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- Introduccién : La retina es un modelo experimental que -
ofrece miltiples ventajas para el estudio
de la funcién nerviosa y los mecanismos que regulan la -
visibn, debido a que es una parte sumamente accesible -
del sistema nervioso central, que puede ser aislada del-
globo ocular, intacta, sin producirle dafios considera -
bles. Debido a su poco espesor es facilmente perfundible
y por ello constituye un material particularmente adecua
do para estudios "in vitro" (1,2). Mediante el registro-
del electroretinograma sus condiciones funcionales pue -
den seguirse en experimentos "in vitro" (3).

La organizacidén celular de la retina comprende 7 ca -
pas bien definidas a través de las cuales se distribuyen
5 tipos de neuronas y un tipo de c&lulas gliales (cé&lu -
las de Muller) (4,5). Los somas neuronales constituyen -
las llamadas capas nucleares: La externa, formada por -
los fotoreceptores, y la interna, formada por los somas-
de las células amicrinas, horizontales y bipolares; los-
contactos sindpticos de estos tipos celulares se encuen-
tran localizados en zonas discretas, la zona sindptica o
plexiforme externa estd formada por las sinapsis que se-
establecen entre las células bipolares, horizontales y -
las c&lulas fotoreceptoras, y la zona sinfptica o plexi-
forme interna, en donde interactfian sinapticamente pro -
cesos de células bipolares, amicrinas y de células gan -

glionares (figura 1).
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Figura 1. Esguema cue muestra la disposicidn estratifi-
cada de los elementos celulares y sindpticos de la retina.
A; Células amicrinas. B; Cé&lulas bipolares. G; Cé&lulas ganlio
nares. H; Células horizontales. F; Fotoreceptores.y M; Cé&lu-

las de Muller. (Tomado de Dowling, J.E., (1970)(4).).



Es razonable suponer que desde un punto de vista -
morfolégico y funcional, asi como por su desarrollo onto
génico, la retina utiliza las mismas substancias transmi
soras gue el resto del sistema nervioso central y puede-
ser utilizada como un modelo para el estudio de los meca
nismos generales que rigen la transmisién sinfptica en -
el sistema nervioso (4).

La mayor parte de los transmisores quimicos reconoci-
dos en el sistema nervioso central parecen funcionar de-
la misma manera en las sinapsis de la retina. En la zona
sindptica interna es en donde se han identificado hasta-
ahora la mayor parte de los neurotransmisores en la re -
tina; el dcido gamma-aminobutirico y la glicina reconoci
dos neurotransmisores inhibidores en el sistema nervioso
central parecen desempefnar esta misma funcibn en las in-
terneuronas inhibidoras de esta zona, modulando la trans
misifn entre las cé&lulas bipolares y las ganglionares -
(3). En la zona sinfptica externa, donde se establecen =
las sinapsis entre los fotoreceptores y las cé&lulas bipo
lares que permiten la transmisif6n de la fotoexcitacibn -
a través de las capas de la retina se ha considerado la-
existencia de sinapsis electrotbnicas, sin embargo, el -
gran nimero de vesiculas presentes en las terminales de-
los fotoreceptores sugiere el funcionamiento de sinapsis

mediadas quimicamente (6).



Fn la retina las cé&lulas fotoreceptoras y las cé&lulas
horizontales tienen bajos potenciales de membrana cuando la
retina se encuentra adaptada a la obscuridad y responden a
los estimulos luminosos hiperpolariz&ndose.

Se ha sugerido gque hay una liberacién continua de un -
neurotransmisor excitador de las terminales sinfpticas -
de los fotoreceptores cuando la retina se encuentra adapta
da a la obscuridad; esta liberacifn mantendrfa a las célu-
las horizontales y bipolares en un estado de depolarizacién
constante. La identidad de este neurotransmisor excitador no
ha sido afin definida.

Substancias como el &cido glutfmico y el &cido aspértico,
la acetilcolina y la substancia "P", han sido propuestas como
neurotransmisores en esta regifn de la retina, pero la evi-
dencia experimental en favor de tal accifn es afin limitada-
(3). En el presenté estudio se realizaron experimentos tendien
tes a explorar la posible funcibén del &cido glut8mico como

neurotransmisor a este nivel.

El &cido glut&mico es un aminodcido dicarboxilico que
tiene una multiplicidad de funciones en el metabolismo ce -
lular. En el sistema nervioso parece tener un efecto excita
dor muy generalizado habiéndose postulado como un neuro -
transmisor de naturaleza excitatoria, o bien como,un modu-
lador de la transmisifn sindptica. De la misma manera que la
acetilcolina, al aplicarse extracelularmente en concentraciones
fisiol8gicas depclariza la membrana del ax6n probahleopontas -

debido a un incremento de la conductancia del sodio (7,839,10).



Existen algunos criterios bisicos gue determinan si-
una substancia puede o no ser considerada como neurotrans-
misor:

1l.- Debe estar presente en la terminal presinfptica -
debiendo existir asimismo, un mecanismo de sintesis del -
neurotransmisor.

2.- El neurotransmisor debe ser liberado al espacio -
sindptico en respuesta a estimulacién presindptica y me -
diante un mecanismo dependiente de calcio. El neurotrans -
misor ejerce su efecto sobre la postsinapsis a través de -
la unién especifica del mism0 con sitios receptores espe -
cificos en la membrana postsinfptica, modificando .asi su -
permeabilidad y permitiendo por consiquiente la transmisidn
del impulso.

3.- Debe existir un mecanismo de eliminacién del supuesto
neurotransmisor del espacio sindptico, gue termine su o
accitn fisiolbgica sobre la sinapsis.

4.- La administracifn ex6gena del neurotransmisor, de-
be producir los mismos efectos sobre la permeabilidad i6-
nica de la membrana, que los gue produciria el supuesto -
neurotransmisor en condiciones fisiolbgicas likerado de-

la terminal presindptica (8,11,12).

El dcido glutf@mico esta presente en la retina en -
concentraciones relativamente altas constituvendo de un -

10 a un 15 % del total de aminofcidos libres (13). En -



cuanto a su distribucibén existe alguna controversia; asi
Kennedy et. al. (1977) (14), encontraron que el &cido glu
témico se encuentra presente en mayvor concentracidn orin
cipalmente en las regiones externas de la retina, mien -
tras que Lowry et. al. (1956) (15), mostraron cue el &ci

do glutémico en la r-etina de mono se encuentra relativa
mente en mayor concentracifn en la capa de células gan -
glionares.

El &cido glutémico se acumula en la retina mediante -
un proceso de alta afinidad, dependiente de sodio v sen-
sible a la temperatura (3,16). Este sistema de transporte
podria representar el mecanismo de inactivacién, luego -

de realizarse su accibén fisiolbgica.

Con el objeto de contribuir con mayor evidencia ex
perimental, al conocimiento de la participacifn del &ci-
do gluté&mico en la funcién de la retina y sobre la base-
de algunos de los criterios mencionados anteriormente oa
ra la identificacién de un neurotransmisor, se llevaron-
a cabo los siguientes estudios:

1.~ Localizacién de los sitios receptores del &cido -

glut8mico en las diversas capas celulares de la retina.

3H—kainico: la-

a ) Inveccibn intraocular de &cido
utilizacidén de agentes quimicos agonistas o antagonistas

de la accién que ejerce el &cido glutfimico sohre la post



sinapsis, cuya actividad quimica esti bien caracterizada
ha contrikbuido al conocimiento del neurotransmisor. Es -
tas drogas pueden simular el efecto del neurotransmisor,
potenciando su accibn o bien inhibiéndola (17).

El &cido kainico es un potente andlogo de la accifn-
excitatoria del 4cido olutlmico en el sistema nervioso -
central. Su accibén estd mediada aparentemente por su in-
teraccibn especifica con los receptores postsinfpticos -
del neurotransmisor (17,18,1%,20). Invectado intraocular
mente, se analizd su distribucibn en las regiones exter-
nas e internas de la retina, mediante el uso de té&cnicas

histoquimicas de microdiseccibn.

b ) Localizacibn de los sitios receptores especifi-
cos de dcido glutdmico sobre la postsinapsis mediante la
medida de la unibn especifica del &cido 3H-~g1utémico a -
membranas de terminales sindpticas aisladas y de fotore-
ceptores.

El procedimiento empleado se basa en la unibn especi-
fica del ligando radiactivo y su posterior desplazamien-
to, secfin sea el caso, por el neurotransmisor no radiac-
tivo o por agonistas o antagonistas de su efecto, de los
sitios receptores de alta afinidad. El agente guimico -
radiactivo se une a todos los posibles sitios receptores
en la superficie de la membrana celular independiente -
mente de gue su unifn esté mediada por un mecanismo de -

alta o baja afinidad. Al adicionar el agente guimico no

marcado é&ste desplazard al marcado radiactivamente s&lo-



en los sitios receptores en los gue su unibén este media-
da por un mecanismo de alta afinidad, el cual se encuen-
tra en funcibén de la concentracifn utilizada del ligando
radiactivo, de esta manera, la radiactividad desprlazada-
por el compuesto no marcado serd una determinacibén cuan-
titativa de la presencia de dichos sitios receptores (11,

12,20,21,30).

2.- Captacibn y liberacibn "in vitro", del &cido glu-
tadmico en fracciones subcelulares aisladas de la retina-

de pollo.

El estudio de la captacifn del &dcido glutimico por -
fracciones sukcelulares enricuecidas en terminaciones si
nipticas (sinaptosomas), provenientes en su mavoria de -
la regibn sinfptica interna, o en fracciones aque contie -
nen las terminales de los fotoreceptores, puede indicar-
la localizacibn de los sitios de captacibn ce alta afini
dad y por tanto la distribucifn de las sinapsis en las -
cuales el &cido glutfmico puede actuar como neurotransmi
sor (3,16).

La liberacién del &cido glutfmico en la retina comple
ta asi como en fracciones subcelulares en respuesta a -
condiciones experimentales que simulan la depolarizacién
fisiolfgica puede contribuir asimismo, a la localizacién
de sinapsis en las gue el &cido glutdmico se libera como

neurotransmisor.



Para que estos resultados constituyan una evidencia
en favor de la accifn del &dcido glutfmico como neurotrans
misor, es necesario demostrar que la liberacifn ocurre -
en las terminales presinfipticas, por esta razbn, se ana-
1iz6 la liberacifn del fcido glutémico en fracciones sub
celulares de retina de pollo en respuesta a concentraciones
devolarizantes de cloruro de potasio, asi como su canta-

cibn en cdichas fracciones.
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- Metodologia : 1l.- Localizacibn de los sitios receptores-

del 4cido glutfmico.

a ) Inyeccibn intraocular de &cido 3H—kainico: Se -
invect6 intrawitrealmente, 20 P.l de la solucibn origi -
nal en etanol-agua de &cido 3H—kainico (New England Nu -
clear, actividad especifica = 7.3 Ci/mmol) (23), en ambos
ojos de pollos j6venes anestesiados, de 8 a 10 dias de -
edad, mediante una microjeringa; al cabo de dos horas se
aislaron por diseccifn los clobos oculares.

Obtencién de las secciones: El ojo se conceld répida-
mente en nitr6geno liquido, y se coloct la muestra sobre
la platina de un microtomo de congelacifn (criotomo IEC)
adhiriéndose a ella mediante un agente embebedor-fijador

Tissue-tek) (15,24,25). El ojo adherido a la platina =
permanecif en la cimara del criotomo durante una hora, -
donde se le permite estabilizar su temperatura con la -
del criotomo. La temperatura 6ptima de corte varia, pero
usualmente se encuentra en un rango que va de -20 a -25-
%e.

Los cortes se realizaron en direccibn tangencial al -
globo ocular. Para evitar que las secciones de 8 a 10 .
de espesor, se enrollen al desprenderse de la cuchilla -
se utilizd una placa de plexiglass colocada sobre la cu-

chilla del criotomo (26). Las secciones se separaron una
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de otra vy se trasladaron siguiendo el orden de obtencién
de las muestras, mediante un manipulador a portaobjetos-
de vidrio.

Los portaobjetos conteniendo los cortes seriados se mantu
vieron a la misma temperatura de corte hasta el momento de
la liofilizacifn. Las secciones deben ser liofilizadas en
frio, a una temperatura de -3500, con el fin de obtener -

un secado uniforme de las secciones (15, 25).

Microdiseccién : Las poblaciones celulares y sinfpticas

de la retina aparecen en los cortes tangenciales como a-
nillos concéntricos; debido a la seriacién de los cortes,
las capas de la retina aparecen una a una en el centro -
del corte, libres de contaminacifn por otras capas y pue
den ser aisladas de las secciones, mediante un bisturfi -
fino y con la ayuda de un microscopio de diseccién (26).

El material obtenido por microdiseccifn se resuspen -
dié y homogenizé con &cido perclérico 0.1 N, el homogena-
do se centrifugb6 en una microfuga Beckman 125, un minuto.

La radiactividad acumulada por el tejido se determiné
en el sobrenadante mediante la adicién de liquido de cen
telleo para muestras acuosas (Tritosol).

La cantidad de material utilizado se determiné en el sedi
mento por medio del micrométodo de Lowry modificado para
determinacifn de proteinas en muestras pequenas (27).

Los resultados se expresan en desintegraciones por -
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minuto por miligramo de proteina,

La radiactividad incorporada en la retina de cada ojo
seccionado se determind digiriendo el tejido con NCS (so
lubilizador de tejidos), y mediante la adicibén de ligui-

do de centelleo (Tritosol).

b ) Interaccibn del &cido glutémico con membranas -
aisladas de la retina completa y de fracciones subcelula
res Pl v P2 de la retina de pollo: Las fracciones subce-
lulares Pl (nuclear cruda), v P2 (sinaptosomal cruda), -
se aislaron de homogenados de retina de pollo en sacaro-
sa 0.3 M (I&gSO4 I X lDFé M), mediante centrifugacibn di-
ferencial en sacarosa isotfnica (.32 ™M siguiendo el méto
do de Whitaker vpara separacifn de fracciones primarias -
en el cerebro (13,22).

La fraccién Pl o nuclear cruda contiene fragmentos de
los fotoreceptores, segmentos internos, segmentos exter-
nos y sus terminales sinfpticas. La fraccifbn P2 o sinap-
tosomal cruda contiene principalmente terminaciones sin&p
ticas convencionales procedentes de la capa plexiforme -
interna, asi como algunas mitocondrias.

Para la obtencif6 n de las membranas, las fracciones
subcelulares Pl y P2 de la retina se sometieron a un cho
que hipotfnico con agua bidestilada (relacibén P/V = 1:20)
a una temperatura de 4.0 OC, seguido de centrifugacifn-

a 45,000 X g durante 20 minutos. El sedimento resultan-
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te de la centrifugacifn se resuspendi6 en medio Krebs -

tris-HCl (NaCl 118.0 mM; KC1l 4.7 mM; KzHPO 1.2 mM; Ca.Cl2

4
2.5 mM; 1!*1(_:;804 1.17 mM; amortiguador tris-HCl a pH 7.4, y
0.1M).

Se emplearon dos protocolos experimentales con la fina
lidad de discernir entre la interaccién especifica del -
amino&cido con sitios de captacibn, y su interaccifn es-
pecifica con sitios receptores postsindpticos.

En el primero de ellos se utilizaron membranas recién
obtenidas, en presencia de sodio 118.0 mM en el medio de -
incubacif-n para determinar su unién con sitios de capta-
cibn; en otro se utilizaron preparaciones de membranas -
congeladas a 0 9c en ausencia de sodio en el medio de in-
cubacifn, para determinar si la unién especifica del a -
minodcido resulta de su interaccifén con sitios receptores
postsindpticos, cuyo mecanismo ha demostrado ser indepen-
diente de sodio (30). En este filtimo caso las membranas
obtenidas de las fracciones Pl y P2 se incubaron en medio
Krebs tris-HCl, con tritén X-100 (concentracién final 0.5 %),
durante 30 minutos, a 37 oC, antes de realizar la determinacién
con el objeto de evitar la posibilidad de un mecanismo de trans
porte al interior de vesiculas reselladas de membranas.

Alfcuotas de cada fraccibn se incubaron en frio du-
rante 5 minutos con una mezcla de &cido L-3H—glutémico -
(N.E,N., actividadespecifica 46.15 Ci/mmol, 20 nM) como

ligando al sitio de unién, y &cido glutlmico frfo 1.0
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mM, como desplazador. La reaccibn se detuvo centrifugan
do la mezcla de incubacifn a 45,000 X g, durante 20 mi-
nutos, a una temperatura de 4 °c. E1 sedimento resultan
te de la centrifugacifn se la-v6 superficialmerte con -
agua bidestilada, la radiactividad se determiné después
de la adicibn de licuido de centelleo (Tritosol).

La unibn especifica del amino&cido al sitio recep-
tor se determind restando de la radiactividad total uni-
da a las preparaciones de membranas(control), la radiac
tividad remanente en las preparaciones en presencia del
agente desplazador (la cual se considera unida inespe -

cificamente) (28,29,30).

2.+~ Captacibn y liberacifn "in vitro", de &cido glu -
témico en fracciones P1 yP2 de la retina de pollo.

a ) Captacibn de 4cido 3H-—glut&mico: Las fraccio -
nes Pl y P2 de la retina, se resuspendieron en medio -
Krebs tris-HCL. Cada fraccibén se incub6 en presencia de
&cido 1—3H—glut5mico (N.E.N., actividad especifica 46.15
Ci/mmol, 10.0 mCi/ml.) o de &cido 3H—kainico (N.E.N., -
actividad especifica 7.3 Ci/mmol, 10.0 mCi/ml.), duran-
te 5 minutos y a una temperatura de 37 0C, con agita -
cibn, Después de la incubacifn se tomé una alicuota de-
cada fraccién conteniendo de 0.4 a 1.0 mg. de protefna -

y se centrifugf en una microfuga Beckman 125, un minuto.
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La radiactividad incorporada en las fracciones se de-
terminé en el sedimento previa solubilizacién con NCS, y-

mediante la adicién de liquido de centelleo (tritosol).

1

b ) Liberacifén de &cido 4C-glut&mico en presencia-

de concentraciones depolarizantes de KCl: Las fraccicnes

Pl y P2 en las que previamente se incorporé el Aacido 14C

glutémico (actividad especifica 48.75 mCi/mmol), en un -
medio Krebs-bicarbonato (NaCl 118.0 mM; K2HPO4
KCl 4.7 mM; CaCl2 2.5 mM; MgSO4 1.17 mM; NaHCO

1.2 mM;
3 25.0 mM;
glucosa 5.6 mM), se filtraron a través de un filtro Mi -
llipore de 0.45 um. de poro. Fragmentos de este filtro al
cual guedan adheridas las fracciones subcelulares, se co
locaron en una cimara de perfusién de vidrio (capacidad-
de 0.25 ml.) y se perfundieron a un flujo constante de -
0.6 ml/min., con medio Krebs-bicarbonato oxigenado y a -
una temperatura de 37 Yc, colectan-do el liquido de perfu
sibén cada minuto. La estimulacién se llev6é a cabo median
te el cambio del medio original, por medic conteniendo -
cloruro de potasio 48.0 mM como agente depolarizante.

La radiactividad del compuesto liberado por estimula-
cibn se midié después de agregar liquido de centelleo en

cada uno de los perfusados recolectados cada minuto.
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- Resultados : l.- Captacibén y liberaci6n de &cido gluti -
mico por fracciones subcelulares de la reti

na de pollo.

a ) Captacibn: Las fracciones subcelulares Pl yP2 -
aisladas de la retina de pollo, fueron incubadas en un -
medio Krebs-bicarbonato, a 37 °C. La captacién de &cido-
3H—-glut&mico por la fracci6én P2 fué un poco mayor que la

observada en la fraccién Pl (figura 2).

b ) Liberacifn: La liberacibén del &cido 14C—gluté -
mico previamente incorporado por la retina completa o -
por las fracciones subcelulares de la retina se midi6 en un
sistema de superfusifén. La liberacifn de radiactividad -
en la retina completa correspondif aproximadamente a una -
fraccibn de 2.5 % por minuto del total de radiactividad-
incorporada. La superfusifén de la retina con un medio -
conteniendo concentraciones depolarizantes de KCl (48.0-
mM) , no afect6 el patrén de liberacibn del &cido 14C—glE
témico (35).

La figura 3, muestra el efecto de concentraciones -
depolarizantes de KCl sobre la liberacién de &cido 14C =
glutémico previamente incorporado a las fracciones sub -
celulares de la retina Pl y P2. La depolarizacién produ-
cida por el potasio indujo un incremento significativo -

14

en la liberacién del &cido ~ C-glutdmico de la fraccibén-
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nuclear cruda (Pl). El1 aumento aobservado fué aproximadamen
te de un 38 % sobre el nivel de liberacién previo a la esti
mulacién. En la fraccidén sinaptosomal cruda (P2), la su -
perfusifén con un medio conteniendo concentraciones depola
rizantes de KCl, no modific6é la liberacién espont&nea del-

14

&cido ~ C-glutémico.

2.- Localizacifén de los sitios receptores de &cido glu-
tamico,en las diversas capas celulares de la retina de po-

llo.

a ) Inyeccibn intraocular de &cido 3H—kainico: La -
distribucién del &cido kainico radiactivo inyectado intra-
ocularmente, en las diversas capas celulares de la retina,
muestra que existe una mayor interaccibfn del &cido kafinico
con los elementos celulares que constituyen las capas ex-
ternas de la retina, aproximadamente un 60 % del total del
dcido 3H—kainico incorporado se encontrd en las secciones-
que contienen los elementos celulares de la zona de los fo
toreceptores; un 40 % de la radiactividad total incorpora-
da se encontrd en las secciones correspondientes a las ca-
pas celulares y sindpticas internas de la retina (nuclear-

y sindptica internas) y células ganglionares (figura 4).

b ) Interaccibn del &cido glutdmico con membranas ais
ladas de la retina completa y de fracciones subcelulares -

Pl y P2 de la retina de pollo: La unién especifica de &cido



= I =

3H-glut&mico en las membranas obtenidas de la retina com

pleta fué considerable, tanto en las membranaa frescas -
en presencia de sodio, como en las membranas sometidas -
a congelacibn a 4 °C en ausencia de sodio. Un tratamien-
to con tritén X-100 en estas Gltimas condiciones aumentd
considerablemente la unién especifica del aminodcido (ta
bla 1).

En las membranas obtenidas de fracciones subcelula-
res de la retina, recién preparadas, la unidn especifica
del &cido glutémico medida en presencia de sodio fué de
38.1 dpm X 10”2 X mg. ) en la fraccibn Pl v de 27.8 dpm-

3

¥ 10 %X mg._l en la fraccifn P2. En ambos casos, pero -

particularmente en la fracci6n P2, el tratamiento con -
tritdén ¥-100 aumentd la unibn especifica del amino&cido.
Medida en membranas congeladas y en ausencia de sodio,-

la unidn especifica del &cido glutlmico fué de 19.2 y -
9.2 dpm X 10_3 X mg._l en las fracciones Pl y P2 respec
tivamente. El tratamiento con tritén X-100 aument6 di -

3 x rn(_.}.'"1 en las membra

nas aisladas de la fraccién Pl y a 12.0 dpm X 10-3 X =

mg._l en aguellas obtenidas de la fraccién P2 (tabla 2).

cha interaccién a 21.1 dpm X 10~

La unién especifica del &cido glutfmico medida utili
zando &cido kainico como agente desplazador en substitu
cibn del &cido glut@mico no radiactivo, no se vif afecta
da en ninguna de las condiciones experimentales utiliza-

das en el caso de la fraccibén P2. En la fraccién Pl el -



dcido kainico desplaz6 la unifn de &cido glutamico apro-
ximadamente un 30 % respecto al desplazamiento con &cido
glutdmico 1.0 mM, en membranas frescas, en presencia de-
sodio (tabla 3).

La uni6n especifica de &cido kainico, corresponde -
a un 10 ¥ de los valores obtenidos en la unibn especifi-
ca de Acido glutlmico. El &cido kainico se une especifi-
camente a las membranas de las fracciones Pl v P2 en to
das las condiciones experimentales probadas, siendo un -
poco mavor en las membranas obtenidas de la fraccibn Pl.
La unifn especifica de &cido kainico es totalmente des-
plazada por &cido glut&mico 1.0 mM (tabla 4).

La unibn especifica del &cido glutdmico medida a -
concentraciones crecientes de acido glutémico no radiac-

tivo se examin® en un rango entre 1,0 X 1077 mM y 2.0 X-

-6

10 mM., En ambas fracciones se observf una cinética de- -

saturacifn (figura 3).



- Discusifn: La caracteristica primordial gue define la -
acciftn de un compuesto neuroactivo como =
transmisor o como modulador, es el grado de especifici-
dad de sus acciones y la restricciones de las mismas a-
sinapsis determinada. La capacidacd de un compuesto de -
modificar las propiedades de la membrana neuronal en -
cuanto se refiere a cambios en la permeabilidad y sus -
consiguientes modificaciones del potencial no bastan -
por si mismas para clasificarlo como un transmisor si -
ndptico afin cuando en algunos casos es un indicio extre
madamente Gtil en la bfisqueda de nuevos transmisores -
( 8 ). Sin emhargo, un compuesto puede ejercer una ac-
cibn neuronal inespecifica mediada por mecanismos gene
rales, o bien mediante el uso de receptores gue no son
fisiol6gicamente los suyos pero que tienen cierta simi
litud estructural con el neurotransmisor natural lo -
que le permite utilizar y asi mimetizar el efecto del-
transmisor ( 9 ).

Los estudios de localizacibn del compuesto neuroac-
tivo con herramientas bioquimicas, en algunos casos no
son suficientes tampoco prara discernir entre una ac -
cibn de neurotransmisor o neuromodulador. Esto es par-
ticularmente cierto en el caso de compuestos con ac -

cibén a nivel neuronal que participan en mecanismos y -



reacciones metab&licas no necesariamente asociadas a su-
actividad puramente neuronal ( 10 ). El caso de los amino
dcidos es particularmente demostrativo de este punto, es
especial por ejemplo el de los aminodcidos; aspértico, -
glutdmico y glicina. Estas substancias estdn involucra -
das en mecanismos tan generales como la sintesis de pro-
teinas y la participacifn en reacciones cruciales del m¢
tabolismo intermedio.

En estas condiciones su evidente ubicuidad hace impo-
sible obtener informacifn sobre los sitios precisos en -
los cuales puedan estar ejerciendo una accifn especifica
como neurotransmisores y menos afin establecer la posibi-
lidad de diferenciar entre una posible accifn comc neuro
transmisor o como neuromodulador.

Los criterios clésicos utilizados en la definicién
de un compuesto como neurotransmisor tales como la libe-
racibén del candidato en respuesta a estimulos depolari -
zantes y la presencia de un mecanismo de eliminacién del
compuesto activo de la sinapsis una vez conclufda su ac-
cién en la misma, no permiten tampoco discernir entre -
una accibn definida, restringida a sinapsis especificas-
gue corresponderian a una funcibén de transmisor sindpti-
co o a una accibn m8s generalizada que le ubicaria en el
marco de una accibn como neuromodulador. Esto se debe a-

gue con las técnicas de las que hasta ahora se dispone -



es practicamente imposible aislar poblaciones definidas -
e identificables determinaciones sindpticas. Por esta ra-
zbn la existencia de freas del sistema nervioso en las -
que existe una estratificacién definida de estructuras -
constituyen modelos experimentales extremadamente Gtiles-
para abordar este tipo de problemas. La retina es una de-
estas regiones en las cuales las sinapsis excitadoras e -
inhibidoras se encuentran si no claramente separadas si -
suficientemente concentradas en &reas definidas ( 4 ).
Por otra parte las terminaciones sindpticas aisladas -

de las especies celulares fundamentalmente excitadoras -

o inhibidoras se distrihuyen por su tamafio v pueden por
esta propiedad ser separadas utilizando las técnicas co -
munes de centrifugacién diferencial.

Se sabe que el transmisor liberado por los fotorecep
tores es un excitador ( 33 ); En los vertebrados los foto
receptores est&n continuamente depolarizados en la obscu-
ridad y se hiperpolarizan al momento de la iluminacibn; -
&sto sugiere la liberaci6bn continua en la obscuridad de -
un transmisor excitador de las terminales del recertor -
gue cesaria al ser iluminadas las cé&lulas ( 31 ). Los me-
canismos ifnicos gue se sabe ocurren durante la ilumina -
cién proporcionan una evidencia experimental para esta -
interpretacifn. La membrana del segmento externo del foto
receptor es libremente permeakle al sodio mientras que la

cdel segmente interno lo es al potasio ( 32 ). En la obscu
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ridad se sabe que existe una continua corriente de sodio -
en el segmento externo del fotoreceptor de afuera hacia aden
tro; este sodio sale de nuevo al exterior por medio de -
la accidén de una bomba que se ha identificado con una =
ATPasa Na-K dependiente, la cual mediante la estimulacibn-
de flujos correspondientes de potasio en el sentido opues-
to -de afuera hacia adentro-, que ocurririan sobre todo en
el segmento interno del fotoreceptor, mantendria los nive-
les constantes de sodio ( 32 ). Durante la iluminacién la-
corriente de sodio gue ocurre en la obscuridad y la subsi-
guiente salida de sodio-entrada de potasio, cesarian brus-
camente, y el potasio de la zona interna del fotoreceptor-
siendo libremente permeable saldria del mismo; la consi -
guiente disminucién en los niveles de potasic traeria como
consecuencia un cese en la liberacién del neurotransmisor
de la terminal del fotoreceptor.

La naturaleza del transmisor liberado por las termina
les presindpticas de los fotoreceptores no se ha determina
do y los candidatos obvios para desempenar este papel son-
los neurotransmisores excitadores conocidos en el sistema-
nervioso central, es decir, los amimodcidos glutimico y as
pirtico, la acetilcolina y probablemente algunos péptidos-
excitadores como la substancia "P" ( 33, 34 ). Los resulta-
dos del presente trabajo podrian considerarse como un apo-

yo a una posible accibn del &cido glutf@mico come neuro -



transmisor en la zona de los fotoreceptores por las si-
guientes razones: Las terminaciones sinfpticas aisladas
de la retina incorporan el &cido glutfmico en condicio-
nes que reflejan la presencia de un mecanismo de alta a
finidad dependiente de sodio y saturable a hajas concen
traciones externas del aminodcido. Se sabe cue con la -
excepcidn de la acetilcolina para la cual existe un me-
canisme de inactivacién enzim&tica ( 33 ), en la mavor-
parte de los neurotransmisores conocidos hasta ahora la
inactivacifén a nivel de la sinfpsis se lleva a cabo por
un sistema de captacifn altamente eficiente que lo lle-
varia de la hendidura sinfptica transfiriéndolo a la -

postsindpsis o de nuevo a la terminal presinfiptica pero
en cualquier caso removiéndolo de los receptores sensi-
bles a su accibn. La identificacifn de este proceso en-
el caso del &cido glut@mico en la retina favoreceria su
posible funcifén como neurotransmisor, pero sin embargo,
no exluye la vosibilidad de gue actuara como un modula-
dor para el cual se requeriria igualmente un mecanismo-
de eliminacién de los sitios en los gque ejerciera su ac
cibn fisiolbgica. La diferencia estaria dada por la res
triccibn de los sitios de captacifn a sindpsis especifi
cas en el caso de una accibén como neurotransmisor © a -
una distribucién m&s generalizada si la funcién fuera -

la de un modulador. En el caso del &dcido glutémico la -
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captacibén asi como la presencia de sitios de unién co-
rrespondientes a sitios de transporte en la membrana -
se distribuyeron de manera pricticamente uniforme en -
las diferentes poblaciones sinaptosomales obtenidas. -
Mds afin, se observ® una mayor concentracifn de este -~
proceso en las terminaciones sinfpticas aisladas del -
tipo convencional, es decir, de aqué&llas gue nroceden-
de las cé&lulas horizontales, de las interneuronas ami-
crinas y de las células bipolares; no se observd una -
localizacién preferente en la sindpsis procedentes de-
los fotoreceptores. Esto no excluye, por supuesto, la-
posibilidad de que el &cido glutémico pueda ser consi-
derado el neurotransmisor liberado por los fotorecento
res, en forma activa en mecanismos sindpticos en una -

gran poblacién de terminaciones nerviosas de la retina.

El &cido glut@mico previamente incorporado a la -
retina completa se retiene proporcionalmente menos gue
otros aminodcidos considerados como posibles neuro- -
transmisores, tales como la glicina o el GABA. Des- -
pués de diez minutos de perfusibn, en el caso del &ci
do glutimico, se ha liberado el 25 % del total incor-
porado; esta cifra es considerablemente menor en el -
caso de la glicina ( 10 ¥ ) o el GABA ( 12 % ) ( 35 ).

Se ha considerado qgue la retenciftn de los aminodcidos
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por el tejido nervioso es una caracteristica que distin-
gue a los aminodcidos neurcactivos, posibles neurotrans-
misores, de los aminodcidos no involucrados en mecanis -
mos sindpticos. El &dcido glutfmico no se liberd de la retina
completa en respuesta a concentraciones depolarizantes de
KCl. Sin embargo, al estudiar el efecto de este estimulo
en fracciones subcelulares de la retina se observd que la 1li
ﬂeracién del &cido glut@mico se incremento significativa-
mente, aunque no en gran propeorcibén, en la fraccibén subce
lular que contiene a las terminaciones nerviosas de los -
fotoreceptores. Si se considera que dentro del total de -
terminaciones sinapticas sélo unas pocas utilizaron al &-
cido glut@mico como neurotransmisor esto explicaria la au
sencia de respuesta en la retina completa.

Por lo que se refiere a los resultados de la medida de
la interacci6n del &cido glut&mico con las membranas de -
la retina, puede concluirse que el tipo de interaccifn que pre
senta el &cido glutdmico con las retinas totales corres -
ponde por sus caracteristicas, a la unién con el receptor
postsiniptico (11). En este estudio se pudo detectar asimis
mo el tipo de interaccibn que corresponde a la unibn con -
el sitio de la membrana que transporta el aminodcido. Esta
unién es dependiente de sodio y de temperatura y es sensi
ble a la accibfn de los inhibidores del transporte del aminod
cido.

Sin embargo, los resultados utilizando al &cido glutd
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mico y al &cido kainico como desplazadores, indican =
que si bien el primero desplaza en todos los casos al -
ligando radiactivo, esto no es asi para el &dcido kaini-
co quien no es capaz de desplazar con la misma eficien-
cia que el &cido glutfmico no radiactivo al &cido glutd
mico tritiado. En cambio, la unién del &cido kainico ra
diactivo fué totalmente desplazada por el &cido glutémico.
Estos resultados sugieren que la unién de &cido glu
t&mico, insensible a sodio e independiente de la tempe-
ratura, ocurre en dos sitios distintos, en uno de los -
cuales el &cido kainico es un desplazador eficiente y =
en el otro no. La concentracibén de los sitios de unibn -
del &cido glutdmico gue pueden ser desplazados por el &-
cido kainico es sin embargo muy baja. La distribucién subcelu
lar de los sitios de unién del &cido glutdmico mostré u-
na distribucidn preferente en las membranas obtenidas de
la fraccién Pl, es decir, en la que se separan las termi
naciones nerviosas de los fotoreceptores. Asi mismo, los
sitios de unidén del &cido 3H—glut§mico desplazado por el
&cido kainico sb6lo se detectaron en membranas de la frac

3g-xai-

cién Pl. Asimismo, los sitios de unién del &cido
nico, desplazados tanto por el &cido kainico no radiacti
vo como por el Acido glutfmico, se localizaron preferen-

temente en la fraccién Pl. Debe hacerse notar -



que cuantitativamente este tipo de interaccién es mucho-

menos importante gue la del &4cido 3H-glut&mico.

Los resultados de esta parte del trabajo parecen in
dicar que las interacciones del &cido glutémico del tipo
que se considera asociado al receptor postsindptico fue-
ron mas numerosas en todos los casos en las membranas =
obtenidas de la fraccibén subcelular enriquecida en termina
ciones sindpticas aisladas de los fotoreceptores. Hay que
hacer notar, sin embargo, que las unicnes de este tipo no-
estén restringidas a estas terminaciones sino que también
se encontrarian en las membranas procedentes de sinaptosomas
convencionales.

Los resultados del presente estudio pueden conside-
rarse como evidencia preliminar en apoyo de una accibén -
del &cido glutfmico como neurotransmisor en los fotorecepto
res. Estas observaciones constituyen finicamente un esfuer
zo inicial que deberd ser fundamentado con estudios mis -
detallados sobre la especificidad de los fenfmenos estu-
diados para el &cido glutdmico. Es necesario recordar que el
Scido aspirtico es un anflogo estructural del &cido glu-
tdmico, en sistemas de transporte, asi como de su accibn
excitatoria en las neuronas.

Las observaciones realizadas en este trabajo sugieren

gue la accibn del &cido glut8mico puede no estar res -



tringida a la de un neurotransmisor. La presencia de un -
eficaz sistema de transporte, distribuido en forma précti
camente uniforme en todas las poblaciones de terminales -
sinfpticas aisladas, hace pensar en su implicacibn en un-

mecanismo general en el funcionamiento de la sinapsis.
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- Resumen : En la retina el &cido glutdmico ha sido propues
to como un aminodcido neurotransmisor de natura
leza excitatoria, en la regibn externa de la retina, don-
de se establecen las sinapsis entre los fotoreceptores vy
los procesos dendriticos de las c&lulas bipolares. La evi
dencia experimental que apoye la participacibn del &cido-
élut&micc como neurotransmisor en la retina es afin limita_
da. En el presente estudio se analiz6 la posible accibn -
del &cido glutdmico como neurctransmisor en la retina so-
bre la base de algunos de los criterios utilizados en la-
identificacién de un compuesto como transmisor sindptico-
mediante la utilizacibén de herramientas bioguimicas e his
toguimicas. Se analiz6 la liberacifn, la captacibn y.la -
localizacién de sitios receptores del &cido glut@mico en-
la retina, en fracciones subcelulares Pl (nuclear cruda)-
y P2 (sinaptosomal cruda) aisladas de la retina de pollo,
asi como en la retina completa.

Los resultados del presente estudio pueden considerar
se como una evidencia a favor de la accibn del &cido glu-
t&mico como neurotransmisor en la retina, sin embargo, la
presencia de un sistema de captacifn de alta afinidad de-
dcido glutfmico en la mayor parte de las capas celulares-
de la retina sugiere una participacibén mis general en los

mecanismos sindpticos de este &rgano.
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FIGURA 2 Captacién de Scido 3H—g1ut5mico. en las fracciones Pl y P2 de
la retina de pollo.- Las fracciones subcelulares Pl (nuclear cruda) y -
P2 (sinaptosomal cruda ), fuercn obtenidas por centrifugacifn diferen -
cial en sacarosa isotfnica 0.32 M, a partir de homogenados de retina de
pello y de acuerdo al método de Whitaker para separacifin de fracciones-
primarias en el cerebro. En la figura puede apreciarse la captacién rea
lizada por dichas fracciones en un medic Krebs-tris-HCl conteniendo fci
do glutdmico radiactivo. Los experimentos fueron realizados a temperatu
ras de 0 °C y 37 c't.':, los resultados estdn expresados en desintegracio -
nes por minuto por miligramo de protefna y constituyen la media de 5 ex

perimentos por separado, mas mencs el error estindar de la media.
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FIGURA 3 Liberacifn de &cido (14Cl-glutamico, por las fracciones Pl y P2
de la retina de 25llo.- La fraccifn Pl (nuclear cruda) contie.e ademds de
los nficleos celulares, fragmentos de c&lulas fotoreceptoras, tales como -
se..nnentos externc , separ=>dos y resellados, segmentos internos y termina-
ciones nervicsas aisladas provenientes también de los fotorece tores. La-
fraccifn P2 (sinaptosomal cruda) contiene principalmente terminaciones -
sinfpticas ccnvencionales, aisladas y resellada- y algunas mitocondrias.
La liberacifn del Scido glutSmico, por las fracciones Pl y P2 de la re
tina : realiz& en un medioc Kre.s-bicarbonato conteniendo 48.0 mM de clo-
ruro de potasio como agente depolarizante. En la figqura las flechas indi-
can el momento en el gue fué aplicado el estimulo. Los resultados se ex -

presan como el porciento del total incorporade por cada fraccifn.
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FIGURA 4 Cistribucifn del &cido 3g-Katnico a través de las capas
celulares de la retina.- Las capas externas de la retina corres-
ponden a la capa de células fotoreceptoras, y a las capas nuclear
y plexiforme externas; las capas internas corresponden a las ca -
pa nuclear y plexiforme interna y la capa de células gangliona -
res en la retina.

Las capas fueron obtenidas por microdiseccién de cortes histo-
l4gicos finos de la retina (de € a 8 um.), realizados tangencial-

3

mente al globe ocular, al que previamente se inyectf &cido “H-kaf

nico por via intravitreal.
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FIGURA 5 Curva de saturacifn de la unién especifica de Scido 3H-q1ut$m1co
en fracciones Fl y P2 de la retina.- La unifn especifica de Scido glutimi
co se determiné a concentraciones crecientes de Scido glutfmico no radiac-
tivo en un rango que va e 1.0 X 1077 mM a 2.0 X 10°° mr  pudiendo apre -
ciarse una cinftica de saturacifn para ambas fraccicnes. Los resultados se

encuentran exgprecados en picomolas X llJ-3 por miligramo de protefna.
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Tabla 1. Unién especifica de 4cido 3(H}—glutémico a -
las membranas obtenidas de la retina completa, utilizan-

do &cido glutfmico 1.0 mM como desplazador.

Unidén especifica

(pmol/mg de proteina )

- Membranas frescas

2.50
con sodio.
- Membranas congs.
0.50
sin sodio.
- Membranas congs.
sin sodio, mis tri- 1:85

tén X-100.

Los resultados, expresados en picomoles por miligramo
de proteina, representan la resta de la radiactividad in
corporada por las membranas en presencia del amino&cido-
radiactivo, menos la radiactividad incorporada por las -

membranas en presencia del agente desplazador.
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Tabla 2. Unibdn especifica de &cido 3H—glut&mico a las
membranas obtenidas de las fracciones subcelulares Pl y-
P2 de la retina, utilizando &cido glutfmico 1.0 mM como-

desplazador.

Unién especifica

(pmol/mg de proteina)

Fraccibn Pl Fraccibn P2
- Membranas frescas 0.3% 0.27
con sodio.
- Membranas frescas
con sodio, més tri- 0.45 0.45
t6n X-100.
- Membranas congs.
0.17 0.12
sin sodio.
- Membranas congs.
sin sodio, m8s tri- 0.27 0.16

tén X-100.

El procedimiento para la obtencién de las membranas a-
partir de las fracciones subcelulares se describe en la -
metodologia, alicuotas de cada fraccidn se incubaron en -

3H-qlut&micc como-

medio Krebs-tris-HCl conteniendo &cido
ligando al sitio de unién, y &cido glut@mico no radiacti-
vo como desplazador. Estos resultados se expresan en pico
moles por miligramo de proteina y representan larmedia a-

ritmética de cuando menos tres determinaciones por separa

do.
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Tabla 3. Unién especifica de &cido 3H—glut§mico a -
membranas obtenidas de fracciones subcelulares de la re

tina, utilizando &cido kainico 1.0 mM como desplazador.

Unién especifica

(pmol/mg de proteina)

Fraccifn P1 Fraccibn P2
- Membranas frescas
0.11 0.04
con sodio.
- Membranas frescas
con sodio, mas tri- 0.00 0.00
tén X-100.
- Membranas congs.
0.00 0.00
sin sodio.
- Membranas congs.
sin sodio, mis tri- 0.00 0.00

tén X-100.

Los resultados se encuentran expresados en picomolas-
por miligramo de proteina y constituyen la media aritmé-

tica de cuando menos tres determinaciones por separado.
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Tabla 4. Unién especifica de 4acido 3H—kainic0 a las mem
branas obtenidas de fracciones subcelulares de la retina,-

utilizando &cido kainico y &cido glutémico 1.0 mM como des

plazadores.
Unién especifica
(pmol/mg de proteina)
Ac. Kainico Fraccién Pl Fraccifn P2

- Membranas congs.

0.017 0.011
sin sodio.
Ac. Glutamico Fraccibn Pl Fraccién P2
- Membranas congs.
0.019 0.010

sin sodio.

Los resultados se encuentran expresados en picomoles -
por miligramo de proteina y constituyen la media aritméti-

ca de cuando menos tres determinaciones por separado.
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