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Resumen.

La retina, se caracteriza por sus elevados requerimientos energéticos. Aunque
presente en bajas concentraciones, el gluc6geno representa la principal reserva
energética en la retina, sin embargo poco se conoce acerca de sus mecanismos de
regulacién. En el presente estudio se investigaron algunos de los posibles factores
que regulan el metabolismo del glucégeno en la retina de la rata. En un medio sin
glucosa, el glucégeno en la retina disminuy6, lo cual sugiere que actiia como
reserva energética; esta disminucién se aminoré por la presencia de glutamato
exégeno. El glucégeno en la retina aumenté en presencia de iodoacetato y
ouabaina, lo cual sugiere un aumento en los niveles de activadores alostéricos de la
glucogeno sintetasa tales como la glucosa 6-P y/o ATP. El glucogeno en la retina,
no se modificé en presencia de inhibidores de la cadena respiratoria lo cual sugiere
un aumento en la actividad glucolitica. El contenido de gluc6geno en la retina, se
incrementé en presencia de insulina; este efecto fue inhibido por wortmanina
sugiriendo la accién de la PI3K. Proteinas cinasas tales como la PKA y la PKC no
parecen participar en la regulacién del glucégeno en la retina. La induccién de la
diabetes con estreptozotocina, caus6 un incremento en los niveles de glucégeno en
la retina y el rifién. El tratamiento con dosis bajas de insulina, disminuyé los
niveles de glucégeno en estos tejidos; en la retina este efecto solo se observé a los
20 dias de tratamiento. Los niveles de glucégeno en el higado, no se modificaron
con el tratamiento con insulina, mientras que en la corteza cerebral, estos
mostraron una disminucién considerable. La actividad de la glucosa 6-fosfatasa y
la presencia de glucagon en el plasma, serian los responsables de disminuir el
glucogeno en el higado de ratas diabéticas. La disminucién en los niveles de
glucégeno en la retina y rifién de ratas diabéticas tratadas con insulina, podria
deberse a la sintesis de proteinas y grasas estimulada por insulina que llevaria a
una disminucioén en la actividad gluconeogénica.
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1. INTRODUCCION

Las especies animales conocen el medio que los rodea a través de sus sistemas
sensoriales, que envian informacién al sistema nervioso central (SNC), el cual de
acuerdo con la informacion recibida genera patrones de actividad hacia los
sistemas efectores que conducen a una respuesta adecuada al estimulo (Diaz-
Cintra et al. ,1995). La percepcién del medio externo e interno de los organismos se
inicia cuando los distintos estimulos son identificados y convertidos en una sefial
eléctrica por células especializadas llamadas receptores sensoriales. Cuando un
receptor sensorial es estimulado, ocurre la apertura o cierre de canales i6nicos
presentes en sus membranas; el cambio concomitante en la permeabilidad de la
membrana causa un cambio eléctrico graduado que se conoce como potencial del
receptor, con duracién y amplitud proporcionales a la intensidad del estimulo. A
su vez, el potencial del receptor es convertido en un potencial de accién que se
propaga por vias aferentes hasta el sistema nervioso central. Si bien algunas células
receptoras funcionan de manera individual, otras se organizan en tejidos para
formar 6rganos especializados para percibir las distintas modalidades sensoriales
(Hole,1993).

Para la mayoria de los vertebrados, la vision se considera como uno de los
procesos sensoriales de mayor relevancia. Por medio de la visién, los organismos
conocen el mundo que los rodea, pueden juzgar la velocidad y distancia de los
objetos, identificar el alimento, asi como a miembros de su especie o enemigos de
otras especies (Salceda, 1995; Matthews, 1998). A lo largo de la escala evolutiva,
han aparecido una gran variedad de fotorreceptores que van desde grupos de
células que solo detectan cambios en la direccion e intensidad de la luz, hasta un
6rgano sensorial llamado ojo, capaz de formar imagenes gracias a estructuras
especializadas que concentran la luz sobre células sensitivas localizadas en una
camara cerrada. Existen algunas variaciones estructurales y funcionales entre los

ojos de los distintos organismos, sin embargo es incorrecto mencionar que alguno



sea superior a otro, cada ojo ha evolucionado para satisfacer precisamente las
necesidades del organismo a que pertenece. Asi, existe el ojo compuesto de los

insectos, el de los cefalépodos y el ojo de los vertebrados (Pérez-Leén y Salceda,

1998).

1.1 El ojo de los vertebrados.

La estructura del ojo de los vertebrados se muestra en la figura 1. Est4 formado
por tres capas dispuestas de forma concéntrica. La capa mas externa la forman la
esclerética y la cornea; la capa media se compone de la coroides, cuerpo ciliar e iris;
y la capa mas interna es la retina. La esclerotica es la cubierta externa protectora,
que consiste de un tejido conectivo fibroso cuya porcion anterior es transparente y
forma la cérnea por la cual los rayos de luz entran al ojo. La tinica media o
coroides estd compuesta de tejido pigmentado sumamente vascularizado que
provee de nutrientes a los tejidos oculares. En su porcién anterior se encuentran los
musculos intrinsecos (de movimiento involuntario) que forman el cuerpo ciliar y el
iris. El cuerpo ciliar es un musculo situado por delante de la coroides; la
contraccién de este musculo permite variar la curvatura del cristalino lo que
permite la visién cercana o lejana. Desde la base del cuerpo ciliar se contintia hacia
delante, el iris en cuyo centro se encuentra un orificio circular denominado pupila.
El iris esta formado por fibras de musculo liso radiales y circulares; las fibras
radiales facilitan la dilatacion de la pupila cuando hay poca iluminacién lo que
permite una entrada maxima de la luz. Por otro lado, las fibras circulares permiten
la contraccion de la pupila lo cual impide que entre mucha luz al ojo. El iris divide
el interior del ojo en dos camaras: la anterior y la posterior. En la primera se
encuentra el humor acuoso que llena el espacio entre la cornea y el cristalino. La
camara posterior del ojo contiene al humor vitreo (Adler y Faber, 1986; Hole, 1993;
Ganong, 1995; Reid, 1999).
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Figura 1. Anatomia del ojo de los vertebrados. Se muestran las principales capas que lo forman, asi
como las estructuras especializadas en la proyecciéon de la imagen sobre la retina. (Modificada de
Campbell, 1990).

Todas estas estructuras estdn disefiadas para que la imagen se enfoque con la
menor distorsién 6ptica posible en la cubierta mas interna del ojo, la retina, que es
la capa de tejido nervioso en la cual se encuentran las células sensibles a la luz o
fotorreceptores (conos y bastones). La retina es la estructura especializada
encargada de transducir los estimulos luminosos en sefiales nerviosas que

posteriormente son transmitidas a centros superiores de integracion.

1.2 Anatomia de la retina.

La retina esta formada por dos componentes, el epitelio pigmentario de la retina
(EPR) y la retina neural (Adler y Faber, 1986; Berman, 1991; Kandel et al. , 2001;
Pulido, 2002). El EPR es una monocapa de células neuroepiteliales interpuesta

entre los capilares de la coroides y los fotorreceptores de la retina neural; sus



células se encuentran adheridas por uniones estrechas (zonula occludens) que
impiden el libre paso de sustancias potencialmente toéxicas entre la circulacion
coroidal y la retina neural, por lo que el EPR constituye una parte importante de la
barrera hemato-retiniana. Las células del EPR contienen abundantes granulos de
melanina que absorben el exceso de luz, lo que impide la reflexién de esta en el
interior del globo ocular evitando la iluminacién difusa en la retina. El EPR ademas
participa en una amplia variedad de actividades que incluyen la renovacion del
segmento externo del fotorreceptor, la regulacion del transporte de metabolitos o
nutrientes, tales como aminoacidos y glucosa, entre los fotorreceptores y los
capilares de la coroides. La abundancia de mitocondrias sugiere que las células del
EPR poseen una intensa actividad oxidativa, sin embargo, se tienen muy pocos
estudios sobre el metabolismo de la glucosa en este tejido (Berman, 1991; Marmor,

1998).

La retina neural estd formada por seis clases principales de neuronas dispuestas
en una organizacion laminar en la que puede observarse una exquisita correlacion
entre forma y funcién (Wasle y Boicot, 1991). La anatomia de la retina en los
diferentes grupos de vertebrados es similar, y esta compuesta de cinco capas, tres
de ellas formadas de cuerpos celulares y dos capas plexiformes o sinapticas entre
ellas (figura 2). Los somas de los fotorreceptores se encuentran en la capa nuclear
externa; las interneuronas (células horizontales, bipolares, amacrinas e
interplexiformes) ocupan la capa nuclear interna y las células ganglionares se
sitian en la capa que lleva su nombre. Los axones de las células ganglionares

forman las fibras del nervio optico.



EsclerStica N ==

Coroides -

Epitelio pigmentario
de la retina

St'gmtm extemos Conos

de Jos fotorreceptores

Capa nuclear externa

Capa plexiforme intema

Capa de células ganglionares

~Célula é;-as;;\_;i'i(;'lar

RN .| I &, fijp=rroyy ——=__ __ Fibras delnervio éptico
Capa de fibras N l://
nerviosas . -
ﬁ ﬁﬁ A 2}

Figura 2.Esquema de la retina de los vertebrados donde se muestran los distintos tipos neuronales y

las capas de que esta formada. (Modificada de Panskey 1988).

Los fotorreceptores, las células bipolares y las horizontales establecen
conexiones sinapticas entre si en la capa plexiforme externa, mientras que las
células bipolares amacrinas y ganglionares lo hacen en la capa plexiforme interna
(figura 2) (Adler y Faber, 1986; Wasle y Boicot, 1991; Berman, 1991; Sterling, 1998;
Reid, 1999; Kandel et al. , 2001). Las células interplexiformes tiene procesos que se
extienden a ambas capas plexiformes. La informacion nerviosa fluye verticalmente
desde los fotorreceptores a las células bipolares y desde éstas a las células
ganglionares; mientras que lateralmente, la informacion viaja a través de las células
horizontales en la capa plexiforme externa y de las células amacrinas en la capa
plexiforme interna. En la retina de la mayoria de los vertebrados existen dos tipos
de células gliales, las células de Miiller, que ocupan el grosor total de la retina, y

los astrocitos que estan principalmente confinados a la capa de fibras del nervio



6ptico (Adler y Faber 1986; Wasle y Boicot, 1991; Sterling 1998; Reid, 1999; Kandel
et al., 2001).

1.3 Fototransduccion

Los fotorreceptores en la retina de los vertebrados consisten en un segmento
externo conectado, a través de un cilio inmévil, a un segmento interno o soma que
contiene la terminal sindptica (Pérez-Le6n y Salceda, 1998). En la oscuridad, la
membrana plasmatica del fotorreceptor en su porcién externa es permeable a iones
Na*; estos iones fluyen a través del receptor hasta alcanzar el segmento interno
donde es expulsado por la ATPasa de Na*-K*. Este flujo continuo de corriente,
conocido como corriente oscura, mantiene el potencial de membrana del
fotorreceptor alrededor de -30 mV a diferencia del resto de las neuronas en las que
el estado basal es de una polarizacién aproximada de -70 mV. (Pérez-Leén vy
Salceda, 1998; Kandel et al. , 2001). El proceso visual empieza en los segmentos
externos de los fotorreceptores con la absorcién de fotones por el pigmento visual
rodopsina (Kandel et al. , 2001). Una vez estimulada, la rodopsina activa a la
proteina G transducina, que a su vez estimula la accién de la fosfodiesterasa,
enzima encargada de hidrolizar al guanosin monofosfato ciclico (GMP.) en GMP.
La reduccién de los niveles de GMP. provoca el cierre de canales de Na* y Ca** lo
que reduce la entrada de estos iones al fotorreceptor. El descenso en la
concentracién de cationes induce la hiperpolarizacién del fotorreceptor lo que lleva
a la disminucién del neurotransmisor liberado.

El tejido retiniano se caracteriza por un alto requerimiento energético para
abastecer principalmente los procesos de transporte activo que mantiene los
gradientes i6nicos necesarios para que la retina se mantenga en un estado 6ptimo
de sensibilidad a la luz. Antes de adentrarnos en el anélisis de los mecanismos del

metabolismo energético en la retina, parece apropiado revisar algunos aspectos del



metabolismo de la glucosa, debido a que esta molécula es un substrato energético

particularmente importante en la retina (Winkler, 1989; Hsu y Molday, 1994).

1.4 El Metabolismo de la glucosa.

La glucosa ingresa a las células a través de un sistema de difusion facilitada que
involucra la accién de proteinas membranales denominadas transportadores de
glucosa (GLUT 1-12). Una vez en el interior de la célula la glucosa es fosforilada a
glucosa-6-fosfato (G6P) por la hexocinasa. La G6P representa un punto de
ramificaciéon importante en el metabolismo de la glucosa, debido a que es un
sustrato comun para las enzimas involucradas en las vias glucoliticas, oxidativas y
de la sintesis y degradacion del glucégeno (Clarke y Sokoloff, 1994; Wiesinger,
1997) (figura 3). En la glucolisis, la glucosa es transformada en piruvato, que
resulta en la produccion neta de dos moléculas de alta energia en forma de ATP
(figura 3). En condiciones anaerobias el piruvato es convertido a lactato,
permitiendo la regeneracién del dinucleétido de adenina y nicotinamida en su
forma oxidada (NAD*) que es esencial para mantener el flujo glucolitico. Por otro
lado, bajo condiciones aerobias, el piruvato es descarboxilado oxidativamente para
formar acetil-coenzima A (acetil-CoA) en una reaccién catalizada por la piruvato
deshidrogenasa. La acetil-CoA se condensa con el oxaloacetato para producir
citrato; este es el primer paso del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos por el cual a
través de cuatro pasos de oxido-reduccion se transfieren tres pares de electrones al
NAD* y un par al flavin adenin dinucleotido (FAD*) formandose NADH y FADH>
(figura 4). Tanto el NADH como el FADH, transfieren sus electrones a un oxigeno
molecular en la cadena transportadora de electrones produciendo un total de 36
moléculas de ATP en el proceso de fosforilacion oxidativa. Asi, bajo condiciones
aerobias se regenera el NAD* y no se produce lactato. (Whikehart, 1994;

Stryer,1995; Voet y Voet, 1995; Magistretti, 2003).
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Figura 3. Visién simplificada de la glucélisis en la que se muestran las reacciones e intermediarios
claves de esta via. El rompimiento de polisacaridos de almacenamiento como el glucégeno asi como
el metabolismo de oligosacéaridos producen glucosa y azticares-fosfato y todos ellos entran a la via
glucolitica. Las 10 reacciones que convierten la glucosa en piruvato pueden ser consideradas en dos
distintas fases. Las primeras cinco reacciones constituyen la fase que consume energia en la cual son
sintetizados 2 aziicares-fosfato de 3 carbonos a expensas de 2 moléculas de ATP. Las 5 reacciones
restantes representan la fase generadora de energia en la cual las triosas-fosfato se convierten en
compuestos de alta energia en forma de 4 moléculas de ATP y 2 equivalentes reducidos en forma

de NADH. (Modificada de Magistretti 2003).
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Figura 4. El ciclo del 4cido citrico, 4cidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs, donde se muestran las
estructuras de cada intermediario. Los carbonos de la acetil-CoA que entra en el ciclo son marcados
en azul para mostrar su destino metab6lico. Después de la reaccién 5 los atomos de carbono ya no
se senalan debido a que el succinato es una molécula simétrica. Los grupos carboxilo que salen del
ciclo como CO; en las reacciones 3 y 4 se muestran en verde. El ciclo comienza con la adicién de 2
atomos de carbono (acetil-CoA) a un compuesto de 4 carbonos (oxaloacetato) que resulta en la
formacién de un anién de 6 carbonos, el citrato. Este continiia con la pérdida de 2 carbonos en
forma de CO: y la regeneracién del oxaloacetato. Entre los intermediarios del ciclo se forman una
molécula de ATP asi como cuatro pares de hidrégenos que pueden ser tomados por la cadena
respiratoria para llevarlos al oxigeno y sintetizar una mayor cantidad de ATP (Modificada de
Mattews et al. 2000).



1.4.1 Metabolismo de la glucosa en la retina.

La retina requiere de un continuo suministro de glucosa y oxigeno. Las retinas de
rata (Winkler 1981), y conejo (Ames et al. 1992) incubadas en medios sin glucosa,
presentan una disminucién en su actividad eléctrica, asi como una disminucion
paulatina en los niveles de ATP. Estudios de las vias del metabolismo de la glucosa
en la retina de los mamiferos, han demostrado que este tejido convierte la glucosa
en acido lactico con admirable rapidez, consume oxigeno mas rapido que otros
tejidos, y que la formacion de acido lactico ocurre, atin en presencia de oxigeno
(Winkler, 1981; Winkler 1989; Berman, 1991). A pesar de que la retina neural posee
la tasa mas alta de consumo de oxigeno que cualquier otro tejido incubado in vitro,
la mayoria de la glucosa utilizada es convertida a lactato. Se ha calculado que el
consumo de glucosa en la retina en presencia de oxigeno es de 0.73 pMol/mg de
peso seco/ hora, de la cual cerca del 70 % es convertida a lactato. Este fenomeno de
produccién de lactato con un suministro normal de oxigeno es referido como
glucolisis aerobia (Winkler 1989).

La actividad eléctrica de la retina registrada mediante el electrorretinograma
(ERG), permanece estable por varias horas cuando es incubada en un medio con
bicarbonato equilibrado con una mezcla de 95% Oz y 5% CO, y 5.5 mM de glucosa.
Sin embargo, la actividad eléctrica de la retina disminuye en condiciones de anoxia
o por la presencia de iodoacetato, (un inihibidor de la glucdlisis) en el medio de
incubacion, lo cual sugiere que la energia requerida para la actividad retiniana
provienen tanto de la glucolisis como de la oxidacion completa de la glucosa
(Winkler, 1981).

En la retina del conejo, la ausencia de oxigeno provoca un incremento de 2.7
veces la tasa normal de glucolisis (Ames et al. 1992). Este efecto es mas prominente
en el caso de la retina de la rana, donde la falta de oxigeno origina un aumento de

8.5 veces la tasa glucolitica (Fliesler et al. , 1997). Este incremento en la tasa de
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tasa de glucolisis anaerobia es la respuesta metaboélica de las células por compensar
la pérdida de ATP generado por la mitocondria. Este cambio metabélico drastico
es conocido como efecto Pasteur (Berman, 1991; Ames, 1992; Fliesler et al. , 1997;
Winkler et al. , 2003a).

La produccién de energia por la retina puede ser calculada por la tasa de
consumo de oxigeno y produccién de lactato. El tejido se encuentra en dos estados
fisiolégicos completamente distintos al estar sujeta a condiciones de luz u
oscuridad. La luz constante disminuye la corriente oscura, con ello también la
actividad de la ATP-asa de Na*-K* y dado que este transporte de iones consume
cerca de la mitad de la energia generada en la retina, podrian suponerse cambios
en el metabolismo de la glucosa a diferentes intensidades luminosas.
Efectivamente, un aumento en los requerimientos de oxigeno y glucosa se observa
en las retinas de conejo y gato adaptadas a la obscuridad (Ames et al. , 1992; Wang
et al. , 1997). En la retina del gato (Wang et al. ,1997) se demostr6 un aumento en la
produccién de lactato de 0.253 uMol/min en la luz a valores de 0.409 uMol/min
en la oscuridad, lo cual sugiere una mayor actividad energética de la retina en
condiciones de oscuridad. En la retina de la rata, no se encontr6 cambio
significativo en la produccién de lactato en condiciones de luz u oscuridad
(Winkler 1981), sin embargo, Coffe (2000) demostr6 que los niveles de lactato en
retinas de ratas adaptadas a la oscuridad fueron mayores de aquellas adaptadas en
la luz. De igual modo, las retinas incubadas en la oscuridad liberan una mayor
cantidad de lactato al medio de incubacién que aquellas incubadas en la luz (Coffe,
2000).

La idea clasica de que todas las células retinianas, en particular los
fotorreceptores, metabolizan la glucosa hacia lactato y CO, ha sido recientemente
confrontada con una propuesta completamente distinta de la utilizacién de la
glucosa en la retina. Mediante una combinaciéon de técnicas autorradiograficas y
bioquimicas, Poitry-Yamate y Tsacopoulus (1991) reportaron, en la retina del

cobayo, una toma de glucosa predominante por las células de Miiller y su posterior
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conversién a lactato en estas mismas células. Con estos resultados los autores
concluyeron que solo en las células gliales de Miiller se lleva a cabo la glucélisis y
formacién de lactato. En un estudio posterior (Poitry-Yamate y Tsacopoulos, 1995)
en una preparacion en la que las células gliales de Miiller permanecen unidas a
células fotorreceptoras aisladas de las retinas de cobayo, estos mismos autores
reportaron una liberacién predominante de lactato por parte de las células de
Miiller el cual en presencia de células fotorreceptoras disminuye en un 70%. Los
autores proponen una transferencia de lactato, modulada por la luz, de las células
gliales a los fotorreceptores. Debido a que las células gliales no son activadas
directamente por la luz, deberia existir una sefial liberada por los fotorreceptores
que induce la captura y fosforilacién de la glucosa en las células de Miiller con la
subsiguiente liberacién de lactato. Evidencia obtenida en cultivos de astrocitos de
cerebro (Pellerin y Magistretti, 1994) apunta al glutamato como la sefial de
acoplamiento entre la activacién neural y la toma de glucosa por las células gliales.
Dentro de este marco se ha propuesto una teoria alterna para el acoplamiento
entre la actividad neuronal y el metabolismo energético (Magistretti et al. , 1999). El
glutamato, el neurotransmisor excitador dominante del SNC , es liberado por cerca
del 90 % de las neuronas durante la excitacién, para luego difundir a lo largo de la
hendidura sindptica y ser reconocido por receptores en la postsinapsis. El
glutamato liberado debe ser rapidamente removido de la hendidura sinaptica; esto
se logra principalmente por el sistema de captura presente en la glia que rodean las
sinapsis glutamatérgica. El glutamato es tomado por la glia a través de
transportadores que utilizan el gradiente electroquimico de Na*. Las células gliales
son confrontadas a una doble tarea: eliminar del espacio sinaptico altas

concentraciones de glutamato y reestablecer el gradiente i6nico de Na*.
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Figura 5. Cascada de eventos moleculares propuesta como mecanismo para el acoplamiento entre la
transmisi6n sindptica mediada por glutamato con la utilizacién de la glucosa por las células gliales.
Modificada de Magistretti, P. J. et al. 1999.

El gradiente se reestablece por la activacibn de la ATP-asa de Na*-K* y el
glutamato es convertido a glutamina en una reaccién catalizada por la glutamino
sintetasa, ambos procesos requieren de energfa. El pie terminal de los astrocitos
enriquecido en transportadores de glucosa cubren virtualmente todas las paredes
capilares en el SNC (ver figura 5). Asf, la relacién que guardan las células gliales
con la vasculatura y el neuropilo proveen a estas células con las conexiones
funcionales necesarias para acoplar la actividad sinéptica con la toma de glucosa.

La captura de glutamato por las células gliales estimula la toma de glucosa
estas mismas células; la glucosa es procesada glucoliticamente resultando en la
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liberacion de lactato como substrato energético para las neuronas
(Pellerin y Magistretti, 1994; Tsacopoulos y Magistretti, 1996, Magistretti et al.
1999; Magistretti, 2003).

1.5 El glucégeno.

En una amplia gama de organismos el exceso de glucosa se convierte en formas
poliméricas de almacenamiento. En los animales, la glucosa se almacena como
glucégeno, un polimero altamente ramificado en el que los residuos de glucosa se
unen por enlaces glucosidicos a,1-4. Las ramificaciones se forman por enlaces
glucosidicos a, 1-6 los cuales se presentan con una frecuencia aproximada de uno
por cada diez residuos (figura 6). La microscopia electrénica revela la presencia de
granulos de glucégeno en diferentes tipos celulares pero los principales tejidos-de
almacenamiento son el higado y el musculo esquelético en los que representa el
10% y el 2% de su peso respectivamente. Es por tanto, en estos tejidos donde se
han estudiado con mayor detalle los procesos metaboélicos por los cuales los niveles
de glucéogeno son regulados. Los residuos glucosidicos derivados de una
glucogendlisis son utilizados de modo distinto en musculo esquelético e higado.
En musculo esquelético, funcionan como reservorio de glucosa para sus propias
necesidades metabdlicas; una demanda de ATP resulta en la conversion de
glucégeno a glucosa-6-fosfato (G6P) para su incorporacion en la via glucolitica. En
el higado, bajas concentraciones de glucosa en plasma desencadenan la ruptura de
glucogeno a G6P que en este tejido, por la acciéon de la G6-fosfatasa (G6Pasa), es
convertida a glucosa y se libera al torrente sanguineo (Rawn, 1989; Stryer, 1995;

Voet y Voet, 1995; Harris 1999)

14



Figura 6. Estructura del glucégeno. A la izquierda se muestra una representacién de su estructura
ramificada donde se muestran el gran niimero de extremos no reductores que se requieren como
sustrato para las enzimas de su sintesis y degradacién. A la derecha se muestran la estructura en un
punto de ramificacion. (Modificada de Meisenberg y Simmons 1998)

1.5.1 Sintesis de glucégeno

La hexocinasa fosforila a la glucosa convirtiéndola en G6P y la fosfoglucomutasa la
isomeriza a glucosa 1 fosfato (G1P) en una reaccién reversible. Dado que Ila
conversién directa de GIP en glucégeno y fésforo inorgénico es
termodindmicamente desfavorable, la sintesis de gluc6geno requiere de un paso
exergo6nico adicional. Esto se logra por la combinacién de la G1P con el uridin
trifosfato (UTP) para formar uridin difosfato glucosa (UDP-glucosa), reaccién
catalizada por la UDP-glucosa pirofosforilasa (figura 7).

La sintesis de gluc6geno se inicia con la participacién de la glucogenina. La
glucogenina es una hexosiltransferasa autocatalitica a la que se unen un promedio
de ocho residuos glucosidicos provenientes de la UDP-glucosa. El primer residuo
de glucosa se une en la tirosina 194, y a partir de este residuo se continda la
polimerizacién hasta una malto-octaosa. En el siguiente paso de la sintesis de
glucégeno, la  glucégeno  sintetasa  (UDP-glucosa:glucégeno  4-a-D
glucosiltransferasa) incorpora unidades de UDP- glucosa y genera un enlace
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Figura 7. Sintesis de UDP glucosa. La UDP-glucosa es la forma activada de la glucosa para la

sintesis de glucégeno. (Modificada de Meisenberg y Simmons 1998).

glucosidico o 1-4 entre el carbono 1 del grupo glucosilo que entra y el carbono 4
del extremo no reductor en la cadena de glucégeno (Stryer, 1995; Voet y Voet,
1995) (Figura 8). En esta reaccion se cree que el i6n glucosil oxonio interviene como
estado de transicion, ya que la reaccion es inhibida por la 1,5 gluconolactona, un
analogo con la misma geometria en media silla del iébn oxonio. Las ramificaciones
ocurren por la accion de la enzima ramificante amilo-(1,4-1,6)-transglucosilasa que
transfiere una porcién terminal de 6 o 7 residuos de un extremo de al menos 11
residuos de longitud, a un grupo hidroxilo en la posicién 6 de una glucosa al
interior del polimero, forméandose asi dos extremos en los que actda la glucégeno
sintetasa.

A partir de estudios realizados en cultivos de astrocitos (Lomako et al. 1993) se han
caracterizado dos formas de glucégeno que se distinguen por sus solubilidades en
acido tricloroacético (TCA). El primero, es un glucégeno soluble en TCA
denominado proglucégeno con un M de 400 kDa que se propone es un
intermediario estable tanto en la sintesis como en la degradacion del

macroglucégeno soluble en TCA con un M; de 107.
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Figura 8. Reacci6n catalizada por la glucégeno sintetasa. (Modificada de Meisenberg y Simmons
1998).

Segun el modelo propuesto por Lomako et al. 1993 para la sintesis de glucégeno,
la malto-octaosa formada por la glucogenina es la molécula cebadora para la
formaciéon del proglucégeno por medio de la proglucégeno sintetasa. El
proglucégeno a su vez funciona como molécula cebadora para la sintesis del
macroglucégeno por medio de la glucégeno sintetasa. Asf, en condiciones
fisiologicas el glucégeno parece no degradarse totalmente hasta la glucogenina,
sino que parece fluctuar entre el proglucégeno y el macroglucégeno (Lomako et al.

1993).

1.5.2. Rompimiento de la molécula de glucégeno.

La movilizacién de los residuos de glucosa a partir del glucégeno requiere la
accion de tres enzimas. La glucégeno fosforilasa, que cataliza la fosforolisis del
glucégeno (rompimiento de un enlace «, 1,4 por la adicién de un grupo fosfato)
para formar glucosa-1-fosfato. La fosforilasa sin embargo, detiene su proceso de

degradaci6n a los 4 residuos de glucosa de un punto de ramificacién. El proceso
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desramificador requiere la accion de una segunda enzima, la al4-ol,4
glucantransferasa que cataliza dos reacciones. En una de ellas la enzima elimina
los residuos adyacentes al punto de ramificacién y los transfiere intactos al
extremo de alguna otra ramificacién; ademas, el residuo que permanece unido por
el enlace a 1-6 es liberado por la a 1-6 glucosidasa (figura 9). El proceso resulta en
una molécula de glucosa libre y una ramificacion susceptible a la ruptura por la
fosforilasa. Por altimo, la fosfoglucomutasa cataliza el paso de G1P a G6P que

puede ser incorporada en la via glucolitica o ser hidrolizada a glucosa.

1.5.3 Regulacién reciproca entre la sintesis y la movilizaciéon de glucégeno.

La glucégeno sintetasa y fosforilasa son las enzimas reguladoras de la sintesis y
degradacion del glucégeno respectivamente. Ambas enzimas estan sujetas a
control por efectores alostéricos (Harris 1999). La glucégeno fosforilasa es activada
por AMP e inhibida por ATP y G6P. Por otro lado, la glucégeno sintetasa es
activada por G6P. Asi, cuando hay una gran demanda de ATP en la célula,
prevalecen concentraciones bajas tanto de ATP como de G6P y altas
concentraciones de AMP, que estimulan a la glucégeno fosforilasa mientras que la
glucdgeno sintetasa permanece inactiva. Paralelo a las interacciones alostéricas
mencionadas, se superpone un control ain mas complejo que conlleva

modificaciones covalentes de la gluc6geno sintetasa y fosforilasa (Rawn, 1989; Voet

y Voet , 1995).
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Figura 9. Accién conjunta de la glucégeno fosforilasa y de la enzima desramificadora en la
degradacién de la molécula de glucégeno.

La fosforilaci6bn de la gluc6geno fosforilasa provoca su conversién desde una
forma débilmente activa (b) a una forma activa (a). En esta forma, la enzima induce
el rompimiento del glucégeno a glucosa-1-fosfato. Por el contrario, la fosforilacion
de la glucégeno sintetasa induce su conversién de un estado activo (a) a uno de
menor actividad (b). Los estados de fosforilacién de la sintetasa y fosforilasa del
glucégeno estdn regulados por hormonas. El glucagon induce la degradacién de
glucégeno, en el higado, pero no en el misculo, cuando los niveles de glucosa en
plasma se encuentran disminuidos (Figura 10). Por el contrario, la insulina
estimula la sintesis de glucégeno en misculo esquelético e higado. El efecto de la
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Figura 10. Cascadas reguladoras que afectan la sintesis y movilizacién del glucégeno. Estas
cascadas se producen por la activacién de la adenilato ciclasa y la fosfolipasa C que promueven
tanto la degradacién del glucégeno (flechas punteadas en verde) como la inhibicién de la sintesis
del mismo (flechas punteadas en rojo).



insulina es mediado a través de cascadas de fosforilaciones, que para el caso del
musculo esquelético son bien conocidas. La via de sefalizacion, involucra la
activacién de la fosfatidil-inositol-3-cinasa (PI3K). Los fosfolipidos producidos por
la accién de esta enzima (fosfatidil inositol trifosfato) activan a la proteina cinasa
dependiente de fosfoinositidos (PDK-1). La PDK-1 fosforila la regién reguladora de
la Akt o proteina cinasa B (PKB) asi como las isoformas atipicas de la proteina
cinasa C (PKCE y PKCA) contribuyendo a su activacion. Estas enzimas son las
responsables de fosforilar y por tanto inhibir a la gluc6geno sintetasa cinasa 3
(GSK-3), lo que lleva a la activacién de la glucégeno sintetasa (Saltiel y Pessin,
2002).

La accién de los agentes glucogenoliticos son bien conocidos en el musculo
esquelético e higado. Las catecolaminas norepinefrina y epinefrina son dos
potentes activadores de la hidroélisis de glucégeno tanto en el higado como en el
musculo. Su accién es iniciada cuando la hormona se une al receptor B-adrenérgico
en la membrana plasmatica. Esta interaccion conduce a la activacion de la
adenilato ciclasa, enzima que sintetiza al segundo mensajero AMP.. Este
nucleétido es un activador de la proteina cinasa dependiente de AMP. (PKA); ésta,
una vez activa fosforila a la fosforilasa cinasa que a su vez fosforila tanto a la
sintetasa como a la fosforilasa del glucégeno. La fosforilasa cinasa también se
activa por el aumento de Ca** intracelular causado por los receptores ou-
adrenérgicos (Figura 10). De tal forma que las dos enzimas que participan en la
sintesis y degradacion del gluc6geno se encuentran en un estado desfosforilado
cuando la insulina es abundante, y en un estado fosforilado cuando el glucagon y

las catocolaminas prevalecen.
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1.5.4 Glucoégeno en el SNC.

La presencia de glucégeno en el SNC se ha demostrado por técnicas bioquimicas e
histoquimicas, sin embargo poco se conoce sobre la regulacién de su sintesis y
degradacion. Los depo6sitos de glucégeno en el cerebro son considerablemente
reducidos (3.3 mmol/kg de cerebro en la rata), comparados con aquellos en el
higado y musculo esquelético resultan ser 100 y 10 veces menores respectivamente
(Magistretti, 2003). Sin embargo, el glucégeno representa la principal reserva
energética en el cerebro y se encuentra localizado principalmente en astrocitos,
aunque se tiene evidencia de su presencia en células ependimales, de los plexos
coroideos, asi como en ciertas neuronas del tallo cerebral (Cataldo y Broadwell
1986). Las vias para la sintesis y degradacion de glucégeno en el SNC, son las
mismas que las observadas en otros tipos celulares (Alonso et al. 1995) y las
enzimas responsables de su sintesis y degradacién han sido caracterizadas en el
cerebro. Estudios inmunocitoquimicos han demostrado la presencia de la
fosforilasa predominantemente en astrocitos, tanto en rebanadas de cerebro
(Pfeifer et al. 1990) como en cultivos primarios (Reinhart et al. 1990). La presencia
de la sintetasa se demostr6 en neuronas, astrocitos, células ependimales,
oligodendrocitos y células del plexo coroideo (Inoue et al. 1987). El glucégeno en el
SNC, a pesar de su baja concentracién, posee una alta tasa de degradacién y sus
niveles se encuentran finamente regulados por la actividad sinaptica (Magistretti
2003). Por ejemplo, en condiciones de baja actividad sinaptica como la inducida
por anestesia, hibernacién, y suefio de onda lenta, se observa un incremento en el
contenido de glucégeno en el cerebro (Phelps, 1972). Por otro lado, usando
autorradiografia cuantitativa se demostr6 que una estimulacién sensorial lleva a la
degradacion del glucégeno en regiones particulares del cerebro (Swanson et al. ,

1992). Asimismo, se observé que el metabolismo del glucégeno es regulado por
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neurotransmisores, tales como la noradrenalina (NA), histamina y la serotonina
que inducen glucogendlisis en rebanadas de corteza cerebral (Quach et al. , 1978,
1980, 1982). Magistretti y colaboradores demostraron el efecto glucogenolitico del
péptido intestinal vasoactivo (VIP), el péptido activador de la adenilato ciclasa de
la pituitaria (PACAP) y de la adenosina (Magistretti et al., 1981; Magistretti et al. ,
1986). El efecto glucogenolitico de los neurotransmisores mencionados, es mediado
por receptores especificos acoplados con sistemas de segundos mensajeros bajo el
control de la adenilato ciclasa o de la fosfolipasa C. La tasa inicial de glucogenolisis
activada por el VIP y la NA es de 5 a 10 nmol/mg de proteina/minuto, valor que
es muy cercano a la tasa de utilizacién de la glucosa en la corteza cerebral
demostrado por autorradiografia con 2-desoxiglucosa. Esta correlacion sugiere que
las unidades glucosilo movilizadas en respuesta a los neurotransmisores proveen
de sustratos metabélicos para las demandas energéticas del cerebro, sin embargo
aun no es claro si las unidades de glucosa son utilizadas por los astrocitos para
compensar sus propias necesidades energéticas durante la activacién neuronal, o si
son metabolizadas a lactato, el cual seria liberado para su utilizacion por las
neuronas (Magistretti, 1993).

En estudios realizados en cultivos de astrocitos, resulta interesante el que,
paralelo a su accién glucogenolitica efectuada en un lapso de minutos, el VIP, la
NA y la adenosina, inducen un aumento de 6 a 10 veces en los niveles de
glucégeno en un lapso aproximado de 9 horas (Allaman et al. 2003).

Otros neurotransmisores como el acido y-aminobutirico y el glutamato no
tuvieron efecto alguno en los niveles de glucégeno en rebanadas cerebrales ni en
astrocitos en cultivo (Magistretti et al. 1993). Por el contrario, Swanson et al. (1990)
reportaron que la incubacién prolongada (4 horas) de cultivos de astrocitos en
presencia de 1 mM de glutamato provoca un aumento en los niveles de glucégeno.
Los autores sugieren que el glutamato es utilizado por las células como sustrato
oxidativo preferencial dirigiendo parte de la glucosa disponible a la sintesis de

glucogeno. De igual modo, Hamai et al. (1999) demostraron un aumento en los
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niveles de glucégeno en cultivos de astroglia incubados con altas concentraciones
de glutamato (1 y 2 mM), ademas observaron que la insulina provoca un aumento
dosis-dependiente de los niveles de glucégeno con un aumento méaximo a una
concentracién de 1 uM; este aumento fue sensible a wortmanina lo cual sugiere

que la via de sefializacion de la insulina en estas células involucran la accién de la

PI3K.

En tejidos como el musculo esquelético e higado el metabolismo del
glucogeno es sensible a cambios en los niveles de glucosa en plasma, de este modo,
se ha propuesto que el glucégeno en el SNC funciona como reserva de
carbohidratos que se utilizan cuando las concentraciones de glucosa en plasma
disminuyen. De acuerdo con esto, el contenido de glucégeno en cultivos de
astroglia de ratén es degradado rapidamente (con una vida media de 7 minutos)
en ausencia de glucosa (Dringen y Hamprecht, 1992). Sin embargo, esta
glucogenolisis no estd acompafiada por la liberacién de glucosa al medio de
incubacién por lo que los autores sugieren que al menos en estas células no existe
actividad de la G6P-asa (Dringen y Hamprecht 1992). La produccién de lactato en
vez de glucosa ha llevado a sugerir que el glucégeno en los astrocitos funciona
como una reserva de lactato para las neuronas (figura 11) (Dringen, et al. , 1993).
Por otro lado, se ha demostrado en cocultivos de neuronas y astrocitos que la
presencia de glucégeno en éstos representa un factor de sobrevivencia neuronal en

un medio sin glucosa (Swanson y Choi 1993).
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Glucosa

Figura 11. Funcién propuesta del glucégeno en el SNC. El pie terminal de los astrocitos rodean los
capilares del cerebro (C) por lo que probablemente parte de la glucosa capturada por el cerebro sea
almacenada como glucégeno en los astrocitos (A). La evidencia in vitro sefiala que estas reservas
energéticas pueden ser movilizadas en respuesta a ciertos neurotransmisores como la norepinefrina
(NA) y el péptido intestinal vaso activo (VIP). El destino metabélico de los residuos glucosidicos
resultado de la ruptura de la molécula de glucégeno, se desconoce. Se sugiere que algunos
intermediarios glucoliticos como el lactato o el piruvato son exportados hacia el neuropilo (N) y son
degradados oxidativamente estableciendo asi un una interaccién metabélica entre los astrocitos y el

neuropilo. (Modificada de Magistretti et al. 1993)

1.5.5 El glucégeno en la retina.

La presencia de glucégeno en la retina, se ha demostrado mediante técnicas
histoquimicas y bioquimicas siendo menos abundante en la retina vascularizada de
la rata, el ratén y el humano que en la retina avascular de conejo y cobayo (Saari,

1988; Ames et al. , 1992). Existe una gran discrepancia en cuanto a la localizacién

25



celular del glucégeno en la retina. Se ha propuesto que en la retina de los
mamiferos se encuentra principalmente confinado en las células de Miiller (Poitry-
Yamate y Tsacopoulos, 1992; Kuwabara y Cogan, 1961). No obstante, Runger-
Bréndle et al. (1996) demostraron en la retina del gato, la presencia de glucégeno
en neuronas de segundo orden del circuito de los bastones asi como en las células
amacrinas A22. Por otro lado en un estudio realizado en la retina de la rata se
demostro la presencia de gluc6geno en los conos pero no en los bastones (Okubo et
al. 1998). En un estudio reciente llevado a cabo en nuestro laboratorio se demostro,
por técnicas bioquimicas, la presencia de glucégeno en la retina de la rata (Coffe
2000), el cual esté localizado en todas las capas de la retina (Hernandez 2003). De
igual modo en la retina de la rana Schabadasch y Schabadasch (1972) demostraron
la presencia de glucégeno en todas las capas de la retina a excepcion de los
segmentos externos de los fotorreceptores.

Por otra parte, mediante técnicas inmunocitoquimicas, se ha demostrado la
presencia de glucogenina en todas las capas de la retina del pollo a excepcién de
un débil marcado en las capas de células ganglionares y el segmento externo de las
células fotorreceptoras (Miozzo et al. 1996).

La literatura acerca de los mecanismos que regulan el glucégeno presente en la
retina es escasa. Schabadasch y Schabadasch (1972) demostraron que existe un
patrén dindmico de cambios en la cantidad y localizacién de glucégeno en la retina
de la rana que depende de la magnitud del estimulo luminoso. En un estudio
llevado a cabo en nuestro laboratorio, Coffe (2003), observé que los niveles de
glucégeno en retinas de ratas adaptadas a la oscuridad son 50% menores que en
aquellas adaptadas a la luz. Asimismo, demostr6 que los niveles de glucégeno en
retina aumentan cuando se simulan condiciones de hiperglucemia en el medio de

incubacioén.
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1.6 Problemas relacionados con el metabolismo: Diabetes Mellitus.

La diabetes mellitus es uno de los principales problemas de salud publica en el
mundo (Khan, 1998). Fundamentalmente, es un sindrome que se debe a la
deficiencia absoluta o relativa de insulina o a una funcién inadecuada de la misma.
En condiciones normales, la insulina estimula la captura y almacenamiento de la
glucosa en algunos tejidos por lo que en el paciente diabético la utilizacion de la
glucosa se encuentra alterada, al mismo tiempo hay una estimulacién de la
glucogenolisis, que en condiciones normales es inhibida por la insulina. Ambas
alteraciones conducen a la acumulacién de glucosa en sangre (hiperglucemia) al
extremo en que se excede el umbral renal para la reabsorcion de glucosa y aparece
la glucosuria. Los &acidos grasos movilizados a partir de los triglicéridos se
convierten en la principal fuente de energia del organismo; en el higado, los 4cidos
grasos se oxidan a cuerpos cetonicos (acido acetoacético, acetona y acido B-
hidroxibutirico) que en condiciones normales son utilizados por el musculo, el
corazén, el rifién y en menor cantidad en el cerebro. En la diabetes, la velocidad de
formacién de cuerpos cetonicos excede a la de su utilizacion lo que origina cetosis
y acidosis metab6lica. Como resultado, el estado diabético que se inicia con un
defecto en la accién de la insulina se despliega en circulos crecientes de
anormalidades metabolicas (Pérez-Tamayo, 1987; Farina, 1990; Robbins y Kumar,
1990). La diabetes mellitus se clasifica en dos tipos segtin los sintomas y la etiologia
de la enfermedad. La diabetes de tipo I o insulino-dependiente corresponde al 10%
de los casos y se debe a una falta de insulina en plasma debido a la destruccién de
las células B del pancreas, las responsables de la sintesis de insulina. Se cree que la
autoinmunidad es el principal mecanismo implicado en la destruccién de las
células B, dado que en el 90 % de los pacientes puede observarse una infiltracion
linfocitica en los islotes de Langerhans asi como anticuerpos circulantes contra la
membrana y elementos del citoplasma de las células de los islotes; ademas en

algunos pacientes se han demostrado anticuerpos contra la propia insulina. En
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algunos casos se ha observado la aparicion de diabetes tipo I después de
infecciones virales, de modo méas comun con los virus Coxsakie, de la varicela,
rubéola y del sarampioén por lo que también se ha considerado un origen viral de la
enfermedad. Aunque algunos virus pueden dafar y destruir las células  en ciertos
casos, se cree que el dafio provocado por el virus inicia un proceso autoinmune
que produce la necrosis selectiva de las células B pancreaticas. Algunos t6xicos
también son capaces de dafiar a las células B como el aloxan y la estreptozotocina.
La diabetes de tipo II o insulino-independiente se caracteriza por un estado de
resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina es un estado patol6gico donde
se encuentra una disminuida captura de glucosa estimulada por insulina en tejidos
periféricos como el musculo esquelético y adipositos. Asimismo, se pierde el
control de la produccién de glucosa por parte del tejido hepatico. Inicialmente, un
aumento en la secrecién de insulina compensa la resistencia de los tejidos
periféricos, sin embargo el estado diabético aparece con el tiempo cuando a pesar
de la presencia de insulina los tejidos no responden a ésta (Pérez-Tamayo, 1987;
Khan, 1988; Le Roith y Zick, 2001). Aunque el tratamiento eficaz de los trastornos
metaboélicos primarios de la diabetes ha prolongado la vida de los pacientes, los
individuos que han sufrido la enfermedad por largo tiempo presentan
complicaciones secundarias. Por ejemplo, la duracién del estado diabético es el
principal factor de riesgo para el desarrollo de la retinopatia diabética. Después de
20 afios de diabetes practicamente todos los pacientes con diabetes tipo I y mas del
60 % de pacientes con diabetes tipo II tienen algun grado de retinopatia.

La caracteristica clinica mejor conocida de la retinopatia es la microangiopatia,
que conlleva a un edema macular, asf como una angiogénesis no controlada. El
edema macular se desarrolla cuando una permeabilidad anormal de los capilares
retinianos provoca un flujo excesivo de sangre hacia la retina que sobrepasan los
mecanismos normales de transporte. El edema macular se ha correlacionado con el
grado de pérdida de la visién. El factor de crecimiento del endotelio vascular

(VEGF) es un poderoso factor de permeabilidad que cuando es administrado de
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manera exdgena induce a un edema retiniano; el VEGF se encuentra en
concentraciones elevadas en modelos animales de diabetes (Sone, 1997).

Se ha puesto mucho énfasis en el estudio de los cambios en la vasculatura
retiniana en la diabetes, sin embargo hay evidencia que la funcién de la retina se
altera en etapas muy tempranas del establecimiento del estado diabético lo cual
sugiere un efecto directo en la retina neural y no s6lo de un proceso secundario
debido a la alteraci6on de la barrera hematorretiniana (Barber 2003; Lieth et al.
2000). Asi, se tienen reportes de registros electrorretinograficos anormales en
pacientes diabéticos que atin no presentan alteraciones vasculares detectables en la
retina. Estas anormalidades son acompafiadas de una capacidad deteriorada para
discriminar contrastes ademas de una visién nocturna disminuida (Della-Sala,
1985). Estudios realizados en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina
demuestran un incremento en la apoptosis de células retinianas luego de un mes
de tratamiento, con esto se ha sugerido que la diabetes induce una
neurodegeneraciéon cronica de la retina (Barber, 2003). Por otro lado, se ha
observado la disminucién de células amacrinas que contienen la enzima 6xido
nitrico sintetasa. Los autores sugieren que una disminucion en la disponibilidad de
vasodilatadores tales como el 6xido nitrico podria contribuir con la reduccién del
flujo sanguineo reportado en pacientes diabéticos (Roufail et al. ,1998). Se ha
sugerido que las anormalidades funcionales y anatomicas presentes en la
retinopatia diabética podrian ser consecuencia de cambios en el metabolismo de la
retina durante la diabetes. Se tienen reportes del aumento en los niveles de sorbitol
(Macgregor et al. , 1985) y de lactato (Salceda et al. , 1998) en ratas a las que se les
indujo diabetes por estreptozotocina. En nuestro laboratorio, se ha demostrado que
en ratas tratadas con estreptozotocina, el contenido de glucégeno en la retina
aumenta cerca de 4 veces los valores normales (Coffe, 2000; Hernandez, 2003).
Estos resultados sugieren que el metabolismo del glucégeno en la retina se

modifica durante el estado diabético. En el presente trabajo se estudiaron algunos
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de los posibles factores que modulan los niveles de gluc6geno en la retina de la

rata y su relacién con el estado diabético.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVO.

Hipotesis.

El metabolismo del glucégeno en la retina, al igual que en tejidos como musculo
esquelético e higado, es sensible a cambios en el suministro de glucosa y puede
estar regulado por el estado energético de la célula y por la presencia de insulina.

Objetivos.

Determinar el efecto de insulina e inhibidores metabdlicos en los niveles de

glucogeno en la retina de la rata.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratas Long-Evans de 150 a 200 gramos las
cuales se mantuvieron en un ciclo de 12 horas luz 12 horas oscuridad y sin ninguna
limitacion de agua y alimento. En algunos experimentos las ratas se adaptaron a la
oscuridad al menos 3 horas antes de sacrificarlas y el tejido se aislé bajo luz roja
tenue. La induccién de la diabetes se realizé por la inyeccién intraperitoneal de
estreptozotocina (97.4 mg/Kg) dividida en dos dosis en dias consecutivos; el dia
siguiente a este tratamiento se consider6 como el primer dia de diabetes. Un grupo
de ratas diabéticas se les administr6 un tratamiento de insulina (5
unidades/animal cada tercer dia) a partir del primer dia de diabetes durante 20 o
45 dias. Los niveles de glucosa en plasma se obtuvieron al momento de sacrificar
los animales, con un medidor de glucemia (Accu-chek Active de Roche). Los
animales con niveles de glucosa en plasma iguales o superiores a 300 mg/dl se
consideraron diabéticos.

Los animales se sacrificaron por decapitacion entre las 10:00 y 12:00 hrs; de
inmediato los ojos se enuclearon y seccionaron en su porciéon media, la retina se
separ6 de la copa 6ptica y ambas se colocaron en frio en un Ringer-Krebs (RKB)
que contenia en mM: NaCl 118; KCI 4.7, KHPOs 1.2; CaClz 2.5; MgSOs 1.17;
glucosa 5.6; NaHCO; 25. La corteza cerebral, higado y rifién se colocaron en una

solucion de NaCl al 0.9% en frio.

3.2 Medios de incubacion

La wortmanina, el forbol-12 miristato 13-acetato (PMA) y la estaurosporina se
disolvieron en dimetil sulféxido (DMSO) y se mantuvieron como soluciones
concentradas hasta el momento del experimento en que se disolvieron en el RKB.

En todos los casos la concentracién final de DMSO en el medio de incubacién no
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fue mayor del 0.5 % y los resultados se compararon con un control que contenia la
misma cantidad de DMSO.

Las retinas y las copas 6pticas se incubaron durante diferentes tiempos bajo
distintas condiciones a 37° C con agitaciéon suave. Al finalizar el periodo de
incubacién, las retinas y el EPR (que se desprendia de la copa Optica con unas
pinzas de diseccién) se homogenizaron en 0.4 ml de agua, se tom6 una alicuota
para la determinacién de proteina y el resto del homogenado se le adicion6 NaOH
a obtener una concentracién final de 100 mM. Los tejidos de corteza cerebral,
higado y rifiéon se homogenizaron al momento de aislarse. Los homogenados se

guardaron en congelacién hasta el momento de la determinacién del glucégeno.

3.3 Determinacién bioquimica del glucégeno.

La determinacién de glucégeno se realiz6 siguiendo los métodos de Lust et al.
(1975) y Keppler y Decker (1983).

Las muestras se incubaron a 80° C durante 1 hora, se dejaron a temperatura
ambiente al menos media hora y se les agreg6 1 ml de etanol absoluto frio y se
dejaron a -20 °C toda la noche. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 4
°C (Eppendor centrifuga 5417 R) por 15 minutos a 14000 g, el sobrenadante se
desech¢ y el precipitado se coloc6 en una liofilizadora (Maxi Dry Lyo) para su
secado total al vacio. Las muestras asi obtenidas se resuspendieron por sonicacion
en 0.49 ml de un buffer de acetato de sodio (50mM) pH 4.5. El glucégeno fue
convertido en sus monémeros correspondientes afiadiendo a cada muestra 0.01 ml
de una solucién de amiloglucosidasa 140 U/ml e incubando a 37° C durante 1
hora.

La cuantificaciéon de los residuos glucosidicos presentes en las muestras, se
determiné por la aparicion del NADPH producido por las reacciones enzimaticas
acopladas segun el procedimiento de Kepler y Decker (1983). El sistema consiste de

un buffer 300 mM de trietanol amina-HCI pH 7.6, 2 mM de ATP, 2 mM de NADP*,
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4 mM de MgSO4, 3 U/ml de hexocinasa, 85 U/ml de glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa, y la muestra (retina 150 ul; EPR, corteza y rifién 50 pl; higado 10
ul), en un volumen final de 300 pl que se obtuvo con la adicién del buffer en que se
encontraba la muestra. El sistema se incub6 durante 15 minutos a temperatura
ambiente y la absorbancia se midi6 a 340 nm en un lector de microplacas (Ceres

900 UV Bio-Tek instruments) utilizando una solucién de glucosa como estandar.

3.4 Determinacion de proteinas.

La determinacién de proteinas se llevé a cabo en microplacas con una reaccion
basada en el método de Lowry et al. (1951) con reactivos adquiridos de Bio-Rad,

Labs. utilizando albumina de bovino como estandar.

3.5 Analisis Estadistico.

Los cambios en los niveles de glucégeno con respecto al tiempo se compararon
por medio de un anélisis de varianza de una via seguido por una prueba de Tukey.
Las demas comparaciones se realizaron por una prueba de t tomando como

significativos para ambos casos una p<0.05.

3.6 Reactivos.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. La glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa fue adquirida de Roche (Mannheim Germany), la insulina,

wortmanina, estaurosporina, PMA, estreptozotocina, ATP, amiloglucosidasa,

hexocinasa y el NADP* se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St Louis MO).
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4. RESULTADOS.

Se estudiaron los niveles de glucégeno en las retinas de ratas adaptadas a la luz
u oscuridad. Estos resultados muestran que el contenido de glucégeno en la
retina recién aislada de ratas adaptadas a la luz u oscuridad es de 59.1 + 5.9
nmolas/mg de proteina y de 422 + 724 nmolas/mg de proteina,
respectivamente.

Con el fin de conocer si el glucégeno contenido en la retina es utilizado
como reserva energética, las retinas se incubaron en un medio carente de
glucosa. En las retinas incubadas en la luz, se observé una disminucién del
36% en los niveles de glucégeno a los 10 minutos de incubacién. Los niveles de
glucégeno mostraron una disminucién méaxima del 42% a los 20 minutos y
permanecieron constantes hasta los 40 minutos (grafica 1). La adicién de 100
uM de glutamato no modificé significativamente el contenido de gluc6geno en
estas condiciones (gréfica 1).

Las retinas incubadas durante 5 minutos en la oscuridad en ausencia de
glucosa presentaron una reduccion del 27% en los niveles de glucégeno
respecto al tejido recién aislado. Una disminucién maxima del 67% se present6
a los 20 minutos de incubacién, valores que se mantuvieron constantes hasta
los 40 minutos (grafica 1).

Por otra parte, el EPR recién aislado, presenta niveles de gluc6geno 10 veces
mayores que los encontrados en la retina. Estos niveles disminuyeron un 32y
45% a los 10 y 30 minutos respectivamente, cuando el tejido se incub6 en un
medio sin glucosa en condiciones normales de iluminacién. Como se observa
en la grafica 2, el EPR incubado en RKB normal exhibe un aumento del 32% en
sus niveles de glucégeno a los 10 minutos de incubacién, valor que permanecié

constante hasta los 30 minutos.
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Gréfica 1. Curva contra tiempo de los niveles de glucégeno en retinas incubadas en un medio sin
glucosa. Las retinas de ratas adaptadas a la luz u oscuridad se incubaron en la misma condicién por
diferentes intervalos de tiempo. Las retinas incubadas en la luz se incubaron en presencia o
ausencia de 0.1 mM de glutamato. Los valores muestran la media + SEM de 2-7 experimentos.
* p<0.05 con respecto al tiempo cero.
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Grafica 2. Niveles de gluc6geno en el epitelio pigmentario de la retina incubado en un RKB normal
y sin glucosa. El tejido se incubé los tiempos indicados en condiciones normales de iluminaciéon.
Los datos muestran la media + SEM de por lo menos 5 experimentos. * P<0.05 con respecto al
tiempo cero.
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4.1 Inhibidores metabdolicos.

Los niveles de gluc6geno se estudiaron en retinas incubadas en presencia de
compuestos que afectan diversas vias metaboélicas. Los resultados de la gréfica
3 muestran un aumento significativo del glucégeno en las retinas incubadas
durante 20 minutos en presencia de iodoacetato (IAA) y de ouabaina,
inhibidores de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), y de la
ATPasa Na*-K* respectivamente. La presencia de cianuro (KCN) y de la
antimicina A, inihibidores de la cadena respiratoria, no causaron cambios
significativos en los niveles de glucégeno (grafica 3).

Los niveles de glucégeno en el EPR no se modificaron de manera
significativa en presencia de ninguno de estos inhibidores metabélicos (grafica

4).

4.2 Regulacion del glucégeno en la retina.

Los niveles de glucégeno en la retina se incrementaron en un 40% cuando el
tejido se incub6 en presencia de 10 ng/ml de insulina (grafica 5). Con el fin de
conocer el posible mecanismo por el cual la insulina incrementa los niveles de
glucogeno, la retina se incub6 en presencia de wortmanina, compuesto que se
conoce inhibe a la PI3K. La grafica 5 muestra que la estimulacién por insulina
en los niveles de glucégeno se inhibi6é a concentraciones relativamente altas de

wortmanina (50 nM).
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Gréfica 3. Contenido de glucégeno en retinas incubadas durante 20 minutos en RKB (control) 6 en
presencia de 1 mM de IAA, ouabaina 6 cianuro 6 con 10 uM de antimicina A. Los datos representan
la media + SEM, el nimero entre paréntesis muestra el nimero de experimentos. * p<0.05 y
** p<0.01 con respecto al control.
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Grifica 4. Niveles de glucégeno en el EPR incubado por 20 minutos en RKB normal (control) o en
presencia de 1 mM de IAA 6 ouabaina 6 10 uM de antimicina A. Los valores representan la media +
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Graéfica 5. Niveles de glucoégeno en retinas incubadas con insulina y diferentes concentraciones de
wortmanina (W). Las retinas se incubaron durante 10 minutos en RKB normal o en presencia de
wortmanina, a este tiempo se adicioné insulina (10 ng/ml) y se continué la incubacién por 10
minutos. Los valores muestran la media + el error estandar, el niimero entre paréntesis muestra el
numero de experimentos. * p<0.05 con respecto al control, + p<0.05 con respecto al valor con
insulina.

El contenido de glucégeno basal (grafica 6) y estimulado por insulina (grafica 7) en
la retina, no se modificé por la adicién en el medio de incubacién de compuestos
que modifican la actividad de la PKC (estauroporina y PMA) y de la PKA

(forskolina e IBMX= isobutil metil xantina).
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En el EPR, la insulina no caus6 una modificacion significativa en los niveles de
glucégeno (grafica 8). Estos valores no se modificaron en presencia de wortmanina

(grafica 8), estaurosporina 6 PMA (grafica 9).
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Griéfica 6. Niveles basales de glucégeno en retinas incubadas durante 10 minutos en presencia de
10uM de forskolina, 1 mM de IBMX, 200 nM de PMA o 100 nM de estaurosporina. Los resultados
muestran la media + error estdndar, el nimero entre paréntesis muestra el nimero de
experimentos.
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Grafica 7. Efecto de la estaurosporina y PMA en los niveles de glucégeno en la retina. El tejido se
preincubd en presencia o ausencia de 200 nM de PMA o estaurosporina por 10 minutos, a este
tiempo se adicioné insulina (10 ng/ml) y se continué la incubacién por 10 minutos. Los valores
muestran la media + SEM, el nimero entre paréntesis indica el nimero de experimentos.
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Gréfica 8. Efecto de la insulina y wortmanina en los niveles de glucégeno del EPR. El experimento
se realiz6 como se describe en la gréfica 5. Los valores representan la media + SEM, el niimero entre
paréntesis indican el niimero de experimentos.
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Grafica 9. Efecto del PMA y de la estaurosporina en los niveles de glucégeno del EPR. El
experimento se realiz6 como se describe en la grafica 6. Los valores representan la medias + SEM, el
niimero entre paréntesis indica el nimero de experimentos.
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4.3 Ratas Diabéticas.

Con el objeto de conocer el significado fisiol6gico del efecto de la insulina sobre
los niveles de glucégeno en la retina, estos se compararon con aquellos de ratas
a las que se les indujo diabetes por estreptozotocina y de ratas diabéticas
tratadas con insulina. Estos valores se compararon con los de otros tejidos
(EPR, corteza cerebral, higado y rifion).

En los animales diabéticos tratados con insulina no tuvieron cambios en el
peso corporal respecto al que tuvieron al inicio del tratamiento (tabla I).
Asimismo, la concentracién de glucosa en plasma disminuy6 en un 30% con

respecto a los animales diabéticos (tabla II).

4.3.1 Niveles de glucégeno.

Los niveles de gluc6geno aumentaron significativamente en la retina y rifién de
ratas diabéticas de 20 y 45 dias. Por el contrario los niveles de glucégeno
disminuyeron en un 48% en el higado de ratas diabéticas y no se modificaron
en la corteza cerebral y el EPR. El tratamiento con insulina disminuy6
considerablemente el aumento en los niveles de glucégeno causados por la
diabetes en la retina y el rifién, mientras que no tuvieron efecto en el higado ni

en el EPR (gréfica 10 y 11).
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[ Peso corporal de ratas tratadas con Insulina
|
| Peso corporal

l (gramos)

| Inicial 180.8 + 5.69

i

| Tratamiento 20 dias 21217 £ 8.15
| Tratamiento 45 dias 213 +7.98

{

Tabla I. Peso corporal inicial y después del tratamiento con insulina de ratas
con diabetes inducida por estreptozotocina. Los valores muestran las medias
+/- SEM de por lo menos 5 animales.

Ratas diabéticas Ratas diabéticas + Insulina
20 dias 45 dias 20 dias 45 dias
mg de glucosa/dl
536+19 734430 423 86+33 487+12

Tabla II. Comparacion de los niveles de glucosa en plasma de ratas diabéticas
v diabéticas tratadas con insulina. Los valores expresan las medias +/- SEM
de por lo menos 5 animales. Valores control 83.7 +/-4.9
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Gréfica 10. Niveles de gluc6geno en diferentes tejidos de ratas diabéticas y diabéticas tratadas con
una dosis de insulina. Los valores son las medias + SEM. Los nameros entre paréntesis muestran el
namero de experimentos. p<0.05 respecto al control. ** p< 0.01 respecto al diabético no tratado con

insulina. A y B denotan la diferencia de escalas entre las dos figuras.
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Gréfica 11. Niveles de glucégeno en diferentes tejidos de ratas diabéticas y diabéticas tratadas con
una dosis de insulina. Los valores son las medias + SEM. Los ntimeros entre paréntesis muestran el

namero de experimentos. *p<0.05 respecto al control. ** p< 0.01 respecto al control. ** p<0.01
respecto al no tratado con insulina. A y B denotan la diferencia de escalas entre las dos figuras.
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5. DISCUSION.

El glucégeno, descrito desde 1850 por Claude Bernard, es una reserva energética
en muchos tejidos, principalmente en higado y musculo esquelético, que puede ser
utilizado cuando el suministro de glucosa es limitado. Aunque presente en bajas
concentraciones, el glucégeno representa la principal reserva energética en el
cerebro. El glucégeno en el cerebro se encuentra localizado predominantemente en
los astrocitos y sus niveles parecen ser regulados por la actividad sinaptica,
hormonas y ciertos neurotransmisores; sin embargo aun existe una gran
controversia en cuanto a la funcién que desemperia en el metabolismo del cerebro.
Su papel como reserva energética ha sido debatido en la literatura puesto que se ha
calculado que en condiciones de isquemia y en ausencia de otro sustrato
energético, el glucégeno podria mantener el flujo glucolitico normal en el cerebro
por tan s6lo 5 minutos (Clarke y Sokoloff, 1994).

Al igual que en el cerebro, la retina posee cantidades limitadas de glucégeno.
Desde los primeros reportes de la presencia de glucégeno en la retina de la rana
realizados por Ehrlich y Frerichs en 1883, han surgido controversias respecto a la
localizacion celular del polisacarido. Con la utilizacion de técnicas histoquimicas a
nivel de microscopia de luz se demostré la presencia de glucoégeno exclusivamente
en las células de Miiller (Kuwabara y Cogan, 1961). Posteriormente, el analisis con
microscopia electronica realizado por Dowling (1968), revel6 que el glucégeno no
estd confinado a las células gliales de la retina, sino que ademas se encuentra
distribuido en las neuronas y en sus procesos sinapticos (células amacrinas,
bipolares y ganglionares). Resultados similares se han reportado en distintas
especies (Magalhdes y Coimbra, 1970; Schabadash y Schabadash, 1972; Sosula, et
al. , 1974; Ringer-Brandle et al. , 1996). Sin embargo, hasta ahora no se conoce la
funcién que desempenia el glucégeno en la retina. El paradigma de la funcion del
glucégeno en el musculo esquelético e higado, ha llevado a proponer al gluc6geno

en la retina como una reserva energética en ausencia del suministro de glucosa
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(Ripps y Witkovsky, 1985; Poitry-Yamate y Tsacopoulos, 1992). A este respecto se
tiene evidencia de que el glucégeno en la retina del conejo desaparece casi en su
totalidad a los 20 minutos de incubacién en un medio sin glucosa (Magalhédes y
Coimbra, 1970), lo cual sugiere que el glucégeno efectivamente acttia como reserva
energética. No obstante, la funcién de la retina del conejo, definida como su
habilidad para generar una sefial eléctrica en respuesta a la estimulacién por la luz,
se ve afectada a los 5 minutos de incubacién en un medio sin glucosa (Ames et al. ,
1992). Asimismo, Winkler (1981) observé que la incubacién de la retina de la rata
en un medio sin glucosa lleva a un decremento del 50 % en la actividad eléctrica
del fotorreceptor en s6lo 6 minutos, con la pérdida total de la actividad a los 30
minutos, paralelo a un decremento del contenido de ATP.

En contraste con los resultados reportados por Magalhdes y Coimbra (1970)
para la retina del conejo, en el presente estudio se observ6 una utilizacién limitada
del glucégeno en la retina de la rata, dado que el 52% del gluc6geno permanece
después de 40 minutos de incubacién sin glucosa. Una posible causa de las
diferencias observadas es el tipo de vascularizacion de la retina en estas especies. A
diferencia de la rata, la retina del conejo es avascular y esto se ve reflejado en la
presencia casi exclusiva de enzimas glucoliticas en sus capas internas, mismas
donde se encuentra la mayor cantidad de glucégeno (Magalhdes y Coimbra, 1970).
La rapida pérdida de glucégeno observada en la retina del conejo podria deberse a
un destino exclusivamente glucolitico mientras que en nuestro estudio la
utilizacién predominantemente oxidativa de los residuos glucosidicos, serfa la
responsable de la menor pérdida de glucégeno. Nuestros resultados estdn de
acuerdo con lo reportado en el cerebro de la rata y nervio 6ptico. De esta forma,
estudios de espectroscopia magnética nuclear (NMR), demostraron que la sefial del
glucégeno no se elimin6é ain cuando el tejido se mantuvo por 2 horas en
condiciones de hipoglucemia (Young-Choi 2003). De igual modo, el contenido de
glucogeno en el nervio 6ptico de la rata disminuyé un 60% después de 30 minutos

de incubacién sin glucosa y luego se mantuvo constante hasta los 60 minutos de
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incubacién (Wender et al. , 2000). Asimismo, Niemeyer (2001) observé que el
glucégeno en la retina del gato disminuy6 parcialmente después de 80 minutos en
un medio sin glucosa. De estos estudios se puede concluir que el glucégeno en la
retina y en el cerebro se degrada cuando no hay glucosa en el medio, pero que
existe una proporciéon que no puede ser degradada. Esta podria corresponder al
proglucégeno propuesto por Lomako et al (1993) en el musculo esquelético como
intermediario estable tanto en la sintesis como en la degradacion del
macroglucégeno. En el misculo esquelético, no se ha encontrado la glucogenina en
su forma libre, y no se ha demostrado un crecimiento continuo de la molécula
desde la glucogenina al proglucégeno; es decir que in vivo el glucégeno oscila entre
el proglucégeno y el macroglucégeno (Lomako et al. , 1993; Alonso et al. , 1995).

Otra posible explicacién deriva del hecho de que diferentes tipos celulares en la
retina contienen glucégeno y que éste puede ser utilizado de manera diferencial
(Schabadasch y Schabadasch 1972), de este modo se puede suponer que en un
medio sin glucosa s6lo algunos tipos celulares utilizan su glucégeno.

Bajo estas circunstancias, el glucégeno en la retina probablemente funciona como
un amortiguador entre cambios abruptos en las demandas metabélicas que se
presentan durante un suministro de glucosa normal, y no solamente como una
reserva energética para la funcién en la retina en periodos de hipoglucemia.

Las neuronas y las células gliales en el SNC comparten relaciones intrincadas que
incluyen la captura y reciclamiento de neurotransmisores como el glutamato. Se
conoce que las células gliales toman el glutamato extracelular y lo convierten a
glutamina, que a su vez es liberada y convertida a glutamato por las neuronas.
No obstante, diversas lineas de investigacion han reportado que una proporcion
considerable de glutamato es metabolizado a través del ciclo de Krebs (McKenna et
al. , 1996). El esqueleto de carbonos del glutamato puede entrar al ciclo del acido
citrico como a-cetoglutarato y proveer asi de un substrato metabélico alterno en
caso de falta de glucosa. Se ha demostrado que el L-glutamato estimula la sintesis

de glucégeno en astrocitos en cultivo (Swanson et al. , 1990). Estos autores sugieren
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que la utilizacién preferencial del glutamato como substrato energético, dirige la
glucosa hacia la produccién de glucégeno. Por otro lado Magistretti (1993) no
encontré6 cambios significativos inducidos por glutamato en el contenido de
glucogeno de rebanadas de corteza cerebral de ratén. Sin embargo, reporta un
incremento en la tasa glucolitica de astrocitos incubados durante 20 minutos con
0.2 mM de glutamato. En este estudio, demostramos que los niveles de gluc6geno
en la retina incubada en un medio sin glucosa son mayores cuando éste contiene
glutamato. Estos resultados sugieren que el glutamato se metaboliz6 de manera
preferente al gluc6geno, lo que esta de acuerdo con el hecho de que los niveles de
glutamato disminuyen en retinas incubadas sin glucosa (Zeevalk y Nicklas, 2000).
El EPR posee 10 veces mas glucégeno que la retina, y éste es parcialmente
utilizado en un medio sin glucosa, lo cual podria sugerir que este tejido libera
glucosa hacia la retina en condiciones de alto requerimiento energético. Los niveles
de glucégeno en el EPR parecen ser estables ya que no se modificaron bajo una

variedad de condiciones experimentales.

5.1 Inhibidores Metabélicos.

El metabolismo de la glucosa en la retina del mamifero posee propiedades
interesantes que incluyen altos niveles en el consumo de oxigeno y la produccién
de lactato (Berman, 1991). Estudios previos demostraron que ni la glucélisis ni el
ciclo de Krebs por separado, son suficientes para mantener a la retina en un estado
optimo de excitabilidad a la luz (Winkler, 1981). La presencia en el medio de
incubacién de inhibidores metabélicos llevan a una pérdida paulatina de los
niveles de ATP, asi como de la respuesta fisiol6gica a la luz (Winkler, 1981). La
regulacion de la actividad de las enzimas responsables de la sintesis y degradacion
del gluc6geno se encuentra en una estrecha relacion con el estado energético en la

célula, por lo que en este estudio se determinaron los niveles de glucégeno en la
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retina incubada en presencia de compuestos que alteran el estado energético
celular.

El aumento en los niveles de glucégeno en presencia de IAA podria parecer
contradictorio dado que al estar inhibida la glucélisis, la célula se encontraria en un
estado energético desfavorable. Sin embargo, la inhibicién de la glucélisis a nivel
de la G3PDH llevaria a una acumulacién de intermediarios tales como la G6P y la
F1,6BP. Aunque bajas concentraciones de ATP mantendrian activas las enzimas
encargadas de fosforilar y por tanto inhibir a la gluc6geno sintetasa se ha
demostrado que la G6P estimula su actividad catalitica atiin cuando se encuentra
en un estado altamente fosforilado (Srivastava y Pandey, 1998). Ademas, se ha
demostrado que la G6P promueve la desfosforilacién de la gluc6geno sintetasa por
la activacion de la proteina fosfatasa-1 asociada al glucégeno (Miller et al. , 1986).
Por otro lado, el aumento en los niveles de F1,6BP llevaria a la activacion alostérica
de la piruvato cinasa por lo que los almacenes en la retina de fosfoenolpiruvato
(PEP) serian transformados en su totalidad a piruvato. Este proceso en conjunto
con la incorporacién de aminoadcidos como la alanina o el glutamato en el
metabolismo oxidativo, representarian la fuente de energia para la células en
presencia del JAA.

Por otra parte, se ha reportado que la actividad de la ATP-asa de Na*-K* que
mantiene el gradiente i6nico en la retina consume cerca de la mitad de la energia
producida (Ames et al. , 1992). El aumento en los niveles de gluc6geno en la retina
incubada con oubaina podria deberse a la disminucién de las demandas
metabolicas que llevaria a un aumento en el contenido de ATP y/o de G6P,
activadores alostéricos de la GS.

Se tiene bien documentado el aumento en la tasa glucolitica de la retina cuando
se inhibe su metabolismo aerobio (efecto Pasteur)(Winkler 2003?). Es probable que
en presencia de los inhibidores del metabolismo oxidativo (KCN y antimicina A),
la retina aumente el flujo glucolitico utilizando el suministro externo de glucosa y

con esto las reservas de glucégeno quedarian intactas.
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5.2 Efectos de la insulina en los niveles de glucégeno en la retina.

El conocimiento actual de la accién de la insulina se ha originado de estudios
realizados en su mayoria en el musculo esquelético e higado o en lineas celulares
derivadas de éstos. Aunque en el cerebro y la retina se demostré la presencia de
receptores de insulina su funcién se desconoce (Havrankova et al. , 1983;
Rodrigues et al. , 1988). En el presente estudio se demostr6 que las retinas
incubadas en presencia de insulina presentan un incremento en sus niveles de
glucoégeno y que este incremento fue inhibido por altas concentraciones de
wortmanina (50 nM). La wortmanina inhibe especificamente a la PI3K (Saltiel y
Khan, 2001). Las isozimas de la PI3K presentan diferente sensibilidad a la
wortmanina; la PI3K-C2B es inhibida por wortmanina con una ICso de 2 nM, la
clase IA con una ICso de 10 a 30 nM, la PI3K-C2a con una ICso de 420 nM mientras
que la inhibicién completa de la C2-y requiere de 10 uM de wortmanina (Furtado et
al., 2002). Nuestros resultados sugieren que la via de sefalizacién de la insulina en
la retina, involucra la accién de la PI3K probablemente de la clase IA. Resultados
similares se observaron en hepatocitos en cultivo en los que una concentracién
similar de wortmanina inhibi6 la sintesis de glucégeno inducida por la insulina
(Carlsen et al. , 1997). La PI3K lleva a la activacion de la PDK-1 que a su vez
inactiva a la GSK-3. La inactivacién de la GSK-3 lleva a la desfosforilacién de la GS
y por tanto a la activaciéon de la sintesis de glucégeno. Por otra parte, se ha
observado que la PDK-1 fosforila a la PKC, por lo que en este trabajo se investigo6 el
posible efecto en los niveles de glucégeno en la retina al activar o inhibir a la PKC y
la PKA. Los resultados obtenidos sugieren que la PKC y la PKA no participan
directamente en la regulacién de los niveles de glucégeno en la retina de la rata. La
glucégeno sintetasa también puede ser modulada por la proteina blanco de la
rapamicina, la mTOR (Aspiazu et al. , 1996), y por medio de la activacién de

proteinas fosfatasas (Brady, 2001).
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Estudios realizados por Von Gierke (1907) y Warren (1930) (citados en Sosula et
al. , 1994), demostraron que durante la diabetes mellitus, algunos tejidos como
musculo esquelético e higado disminuyen sus niveles de glucégeno, mientras que
otros como el rifién y la médula espinal lo acumulan. Este hallazgo indicé que
durante la diabetes el metabolismo del glucégeno se encuentra alterado lo que
llevé a sugerir que la acumulacién patologica del glucoégeno tiene un efecto
deletéreo en las células. De acuerdo con esto, Sosula et al. (1972) encontraron un
aumento de glucégeno en los capilares retinianos de ratas diabéticas y se ha
observado una atrofia selectiva de estas células durante la diabetes no controlada.
Las células del epitelio pigmentado del iris presentan de igual forma, una
acumulaciéon masiva de glucégeno durante la diabetes, y es bien conocida la
condicién atrofiada de estas células en pacientes diabéticos. Se ha demostrado por
métodos histoquimicos (Sosula et al. , 1974) y bioquimicos (Coffe, 2000;
Hernandez, 2003) una acumulacion de glucégeno en la retina de ratas a las que se
les indujo la diabetes con estreptozotocina. En este estudio, se investigaron los
niveles de glucégeno en la retina de ratas diabéticas a las que se les administr6é un
tratamiento de dosis bajas de insulina. Aunque los niveles de glucosa en plasma se
mantuvieron elevados en las ratas diabéticas tratadas con insulina, los niveles de
glucégeno disminuyeron considerablemente en la retina y el rifién, 6rganos blanco
de la diabetes. El tratamiento con insulina no tuvo ningun efecto en los niveles de
glucégeno en el higado y el EPR, mientras que en la corteza cerebral disminuyeron
un 60% comparados con los de ratas no diabéticas.

En el higado, durante la diabetes existe una mayor actividad en el metabolismo
de las grasas, por lo que es posible que aumenten las concentraciones de ésteres de
acidos grasos, lo que llevaria a la activacion de la G6Pasa (Mithieux y Zituon,
1996). Bajas concentraciones de G6P aunado a la presencia de glucagon en plasma
serfan responsables de la disminucion de los niveles de gluc6geno. Efectivamente,

se ha demostrado que la hiperglucemia per se aumenta los niveles de RNAn y
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proteina de la G6Pasa en foma independiente de insulina ( Massillon et al. , 1996;
Argaud et al. , 1997) lo que puede explicar nuestro resultados.

A diferencia del higado, en la retina y el rifién, los niveles de glucégeno
aumentan durante la diabetes. Una posible causa seria un aumento en la captura y
fosforilacion de la glucosa, no obstante, Vilchis y Salceda (1996b) demostraron que
por el contrario, hay un ligero descenso en la acumulacién del anédlogo de la
glucosa, la 2-desoxiglucosa, en la retina de ratas diabéticas. Sin embargo, la G6P en
las células no s6lo proviene de la glucosa extracelular sino que también puede ser
sintetizada a partir de sustratos gluconeogénicos tales como el lactato, piruvato y
una amplia gama de aminoécidos; en este sentido, se ha demostrado la presencia
de las enzimas de la gluconeogénesis en retina (Goldman y Witkovsky, 1987) y
cerebro (Schmoll et al. , 1997). Se ha demostrado que en la retina, los niveles de
aminoécidos libres estan disminuidos (Vilchis y Salceda, 1996a), lo cual sugiere
que una parte de la poza de aminoécidos en la retina diabética es dirigida a la via
gluconeogénica. En la retina y el cerebro, la ausencia de G6Pasa participaria en la
acumulacién de G6P y por tanto de glucégeno.

En el rifién se tiene bien documentada su actividad gluconogénica, y un posible
aumento en los niveles de ésteres de acidos grasos podria inhibir a la GéPasa
(Mithieux y Zituon 1996), lo que llevaria a la acumulacién de G6P y a su vez de
glucégeno.

En la corteza cerebral, los niveles de glucégeno durante la diabetes no se
modificaron; sin embargo en las ratas diabéticas tratadas con insulina los niveles
de glucégeno fueron atin menores que los observados en ratas normales, mientras
que en el EPR los niveles de glucégeno no se modificaron en las ratas diabéticas o
diabéticas tratadas con insulina.

Se tiene documentado que la insulina inhibe la transcripcién de los genes de
proteinas clave en la via gluconeogénica (Saltiel y Khan, 2001), reduciendo los
niveles de G6P lo cual podria explicar la disminucion de los niveles de gluc6geno

en retina, rifién y corteza cerebral de ratas diabéticas tratadas con insulina. Estos
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resultados evidencian la alta capacidad gluconeogénica del cerebro. El
reestablecimiento de los niveles de gluc6geno en la retina sélo por periodos cortos
de diabetes (20 dias) sugiere que la hiperglucemia es un factor determinante en las
complicaciones causada por la diabetes, provocando un efecto a largo plazo de
forma independiente a las acciones de la insulina.

Aunque se ha demostrado la presencia de la insulina y sus receptores en la
retina (Rodrigues et al. , 1988) su funcién se desconoce. Si bien la retina normal
responde a insulina incrementando los niveles de glucégeno, el aumento de estos
en la retina de ratas diabéticas asf como su disminucién cuando se administra
insulina, son contrarios a la cascada de sefializacién causada por la insulina, lo cual
sugiere que esta via esté alterada durante la diabetes.

Se requiere una variedad de estudios para esclarecer la funcién de la insulina en

la retina y su relacién con la retinopatia diabética.

6. CONCLUSIONES.

e En ausencia de glucosa, el contenido de glucégeno en la retina in vitro
disminuye, lo cual sugiere que este funciona como reserva energética.

* El contenido de glucégeno en la retina, al igual que en otros tejidos, esta
regulado por los niveles de G6P y ATP.

* Los niveles de glucégeno en la retina son regulados por la presencia de
insulina; este efecto parece ser mediado por la accién de la PI3K y no parece
involucrar la accién de la PKA ni la PKC.

e La retina de ratas diabéticas presenta niveles de glucdégeno tres veces
mayores que los de ratas normales. El tratamiento de dosis bajas de insulina
a las ratas diabéticas caus6é una disminucion significativa en los niveles de
glucégeno, efecto que solo se observé a tiempos cortos de establecida la
diabetes. Los cambios observados en los niveles de gluc6geno en la retina in
vivo son resultado de los diversos efectos metabélicos causados por la

insulina.
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