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ABREV~ATURAS: 

ACC.- l~amino-ciclopropano-carboxilato. 

Agonista inverso.-sustancia que por si sola ·i1ene efectos 

opuestos al agonista Y al aplicarse Junto con ei ag.onista:. reduce 

el efecto de este (Richards, ei: al., 199&). 

At10G. - "Adhesion molecule on glia" molécula de ~~ll~sion gÚal), 
- -,;:.:~,./ ~ '-.~-~~:.-: 

At1P;- Adenosin monofosfato, .-,,~ .. ---, tr~-----, ~ .... 
AHPA. - a-amino-3-hidrox1-s-metil~-4-1sOXSzo.rPrOP_io_rla·~o-¡-:: r 

APB. - Acido 2-amino-·4-fosfonob~ti:~~º:,~ ,2 :> ''. 
APH.- D o L-aminoc7-fosfonoheptanoato.:~~" 

APV. - o o L-2~~m1no~12rosf~nov~le~~i:d.';. : 

BSA.- Sero albumina d~ b~~ino, 
I 2-CA.- Indol-2-carboxilato. 

CGS-19755. - Acido Cis-4-(fosfonometil-2~piperidin carboxilico). 

7-Cl-KYN.- 7-Cl-quinurenato. 

CNQX.- L&-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-dion. 

CPP.- 3-((+)-2-carbixipiperazin-4-il)-propil-1-fosfonato. 

Desplazador.- Es la misma droga que se usa como ligando pero a 
una concentración por lo menos 100 veces mayor su Ko para 
definir la uniOn inespecifica de un ligando CEnna, 1980). 

Y-OGG.- y-glutamilglicina. 

DIV.- D18s ''in vitre''. 

Fab.- Fragmen~o de un anticuerpo con unión a antigeno. 

FITC.- Isotiocianato de fluoresceina. 

o~.- Receptor a aminoácidos excitadores ~ipo NMOA. 

G;;c.- Receptor a aminoacidos excitadores tipo no-NMDA. 

GA.- Receptor a aminoacidos excitadores que inducen la producciOn 

de acido araquidónico. 

GABA.- Acido Y-amino butirico. 
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o~. - Receptor aminoécidos excitadores que ·aumonta la 

conductanc1a-de cationos., 

GDEE. - Dietil ester de glutamato .. 

GFAP .- Proteina ~c-idica fibrilar\Úal. 

Gp. - Receptor a aminoácidos excitadores que .. ~u.menta, 'ía-.hidrolisi s 

de fosfatidil inositol. -., -\• -

HA-966. - 3-amino-hidroxipfrrol1dona~2:·· 

H-HEH.- Hedio de oulbecco Eagle modificado y con alto-bicarbonato. 

Homocys.- Homocisteato. 

IgG.- Inmunoglobulina G. 

JSTX.- Joro Spider Toxin. 

KA.- Kainato. 

KIN.- Kinurena~o. 

L-Asp.- L-aspartato. 

L-Glu.- L-glutamato. 

L-HEH.- Hedio de Dulbecco Eagle Modificado.y con ba_Jo bicarbonato. 

HK-801.- (+)-5-metil-10. 

5.10-iminomaleato. 

NHDA. -

"Patch 

PCP.- Fenilciclidina. 

PDA.- Piperidin 

SOS.- Dodecil sulfato de 

SNC. - Sistema 

Willardiina.- Cl-C2-amino-carbox1etilJ-uracil. 
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I.• INTRODUCCION 

En el Sistema Nervioso-Centtal CSNC) se encuentran dos tipos de 

células, las neUronas y lá;· neuroglia o ,:lia ( Darnell, et 

al. 198&). 

Las neuronas t!enen la capacidad de hacer contactos especif i

cos, llamados sinapsis, con otras células nerviosas. Otra 

caracteristica importante de las neuronas es su 

conducir impulsos eléctricos sin dis1ninuir la 

habilidad para 

intensidad de 

estos. Morfol6gicamente, los rasgos mas caracteristicos de las 

neuronas son los grandes procesos que se extienden fuera del 

soma celular, llamados axones y dendritas. Los axones 

eeneralmente son largos Cllcgon o lm o mas) y alcúnas veces_ sQ 

encuentran cubierton por una capa aislante de mielino. Las 

dendritas son usualmente mos ~ruesas. cortas, muy ramificadas y 

no poseen cubierta de mielina (Dornell, et al, 198&). Otro rasgo 

de las neuronas es el potencial de reposo de sU membrana de -70 

mV negativo en el interior de la célula (Kuffler y Nichols, 

1977). 

En cuanto a la glia, también posee procesos que salen de sus 

cuerpos celulares pero, a diferéncia de las neuronas, no reciben 

impulsos sinépticos ni generan potenciales de acc10n su 

potencial de reposo de membrana es mas electronegativo que el de 

las neuronas, -90mV (Brcw y Atwell,1997), y se encuentran Bcopla

das eléctricamente con otra~ células vcclnDR por Ulliones comuni

cantes (gap junctions) (Kufflcr y Nichols 1966). 

1) Morfolosia y cle~i!!ccc10n Ga l~o calulaa 3liolsm 

La glia se clasifica, de acuerdo a su origen ontogenético, en 
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a 

microglia, de origen mesodérmico 1 y la macrogliaccuyo. ~rigen 

embrionario es ectodérmico e incluye a .los· ~s,t'roc-itos y ·-)os 

oligodendrocitos CWhittaker, 1984). 

tl!.~!:QgU~. Son pequeflas células bipolares o· :mulÜ¡:Íol~res, ·poseen 
; . ."·; ·:''",· ,.;_; .,, . •/ 

algúnos procesos tortuosos los cuále~'.:~- i~1eva~ñ- - 'c·prciy¿ccfcineé·. 
puntiagudas. Son células fagoci ticas móviles· , y se encuentran 

distribuidas a través de la materia gr':i.s cWhi.ttaJ{ér, ·.l.984). 

como se mencionó· anteriormente, las célula·s 

macrogliales incluyen a los astrocitos y a los oligodendrocitos. 

Los oligodendrocitos son células que poseen pequeflos cuerpos 

celulares y tienen algunos procesos delicados con pequeños alar-

gamientos nodulares. Su núcleo es pequeno y la cromatina esta 

comprimida. Los oligodendrocitos se encuentran tanto en la 

materia blanca como en la materia gr1s. Los oligodendrocitos que 

se encuentran en la materia blanca, son re~ponsables de la 

producción de la mielina. La oligodendroglia de la materia gris, 

-es~á en asociación con cuerpos celulares neuronales y se cree·que 

proveen un aporte de nutrientes a las nellronas CWhittaker, 1984). 

Existen dos subpoblaciones de astrocitos en el SNC: astrocitos 

_.tipo y_ astrocitos tipo 2, los cuales se han identificado 

mediante el uso de criterios citoquimicos. Entre éstos se 

encuentra el uso del anticuerpo monoclonal contra la proteina 

ácida fibrilar glial CGFAP) que es una proteína del citoesqueleto 

cuya distribución esté restringida n las células astrogliales 

(Bignami Oahl., 1973) ,en adición al anticuerpo A2BS que es 

er;pecifico para ciertos gangliósidon, y ol sntic.uerpo monoclonal 

Ran-2 que se une a antigenos localizados en la superf 1cic 
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celular. Los astrocitos tipo 1 son GFAP positivos, negativos al 

anticuerpo A2BS, y positivos Ran-2. Los astrocitos tipo 2 son. GFAP 

positivos, el anticuerpo A2BS se une a ellos y pl-es·entan r~accion. 

negativa al anticuerpo Ran-2. 

Morfoló,cicamente, también se pueden distinguir estos células; 

loS astrocitos tipo J son células polimorfié:.as)/ pl8nas, m1entraA 

que los astrocitos tipo 2 tienen forma estrellada !Raff. et•l., 

1983), Estos dos tipos de células gliales también difieren en su 

localización, ya que los astrocitos tipo 1 se encuentran en la 

materia blanca y la materia gris, mientras que los astrocitos 

tipo 2 se encuentran únicamente en la materia blanca y 

.probablemente correspondan a los astrocitos fibrosos !Raff. et 

al., 1983) de los que se hablara a continuación. 

~2Sr2~!SQ§ er2i2el~2m!fQ§ ~ í!QrQ§Q§. Siguiendo un criterio 

morfolOgico y de distribución, existen dos grandes clases de 

astrocitos: protoplAsmicos y fibrosos. Los astroci to& 

prot~pl~smicos son células esféri~as, y sus procesos se expanden 

en todas direcciones; estos procccoD son numcroBOG, corten y muv 

ramificados y su superficie es irregular. Algunos de sus procesos 

llegan a vasos sanguinéos. Este tipo de astrocitos se encuentra 

en ~fa materia gris (Vaughan, 1984). 

Los astrocitos fibrosos son células elongadas sus procesos 

son menos numerosos· y largos que los de los astrocitos 

protoplásmicos, son relativamente mas lisos y menos ramificados, 

algúnos de sus procesos terminan en vasos sanguineos CPr1vat, y 

Rataboul., 1986). 
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2) Funciono~ da ln glia. 

a) En el sistema nervioso central. 

Por estudios bioquimicoc se ha podido averiguar que las 

células gliales participan en la inactivac1on de transmisores 

quimicos. Por ejemplo, en la transmisión gutamatérgica, la glia 

posee un sistema de captación de alta afinidad dependiente de 

encrgia y de Na+, donde L-glutamato, L-aspartato, y D-aspartato 

emplean -el mismo receptor de captación (Drejer, et al. ,1983). Una 

vez que es captado el a~inoAcido excitador, en este caso el 

glutamato; la glia posee un sistema para trasformar el glutamato 

-en -glutamina por medio de la enzima glutamino sintetasa, que 

éataHza la sintesis de glutamina a partir de glutamato, ATP, y 

el ión amonio: la glutamina resultante de esta reacciOn no sólo 

es necesaria para la sintesis de proteinas sino que también sirve 

como un almacén de nitrógeno en numerosos caminos bio~inteticos. 

La glutamino sintetasa es muy importnnte en el cerebro, ya que 

constituye un precursor para el ~lutamato y el GASA, importantes 

amino&cidos neurotransmisores en el SNC. Se sabe que las neuronas 

glutamatérgicas toman la glutarnina que libera lB Clia, y dentro 

de la neurona, la glutamina se convierte en glutamato poi:-_ medi_o 

de la enzima glutaminasa !De Vellis et al., 1985) . 

Por otra parte, las células gliales de tipo astrocitico 

contribuyen a la regulación de la concentración de K+ 

extracelular. Por estudios hechos en cultivo de tejidos 

u'tilizando la técnica de "patch clamp" se ha. podido averiguar que 

los ostrocitos poaccn ol menos tres tipos do canales de K+ fJa

loen y Holopaicn, 1989). Un canal es indepcndionte de vol tojo 
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permanece-cerrado por largos periodos con aperturas muy breves de 

1-20 milisegundos (msJ, y es independiente del potencial de 

membrana (Jaleen y Holopaien, 1999}. Loe otros dos tipoe de 

canales de K+ son dependientes de voltaje, se abren 

repentinamente con una larga duracion, y en este periodo de 

apertura ocurren frecuentes cierres, bruscos, de menos de lms. 

Los periodos de cierre entre l3S explosivas aperturas, varían de 

acuerdo a la sensibilidad del canal a los diferentes po~enciales 

(Jaleen y Holopaien, 1989). 

Investigaciones hechas en cultivo de tejidos han demostrado 

que las células gliales tienen efecto trófico sobre algúnas 

neuronas del SNC ( Barbin et al. , 1984 J. Se ha demostrado, que las 

neuronas del SNC sobreviven mejor al agregarles medio condiciona

do por celula~ gliales {Maggs y Scholes., 1986)¡ se sabe también 

que las células gliales poseen proteinas de superficie y 

proteínas que liberan a la matriz extracelular las cuales provo

can crecimiento neuronal y adhesión glia-neurona (Grumet etal., 

1985, Tomaselli et al., 1988 y Neugebauer, et al., 1988). Las 

. ___ .células-_ gliales--también dan un soporte mecanice· a·-1as- --neuronas 

(Ranson y Carlini, 1986 J. 

bJEn la retina 

La retina de los Vertebrados, como parte del SNC, posee dos 

subtipos de células gliales de tipo macroglial: las células de 

Müller y los astrocitos: eotos últimos se encuentran asociados a 

vasos sanguíneos {Schnitzer, 1988), y por lo tanto los astrociton 

retinales aólo se encontrarDn en aspecies que posean retinas 

vascular izadas {caballo, conejo, primntcs etc. (Schnit:.er, 
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.. . . 

. vascUl~riZ~da:~: 

poseen llnicamen'te células 'de MUller1iJ Moscona, < 198~) ; Con ,rfi~pe~to 

a las. 6éÍuÍ1aS'd~ i~cllefé(pti~bf¡ia1/7~~~~":~ gÚal de '1a· retina)' 

se expanden. a .tra~é.s 'd" toda í'á' ri!H';;8' éi~icie tf{:i~~¡;·/'ii~úa.r\i:~ 
externa ,do'.1de ~·e' encuentra.· la parte apical; · ... h:;:;;t; i. ~~pa 'limÍ~ 

._tanie _i~-;.e;r~ña 1 ~·~dond_e se_ encueñtra su p~e _t~~minSl -úi~~¡;,~~;: ~~?~~,> 

··<Esquema' ··1¡: ·L'as····celulas de MUller pre-s0ntan - cS.ra~·i.erist:ic\i's

tant·o ·de -~~~tro~i tos como de oligodendroci tos. En común con' los 

.. a~trocÚ~s, presentan una al ta act1 vidad de glutamino sint.etasa 

(S8_i-.thy_·y Lam 1 1978) 1 enzima que se usa como marcador de astrOci-

.tos, también poseen sistemas de captación de alta afinidad y 

enzimas que degradan algúnos neurotransmisores como 

acetilcolinesterasa y y-am1nobut1rato-transam1nasa csarthy y 

Lam. ,1978). Asimismo, tienen numerosas particulas de glucógeno y 

.fil.a.mentes. intermedios en el el toplasma ( Newman, 198&) • Por otro 

lado·, presentan al ta act1 vid ad de anhidrasa carbónica, marCador 

de::ol1go~endroc1tos (Ohandour, et al., 1979) y también presenta.n 

'una.glÚcoproteina asociada a la mielina CNewman, 1985). 

Las células de Milller regulan la concentrac16n de K+ 

extracelular gracias a que su membrana posee una alta permeab1li· 

dad a este iOn CConner et al., 1985). Cambios de • i!u1r.inaciOn 

producen un aumento d~ K• extracelular en la retina que puede ser 

uniforme o localizado dependiendo del tipo de estimulo CMobbs, et 

al .• 1980). cuando ocurre un cambio uniforme de K• extracelular, 

los iones K• entran a la célula por la parte apical desde donde 

son transportados a todo lo largo de la célula hasta el pie 

terminal de la célula que esta en contacto con el humor vitreo; 
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en este lugar la membrana presenta una resistencia mucho menor 

{ 12Mr.?), a la que se presenta en el resto de la célula 

(190 n¡ lo cual favorece la salida de K• al humor vitreo (Hobbs 

et al., 1988). cuando ocurren cambios de iluminacion no uniformes 

en la retina se induce un aumento de K• extracelular. que es 

tomado por la célula de Hüller adyacente y difundido las 

celulas de MUller vecinas gracias a que están en contacto por 

uniones comunicantes, reduciendose asi el aumento de K• 

extracelular (Hobbs et al. , !988). 

Se sabe también que las células de Müller ayudan a ,·eliminar al 

C02 de la retina al convertirlo a bicarbonato ·por: medio-.- de ·1a 

enzima anhidrasa carbónica CHusser y Rosen 1973). 
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Esquema l 

Esquema de una célula de HUller. La parte apical de la célula se 
encuentra en la capa limitante externa (CLE) de a retina. y el 
p1e terminal se encuentera en la capa limitante interna (CLI} 
(Tomado de' Hiller y ooulin¡¡, 1970) 
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3)Loa receptor&D en lDI o6lula• glialco y mu poaibl• pDrticipaoion 

•n la tran1m1a1on. 

Los receptores de captacion para aminoécidos excitadores se han 

medido en cultivos primarios de astrocitos, encontrAndose que 

usan un sistema de alta afinidad que, como se menciono anterior

mente depende de Na+ y energia <Drejer et al., 1983). Por otro 

lado, Bridges et al. a (1987) al medir receptores de captacion en 

cultivos primerios de astrocitoS, encontraron que el ácido glutá

mico se capta por un sistema dependiente de c1- e independiente 

de Na•; Bridges et al. b en ese mismo año, comprobaron nueva-

mente por estudios autorrad1ogrAf1cos en astrocitos que fueron 

implantados en el coliculo inferior de ratas, la un10n de eluto

mato a astrocitos dependiente de c1- e independiente de Na•. 

Resultados recientes han demostrado que aleunos compuestos 

entre los que se encuentran los aminoácidos excitadores. producen 

en las células gliales respuestas similares a las que provocan en 

las neuronas durante la neurotransmisiOn como despolarizacion y 

activacion de mecanismos de segundos mensajeros CBowman y 

Kimelberg, 1984 y Gallo, et al.,· 1969). Se ha sugerido que estos 

cambios pudieran originarse a partir de la interacciOn de estos 

compuestos con receptores especif icos en la membrana de las 

células gliales, cuyas propiedades aún se desconocen {Bowman y 

Kimelberg., 1991,¡. 

En estudios morfolO~icos hechos en cultivan pr1m5rio& Oo as 

trocitos de hipocampo, al aplicarles Acido ~lutAmico Y aleunos 

an~logos de éste (ácido kainico y ácido quiscuálico) se vio que 
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tiene un efecto tóxico sóbre los astroci~os (Lehman y Hansson 

1988). Por otra parte, empleando colorantes de cianina para medir 

caftbios en el potencial de membrana de cultivos de astrocitos en 

suspensión, se comprobó que alta concentrec!On de K• , el ácido 

glutémico y dos de sus anélogos, acido quiscuAlico y ácido 

kainico, despolarizan a los astrocitos (Enkvist et al., 1966). 

Asimismo, estudios electrofisiológicos han demostrado que tanto 

el ácido glutamico como el acido aspértico despolarizan astroci

tos de cerebro mantenidos en cultivo primario (Bowman y 

Kimelberg, 1964). 

Para explicar esta despolarización se han propuesto dos 

posibles mecanismos iOnicos (Usowicz et al., 1989). Uno de los 

mecanismos seria la captación electrogénica de glutémico junto 

con Na+, lo cual se demostró en las células de Hüller (Brew y 

Attwell, 1967 Barbour et al., 19881 y en astrocitos tipo 

CUsowicz etal., 1989). Este acarreador electrogénico transporta 

análogos de glutamato tipo NMDA y tipo no-NMDA (Usowicz et al., 

1989). 

En las células de Müller de ajolote, se ha visto que se 

acarrean al menos dos iones Na+ por cada anión glutamato que 

entra a la célula (8rew y Attwell, 1987). Análogos del glutamato 

como L-aspartato, D-aspartato, NMDA y Kainato también provocan 

corrientes entrantes en las células de Müller, mientras que el 

anélogo al subtipo de receptor quiscualato, el Acido quiscualico, 

no provoca corriente de entrada CBrew y Attwell, 1987) .En las 

células de MUller de salamandra también se ha medido la captación 

electrogénica de écido elutamico, encontr~ndose que por cada 

molécula de L-glutamato, entran tres iones Na+ al interior de la 
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célula y sale un ion K+. Esta captaciOn se inhibe al aumentar la 

concentracion de K+ extracelu1ar (Barbour et' al., 1988). 

En astrocitos tipo también se ha visto que poseen un 

receptor al acido kainico el cual, al ser estimulado, provoca la 

apertura de canales 16n1cos¡ también poseen un receptor al ácido 

quiscualico (Condorelli et al., 1969) el cual provoca la hidroli

sis de fosfolipidos de inositol (Nicoletti et al., 1988) y es 

insensible al agonista del receptor tipo quiscualato AHPA 

(Nlcoletti et al., 1988; condorelll et al., 1989). 

El otro mecanismo iOntco propuesto para explicar la despolari

zacion de astrocitos es por medio de la apertura de canales 

16n1cos asociados a receptores a aminoAcidos excitadores (Backus, 

et al., 1989). Este mecanismo es sensible al 6c1do glutAmico y a 

sus analogos quiscualato y kainato (Gallo et al., 1969; Usowicz 

et al., 1989; Backus et al., 1969), y es insensible al NHDA y al 

aspartato (Usowicz et al., 1989). Este tipo de receptor se 

encuentra en los astrocitos tipo 2: al activarse produce la 

apertura de canales Na+/K+, los cuales tienen un potencial de 

inversión cercano a los O mV (Backus et al., 1989). En culti-

vo de tejidos, se ha visto que los astrocitos tipo 2 tienen la 

capacidad de captar GABA y liberarlo por estimulaciOn mediante 

6cido &lutAmico y sus agonistas kainato y quiscualato. La libera-

ciOn de GASA provocada por kainato y quiscualato fue dependiente 

de Na+, y la del kainato fué ademas, parcialmente dependiente de 

Ca++. "ranto los astroci tos tipo 1 como los tipo 2 captan el ac.ido 

o-~H-aspártico, pero solo los astrocitoe tipo 2 lo liberan por 

estimulo con acido kainico (Gallo et al., 1969). 
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Por otra parte, cambay-Deak1n et al. (1988), han visto que 

mensajes neuronales como alta concentraciOn de iones K+ o 

neurotransmisores como la seroton1na o la adrenalina, pueden 

provocar la ruptura de almacenes de glucOgeno de los astrocitos; 

la glucosa resultante de esta ruptura se liberaría al medio 

extracelular y posteriormente seria usada por las neuronas. 

Otros estudios hechos en cultivo de tejidos han demostrado que 

la superficie de los astroc1tos es un buen sustrato para el 

crecimiento de axones de neuronas en el SNC (Maggs y Scholes, 

1985). La laminina, una glucoproteina liberada por los astrocltos 

induce el crecimiento neuronal (Tomaselli et al.. 1988); la 

glucoproteina citotactina. también es sintetizada y secretada por 

las células gliales, y se ha Visto que promueve la adhesiOn 

neurona-glia "in vitre" CGrumet et al., 1985). Otras proteínas 

adhesivas expresadas "in vitre" en células gliales son: la 

trombospondina (Tomaselli et al., 1988) y la AHOG Molécula de 

adhesión en glia (Antonicek et al., 1987). Aparte de las protei

nas de la matriz extracelular producidas por la glia, esta última 

posee también proteínas de superficie, las cuales intervienen en 

procesos de crecimiento y de reconocimiento en las neuronas: N

cadherina molécula de adhesión calcio dependiente, N-CAM molecula 

de adhesion, e integrinas (Neugebahuer et al., 1988). 

~) ReceptorGQ a omino6cido• excitadoroo. 

a} En el sistema nervioso central. 

Antes de hablar de los receptores a aminoécidos exci~adores se 

explicara brevemente la clasificación de los mismos en el sistema 

nervioso central. 
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Los receptores en el SNC se han subdividido en dos ¡randes 

clases, dependiendo de la velocidad con la que se da la respuesta 

( Strange, 1983) , 

g!~~~ ! B~f~2~Qr~~ 1QDQ~r~E1~2~ Q~ !~~EY~~1~ ~219~~ Estos 

receptores están acoplados directamente a un canal iónico, o bien 

son parte del mismo: generalmente son proteinas transmembranales 

oligoméricas que contienen un sitio o dos sitos de unión para_ 

agonistas y un canal iónico. La respuesta de estos receptores se 

da en milisegundos. Ejemplos: receptor tipo GABAA, receptor a 

~licina, receptor a acetilcolina tipo n1cot1nico, y receptores 

alutamatéraicos lStranae, 1983). 

~!~§~ ~ B~S~E~Qr~§ mªSªQQS!2E~~Q§ g~ r~§e~~§!~ !~D!ª~ La 

respuesta de esta clase de receptores presenta un retardo del 

orden de segundos. su estructura consiste en un simple polipépti

do asociado a una proteina reguladora (proteina G) que actua como 

transductor del mensaje: al activarse este receptor se estimula 

la form8ci6n de un mensajero secundario (nucleOtidos ciclicos o 

ciertos lipidos). El AHP ciclico activa una proteina cinasa 

dependiente de AMP ciclico, que a su vez fosforila proteinas 

dentro de la célula. Los segundos mensajeros .lipidicos, como el 

diacil glicerol, activan cinasas de prote1nas que dependen de 

los lipidos como la proteina cinasa e (Schuartz., 1982); ejemplos 

conocidos de estos receptores son el receptor GABA., receptor 

serotonina, receptores glu~amatérgicos, receptores a op1Aceos 

etc (Strange, 1983). 

Como se menciono anteriormente los receptores glutamatérgicos 

(excitadores) pertenecen tanto a la clase l como a la clase 11 de 
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receptores. Dentro de esta transmisión existen dos grandes tipos 

de receptores, los octivados por NMDA CN-metil-D-ospartato), los 

cuales dependen de voltaje y cuya acción se inhibe en presencia 

de Mg-•, y un segundo tipo de receptor, activado por otros 

agonistas como kainato, quiscualato y L-APB (ácido L-2-amino-~-

fosfonobutirico): estos receptores son relativamente insensibles 

a altas concentraciones de Mg•• y no dependen de voltaje 

CWatkins, 1985), De acuerdo con el agonista m~s potente y con 

su perfil" -'farma~ol6,Cico, esta segunda clase de receptores a 

·amin-otlcidos -exc'itad_o-res puede subdividirse en tres: tipo Kainato, 

tipo '.quis~ual~to y tipo L-APB. Existe otro tipo de clasificacion 

para _receptores 'de aminoacidos excitadores donde se toma en 

cuenta Si .. son. ionotr6picos o metabotrópicos y si son tipo NMDA o 

no-NMDA, esta clasificaciOn fué ideada por el ~rupo de Costa 

(1988). De acuerdo con esta clasif1cac10n los receptoree de NMDA 

son denominados Gl y los no-NMDA G2, con un subíndice que se 

refiere al mecanismo de transducción de la seftal: Ge son los 

receptores que aumentan la conductancia a cationes, Gp aquellos 

que inducen la hidrOlisis de fosfatidil inositol y Ga los que 

inducen la producción de tlcido araquidónico. 

B~Ege~2r~2 º~ ~~Q6~ Los sitios de unión de NMDA se localizan 

preferentemente en la corteza cerebral, los ganglios basales, las 

areas asociadas a los· sistemas sen~oriales y en el érea CAl del 

hipocampo (Somohano y LOpez-Colome, en prensa). 

El sitio de unión del NMDA puede ser llamado también complejo 

receptor N~OA y consiste de cinco p~rtes: sitio de reconocimiento 

al transmisor, canal 16nico, 2 unidades reguladoraB (Honoré, 

1989), sitio de unión al Mg•• dependiente del voltaje (Cotman y 
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Iveresen, 1987) y sitio ·c:i.e Un.i6((_."al .. Zn'."• no dependiente del 

voltaje (Peters, et al.. 1987). La_activaciOn del receptor a N11DA 

depende de voltaje debido a la interacciOn de Hg•• con el canal 

(Cotman y !versen, 1987). La activaciOn del receptor de Nl1DA 

provoca la despolarizaciOn de las células, tanto por mecanismos 

ionotr6picos como metabotr6picos, aunque no se sabe si el mismo 

complejo molecular es responsable de los distintos mecanismos de 

trensduccion, o si se trata de receptores diferentes. Los 

mecanismos de transducciOn de este receptor pueden ser tipo GC1, 

GPl, y GAl (Costa et. al., 1988). También se ha visto que este 

receptor incrementa la concentracion de guanosin monofosfato 

ciclico (GMPc) en células granulares cerebelares (Smart., 1989). 

En este receptor, la clicina, transmisor 1nhib1dor en la médula 

espinal curtis et. al. 1960), actua como modulador alosterico 

positivo, provocando un aumento en la respuesta, la cual no es 

antagonizada por estricnina, inhibidor del receptor sináptico de 

glicina <Young y snyder, 1974). Se sabe también que el zn•• 

antagoniza alostéricamente la respuesta a Nl1DA (Honoré, 1989) . 

En el siguiente cuadro se presenta los agonistas y antagonistas 

tanto en el sitio del neurotransmisor como en el sitio 

alostérico. 
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TABLA l 

RECEPTORES TIPO NHDA. 

SITIO DEL NEUROTRASHISOR 

liool'ÍrsiÁs 

L:.:Asp 
;-L-i:lu·· 

NHDA 
KIN 
HOHOCYS 

AGONISTAS·'· AGONISTA 

Gly ;········· . . .. . ~; 7~'d1-iy~ 
~ - o~s-eriri_á·_, :::~> ;~:~ ~.-kYN·-,-· ·· 
· o-cicloseri'na •.; .' Cl!OX, "·"'·· 

ACC . 

·,:: __ .;:·.:·· 
SITIO ALOSTERICO (~) 

--,- ",\,_· 

AGONISTAS ,. 

Pe;' 
MK"B01 
K~tamino 
·Endnpe:icori1 na 

Abreviaturas: 

ANTAGONISTAS 

~ll-1-ro•r ......... to ce~~>• D Co ~>-~-A-&no-roAro"oV•l•r•to CA,.VJ• D~

:z-.-.&no-7-roaronoi--.-b•"o•bo CA.,.HJ• Q:A-c:l,..• CClllVJ• ~•nllc:ic:l&dln~ 

C.-C~J• 3-AMlno-hldrow&.-&.-.-ollQ~n-- (HA-~64>• ClQ-•-cro~ro~o-~til-

2--1-.-&d&,.. c:•r>boHlllc:oJ CCClllSl-l"!l'?Clf!S•o Hc:>-O<=l•b•<:>to CHOf"tCJCV•J1 &-

Aon&no-c:::llc1o--.-o.--no-:l-c:•rbowl 1 .. -.0 <.-:OCCI • 7-Cl -0 ... 1.-.ur•,...•t.o (7-Cl -

t<YNJ 1 %rtc:lol-:Z-c:•r-boHI '""""'-º C:Z:.2-CAJ' 1-Pm'.n~ c:lelot: ...... 0:>0.-.o-l-c:•r""bOMt-

C+)-D-"•tll-10~ 11-dlh~dro-~H-cilb•nuo,GodJcaclo-..._~~-"

s.10-L-L"o••l••~º CMK-901)J ~6-c••no-7-nLt~o~ulno-u1lno-~.3-dle>ro 

CCNQ~)J •cado a -~•no alc1ob~t•no 1 c~rbo-~1i~o. 

(Somohano y L6pez-Colomé, en prenso). 
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B~~~e!Qt§~·SiEQ.nQ=~~Q~~ Existen tres subtipos de receptores no

NMDA, 'que son los receptores t1P<' ka1nato (KA), tipo quiscualato 

(QA) y tipo 2-omino-4-fosfonobutlrato (L-AP.Bl, de acuerdo con el 

agonista m4s fuerte para cada subtipo. Estos tres subtipos de 

receptores tienen como agonista el a·cido glut6mico y como antago-

nista la CNOX. Lo conductancia dada por la activación de recep

tores no-NHDA es independiente del voltaje (Honoré, 1969), poseen 

un mecanismo de transducción ionotr6pico y metabotr6pico, a 

través de los receptores GC2, :f·Gf'2 (Costa et. al. 1988). Estos 

subtipos pueden distinguirse entre •si; ···ya 'que existen diferencia~ 

1984 ) . 

Bqf~P~Qt~§ ª ~~!QQ IS!!:!D.!!:Q.!. En eStudios de cinética de saturac1on 

se ve que el 6~1do Kainico aparontemanto se une a don sitios con 

diferentes afinidades: uno con alta y otro con baja afJnidad. La 

un10n del KA al sitio de alta afinidad disminuye en prescencio de 

iones ca•• (Honoré, 1989). Puesto que en el !luido extracelular 

existen concentraciones milimolares·de ca-·, se ha sugerido que 

sólo. -los- .sitios de baja afinidad al Kainato pueden ser de 

relevancia funcional <Honoré, 1989). En la tabla 2 se enumeran 

los aeonistas y anta~onistas para este subtipo de recaptoreR, as1 

como su distribución. · 
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TABLA 2 

RECEPTORES TIPO KAINATO 

AGONISTAS 

KA 
Domoato 
L-glu 
Ac.acromélico 

Abreviatturas: 

ANTAGONISTAS 

PDA 
y-D-GG 
GAHS 
CNOX 
K'/N 

DISTRIBUCION 

HipotUamo 
Capas corticales 
profundas 
Núcleo reticular 
del Ulamo 
cuerpos mamilares 
Núcleo del puente 
Fibras Musgosas del 
Hipocampo 

L•-cl•no-7-ni~~OMl~ulnaMalin• 

Qo..olnw~•n•-o CKVN,. 

{Tomado de Somohano y LOpez-Colomé, en prensa). 
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B~~~E~Qt~§ ª! ª~!QQ 9Y!!~Y2!!~Q~ Estos receptores.se encuentran 

en el area CA1 del hipocampo, en la corteza cerebral, ganglios 

basales y en areas sensoriales del SNC. El agonista principal 

para este subtipo de receptor es el AHPA (a-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazolpropionato) <Honoré, 1989)¡ otros agonistas son: 

willardiina (1-(2-omino-2-carboxyethyl)-uracil), L-Blutamato, y 

4-bromoibotenato (Watkins y Evans, 1981). Sus antagonistas son: 

Dietilester de glutamato (GDEE) Watkins y Evans, 1981),ºJ'oro 

spider toxin'' (J'STX} (Kawai et al.' 1982). L6-ciano-7-

nitroquinoxalin 2,3-dion (CNOX) (Honoré,1989). 

B~f~E~Qr~§ !1E2 BEª~ Este tipo de receptor solo puede detectarse 

en presencia de Cl-, aumenta en presencia de ca••, y la union 

del ligando al receptor puede inhibirse con bloqueadores de 

canales de Cl- CRecasens et al., 1987). Se ha visto que la uniOn 

del li~ando al receptor disminuye con la congelación de las 

membranas (Honoré et al., 1986). Por las caracteristicas ante

riormente citadas se cree que este receptor es un sitio de capta

ción para el Acido glutAmico (Honoré et al., 1986, Recasens et al., 

1987), y posiblemente esté localizado en células gliales (Honoré 

et al., 1986). Los agonistas para este receptor son APB, y L

glutamato (~atkins, 1986) y su antagonista la CNQX (Honoré et 

al., 1989). 

b)En la retina de los vertebrados. 

Antea de hablar de los receptores a amino~cidos excitadores en 

la retina, se. describirb brevemente lo ora:anizaeión de 6&ta. La 

retina consiste tilliCencialementede cinco diferentes tipos de 
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neuronas:· los fotorreceptores. las células horizontales, 

amacrinas, bipolares y ganglionares, y dos tipos de células 

glioles, los astrocitos y las células de HUller CDowling, 1979). 

En la retina, los cuerpos celulares se locali2an en dos capas 

.nucleares (capa nuclear externa y capa nuclear interno), y la 

capa de células ganglionares, mientras que las atnápsis se 

establecen en dos capas plexiformes. Los cuerpos celulares de los 

fotorreceptores se encuen~ran en la capa nuclear externa, y hacen 

sinapsis con las células bipolares y horizontales en la capa 

plexifor=e externa. Las células amacrinas se encuentran en la 

capa nuclear interna. En la capa plexiforme interna hacen 

sinapisis células amacrinas con células bipolares, y estas hacen 

stn6psis con les células ~anel!onares que se localizan en la capa 

nuclear interna, En cu~nto a las células de HUller, como &e 

menciono anteriormente, se extienden radialmente o lo largo de 

toda la retina (Newman, 1986) (Esquema 2). 

Se sabe que el glutamato representa del l0-15~ de los aminoé

cidos libres en lo retina , mientras que el asportato represento 

del 2-10~ <Pasantes-Morales et. al. 1972): también se sabe que 

este glutamato y/o aspartato puede ser liberado en lo oscuridod 

por los fotorreceptores (Schwartz. 1982) hacia las neuronas de 

segundo orden.La transm1s10n excitadora también se puede dar 

entre células bipolares y gon~lionares (Neal, 19761. 

La existencia de los receptores a aQ1noAcidos excitadores en 

la ret1na de los vertebrados se ha pod10o comprobar arec1as a 

estudios de neurotoxicidad, electrof1s1ol6e1cos, y bioquimicoa. 

En la retina de pollo, LOpez-Colomé y So=ohano, (1982), de=os-
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traron por estudios de unión de L[3HJ-aspartato como ligando, la 

presencia de dos poblaciones de receptores. una de alta afinidad 

(K.=40 nM), independiente de Na• que se encuentra en la fracción 

Pl. La otra población de receptores también de alta afinidad se 

encuentra en la fracción P2 y presenta una KMall.8 nM. En este 

estudio se observo que la unión de écido aspértico independiente 

de sodio Ca receptores sinapticos) no se afecta con la congela

ción, mientras que en la unión dependiente de sodio disminuye con 

la congelación. 

Los receptores a ácido glutámico en retina de pollo se han 

identificado y caracterizado bioquimicamente (López-Colomé, 

1981). Se demostró la presencia tanto de uniOn de glutamato 

dependiente de sodio sensible a la congelación (receptores de 

captación> y unión independiente de sodio que no se afecta por la 

congelación, con K.=O.SSµH {receptores sinápticoa). 

Otra prueba de la existencia de receptores aminoácidos 

excitadores en la retina, es el efecto neurotOxico selectivo que 

el glutAmato y sus análogos. especialmente el acido kainico, 

ejercen- sobre las células amacrinas {Coyle et.al., 1978), 

horizontales y bipolares asi como sobre células gliales {Morgan y 

Inghan 1981; Schwartz, 1982 y López-Colomé y Somohano, 1984). 

Por estudios de uniOn de un ligando marcado radioactivante a 

membranas de células.retinianas , se ha demostrado que en la 

retina de pollo existen receptores para glutamato, aepartato,áci

do kainico, NHDA y ácido quiscuálico los cuales aparecen en 

diferentes estados del desarrollo e~brionario, mostrando cada uno 

cambios en su proporción relativa, y en sus propiedades farmaco

lógicas durante el desarrollo embrionario (Somohano et al, 1988). 



Esquema 2. 

EPITELIO PIGMENTARIO 

F OTORREC EPTORES 

CAPA ·PLEXIFORME, 

EXTERNÁ, .. 

CAPA•NUCÚARÚTERNA• 

NERVIO OPT!CO 

CAPAS DE LA RETINA. En esta fi&uro ae pu~den apreciar las copna 
de la retina, y los diferentes tipos celulares que la comp0nen: 
e, conos., R, bastones .. H, células horizontales .. B. célulae 
bipolares., A, células amacrinas., G, células ganglionares Y H, 
células de HUller tFarber y Adler, 1986). 
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ll .•• CBJiTIVO. 

Teniendo estos antecedentes, y ya que los receptores a ami

noácidos excitadores no se han caracteri=ado en la glia de la 

retina , existe la posibilidad de que los receptores a aminoaci

dos excitadores que se han caracterizado en la retina completa 

pertenezcan tanto a las neuronas como a la glia. De ser asi se 

podría pensar en una interacción directa glia~neurona en el 

fenómeno de neurotransmisiOn (Barres .• 1989): asimismo, la posi

ble acción trófica ejercida por los aminoácidos excitadores 

(Condorelli, et al., 1989) podria tener como blanco tanto a las 

neuronas como a la glia. 

Con el propósito de saber si realmente existen estos 

receptores en células gliales y si cambian durante el desarrollo 

embrionario, se midieron los receptores (utilizando ~n ligando 

marcado radioactivamente} en cultivos primarios de glia de retina 

de pollo y se compararon con receptores para aminoacidos 

excitadores medidos en cultivos primarios de neuronas. 

Se escogió como modelo del SNC la retina, porque como tiene un 

origen embrionario común con el cerebro, se puede suponer que las 

sustancias que se proponen come mensajeros en el cerebro tienen 

funciones similares en la retina (Nowak, 1988). La retina de 

vertebrados posee grandes ventajas: ya que como se localiza 

extracranealmente es muy fAcil su disecclOn , se puede extrher 

integra y al extraerse ocurre menos dano en el tejido que en las 

rebanadas cerebrales. 

Se escogió el cultivo de tejidos, porque es un método que 

sirve para aislar grupos homogéneos de neuronas O &lia (Henn, 
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1980). y es una buena· herramienta para estüdfBr desarrollo · -~ 
... - ·><-: ... ~· \ 

caract.eristicas de astrocitos maduros {JUui11nk_:_ y' Hert.z, 

1985) • también sirve para estudios metabólicos O:' \n'~i.0161:.l~o~ y 

farmacolOgicos CSensenbrenner et al., 198Cp_<;"--; ,<,;: ; -.~~-.~~:;.:·~ -.;,_-,_'." 

En el cerebelo se ha visto que su astr~~1.i:~~:t1 ;~-r( v1.trO·~.- .·.se 

" - ,., .... ···-" .-,.. 

madurac1on ocurre a1 mismo tiempo que 11 1~-- V1Y_~~~-~~:.i~~-?~~~:~ -;j_~\~~~~~~~~-; 
-. -e--.·:::-··-~:< o~ 

1986) .Por otra pórte se sabe que los astrocitos en Cultivo_ de·. 

tejidos presentan una gran plasticidad "in ·v1 tro" dependiendo de -

las variables introducidas en el cultivo como son: procedimiento 

de disociación, medio de cultivo, y concentracion de suero. 

(Juurlink y Hertz, 1985).Por esta razón se debe tener cuidado 

al correlacionar los resultados obtenidos en cultivo con-·1os 

obtenidos en preparaciones mAs integras del SNC (Juurlink y 

III MATERIALES Y METODOS. 

··.-~l~~.ínétodo de_é.ult1vo de tejidos ecpleado en este trabajo fué 

el descrito por Adler, et al., C 1982) para células neuronales y 

no neuronales.de retina de embriones de pollo, modificado en el 

laboratorio. 

En es~e método de Siembra la poblaciOn celular en la que va a 

estar enriquecido el cultivo, depende, de la concentrac10n en la 

que se siembren las células y el Bustrato empleado. En el caso de 

las neuronas se empl~a un sustrato de alt8 adhesividad y baje 

concentraciOn celular; en cuanto a cultivos enriquecidos en ~lia 

se siembra a alta concentración y no se usa sustrato. Por todo lo 
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demAs el método ·d,; cultivo es:;:i.gual .tanto para ¡:Ha como para 

neurona. 
'' ... , ·_ _·.' . ·._·~ :', 

Se usaron 'embriones. de'pollo wliite Leghorn de 7 dias. Las 

retinas separ6ndolas del epitelio 
-:--·- :,_.- ··-- ". 

pigmentario y se 18..vai-on dos veces en una solución .Hank 1 s libre 

de ca•• y Mg•• (0.Bg NaCl, 0.04g KCl, O,OOGg KH2Po., 0.02g 

NazH?o4, 0.002g de rojo de fenol y O,lg de glucosa ~n lOOml de 

agua), Después de lavadas las retinas se incubaron 10 mina 37"'C 

en Hank's; la separación celular se realizo usando una enzima 

proteolitica, la tripsina (Lenhinger., 1984), incubando a las 

retinas 20 min a 37° en presencia de esta enzima. La reacción 

enzimética se paró utilizando L-MEM (l.338g de medio de Dulbecco 

Eagle Modificado al cual se le adiciono O.OSg de glucosa, 0.022g 

de NaHCO~. 0.01257. de gentamicina, 0.01257. de penicilina, 0.1257. 

de estreptomicina y 0.0257. de neomicina en 100 ml de agua) + 17. 

de BSA (albumina de bovino). Las celulas terminaron de disociarse 

mectrnicamente utilizando una pipeta "pasteur"; las células ya 

disociadas se filtraron a través de una red de nylon, y se 

diluyeron con H-MEH sin suero ( misma formula de L-MEH pero con 

0.22g de NaHC03); mas tarde las células se sembraron en cajas 

petri de GOmm de diametro con lml de H-MEM 207. de suero de 

bovino fetal. En el caso de cultivos enriquecidos en neuronas se 

utilizó un sustrato de poli-D-lisina al 0.17. y las células fueron 

sembradas a una concentración de 1.s millones de células por caja 

petri: con respecto a los cultivos enriquecidos en glia fueron 

sembradas directamente en la caJ8 petr1 sin usar sustrato y a una 

concentrac10n de 2 millones de células por caja petri y tanto 
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ra controlada. 57. Ccia, 95% de aire. 

El medio de cultivo se cambió cada.tercer dio por 2ml de H-MEH 

10~ de suero de bovino fetal, en el caso de la glia; con 

re~pecto a las neuronas a los cuatro dios de cultivo se agregó 

lml de.H-HEH 10~ de suero y se cambió el medio cada tres dias. 

Para preparar H-HEH 10~ y H-HEM 20~. se uso suero de bovino fetal 

el.cual permite q~e las células emigren de los agregados y formen 

una monocapa confluente (Adler, et al., 1982). 

Los cul-eivos se cosecharon a los 1,5,8,12 y 15 días "in 

vitro"(DIV) CFotografia l y 2 ). La mayoria de los experimentos 

se realizó utilizando cosechas de cultivos de 12 (DIV) que es· 

cuando las células alcanzan confluencia. Para tener la certeza de 

que los cultivos eran puros en glia se usó una técnica 

citoquimica con el anticuerpo monoclonal contra la proteina aci

ét1i:a fibrilar glial (GFAP) (Fotografias 3 y ~), este anticuerpo 

se une a las fibras de las células de HUller (BJbrklund. et al., 

.1985). El método consiste brevemente en lo siguiente: las células 

se fijan en metano! absoluto a -20°c por 5 minutos, se lavaron 

con PBS con 0.1~ de tritón X 100 ( 0.8g NaCl, 0.02g KCl, O.ll5g 

Ñ-,a2-HPO .. , 0.02g KH::rP0 .. 0.1 ml de tritón X 100, en 100ml de agua), 

se incubaron 30 min con suero de cabra para eliminar el fondo, se 

incubaron toda la noc.he con el anticuerpo monoclonal contra la 

proteina acida fibrilar Glial, se lavaron con PBS, y se incubaron 

30 minutos con un segundo anticuerpo IgG (immunoglogulina G)anti-

ratón especifico para fragmento Fab CFra~mento con unión a anti 

geno> conjugado FITC (Isotiocianato de fluoresceina}, laE 

células se volvieron a lavar en PBS y se montaron en ~licero! en 
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PSS 1:9 y se observaron con un microscopio de fluorescencia 

(Bignami y Dahl, 1979). 

Para cosechar los cultivos se hizo lo siguiente i. se cambió el 

H-HEH 10~ de suero por HANK's y raspando las celulas con un 

gendarme de hule, la suspensión celular se puso en un tubo de 

ensayo y se centrifugó a lOOOg por 5 minutos, pesados los 5 

minutos se tiro el sobrenadante y se agregaron 10 ml de agua fria 

y se homogenizaron para romper las células por choque osmótico. 

Se dejaron en el hielo con el fin de completar el rompimiento y 

se centrifugo a 45'000e por 20' a ~ºc. este procedimiento se 

rcpitio 3 veces y las membranae se con~elnron a -7ú•C de 2 dian • 

1 mes. 

Posteriormente se realizo la medicion de los receptare& Utili

zando el método reportado por L6pez-colomé y Somohano (1982) 

modificado. 

Las membranas se descongelaron se resuspendieron y 

homogenizaron en buffer (Tris-HCl p.H. 7.4, O.OSH 6 0.1H, 

O.llBH NaCl 6 sin NaClJ. 

se 

Los receptores se midieron por la unión especifica las 

membranas de L-aspartato- 3 H 25 o so nM (10µ1 a 175ul> concentra

ciOn que esté por debajo de la Ko CEnna, 1990). La un6n inespeci

fica se tomo como la radioactividad que permanece unida a la 

membrana en presencia de lmH de desplazador ( Desplazador es la 

misma droga que se usa como ligando a una concentracion por lo 

m~nos 100 veces mayor su Ko Enna ,(1980)) o bién un a~onista o 

antagonista. Las membranas se incubaron 10' a temperatura ambien

te y la reacción se paró por centrifugación a ~5,000g <Enna., 

1980). El sobrenadante se remueve y se lava superficialmente dos 
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veces con agua fria: se digiere con sos al 2?. y se 

radioactividad en un contador de centelleo liquido 

cuenta 

después 

la 

de 

agregar 5ml de tritosol (Xileno óOOml, tritOn X-100 275ml, etilen 

glicol 37 ml, etanol absoluto lOóml, PPO 3g, Fricke., 1975), 

La proteina se midiO por el método de Lowry, et al. (1951). 



Fotc.¡;raf1 a l, 

Cul~ivÓ primario enriquecido en celulas gliales de la retina de 
e:nbr.:íon de pollo de 7 diós; donde se puede apreciar que: lás 
ce::lul<!is no han alcan::.aao la conflu·::nc1a. ..La fotografía esta 
't.Cmada en cont.r¿,;s~e de fases con un aumenta def 4(1(1 veces. 
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Fot.ografia 2 

Cultivo primario de celulas gliales de la retina de embrion de 
pollo de 12 DIV. Se observa claramente que el cultivo ha llegado 
a la confluencia y que las celulas ~íenen una forma aplanada. La 
fot.ografia es'tá tomada en ·Contraste de fases,'"\ con un aumento de 
400 veces. · 
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Fotoc:&f1b 3. 

Fotograf1a 4 

Foto~raf1as ~y 4. 

Células de MUller con re&ccicn rositiva al bnticuerpc. 
m0nocl0n~l contra GFAP con seg~nao ~nticucrpo conju~aco a 
fluoresce1na. Cultivo de c6lulas de : ~¡v de rct:~a de embriones 
de pollo de 7 d!3S, donde se otserva que las celulas se 
encuentran en agregados. Fotografia ~ Cc·n~rast~ ce fas~s. Foto
grJf1a 4 ~icroscop1a de fluorescencia. Las dos fo~ograf1as fueron 
tom&aas con un aumento de 400 veces. 
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IV RESULTADOS 

Efg~12 gg !ª ~2n~gn1rª~!~n gg er2~~!nª ~2Qrg !ª Yn!~n 9gl 
~!gªQQQ~ Se observo que la unión especifica aumenta en proporciOn 

directa a la concentracion de proteína de membrana, Cde 30 o 55 

"r)hasta llegar a un punto de saturac!On CF1& 1) . Esta saturac10n 

puede deberse a que generalmente el número de receptores en la 

membrana es pequeno y por tanto al aumentar la concentraciOn de 

proteina, la proporciOn receptor/proteina total disminuya. De la 

informacion obtenida de la curva de proteinas, se escogiO para 

los siguientes ensayos una concentracion que va de 55-7Sug de 

proteina por ensayo (175µ1). 

92!e~r~~±Qn g~ r~E~E!Qr~§ eªr2 h~2~eª~!~!Q=~~ 

g!!~!~~ ~ Qgyr2n~2 2Yr~n~~ J! Q!i~r~n~!ª~!~n :!o 
~!:! ~~.!!::!!!!! 

Y!~r2::. Se 

midieron los receptores a L-aspartato a los 1,5,8,12 y 15 DIV 

(dias ''in vitro''J que corresponden en tiempo a los d1a~ 6,12,15 y 

22 de desarrollo embrionario en los que se sabe que las células 

presentan un comportamiento similar en el desarrollo tanto "in 

vitro" como 11in vivo" (Juurlink y Hertz, 1985). Usando L-aspar

tato-Hº como ligando estos receptores se midieron en membranas 

procedentes~de cultivos de glia, congeladas y en ausencia de Na•; 

los valores obtenidos fueron comparados con los obtenidos en 

cultivos de neuronas de la misma edad (Fie 2). Mientras que al 

inicio del desarrollo (lDIV) los receptores a L-asportato estAn 

nas concentrados en la 21ia , de los 5 a lo& 12 DlV, la diferen

cia neurona/~l1a no es siznificativa. Por otra parte se 
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FIGURA l 

Efecto do la concentración de proteinn r.obrc JA unfM1 enp'!cifica 

de L-Asp-H•• a membranas con¡:elada.o do ¡:J ln dn J :l DI V. Kl ern111yo 

se llevó a c&bo empleando 50nH del lh::ando y lmM de L-Asp como 

desplazador. Los datos son la media +/- error estAndar de 5 da~os 

por triplicado. 
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observa_~ue a ___ 10.i:v existe· unS ·conCentracion ,elev'áda d~ receptores 

a L-aspar-eat:o ·\;~¡.,~-6':'~n r\~úf.~nas como en l& ~J:lia_.l_a·-. cual decae 

tantO' .. ªE n.e.Ür~~~~;_>.c:oinO en·.&1i~ a los s y_.,_ a :,:lnY:·~~-. aumentando 
> .· "- :· 

ligeramente é ·a _é)ós ''J.z (DIVJ edad en la cual se alcanza el nivel 
- · .. ·,:,.~·.J ·: ;·,, 

mostracÍo:en" ·la retina adulta (Somohano, et al,, 1988), 

·!!!~!e g! 1~ ·!!me!r~!~r~ ~ 2!! ~~~- con el objeto de determi

nar. ·s1··· 1a un16n de L-aspartato a la glia de MOller mostraba 

características similares a los receptores de tipo postsinéptico 

o de-recaptaci6n 1 se midieron los receptores en membranas frescas 

·a temperatura ambien~e en presencia de Na• (ll8mM NaCl) para 

medir sitios de transporte, asi como en membranas congeladas en 

ausencia de Na• para medir receptores con caract.eristicas 

postsinapticas l lfona y snyder, 1976). Se pensó en hscer es~o 

distinción, ya que aparte de los receptore~ de recaptacion que se 

conocen en la glia lDrejer et al, 1983J, existe el antecedente de 

que los aminoácidos excitadores inducen en estas ce lulas 

respuestas similares a les que producen en las neuronas durante 

la neurotransmisi6n. y que estos cambios pueden ser dados por la 

interacción de estos compuestos con receptores especificos de 

alta afinidad en la membrana de las celulas gliales (Bowman y 

Kimelberg, 1984). 

En ls Fie 3 se apréc1a Que en membran~s frescas en presencia 

de Na• e~iste una gran proporción de receptores, y en bueencia de 

Na• la concentración de receptores disminuye mas de 507. se 

puede deducir que la diferencia entre el ensayo con Na• y el 

ensayo sin Na• en membranas frescas correseponde a los sitios de 

recaptacion que. como se mencionó anteriormente requieren Na• 
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15 

comparación de receptores para L-aspartato-Hª en células glLales 

y neuronas dur~nte la diferenci~cion ''in vitro•·. se uso sonH de 

L-Asp-H 3 , lmM de L-~sp como desplszador. Las membranao con~ela

das de ¡:lia y neuronas se obtuvieron como se descrH'o en "méto-

dos". Los dat.os se expresan como la media +/- error eflt6ndar de 

5-8 experimentos por triplicado en membranas procedentes de 

cultivos diferentes. Cada serie en el tiempo proviene de un misma 

sl.embra de celulas. 
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para unir al ligando. 

En el caso .-de las membranas congeladas se observó la misma 

proporción de receptores tanto en presencia como en ausencia de 

Na•. Al comparar la cantidad de receptores encontrados en membra

nas frescas.en ausencia de Na• con los receptores encontrados en 

~embranas congeladas: con o sin Na• se ve que existen mas 

receptores en membranas congeladas, esto puede deberse a que la 

congelación y posterior descongelación exponga mas sitios 

receptores que puedan estar incluidos en la membrana (Enna y 

Snyder, 1975). La falta de efecto del Na• sobre la unión de L-

aspartato a membranas co~geladas podría indicar que estos 

receptores no son sitios de captac!On. ya que estos úl~imos son 

sensibles a la congelación (Schwarz., 1992 ) y requieren de la 

presencia de Na•. 

fYr~! 9~ ~2!~r22~~D g! !~ ~n!~n g2 ~=!!E~E~~!2=82 ~n ~!!!~ 

Para comprobar que se estaba trabajando con receptores y no con 

sitios de unión inespecifica se midió la unión especifica de L

aspartato-H~ en membranas congeladas de cultivos de glia de l20IV 

con NaCl en un rango de concentraciones entre 12.S -y 1200nH, 

demostrandose que el sistema es saturable (fig 4 izq.). Se hizo 

el anáisis de Scatchard de los datos (Fig 4 der.) y se demostro 

la presencia de dos sistemas: uno de alta afinidad con una 

ª-·~=4.l p.molas/mg proteina y una K.e427nH y otro de baja afini-

dad con una B...,~•9.5 p.molas/mg prote1na y una K • .il.312µM. 

Cuando el mismo experimento se realizo en ausencia de NaCl (no 

graficado), los resultados fueron si~ilares observandose únicame

nte uno disminucion en la a •• " del sitio de baja afinidad (de 9.5 

a 6.9 pmolaa/mg de protaina). 
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~YrY! g~ !~~Yr!g!Qn eªr! ~~E!r!~~2=~~ ~D n~~r2n~~· Al comparar 

los resultados" de la cinética en glia de 12DIV con la cinética 

a los _1 1 5 y .a OIV sin Na• en neuronas, se observo que los 

diferentes dias" de" desarrollo las neuron11& t11mt>1en presentan dos 

sitios de unión (Fig 5): uno de baja afinidad que no cambia en el 

desarrollo su B~•M=0.95 p.molas/mg prot y Ka=429nH, y otro sitio 

de alta afinidad cuya K•= no cambia durante el desarrollo 

(~37nH), pero cuya BM." es mayor a 1 DIV (0.39 p molas/mg prot) 

y decrece a los DIV 5 y 8 (0.2 p molas/mg prot). 
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0 Sin NoCI 
fill Con NoCI 

Congelo das 

Efecto de la temperatura y del Na• sobre la union de L-Asp-~ a 

membronas de glio de 12 DIV. El ensoyo se llevo a cobo empleando 

SOnM de L-Asp-3 H y lmM de L-Asp como desplazador. se us6 NoCl 

llBmM. Los datos son el promedio •/- error esthndar minimo de s 

determinaciones por triplicado, procedentes de cultivos 

diferentes. 
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FIGURA 4 

curva de saturación pe la unión de L-aspar~ato-H~ a membranas 

congeladas de glia de 12 DIV. se usaron concentraciones de L-Asp-

J-f' de 12.S a 1200nM. Los ensayos se realizaron como se describe 

en "métodos". cada punto es la media +/- error estandar de 4-6 

datos por triplicado. 



K2rm2~212G!~ g!l 12 Hn!~n g~ k=!§E!rS2!:2=~2 ! m~mEr!n!~ g!l s1!! 
\!!l !<l J21Y. Se probo l_a capacidad_ de· numerosos compuestos, de 

competir con e1 sitiO dé uTiiori '~el: ~-aspaT_t'.ato-Hc. a la membrana, 

llevando a cabo el ensayo en· ·presencia de lmH del desplazador 

correspondiente. Los su 

an~logia estructural ~~ri ·el -~..:~~:p¿Tt:at~ 1 como por ser a¡:onistas o 

antagonistas de los diver~os ~~btfpos de receptores a oniino6c1dos 

excita.dores carac,te~i~~-~~~,--~á-~iO·-·en _-el SNC como en la retina 

ver introducción f. Á~inii-smo~ s_e· probaron los monohidroxaniatos del 

aspartato y de L-glutamato, ·así como el D-aspartato, por unirse 
- -

específicamente a los sitio~ de transporte compartidos por el L-

glutamato y el L-aspartato; -_la_ glicina y el GABA se probaron por 

ser transmisores no relacionados con los sitios de aminoácidos 

excitadores que estudiamos. 

Para poder distjngu1r las carDcteristicas farmacoló~icas de 

los recept.ores de c"'ptnciOn con 1os receptores de t.1po "sinApt!-

co" se hicieron experimentos en presencia y ausencia de Na•, ya 

que como se mencionó anteriormente, los primeros requieren de la 

presencia de este ion para unir al ligando, mientras que como se 

ve_ en la figura 3, los si ti os de Upo "s1napt1co" en la glia, 

unen al ligando ind~pend-1entem-ente· de la presencia de Na•. 

Como se ve en la Tabla 3, los desplazadores mas potentes en 

presencia de Na• son el L-glutamato, el NHDA y los hidroxamatos 

del glutámico y del asp6rt1co. En ausencia de Na•, el perfil 

farmacolOgico cambia, ya que con e~cepc10n del L-glutamato, el 

NHDA y el hidroxamato del glutAmico, la capacidad de union al 

receptor varia, disminuyendo notablemente la del hidroxamato del 



aspArtico:. (anAlógos ·no ·' especificos), y aumenundo la de los 

an.Uo¡:oG ~sp~C:ifi~os' ()A. y APB .. 
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FIGURA 5 

·9ur~ª ~~ ~~turªciOn para aspartato-H3 en membranas congeladas 

de neuronas. se probaron concentraciones crecientes de L-Asp-H~ 

entre 12.5 y 1200nH, empleando L-Asp lmH como desplazador. Cada 

punto corresponde al promedio de tres datos por triplicado. Cada 

serie en el tiempo corresponde a una misma siembra. Los valores 

obtenidos oon: para 1,5 y 8 DIV, K•1•429nH, s •• "1•0.95 p molas/mi 

proteina. para 1 DIV B,.. .... ~ .. o. 39 p rnolas/mg prote1na ka::11•33nM; 

DIV Kaa=36nH B..-"2=0.2 p molas/mg proteina. 
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TABLA 3 

FARMACOLOGIA DE LA UNION DE L-ASPARTATO-H~ 
A MEMBRANAS DE GLIA'.DE ·12 DIV .. 

rn deL control J 

Desplazador -NaCl 

lmH 

L·Aspartato 

D-Aspartato •/- 7 

L-Glutamato ,+'/-:, 4 

D-Glutamato •(·== 7 

Kainato -29 +1- 10 

Ouiscualato 27 '55 •Í- 3-

N-met1l-DL-aspartato ,61 '•=44 '+)~ ,i; 
a-amino-5-fosf onopentanoato 46 ,45 •/- ,7 

CAPVl 

a-amino-4-fosfonobutirato 31 •1- ,66 •/- 13 
(APBJ 

D1etil ester del i:lutamato 42 +/- • 56 +/- 5 
CODEE! 

Monohidroxamitto <1ol s:lut6- 53 -• 1- 9 .. ;~4 •/-
mico. 

Monohidroxamato del aspar- 72 +/- 13 27 +/- 13 
tico. 

Glicina o o 
GABA o o 

El ensayo se llevo acabo como se describe en la sección de 
métodos, empleando SOnM de L-Aspartato y membranas congeladas.Los 
resultados son la media +/-error std. minimo de 3 
determinaciones hechas por triplicado y con material procedente 
de cultivos independientes. 
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v- DiaouaiOn 

Los astrocitos expresan ciertas caracteristicas funcionales 

que se consideraban exclusivas de los elementos neuronales en el 

Sistema Nervioso tales como canales i6nicos sensibles al voltaje 

(Reioer et al., 1983¡ Bowman et al., 1984¡ Mac Vicar, 19841 sevan 

y Raff, 1965¡ Bevan et al., 1985; Nowak et al .• 1987: ), asi como 

receptores y sistemas de transferencia de alta afinidad para 

algunos neurotransmisores {Pearce et al., 1996: Kettenman y 

Schachner , 19851 Pearce et al., 1986). 

Particularmente en los últimos a~os se ha demostrado la 

presencia de receptores a aminoácidos excitadores, los cuales 

generan una despolarizaciOn directa de la membrana plasm~tica 

(Bowman y Kimelbera, 1984¡ Kettenman y Schachner,1985; Barbour, 

Brew y Attwell, 1988), o bién inducen un incremento en el 

metabolismo de fosfolipidos de inositol, o ambos. Puesto que le 

célula de MUller de la retina de los vertebrados es una célula 

glial, los resultados mencionados se han extrapolado a las 

mismas. Sin embargo, estudios mas recientes CBrew y -Attwell, 

1987) han generado ciertas dudas (8ackus, et al 1 1989) acerca de 

la equivalencia de los receptores a aminoécidos excitadores en 

ambos tipos de célulat y de sus funciones en las mismas. 

En este trabajo se abordó la cara~terizaciOn bioquimica de los 

receptores de L-aspartato empleando cultivos de glia (células de 

MUller) ya que la mayor parte de la información existente pro

viene de estudios electrofisiológicos o bién de liberaciOn de 

transmisores por estimulac16r. con aminoécidoo excitodores. 
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se comprob6'' .ia '.existencia de receptores a L-aspartato en 

células :&liaies de la retina, al encontrar que existen sitios 

especifico• .:de unión;· ya que se alconza una saturación al incre-
. ·-· 

mentarra·:·c:oncentraciOn de L-aspartato CFi& 4), siendo esta union 

Estas caracteristicas han sido 

-.-- ,,c:·;c- __ -,---:' 
para rece.ptores. de tipo 

·:l>os'tsirit1puco como de recaptac16n en el tejido. nervioso CEnna - y 

snyder., 1976) (Fig 3J. 

Se demostró que los receptores para aspartato en la ·glia 

comparten ciertas características químicas con los de. las 

neuronas. ya que en las membranas recién obtenidas se observa que 

la un16n de ligando al receptor se incrementa en presencia de 

NaCl (Fi& 3), lo cual es caracteristico de la unión sitios 

generales de captura del aminoácido CEnna y snyder, 19761. La 

presencia de dichos sitios no es de extranar, ya que una de las 

funciones establecidas de la glia es la de la remocion del gluta-

mato liberado por las neuronas del espacio sinaptico durante la 

neurotransmis1ón (DreJer, 19B5J, En las membranas previamente 

con-&eladas. estos si ti os se destruyen en 8prox1rnadarnente 80% 

(Schwarz, 1980), por lo que los si~ios remanentes corresponden, 

en las neuronas, a receptores sinápticos de diferentes tipos, 

los cuales no requieren de Na+ para unir al ligando. En la fig 3 

se observa que en la glia eKisten sitios con estas caracteristi-

cas, los cuales podrian participar en la transmisión de seftales 

(Barres, 19B9J. 

El estudio farmacológico en presencia y ausencia de Na• que 

se presen~a en la tabla ·i. aunque no 1nd1ca la potencia de los 
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diversos analo&os poro competir por el receptor. muestra 

diferente panon de eHc1enc1a ·e~·-presencia y ausencia de Na•. En 

presencia de Na•, el L-Glu, L-Asp, el hidroxamato del aspartato 

(inhibidor de la captaciOn de L-Glu, L-Asp y D-Asp) y el D-

aspartato fueron los desplazadores mas eficientes, se:uidos de 

NMDLA y APV y estos del KA y el OA que précticamente no desplazan 

al ligando. En medio libre de Na• en cambio, el L-Asp, L-Glu y 

APB son seguidos por el OA y el QDEE, y éstos por el NMDLA, APV y 

KA, reduciéndose notablemente la capacidad de los hidroxamatos 

del glutamato y aspartato para inhibir la un10n del ligando, 

comparando con el medio +Na•. 

Estos datos indican claramente que en la glia de MUller 

coexisten dos sistémas de receptores que unen a los aminoácidos 

excitadores. El primero que requiere de la presencia de Na•, 

presento un perfil farmacolOgico (Tabla 3) que corresponde al 

descrito por Brew y Atwell (1987) paro el transporte electro&éni-

co de ~lutamato en las celulas de HUller del ajolote. Tanto en 

este estudio electrofisiolOiico como en nuestra preparacion, el 

sistema no se eatimula por KA. ADi, aunque las células de HUller 

poseen caracteristicas co~un~s con los &&trocitos tipo de 

diversas regiones del SNC, la despolarizac10n causada en estas 

células por los aminoacidos excitadores parece llevarse a cabo 

por mecanismos difereOtes. En los astrocitos tipo parece 

deberse a la apertura de canales de Na•;K• que responden a OA y 

KA ( Backus et al., 1987 y sontheimer et al., 1988) y no a un 

transporte electrogenico de L-glutamato. Estudios mos recientes 

en astrocitos tipo 1 (Kimelberg et al., 1989) han demostrado que 

tanto L-Glu como KA producen una despolarizaciOn ocompanada de la 
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entrada de Na22 , la cual no es atribuible a la actividad de un 

sistema de tronsporte, ya que el KA no penetre a las celulas 

CJohnston et ol., 1986). NO obstonto, no so ho podido doscortar 

la posibilidad de que el transporte de L-Glu contribuya la 

despolarizacion. En este caso los receptores que se identificaron 

en la glia de MUller de la retina de pollo c•NaJ. corresponderian 

a los de transporte de L-Glu, y nuestros datos confirman la idea 

de que la glia de Müller no posee el receptor que media la 

entrada de Na• inducida por KA. Esto no seria de extrañar ya que 

se ha demostrado con anterioridad que la union de ºH-KA al 

receptor en la retina completa no se detecta sino hasta después 

de la eclosión (Somohano et al., 1986), fenómeno que no tiene uno 

equivalencia en el cultivo primario disociado. 

El segundo tipo de receptor identificado, tanto por sus 

caracteristicas farmacológicas (sensible o OA) como por unir al 

li1ando en forma independiente de Na•, podria representar los 

receptores cuya activaciOn induce la hidrOlisis de fosfolipidos 

de 1nositol (Gp2}, que han sido descritos tanto en los astrocitos 

tipo en el SNC (Nicoletti et al. , 1988; Condorelli et al. , 

1989; Cornell-Bell et al., 1990), como en los oocitos de ~~DQH~§ 

(Rassendren et al., 1969 y Sugiyama et al., 1987). En ambos 

casos, el OA y no el KA estimulan el metabolismo de fosfatidil 

inositol, aún cuando ambos inducen una respuesta 

electrofisiológica. Así pues probablemente actúan a través de 

receptores diferentes y poniblemente los de KA no existan en la 

glia de HUller. 

Por otra parte, el an~lisis do Scatchard de la curva de 



saturación (Fig 4), muestra claramente la presencia de dos 

poblaciones de sitios de unión para 3 H-L-Asp en las membranas de 

las Células de HUller uno de baja afinidad y alta capacidad, cuyo 

numero dismtnuyn cons1derablem.ente en aunencia de Net.• (v•r 

resultados) y otro de alta afinidad y baja capacidad cuyu 

propiedades no se modifican en presencia o ausencia de Na·. Estoe 

datos apoyan la hipOtesis de que estos receptores podrian 

corresponder a un sistema de cap~ación (electrogénica ?) y a un 

sistema tipo postsináptico (Gp 2 ?) respectivamente. 

Por estudios de uni6n de un ligando marcado radioactivamente a 

membranas de células en la retina de pollo se ha demostrado que 

los receptores asp&rtato estAn en concentración muy baja 

aumentando en número a los 14 dias de desarrollo embrionario y 

que los receptores a AMPA Caeon1st8 especifico del receptor a 

quiscualato} presentan una 'ran proporcion entre los dias 7 y e 

de deserrollo embrionario {Sornoheno et nl., 198B). En este 

trabajo se pudde ver que la el1a eislade presenta una mayor 

proporcion de receptores a L-aspartato que las neuronas aisladas 

a los 8 di as de desarrollo embrionario (1 DIV) los cuales decaen 

con el tiempo (Fig 2). El hecho de que la concentraciOn de 

receptores en neuronas y de glia en cultivo no concida con los 

receptores para L-aspartato medidos en el desarrollo en la retina 

completa CSomohano et 61., 1988), podria explicarse por una baja 

especificidad del receptor L-aspartato a los B dias de 

desarrollo embrionario, edad en la que se ha observado que el 

L-aspartato es un potente desplazador del AMPA en la retina 

completa (Somohano et al., 1988) Asi posiblemente a los B dias de 

desarrollo embrionario se midió el receptor de L-e.spartato mas 
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el receptor de qu1scualat~ , el cual mas adelante adquiere 

especificidad farmacolO,ica, lo que se troduc1ria en uno 

diam1nuc16n de la un!On de L-1' 'lp. !l mecanismo que induce estos 

combios en lo especificidod se desconoce, en Parte debido o que 

hasta ahora no se ha podido determinar la estructura de estos 

receptores. Por otra porte puesto que el cambio en la 

especificidad de los receptores marcados con AHPA va acompanado 

de un cambio importante en la afinidad de los mismos <Somohano et 

al, 1988), no podemos descartar la posibilidad de que disminuyera 

la concentración del receptor que unia AHPA/L-Asp y apareciera un 

nuevo tipo especifico AHPA/OA. 

Con el objeto de aclarar mas a fondo esta discrepancia, se 

estudio también la cinética de uniOn de L-Asp a receptores en los 

membranas de neuronas cultivadas "in vitre". Nuestros resultados 

indican que al i¡ual que en la tlia en la neurona existen dos 

sistemas de receptores con diferente ofin1dod y capacidad (Fig 

5). En este caso, mientras que el sistema de baja afinidad no 

cambia durante el desarrollo, la capacidad Cno la afinidad) del 

sistema de alta afinidad disminuye a una cuarta parte de su valor 

(de 0,95 a 0.24, p.molas/mg de prote1na) entre los DIV y B (f1g 

5). Consecuentemente, los resultados obtenidos en la retina 

completa durante el desarrollo puede deberse a cambios en el 

sistema de la glia (Somohano y LOpez-Colome en preporaciOn) o 

b1én a influencias reciprocas glia/neurona, las cuales estén 

ausentes en el cultivo. 

En conclusión, hemos caracterizado desde el punto de vista 

bioquimico 2 tipos de receptores para L-Asp en la glia de HUller 
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de la retina en cultivo primario. Tanto la cinética como la 

farmacología de la interacción Asp-Receptor sugieren que una de 

las peblaciones podria corresponder a un receptor tipo OA, 

posiblemente relacionado con el metabolismo de fosfoinositidos 

descrito en ••trocitos tipo l y en oocitos de ~~D2eY§ , mientra• 

que la otra presenta caracter1st1cas similaros a las descritas 

para receptores de captacton electro26n1ca tanto en células de 

MUller como en astrocitos tipo l. 
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