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ABREVIATURAS:

ACC.- 1-amino-ciclopropano-carboxilato.

Agonista . inverso.-Sustancia que por si sola tiene efectos -

opuestos ‘al sgonista v sl aplicarse junto.con el ag nist
el-efecto de este (Richards, et al., 1995),,
AﬁOG.- “Adhesion molecule on gliaﬂr(nq}
AMP. - -Adenosin monofosfato,

AMPA .- a-amino-3-hidroxi- S-met

BSA - Sero alb_mina de bovino
I 2- CA. Indol 2- carboxilato.
CGS-19755. - Acido Cis 4= (fosfonometil 2 piperidin carboxilico)

7-Cl-KYN.~ 7-Cl- quinurenato.
CNGX . - L6-ciano-?-nitroquinoxalina-z.3—d16n.

CPP.- 3-((+)-2-carbixipiperazin-4-11]}-propil-1-fosfonata.
pesplazador.- Es la misma drogs que Se usa como ligando pero- a
una concentracién por lo menos 100 veces mayor sBuU Ko - para
definirla unién: inespecifics de un ligandoe (Enna, 1980).

¥-DGG, - v-glutamilglicina.

Div.- Dias "in vitro".

Fab.- Fragmento de un anticuerpo con unién a antigeno.

FITC.- Isotiocianato de fluoresceina.

Gi.- Receptor a aminodcidos excitadores tipo NMDA.

Gz.- Receptor a aminoacidos excitadores tipo no-HMDA.

Ga.~ Receptor a aminoacidos excitadores que inducen 1a’produccian
de acido araquidoénico. :

GABA.- Acido v-amino butirico.



G- Receptor’ ’arﬂ'aminbééidﬁa ~ exeitadores que. . ‘aumenta’ la

conductuncia da cationos,

GDEE - Dietil ester de glutnmato
GFAP.Z Proteina acidice fibrilar glinl
Gp.- Receptor a Aminoécidos excitg orgqun'
‘de fosfatldil inositol .

HA-966.~ 3-amino- hidroxipirrolidona-zu

H-MEM,- Medioc de Dulbecco Eagle mcditicado Y. con a1t04b1carbonatcz

Homocys .- Homoclsteato.

IgG.~ Inmunoglobulina G.
JSTX.- Joro Spider Toxin.
KA.- Kainato.

KIN.- Kinurenato.

L-Asp.~ L-aspartato.

L-Glu,- L-glutamato.

L-MEM.- Medio de Dulbecco Eagleiuodificad éph‘ba;o bicarbonato.

HK-801,- (+)-5-met1l-10.11-d1hidro-SH-dibenzo " (a,d]ciclohepten-
5.10-iminomaleato. : o
NMDA'. = N-met11:D-a8pArtato, e
“Patch clamp".- Fijacion de’vol rqqé/dé membrana.
PCP.- Fenilciclidina. S

PDA .~ Piperidin dicarboxilato
$DS.~ Dodecll sulfato de sodic
SNC.- Sistema nervioso: central

willardiina.- (1-(2~ amino«carboxietil) uracil



If-‘IﬁTRODUCCION,

En el Sistema Nervioso central (ch) se encuentran.dos-tipos de

celulas las neuronas y 1 glia {(Darnell, et

al. 1986}.-

Las neuronas u.enen 15 capacidad de hacer contactos especifi-
¢os, . llamados ,sinapsis. con otras células nervicsas. Otra
c‘aracteristica‘ importante de las neuronss es su habilidad para
conducir impulsos. eléctricos sin disminuir la intensidad de
estos., Morfolégicamente, los rasgos mas caracteristicos de “las
neuronas son. los grandes procesos que se extienden fuera del
soma celular, llamados axones ¥y dendritas. Los axones
Beneralmente son larpos (llegan &8 1m o mas) y algunas vag;cs sf;-:"
encuentran cublertos por una capa aislante de mielina. La;
dendritas son usualmente mas gruesas, cortas, mnuy ramificadgs y -
no poseen cubjierta de mielina (Dnrhell, et arl. 19865; otro ré;gﬁ
de 1las neuronas es el potencial de -reposo de sU'v membrana de '}70‘
mV negativo .en. el interior:de la célula (Ruffler. .y VNichtlalsk.'
1977), : B '

En cuanto a2 la glia, ' también posee procesos que salen de sus
cuerpos: . :celulares pero, .a diferr.ncia de las neuronas, no reciben
impulsos sinépticos ni generan po~encia1es de accién rsuT
potencial de reposco dev membrana es mas clectronegstive que el de
las. neuronas, -90mV (Brew y Atwell,1997), vy se encuentran acopla-
das eléctricamente con otras cédlulas vecinas por uniones comuni-
cantes (gap junctions) (Kuffler y Nichols 1966).

1) Morfologia v clesificecidn de lezo cdlulea gliales

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



hicroglia, de  origen mesodérmico. ,

‘embricnaric | es ectodermico e incluye,aflbs\

oligodendrocitos (Whittaker, 1984)

algunos . pProcesos tortuosos - los:

puntiagudas. Son c¢élulas fagocitjcas moviles e encuentran’

distribuidas a través de la materia gris (Nhittaker. 1984).
ggg;gglgg Como se - menciond: anteriormente,r lés 'célulési
macrogliales incluyen a los astrocitos y'a los oligodendroéifoﬁ(’
Los . oligodendrocitos son células que poseen pequefios 'cuefpos 
celulares vy tienen algunos procesos delicados con pequeﬂqs-é{af-
gamiencos nodulares. ' Su nucleo es pequefic y la cromatina esta:
comprimida. Los oligodendrocitos Se encuentran tanto . en: ia
materia blanca como en la materis gris. Los oligodendrocitos Gue.
. s encuentran. en’ la materia blanca, son recponsables de;‘lé;
produdcioﬁ de .la mielina. La oligodendroglia de la materga gris,
“esta en‘asociacion con cuerpos celulares neurcnales y se cfee:que
proveen un aporte de nutrientes a las neuronas (Whittaker, 1984).

Existen dos subpoblaciones de astrocitos en el SNC: astrocitos

.. tipo . 1. y..astrocitos tipo 2, - los cuales  se  han ~identificado

“mediante el uso de criterios citoquimicos. Entre éstos se

. enéuentra €l  uso del anticuerpo monoclonal contra la proteina
AC;aa fibrilar glial (GFAP) que es una proteina del citoesqueleto
cuya distribucién estd restringida o las ceélulas astrogliales
(Bignami y Dahl., 1973),en adicién al anticuerpo A2B5 que es
especifico para ciertos gangliésidos, v el anticuerpo monoclonal

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

anticuerpo.A2BS, V¥ positives Ran-z. Los astrocitos tipo 2 son GFAP

' positivos;' €l anticuerpo A2B5 se& une & ellos y presenton 'reacciOn,'

-negativa al anticuerpo. Ran-2.

’Mortologicnmente. también se pheden diﬁfiﬁgﬁir'éstékxcelﬁlﬁéﬁ,
.klos astrocitos tipo 1 son ceélulas pollmorficas y planas. mienrron
: que los astrocitos tipo 2 tienen forma estrellada (Rﬂff., etal,,
» 1933). Estos dos tipos de .células gliales’ tambienfdifieren en. su
?*iéééiizaciOn.' ya que los astrocitos fip; 1 se encuéﬁfran en la

'materia blanca y la materia gris, mientras que los astrocitos
':iﬁi?é 2. se encuentran unicamente en. la materia blanca , y
fprébablemente correspondan a los astroclitos fibrosos (Raff. et

al., 1983) de los qlie se hablara a continuacién.

y fibrosos. sSiguiendo un criterio

morfoloégico y de distribucién, existen dos grandes clases de

‘astroclﬁos: protoplasmicos y fibrosos. Los astrocitos
:prqpyplésmicos 80N células esfericas, y sugs procesos se expanden ;
'gn £6dasxdirecciones; estos Procesos EON NUMEerosos, Ccortos y muy ‘
‘famificadcs y su superficie es irregular. Algunos de sus procesos
llegan a vasos sanguineos. Este tipo de astrocitos Se encuentra
“en 1a materia gris (Vaughan, 1984).
Los astrocitos fibrosos son células elongadas , SuUs procesos
E0N menes humerosos y largos qQue los de los astrocitos
protoplasmicos, sonh relativamente nas lisos y menos ramificados,
algunos de sus procesos terminan en vasos sanguineos (Privat, y

Rataboul., 1986)
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2) Funcicnes da la glia.

a) En el sistema nervioso central.

Por estudios bioquimicos ®e ha podido  averiguar . que lan
células gliales participan en la inactivacioen  de ‘transmisores
quimicos. Por ejemplo, en la transmision gutamatérgica, la glia
posee un sistema de captacién de alta afinidad dependiente de
energila vy .de:Na+, donde L-glutamato, L-aspartato, y D-aspartate
ngp;égn:gl mismo receptor de captacion (Drejer, et al.,1983). Una

fvgz'fque ,e5' captado el aminoacido excitador, en este caso el
: giutamnto{ la:glia‘posee un sistema para trasformar el glutamato
‘*én iélﬁtémiha‘ por medio de‘la enzima glutamino sintetasa, que
; féét;iizéﬁlhféiﬁtésis de glutamina a partir de glutamato, ATP, ¥y
-él 16n amonio; la glutamina resultante de esta reaccion no sélo
’ és necesarla pare la sintesis de proteinas sino que tambieén sirve
como un almacén de nitrégenc en numerosos caminos bilosinteticos.
La glutamino sintetasa es muy importante en el cerebro, vya que
constituye un precursor para el glutamato ¥y el GABA, importantes
aminoacidos neurotransmisores en el SNC., Se sabe que las neuronas

glutamatérgicas toman la glutamina que libera la glia, vy dentro

de la neurona, la glutamina se convicrte en glutamato por medio

de la enzima glutaminasa (De Vellis et al., 1986) .

Por otra parte, las celulas gliales de tipo. astrocitico
contribuyen a la regulacidén de la concentracién de K+
extracelular. Por estudios hechos en cultive de tejidos
utilizando la técnica de "patch cleamp'" se ha podido everiguar que
los astrocitos poseen ol menos treg tipoe de canales de K+  (Ja-

loen y Holopaien, 1989). Un cansl es independiente de voltaje



permanece’cerrado.por -largos periodos con aperturas muy breves ‘de

1-20 .millﬁégundos {ms), 'y es independiente -del potencial de

membrana “(Jaloen .y Holopaien, .198¢). Log otros dos - tipos de

canales': - de K+ son dependientes de voltaje; se abren

‘repentinamente  con una larga duracion, Yy en este periodo de

-apeéptura  ocurren frecuentes cierres, brusces, de mencs de Ims.

..Los periodos de cierre enire las explosivas aperturas, varian de

,acuerdo a la sensibilidad del canal & los diferentes potenciales

{Jaloen y Holopaien, 1989).

Investigaciones hechas en cultivo de tejidos han demostrado
que las celulas gliales tienen efecto. trofico sobre algunas
neuronas del SNC (Barbin et al., 1984). Se ha demostrado, que las
neuronas del SNC sobreviven mejor al agregarles medio condiciona-
do por celulas gliales {Maggs y Scholes., 1986); se sabe también
que . las ceélulas gliales poseen proteinas de superficie y
ﬁré:éinas que liberan a la matriz extracelular las cuales provo-

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

‘;955. .. Tomaselll et al,, 1988 y Neugebauer, ' et al.,  1888). Las

.céluylas. gliales. también dan un“soporte mecaniéo'a”lasf”néuronis"

(Ranson v Carlini, 1986).

‘b)En-la retina

La retina de los vertebrados,; como parte del SNC, posee dos
subtipoé de celulas glialee( de tipo macroglial: ' las celulas de
Miller y los astrocitos; estos Ultimos se ehcuentran asocilados a
vasos sanguineos (Schnitzer, 1988), y por lo tanto los astrocitos
retinales mélo se encontrarén en especiles que pogean roetinas

vascularizadas (caballe, conejo, primates etc. (Schnitzer,
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.'1988) .En el caso

“celulas dé7ﬁuiler

presentan 'caracteristica e
 :tanto de Astrocitos cono de oligodendrocitos.  En comGn con losv'

presentan una alta actividad de glutamino sintetasa ;

(Sarthy.y Lam;,197a). enzima que se usa como marcador de astroci-

v'enzimas U que degradan algunos neurotransmisores - .como

t mbién - poseen sistemas de captacién de alta afinidad Ly S

‘ace 11colinesterasa y Y-aminobutirato-transaminasa (Sarthy gyV

rvLam.,1978). Asimismo, tienen numerosas particulas de glucogeno Y

ilamentos intermedios en el citoplasma (Newman, 1956).;Por otro
ado. presentan alta actividad de anhidrasa carbénica, ' m

llgodendrccitos {Ghandour, et al., 1979} y tambien presentan

glucop teina asoclada a la mielina (Newman, 1986)Lv

‘celulas de Muller regulan ‘1a concentracibn de" 'ki
:fgk%faceiulér‘gracias a que su membrana posee una alta pérmeablli-
‘de: a este 16n (Conner et al., 1985). Cambios de -iluminacion
producen un aumento de K* extracelular en la retina que puede ser
uniforme o localizado dependiendo del tipo de estimulo {Mobbs, et
al., 1988). Cuando ocurre un cambio uniforme de K- extracelular,
los iones K* entran a la celula por la parte apical desde donde
son transportados a tocdo lo largo de la ¢élula hasta el ple

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 restoc de la ceélula
{190 R} lo cual favorece la salida de K* al humor vitrec (Mobbs
et al.; 1988). cuando ocurren cambios de iluminacion no uniformes
en . la retina se induce un aumento de K* extracelular, que es
tonédo por la célula de MiUller adyacente y difundido a las
celulas de Muller vecinas gracias a que estan en contacto -por
uniones kcomunicantes, reduclendose asi el aumento de KT ..

extracelular (Mobbs et al., 1988).

Se sabe también que las células de Miller ayudan a: eliminar al R

.. CO= de .la retina al convertirlo a bicarbonato por medio de 'la

enzima anhidrasa carbbnica (Musser y Rosen 1973).
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QG

Esquema 1

Esquema de una célula de Muller. La parte apical de la celula

se
encuentra  en la capa limitante externa (CLE) de a retina, y el
ple terminal Bse encuentera en la capa limitante Jinterna (CLI)
(Tomado de: Miller y Dowling, 1970)
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3)L6s receptores en lbs cédlulas gliales y su popible participacioén

an la transmisidn.

Los receptores de captacion para aminoacidos excitadores se han
medido en cultivos primarios de astrocitos, encontrandose que
usan un sistema de alta afinidad que, como se mencion¢ anterior-
mente depende de Na+ y energia (Drejer et al., 1983). PFor otro
lado, Bridges et al. a (1987) al medir receptores de captacion en
cultivos primerios de astrocitos, encontraron que el acido gluta-
mico se capta por un sistema dependiente de Cl- e independientg
de Na*; Bridges et al. b en ese mismo afio, comprobaron nueva-
mente por estudios autorradiograficos en astrocitos que fueron
implantados en el coliculo inferior de ratas, 1la unién de glutn-
mato a astrocitos dependiente de Cl- e independiante de Na*,

Resultados recientes han demostrado que algunos cOmMpPUEStOSs
entre los que se encuentran los aminodcidos excitadores, producen
en las ceélulas gliales respuestas similares a las que provecan en
las neuronas durante la neurotransmision como despolarizacion y
activacion de mecanismos de segundos mensajeros (Bouman Yy
Kimelberg, 1984 y Gallo, et al., 198%). Se ha sugerido que estes
cambios pudieran originarse a partir de la interaccién de estos
compuestos con receptores especificos en la membrana de las
células gliales, cuyés propiedades aun se desconocen {Bowman Yy
Kimelberg., 1984)

En estudios morfologicos hechon en cultivoes primarios de as
trocitos de hipocampo, al splicarles acido glutamico y algunos

analogos de éste {(8cido kainico y scido quiscuélico) se vio que
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tiene un efecto téxico soébre los astrocitos (Lehman‘y Hansson
1988). Por otra parte, empleando colorantes de cianina para medir
éanbios en el potencial de membrana de cultivos de astrocitos en
suépensLOn. se comprob¢ que alta concentracion de K* , el acido
glutémico vy dos de sus andlogos, acido quiscudlice ¥ 4cido
kainico, despolarizan a los astrocitos {(Enkvist et al., 1988}.
Asimismo, estudios electrofisiologicos han demostrado que tanto
el 4cido glutdmico como el acido aspértico despolarizan astroci-
tos de ceraebro mantenidos en cultivo primario (Bowman v
Kimelberg, 1984).

Para explicar esta despolarizacién se han propuesto dos
posibles mecanismos ionicos (Usowicz et al., 1989). Uno de los
mecanismos seria la captacién electrogeénica de glutamico Jjunto
con Na+, lo cual se demostré en las células de Milller (Brew y
Attwell, 1987 ; Barbour et al., 1988) y en astrocitos tipo 1
(Usoﬁic: etal., 1989). Este acarreador electrogénico transporta
anadloges de glutamato tipo NMDA y tipo no-NMDA (Usowicz et  al.,
1989) .

7 En las celulas de Miller de ajolote, se ha visto que se
--acarrean al menos dos iones Na+ por cada anién glutamato que
entra a la célula (Brew y Attwell, 1987). Andlogos del glutamato
ééﬁo L-aspartato, D-aspartato, NMDAVQ Kainato taﬁblen provocan
corrientes entrantes en las células de Miller, miantras que el
ana&logo al subtipo de receptor quiscualato, el Acido quiscualico,
no provoca corriente de entrada (Brew y Attwell, 1987).En las
ceélulas de Miller de salamandra tambien se ha medido la captacién
electrogenica de acido glutamico, encontrdndose 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 1nhibe ul aumentnr la
concentracién: de K+ extracelular (Barbour et a1..,1988)

En astrocitos tipo I tambien se ha visto que poseen un
'receptor al &clido kainico el cual. ‘al ser estimulado. provoca la
apertura de canales iénicos;  también poseen un receptor al aAcido
quiscualico (Conderelli et al., 1989) el cual provoca la hidroli-
s1s .~ de fosfolipidos de inositol (Nicoletti et al., 1988} y es
insensible al agonista del receptor tipo quiscualato AMPA
(Nicoletti et al.,, 1988; Condorelll et al.,, 1989),

El otro mecanismo ionico propuesto para explicar la despolari-
zacion de astrocitos es por medio de la apertura de canales
i6nicos asociados a receptores a aninoAcidos excitadores {Backus,
et al., 1989). Este mecanismo es sensible al &cido glutémico y a
sus andlogos quiscualato y kainato (Gallo‘et al., 1989; VUsowicz
et.al., 1989; Backus et al., 1989}, y es insensible al NMDA ¥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
inversién cercano a los 0 mV (Backus et al., 1988). En culti-
vo de tejldos, se ha visto que los astrocitos tipo 2 tienen la
capacidad de captar GABA ¥ liberarlo por estimulacion mediante
acxdo.zlutbmico Y sus agonistas kainato y quiscualato. La libera-
cién de GABA provocad; por kainato y quiscualato fue dependiente
de Na+, y la del kainato fué ademaAs, parcialmente dependiente de
Ca++. Tanto 105 astrocitos tipo 1 como los tipo 2 captan el acido
D~ H-aapartico, pero so6lo los astrocitos tipo Z lo liberan por

estimulo con Acido kainico (Gallo et al., 1989].
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,’Pér oira parte, Cambay-Deakin et al. (1988}, han visto que

1-mensa§es neuronales como alta concentracién de iones K+ o
neurotransmisores como la serotonina o la adrenalina, pueden
provocér la ruptura de almacenes de glucogeno de los astrocitos;
“:la“'glucosa resultante de esta ruptura se liberaria al medio

‘extracelular y posteriormente seria usada por las neuronas.

Otros estudios hechos en cultivo de tejidos han demostrado que
Via' superficie de los astrocitos es un buen sustrato para el
crecimiente de axones de neuronas en el SNC (Maggs y Scholes,
.1986). La laminina, una glucoproteina liberada por los astrocitos
“induce el crecimiento neuronal (Tomaselli et al., 1988); la
glucoproteina citotactina, también es sintetizada y secretada por
las ceélulas gliales, y se ha visto que promueve la adhesion
neurona-glia "in vitro" (Grumet et al., 1985). Otras proteinas
adhesivas expresadas '"in vitro" en células gliales son: la
trombospondina (Tomaselll et al., 1988) y la AMOG. Molécula de
adhesién en glia (Antonicek et al., 1987). Aparte de las protei-
nas de la matriz extracelular producidas por la glia, esta uUltima
posee también protefnas de superficie, 1las cuales intervienen en
procesos de crecimiento y de reconocimiento en las neuronas: N-
cadherina molecula de adhesién calcio dependiente, N-CAM molécula
de adhesioén, e integrinas (Neugebahuer et al., 1988).

4) Raceptores a aninodcidos excitadores.
a) En el sistema nervioso central.

Antes de hablar de los receptores a aminoacidos excitadores se

explicara brevemente la clasificacién de los mismos en el sistema

nervioso central.
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Los receptores en el SNC se han subdividido en. -dos ' grandes

clases, dependiendo de la velocidad con la que.se‘da 1la respuesté

{Strange, 1983):

Clase I Receptores ifonotroplcos de respuasta réapida. 35“05
receptores estan acoplados directamente a un canal idnico, o bien
son parte del mismo: generalmente son proteinas transmembranales
oligomericas que contienen un sitioc o dos sitos de  unién para
agonistas y un canal iénico. La respuesta. de estos receptores se
da en milisegundos. Ejemplos: receptor tipo GABAA, receptoer a

glicina, receptor a acetilcolina tipo nicotinico, y .receptores

glutanatérgicos (Strange, 1983).

Clase 2 Receptorés metabotropicos de respuesta lenta. La

respuesta de esta clase de receptores presenta un retardo del
orden de segundos. Su estructura consiste en un simple polipeépti-
do asociado a una proteina reguladora (proteina G) que actua como
transductor del mensaje: al activarse este receptor se estimula
ia formacién de un mensajero secundario (nucledtidos ciclices o
ciertos -lipidos). El AMP ciclico activa una proteina clnasa
dependiente de AMP ciclico, que a su vez fosforila proteinas
dentro de la ceélula. Los segundos mensajeros lipidicos, como el
diacil glicerol, activan cinasas de proteinas que dependen de
los lipidos como la proteina cinasa C (Schwartz., 1982); ejemplos
conocidos de estos receptores son el receptor GABAm, receptor a
serotonina, receptores glutamatérgicos, receptores a oplaceos
etc (Strange, 1983).

Como se menciond anteriormente los receptores glutamatérgicos

(excitadores) pertenecen tanto a la clase I como a la clase 11 de
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receptores. Dentro de esta transmision existen dos grandes tipos
de receptores, los activados por. NMDA (N-metil-D-aspartato)( loﬁ
cuales dependen de voltaje y cuya accidén se inhibe en presencia
de  Mg**; y un segundo tipo de receptor, activado por otros
agonistas = como kainato, 'quiscualato y L-APB (4cido L-2-amino-4-
fosfcnobu;iri;o); estos receptores son relativamente insensibles
a aitas, cﬁngentracioneﬁ de: Mg** -y no dependen de voltaje
(watkins. '1986)w,*De ‘acuerdo con ‘el agonista mas potente y con

perfil farmacolégico, esta segunda clase de receptores a

e amino cidos excitadores puede1subdivid1rse en tres: tipo Kainato,

tipo qui cual to ,fi 0 L-APB. " Existe otro tipo de clasificacion

receptores de'VéminOACidos excitadores donde se toma en
’i édentg si,son.ionotrdpicos 0. metabotrépicos y s1 son tipo NMDA o
no-NﬁDA."esta clasificacion. fué ideada por el grupo de Costa
- (1988)" - De acuerdo con esta clasificacién los receptores de NMDA
son denominados Gl y los no-NMDA G2, con un subindice que se
refiere al mecanismo de transduccién de la seflal: Gec son 1los
receptores que aumentan la conductancia a cationes, Gp aquellos
que 1inducen la hidré¢lisis de fosfatidil inositol y Ga los que
inducen la produccién de acido araquidoénico.
Receptores de NMDA. Los sitios de union de NMDA se localizan
preferentemente en la corteza cerebral, los ganglios basales, las
areas asociadas a los sistemas sensoriales y en el area CAl del
hipocampo (Somchano y L6pez-Colomé, en prensa).

El sitio de unién del NMDA puede ser llamsdo tambien ‘complejo
receptor NMDA y consiste de cinco partes: sitio de reccnocimiento
sl transmisor, canal 1énico, 2 unidades reguladoras {Honore,

1989}, sitio de union al Mg** dependiente del voltaje (Cotman y
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Iveresen, 1987} ;y~’si£io nal Zn** no .dependiente del

voltaje (Peters, et’alf 19B5)_ aia;civaégdn del receptor a NMDA
depende de voltaje debigglﬁila'4nte}ac510n de Mg** con el canal
(Cotman . 'y Iversen, 1987).> La Activacién del receptor de NMDA
provoca la despolarizacién de las células, tanto por mecanismos
ionotrépicos como metabotroépicos, aunque no se sabe si el nismo
complejo molecular es responsable de los distintos mecanismos de
trensduccion, o si se trata de receptores diferentes. Llos
‘mecanismos de transduccion de este receptor pueden ser tipo GC1,
GP1, vy GAL (Costa et., al., 1988). Tamblén se ha visto que este
receptor incrementa la concentracién de guanosin monofosfato
ciclico (GMP:). en células granulares cerebelares (Smart., 1989)
En este'receptor. la glicina, transmisor inhibidor en la médula
espinal ( Curtis et. al. 1960), actua como modulador alostérico
positivo, ﬁrovocando un aumento en la respuesta, la cual no es
antagonizada por estricnina, inhibidor del receptor sinaptico de
glicina (Young vy Snyder, 1974). Se sabe también que el Zn**
antagoniza alostéricamente la respuesta a NMDA (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 ‘1

ECEPTORES . TIPO NMDA'[" .

TANTAGONISTAS

LMKEB01 5
Ketamina - .
EndopEicosina

Abreviaturas:

Leammartato * (L=Aupls L=Olutameto (LoGlulj) N Metll-D-AsDartato
(NMDAY 3 GuiLlnurenato (KYN)3 D=((+) -—Z-CurbonMimimarexin=d4=-yl ) -mro-

m—tl-i—fomronate (CPPls D (0 L) -—R-Gmino-fonfonovalerato (AFPV)s DL-—

ReAmino-7- fosrfonoheartancato (ARH) 1 Gili-cine (Blv)s Fantlciclidine
(TP s DoAMLre-Nidroximirrol igonea- (HNA-PSAls Cla-<4- (Foufomomotil—
Rmmimericdin carboxilico) (COB-19708) Homociwtwnto (MHOMOCY®SIe 1-
Amtrnorciclo-mromanc-1-—carboxiluto (ASC) 7-Cl-Quinurerato (7-Cl1-
KYN) 4 Imdol=Z-carboxilnto (IX-CA): 1-Amino ciclobukono-1-cerborl=
lacos te) —O-Matil=10,.11-dihiaro-tH-ibanuoc(a, dlcicia~nemtan—
B.i0-tminomaleato (MK-801)1 Lo-ctano-7-nitroauinomal tne-2.3~dlon

(CNQX) 3 scido 1 emino ciclebutana 1 cCarboxilico.

{Somohano y Lépez-Colomeé, en prensal.
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‘ggpegtbré ’nQFNMDA."Ekiséén”;reéygubtipos de receptores no-
Nnﬁk;iféuéfqonflbs:}eceptores tip@ ka:ﬁato (KA). tipo quiscualato
i}oA) y,ﬁlpqi2-am1no-a—fasronobutirato (L-APB). de ~acuerdo con el
laagdnisié h&s fuerte para cada subtipo. © EStos tres subtipos de
_receptorés tienen como agonista el Abid§ giutamico Yy como antago-
nista  1a CNOX. La conductancia dada.por la activacioén de recep-
tores no-NMDA es independiente ‘del letSS;iiHonore. 1989), poseen
un mecanismo de transduccién ,iono;rﬁﬁ;cc y . metabotrépico, a

traves de los receptores GC2Z, Q:GFZ’(Cqsta et. 'al. 1988). Estos

subtipos pueden distinguirse-e ;alque existen diferencias

farmacologicas y de distribucioh entre ;;s mismos (Foster vy Fagg,
Receptores a acido sggpgééé‘tﬁ egpuqlbs de cinética de saturacion
se ve que el acido Kaihtéo Qbaraﬁtemonto se une a dos sitios con
diferentes afinidades: u@o,coﬁ alta y otro con baja afinidad. La
* unién del KA 51 sitio de alta afinidad disminuye en prescencia de
iohes~Ca’;u(Honore, 1989). Puesto que en el fluido extracelular
" existen concentraciones milimolares-de Ca*~, Be ha sugerido que
;,soioﬁllos;;sitios  de 'baja afinidad al Kainato pueden ser de
relevancia funcional (Honoré, 1989). En la tabla 2 se enumeran
© los ‘agonistas y antagonistas pars este subtipo de recaptores, asi

cono. sit distribucisn.
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TABLA 2

RECEPTORES TIPO KAINATO e e

AGONISTAS ANTAGONISTAS DISTRIBUCION

KA PDA . Hipotalamo

Domoato ¥-D-GG Capas corticales

L-glu GAMS profundas

Ac.acromélico CNQX Nucleo reticular
KYN del talamo

cuerpos mamilares
Nucleo del puente
Fibras Musgosas del
Hipocampo

Abreviatturas:

Katrmato (A e Leslutamato (l.=@glulX)y mimsericin gdicmrboxs l-ln‘s
(DAY s omDelutamil wlicine (h~D=-QE)) & Amirno matild aul rfonato
tmAMS) e —ciano~7-nitroniauinoxal ina e dI-—cit o tCNaX)

Guinureneto  (KYN) .«

{Tomado de Somohano y Lépez-Colomeé, en prensa).

26



en el area. CAl del hipocampo, en la corteza cerebral, gahglios
basales’ y en areas sensoriales del SNC. El agonista principal
“‘para - este subtipo de receptor es el AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-

metil-4-isoxazolpropionato) (Honoré, 1989); otros agonistas son:

willardiina (1-(2-amino-2-carboxyethyl)-uracil), L-glutamato, "y i

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

Dietilester de glutamato (GDEE) ( Watkins y Evans, 1981),"Joro

spider toxin" (JSTX) (Kawai et al., 1982}, L6-ciano-7= """

nitroquinoxalin 2,3-dion (CNQX) (Honore,1989).

Receptores tipo APB. Este tipo de receptor s6lo puede detectarse
en presencia de Cl-, aumenta en presencia de Ca**, y la unioén
del 1ligando al receptor puede inhibirse con bloqueadores de
canales de Cl- (Recasens et al., 1987). Se ha visto que la unioén
del 1ligando al receptor disminuye con la congelacién de las
membranas (Honoré et al., 1986). Por las caracteristicas ante-
riormente citadas se cree que este receptor es un sitio de capta-
cion para el acido glutamico (Honoré et al., 1986, Recasens et

1987), vy poesiblemente esteé localizado en celulas gliales (Honore
et al., 1986). Los agonlstas para este receptor son APB, V¥ L~

glutamato (Watkins, 1986) y su antagonista la CNGX (Honoré et

al., 1989).
b)En la retina de los vertebrados.

Antea de hablar de los receptores a aminodcidos excitadores en
la retina, se describira brevemente la organizacion de ésta. La

retina consiste ascencialementede cinco diferentes tipos de
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“neuronasiii'los fotorreceptores. ~las  ’'células  horizontales,

“smacrinas. bipolares: y ganglionares.’y dos tipos de: células

glisles, 1os astrocitos y 1a5 células de MUller (Dowling, 1979),

“En’ le~ ret;na.‘ los cuerpos celulares se localizan en dos capas

':ﬁﬁcieares “(cepa nuclear extefna y:caba nuclear interna), 'y 1la
caﬁa de células ganglionares, mientras que  las sindpsis se

“establecen en dos capas plexiformes. Los cuerpos celulares de los
fotorreceptores se encuentran en la capa nuclear externa, y hacen
sinapsis con las célulss bipolsres y horizontales en la capa
plexiforme 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
sinApsis con las ceélulas ganglionares que se localizan en la capa
nuclear interna, En cuanto a las células de Hiuller, como se
mebciono anteriormente, se extlenden radislmente a lo large de
toda la retina (Newman, 1986) (Esquema 2).

Se sabe que el glutamato representa del 10~15% de los aminoa~
cidos libres en la retina , mientras que el aspartato representa
del 2-10% (Pasantes-Morales et, al. 1972); ctambien se sabe que
este glutamato y/o aspartato puede ser liberado en la oscuridad
por los fotorreceptores (Schwartz2, 1982) hacia las neuronas de
segundo orden.La transmision excitadors también se puede dar
entre células bipolnre; y panglionares (Neal, 1976).

La existencia de los receptores a aninoAcldos excitadores en
la retina de los vertebrados se ha podido comprobar gracfas a
estudios de neurotoxicidad, electrofisiolégicon, y bloquimicos.

En la retina de pollo, Lépez-Colomé y Somchano, (1982), demos-
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traron por estudios de unién de L[3H)-aspartato como ligando, la
presencia de dos poblaciones de receptores, una de alta afinidad
(Ke=40 nM), independiente de Na* que se encuentra en la fraccién
P1. La otra poblacion de receptores también de alta afinidad se
encuentra enlla fracclién P2 y presenta una Ke=11.8 nM. En este
estudio se observo que la unidn de acido aspartico independiente
de sodio (a receptores sindpticos) no se afecta con la congela-
cién, mientras que en la unién dependiente de sodio disminuye con
la congelacién.

Los - receptores a acido glutamico en retina de pollo se han
identificado y caracterizado bioquimicamente (Lopez-Colome,
1981). Se demostrd la presencia tanto de union de glutamato
dependiente de sodio sensible a la congelacién (receptores de
captacién) y unién independiente de sodio que no se afecta por la
congelacion, con Kme=0.55uM (receptores sinapticos).

Otra prueba de la existencia de receptores a aminoacidos
excitadores en la retina, es el efecto neuroioxico selectivo que
el - glutamato y sue andlogos, especiaslmente el Aaclido 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 Lopez-Colomé y Somchano, 1984}.

Por estudios de union de un ligando marcado radioactivante a
nmembranas de células. retinianas , se ha demostrado que en 1la
retina de pollo existen receptores para glutamato, aspartato,aci-
do kainico, NMDA vy &cido quiscualico los cuales aparecen en
diferentes estados del desarrollo embrionario, mostrando cada uno
cambios en su proporcién relativa, y en sus propiedades farmaco-

l6gicas durante el desarrollo embrionarioc (Somohano et al, 1988).
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EPITELIO PIGHENTARID

FOTORRECEPTORES '

S ATITITED
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CAPATPLEXIFORME. "

NERVIO OPT1CO

Esquema 2.

CAPAS DE LA RETINA. En esta figurs se puaden apreciar lss copas
de la retina, VY los diferentes tipos celulares que la compuhen:
C, conos., R, bastones., H, celulas horizontales., B. célulae
bipolares., A, c¢elulas amacrinas., G, células ganglionares y M,
ceélulas de Mlller (Farber y Adler, 1%86).



11 .= CBJETIVO.

Teniendo estos antecedentes, y ya que los receptores a ami-
noAcidos . excitadores no se hen ceractericado en la glia de 1la
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 Bse
podria  pensar . en -una interaccién directa glia-neurona en el
fentmeno de neurotransmisién (Barres., 1989); asimisﬁo, la posi-
ble accion trofica’ ejercida por los aminoacidos  excitadores
‘(condprelll. et 61., 1989) podria tengh como blanco tanto a 155
neuronas como a la glia. N e

con el 'propésito de saber si realmenté existen estos
recebcores en ceélulas gliales y si cambian durante el desarrollo
embrionario, se midieron los receptores (utilfzando un ligando
marcado radicactivamente) en cultivos primarios de glia de retina
de polle y se compararon con receptores para aminoacidos
excitadores medidos en cultivos primarios de neuronas.

Se escoglé como modelo del SNC la retina, porque como tiene un
origen embrionaric comun con el cerebro, se puede suponer que las
sustancias que se proponen comc mensajeros en el cerebro tienen
funciones similares en la retina (Nowak, 1988). La retina de
vertebrados posee gr@ndes ventajlas; Yya que como se localiza
extracranealmente es muy facil su diseccion , Be puede extraer
integra y al extraerse ocurre menos dafilo en €l tejido que en las
rebanadas cerebralas.

Se escoglé el cultivo de tejidos, porque es un método que
sirve para aislar grupos homogéneos de neuronas 6 glia (Henn,
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1986) ,Por otra parte se sabe que los aétr'ocibtds,eng, cultiv
tejidos presentan una gran plasticidad:“in vitro" depend4end05de s

1las variables introducidas en el cultivo como son: 'brocedimien

de disociacién, medio ‘de cultivo, y concentracion de  suero. .

{Juurlink y Hértz. 1985),Por esta razén se debe ' tener cuidado
al” correlacionar . los resultados obtenidos en cultivo _conj‘los;

obtenido;ﬁ

én ipreparéciones mas integras del SNC (Juurlink' y..

7 Hertz 198

IIT MATERIALES Y METODOS.

d dg;Qﬁl;ivo de tejidos empleado en este trabajo fué
ei deéqrito pof adler, et al., (1982) para células neuronales vy
~: nd;néﬁ;bhéieé.devretina de embriones de pollo, modificado en el
laboratorio.

’ En: este método de sBiembra la poblacioén celular en la que va a
estar enriquecido el cultivo, depende, de la concentracion en la
que se siembren las células y el sBustrato empleado. En el caso de
las neuronas se emplea un sustrato de alts adhesividad y baja
concentracién celular; en cuanto a cultivos enriquecidos en glia

se siembra a alta concentracién y no se usa sustrato. Por todo lo
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pera glia  como’ para .’

Se usaron -enbriones de ollo Nhit Leghorn de 7 dxss, Las“

‘retinss sé
i?pigmentario‘ y se lavaron dos veces ‘en .una solucién Hank's ~libre
‘de Ca“ y Mg" (OfBg NaCl, 0.048 KCl 0.006g KHaPoa, 0.02g

NBZHP04,' 0.0025 de rojo de fenol y 0.1g de glucosa en 100ml de

agua). ' Después:de lavadas las retinas se incubaron 10 min a 37eC

en - Hank's; la separacion celular se realizé usandeo una enzima
proteolitica, la tripsina (Lenhinger., 1984), incubando a las
retinas - 20 min a 37° en presencia de esta enzima. La reacciodn
enzimatica se paré utilizando L-MEM (1.338g de medio de Dulbecco

Eagle Modificado al cual se le adiciono 0.05g de glucosa, 0.022g

de NaHCOs, 0.01257% de gentamicina, 0.0125% de penicilina, 0.125%

de estreptomicina y 0.025% de neomicina en 100 ml de agua) + 137

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

mecAnicamente utilizando una pipeta '"pasteur”; las células ya
disociadas se filtraron a traves de una red de nylon, y se
diluyeron con H-MEM sin suero { misma formula de L-MEM perc con

22g de NaHCOg); mas tarde las ceélulas se sembraron en caljas
petri de 60mm de diametro con 1iml de H-MEM 207 de suero de
bovino fetal. En el caso de cultivos enriquecidos en neuronas se
utilizé un sustrato de poli-D-lisina al 0.1% y las células fueron
sembradas a una concentracién de 1.5 millones de celulas por caja
petri; con respecto a los cultivos enriquecidos en glia fueron
sembradas directamente en la caja petrl sin usar sustrato y a una

concentracion de 2 millones de ceélulas por caja petri y tante
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ra: controlada 5% Co:. 95%.de alre.
El medio de cultivo se cambi6é cada. tercer dia por Zml de H-MEM

10% "e“ suero de bovino fetal,  en.el caso de --l1a . glia; con

féépééib a-“las - neuronas , - & los cuatro dias de cultivo se agregd
Viﬁ; de‘HéMEM io% de suero vy se cambié el medic cada tres diss.
'Fa}ﬁ pieparar H-MEM 10% y H-MEM 20%, se uso suero de bovino fetal
eiicuél permite que las celulas emigren.de los agregados y formen
“una monocapa confluente (Adler, et al., 1982).

Los cultivos se cosecharon a los 1,5,8,12 y 15 .dias. "in

Qitfd"(bIV) {Fotografia 1 y 2 ). ' La mayoria de los experimentos.. . .

se realizo utilizando cosechas de cultivos de 12 (DIV) que;‘es‘j
'cuando las células alcanzan confluencia. Para tener la ceftezﬁ de’

que lcs cultivos eran puros en glia , se usd una técnica

cicoq imica con el anticuerpo monoclonal contra la proteina aci-

fibrilar glial (GFAP) (Fotografias 3 y 4), este anticuerpo

Jgfune a las fibras de las células de Mlller (BjSrklund. et al.,

1:1985) .  E1 método consiste brevemente en lo siguiente: las células
ge ‘fijan en metanol absoluto a -20°C por 5 minutos, se lavaron

con PBS con 0.1% de tritén X 100 ( 0.8g NaCl, 0.02g KCl, 0.115g

_NazHPFGL,” 0.02g KHaPO.0.1 mi de tritén X 100, en 100ml de agua),
se incubaron 30 min con suero de cabra para eliminar el fondo, se
.incubaron toda la noche con el anticuerpo monoclonal contra la
prdteina acida fibrilar Glial, se lavaron con PBS, y se incubaron
30 minutos con un segundo anticuerpo IgG (immunoglogulina G)anti-
ratén especifico para fragmento Fab (Fragmento con unidén a anti

geno) conjugado a FITC (Isotiocianato de fluoresceina), las

células se volvieron a lavar en PBS y se montaron en glicercl en
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PBS 1:9 y se observaron: coh un microscopio de fluorescencia
(Bignani y Dahi, 1979).

Para cosechar los cultivos se hizo lo siguiente; se cambid elv
H-MEM 10% ‘de. suero bor HANK's y raspando las celulas con .un
gendarne de hule, la suspensién celular se puso en un tubo . de
ensayo y . se centrifugé a 1000g por 5 minutos, pasados 1os. 5
minutos se tiré el sobrenadante y se agregaron 10 ml de agua fria
y se homogenizaron para romper las células por choque . osmético.
Se dejaron en el hielo con el 'fin de completar el rompimiento: y
se " centrifugd =& AS‘OOOBVpor 20°' a.4°C, .este procedimiento se
repitio 3 veces 'y las membranas se congelarcn a8 -70*C de 2 dias a
1 mes.

Posteriormente se realiz6 la medicién de los receptores utili-
zando - el método reportado por Lopez-Colomé y Somohano (1982)
modificado.

Las membranas se descongelaron se . resuspendieron .y . se:
homogenizaron en buffer (Tris-HCl p.H. 7.4, 0.05M 6 0.1M, +
0.118M NaCl 6 sin NaCl).

Los receptores se midieron por la unién especifica a las
membranas de L-aspartato-2H 25 & 50 nM (10u]l a 175ul) concentra-
cion que estd por debajo de la Ko (Enna, 1980). La unén inespeci-
fica Be tomo como la radioactividad que permanece unida a la
membrana en presencia'de 1nM de desplazador ( Desplazador es la
misma drogs que se usa como ligando a una concentracion por lo
menos 100 veces mayor su Kp Enha ,(1680)) o bién un agonista o
antagonista. Las membranas se incubaron 10’ & temperatura ambien-
te , Yy la reaccién se paréd por centrifugacién a 45,000g {(Enna.,

1980). El sobrenadante se remueve y Se lava superficialmente dos

35



veces . .con agua fria; se digiere con SDS al 2% y se cuenta la
raqioacéividad en un contador de centelleo liquido después  de
agregar 5ml de tritosol (Xileno 600ml, tritén %-100 275ml, etilen
glicol 37 ml, etanol absoluto 106ml, PPO 3g, Fricke., 1975).

La proteina se midio por el método de Lowry, et al. (1951).
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Fotegrafia 1.

Cultivée primario enriquecide en celulas gliales de la retina .. de
embrion de polle de 7 diasz:; donde s& puede apreciar - que las
ce¢lulas no han alcenzado la confluencia. La  fotografia esta
tomada en contraste de fases cen un aumentc de 400 veces,



Fotografia 2

Cultive. primaric de celulas gliales de le retine de embrion de
~pollo de 12 DIV, 'Se observa claramente que el cultivo ha llegado
a la confluencia y que las celulas tienen una forma aplanada. La
fotografia esta tomada en contraste de fases,”». con un aumento de
400 veces. -
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FotofRrafis 3.

Fotografia «

Fotograrias 2 y 4.

Ce¢lulas de Muller con resccitn pozitiva al anticuerpo
monoclional contra GFAF con segundao anticucrpo conjupgado a
fluoresceins. Cultivoe de celulas de @ DIV de retina de embrionec
de - pollo de 7 dias, donde se obtserva que las celulas se
encuentran en agregados. Fotografiz Contraste de rases., Foto-
grafia 4 microscopia de fluorescencia. Las dos fotografias fueron
Lomagas con un aumento de 400 veces.




IV RESULTADOS

directa a la concentracion de proteina de membrana, (de 30 a 55

Y)hasta llegar a un punto de saturacion (Fig 1) . Esta saturacién
puede  deberse a que generalmente el numero de receptores en la
membrana es pequefic y por tanto al aumentar la concentraciéon de
proteina, la proporcién receptor/proteina total disminuya. De la
informacion obtenida de la curva de proteinas, se escogi¢ para
los siguientes ensayos una concentracién que va de 55-75ug de
proteina por ensayo (175ul).

Comparacion de receprores para L-aspartato-H® en celulss

gliales y Dpeuronas durante 18 diferenciacion 5in wvitrol. Se
midieron 1los receptores & L-aspartato a los 1,5,8,12y 15 DIV
{dias "in vitro") que corresponden en tiempo & los dias 8,12,15 y
22 de desarrollo embrionario en los que se sabe que las celulas
presentan un comportamiento similar en el desarrello tanto “in
vitro” como "in vive" (Juurlink y Hertz, 1985)}. Usando L-aspar-
tato-H® como ligando estos receptores se midieron en membranas
péoceﬂéhtes"de cultives de glia, congeladss y en ausencia de Na<;
los valores obcenidoé fueron comparados con los obtenidos en
cultivos de neuronas de la misma edad (Fig 2). Mientras que al
inicio del desarrollo (1DIV) los receptores a L-aspartato estan
mas concentrados en la glia , de los 5 a los 12 DIV, la diferen-

cia neuronas/glia no es significativa. Por otra parte se
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FIGURA 1

Efecto de la concentracion de proteina sobre la unién espacifica
de L-Asp-H™ a membranas congeladan do glia do 12 DIV, K1 aenkayo
se 1llevd a cabo empleando 50nM del ligando y 1mM de L-Asp como
desplazador. Los datos son la media +/- error estandar de 5 datos

por triplicado.
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aumencnndo
los l" (DIV) edad en 1a cual se nlcanza el nivel
na adulta’ (Somohanc. etal.. 1988),

ra y ggl Nax. Con' el objeto de determi-

- ~unién de L-aspartato a’ la glié de  Miller mostraba
kcarécféristicas similares a los receptores de tipo postsinéptico
’fé de'récaptacion. se midieron los receptores en membrapas frescas
a tempéraiﬁra ,ambiente en ‘presencia de Na> (118mM NaCl) pars

medir ~sitlos de transporte, aéi come en membranas congeladas en
ausencia 'de Na* .para medir. receptores con caracteristicas
pqétsibdpticas {Enna ~y Snyder, 1976). Se pensé en hacer esta
disfincioﬁ} ya -que aparte de los receptores de recaptacion que se
conocen en la-glia (Drejer et al, 1963), existe el antecedente de
que los.  aminodcidos excitadores inducen en estas células
fespuestas similares a las que producen en las neuronas durante
la neurotransmisién, y que estos cambios pueden ser dados por la
interaccidén de estos compuestos con receptores especificos de
alta afinidad en la membrana de las celulas gliales (Bowman vy
Kimelberg, 1964).

En 1s Fig 3 se apreéecia que en membranas frescas en presencia
de Na* existe una gran proporcién de receptores, y en sumsencia de
Na* 1la concentracion de receptores disminuye mas de 507 ; sBe
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 menciond anteriormente requieren Na<®
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FIGURA 2
Comparacién de receptores para L-aspartsato-H® en células gliales
Yy neuronas durante 1a diferenciacion “in vitro™. Se us6 S0nM de
L-Asp;H°. 1nM de L-Asp como desplazador. Las membranas congela-
das de glia y neuronas se obtuvieron como se describe en “méto-
dos". Los datos se expresan comc la media +/- error estandar de
5-8 experimentos por triplicado en membranas procedentes de
cultivos diferentes. Cada serie en el tiempo proviene de un misma

siembra de celulas.
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'paravunir aikliéahddﬁ
Eﬁ, él caso de las membranas congeladas se observo la misme
'proporc16n de receptores tanto en presencia como en ausencia de
N Al camparar la cantidad de receptores encontrados en membra-
- nas Vfrescgs,en eusencia de Na* con los receptores encontrados en
iéﬁbrénaé “congeladas; con o sin Na® se ve que existen mas
rééeptores,en membranas congeladas,. esto puede deberse a que la
congélacibn y posterior  descongelacién exponga mas sitios
. recépﬁores que puedan estar incluidos en la membrana {Enpa ¥y
‘Snyder, 1975). La falta de efecto del Na® sobre ia union de L~
aspartato a2 ‘membranas congelédes podria indicar que estos
7 receptores no son sitiocs de‘captacién, vya que estos ultimos son
sensibles a la congelacién (Schwarz., 1982 } y requieren de 1la
presencia de Na*.

Curva de saturacién de ;g union de L-aspartato-H2 en glia.

Para comprobar que se estaba trabajando con receptores y no con
sittos de unién inespecifica se midid la union especifica de L~
aspartato-H® en membranas congeladas de cultivos de glia de 12DIV
con MNaCl en un rango de concentraciones entre.-12;5 'V iZGOnH,
demostrandose que el sistema es saturable (Fig 4 iz2q.). Se hize
el ansisis de Scatchard de los datos (Fig 4 der.) y se demostro
1a presencia de dos sistemas: uno de alta afinidad con una
Bman=4.1 p.molas/mpg proteina y uUna Ke=427nM y otro de baja afini-
dad con uUnad Bman=9.5 p.molas/mg proteina Yy una Ke=l.312uM.
cuando el mismo experimento se realizo en ausencia de NaCl (no
graficado), los resultados fueron similares observandose unicame-
nte una disminucion en la Bu.. del sitio de baja afinidad (de 9.5

a2 6.9 pmolas/mg de protains}.
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Curva de saturacion.para aspartato-H2 en neuronas. Al comparar

los  resultados’ dgylA';inetica en glia de 12D1IV con la cinetica
‘ a .1og;ii;$}y éjDIV siﬁ Na* en neuronas, se observé que a los
k difrerentes“”diéks'_ de desarrollo las neuronat tambien presentan dos
rsifios~de‘dniéh (fig 5): uno de baja afinidad que no cambia en el
desarrollo éu B;..=o.9s p.molas/mg prot y Ke=429nM, y otro sitio
; de aita afinidad - cuya Km= no cambia durante el desarrollo
(=37nM}. pero cuya Buma. €5 mayor a 1 DIV (0.39 p molas/mg prot)

y decrece a.10s DIV 5y 8 (0.2 p molas/mg prot).
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FIGURA 3

Efecto de la temperatura y del Na® sobre la union de L-Asp-* a
membranas de glia de 12 DIV. El ensayo se llevé a cabo empleandoe
50nM  de L-Asp~H y imM de L-Asp como desplazador. se usd NaCl
11BmM. Los datos son el promedio +/- error estandar minimo de §
determinaciones por triplicado, procedentes de cultives

diferentes.
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Farmacologia de la unién de' L= aspartato—H“ 2 membranas de glia

de 12 DIV, Se probb la capacidad de numerosos compuestos, de

competir ¢on el 5Ltio de un. 6 -uspartnto-ﬂ“ a la membrana,

llevando a cabo el ensayqre ra<encia de 1nH del desplazador
correspondiente. Los‘ » Y seleccionuran ya ses por su
: tato.»como por ser agonistas o
> s d$ receptores a aminoAcidos
nel SNC como en le retins (

probarcn los monchidroxamatos del

aspartato y de L»gluﬁamat/” as; como ¢l D-aspartato, por unirse

sitios de transporte compartidos por el L-

especificamente»ké 1

glutamato 'y el L~aspartato‘ W‘a glicina y el GABA se probaron por
ser transmisores no relacionadas con los sitios de aminocacidos
excitadores que estuqiamos.

Pafa poder distinguir ias caracteristicas farmacologicas de
los receptores de captacion ‘con-los receptores de tipo ‘''sindpti-
co"’ . EBe hicieron experlmentos en presencia y susencia de Na*, ya

‘que. como se mencioné anteriormente, '1os primeros requieren de la
presencia de este jon para. unir al ligando, mientras que como se
.ve en la figura 3,  los 51%ios.de tipo “sinaptice” en la glia,

unen al ligande independientemente de la presencis de Na®.

Como se ve en la Tabla 3, los desplazadores mas potentes en
presencia de Na* son el L-glutamato, €1 NMDA y los hidroxamatos
del glutamico y del aspartico. En ausencia de Na*, el perfil
farmacologico cambia, ya que con excepcion del L-glutamato, el
NMDA vy el hidroxamato del glutamico, la capacidad de union al

receptor varia, disminuvendc notablemente la del hidroxamato del
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FIGURA 5

- -Curva - de saturacio¢n para aspartato-H® en membranas congeladas

de neuronas. Se probareon concentraciones crecientes de L-Asp-H®

..entre 12,5 ¥ 1200nM, empleando L-Asp imM comoe desplazador. Cada

punto corresponde al promedio de tres datos por triplicado. Ceada
serie en el tiempo co}responde a una misma sieambra. Los valores
obtenidos pon: para 1,5 ¥ 8 DIV, Key=429nM, Bamawi1+0.95 p molas/mg
proteina, para 1 DIV Bumawan0.39 p molas/mg protaina kmsa=33nM;
para 105 5 DIV Kea®s35nM, Bmana==0.2 p molac/mg proteina; para 8

DIV Ke2=36NM Bmarn=z=0.2 p molas/mg proteina.
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TABLA 3

FARMACOLOGIA  DE LA UNION DE L- ASPARTATO-H’
/DE/12 R
DIV

Desplazador

1mM

25

L-Aépartat&-
p-Aspartato "
"L-Glutamato-
D-Glutamato
Kainato
Quiscualato
N-nmetil-DL-aspartato

a-amino-5-fosfonopentanoato 46 '+

(APV)
a-amino-4- fosfonobutirato 31

{APB) =
Dietil ester del glutamato 42

{GDEE)
Monohidroxamato del gluta- 53~
mico. . .
Monohidroxamato del aspar- 72 +/-"13 T ety l
tico. . : y
Glicina ' [+ ‘ 0
GABA 0 o

El ensayo se llevé acabo como se describe en la seccién de
metodos, empleando 50nM 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- Disousioén

Los - astrocitos expresan clertas caracteristicas funcionales
que se consideraban exclusivas de los elementos neuronales en el
Sistena Nervioso tales como canales idénicos sensibles al voltaje
(Reiper et al.,, 1983; Bowman et al., 1984; Mac Vicar, 1984 Bevan
y Raff, 1985; Bevan et al., 1985; Nowak et al., 1987;), asi como
receptores Yy sistemas de transferencia de plta afinidad para
algunos neurotransmisores (Pearce et al., 1986 Kettenman V
Schachner , 1985; Pearce et al., 1986).

Particularmente en los ultimos afes se ha demostrado la
presencia de receptores a aminodcidos excitadores, los cuales
generan una despolarizacion directa de la membrana plasmatica
(Bowman y Kimelberg, 1984; Kettenman y Schachner,1585; Barbour,
Brew y Attwell, 1988), o bién inducen un incremento en el
metabolismo de fosfolipidos de incsitol, o ambos. Puesto que la
célula de Muller de la retina de los vertebrados es una celula
glial, los resultados mencionados se han extrapolado a las
mismas. Sin embargo, estudios mas recientes (Brew y Attwell,
1987) han generado ciertas dudas (Backus, et al, 1989) acerca de
la equivalencia de los receptores a aminoascidos excitadores en
ambos tipos de célulak y de sus funciones en las mismas.

En este trabajo se abordd la caracterizacion bioquimica de los
receptores de L-aspartato empleando cultivos de glia (células de
Miller) vya que la mayor parte de la informacién existente pro-
viene de estudios electrofisioclégicos o bién de 1liberacion de

transmisores por estimulaciér con aminoacidos excitadores.
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Se ' comprob iistenqia de receptores a . L-agpartato en

-retina, ‘al encontrarkque existen  sitios

ya que se alcanza una saturacion al 1ncre-

de alta afinidad. Estas ;aractetisticas hsn sido

posts népfido,,comé de recaptacidn en el‘tejido:nervioso;jE

fsnyder 1976) {Fig 3).

Se demostrb que los receptores para aspartato en la gliaf

,comparten ciertas caracter;sticas -quimicas con los de las

on--anterioridad tanto parsa receptoresA de : pipp ‘-:_

fneuronas. Y& que en las membranas récien obtenidas: se observa que .

yléj union de ligando al receptor se incrementa en presencia de
:Nécl '(fig' 3), lo cusl es caracteristico de la unién & sitios
7§§énera1es de captura del aminodcido (Enna y Snyder, 1976). Lla
;.}prgggﬁ¢ia de dichos sitios no es de extrafiar, ya que upa de las
fﬁnqiénesrestablecidas de la glia es la de la remocion del gluta-
méio iibéradc por las neuronas del espacio sinaptico durante la
neurotransmision {Drejer, 1985). En las membranss previamente
“Tcongeladas,  estos - sitios . se destruyen en aproximadamente B80%
(Schwarz, 1980), por lo que los sitios remanentes corresponden,
en.  las neuronas, a receptores sinapticos de diferentes tipos,
los cuales no requieren de Na+ para unir al ligando. En la fig 3
se observa que en la giia existen s5iti0s con estas caracteristi-
cas, los cuales podrian participar en la transmision de seilales

(Barres, 1989).
El estudio farmacolégico ~ en presencia y ausencia de Na* que

se - presenta en ia thbla”i. aunque no indica la potencia de 1los
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diversos analogos parévféoﬁpetif ‘ﬁﬁr‘fei receptor, . muestra

diferente patrén de'éfﬁéi;pélé‘eptprésenéia y ausencia de Na-. En
presencia de Na*, . ei;L-Giﬁp,L—Agp. éi hidfoxamato del aspartato
(inhibidor dé 1é~q$pt;§10nf¥dg‘L—Giu. L-Asp y D-Asp) ¥ el D-
aspartato fueroq 1Qs:débplazadores mas eficientes, seguidos de
NMDLA ¥ APV y és5tos Ael kk'y el QA que practicamente no desplazan
al ligando. . En medio libre de Na* en cambio, el L-Asp, L-Glu vy
APB son seguldos por el QA y el UDEE, y éstos por el NMDLA, APV y
KA, reduciéndose notablemente la capacidad de los hidroxamatos
del glutamato y aspartato para inhibir la unién del 1ligando,
comparando con el medio +Na*.

Estos datos indican claramente que en la glia de MlUller
coexisten dos sistémas de receptores que unen a los aminoécidos
excitadores. El primerc que requiere de la presencia de Na~*,
presenta un perfil farmacologico (Tabla 3) que corresponde al
descrito por Brew y Atwell (1987) para el transporte electrogéni-
co . de glutamato en las celulas de Muller del ajolote. Tanto en
este estudio electrofisioclogico como an nuestras preparacion, el
sistema no se estimula por KA. Asi, aunque lag células de Mullar
poseen caracteristicss comunes con los astrocitos tipe 1 de
diversas regiones del SNC, 12 despolarizacioén causada en estas
células por los aminoadcidos excitadores parece llevarse a cabo
por mecanismos diferentes. En los astrocitos tipo 1 , parece
deberse a la apertura de canales de Na*/K* que responden a GA Y
KA ( Backus et al., 1987 y Sontheimer et al,, 1988) ¥y no a un
transporte - electrogénico de L-glutamato. Estudios mas recientes
en astrocitos tipo 1 (Kimelberg et al., 1989) han demostrado que

tanto L-Glu como ‘KA producen una despolarizacion acompafiada de la
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entrada de Na2*2, . 1a cual no es atribuible a la actividad da un
sistema de transporte, ya que &l KA no penetra a las células
(Johnston et al., 1986). NO obstante, no s6 ha podido descartar
la posibilidad de que el transporte de L-Glu contribuya a 1a
despolarizacioén. En este caso los receptores que se identificaron
en la glia de Miller de la retina de pollo (*Na), corresponderian
a8 los de transporte de L-Glu, VY nuestros datos confirpan la idea
de que la glia de Muller no posee el receptor que media la
entrada de Na* inducida por KA. Esto no seria de extrafiar ya que
se ha demostrado con anterioridad que la union de ©PH-KA al
receptor en la retina completa no se detecta sino hasta después
de la eclosioén (Somohano et al., 1988), fendmeno que no tiene una
equivalencia en el cultivo primario disociado.

El segundo tipe de receptor identificado, tanto por sus
caracteristicas farmacolégicas (sensible a QA) como por unir al
ligando en forma independiente de Na*, podris represantar los
receptores cuya activacion induce la hidrélisis de fosfolipidos
de 1nositol (Gpz), que han sido descritos tanto en los astrocitos
tipo 1 en el SNC (Nicoletti et al., 1688; Condorelli et al.
1989; Cornell-Bell et al., 1990), como en los oocitos de Xepopus
(Rassendren et al., 1989 y Sugiyama et al., 1987). En ambos
casos, el QA y no el KA estimulan el metabolismo de fosfatidil
inositol, aun cuéndo ambos inducen una respuesta
electrofisiolégica. Asi pues probablemente actuan a través de
receptores diferentes y posiblemente los de KA no existan en la
glia de MUller.

Por otra parte, el apdlisis de Scatchard de la curva de
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saturacion (Fig 4), muestra <claramente la presencia de dos
peblaciones ‘ de sitios de union para “H-L-Asp en las membranas de
las ceélulas de Muller uno de baja afinidad y alta capacidad, cuyo
numearo disminuye considerablemsnte en asusencia de Na* (ver
resultados) y otro de slta afinidad y baja capacidad cuyas
propledades no se modifican en presencia o ausencis de Na*, Eptos
datos apoyan la hipbtesis de que estos receptores podrian
corresponder a un sistema de captacién (electrogénica ?) vy a un
sistema tipo postsinaptico (Gp 2 ?) respectivamente.

Por estudios de unién de un ligande marcado radicactivamente a
membranas de celulas en la retina de pollo se ha demostrado que
los receptores a aspartato estén en concentracién muy baja
aumentando ‘en nimerc a 1os 14 dias de desarrollo enmbricnario vy
‘que los " receptores a AMPA (agonista especifico del receptor a
quiscualatol presentan una gran proporcion entre los diss 7y 8
‘de ‘desarrollo embrionario (Somohanc et al., 1988). En este
’trabajo Se puéde ver que la glia sislada presenta una mayor
proporcion de receptores a L-aspartsto que las neuronas aisladas
‘a- :los 8 dias de desarrollo embrionario (1 DIV) los cuales decaen
con el tiempo (Fig 2). El hecho de que la concentracison de
receptores en neuronas y de glia en cultivo no concida con los
receptores para L-aspartatc medidos en el desarrollo en la retina
completa (Somchano et al., 1988), podria explicarse por una baja
especificidad del receptor a L-aspartato a los 8 dias de
desarrollo embrionario, edad en la que se ha observado que el
L-aspartato es un potente desplazador del AMPA en 1la retina
completa (Somohano et al., 1988) Asi{ posiblemente a los 8 dias de
desarrollo embrionario se midio el receptor de L-aspartato mas

-
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el receptor de quiscualatc , el cual mas adelante adquiere
especificidad farmacoloaica.‘ lo que se traduciria en una
disminucién de 1a union de L-s8p. El mecanismo que induce eatos
combios en la especificidad se desconoce, en parte debido s que
hasta ahora no se ha podido determinar la estructura de estos
receptores. Por otra parte puesto que el cambio en la
especificlidad de los receptores marcados con AMPA va acompafiado
" de un cambio importante en la afinided de los mismos (Somohano et
al, 1988), no podemos descartar la posibilidad de que disminuyera
la concentracitn del receptor que unia AMPA/L-ASp y apareciera un
nuevo tipo especifico AMPA/QA.

Con el obJeto de aclarar mas a fondo esta discrepancia, se
estudio también la cinetica de union de L-Asp a receptores en las
membranas de neuronas cultivadas in vitro". Nuestros resultados
indican que al igual que en la glia en la neuréona existen dos
sistemas de receptores con diferente afinidad y capacidad (Fig
S). En este caso, mientras que el sisteme de baja afinidad no
cambia durante el desarrollo, 1la capacidsd (no 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 proteina) entre los DIV 1 y B8 (fig
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-Colomeé en preparacién) o
bién a influencias reciprocas gliasneurona, las cuales estan
ausentes en el cultivo.

En conclusién, hemos caracterizado desde el punte 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. Tento la cinética como 1la
farhacologia de la interaccién Asp-Receptor Sugieren que una ‘de
las. poblaciones podris corresponder & un receptor tipo @A,
posiblemente relacionade con el metabolismo de fosfoinositidos
descrito en astrocitos tipo 1 vy en oocitos de Xeopppus . mientraa
que la otra precenta caracteristicas similares a las descritas
para recaptores de captacidn electrogénica tanto en células - de

MUller como en astrocitos tipo 1.
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