2-DOG en el EPR en
.un 5, 35 y 40% respectivamente. En la retina la presencia de
floridizina inhibié la acumulacién 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 Nat en la acumulaci6én de 2-DOG se estudid
incubando- el tejido en un medio carente de sodio, el cual se
substituyé por cloruro de colina (118 mM). En estas condiciones, la
acumulacién de 2-DOG en el EPR no se modific6, mientras que en la

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

El efecto de insulina en la acumulacién de 2-D0G, se estudié
incubando la retina y el EPR en presencia de 1, 5, 10 y 100 ng/ml
de insulina. Bajo estas condiciones, no se observé modificacién en
los niveles de 2-DOG acumulados en el EPR a los tiempos estudiados.
En 1la retina, a tiempos largos de incubacién (30-40 min), la
insulina aumenté la acumulacién 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 (grdfica 9). Por
otro lado, los niveles de acumulacién de 2-DOG en la retina de
ratas diabéticas fueron menores a los observados en las ratas
control. La acumulacidén de 2-DOG en las retinas de ratas diabéticas
incubadas en presencia de insulina, alcanzé valores similares a los

observados en las retinas de ratas normales (grdfica 10).
NIVELES DE LACTATO Y PIRUVATO:
Las alteraciones causadas por la diabetes pueden estar.
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* relacionadas con la disponibilidad‘e‘nergética de la glucosa. Se ha
reportado, éué hay una importante actividad glucélitica y oxldativa
en ambos tejidos, laé cuales podrian modificarse durante la
diabetes. En' un intento por conocer el estado energé{:ico 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 1.6 + 0.48nmolas/mg de
tejido y los niveles de piruvato fueron de 0.13 + 0.04 nmoias/mg de
tejido, con una relacién lactato/piruvato Ge 12.42.+ 0.77. Por otro
lado, en la retina de ratas diabéticas se encontré un aumento
considerable (130%) en la produccién de lactato, aumento que se
observa desde el 7° dia de induccién de la enfermedad y se mantiene
a tiempas 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 ‘relacién de
laétato/pimvato (‘30) en la retina de ratas diabéticas (100%), lo
que es un tefléjo del aumento en los niveles de lactato observados’

(gréfica 11).

Los niveles de lactato y piruvato encontfédbs en: el EPR de

animales normales, . fueron de 1. 722 0. 278 nmolas/mg de tejido y de

0.17 £ 0.05 nmolas/mg de tejido, respectivamenta"\ bt niendose una

50%, mientras que ' los de



" control (tzibla 2) . Los cambios en los niveles de lactato provocaron
una disminucién del 60% en la relacién lactato/piruvato en el EPR

de ratas diabéticas (gr&fica 11). .
ACTIVIDAD DE LA LDH.

La actividad de 1la deshidrogenasa lictica en la retina de
animales normales presenta una actividad de 1.25 umolas/mg de
proteina, valores que' se incrementan en un 50% en la retina de
animales diabéticos (grdfica 12). Por otro lado, la actividad de
esta enzima en el EPR fue de 0.8 pmolas/mg de prot. en aniﬁales
normales y en los diabéticos se observé un aumento del 25% en dicha

actividad (gr&afica 12).
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Figura 6. Acumulacién de fluoresceina en la retina de ratas control
(A) y de ratas diabéticas de 7 dias (B), de 20 dias (C) y de 45
dias (D). Note el paso de la fluoresceina hacia la retina desde los
7 dias de inducida la diabetes. Amplificacién 1000x.
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Figura 7. Micrografia electrdnica del EPR y de la 2ona eaterna de
la retina de ratas control (a) y de ratas diabéticas de 7 dias (b
y c). Note la presencia de uniones estrechas 'en el EPR de ratas.
diabéticas de 7 dias (c flecha). Escala enay b 5 gm, y en ¢ 1 pm.
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Figura 8. Micrografia electrénica 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 dias (byc). Escala en a 1
B%, en b 2 umy en ¢ de 0.2 pm. -
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Gréfica 1. Acumulacién de aminoacidos en la retina (A) y en el EPR

(B) de ratas control (), Qiabéticas de 20 dias () y diabéticas "
de 45 dias (KY). Los datos son el promedio de al menos" 3’

experimentos independientes + el error est&ndar. * P < 0.01 con
respecto a las control.
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Grafica 2. Contenido de amino&cidos libres en la retina (A) y en el
EPR (B) de animales control ([CJ) y diabéticos (mm). Los datos son
el promedio de por lo menos 2 experimentos independientes.
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Grafica 3. Actividad de la ATPasa Na’-K' en la retina (A) y-en el
EPR (B) de animales control (me), diabéticas de 20 dias. (J)y.de
diabéticas tratadas con insulina (K3). Los datos son el promedio * °
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(%) de unicn de ouabaina—3H

RETINA EPR

Grafica 4. Unién especifica de ouabaina en membranas totales de
retina y EPR de ratas contrel (co) y diabéticas de 20 dias (mm).
Los datos son el promedio % el error estandar de. por lo menos 3
.experimentos independientes. P < 0.01 del contrel.
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Grafica 6. Acumulacitn de& glucosa en la retina (44 ) y en el EPR
(e—e) de ratas control. Los datos son el promedio % el error
esténdar de por lo menos 3 experimentos independientes.
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Grafica 7. (A) Ccinética de Acumulacién de 2-Dexosiglucosa-°H en el
EPR de ratas control (e) y diabéticas de 20 dias (A4). El tiempo de
incubacién fue de 2 min. (B) Andlisis de Lineweaver~Burke de 1la

cinética. Los datos son el promedio de por lo mencs 3 experimentos
independientes.
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Grafica 8. (A) Cinética de acumulacién de 2-Desoxiglucosa~’H en la
retina de ratas control (e) y diabéticas de 20 dias (@). El tiempo
de incubacién fue de 2 min. - (B) Andlisis de Lineweaver-Burke de la
cinética. Los datos son el promedio de por lo menos 3 experimentos
independientes.
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Grafica 9. Efecto de la insulina sobre la acumulacién 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 estdndar de por lo
‘menos 3 experimentos. * P< 0.01.
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Grafica 10. Acumulacién de 2-DOG-’H en la retina de ratas control
y diabéticas. Retina de ratas control (1), o de ratas diabéticas -
de 20 dias (gy), que fueron incubados en presencia (pz3) o en
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esténdar de 3 experimentos independientes. * P< 0.01.
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Tabla'l. Efecto’

Ouabainé‘v
Ioddaqefa“o

Floridizina. (0:1mM

Citocalacina®

Baja ;temper:

Medio iibf de’sodio

El tejido es; ey e J
bicarbonato con: 5mM.d ucosa; esericla’d 3°(0:/5pCi), cada
valor::es la- media M. ; :
P <.0.01.con res
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Grafica 11. Relacién-lactato/piruvato.en-la retina.y el EPR de ratas
control (1), diabéticas de:7 dias (m), de 20 dias (m) y de 45 dias
(6). -Los. datos: son: el promed:.o de por 1o menos 3 experimentos
independmntes + el error estandar. * P< 0.01. con respecto a las

control. -
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TABLA 2.- NIVELES DE LACTATO Y PIRUVATO

(nMOLAS / mg DE TEJIDO)
RETINA . EPITELIO
PIGMENTARIO
. CONTROL )
Lactato 1.6 0,48 C L2027
Piruvato 0.13£0.04 0.17 % 0.05
LP 12.4240.77 P CILT9ELO0 L,
7piAs : . TSR
Lactato 4024002 o e 0.639£0,03 5
Piruvato 014220011 7|0 0.19£0,02°
L/P 28.57+1,29 il a0 424
14 DiAS R
Lactate 2724095 2 ST279%0,
Piruvato 0.234 £ 0,096 T 047£0,08
L/P 13.3942.59
20 DiAS AR
k Lactato 3.50.62 09%028
Piruvato 0.093 +,011 0.283%0.44
L/P 37.06 + 146 3:06%0.84;
45 DiAS L
Lactato| 1.595+0,15
Piruvato| 0.062 £ 0,006
L/P 25774324

Los niveles de estos metabolitos fueron cuantificados enzimaticamente
en la retina y EPR de ratas control y diabéticas, de 7, 14, 20 y 45
dias. Los resultados son expresados como la media de por lo menos 3
experimentos indepcndientes + el error est&ndar. *P < 0.01.
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Grafica. 12. Actividad de la LDH en la retina y el EPR de ratas
control- () y diabéticas de 20 dias (sm). Los datos.son el ‘promedio
+ el error esténdar de por lo menos 3 experimentos independientes. *

P*<-'0. 01 con respecto al control. . R
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. DISCUSION
v 'EL'EPR:junto--con- las células endoteliales de los vasos
retinighos,‘patt;cipa en la formacion 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 manifestacién
clinica de la retinopatia diabética. Sin embargo, el origen de este
defecto ain estd en controversia, por lo que en este trabajo se
estudiaron los cambios en la permeabilidad de esta barrera a través
de la distribucién de fluoresceina 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 fluoresceina hacia la retina. besde los
7 dias de inducida la diabetes, se observé un aumento en la
acumulacién de fluoresceina, especialmente en la zona externa de la
retina. A tiempos largos de inducida la diabetes, se observd
fluoresceina también en la zona interna de la retina. Resultados
similares, aungue a tiempos méas. largos (1’mes), se. obtuvieron en
animales diabéticos y galactosémicés, en los que se encontrd el paso
libre de fluoresceina, peroxidasa de rébano (Kirber, 1980) y de

albimina (Vinores, 1988, 1989, 1990) hacia la retina.

Los.estudios. de microscopia electronica indica alteraciones en

la estructura de- la membrana apica

de otros

compuestos



en los. segmentos externos de,los"fotof:éqeptores’;

ACUMULACION DE AMINOACIDOS

La concentracién de los amindééidé ‘libi:es: parece ser un factor .

importante en el metabolismo de- las celulas nerviosas, de esa manera,“

se ha observado que en algunas patologias los- cambios en dicha’l

concentracién afectan la sintesis de diversos neurotransmisotes"»;

{patja, 1980; Bito, 1977).

En la retina de ratas diabeticas, las alteraciones el

mismo.

iabeticos, seguramente afec n:



Otra posibilidad es qué la acumulac“ié'n del' glﬁtamato no se modifique
; debido a la 1mportante actividad metabolica de este aminoacido, y la
presencia de una variedad de mecanismos que pueden regular su

concentracion .

La disminucién en la acumulacidn de aspartato podria deberse a
la acldosis regional provoéada por la diabetes (Sutherland, 1990;
cringle, 1992), ya que se ha demostrado que cuando existe hipéxia
regional disminuye el pH, condiciones bajo las cuales se revierte el
sistema de recaptura de los transmisores y aumenta su 1iberacién
(Madl, 1994). Sin er‘nBargo,: estos cambios no pérecen afectar ios
sist.emas de acumulécién ydel glutamatb ' de lé Aglicina..Resulta

interesante que aunque la acumulacion de estos aminoacidos nose

afectd; los niveles end

) galactosa (Reddy,. 19_92) !

En forma semejante a 1o
de aspartato en el EPR
‘la de i_a :f,vaurin‘a_,aume‘h_t

Estos  resultados




metabolismo de la célula, provocado por la diabetes.
" ACTIVIDAD DE LA ATPasa Nat-k*
La ATPasa Nat-k* es una enzima que mantiene los gradientes de.

sodio y potasio, a través de la membrana y modificaciones de su

“.actividad se han r.elacionado con los defectos en la conduccidn

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

Nuestros resultado§ no mostraron cambios significativos er‘1. la:
actividad, o en la cantidad de la ATpPasa Nat-K¥ en. el EPR de rataé
diabéticas; en contraste a la disminucién de la actividad. de esta
enzima reportada en el EPR del conejo diébéticé (McGregory y
Matschincky, 19886). En la tetina de rata's' diabéficas, se‘ob;‘evzvb a
tiempos cortos de inducida 1a diabetes,' una"" disminucién en la’
actividad.de esta enzima-‘resultados similares se han observado en la
retina del conejo diabético (McGregory y Matsch’insky, 1986), vy en la
retina de ratas diabéticas espontaneas. (Eig:l:xberg, 1993); asi como en
las células endoteiiales Yy en los‘ peficités'de los vasos. de la retina
en. cultivo, en presencia de altas concentracicnes de glucosa (Lee,

1989, Berweck, 1993)

La. disminucion en la actividad de la A'I‘Pasa Na -1(+ observada en

la retina parece -ser.un reflejo de la* disminucion en’ 1a cantidad de

[-] de“‘alguna de sus isoformas ya que la union de ouabaina-.

dismiini e.“de igual manera. En relacion ar esta disminucion, se ha -

observad qu’ la enzima puede sufrix: glucosilacion en el dominio de

union a:lo 1ones (Tehrani 1990) ales alteraciones en, su

puede modificar la actividad total Yo selectivamente'

afectar la sensibilidad de la enz:l.ma a la ouabaina {Garner y Spector,
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1985), 1986; Fedorak 1991)

~Por otro lado, la diaminucion 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 proteina cinasa C (PKC). Green y
col. (1986), 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 relacion
entre estas proteinas se desconoce, sin embargo, se ha propuesto que
la PKC altera la fosforilacidén de la ATPasa Nat-k*, ejerciendo un’

efecto modulatorio sobre la actividad de esta.

Adicionalmente, se:-ha observado un aumento .en la peroxidacion de
lipidos de 1la membrana durant" 1 !

puede modificar el ambi‘entgl-l‘j_.p

dicha disminucién en su .activida
ACUMULACION DE Ca45

Los resultados -obte

diabéticas (Fleckenstei
en la acumulacion

la actividad

‘cumulacion de ca45 quiza se deba

'vtiv dad dela- ATPasa Ca2+-Mgz+ como se>

encontrd..en’
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1994).

El aumento en la‘acumulacién de ca%5 observado, puede llevar a
un aumento en las concentraciones intracelulares de calcio 1libre,
efecto que se conoce, produce modificaciones en la sintesis de ATP,
la activacién 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 gue pueden

llevar a la muerte celular.
ACUMULACION DE GLUCOSA

El EPR como parte de la barrera hematorretiniana requla 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 energia 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 homologias en su secuencia primaria, cuya velocidad parece estar
regulada por la insulina y otras hormonas (Olefsky, 1978). La atividad
de estos transportadores puede estar modifica;la en enfermedades como
la diabetes (Gould, 1990;~Gould, -1991; Nishimura, 1993).

Nuestros resultados, en conc.t:‘x‘daﬁ't:i‘.a" ééh:eét’udios’ previos
(Zadunasky y Degran, 1976; Mlller "y Sﬁeinbé 'vq,_::l.'976 y Pascuzzo; 1980),
muestran que la 2-DOG en evl “EPR 's>e acumula a’través de un sistema
mediado por acarreador y deéendiente de enérgia, "evidenciado por su
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diferentes tipos de transportadores. Recientemente se'reporto,

las células del EPR (Hsu Y Molday, 1991).

La acumulacién de.2-DOG en'este tejido es independiente de sodio,
ya que no fue afectada en ausencia de este ién: o en presencia de

ouabaina,‘inhibidor de 1a ATPasa de Na"‘—K+ rgs‘ltados que ‘estan de

"niveles de:adﬁmulééién?dex?—ﬁdc’éh'él’iﬁk"éé”téﬁas'diabgtiéaé;

g4



La"acur'nu_lacién -de 2-DOG en la retina es considerablemente mayor
a la obséryada en el EPR. Los resultados indican que la 2-DOG se
aéumula a través de un sistema de transporte sensible a temperatura

y dependiente de energia.

La inhibicién de la acumulacién 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 afectd por
floridizina, inhibidor especifico de este tipo de cotransportadores
{Wright, 1992).

La acumulacién de 2-DOG en la retina de ratas diabéticas presentd
una afinidad menor. (5mM),.que la observada en las ratas normales (2.5
mM), si bien la diferencia no es notable, las diferencias son
semej’éntes a ‘las pbtenid‘as_‘ en el cerebrd de la rata (Cjedde y Crone

1991)' Estos resultados sugieren que 1as altas concentraciones de

glucosa en el plasma pueden regular la actividad del transportador de

glucosa en: la retina.




estimulador de. la capacidad del transportador.

La necesidad de largos periodos de exposicién a insulina para
provocar una respuesta sugieren que la insulina regula la acumulaciéh
de glucosa en la retina en forma ténica. Esta regulacidn ténica 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

manifestacién de la retinopatia diabética.
NIVELES DE LACTATO Y PIRUDVATO.

La disminucidén en la acumulacién de glucosa en la retina de
ratas diabéticas, sugiere un desequilibrio en su utilizacién por la

via oxidativa y/o fermentativa.

En animales diabéticos, la concentracidn de gluéos;a en la sangre,
aumentd de 3 a 5 veces. Bajo estas condiciones, los niveles de lactato
en la retina aumentan 3 veces en la retina, sin,que se observaran
cambios en los niveles de piruvato. El aumento en las concentraciones
de lactato en la retina, es s:.m:Llar a lo reportado en el rifion

(Tilton, 1992}, aorta (Morr:.son, 1972) y células endotellales de la

retina en cult:wo, ‘en presenq:La' de alta :concentracmnes de glucosa =

(Lee, 1989)

"E1 aument:o




eguivélghteé reducidos. (en la forma de NADH) (Dawson, 1993). Asimismo,
' se Eavorece la formacién de especies oxigenadas reactivas, provocando
estres oxidativo (Dawson, 1993; Williamson, 1993). Lo cual también
afecta 1la actividad de nuherosas enzimas que usan estos como
cofactores en reacciones acopladas de oxido-reduccién (Williamson,

1993) .

El incremento en la relacién NADH/NAD favorece la conversién de
piruvato a lactato, lo cual podria explicar el aumento en 15-1 activid_ad
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 disminucién en el consumo de oxf{geno en la retina,
misma que se ha reportado en animales diabéticos (Sutherland, 1990;
Cringle 1992). Adiciconalmente, este aumento en los niveles de lactato,

probablemente sobresaturan el sistema acarreador causando su

acumulacién en el tejido (Bito, 1970). Aunado al incremento en los

niveles de lactato, ocurre un aumento en la acumulacién de CO,, estos

dos factores son responsables de la caida del pH; que resulta en-uri_al g

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

. liberacién de los neurotransmisores (Madl, 1994).

En contraste a la retina, en el EPR la relacién lactato/p:.ruvato 2

disminuye en animales diabéticos, lo que puede. resultar

reduccién en la energia requerida para sus func:.one

Los cambios en la relacién lactato/piruvato . en-la‘retina. de

animales diabéticos indican que las células son.

NADH a NAD. Aunado a estos resultados, se ha reportado un

en la dlsponlbllldad de oxigeno (Sutherlandl 1990)

.67
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un au.mento en los nlveles de NADH or' 1o qu seguramente lleva a unal

dlsmxnucxén de la carga energétlca de.las células, que se refleja en.

los camb:l.os estructurales y func:l.onales observados en este traba;o. X
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CONCLUSIONES . ) )
"La retina y el EPR de rata, presentaron alteraciones morfloAlégicas
tempranas en el desarrollo de la diabetes.
~Asociado a dichos cambios se observaron alteraciones en el
transporte de aminoacidos, de glucosa y de iones, tanto en la retina

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 diabet.:es
disminuyé su acumulacién.

Los camblos observados en la permeabilidad del EPR,- pheﬂen
favorecer el paso libre de substancias tdéxicas hacia la retina,; ciue
inducen dafio en la retina neural. ‘

La relacién lactato/piruvato en la retina de animales diabéticos
aumento, mientras gque en el EPR disminuyé. Estos cambios se
presentaron paralelamente a los cambios estructurales, lo que sugiere
que el metabolismo general de las células se altera e induce dafio
celular que esta relacionado a la retinopatia diabética.

Los resultados de este trabajo, pueden ser la base de estudios
posteriores encaminados a esclarecer la localizacién del o 1los
transportadores sensibles a insulina en la retina, asi como su
modulacién. '

Por otro lado, profundlzar en los mecanismcs que llevan a la

perdida de la polaridad de la membrana del EPR.

Y por- _ult;!.mo, conocer. la. relacion exis

celulares observados ¥~1_os cambios en el:metabol{;[smd celular
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