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RESUMEN 

Los am:l.noácidos excitadores (AAE). en particu1ar 1os ácidos 

g1utámi.co (g1u)' y_ aspárti.co (asp) se han propuesto, :como 1os 

neurotransmi.sores · ,_ .ut::ll.i.zados en 1as . v:Cas· P1'i.nci.pa1es de 

transm:lsióri ·de l.a :l.nformac:lón en l.a "ret:lna·de l.os vertebrados. 

En' el. S:lstema Nervioso Central. (SNC)_. se·' ha sugerido que además 

de su papel. como pos:lb1es neurot.ransm:l.sores • estos compueStos 

ejercen funciones trófiCas durante 1a diferenciación cel.ul.ar. 

As:l:mismo. se ha demostrado- l.a par"tici.pación de l.os AAE en 

funciones superiores de :l~tegrac:lón como l.a memoria y e1 

aprend:l.zaje. as!: como en vari:as enfermedades de tipo convu1s:l.vo y 

neurodegenerativo en l.a~ qu~ estas funciones se ven ·al.teradas. 

Consecuentemente. el. estudio del. funcionami.ento de l.os receptores 

con 1os receptores con 1os cua1es interactúan estos compuestos. 

así como de sus mecanismos de regu1ación. ha cobrado gran 

importancia. 

Uno de 1os enfoques para abordar este prob1ema es e1 estudio 

de 1os mecanismos que regu1an durante e1 desarro11o ontogenético. 

1a aparición y 1a adquisición de 1as características definitivas 

de estos receptores. Así. e1 objetivo de este trabajo fue 1a 

caracterización de 1os tres tipos de receptores. para 1os AAE. 

que determinan su actividad como neurotransmisores durante e1 

desarro11o ontogenético de 1a retina: receptores sinápticos. 

sitios de captación y autorreceptores. Estos estudios se 11evaron 

a cabo para1e1amente en 1a retina ais1ada de1 po11o durante e1 

desarro11o embrionario (DE). e in vitro. en cu1tivos primarios de 

cé1u1as de 1a retina. 
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Por lo que se refiere a 1os receptores si.nápt1cos. se 

caracteri.zó de_sde_ e1 punto de vista ci.néti.co y farmacol.ógi.co l.a 
- , -- ,. ~. _' 

como- agoni.stá.s·~_de;__·t:.odos l.os un~6n espec~fica de 3 H-Gl.u y 3 H-Asp 

subtipos de receptores pa~a AAE. y 
3 - -- ·::: ;:::'..; ·-: _ 

H-AMPA''· como -ma-rcador de ., l.os 

receptores .de G1u de tipo quiscuá1ic.o ta~~~-; .. ~~¡~-.rii;~b~~rias aisl.adas 

de 1a retina de embriones de po1l.o de. d¡:~_e·r·~~;-:-~ ·~-~~-~~s. como en 

cu1.tivos enr:Lc:iuecidos en neuronas._.C'.f ___ c~l.:U.1~~--~:~ii.al.eS de 1a retina. 

Los resu1tados muest-ran qu~ l.Os·· .. r,~ceptores caracterizados 

farmaco1óg:Lcamente con ios difereUtes agonistas aparecen en 

distintos momentos de 1a diferenciación ce1uiar y,. en e1 caso de 

l.a unión de Asp y Gl.u~ su número var~a a 1o l.argo del. desarro1.1o. 

En el. caso de l.a unión espec~fica de AMPA, entre l.os d~as 7 y 8 

encontramos una var~áción no s61o en e1 número,. s~no tambi.én en 

1a af~n:ldad de estos receptores. Junto con l.os cambi..os 

ci.nét:lcos,. estos Teceptores sufren modi.ficaciones en sus 

propiedades farmacol.ógicas adquiriendo especificidad a l.o largo 

de 1a diferenciación~ de manera que un día después de 1a ec1osión 

pueden identificarse ya 1os cuatro subtipos que se han 

caracterizado en e1 SN de anímaies adu1tos. 

La captac~On se caracterizó mid~endo 1a acumul.ación de 3 H-D-

Asp en cu1tivos enriquecidos en neuronas o cé1u1as g1ia1es de 1a 

retina. Se encontró que existen dos si..stemas de captac~ón para 

AAE en l.a retina: uno de a1ta afinidad (Km - 8-13 pM) en 1as 

neuronas y otro de baja afinidad (Km - 100-134 pM) en 1as cél.ul.as 

gl.ial.es. A diferencia de 1o que ocurre con 1os -receptores 

sinápticos,. 1os sitios de captac~ón aparecen en etapas muy 

tempranas del. DE (antes del d~a 7 de ~ncubaci6n); s~n embargo, su 

número aumenta considerab1emente durante 1a diferenc~ac~ón. En 
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e1 sistema de a1ta afinidad. para1e1amente a 1a maduración 

morfo1ógi-ca de 1as neuronas se da un aumento en 1a afinidad de 

1os inhibidores -más p~tentes de 1a captación. as~ como en 1a 

sensibiiidad a ios inhibidores metabóiicos. 

En cuanto a 1a 1iberación de AA.E y su regu1ación a través de 

autorreceptores dUrante ei DE. se encontró 1a máxima 1iberación 

de 3 H-D-Asp en respuesta a 1a despo1arización por a1to K+ a1 

principio dei desarroiio. Esta 1iberación es independiente de 

Ca-t+ y se potencia a1 añadir ácido ka~nico en e1 medio de 

estimu1ación. Para1e1amente a1 inicio de 1a sinaptogénesis en 1a 

retina de po11o. se invierte e1 efecto de 1os distintos aná1ogos 

de 1os AAE sobre 1a 1iberación y. a1 añadir1os en e1 medio de 

estimu1ación. 1a inhiben. La dependencia de Ca++ se adquiere 

pau1atinamente en 1as dos primeras semanas de incubación hasta 

a1canzar e1 80% característico de1 adu1to a 1os 14 días DE Y• a1 

mismo tiempo. hay un aumento en 1a 1iberación espontánea de D-Asp 

que a1canza su va1or máximo a1 d~a 18. momento en e1 cua1 se 

adquiere ia sensibiiidad ai NMDA. 
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ABSTRACT 

Exc:itatory am:ino ac:ids (EAA) have been proposed as putat:lve 

transmitters in _the· .-:vexti.cal. pathway of the vertebra te -reti.na. 

l:n the 
: : ~.:.. : ' .. 

CNS. -<·besides· the:Lr ro1e as neurotransm1..tters a ro1e as '·-: . :~ .. '·.~ 

troph:lc f8ct0rs·· in cr:it:ical. stages of deve.1optri.e~t.; .bas be en 

demoris~:r~~·~~~:~·:.-. as :wel.1. as tbeir invo1.vement. in i~~~·¡~·~~:: ~~d ;~?ne~~:.y: 
·~--~-- ·"··:" :·\~~·~·-::,' 

and ::aeV·~·~-~-~ :_
1

~eu~~d-~-geñ:erati.ve di.sordera .. 
.· For th~~i,~;;~sl:~:~~~/"ª 

becO'uied i.mportant to understand :t:11ef' lnechan:isms··:· wh:lch 
·~-:t~ ,,·~.~- _.:,::~-~:;e,_:_ - .:-:-

regul.ate.the EAA receptora • 

. One approach to 

under norma1 

acqu:is:lt:lon of the f:lnal. character:ist:lcs ·of ·. :.:·thése recepto-rs 

a:imed to characterize,. for EA.A, receptora 

whi..ch determ:i..ne neurotTansm:l.tter funct:Lon,. i·.e .. synaptic, uptake. 

and autoreceptors during both .!!!_ vivo - aiong ED - and j_n vitTo 

in primary cu1tures - differentiation of retina1 ce11s. 

Regarding synapt~c receptors~ we determined the kinetic and 

pharmacol.og:lca1 propert:ies of 3 R-Gl.u, 3 R-Asp and 3 R-AMPA specif:ic 

b~nding in Xrozen membranes from chick embryo retinas, and in 

neuron-enriched or gl.:lal. cel.l.-enr:lched ret:lna1 cul.tures :in 

different deve1opmenta1 stages. Spec:lf:ic b:lnd:ing of these· 

agonists appeared in d1fferent moments of ED, and the number of 

bínd:ing si tes far and "i.ncreases w:ith 

d:ifferent:iat:lon. Receptora wh~ch b:lnd AMPA vary both :ln number 

and aff:ln:ity between days 7 and 8 ED. Al.ong w:lth k:lnet:lc changes, 

these -receptora acqu:ire pharmacol.og:ical. spec:if:ic:lty so that :ln 
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the newborn. the four receptor subtypes ~h~ch have been deacr~bed 

in the adul.t nervous system can.be :Ldentified. 

Uptake was c:.haracteri.zed. b,Y, 
3~~D~A.sp .. ac;cumul.at::l.on :l.n neuron­

or gl::l.al. cel.l.-enric.hed. 10etinal. ;c.ui~~r~'~ ••• < i." iir~l\.::f.iff'i.nity uptal<e 

system (Km - 8-13 PM) w;;:s· f;;u;~. ~i{,i)'.;~~~~~' ,; '~~~-;~ {{c;.;";.B.ffinity 

::st::r~~ :t~::23¿V~~t1~~~~~~}1~~~~~·-lf~it~t:~~i;0::c:::::: 
~- -- :-,f:· ,:"':'?:~~;'.;'::-- .--·. ,~;-~::.- ~-~". - ;:". ~::-.-=, '; 

significantl.y d.ui-i'ng•i devel.opment ~ · ·-·'.;.i~;:elle 'ºJ:7'1:'.'.:á.ifi.nity uptal<e 

·an '_:~~f~~e'S.Se:: in._: t~~ · · 8f:fi.U:t.t;'.~,~,! foi-,. the most potent systetn.-

:Lnhib:Ltors a.~~ ':l_~' the sens~tivity ·to' me'tab~l.ic inhib:Ltors was 

found• para11e1ing the morpho1og~ca1 mat~rati.on of neurons. 

As for EAA rel.ease (measured with 3 n-D-Asp) and :Lts 

regul.ation through autoreceptors during ED, we found the highest 

re1ease due to K+ depo1ar~zation at 7-8 days ED. Ka~nate, wben 

added to the depol.ariz:Lng medium\ potentiates th:Ls rel.eas.e •. ~en 

synaptogenes~s staTts in the retina. an oppos~te effect of EAA 

was found so that. when added to the st:lmu1at:1..on me'dium. tbey 

inh:Lbited 3 n-D-Asp rel.ease. Ca-t+-dependence is acqu:Lred during 

the fi.rst two weel<s of incubation and, by day 14 ED, 3 H-D-Asp 

~e1ease ~s. as in tbe adu1t. 80% Ca+t-dependent. At the same 

time there 1s an ~ncrease ~n the spontaneous re1ease of D-Asp 

which reaches a peal< at day 18 ED, when the sens:1ti~ity to NMDA 

appears • 
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INTRODUCCION 

Los "aminoácidos exc::l.t'adores" (AAE), en particular los 

ácidos glutámico (glu) y aspártico (asp), se han propuesto como 

1os mediadores de 1a mayor· parte de 1a transmisión excitadora en 

e1 Sistema Nervioso Centra1. Además de su posib1e función como 

neurotransmisores, se ha sugerido que estos compuestos ejercen 

funciones tróficas durante 1a diferenciación ce1u1ar y participan 

en funciones superiores de integraci6n como 1a memoria y e1 

aprendizaje (Somohano y L6pez Co1omé, 1989). Sin embargo, en 

condiciones en 1as que 1a homeostasis se a1tera, estos 

aminoácidos pueden producir 1a muerte ce1u1ar. As~, desba1ances 

en 1a concentración de estos aminoácidos o a1gunas a1teraciones 

en 1os receptores con 1os que interactúan se han asociado a 

pato1og~as de1 Sistema Nervioso, en particular a aque11as de tipo 

convu1sivo y degenerativo como 1a epilepsia, las enfermedades de 

Huntington y de Alzheimer, 1a atrofia o1ivopontocerebe1ar o e1 

daño ce1u1ar producido en un cuadro de isquemia/hipoxia. En la 

mayor parte de estos casos, se desconoce e1 proceso que 11eva a 

un ma1 funcionamiento de1 metabolismo de estos aminoácidos o de 

sus receptores; consecuentemente, e1 estudio de1 funcionamiento 

de 1os diferentes tipos de receptores con 1os cua1es interactúan 

1os AAE, as~ como de sus mecanismos de regu1ación ha cobrado gran 

Unportancia. 

En 1os últimos años se ha demostrado que 1os nive1es de 

algunos metabo1i~os y 1as propiedades de varias proteinas 

ce1u1ares se modifican durante e1 desarro11o ontogenético. E1 

9 
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conocimiento de 1os mecanismos que originan 1a conformación y 

funcionamiento definitivos de 1os componentes membrana1es (1os 

transportadores, 1os cana1es iónicos. 1os receptores, etc.) 

permite entender su regu1ación en e1 adu1to y encontrar nuevas 

estrategias terapéuticas para aque11os casos en que se encuentren. 

a1terados. Con este enfoque. en. es~~;::~t~á:'?~jo,,·; se - ·~studi~. 1a 

maduración b:1.oqu~mica de 1os dis·.~i~~-c;~~~~.t·i..~'~s '. de .-.~~~~.~ ~:~~~~ :. _-para 

AAE (-receptores sinápticos. au~o~~é~~Pt~~e~· ·Y. ·,~i.t.i.o~,···.d~·~.·~~~·~~·~ió~ 
de a1ta afinidad) 

" '> •• •• " :. ·, ·, ,. ~ .~-:.: ,- ,;; • 

duran~e 1a .. ·diferenciación' Ce1U18.r .... - .. Estos 

po11o, durante e1 desarro11o e.mbriOna~io (DE) • e ..!!!_· vitTo • en 

cu1tivos primarios de la retina. 

I. CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES PARA AAE 

En e1 Sistema Nervioso. 1os ácidos g1utámico y aspártico 

interactúan con a1 menos dos tipos genera1es de receptores 

distinguib1es entre sí tanto bioquúnica como e1ectrofisio16g:1.ca-

mente (Cotman y Monaghan. 1987). Ei nombre que se dió a estos dos 

receptores derivó de 1a capacidad de un aná1ogo de1 ácido 

aspártico, e1 N-meti1-D-aspa~tato (NMDA) de interactuar con un 

tipo de receptor y no con e1 otro; así. 1os conocemos como 1os 

receptores de tipo NMDA y 1os de t~po NO-NMDA, y a pesar de que 

más tarde se demostr6 que este compuesto no es e1 agon~sta más 

potente de1 receptor de NMDA. e1 nombre se conserva. Existe 

también otra c1asificación para estos receptores que deriva de1 

hecho de que tanto 1os receptores de NMDA como 1os de NO-NMDA 

pueden actuar a través de mecanismos ionotrópicos (aumentando 1a 

conductancia a iones) o metabotrópicos (a través de segundos 
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mensajeros :lntracel.u1ares). A este respecto. e1 grupo de Costa 

(1988) ha sugerido que se denomine a los receptores de NMDA Gl y 

. . 
de transducci.ón de l.a seña1: Ge parS ~·~·a ?\-q~-~:;-~ ;-:~u~-~.n_t:¡¡~ 1a 

conductanc:l.a a cat:lones. Gp para los· 

del. fosfat:l..d::l..l. :lnos:ltol.. y Ga. para l.~s ~~e. :inducen l.a ~-~~~~~¿:l..~ó.n 
' de ácido araqu::l..dón:l.co. Una ___ c~~_ac;te_:i:-:~~~~-ca~ pél~~~-~u;~r ~--~:~-,-;_·_estos 

receptores es que existe evidencia tanto el.ecti:-ofi.B::lo1óS::l.·~a 

(Mayer y Westbrook, 1985; Cull-Candy y Usowicz, · 1987; Nawy y 

Copenhagen. 1987) como bioqu~mica (Fagg y Matus, 1984) que 

demuestra que ambos tipos de receptores (NMDA y NO-NMDA) están 

presentes s:lmul.táneamente ~n l.a m:l..sma posts:l.naps:l.s. 

l. RECEPTORES DE NMDA. 

En el. SNC. l.os s:l.t:l..os de unión de NMDA se 1oca1:l.zan 

preferentemente en l.a corteza. l.os gangl.:l.os basal.es y 1as áreas 

asoci.adas a 1os s::l..stemas senSor:l.al.es·. Los n:l.ve1es más al.tos se 

encuentran en el. área CAl del.. hÍ.po·c,a.:¡¡;~o. en 1a que hacen s:l.naps:ls 

l.as aferentes de 1.as col.ateral.es ·de" Schaffer·. (Monaghan y Cotman. 

1985). 

El receptor de NMDA parece ser una prote~na ol.i.gomér:l..ca con 

un peso mol.ecu1ar de al.rededor de 200 KD constitu~da por un canal. 

catiónico poco sel.ect:l.vo y a1 menos cinco s:l.t:l..os dist:l.ntos de 

reconocimiento con 1.os que interactúan el. neurotransm~sor. un 

agon:l.sta al.ostérico (l.a g1:l.c:lna o 1a D-serina). l.os antagonistas 

al.ostéricos (los anestésicos d:l.sociat:l.vos) y l.os :l.ones Mg++ y 

Zn-t+ (Fig. 1). Debido a ésto se 1.e ha comparado con e1 receptor 

para el. GABA (receptor GABAA) e incl.uso se ha postu1ado que ambos 
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FIGURA l 

MODELO DEL RECEPTOR DE TIPO NMDA 

E1 receptor de NMDA parece ser una proteína o1igomérica que 

presenta, además de1 sitio de reconocimiento para e1 neurotrans­

misor o agonistas (NMDA). un sitio para modu1adores a1ostéricos 

positivos (g1icina), un cana1 catiónico poco se1ectivo y, en 

éste, un sitio para modu1adores a1ostéricos negativos (MK-801) y 

dos sitios para 1os iones Mg++ y Zn-++ que b1oquean e1 paso de 

otros cationes por e1 cana1 y, 

una dependencia de vo1taje. 

en e1 caso de1 M~. 1e confieren 
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podr~an derivar de una mi.sma fami1ia de genes, ya que e1 receptor 

GABAA también presenta un cana1 {en este caso para e1 C1-), un 

sitio para e1. neurotrarismisor y sitios a1ostéricos con 1os que 

interactúan 1as benzodiazepinas y 1os barbitúricos. Sin embargo, 

en e1. caso de1 r.ec~p.tor de NMDA, l.a interacción de1 Mg++ con e1 

cana1 1.e confiere, además, una dependencia de vo1taje, 1o cua1 1.o 

vue1ve aún más comp1ejo. Los principa1es agonistas y antagOñisCa~ 

espec~ficos de l.os distintos sitios se muestran en 1.a Tab1a 1 

(Foster y Fagg. : 1984). Se ha propuesto l.a ex::l..stené:La ·de ·dos 
·.··. _' 

estados d::l..st::l..ntos del. receptor de NMDA (Monaghan et al •• 1988): 

uno que pres~nta mayor afinidad por l.os agonistas y otro con 

mayor afinidad por 1os antagonistas. El. primero predomi~a en el. 

cerebel.o, estriado medio y l.as capas cortica1es más 

superficial.es, mientras que el. tá1.amo está enriquecido con 1a 

segunda pob1ación. Estos dos estados podrían corresponder a dos 

conformaciones de un mismo receptor o bien a dos pob1aciones 

distintas de receptores. 

La activación del receptor de NMDA provoca l.a 

despo1arización de 1as cé1u1as tanto por mecanismos ionotrópicos 

como metabotrópicos, aunque no se ha ac1arado si e1 mismo 

compl.ejo mo1ecu1ar es responsab1e de 1os distintos mecanismos de 

transducción, o bien se trata de dos receptores diferentes. La 

interacción del. neurotransmisor con los receptores Gel 

despo1ariza a 1as cé1u1as por un mecanismo ionotrópico, aumentan-

do 1.a conductancia a cationes {Ca++, Na+ y K+). La activación de 

1.os receptores Gpl induce 1a bidró1is~s de1 fosfatidil. inosito1, 

1.a cual. genera fosfatos de ino~ito1 que actúan como segundos 
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RECEPTORES DE Tl.PO NMDA 

~ ~ NEUROTRANSMl.SOR 

AGONl.STAS 

L-ASPARTATO* 
L-GLUTAMATO* 

N-METl.L-D-ASPARTATO 
QUl.NOLl.NATO* 
HOMOCl.STE.ATO* 

~ ALOSTER1CO P0Sl.T1VO 

l\NTAGON1STAS 

CPP 
APV 
APH 

CGS-19755 

AGON!.STAS AGONl.STA l.NVERSO 'l\NTAGONl.STAS 

GLl.Cl.NA* 
D-SER1NA 

D-Cl.CLOSE.R:LNA 
ACC 

~ ALOSTERl.CO NEGATl.VO 

AGON!.STAS 

FENl.LCl.CLl.Dl.NA 
MK-801 

KETAMl.NA 
ENDOPSl.COSl.NA* 

7 -Cl.-QUl.NURENATO 
QU:LNURENATO 

CNQX 

HA-966 
l.2-CA 
ACBC 

La cab1a muestra 1a mayor parte de 1os compuestos de origen tanto 
naturai (*) como sintético (1os demás) que interactúan con e1 
receptor de tipo NMDA y su c1asificación como agon~stas. 
agonistas inversos o antagonistas de los distintos sit~os de 
reconocimiento de1 receptor. ACBC - ac. 1-amíno cic1ubutano-l­
carboxi1ico; ACC - ac. 1-amino cic1opropano-l-carboxí1íco; A:PV -
ac. 2-amino-5-fosfonova1érico; APH - ac. 2-amino-7-
fosfonoheptanoico; CGS-19755 - ac. cis-4-(fosfonometil.)-2-
piperidín carboxílico; CNQX - 6-ciano-7-nitroquinoxalín-2,3-
diona; CPP - ac. 3(2-carboxipiperazín-4-yl.)propil.-l-fosfónico; 
HA-966 - l-hidroxi-3-aminopirrolidona-2; l.2-CA - ac. indol.-2-
carboxíl.ico; MK-801 - (+)-5-metil-10,ll-dihidro-5H-dibenzo(a,d) 
cic1oheptén-5.10-amino ma1eato-
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mensajeros. y mediante 1os receptores Gal se activa 1a fosfo1ipa-

sa A2 con l.a· co~s:L~~ien~e prod~C~i~n.~e,ácido araquid6nico (Costa 

et al., 1988). 

Con baa·e ~.n .. ~~P_!ri~~~-~~~-. b:L~qu!CU.i~~~;s ~ ~ · el.ectrof:Lsio1ógicos 

se ha_._ pro'PU~~·c~-~:;:·e-1";\s-:l.~:1.0efi~~(mi!='éa:rli~~,~Pi.'.~ii~~~~i-;-~ f u.ncionamien to de 

:::c:::::::::s c'::f~ol.~¡:j:º:l:~:T~¡~~~~t'~t~~~:n:::a:n :::::: • d:: 

recept~'.r • - - de: t81 man~;~,:; ~~.e·-?·~~-~~-¡~:~-~~t~~!í'~~-: dei transmisor con su 
-;:,,-·>:- -;~ :;~ 

receptor .no tiéne. U:Ln-gúU · efeCtO-~ - ~ s·i.·~,\ ~~b~Tg~. Cuando 18 cé1ul.a 

se excita por l.a acc::Lón de a1gún rie~·~ot~~nsmi.sor (ya sea un AAE 

interactuando con l.os recep~ores de tipo NO-NMDA o bien otro 

transmisor excitador). 1a despo1ar:Lzac:Lón del.a membrana induce 

l.a sal.ida del. Mg-++ del. canal., y permite su apertura por el. 

transmisor. En una curva corriente vs vo1taje (I/V) en presencia 

de NMDA. esto se observa como una dependencia de vo1taje en l.a 

apertura del. canal. (Mayer et al., 1984). (Fig. 2). 

Se ha propuesto que e1 neurotransmisor endógeno que 

interactúa con e1 receptor de NMDA pudiera ser el. ácido aspártico 

o bien el. ácido quino1ínico. un producto del. metabol.:Lsmo de1 

triptofano. Dicho transmisor a1 interactuar con e1 receptor 

provoca l.a apertura de1 cana1; sin embargo. en muchos casos se 

sabe que. para que esta interacción sea fisiol.ógicamente 

significativa, es necesario que l.a gl.icina ocupe el. sitio 

a1ostérico (Kl.eckner y Dingl.edine. 1988). El. papel. fundamental. 

que juega l.a gl.icina en l.a actividad del. receptor de NMDA ha sido 

difícil. de ac1arar. ya que l.a concentración fisiol.ógica de1 

aminoácido (medida en e1 l.íqu:Ldo· cefa_l.~rr8.quídeo por Ferraro y 
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FIGURA 2 

CURVA I/V DEL RECEPTOR DE NMDA 

I (nA) 

Vm (mV) 

-1.0 

A1 estimu1ar una cé1u1a con NMDA y graf icar 1as corrientes (1) 
que se obtienen en función de1 potencia1 de membrana (Vm) se 
observa una zona de conductancia negativa a potenciales menores a 
-30 mM, de manera que 1a apertura de 1os canales asociados a este 
Teceptor depende tanto de la presencia del transmisor como de1 
Vm. En el caso del receptor de NMDA, la dependencia de vo1taje 
se debe al bloqueo del canal catiónico por el Mg++ a potenciales 
más electronegativos. Esta curva se obtuvo en una preparación de 
neuronas de médula espinal en cultivo, sometida a control de 
voltaje. 

(Tomado de Mayer, M.L. y G.L. Westbrook. 
(Lond) 361: 65-90. 
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Hare (1985)), es suficiente para saturar e1 sit::Lo (K1eckner y 

D:l.ngl.ed:l.ne • 1988). Al. reg:l.strar l.a act:l.v:l.dad un:l.tar:l.a de 1.os 

canal.es asOciados a1 receptor del.. NMDA· en presencia de g1.ic::l.na. 

se observa un.··, aume·~to:.-:·en __ : 1a ~--f~~c.ti~~c:i.a de apertura de1. canal. 
- • ~ ; - r ' 

(.Johnson --y-Asher~ 1.987) ~ .-~~cientemente Mayer y col.. (1989) 

dE!riiostraron----que -1.os __ recep~_c::-re·s __ dé. NMDA se deSens:lb::l.l.:l.zan con un 

curso tempora1 1ento y 1a g1::l.cina acel..era 1.a recuperación. del.. 

estado desens::l.b::l.l.izado. 1.o cua1. permite que el. canal. se abra con 

mayor :frecuencia. Tanto 1.a frecuencia como el. tiempo de ape~-t~_ra 

del.. canal.. están regul.ados por el.. sitio al..ostér::l.co negat:Lvo.: La 

fenil.c::l.cl.::l.d::l.na {PCP). a bajas concentraciones. d:l.sm:l.nuye· l.a 

frecuencia de apertura del. canal.. mientras que, a al.tas 

concentraciones disminuye el. tiempo de apertura (Bertol.ino.et al.. 

1988). En e;xperimentos bioqulliicos. el. efecto de l.a gl.icina 

sobre el. cana1 se ha visto como un aumento en l.os si ti.os de 

un:l.ón de 3H-t:l.en:l.l. c:l.cl.ohex:l.1 p:l.per:l.d:l.na ( 3 H-TCP) (Snel.1 et al.., 

1987) y 3 H-met:l.l. d:l.h:l.dro d:l.benzo c:l.cl.ohepten am:l.no mal.eato C3 H-

MK-801) (Reynol.ds et al. •• 1987). El. compuesto endógeno que se ha 

propuesto que i.nteractúa con este sitio es l.a endopsicosina 

(Contreras et al. •• 1987). 

El. Zn-++ proporciona un b1oqueo adicional. a este receptor 

(Westbrook y Mayer, 1987). Se sabe que en al.gÚnas term:l.nal.es que 

l.iberan gl.utámico. el. Zn.f-f- se l.ibera junto con éste (Assaf y 

Chung. 1984; Howe1l. et al.. 1984). Esto tendr~a como consecuencia 

que el. gl.utámico ejerciera su acción en l.a cél.ul.a postsináptica a 

través de l.os receptores de tipo NO-NMDA. y se ha postul.ado que 

podr~a ser un mecanismo mediante el. cual. se protegiera a las 
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cé1u1as postsinápticas de una sobreexcitación por l.os AA.E (Petera 

et al., 1987). 

Receptores tipo ~ 

La despo~arización'debida a 1a activación de 1os receptores 

Gp1 deriva prinCipa1me~te de1 B.umento - de1 Ca -+t_--..,.·': intrace1u1ar 

inducido por 1os fosfato& de· ·_.~nosit61.,, , generado S. , por 1a 

degradación. --del. fosfatidil. -inositoi _d_.;,-_, i·a ,..:i.E.mbran',l.'L~º . se ha 

estab1eé:ido _. el. mecanismo mediante ei-·. ~t1a:1~:·.·e;>~-~~e~·~-6~:~---s~-.-- -a~op1a 

con l.a fosfo1ipasa C (PLC) responsabl.e ~~;i_~--ii{~~(51isf~. ·ya que, 
_..-< -~.· ::.:.·; :'.> ·.···: . .._-

al. parecer. este acop1amieDto no está .. medi8dO·- P,Or prOt~:[:nas G 

(Nico1etti et al., 1988). El. aumento·. de CS. .+t-_ intrace1ul.ar 

desencadena una cascada de fosfori1aciones a través de 1a 

activación de cinasas dependientes de Ca++• en pa~tic_ul.a_r l.a 

prote~na cinasa C (PKC), produciéndose as3: una.·serie:;·de, segundos 

mensajeros intracel.ul.ares (Fig. 3) • modif:l.cáridOse· no ·SÓ1o · 1a 

permeabil.idad de 1a membrana. sino e1 metabo1ismo de l.a cé1.u1a en 

general.. 

Receptores tipo Gal 

Los receptores Gal se han descrito ·recientemente y aún no 

están muy bien caracterizados. Se sabe que 1a activación de l.os 

receptores de NMDA provoca un aumento en l.a 1iberac:l.ón tanto de 

ácido araquidónico como de sus metabo1itos (Dumuis et a1. 1988). 

Este aumento en 1a concentración de ácido araquidónico se _debe a 

l.a activación de 1a vía directa de producci6n de araqu.~d~nat_~ 
'~ -, _,' < 

mediante 1a activación de 1a fosfol.ipasa A
2 

y no -a, - · .una 

consecuencia de 1a producción de diaci1g1icero1 a tra..;~~,-- ~e;:~- -l.os 

receptores Gpl (Lazarewicz et a1. 1988) (Fig. 4). T~nt'o ·el. ácido 

araquidónico que se produce. como sus metabo1itos (principa1mente 
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FIGURA 3 

HIDROLISIS DE FOSFATIDIL INOSITOL A TRAVES DE LA ACTIVACION 

DE LOS RECEPTORES Gp PARA AMINOACIDOS EXCITADORES 

I~ 
PLC 

~~ 1 
~#'#&'#'~./ p 

RETICULO ~ 
ENOOPLASMICO Ca2 + 

FOSFORILACION 
DE PROTEINAS 

OTRAS RESPUESTAS 
CELULARES 

Los AA.E, al interactuar con receptores sinápticos de tipo Gpl 

(NMDA) ó Gp2 (NO-NMDA) inducen 1a activación de la fosfo1ipasa C 

(PLC) y 1a hidr61isis de fosfatidi1-inosito1 4,5-difosfato (IP2) 

produciéndose diaci1 glicerol (DG) e inosito1 1.4,5-trifosfato 

(IP3) que actúan, a su vez, como segundos mensajeros provocando 

tanto 1a activación de enzimas como la proteína cinasa C (PKC), 

como la liberación de Ca++ del retículo endop1ásmico. 

(Modificado de: Mitche11. 
signa1ing (Mitche11, R.H. 
Harbar, 1987.) 

R.H. en Inosito1 1ipids .:!!l ce11u1ar 
y J.W. Putney, Eds.) Co1d Spring 
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•o5fl'OL.....,OS 

DC Mi:. ... lllA.t.A 

FIGURA 4 

METABOLISMO DEL ACJ:DO ARAQUJ:DONJ:CO 

~ PLC / 

01AC1LC.i..1ecA~ 

~ºº" 
•c100 •R•curoo...1:=c 

PRCSlAG~A.,.Dt"'•S 

Los AAE inducen 1a producción de ácido araquid6nico 
específicamente a1 interactuar con 1os receptores Gal y activar a 
1a fosfo1ipasa A 2 (PJ...A.2 ), o bien en forma inespecífica, al 
interactuar con Ios receptores Gpl ó Gp2 y activar a la 
fosfo1ipasa C (PLC). El ácido araquidónico. por la acción de las 
enzimas lipoxigenasa (LO), epoxigenasa (EO) y cicloxigenasa (CO) 
origina una serie de metabolitos que pueden actuar como segundos 
mensajeros intracelulares modificando canales, receptores y otras 
proteínas de membrana, o bien, pueden salir de la célula y actuar 
como mensajeros primarios interactuando con receptores 
específicos en cé1u1as vecinas. HETE's: aes. hidroxieicosa­
tetraenoicos. DGL: dig1icérido 1ipasa. 

Modificado de Axelrod et al. 
1.17-123. 

(1988). ~in Neurosci. 11(3): 
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1as prostag1andinas y 1os 1eucotrienos) pueden estimu1ar otros 

sistemas de segundos mensajeros-como e1-AMPc-y e1 GMPc a través 

de 1a act:Lvacióri de 1aS ·ci.c1aa·as ~~~var 1as concentraciones 

c:ltosó1ié:as de Ca ++_--y- ac~:tVa'.·i-·~>·d~:-· :~~~~-~~: dÍ.;_~Cta ·a 1a PKC y a 1a 

PLC (Axel.rod et al., .19BB) {;o':_':¡;iióh,< pu;.·den· l.iberarse y actuar como 
;.<, -. 1·.>,.~.· ,\: "". ':.·-:· 

mensajeros_ : p~=f:.~ar~~~~~~ ¿~-~-e~-~~~~~~~~-~--. con receptores membrana1es en 

otras cé1U1as.·.-o __ en-:i~ ~~~1'.11~.~ -~éi~Ía: que 1os 1ibera. 

2. RECEPTORES NO NMDA. 

Bajo este nOmbre se agrupa a tres subtipos de receptores 

para AAE: los l.l.amados de tipo quiscuál.ico (QA), de tipo ka~nico 

(KA) y de tipo de1 amino-fosfono-butirato (APB). de acuerdo con 

e1 agonista más potente para cada subtipo. Esta agrupación se 

debe a que comparten un agon:lsta (e1 G1u) y un antagonista (1a 

cianoquinoxal.~n 2,3-diona (CNQX)), y por otro l.ado, l.a curva I/V 

que se obtiene a1 estimu1ar cua1quiera de estos receptores e~ muy 

sim:l1ar y no presenta dependencia de vo1taje. Por este motivo, y 

debido también a que no se conoce 1a secuencia de aminoácidos de 

estos receptores, no se ha propuesto un mode1o esquemático, como 

en e1 caso de1 receptor de NMDA. Sin embargo, existen 

diferencias tanto farmaco16gicas (Foster y Fagg, 1984) como de 

distribución (Monaghan et ai, 1983) que permiten distinguir a 1os 

tres subtipos entre sí, como se muestra en 1a Tab1a 2. 

Los receptores de tipo APB se distinguen de 1os de KA y QA 

por su dependencia iónica, ya que s61o pueden detectarse en 

presencia de C1- y aumentan para1e1amente a1 aumento de 1as 

concentraciones de Ca++ en e1 medio (Butcber et a1, 1983). Por 

otra parte, y a diferencia de 1o que ocurre en 1a mayor parte de 
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TABLA 2 

RECEPTORES TIPO NO NMDA 

RECEPTORES DE TIPO ~ 

AGONISTAS 

QUISCUALATO 
AMPA 
L-GLUTAMATO 
~-ODAP 

RECEPTORES DE TIPO KA 

AGONISTAS 

KAINATO 
DOMOATO 
L-GLUTAMATO 
AC. ACROMELICO 

RECEPTORES DE TIPO APB 

AGONISTAS 

APB 
L-GLUTAMATO 

ANTAGONISTAS 

GDEE 
JSTX 
CNQX 

ANTAGONISTAS 

PDA 
~-GLUTAMILGLICINA 

GAMS 
CNQX 
QUINURENATO 

ANTAGONISTAS 

CNQX 

DISTRIBUCION 

AREA CAl DEL 
HIPOCAMPO 
CORTEZA CEREBRAL 
GANGLIOS BASALES 
AREAS SENSORIALES 
EN EL SNC 

DISTRIBUCION 

HIPOTALAMO 
CAPAS CORTICALES 
PROFUNDAS 
NUCLEO RETICULAR 
DEL TALAMO 
CUERPOS MAMILARES 
NUCLEO DEL PUENTE 
FIBRAS MUSGOSAS 
DEL HIPOCAMPO 

En la tab1a se muestran los agonistas y antagonistas de 1os 
distintos subtipos de receptores NO-NMDA: quiscuá1ico (QA), 
k.aínico (KA) y amino-fosfono butirato (APB), así como su 
distribución en e1 Sistema Nervioso Central. AMPA - ac. ooe.-amino-
3hidroxi-5-meti1-4-isoxazo1 propiónico; (!>-ODAP - ac. ~-N-oxa1y1-
L- <1-, p. -diamino propiónico; CNQX - 6-ciano-7-nitroquinoxa1~n-2,3-
diona; GAMS - '( -D-g1utami1 amino metl.1 sulfonato; GDEE dieti1 
ester del ac. g1utámico; JSTX - "joro spider" toxin; PDA - cis-
2,3-piperidín dicarboxi1ato. 
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l.os receptores sinápticos. l.os receptores de tipo APB no pueden 

detectarse en membranas previamente conge1adas. Estas 

pa~ti~ul.aridades han hecho que muchos autores consideren que 1os 

receptores de APB son sitios de captación de ácido g1utámico-y no 

re~eptores sinápticos (Pin et al.. 1984), con lo cual quedar~an 

excl.u!:dos de l.a cl.asificación anterior. Sin emba~go • _.,y_ __ ~omo:· l.a 

evidencia de que son recept~re~ sinápticos también e~ ?astante 

fuerte (Honoré et al, 1986; Slaughter y MiJ.ler, 1981). se> prefiere 

considerar1os como un subtipo de 1os receptores·NO-NMDA. 

Por su mecanismo de transducción (ionotrópico o 

metabotrópico). 1os receptores de NO-NMDA se han c1asificado 

también como Gc2 (aque11os que aumentan l.a conductancia a 

cationes, principal.mente a Na+ y a K+) y como Gp2 (l.os que actúan 

a través de J.a hidrólisis del. fosfatidil inositol.) (Costa et al., 

1988). Por otra parte, se ha observado que\1os agonistas de l.os 

receptores NO-NMDA e1evan J.a, concentración de nU.cl.eótido's 

cíc1icos en a1gunas áreas del. SNC co'mo el. -Cerebel.o, (Foster y 

Roberts. 1981; Novelli et al., 1987) y .la -.::etina (Anand et al, 

1985). 

II. LA RETINA COMO MODELO 

La retina presenta varias ventajas que permiten util.izarl.a 

como model.o para investigar fenómenos cuyo estudio se compl.icaría 

en otras áreas de1 Sistema Nervioso. Además de su accesibil.idad 

y l.a facil.idad de mantener1a !!!_ ~ por tiempos rel.ativamente 

pro1ongados con un mínimo daño ce1u1ar. en e1 caso de 1os 

receptores para AAE existe evidencia tanto fisiológica (Dow1ing y 

Ripps, 1973; Muraka:mi et al., 1975; Gershenfe1d y Piccol.ino. 
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1979) como bioqu:{mica (Shie11s et a1., 1981¡ López Colomé, 1981; 

1982) de que e1 transmisor uti1izado en 
·-· . ..-

1a v~S: P~~n~~Pa~· de transmisión de información de 1a retina 
!',' . . -; 

pudiera:~·~e~·.,'_g1:U~ ~asp· ·o una mo1écu1a si.mil.ar al. ácido ka:1:n::lco y., 

por --10-~tá.~tO.,,_> 18.._.oret:i.na es uno de 1.os pocos órganos en l..os que 
- -.:. -· ~·:' .· 

t-odas l..~;<c;:Éiu1as presentan receptores para AAE. 
·, __ ;•,.;;. __ 

La· retina de l.os vertebrados está constituida por seis tipos 

cel.ul.ares (F::lg.5): cinco el.ases de neuronas (1.os fotorreceptores., 

l.as cél.ul.as bipo1ares, 1.as horizontal.es, 1.as amacrinas y 1.as 

gang1ionares) y un tipo de cé1u1a g1ia1, las cé1u1as de Mül1er. 

Histol.ógicamente, 1.os cinco tipos neuronal.es están dispuestos en 

tres capas cel.u1ares interrumpidas por dos espacios sinápticos, 

1a capa p1exiforme externa (CPE) y 1a interna (CPI). En la 

primera capa ce1u1ar, 1a capa nuc1ear externa (CNE)~ se 1oca1izan 

1os cuerpos de 1os fotorreceptores y de 1as cé1u1as borizonta1es. 

En 1a CPE, estas cé1u1as hacen contacto con 1as terminaciones de 

1as cé1u1as de 1a siguiente capa nuc1ear, 1a capa nuc1ear interna 

(CNI) constituída por 1as cé1u1as bipo1ares y amacrinas. Estas 

ú1timas. a su vez, hacen contacto (en 1a CPI) con 1as cé1u1as 

gang1ionares y a1gunas amacrinas desp1azadas que constituyen 1a 

ú1tima capa ce1u1ar, 1a de 1as cé1u1as gang1ionares (CCG), cuyos 

axones se unen para formar e1 nervio óptico (NO). En a1gunos 

vertebrados. como 1os teleósteos y 1os monos de1 nuevo mundo, se 

ha descrito otro tipo ce1u1ar, 1as cé1u1as interp1exiformes, que 

1iberan dopamina y atraviesan 1a retina verticalmente comunicando 

ambas capas plexiformes (Dow1ing, 1979). 

La información en 1a retina se transmite en sentido vertica1 
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F1GURA 5 

T1POS CELULARES DE LA RET1NA 

e.E. 
R R 

Los diferentes tipos de neuronas de la retina: fotorreceptores 
(R)> cé1u1as horizontales (H), células bipolares (B), células 
amacrinas (A) y células ganglionares (G) se encuentran distribui­
das en 3 capas celulares: 1a capa nuclear externa (CNE), la capa 
nuclear interna (CNI) y la capa de células ganglionares (CCG), 
cuyos axones forman el nervio Óptico (NO). Estas capas están 
interconectadas en dos capas p1exiformes: la externa (CPE) y 1a 
interna (CPI). En la retina de las aves existe un sólo tipo de 
cé1u1a g1ia1: 1as cé1u1as de Mü11er (CM). CE cé1u1a de1 
epitelio pigmentario. 
Modificado de Ramón y Caja1 en Neurocircuitry of the Retina. A 
Caja1 Memorial. (Gallego, A. y Gouras, P. Eds.) E1sevier, New 
York, 1985. 
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de 1os fotorreceptores a las células bipolares y a l.as 

ganglionares y se modula por la actividad de las interneuronas 

amacrinas y horizontales de 1a siguiente manera: 

En 1a oscuridadJI 1os fotorreceptores se encuentran 

parcialmente despolarizados debido a una entrada cont~nua de Na+ 

(conocida como la corriente oscura de sodio) a sus segmentos 

externos (Hagins,1979). Esto provoca la liberación cont~nua de 

un neurotransmisor de tipo excitador que interactúa con 

receptores sinápticos en 1as cé1u1as bipolares y horizontales. 

De acuerdo con su respuesta a1 neurotransmisor 1:1..berado por 1os 

fotorreceptores,, 1as cé1u1as bipolares se dividen en dos 

poblaciones: 1as bipolares "OFF"~ que se despolarizan con e1 

transmisor y 1iberan entonces su propio transmisor, (también 

excitador), hacia 1as amacrinas y 1as gang1ionares, y 1as 

bipo1ares "ON", que se hiperpol.arizan con e1 transmisor. La 

respuesta de l.as bipo1ares no está determinada únicamente por e1 

efecto directo del. transmisor de 1os fotorreceptores sobre e1l.as, 

sino también por el. neurotransmisor inhibidor l.iberado por l.as 

cél.ul.as horizontal.es (muy probabl.emente GABA, en l.os vertebrados 

no mam~feros) que actúa sobre l.as bipol.ares modul.ando su 

respuesta (Dacheux et al.., 1979). 

Las cél.ul.as gang1ionares, al. igua1 que 1as bipol.ar~s, se 

dividen en "OFF", "ON" u "'ON-OFF" según se despol.arice~ o_ no con 

el. transmisor 1iberado en 1a oscuridad por 1a biPo1-~Tes. '~OFF" 

(Bl.oo~iel.d y Mil.l.er, 1.986). En este paso, son 

amacrinas l.as que modul.an- 1a informaci6n l.iberan.do ·d:l.Stintos 

neurotransmisores (ya sea excitadores o inhibidor~s)-- según l.a 

pobl.ación de amacrinas de que se trate (se han descritO al. menos 

26 



siete pob1aciones de céiuias amacrinas de acuerdo con e1 

neurotransmisor que 1iberan) (Wunk y Werb1in, 1979). 

A1 incidir 1a 1.uz sobre 1a retina, se interrumpe 1.a entrada 

de sodio a 1.os fotorreceptores con 1.o cua1 éstOs se 

biperpo1arizan y e1 transmisor deja de 1iberar.se. Esto provoca 

l.a hiperpo1.arización de 1as bipo1ares __ ·-~-º~~·-_,~Y---~~ despo1ar:i.zación 

de 1as "ON", que 1.iberan- as~. su·_prOp~o~ xi~ü"I7:0~i.:"~ns~s~r hacia 1as 

gang1ionares "ON" y "ON-OFF" (Sche1ier ·et'.;' al.·~-·, ·i986). 

Los aminoácidos parecen : ser .. »~·i,~}~~~n'~~~~-~ransmisore~ más 

uti1izados en 1a retina l.¿·~ .'·~··:?~~~~:t~br~d~'~·; . -_,. .. ~lni.Tioác:ldos 

excitadores (g1u, asp o una mo1~~~i~~:~:i:¡ni_1'.ar") .·en; ."ei: :caso de 1.os 
•e•• •. - ~".".jo,,'-•.:·,~--• e • ,. 

fotorreceptores,. bipo1ares y gclrig1¡~~~r;~ :·cMorgan, 1983). y 

B.minoácidos inhibidores: y 

una pob1ación de amacrinas, Y. ,g1.iC.ina·· para otra pobl.ación de 

amacrinas (Nea1, 1976). Otros neurotransmisores como 1a 

aceti1co1ina, l.a dopamina y a1gunos neuropéptidos se 11.beran 

únicamente por sendas pob1aciones de cél.u1as·amacrinas y, como se 

indicó anteriormente, en al.gunas especies se encuentran 1as 

cé1u1as interpl.exiformes que 1iberan dopamina (Brecha,. 1983). 

III. EMBRIOGENESIS DE LA RETINA DE POLLO 

l. ESTUDIOS HISTOLOGICOS. 

La embríogénesis de 1a retina de po11o ocurre de 1a 

siguiente manera (Mei1er, 1984): 

Primera semana (estadios 1-31 según Hamburger y Hami1ton (1951)): 

La invaginación de 1a copa Óptica entre 1os ·. d:tas 1 y 2 de 

desarrol.1o embrionario (DE) da 1.ugar a dos capas ce1u1ares de 

orígen ectodérmico. De éstas, 1.a capa inte~a es 1.a que da 
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or~gen a l.a retina neural.. Entre ios d~as 3 y 6 DE se da ei 

mayor ~ndice de mitosis y pueden distinguirse tres tipos 

cel.ul.ares: 

a) cél.ul.as ovoi.des. que se 1ocal.:lzan cerca de l.a suPe.~f:lcie 

ventricul.ar y están en m:Ltosis activa. 

b) cél.u1as monopol.ares-b:lpol.ares • que s~ '!adhi.~r~U·<a· 18. ~Uperf:lcie 

ventr:lcul.ar 

prol.ongaciones basal.es con 
:- ~ ._. 

: .. qu~, puede 

consi..derarse como .un cono de éreci.m:Le~to·:. '.\-·:· . 

Las cél.ul.as germinal.es son indi..a:t:Lngu:Lb;l.es e~t~~· .. .s:1: y- pOr l.o 

tanto no es pos:lbl.e señal.ar a 1os precursores de l.os -··distintos 

tipos cel.u1ares. Las pr:lmeras cél.ul.as que dejan de dividirse van 

a dar or~gen·a l.as cél.ul.as gangl.ionares. El. detener su ci.cl.o 

mitótico parece ser 1a señal. para que l.as cél.ul.as emigren hacia 

l.a zona ~argina1 y es durante esta migración que ocurre l.a 

dif erenci.ación y adquieren el. aspecto morf ol.ógico caracter~stico 

de 1as neuronas adul.tas. Al. terminar l.a ~rimera semana de 

desarrol.l.o. l.a m.ayor~a de 1as cél.ul.as son ya postmitóticas y 

pueden considerarse como neurob1astos. aunque aún es posibl.e 

encontrar cél.ul.as dividiéndose al. día 12 DE. Las úl.tim.as cél.ul.as 

en abandonar el. cicl.o mitótico son 1as que darán orígen a l.as 

cél.u1as bipol.ares y de Mül.l.er. 

Entre l.os días 7 y 8 DE. l.as cél.u1as gangl.ionares alcanzan 

l.a superficie vitrea1 y sus arborizaciones comienzan a formar l.o 

que será 1a CPI. 

Segunda semana (Estadios 32 ai 40): 

Uno de l.os eventos más importantes en este periodo es el. 
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inicio de 1a diferenciación de 1os f otorreceptores a partir de 

l.as cé1uias que no emigr~ron ~e 1a. superficie ventricul.ar. E1 

proceso compl.eto de ~iferené::.:tació~ abarca -tanto 1a segunda como 

1a tercera¡ ··aeman&. de incub~ción y pueden distinguirse tres 

etap_~~: -- ·-----_ 

a) _1a ~formación de1 segmento j_nterno (a1re-dedor .de1 d:ta 12 DE). 

b) 1a formación de1 segmento externo (a1rededor de1 d:!:a 16 DE). 

c) el estab1ecimiento de sinapsis con 1as cé1u1as bipo1ares y 

horizonta1es (a1rededor de1 d:!:a 19 DE). 

Entre 1os d:!:as 9 y 10 DE es posib1e identificar 1as primeras 

cél.u1as amacrinas en 1a porción basa1 de 1a CPI. Hinds y Rinda 

(1978) describieron 1a migración de 1as cél.u1as amacrinas y 

observaron que. en una pri~era etapa. 11.egan hasta l.a capa de 

cél.u1as gangl.ionares y posteriormente se dirigen hacia 1a región 

ventricu1ar. a 1a CNl.; esto expl.ica 1a existencia de al.gunas 

cél.ul.as amacrinas que permanecen en 1a CCG en 1a retina de 

anima1es adul.tos. 

Hacia el final. de 1a segunda semana. 1as cél.ul.as 

horizontal.es se ramifican profusamente y comienza a formarse l.o 

que será 1a Cl'E. 

Tercera semana (Estadios 40 al 45): 

Hacia el día 15 DE comienzan a entreiazarse 1as 

pro1ongaciones de 1as cél.u1as bipol.ares y horizontal.es con l.os 

pies terminal.es de los fotorreceptores y en e1 dí~ \1.6.· se forma· el. 

cuerpo sináptico en l.istón en l.a porción ' basal. de 1os 

fotorreceptores; sin embargo, 

aumenta significativamente basta l.os d~as.18.y 19 DE. Una vez 

que l.a retina adquiere 1a distribución ce1u1ar y conectiv~dad 
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caracter~sticas del. adu1to, es decir. hacia ei d~a 19 DE. 

comienza a formarse 1a barrera hemato-retiniana. 

Una cará.cter~Stica :interesante en e1 caso de 1as aves es que 
:··,:_.. -

l.a retina_ .. :-emb-r"i~DBfi.a.···cárece· de vascul.arización y, 
~-_:·_. ~---·:,_ .. ·.~:~:- :"»·:~:· _-' 

de astrocit,;s. !~AS!c'~ 'ei .. W.:..ico tipo de cé1ul.a g1ia1 en l.a retina de 

por l.o tanto, 

,'.' .:;_.:-·_ ":·:: : 
1as aves son , ia:- ·cé1U.1as de MÜ11er. Como en e1 caso de 1os 

as trocitos, l.as cél.ul.aS. de MÜ11er derivan de cél.Ul.as- tOtj.:jioteri-

cial.es que pueden dar orígen tanto a neuronas como a Cé1u1as 

giiaies. _Los facto~es que inducen a estas cél.ul.as a expresar el. 

genotipo d~ g1iobl.astos se desconocen, sin embargo en al.gunas 

regiones de1· SNC- como el. nervio óptico, se sabe que l.as cé1u1as 

precursoras capacidad de convertirse en neuronas 

cuando . e·stabl.ece"n contacto con l.os axones provenientes de l.a 

retina neurai (Juuriink y Fedoroff. 1980). Las céiuias de Müiier 

se diferencian como tal.es en etapas muy tempranas, aún antes de 

1a diferenciación neuronal., y forman una capa en el. borde externo 

de 1a retina que posteriormente, en el. adul.to, constituirá l.a 

membrana l.imitante externa (Uga y Smel.ser, 1973). A pesar de que 

se ha propuesto que las cé1u1as de MÜ11er son un tipo de 

astrocito al.tamente especializado (Po1yak, 1941). estas céiuias 

comparten características tanto de as trocitos como de 

oiigodendrocitos. A1 igual que 1os astrocitos, las cél.u1as de 

MÜl.l.er presentan una a1ta actividad de l.a enzima g1utamino 

sintetasa, así como los mecanismos de captación de aita afinidad 

y las enzimas de degradación de varios neurotransmisores. En 

etapas inmaduras, presentan inmunorreactividad contra ia 

vimentina, pero no contra 1a proteína acídica fibril.ar de la gl.ía 
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(GFAP), 1o cua1 permit::l.r!a c1as::l.ficar1as como protoastrob1astos. 

según 1a termino1og!a propuesta por Fedoroff y co1. (1984). La 

inmunorreactividad contra 1a GFAP (marcador de astrob1astos y 

astrocitos maduros) se ha descr::l.to en:·1as c;,~~~1as -de_.MÜ11er de 

a1gunas especies como 1a carpa (Bi8nB.mi, ~ 19,84) Y_. en 1a rata 

después de daño ocular (Bignami y Dah1, 1979). : Sin .embargo, 1as 

exc1usivos de o1igodendroc::l.tos, co~~ son ·_p~~ · t!j,emp1o una a1ta 

actividad de 1a enzima anhidrasa carbónica C .(Ghandour et a1, 

1979; Linser y Moscona, 1981) y la glicoproteina asociada a 

mi.e1ina. Debido a esto y puesto que 1as células de MÜ11er son e1 

único tipo de cé1u1a g1::l.a1 en 1a retina de las aves y e1 

principal en la retina de los demás vertebrados, se ha P'J:'.Opuesto 

que_ en este órgano desempeñan 1as funciones tanto de astrocitos 

como de o1igodendrocitos (Newman. 1986). 

2. ESTUDIOS IN VITRO. 

La diferenciación morfológica de las células de retina en 

cu1tivo la ha seguido principa1mente el grupo de Adler. que 

también estableció 1a técnica para obtener cultivos enriquecidos 

en neuronas o células g1ia1es de la retina (Adler et a1 •• 1982) 

dependiendo del sustrato utilizado y de la densidad a 1a que se 

siembren 1as cé1ulas. En los cultivos de neuronas. 1a proporción 

relativa de los distintos tipos celulares depende del momento de1 

DE en que se obtienen 1as retinas: así. si se uti1izan embriones 

de 6 días DE en 1os que la migración de las células de la retina 

apenas empieza. se obtienen básicamente células fotorreceptoras 

en el cultivo. mientras que si la siembra se hace uno o dos días 
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después (cuando 1a mayor~a de 1as cé1u1as ya se han a1ejado de_ 1a 

superficie ventricu1ar). se obtienen casi todos 1os tipos 

neurona1es. en proporciones equiva1entes a 1as que se encuentran 

en 1a retina comp1eta. A partir de estas observaciones se 11eg5-a 

1a conc1usión de que todas 1as cé1u1as de J..a retina :··~.-~~~i~~eri:: ~e· 
·~..-'_'.._ ·~;:,u,~ 

un precursor único y 1a diferenciación en unci -u·--'oºtr-O :~~~~p~::- ~ei:u;tar_ 
--~·~ -.- ~,·:.,_!· . .:·~·::::_. 

1a inducen 1os factores de1 entorno que ·en.cUentrari. ·:{:.:en· ·;··105 
···-,;•" - ... _(. ~-

distintos nivel.es de l.a migración (Adl.er y Hatiee:;\:: .1989.)\ As~; 
: -':,-~':-".; ·.':· -- {'~·.,':;o?:: 

1as cé1u1as que no emigran y por 10 tanto no entran: eD . ."< CoritaCto 

con 1os inductores. se diferencian en fotorreceptores~ 

IV. RECEPTORES PARA AAE EN LA RETINA DE ANIMALES ADULTOS 

E1 estudio bioquímico de 1os receptores en preparaciones 

membrana1es ais1adas consiste básicamente en medir 1a unión de u~ 

1igando radioactivo (a una concentración por debajo de su ~) en 

una preparación de membranas de1 tejido en estudio y su 

desplazamiento por un exceso de1 mismo compuesto (o al.gún 

aná1ogo) no radioactivo (Enna y Snyder. 1976). Preferentemente se 

uti1iza como 1igando radioactivo al agonista o antagonista más 

potente de 1a acción fisio16gica de1 supuesto transmisor natura1 

ya que estos compuestos no se metabo1izan tan rápidamente como e1 

verdadero transmisor. En e1 caso de no existir un agonista o 

antagonista con suficiente afinidad o especificidad. puede 

uti1izarse e1 compuesto postul..ado como transmisor. Con esta 

técnica genera1 es posib1e medir dos categorías de receptores: 

a) sitios de captación: 1a interacción de1 1igando con estos 

sitios está en función de 1a presencia de iones sodio en e1 
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medio. y se afecta con 1a conge1ación de 1as membranas. por 1o 

cua1 1os ensayos deben hacerse en membranas recién obtenidas, en 

un medio con g1ucosa ·y. en" pr_esencia de Na+. Presentan constantes 

de afinidad :en ·e1. ord.en micromo1ar. 

b) recep_~-~~-~-.~ -~~:1á~ticos: presentan constantes de afinidad en e1 

orden .nanom01ar··-·· L8. i.nteracci6n 1igando-receptor es independiente 

de Na+. en·erg~a Y temperatura; por 1o tanto, para diferenciar1os 

de 1os anteriores. 1os ensayos deben hacerse en membranas , 

previamente conge1adas y en un medio sin Na+ y sin g1ucosa. Los 

receptores sinápticos se c1asifican en dos grupos: postsinápticos 

y extrasinápticos; estos ú1timos comprenden a l.os 

autorreceptores, que se 1oca1izan en 1a porción de 1a cé1u1a que 

está 1iberando a1 transmisor y su acción regu1a 1a cantidad de 

transmisor 1iberado. Dado que este tipo de ensayo se hace en 

membranas ais1adas en 1as que no es posib1e distinguir ~as que 

provienen de 1as cé1u1as presinápticas de aque11as de orígen 

postsináptico, con esta técnica no es posib1e saber si 1os 

receptores medidos corresponden a receptores post o 

extrasinápticos o a una mezc1a de ambos. Por este motivo es 

necesario corre1acionar 1os estudios bioquímicos con experimentos 

e1ectrofisio16gicos en 1os que es posib1e registrar a 1as cé1u1as 

individua1mente y estudiar 1a manera en que 1os distintos 

compuestos afectan su comportamiento. 

l. RECEPTORES SINAPTICOS. 

En estudios anteriores se caracterizaron bioquímicamente 1os 

receptores sinápticos para AAE en retinas de po11os adu1tos, 

determinando as~ sus propiedades en un estado que podríamos 
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1.1amar "maduro". Para esto se estudi.aron 1.as caracter3:sticas de 

1.a unión espec~fica de, 3 H-Glu (Lopez Colomé, 1981) y 

(Lopez coiomé y somohano, 1982) como agonistas generales de 1.os 

receptores para AAE. Esto se hizo siguiendo 1a técnica que se 

describe en 1a secc~ón de Métodos. tanto en membranas de retina 

comp1eta y de fracciones subce1u1ares como en membranas de 

retinas de anima1es tratados (por inyección intraocu1ar) con 

dosis crecientes de KA (López Co1omé y Somohano. 1984). Este 

tratamiento e1imina se1ectivamente a distintas poblaciones 

celulares dependiendo de la sensibilidad de las células al 

kainato (amacrinas y bipo1ares "OFF" "> horizonta1es > bipolares 

"ON") (Morgan e Ingham. 1981). y permitió localizar los 

receptores para AAE en determinadas poblaciones celulares. 

Posteriormente. se repitieron estos estudios utilizando 1igandos 

específicos para 1os distintos subtipos de receptores: 3 H--<- -

amino hidroxi meti1 isoxazo1 propionato ( 3 H-AMPA) para 1os 

receptores de tipo QA (López Co1omé y Somohano. 1987). 3 H-kainato 

( 3H-KA) para los de KA (Somohano et al., 1988) y 3 H-carboxi 

piperazin fosfonato ( 3 H-CPP) para los de NMDA (Fig. 6). De estos 

estudios se concluyó 1o siguiente: 

a) Estudios con 1.igandos generales: 

En 1a retina de po11os adultos existen tanto receptores para 

3 H-G1u como para 3 H-Asp La unión específica de 3 H-G1u se 

1oca1iza principalmente en 1a capa p1exiforme externa de 1a 

retina y presenta una cinética saturable con un solo componente 

(~ 0.55 µM y Bmax= 15-22 pmolas/ mg proteína), mientras que 

1a de 3 H-Asp parece estar igualmente distribuida en ambas capas 

sinápticas y presenta una cinética con dos componentes en cada 
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FIGURA 6 

CARACTERISTICAS CINETICAS DE LOS RECEPTORES PARA AAE 
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La unión espec~fica de agonistas genera1es espec~ficos ( 3 R-CPP. 

y a 1os receptores de AAE muestra cinéticas 

saturab1es y de a1ta afin~dad con un so1o componente~ en e1 caso 

de 1os agonistas a receptores de tipo NO-NMDA y con dos en e1 

caso de 1a unión de 3a-CPP. 
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fracción: uno de a1ta afinidad con una ~ de ~2-40 nM y una Bmax 

de 0.4-0 •. 66 pmol.as/mg_ proteina que se !.ocal.iza en ambas 

fracciones. y otro .de b8.ja af.in~dad. con ·una de 291 nM y Bmax 
' .· -:--. ,_-_ - _-· 

4.8 pmol.as/mg proteína én l.a fracciSn P 1 y:no saturabl.e a una 

concentrac::l.6n de 1 :~ en· 1a fra_c~iOn· Pi-. 

En cuanto-·a 1a -distribuc::l.6n de 105~-re-CeJ>t-ores -que unen 3 H­

G1u y 3 H-Asp, encontramos que: 

- Las cé1u1as amacr:l.nas y 1as bipo1ares ·~OFF" tienen 1a misma 

proporción de receptores para G1u y Asp. 

- En 1as cé1u1as horizonta1es. 1a proporción de.receptores para 

Gl.u y para Asp es de 3:1. 

- Las bipo1ares "ON" parecen tener únicamente receptores para 

Asp. 

- Aproximadamente el. 28% de l.os receptores para_ Gl.u y el. 35% de 

1os de Asp corresponden a receptores postsinápticos en ~as 

cé1u1as gang1ionares y receptores posib1emente presinápticos en 

1os fotorreceptores. 

b) Estudios con 1igandos específicos: 

En 1a retina de 1os po11os adu1tos coexisten 1os receptores 

NO-NMDA (QA y KA) y l.os NMDA (medidos con 3 H-CPP): 

- Receptores de QA: En 1a retina de po11os adu1tos se encontró 

que se une a estos receptores con una cinética 

saturabl.e y de al.ta afinidad (KB=l.69 µM y Bmax=9.85 pmol.as/mg 

proteína) con un s61o componente, tanto en 1a retina comp1eta 

como en 1as fracciones subce1u1aTes. con apToximadamente 50% de 

unión específica y una distTibución semejante en 1as dos 

fracciones. También se estudió 1a capacidad para desp1azar a1 
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3 H-AMPA de a1gunos aná1ogos estructura1es de estos aminoácidos y 

del ácido iboténico sintetizados por e1 grupo de Krogsgaard-

Larsen (1984). Los desp1azadores mas potentes (con más de1 90% de 

desplazamiento) de1 3 H-AMPA fueron e1 .AMPA. e1 7-HPCA. e1 L-G1u, 

e1 QA, e1 Quin y e1 2,3,-PDA. 

- Receptores de KA: A1 medir 1a cinética'·de ia_unión de 3 H-KA se 
,.· .. :. .. 

encontró que -es saturab1e en un orden de::~~onC'eri-tr.ii.ciones entre 1 
- . '.~ :~-~ 

y 500 nM y preSenta un sólo componente ·-~-d~'.~{~~1t&> -~-~i.nidad. 

Bmax de 0.312 pmo1as/mg proteina y una ~·,de 'l.9;5'~-

con una 

- Receptores de NMDA: 
.... ' . :3 

La unión esp~c~fica de H-CPP muestra ·una 

cinética bifásica en presencia de MgC12 1 mM (~1 
2.2 pmo1/mg proteina; ~2 - 431 nM y Bmax2 

59 nM y
0
Bmax1 

9.5 pmo1/mg 

proteina). En ausencia de Mg++ únicamente puede detectarse el 

sistema de baja afinidad con 1as mismas constantes cinéticas que 

en presencia de este catión. La farmacología permitió distinguir 

entre 1os dos sitios: e1 L-Asp desp1aza a1 3 H-CPP únicamente de1 

sitio de baja afinidad. mientras que los desp1azadores más 

potentes de1 CPP unido a 1os sitios de a1ta afinidad son e1 .AMPA 

y e1 APH. 

En cuanto a 1a distribución de 1os distintos subtipos de 

receptores. por estudios e1ectrofisio16gicos Coleman y col. 

(1986) demostraron que 1.as bipolares "ON" están enriquecidas en 

receptores de tipo APB. los receptores de tipo KA se 1oca1izan en 

1as cé1u1as horizonta1es, amacrinas. gang1ionares y bipolares 

"OFF",y los de NMDA y QA en 1as células ganglionares y amacri.nas. 

2. RECEPTORES PRESINAPTICOS (AUTORRECEPTORES). 

La liberación de 1a mayoría de 1os neurotransmisores puede 
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modu1arse a través de 1a ~nteracción de1 transmisor 1iberado con 

receptores en 1a termina1 presináptica (autorreceptores). 

Genera1mente se ha observado que 1os neurotransmisores. tanto 

aque11os con efectos postsinápticos inhibidores. como 1os 

considerados transmisores excitadores. a1 interactuar con 1os 

autorreceptores inhiben 1a 1iberac~ón-· de1 transmisor. Est.a_ 

inhibición pres~náptica se ha demostrado en e1 caso de 1a 

noradrena1ina (Langen et a1 •• 1979; Reiéhenbacher et al., 1982), 

1a dopamina (Farnebo y Hamberger. 1971), el GABA (Mitchell y 

Martina. 1978; Arbilla et al., 1979), la acetilcolina (Szerb, 

1964; Polak, 1971) y la serotonina (Cerrito y Raiteri, 1979a y b; 

Gothert. 1980). por estudios en 1os que se ap1ica e1 compuest~ 

transmisor y se despolariza simu1táneamente 1a terminal ya sea 

eléctricamente o uti1izando altas concentraciones de KC1. 

A pesar de que se desconoce e1 mecanismo por e1 cua1 1a 

interacción de 1os transmisores con 1os autorreceptores puede 

inhibir 1a liberación, se ha propuesto que podrían actuar: 

- hiperpo1arizando la membrana, por ej. por estimu1ación de 1a 

ATPasa de Na+/K+ (Vizi, 1974), 

reduciendo la amplitud del potencial de acción (Vizi, 1979), 

disminuyendo 1a resistencia de 1a membrana (por ej. aumentando 

1a conductancia), con 1o cual 1a despo1arización ser~a menos 

efectiva y se liberaría menos transmisor (Dude1 y Kuff1er, 1961), 

- inactivando o bloqueando los cana1es de Ca++ sensib1es a 

voltaje (De Langen y Mulder, 1980; Gothert y Wehking, 198.0) • 

~ - ' - interfiriendo con e1 acop1amiento de 1a secreción '(starke, 

1977; Langer, 1981), o bien 

-aumentando 1os nive1es de GMPc (Pe1ayo et a1., 1977). o 
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disminuyendo 1os de AMPc (Wikberg, 1979). 

La ex:lstenc:l.a de rec~pto,res P~.esinápt:lc~s para AA.E se ha 

demostrado en_ al.gunas . ár"eaS. _del. ·_ SNC .- -~: como· el. h.:l.Pocampo (Ferkany 

et al. •• 1982; McBean y Rober_t_s, 1981)~ En 1.~ ~ét~ná de.poUo, 
.. -.:::_··. 

López éol.omé y Roberts (1987) demostraron ~~~º--~anto·::_i·os ~:~.g~~~stas 

como 1os ..-~~..-~.;nistas espedficos de i.;s 'distin~gs,)~,l11?~i;i>~; de 

receptores posts:l.tl&pticos pa~a AA.E .:1.nb-ib·~-n-: i-a·-;~::Lb~~a·c-:1..6Xí'~ de H-D-
:1:-: ', ·- :'.~· ·-, ' .. ; ': 

Aspartato estimul.ada por despol.arizac:lón CÓD.- ~:~~1-t·o·-. <-. pC:)t~sio_. 
¡)robabl.emente a través de su :lnteraci;;i.6~ -. con 

presinápticos (Fig. 7). Las caracterrsticas- farmacol.ógicas de 

estos sitios difieren de aquel.1as de l.os sitios postsinápt:l.cos 

descritos anteriormente: 

- Los antagonistas de1 receptor de tipo NMDA (APV y APH) actúan 

como agonistas parcia1es (con mayor afinidad y menor efectiv~dad) 

revirtiendo parcia1mente 1a inhibición por NMDA pero inhibiendo 

por sí mismos 1a 1iberación de 3 H-D-Asp. 

- No parece existir estereoespecificidad ya que tanto el L- .como. 

el D-glutamato. ya que a una concentración de 100 pM. ambos 

inhiben aproximadamente e1 90% de 1a 1iberación. 

- E1 NMDA y el KA no tienen un efecto aditivo. 1o cua1 indicar~a 

la interacción de ambos compuestos con un mismo receptor. 

- E1 AMPA parece actuar como un agonista parcial én el receptor 

preferente para KA. 

De estos estudios se puede concluir que 1os receptores 

presinápticos para AA.E. a1 menos en 1a retina, presentan 

características farmaco1ógicas distintas de las descritas para 

los receptores postsinápticos. 
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FIGURA 7 

INHIBICION DE LA LIBERACION DE 3n-D-ASP POR AAE 

RETINA COMPLETA 
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Los agonistas tanto de 103 receptores de NMDA como de 1os NO-NMOA 
inhiben 1a 1íberacíón de H-D-Asp estímu1ada por a1to K+ (100% en 
1a figura) en la retina comp1eta de po11os adu1tos. En 1as 
fracciones subce1u1ares, particu1armente en 1a P

1 
{fracción 

nuc1ear) se observa un patrón muy simi1ar a1 de 1a retina 
completa. y en 1a fracción P 2 (fracción s~naptosoma1 cruda) el 
NMDA tiene un efecto inhibidor más potente. Los resultados son e1 
promedio de por lo menos 3 experimentos + S.E.M. 
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3. CAPTACION. 

En cuanto a 1a ·captación de AA.E en 1a retina de anima1es 

adul.tos,_ l.os ... estud:Los de Thomas y. Redburn (1978) en ret:Lna de 
,- .----.--- --

conejos y :d.e. ,'Wh:L.te :y·· Neal. (1976) en ret:Lna de rata demuestran que 
• • I • 

existe": ·un; tTan:Spor1:8dor común para G1u y Asp • que no presenta 

estereoespec:Lf:Lc:Ldad (l.o cual. perm:Lte ut:Ll.:Lzar al. D-Asp como 

ma~cador, ya que no es metabo1.izado como 1os is6meros.L) 

depende tanto de Na+ como de energ~a. En cuanto a 1as 

pob1aciones ce1u1.ares que.p~esentan este tipo de receptores, 

parece ser que aunque_todos 1os tipos ce1u1ares de 1a retina son 

capaces de captar estos ~m-inoácidos • son 1as cé1u1as de Mül.1er 

1as que recaptan 1a mayor parte del. g1utamato :Liberado, 1.o 

~etabo1.izan a g1.utami.na (por med:Lo de 1.a enzima g1ut:amino-

sintetasa que se 1oca1iza principal.mente en estas cél.ul.as) y 

l.iberan ésta, que a su vez es captada por 1as neuronas para 

formar nuevamente g1utamato 1iberab1e (por 1a acción de 1a enzima 

m.1.tocondria1 g1utaminasa I. que se 1oca1iza en 1as termina1es 

nerviosas) (Herz. 1979) (F:Lg. 8). Recientemente se ha descrito 

también un sistema de captación e1ectrogénica para AAE en 1as 

cé1u1as de Mu11er de 1a retina de1 ajo1ote y en astrocitos de 

cerebro y se ha propuesto que 1a despo1arización de 1as cé1u1as 

g1ia1es por 1os, AAE podr~a deberse a este mecanismo (Brew y 

Attwel.l., 1987; Barb.our et al.., 1988). 

41 



. 
\ . .:· 

PIGURA 8 

INTERACC~ON NEURONA-GLIA.EN EL METABOLISMO DEL. GLUTAMATO 
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E1 g1utamato 1iberado como neurotransmisor a1 espacio sináptico 

se recapta tanto por 1as terminal.es sinápticas como por 1as 

cé1u1as g1iales. En estas Ú1timas, el glutamato se transforma en 

g1utamina, que es 1iberada nuevamente a1 medio extrace1u1ar y 

captada por las neuronas. Esta glutamina, por acción de 1a 
{ 

glutaminasa en las terminales 
\.~ 

sinápticas. origina de nuevo ácido 

g1utámico liberable ante un impulso nervioso. 

{Tomado de López Colomé, A.M. En: 
integración de funciones nerviosas 
Aréchiga, Eds.), UN.AM. 
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V. ONTOGENIA DE LOS RECEPTORES PARA AAE 

l. ESTUDIOS EN EMBRIONES 

A. RECEPTORES PARA AAE EN EL SNC DE EMBRIONES. 

Durante 1a diferenciación ce1u1ar. existe una corre1ación 

entre 1os cambios morfo1ógicos y 1os cambios bioqullnicos: as~. en 

distintos momentos de1 desarro11o es posib1e detectar 1a activi­

dad de distintas enzimas que incluso. en a1gunos casos. han 

11egado a considerarse como marcadores para ciertas etapas de1 

proceso de diferenciación (Rosenberg. 1973). Recientemente. sin 

embargo, se ha visto que 1os cambios bioquímicos no se limitan a 

1a aparición o desaparición de ciertas enzimas y v~as metabólicas 

sino que existe una verdadera "maduración" desde e1 punto de 

vista bioquímico y que 1as proteínas cuya actividad comienza a 

detectarse en un momento dado modifican sus propiedades a 1o 

1argo de 1a diferenciación ce1u1ar. En e1 Sistema Nervioso. se 

ha visto que l.os receptores sinápticos a distintos 

neurotransmisores. como por ej. e1 GABA (Stewart y Bourne. 1987) 

o 1a aceti1co1ina (Large et a1 •• 1985) así como 1os cana1es 

iónicos asociados a estos receptores (Schuetze et a1. 

presentan 1as mismas características durante e1 

1978) no 

desarro11o 

ontogenético que en 1os anima1es adu1tos. Asimismo. en 1a retina 

de po11o se ha demostrado que 1a captación de GABA aumenta a 1o 

1argo de1 desarro11o embrionario (Frederick. 1987). y que l.a 

1iberación de aceti1co1ina se incrementa durante 1a ontogenia con 

una corre1ación temporal con 1a formación y maduración de 1as 

sinapsis co1inérgicas en 1a retina (Thompson. 1982). Estas 

propiedades particu1ares de 1os receptores en momentos críticos 
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de1 desarro11o permi.ten suponer que 1os transmi.sores poseen 

funciones d~se~ntas a 1as de neurotransmi.sor c1ás~co. una de 1as 

cua1es podr~a ser un e-fe.etc trófico- sobre 1as cé1ul.as con 1.as que 

:l.nteractGan. 

En cuanto a ~os ~eceptores para AA.E durante 1a ontogen~a. se 

ha v::i.sto q\ie ;,-- :·en::· g~~er'a1. l.as futuras cé1u1as postsinápticas son 
-.' :";' 

sensi.bl.es a 1ó's AA.E antes de1 estab1ecimiento de 1as primeras 

s:l.naps:l.s ,(Woodward et a1., 1971); s:l.n embargo, 1a sensíb:l.1ídad a 

1os agonistas de 1os AAE. que podr1a corre1acionarse con ia 

próporci.6n rel.ativa de 1os d~f erentes subtipos de receptores para 

AAE funcional.es en determinado momento. varía s~gn~fi.cativamente 

durante e1 desarro11o ontogenét~co. Uno de 1os ejemp1os más 

c1arós 1o presenta e1 cerebe1o de 1a rata. cuyo desarro11o es 

esencia1mente postnata1. y en donde l.as cél.u1as de Purkinje 

-responden só1o a ios agonistas generaies a1 momento de1 

nacimiento. La sensibi1idad a estos agonistas generales aumenta 

después de1 nacimiento y aicanza un máximo entre 1os días 5 y 8; 

en cambio. l.a sens~bi1idad a 1os agonistas específicos no aparece 

sino hasta e1 día 10. momento a partir de1 cua1 e1 ácido 

quiscuá1ico se vue1ve e1 excitador más potente. En estas 

cé1u1as. 1a sens~bi1idad a1 NMOA es tempoTal.: apaTece a1 

princ~pio de 1a sinaptogénesis y disminuye durante~e1 pri.mer mes 

hasta a1canzaT 1os va1ores de1 adu1to. que son muy bajos (Dupont 

et ai •• 1987). OtTo ejemp1o 1o encontramos en e1 cuerpo estriado 

y en e1 hipocampo de rata. donde 1a potencia excitotóxica de1 QA 

y de1 KA se invierten durante e1 desarro11o: en 1os anima.1es 

inmaduros. e1 QA es a1tamente neurotóxico y 1as cé1u1as son 
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re1ativamente insensib1es a1 ácido ka{nico (Si1verstein et a1 •• 

1986; Baudry et a1 •• 1983). mientras que en 1os anima1es adu1tos 

sucede 1o contrario. Los cambios en 1os receptores para AAE no 

se 1:1..mitan a 1os receptores postsinápticos. sino que tSmbién se 

modifica 1a captación de estos atid.noácidos como demostraron 

Schmi.dt y Wol.f (1983) a1 ericontrar.un.aumento en l.a acumu1aci.6n 

de L-g1utamato y -D-aspariato-: d~-r8n-1:e·-ei- desarro11o de1 h_:l..pocamp_o. 

B. RECEPTORES PARA AAE EN.LA~RETINA EMBRIONARIA: 

. '\., :·: . e;.·.~ . : : 
~. en 

particu1ar a 1os ácidos:· kaíniC·o Y quino13:nico,, se ha estudiado 

únicamente desde e1 punto -~de· vi.Sta de su efecto neurotóxi.co. En 

estos estudios se observó.e1·efecto agudo de 1a exposición de 1as 

retinas ais1adas a distintas concentraciones de AA.E (en e1 orden 

mi1imolar para e1 ac. quino1ínico y micromolar para e1 k.ainato). 

La sensibi1idad a1 quino1inato aparece al día 9 DE y aumenta 

hasta e1 día 12 DE, afectando la capa nuclear interna de 1a 

retina (Gibson et a1., 1985). La sensi.bi.1i.dad al. KA (Gi.bson y 

Reif-Lehrer, 1984; De Nardis et al., 1988) aparece entre 1os días 

7 y 8 DE en 1as célu1as amacrinas y aumenta hasta e1 día 14,, para 

después disminuir. Entre los días 8 y 10 DE se afectan también 

1as cé1u1as horizontales, sin embargo, su sensibilidad es baja 

comparada con 1a de las cé1ulas amacrinas y no aumenta a 1o 1argo 

del. desarro11o. Las cé1ulas bipo1ares no son sensibles a 1a 

acción neurotóxica del KA hasta e1 día 12 DE y a1canzan la máxima 

susceptibil.idad a1 día 20 DE; sin embargo, a diferencia de 1o que 

ocurre con 1as cé1u1as amacrinas,. ésta no di.smi.nuye 

posteri.ormente (De Nardi.s et a1., 1985). 
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2. ESTUDIOS EN CULTIVOS CELULARES. 

A. RECEPTORES PARA AAE EN CULTIVOS DE CELULAS DEL SNC. 

Los cu1tivos de cél.u1as disociadas de Sistema Nervioso 

presentan una serie de ventajas_ para ~l. estudio de·l.os procesos 

que intervienen en 1.a diferenciación cel.ul.ar .: ., 'As~. ' en 1.os 

cul.tivos, puede modificS:rse el. med1.o extracel.ul.ar y·: ob.servarse el. 

efecto de hormonas, factóres de 'c'%'ecim:lent0, '~-·-~t~._: sobre .. esta 

diferenciaci6n. Por otra parte. 

enriquec:ldos en al.gunos t:i.pos cel.ul.ar~s ·Y_ ~n .::'iio,~:: determinar si 

1a inducción de ciertas propiedades s~ d~~~ a l.a infl.uencia de 

otros tipos cel.ul.ares o a factores intrínsecos. 

La diferenciación de l.as cél.~1.as en cul.tivo se ha estudiado 

no s61o desde el. punto de vista morfol.ógico sino también 

neuroquíud.co; 
\ 

como ejemp1os se puede citar 1a adquisición de 

se1ectividad farmaco1ógica de 1os receptores para GABA y g1icina 

en cu1tivos de neuronas de1 cerebe1o (Mori-Okamoto y Tatsuno, 

1985). En 1o que respecta a1 estudio de 1os receptores para AAE, 

ei uso de 1os cu1tivos ha permitido estudiar dos aspectos que 

hubiera sido muy difíci1 conocer en otro tipo de preparaciones: 

en primer 1ugar, 1as características e1ectrofisio1ógi.cas de 1os 

cana1es asociados a 1os receptores, y en segundo 1ugar, e1 pape1. 

de 1os AAE como factores tróficos. 

Por experimentos e1ectrofisio1ógicos se han J.ogrado 

caracterizar 1as corrientes iÓnicas provocadas por 1os agonistas 

de 1os receptores de NMDA y NO-NMDA en neuronas de1 hipocam~o 

(Jahr y Stevens, 1987), del. cerebel.o (Cul.1-Candy y Usowicz, 1987) 

y de 1a médu1a.espina1 (V1achova et a1., 1987), y en astrocitos 
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de cerebro, (Bowman y.Kimel.berg. f984) e :l.ncl.uso se ha l.l.egado a 

demostrar que 
·:..- - :. " 

posts:l.naps:l.s (Bekkers y Stevens.~ .. ''}989).: .i.a ·,fúnc:l.onal.:l.dad :de· l.os 

por 

otros métodos como por- ejem¡)1o _1a capacidad·_, de 1os ·AA.E para 

estimular 1a 1iberación de 3 H-D-Asp o de otros neurotransmisores 

como el. GABA o l.a acet:l.l.col.:1.na (P:l.n et al.., 1988; Harr:l.s y 

Mi11er, 1989) o e1 efecto trófico que tienen 1os AA.E para 

promover 1a supervivencia y 1a diferenciación ce1u1ares (Bal.azs 

et a1, 1988) y para estimular o detener 1a extensión de neuritas, 

según e1 tipo ce1u1ar de que se trate (Mattson et a1 •• 1988; 

Brewer y Cotman, 1989). 

Asimismo, en cultivo de cé1u1a~ se ha demostrado no só1o 1a 

acción ionotrópica de los AAE sino también la producción de 

segundos mensajeros en respuesta a estos compuestos. 

cultivos de cé1u1as granulares de1 cerebelo se han caracterizado 

1os receptores metabotrópicos re1acionados con 1a producción de 

GMPc (Novel.l.:I. et al.., 1987), de fosfat:l.d:l.l. :l.nos:l.tol. (N:l.col.ett:I. et 

a1 •• 1987) y de ácido araquidónico (Lazarewicz et a1., 1988). 

Por otra parte, también se han caracterizado 1os sistemas de 

captación de a1ta afinidad y 1iberación de AAE tanto en líneas 

ce1u1ares (neurob1astoma de ratón y g1ioma de rata) (Ba1car et 

a1 •• 1987) • _como en cultivos primarios de células granulares de1 

cerebelo .. ~~-~~~~.~r. et al •• 1987; Drejer et al. •• 1983), de astroc:I.-

tos, y de ri~~ronas de la corteza cerebra1 (Drejer et a1 •• 1983). 

~}::::,~-
B. RECEPTORES PARA AAE EN CULTIVOS DE CELULAS DE LA RETINA. 

En_ cuanto a 1os cultivos de cé1u1as de retina, se ha 
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demostrado que 1as cé1u1as gang1ionares de 1a retina de rata 

presentan .receptores de t:l.po NMDA que pueden med:l.ar 
·~ ' : 

e1 efecto 

neurotóxico dei- gl.utálni.C:o ··cu&~dO,·-:se- el.éva~·.- i~s cOncentraciones 
( . . . 

extrace1u1ares:': de'- ca1c:l.o (Hahn et a1., 1988). En cu1t:l..vos de 

- retina- pero no e1 
. . -- - -- -

ka.~nico.• inhibe_ -·iii.>Pr01if.eración tanto de neurob1ast~s ~omo de 

En el. caso' de l.as cé1u1as de MÜ11er. ésto sucede 

únicamente' en una etapa cr~tica (a 1os 3 DIV) d~spués de 1a c_u~1 

el. ácido g1utamato no tiene efecto (Hyndman. 1984), a1 contrar:l.o 

de l.o que sucede con 1as neuronas de 1a corteza., cuya 

vu1nerab:l..1idad al. ácido g1utámico aumenta con 1a maduración 

(Cho:!., 1985; Wah1 et a1., 1989). En 1os cu1t:l.vos de ret,:1.na de 

po11o también se ha estudiado. por autorradiograf~a. 1a 

acumu1ación de AAE y se ha viSto que aproximadamente el. 30% de 

1as cé1u1as presentes en cu1tivos de neuronas y en prácticamente 

e1'100% de 1as cé1u1as de MÜ11er captan a1 G1u con a1ta af:l.n:l.dad, 

de manera depend:l.ente de Na+ (Hyndman y Ad1er, 1982). 

48 



'' 

\; 

OBJETIVOS 

Ei estudio farmacoiógico de ios receptores para AAE en ia 

retina- dé -po11o-- durante l.a embrj,,ogénes:1.s Y. e~· cé1.ul.~s · retini.anas 

en cu1t:l..vo puede aportar evi.denc~as :1.lnpOX:t-aU~e~--,_-pS~a~ i.:mpl.icar a 

ios AAE en ios procesos de difer.enciación ·de:,· distintos tipos 

ce1ul.ares. Por este _motivo. l.os .~bj':_t_~~o~ d~\este' ~~~b-ájo fueron: 

OBJET:t.VOS GENERALES: 

l. Determinar en que momento de1 desarro11o olltogenét~co-y .de ia~ 

dife-renciac~6n in ~ aparecen 1os díf erentes t~pos de 

receptores para AAE: receptores sinápti.cos. autorreceptores~ y e1. 

sistema de captación de aita afin':i.dad. 

2. Determinar si 1os receptores para AAE sufren ca~bios en sus 

propiedades bioquím:icas durante 1a d:l..ferenciaciOn ··ce1.u1ar. 

3. Determinar si existe un paraie1o entre ia diferenciación 

bioquímica de 1as receptores para AA.E in vivo y en 1as cé1u1as en 

cuitivo. con e1 fin de estabiecer un mode1o en ei cuai sea 

posib1e estudiar 1os factores que determinan esta diferenciación. 

OBJETIVOS ESPEC1F1COS: 

1. Determinar ia aparición de ia unión específica de 3 H-G1u, 3 n­

Asp, 3 H-KA, 3 H-AMPA y 3 n-NMDA en membranas aisiadas de embriones 

de poiio de 7, 11, 14, 18 y 21 días de desarroiio embrionario. 

2. Determinar 1as caracter~sticas cinéticas de 1a unión de estos 

1igandos y 1a capacidad de agonistas y antagonistas de 1os 

diferentes subt~pos de receptores para AAE para desp1azar1os. 

3. Estab1ecer 1os métodos para 1a obtención de cu1tivos de 
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cé1u1as de la retina en 1os que predominen neuronas. o cé1ulas de 

Mül.l.er. 

4. En ambos tipos de cu1tivos. dete~~ar 1a presencia de sitios 

de unión espec;(fica para 3 H-Asp y 3 H-.ÁMPA a distintas edades de 

1os cu1t:l.vos: 1, 5, 8 y 12 DIV, as~ como 1as caracter~sticas 

cinéticas y farmaco1ógicas. de-- e.s.t:a.=- un::Lón. -

5. Determinar 1as caracter!l:st-:Lcas .de l.a l.iberación de 3 H-D-Asp 
:-···;:,, :,}·."j.",:;: _ 

de retinas de embriones·. de ~~-~.i~:(:.d~\·'·~ ·~·. -. 11, ·14> 18 y 21. 'd;(as de 
·=-'-, .. -:.·-;· ' - - . 

estim~l.ac~ón ;;-.P~ft :·~~.Y.-.-U~~~.(~}~Ción 
dependencia de é:l4.~: _ . .. ... . 

'>::.:;: .. :: ·: -- ' .;-:~~-0·· !_ -;~· 

DE, su con- a1to K+, y su 

6. D.ete·rtdnar .. ::- ei:·, ·-~~e~~·o~L4~;;;~·#S~~i.s~~~-·' -y:_·. ant~gc:>nistas 

difere~t·ea . .-·s~b~~i~~~~; ~~·~~~~,~~-~~~~-~~~S ,'par~,·~~ SObre 1a l..:Lberac:l.ón de 
·.·._~ - .;_0"'"»}.~~·.-·; 

de l.os 

3 H-D-Asp estj_inuiád1. por: al.to'.'K+, ·en···diferentes momentos de1 DE: 

7. l.l y 14 d:Cas. 
~.. . . .. _. 

7. Determinar l..as caract.erísticas c:Lnéticas y farmaco1ógicas de 

1a captación-de 3H~ri-Asp_en cul..tivos de neuronas o de cé1u1as de 

Mül.l.eT de distintas edades: 1, 5, 8 y 12 DIV. 
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MATERIAL Y METODOS 

EMBRIONES. Se obtuvieron huevos fecundados de po11os de raza 

Barred P1ymouth Rock ,(Al:'."'óur,.Hatchery. S.A. de C.V •. ) . y se 

:l.ncubaron a 37°c en. ·~~·~f~~:thoái~·~~- c0~.,50% de humedad• en un 
:_.,·. 

:l.ncubador (GaJ.ván· Hnos·:~-:·-·5:~:·A)·/'·hon5'.·ci~1os de moVi.m:lento cada hora. 

CULTIVOS. Se ut::L1::Lzó 1~ téc~::Lcadescr::Lta por Aq1er y co1. (1982) 

para obtener cul.tivos de cél.ul.as disoci.adas de retina de pol.l.o 

enriquecidos en neuronas o en cél.ul.as gl.ial.es de l.a sigui.ente 

manera: se disecaron l.as retinas de embriones de 7 días y se 

1.ncubaron durante 30 minutos a 37°C con tri.psi.na 0.25% en 

so1ución sa1ina (CMF-Hanks BSS). Se detuvo l.a tri.psi.nización por 

di1ución con ~edio mínimo de Eag1e (MEM) (Gibco) + 1% de a1búm::Lna 

y l.as cél.ul.as se disociaron mecánicamente con una pi.peta Pasteur. 

La suspensión de cé1u1as se pasó por una mal.l.a de 50 pm y se 

dil.uyó con MEM sin suero hasta obtener una concentración f ina1 de 

1.5 X 106 cé1u1as/m1 para 1os cu1tivos de cé1u1as g1ia1es. o 1 X 

106 cé1u1as/m1. para 1os cu1tivos de neuronas. De esta 

suspensión se agregó 1 m1/caja de cu1tivo de 60 mm de d~ámetro 

(Nunc) a 1a que previamente se ha añadido 1 m1 de MEM + 20% de 

suero feta1 de bovino (FCS) (Gibco). Para 1os cu1tivos de 

neuronas se utilizaron cajas pretratadas con po1i-D-1isina (0.1%) 

y FCS. y a1 5º día in vitre (DIV) se 1es agregó citosín arab::Lno 

furanósido 10-SM y se incubó durante 24 hs. con e1 fin de 

e1iminar 1as cé1u1as en mitosis activa. Las cajas p~ra 1os 

cu1tivos de cé1u1as g1ia1es no requieren ningúri tratamiento 

especia1.. E1 aspeét~ de.· est::os cu1tivos se muestra. en 1a -figura 9. 
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A 

FIGURA 9 

CULTIVOS PRIMARIOS DE RETINA DE POLLO 

B 

Las micrografías de contraste de fases muestran el aspecto de los 

cultivos enriquecidos en células gliales (A) o en neuronas (B) de 

la retina en su estado diferenciado: 12 DIV en el caso de la 

gl~a> y 5 DIV en el caso de las neuronas. Calibraci6n: la barra 

en la parte inferior derecha representa 25 pm. 
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INMUNOCITOQUl:MICA. Para determ~nar 1a pureza de 1os cu1t::l..vos se 

detectó poi .'_t&cn1..cas:-:Lnmunocitoqu1:micas. 1a presenc~a en ambos 

ti.pos de-.. cul.t:Lvo-. - dei .. 1a - protei.na ac!d:Lca f:Lbr:Ll.ar de l.a gl.!a 
·. -· ·,-

(GFAP). y_ l.a ~.enol.as,,._ espec!f:Lca de neuronas (NSE); el. aspecto de 

l.os -~_cu~ti.~#s;~de,_;~~uronas teñidos con el. anticuerpo anti._.NSE y 'de 
1os cuit·:tvóEt ·(Í~- ~é·l.~l.as de M11er con el. anticuerpo anti GFAP~~. se 

mues~~a.:»~n.:·'-~-~:. ~igura 10. Como un segundo contro1.,. se: .. -d~~¡i~inó 
1a p~~se_n~-~a /~e. sitios de unión para toxina tetáni.ca, (T~:j~~:~-~.;~~ ~ue 

··: ... ·. 
existe .ey:l..d~TI.c:f..a· de que l.a TT es un mejor marcador-;, Para· \1as 

neuronas :Lnmaduras que l.a NSE (Grothe y Uns:Lcl<.er> ';~9'as)\2?.· .•. 
En :.todos l.os_ caso~,. se aspiró- e1 medio de cul.t:ivo con ·-una 

pipeta: Pasteur y se 1avaron 1as cajas de cul.t:t.vo 3 veces '·'con 

sol.uc:Lón .· r:..:~ .. rt:l.gu~~'c,:i,a . Tri.s-aceta tos O. 02M pH 7. 4 + sacarosa O; 25 
'. "' . . ' :.!::.-:·:---· ·:_· 

M · + .. cac;i-
2

:::_: -l. ... mM + · 5% FCS. Después se procedió de manera 
-. .· :.'.'·.'· ·.·'', ,··· 

part:Lcú.l..ar .-_·para.··. l..os . distintos marcadores: 

GFAP: 
::. ::.·-:. o 
~-aa:;: cé.1.ul.as se :fijaron con metano1 a -20 C durante 5 m.in.,, 

se 1av&roU 3 veces con so1ución sa1ina amortiguada con fosfatos 

(PBS) + Tr:Ltón-X-1.00 (0.4%) y se :Lncubaron 30 m:Ln con suero de 

cabra (3 mg proteina/ml.) (Gibco). Después,, se retiró e1 suero de 

cabrá y se incubaron de 12 a 24 hs con e1 anticuerpo monocl..onal.. 

contra l.a GFAP (ICN) (1:200 en PBS) a 4°c. · Se 1.avaron con PBS y 

se incubaron 30 min. en cámara húmeda con suero de cabra anti 

:Lnmunogl.obul.:Lna G de ratón (G ~M IgG), acopl..ado a ~sotiocianato 

de f1uoresce~na (FITC) (S:Lgma) (l.:20 en PBS). Se 1.avaron y se 

montaron en PBS:gl.icerol.. (1:9) para observarl..as en un microscopio 

:Lnvert:Ldo (Ni.1<.on Di.aphot-TMD) equ:Lpado con fl.uorescenc:La. 

53 



(A): 

FIGURA 10 

INMUNOCITOQUIMICA DE LOS CULTIVOS DE NEURONAS 

Y CELULAS GLIALES DE LA RETINA 

B 

Cultivos de neuronas de retina de 5 DIV tefiidos con e1 

anticuerpo policlonal de conejo contra la enolasa específica de 

neuronas y (B): 
cultivos de células de Muller de 8 DIV teñidos 

con e1 anticuerpo monoclonal contra la proteina fibrilar acíclica 

de la glia. Aumento: 400 X. 
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NSE: Se uti1iz6 e1 mismo procedimiento que para 1a GFAP, con 

-pr:l.mer anticuerpo :9' p~1~c1ona1. 

desarroUado ~~· conejo (R..:., NSE) (Díi~op~tt~) (1: 150 en l'BS) • 1 h en 

cámara húÍíied~ ~ t~ ... pe';~t;~..: .~mb~~n:e ~; ·.·.· .. ~. ~i;. s~fi~~d~. : suero de 

:::::··:. :=~.:~;~~"fu~~~f ~~~~~;W~11&'~~:tfu¡:,:::::c 
ambiente. ·-, :; .:Y· ( :,)~~~~·--~· '.·::;~~ '-···· ~-:::'.'/ \-~>-' · · · · · 

- ,•,. -;;. ' .- •;!'~-' :''.'.::~::;'_:::/-'" 

Toxina tetánica (T~? •,(~~%: .. ~tff;~-t~~;~~-~·~~·~;~if~:'~~;}~as · C:éh1as 
con 1a TT. (1: 4, en Tris-acetato)· duTante:,2· .11,;;, a·(4 .C.;:.•é' S~ fijaron 

-, ."· ·- ··.- - .· ~ - :· :· .. · - . ,. "' · ... ·. ;. -.-· L--.-: ' - i .. - ,:· - -~-~-:~ ;,-::. ; ;~"'~._.::~'-'-L.:_· ,: ·;. - -
con :forma1:l.na 1%·.:·~~-_:p~s -~urant~- 20 'm.1.n •. ··:- ·a··/•. ,_c;_·.:y·)~e_ ··:LnCUbSrOn con 

1a antitoxina .tetán:Í..éa' de .:;aba11o (SSA: lOOO·ui/mi) (1:20. en l'BS) 

durante 1 h- :a temperatura ambiente. Después sé inCUbaron con e1 

segundo anticuerpo (anti IgG de caba11o) acop1ado a peroxidasa de 

rábano (HRP) (Sigma) (1:100 en PBS) durante 1 h a temperatura 

ambiente. La unión de1 segundo anticuerpo a1 primero se reveló 

con diaminobenzidina (0.8 mg/m1) + H2o2 (0.3%) durante 5 min. 

Entre cada paso se 1avaron 1as cajas 3 veces con PBS. Se montaron 

en ge1atina-g1icero1, y se observaron en un microscopio invertido 

(Nikon Diaphot-TMD). 

MEDICION DE RECEPTORES POSTSINAPTICOS PARA AAE: 

A) En membranas ais1adas. Se obtuvo una fracción membrana1 cruda 

a partir de 1a retina comp1eta de embriones de po11o de 7, 8, 11, 

14, 18 6 21 días de DE, o de cé1u1as cu1tivadas durante 1, 5, 8 6 

12 días. Esto se hizo por medio de choque osmótico empleando 20 

volúmenes de agua bidesti1ada y centrifugación a 45000 x g 

durante 20 min. Las membranas se 1avaron dos veces con agua 

bidesti1ada por e1 mismo procedimiento, y se congelaron en forma 
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-
de precipitado por 1o menos durante 48 hs anees de rea1izar 1os 

ensayos. Para los ensayos se descongelaron 1as membranas y se 

resuspend:f.eron en amort:f.guador Tr:f.s-HC1 O.lM_ pH 7.4_ (excepto para 

1os ensayos con 3H-AMPA en 1os - que se cuso_: Tr:f.s'-HCr 30inM pH 7. 1 + 

cac1
2 

2.5 mM + KSCN 100 mM). nli .. s't~~su~pehs:tón (O.S-1.0 mg de 

prote:f.na/ m1) se tomaron a1j'.c-uot;.s 'd.;.·: 155 _JÍ-i:' y ,se :f.ncubaron (por 
, ~ ' •:, 

tr:f.pl:f.cado) con el 1:f.gando rad:f.oact:f.vo · (25 nM) :-- 3 H-G1u (Amersham 
.. -~ .-_... -_·.,:~ ,::= 

48 C:f./mmo1), 3 H-Asp (Amersham 19~1 ci/mm~l) ~ 3 H-AMPA (NEN 27. 6 

C:f./mmo1). 3 H-KA (NEN 60 C:f./mmo1) o 3 H-NMDA (NEN 84.7 C:f./mmol), en 

presencia o ausencia de 1os distintos desp1azadores (1 mM). La 

reacción se detuvo por centrifugación después de 10 min. de 

incubación. Los precipitados se 1avaron superficialmente con 

agua a 4°C y se incubaron a temperatura ·ambiente de 12 a 24 hs en 

duodec:f.1 sulfato de sod:f.o (SDS) a1 2% • Después de este t:f.empo, 
\ 

se transfirieron a frascos y se 1es añadió 10 m1 de Tritoso1. La 

radioactividad se determinó en un contador de cente11eo 1~quido 

(Beckman LS 1701). 

B) En cé1u1as comp1etas. Se uti1izó 1a técnica descrita por 

R:f.che1son (1980) con a1gunas mod:f.f:f.cac:f.ones. Se el:f.m:f.nó e1 med:f.o 

de 1os cu1tivos de neuronas o cé1u1as g1ia1es de l. 5. 8 y 12 DIV 

y las cé1u1as se 1avaron superficia1mente con PBS. Se les agregó 

el amortiguador de1 ensayo (ígua1 que en A) y se- desprendieron 

las cé1u1as con una espátula. De esta suspensión de células 

(0.4-0.8 mg de prote:f.na/ml) se tomaron alícuotas de 155 µ1 que se 

incubaron durante 10 min en hie1o con suficiente 1igando 

radioactivo para obtener una concentración final de 25 nM~ en 

presenc~a o ausencia de los desplazadores (1 mM). La reacción se 
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-
detuvo por fi1tración. Los fi1tros (Whatman GF/B) se 1avaron con 

10 ml. de1 m:!.smo amortiguador fr~o y se deshiciero'n mediante 

agitación en· 10 ml.· de Tritoso1. La radioactividad 'se ·det.erm:l.nó· 

en un conta.dor··de· cente11eo 1~quido (Beckman LS 1701)'..' 

CARACTERIZACION ~ RECEPTORES PRESINAPTICOS PARA AAE¿._cJ~se :midió. 
'~· .. 

ia :Liberació:,. de 3 H-D-Asp (Amersham, 26 Ci/mmoi) ·'.;s'ti.mh1ada' · por. 

potasio de retinas comp1etas de embriones de ~~ií.~\ ~:~~~~·~:.::~?. s.~· 11. 

14, 18 y 21 di:as de DE y se estudió e1 efecto de i~'s w· '.sobre 

esta 1iberaci6n. Los experimentos se hicieron de 1a 'siguj,:ente 

manera: -se.'.. disecaron 1as retinas y cada una se incubó por 

separado durante 15 min a 37°c con l pC:I. de 3 H-D-Asp en medio 

Krebs-bicarbonato. Se transfirieron a medio de Krebs a 4 ºc·y se 

1avaron durante 1 min, después de 1o cua1 se co1ocaron en cámaras 

de superfus:l.Ón (l/2 retina/cámara). La superfusión se efectuó a 

un f1ujo de 1.5 m1/m:tn, 1os primeros seis minutos com medio 

Krebs-bicaTbonato norma1 (con KC1 4.7 mM), que a1 minuto 7 se 

reemp1azó por Krebs con a1to potasio (KC1 47 tnM) + 1os AAE a 

concentraciones fina1es entre 50 pM y 1 mM.. Se co1ectaron 15 

fracciones de 1.5 m.l. y se determinó 1a radioactividad en cada una 

agregando 10 ml de Tritoso1 y contándo1as en un contador de 

cente11eo 1íquido (Beckman LS 1701). A1 términar de1 experimento 

se digirieron 1as retinas incubándo1as con SDS a1 2% durante una 

hora a 60°C, y se determinó 1a cantidad de radioactividad que 

había quedado en e1 tejido. 

CARACTERIZACION DE LA CAPTACION DE AAE. Se uti1izaron cu1tivos 

de neuronas o cé1u1as de Mü11er de 1, 5, 8 ó 12 DIV. Se el.iminó 

e1 medio de cu1tivo, y 1as cé1u1as se 1avaron superficia1mente 
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con PBS. Se 1es agregó 1 m1 de medio Krebs-bicarbonato (o Tris-

Krebs para 1os ensayos sin Na+) y se preincubaron 3 min a 37°c en 

un baño con agi~~ción. Se 1es añadió 1 ml. más de medio con 

suficiente 3~~D-Asp para obtener una concentración fina1 de 250 

nM (5 nM de radioactivo puro + 245 nM de fr~o) y se incubaron 

durante 10 min adiciona1es. Pasado este tiempo. se detuvo 1a 

reacción retirando e1 medio por aspiración y 1as cé1u1as se 

1avaron 2 veces con Krebs-bicarbonato a 4°c. Para determinar 1a 

cantidad de 3 H-D-Asp incorporada. se despegaron 1as cé1u1as de 

1as cajas con una espátu1a, se pasaron a frascos con 10 m1 de 

Tritoso1 y se contaron en un contador de cente11e0 !i3:.q\iido 

(Beckman LS 1701). 

En todos 1os experimentos se determinó 1a cantidad de 

proteína por e1 método de Lowry et a1. (1951). uti1izando 

a1búm~lla sérica de bovino (Sigma) como standard. 
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RESULTADOS 

l.. RECEPTORES SINAPTICOS PARA'AA:E. 

a) Dife'Cenciación in vivo. Los resu1tados aparecen en 1a 

publ.icación número l. (p" 60): 

Somohano. F., P~J~- -Robe-rts - y A.M. López ___ Col.amé. (l.988). 

Maturationa1 chang-es -in retina1 ex'citatory-, amino acid receptors .. 

b) Diferenciación in vitro. Los resu1tados de 1a unión de 3 H-Asp 

y 3 H-AMPA a cé1u1as de retina en cu1tivo se muestran en 1a p .. 72 .. 

2. RECEPTORES PRESINAPTICOS (AUTORRECEPTORES) 

- Diferenciación in ~- E1 efecto de 1os AA.E sobre 1a 

1iberación de 3H-D-Asp estimu1ada por despo1arización se muestra 

en J.a p. 83. 

3. CAPTACION. 

- Diferenciación in ~­

publ.icación número 2: · (p; 90): 

Los resu1tados aparecen en 1a 

Somohano, F. y 'A~M~- L-6pe~-. Co1o~é. Characteristics of excitat:.ory 

amino acid uptáke-in cU1tures from neurons and g1ia from the 

retina. d.!_ Neurosci~ Res. (enviado a publ.icación). 
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I.a. RECEPTORES SINAPTICOS. Diferenciación ;!!!. ~ 

Ontogenia ~ ±2!!. receptores para AA.E 

Se determinó 1a curva de aparición de 1a unión espec~f~ca de 

receptores paTa AAE, 

como agonistas de todos 1os subtipos de 

y 3 H-AMPA, 3 H-NMDA y 3 H-KA como marcadores 

específ ícos de 1os distintos subtipos de receptores (QA, NMDA y 

KA, respect~vamente), en membranas ais1sdas de retinas de 

embriones de po11o de 7, 8~ 11, 14, 18 y 21 días de desarrollo. 

Como se observa en 1a figura l (de la publicación #1), la 

unión de 3 H-G1u y 3 H-Asp se mantiene en valores muy bajos 

(aproximadamente 0.07 pmo1as/mg proteína) al principio del DE. 

Entre los días 11 y 14 DE, la unión específ íca de 3 H-Glu aumenta 

hasta alcanzar los valores del adulto (0.3 pmolas/mg proteína). 

E1 aumento en 1~ unión espec~fica de 3R-Asp, sin embargo, no se 

observa hasta 1as etapas tardías de1 DE, entre 1os días 14 y 18. 

La unión de 1os distintos agonistas específicos varía 

también.durante e1 desarro11o onLogenético: 

- 1a unión específica de 3 H-AMPA aparece en etapas muy tempranas 

alcanzando, a 1os 7 días DE, valores de 1.0 ± 0.2 pmo1/mg 

prote~na. Este va1oT disminuye drásticamente entre ios días 7 y 

10 DE, en donde a1canzan ios va1ores de1 adu1to (0.3 pmo1/mg 

proteína). 

- 1a unión específ ~ca de 3 H-NMDA sigue un curso tempora1 sim~1aT 

a1 de1 3 H-Asp aunque posterior, ya que empieza a aumentar a 1os 

18 d~as DE, a1canzando a 1os 21 días 1os nive1es de1 adu1to. 

Puesto que ambos compuestos interactúan con e1 mismo subtipo de 

receptores para AAE, e1 desfasamiento de 1as curvas puede deberse 
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-
~_un camb~o en 1a espec~f~c~dad fannaco1óg~ca del. receptor 11 como 

se observa en la Tab1a III (del.a pub1icación Dl). 

- Los sitios de unión espec!fica para 3a-KA se detectaron 

ún:Lcamente después de 1a ec.l.osi.óri :11 con' val.or_es __ si.:t?~_18.res a l.os 

del. adul.to. 

du~ante ~ desarro1l.o ontogenético. 

Las figuras 2, 

1as curvas de saturación y l.os aná.l.i.S:l~:~.:.~d~ ,·,sd~·t:c;bard. d~:-- Í~ ún:1.6n 

especHica de 3 ll.-G1u, 31!.-Asp, 31!.~~A;~, 3~:'._~ ,en .,;~~ento~ del. 

desarrol.l.o en que sus val.ores san· má:~.·-~.'it'oS:- ~:i'l·:~:~~" e-l.. -.cas~ del. 

G1u; 18, en el. del. Asp; 7 y 8, , 'en. e1 del. AMPA y un d!a: des pues, de 

1a ec1osión. en el. e.aso_ del. KA. 

obtuvieron cinét~cas- saturab1es. de a1.ta afinidad .. ~" y con 

constantes igua1es a 1as del. adul.to en el. caso del. ,G'l:u.
1
;·:,ci.,1 Asp· y 

del. KA. 

observó un cambio tanto en el. número como en.:1a :.ai·¡.~1::1..dad de 1.os 
.~ ~ 

receptores entre 1os d!as 7 y 8 DE (KB - 0.56 ;~µM 'y Bmax - 14 .4 

pmol./mg proteina a 1os 7 DE, y~= 2.02 µMy Bmax - 37 pmol./mg 

proteina a 1os 8 DE). 

Farma.col.ogía ~ 1a unión específica ~ ~ ~ durante tl ~ 

Las Tab1as I. II y III (de 1a pub1.icación #1) muestran 1a 

farmaco1ogía de 1a unión espec!fica de 3 H-AMPA, 3 R-G1u y 3 1!.-Asp, 

respectivamente~ en d~stintos momentos de1 DE. En todos l.os 

casos se observa un aumento en 1a especificidad farmaco1ógica. 

aunque esto es más evidente en el. caso de 1os agonistas genera1es 

( 3 H-G1u y 3 H-Asp). 
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Di.scusi.ón 

Los resu1tados muestran que 1os receptores que unen G1u, 

Asp. KA,. ~A .. y ,AMPA aparecen en distintos momentos de1 DE en 1a 

retina de . 'pol.l.o. Esto apoya 1a idea de que estos compuestos 

interactúan cOn diferentes subti.pos de receptores para AA.E. A l.o 

1argo.de1·desarro11o ontogenético,. 1os receptores que unen G1u, 

Asp y AM.PA adquieren especifici.dad farma.Co1ógica y-, en e1 caso 

del. AMPA, también 1as características cinética~ d.e1 receptor de1 

adul.to. Estos cambios podrían estar re1acionados ·con a) l.a 

diferenciación de tipos ce1u1ares esp~C!:ficoS; b) el. 

estab1ecimiento de contactos sinápticos en_._1a :_re.~~n.&.··~ o e) el. 
--·. : . · ... 

acop1amiento en 1a metDbrana con otras prOte:1.n·as·:- é¡Ue ·" pudieran 

restringir 1a configur~!?:l.ón· ·=:.de;_: .. 10s· '.~~~-~~~~~~i-~~-.,, -~;·bien con 

aque11as re1acionadas -~º-~;..-1a'.>-Pf~.d~_c~~~U -~e --~~~~'.r'.1-~~:s ~en~~jeros. 
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Maturational changes in retina! excitatory amino acid receptors 

Frida Somohano1 • Peter J. Roberts2 and Ana María López-Colomé1 
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binding during thc: dcvelopment of chic\;. embryo retina. Receptor~ for AMPA are maxima\ly conccnuatcd at emhryonic day 7 (ED 7) 
and decline SOYC in subscqucnt days~ t..-Glu rcccptors are Jow until ED 11. and thc samc is true for A!.p and Nfl.tDA rcccptors which in­
crcasc at ED 14 and 18 rcspcctivc1y. Ali rcccptors. studicd undcrv.·cnt an incrcase in pharmaco1ogica1 spcciflcity. ""he reas only AMPA­
reccptors. showcd an important changc in affinity during ontogcny. Resuhs dcmons.tratc that receptor~ for cxcitatory amino acids. i.n 
thc retina suffcr maturational changc~ and suggcst that whilc Y...:MDA and aspan ate could intcract with thc samc receptor. AMPA and 
glutamatc sccm to bind to diffcrcnt si te!>. 

INTRODUCTlON 

The excitatory amino acids g\utamate (Glu) and 
aspartate (Asp) as we\1 as sorne re\ated analogucs 
havc bcen proposed as putative transmitters at the 
vertical pathways in thc '-'ertebrate retina3;·41 • sorne 
of them having. additiona11y. neurotoxic actions in 
tbis organ similar to othcr regions of thc CNstM.::?9 .

40
• 

A general approach for demonstrating this role has 
been the biochcmical and electrophysio\ogical 
characteriz.ation of spccific synaptic receptor~ for 
these compound~. Jñe existcnce of at lcast 4 typcs of 
excitatory amino acid receptors in the CNS ha~ beco 
generally acccpted: thc quisqualate type (QA) which 
has qui~qualatc and a-amino-3-hydroxy-5-methyli­
soxaz.ole-4-propionic acid (AJ\.-1PA) as thc most spe­
cific agonists and glutamate dicthyl ester (GDEE) as 
antagonist; the JV-methyl-o-aspartate 1ypc 
(NMDA). for which NMDA is thc most potent agon­
ist while 2-amino-5-aminophosphonovaleric (APV) 
and 2-amino-7-phosphonoheptanoic (APH) acids are 
specific antagonists; thc kainate typc (KA} which has 

domoate as agonist and ¡•-o-glutarnylglycine. y-o­
g1utamylaminomethy1 sulphonatc and 2.3·piperidine 
dicarboxylic acid as antagonists9 · 1 t. 50. The founh 
typc corrcsponds to rcceptOT!i. which are evident in 
the prescncc of chloride and are stimulated by catci­
um. for which thc most specific agonist is 2·amino-4-
phosphonobutyric acid (APB) 11 . 

ln the retina. the transmittcr from photorcceptors 
to horizontal and bipolar cclls is apparently of the ex­
citatory amino acid typc. Evidcncc on this subject is 
mainly physiolog.ical: at thc outer plexiform layer. L­
glu. KA and QA mimic thc cffect of thc natural trans­
mitter hyperpolarizing On bipo\ars and dcpolarizing 
Off bipolars and horizontal cells in variou~ spe­
cies:U~4.Z-..,.45<.4t>. although in sorne cases thc effect of 
QA and KA is not consistently antagonizcd by 
GDEE and y-o-glutamylglycinc rcspectively4:=..4 :-._ At 
the inner plcxiform layer. amacrinc cells seem to pos­
~ss OA as wcll as NMDA receptors. while ganglion 
cells are excited by KA. NMDA and OA~. Studies 
which have biochcmically characterized postsynaptic 
receptors for excitatory amino acids in the retina 

Corr~spondrnce: A.M. Lópcz-Colomé. Instituto de Fisiología Celular. U.N.A.M .• Apartado Postal 70-600. Ooi510 México. D.F .• 
México. 
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bave demonstratcd thc prcscncc of thc: main 4 typcs 
o{ cxcitatory amino acid reccptors dcscribcd and sug­
gcstcd that thcse reccptors coutd be cquivalcnt to 
thosc in thc CNS. and consequent\y the retina coutd 
be uscd as a moTe accessibte modet foT studying thciT 
mo1ccutar mechanisms"·19·:t..:K.:'o.~~-"". Recently. 
howeveT. reports which sugg.est a possible inteTaction 
of NMDA and KA at the same Teceptor'\.4 ha"·c Taised 
sorne doubts about such equi"·alcnce'. In spitc of the 
cvidence. a pTecise chaTacterization of the excitatory 
amino add receptor subtypes and thc establishment 
of a definite neurotransmitteT role foT these com­
pounds has been hampcred by the \ack of specificity 
of agonists and mainly of antagonist~ for these com­
pounds!>l1. 

Na ... - and ternpeTature-independent binding to 
synaptic: mernbranes. which is a\~o rc"·ersiblc and sat­
urable has beco considered as an intcraction with 
postsynaptic receptors26 • In this study wc have ana­
lyzed the binding of radioactivc analogucs which act 
at NMDA (!'H]l"MDA). QA (['H]AMPA) and KA 
(!'HJKA) receptors. as we\l as that of [3 H]L-Glu and 
[3H]L·Asp at progrcssivc stages. of embryonic de·vel­
opment of thc chick retina in ordcr to determine if ex­
dtatory amino acid receptor types appeaT at the same 
or at differcnt stagcs and at which particular stage 
each of these reccptors acquircs thc pharmacological 
and kinctic specificity charactcristic of thc adult. 
These findings in turn could be o{ hclp in the charac­
teTization and purification of a particular fonn of re­
ceptor. and for clcaring-up thc possiblc trophic de­
velopmenta\ influcnccs among thc componcnts of the 
excitator:.,.. amino acid transmitter system - uptake. 
relcase and synaptic reccptors - in thc vcnebrate 
Tetina. 

!1-1.ATERIALS A~D METHODS 

Eggs from local strain chicks wcre obtained from 
the University Animal Housc and placed in a humid 
incubator with air circulation at 37 ºC until the de­
sired embryonic age. Retinas from embryonic ages 7. 
S. 11. 14. 18. 21 and posthatching days 1-5 wcTc ex­
cis.ed and membranes were obtained a~ previously 
describcd.:!6

• Retinas were homogcnized in a glass/ 
glass homog,enizcr in 20 voh.. (w!v) of double-distiUed 
water and a\lowed to stand on ice for 15 min foT a 
complete osmotic shock. Homogenatc was centri-

fuged at 45.000 g for 20 min at 4 ºC and washcd twicc 
using the same pToccdure. PeUcl!. -vr.·ere frozen at 
-10 ºC for at least 48 h a he ad of the receptoT binding. 
assay. 

Receptor binding assay 
Membranes weTe resuspended in Tris-HC1 0.05 M. 

pH 7.4. to a pTotein concentration of 50 µg protein 
per assay. Membrane protein was incubated with the 
radioactive li¡;and: ['H]NMDA. [3 H]L-Glu. ('H]L­
Asp or [3H]KA at 25 nM concentration or with 
{3H)AMPA at 50 nl\.1 in the absence (control) or prcs­
ence of 1 m~1 of the correspondant cold compound. 
to a final vo\ume of 175µ1. AfteT a 10-rnin incubation. 
the reaction was stoppcd by centrifugation in a Beck­
man Aiñuge at 90.000 rpm for 2 mio. PeUe .. ts were su­
perficia\ly rinsed with cold water. resuspended in 0.2 
m1 of 2o/c SOS (sodium dodecyl sulfate) and digested 
on a hot plate overnlght. After the addition of 5 mt of 
Tritosol 1

:. to each sample. Tadioacti....-ity was mea­
suTed in a Packard liquid scintillation counter. and 

o 
:z: 

'ºº 

9--11 SH-AMP1"o 
0--0 5 H-L-OL.U 
- .. H-L-A•P 
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HA'TCHING 

Fig. 1. Ontogcny of binding siles. for \3H}AMPA. {~H]L-Glu. 
{'H]i..-Asp and 3H-NMDA in chic\.:,. retina\ mcmbrancs.. At thc 
indicatcd agcs.. rctina5- wcrc cxciscd and mcmbrancs. wcrc prc­
parcd as dcscribed in Mcthods.. Mcmbrancs wcrc incubatcd 
with 25 nf\.1. of thc 3H-ligand or 50 nM \'.'H}AMPA in thc ab­
$COCC (control) or prc~nce of 1 mM conccntration of thc cold 
compound~ specific binding was calculatcd by subtracting non­
spccific from total binding. Data are cxprcs~d as % of thc 
maximum binding of the samc compound. Each point rcprc· 
sen\!> thc mean of 4 s.crics of cxpcrimcnts which varicd lcss than 
lO'ñ: pcrformcd in triplicatc. 
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values were corrected for quenching and counting cf­
ficiency. ['HJAMPA binding was always peñormed 
in the presence of 100 mM KSCN and 2.5 mM 
Caet?'º. Controls for other ligands in this condition 
yiclded thc same values as in Tris-HCI alonc (not 
shown). 

Valucs for spccific binding wcre obtained by sub­
tracting the radioactivity values obtaincd in samples 
incubated in the prcsencc of cold displaccrs from the 
total radioactivity in the absenc:e of these com­
pounds. All cxperiments were periorrned in tripli­
cate. Curves were computer-analyzed by linear re­
gression'1. 

Materials 
['H]AMPA (spcc. act. 25 Cilmmol), [ 3H]N1'1.DA 

(spec. act. 84. 7 Ci/mmol and vinyldicne [3 H]KA (60 
Ci/mmol) """ere from New England Nuclear. Boston. 
MA, U.S.A. [3H]L-Glu and [3H)L·Asp were from 
Amcrsham Searle. Buckinghamshire. U.K. Specific 
cxcitatory amino acid analogues were from Tocris· 
Neuramin. Essex. U.K. All common reagents and 
drugs were from Sigma Chemical Co .• St. Louis, 
MO,U.S.A. 

RESULTS 

Ontogeny ofe:ccitatory amino acid receptors 
[3HJAMPA binding was present in the retina since 

the earlicst developmentaJ stage assayed (day 7). 

e 
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reaching valucs of 1.0 ± 0.2 pmoVmg protcin. which 
sharply declined at day 8 to 0.69 :!:: 0.1 pmoVmg pro­
tcin. from ""'·hich it stowly decreascd to adult vaJues 
(0.32 pmollmg protcin) as can be scen in Fig. 1. 

[ 3 H]L·Glu binding was extremely low (0.07 
pmoVmg protein) until days 11-14 (0.28 pmol/mg 
protein) in which it nearly reaches the adult vatucs 
(0.32 pmolimg protcin). 

lñe binding of [3H]Asp and [3H]NMDA follows a 
similar time course. bcing practically non-cxistent 
until days 14-18 at which values are comparable to 
those in the adult. NMDA binding is stightly delayed 
rcgarding L-Asp. as can be observcd in Fig. l. which 
could be due to a change in thc specificity of the re-
ceptor as shown in Table Ill. · 

[3H]K.ainate binding ·~as not observed unsit 24 h 
posthatching. 

Kinetic properties of e:ccitatory amino acid receptors 
In arder to establish if Glu binding appearcd at cm­

bryonic day 11(ED11). with the same characteristics 
we have determined previously for adult retina26 • 

specific binding Vr.·as measured within a [3 H}Gtu con­
centration of 25-2{)(X) nM. Binding was found satu­
rable. with a Bmu = 0.508 µM. as can be seen in the 
direct saturation curve (Fig. 2) and Scatchard analy­
sis (Fig. 3). [3H]Aspartate kinetics was studied for 
the same purposes at ED 18 and. as can be seen in 
Fig. 2. the saturation curve in the same concentration 
range as glutamate showed two components when 

o a OAV 1B e. d. 
~ 

E 

~ 
~ 3.0 
~ 

j 
:;:-
<f- 1.0 

~ 
ci. 

V.O 400 eoo •200 1900 2000 

[ 5H- Gau] nM [ 3 H- Asp] nM 

Fig. 2. Saturation curve of spccific (3H)G1u and [3H]Asp binding at appcarancc day. Mcmbranes werc prcparcd and binding a.u.ay was 
conductcd as dcscribcd in Mcthods. Both ligands wcrc tcstcd in a concentration rangc of 2-2000 nM. Each point rcpres.ents thc mean 
:t; S.E.M. of 4-6scparatc dctcnninations pcrformcd in tripticatc. 
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Fig. 3. Satc:hard p1ou. of spccific [3H]Olu and F'H)Asp binding 
at ED 11 and ED 18 rcspcctivcly. Tñc curve on thc lcft is. for 
Glu and thc onc on thc right for Asp. Tñe data wcrc cakulatcd 
from valucs obt.aincd for thc ~turalion curves shown in Fig. 2. 

Scatchard analysis was performed: a high affinity sys­
tem K 8 = 123 nM with Bmu = 1.3 pmol!mg protein. 
and a lower affinity component K 8 = 1.86 µM and 
Bm&I. = 10.5 pmol/mg protein (Fig. 3). In both cases 
these values are in the same range as those obtained 
for the same ligand in ·adult chick retina2

ii.. 

A saturation curve for [3H]AMPA at ED 7. in a 
concentration range from 25 nM to 2.0µM. showed a 
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high affinity systcm with K 8 ~ O.S6 µM and B;.,,,.,. ~ 
14.4 pmoVmg protcin (Fig. 4). thcsc valucs bcing 
similar to thosc obtaincd for PHJt.·Glu binding in the 
samc spccics26• Sincc a dccrcase in AMPA receptor 
binding was observcd between days 7 and 8. wc also 
performed a saturation curve at this stagc. Analysis 
of the data indicated a change in affinity. which bc­
comes 4 times lower (Ka = 2.02 µM}. togethcr with 
an incrcase in Bm.,. (37 pmol!mg protein}. as shown in 
Fig.5. 

Since specific binding of [3H]KA was not dctected 
until 24 h posthatching; kinetic charactedstics of the 
interaction were determined at 24-48 h of postnatal 
life in a concentration range of 2.5-400 nM. A single 
binding system was found showing Ka = 20 nM and 
BmaJ. = 0.375 pmol/mg protein. Sincc these ~Blues are 
in agreement with our own (unpublished data) and 
others· findings in the adult chick retina3 and differ­
ent brain regions4

q (Fig. 6). we rule out the possibility 
of any methodological problem in our assay condi­
tions obscuring binding previous to this age. 

PharmacoloKV of e.xcicatory amino acid binding 
Alrf PA binding. As can be observed in Table l. 

30 

20 

10 

.. 

.......... ~ P'"°'' ... .,, 
tea•0.!)6 ,. .. 

12 18 20 

B (pmole /mol 
Fig. 4. Saturation curve and Scatchard analysis of specific [3H)AMPA binding at ED 7. Experimcnts wcrc pcrformcd as dcscribed in 
Mcthods and Fig. 1. Thc conccntration rangc was 25 nM to 2.0µM; buffer c.ontaincd 100 ml\.t KSCN. Valucs for thc saturation curve 
(lcft) and Scatchard analysis (right) at ED 7 are cxprcsscd as the mean ± S.E.M. of 6 expcrimcnts pcrfonncd in triplicatc (e). Satu· 
ration curve at ED 8 (0) is thc mean of two indcpcndcnt cxpcriments pcrformed in triplicatc. 
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Fig. S. Sca1chard plot of thc spccific binding of l'H}AMP A at 
ED 8. Data are thc mean of two indcpendcnt cxpcrimcnts 
which varicd lcu than lOC::C-. pcrformcd in triplicatc. 

{3H]AJ\.1PA binding shows little change in pharmaco­
logical specificity fTom ED 7 up to hatching; the same 
properties Temain in posthatched retina!oO. except for 
a decrease in the capacity of L·Asp and APB for dis­
placing AMPA. "'The most effective displacers were L­
Glu, OA and KA. while APV and NMDA had ver)' 
weak displacing. effects. 
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L-Glu binding. ('H)Glu binding whcn first appar­
ent (ED 11) shows littlc spccificity which increasc~ 
with agc. Sincc ED 14 a series of analogues for thc 
•gtutamatc-typc• recep1ors readily displaced bound 
L-Glu (Table 11); howevcr. neithcr AMPA nor APV 
or KA do so. which is in agreement with previous rc­
ports in thc retina of posthatched chicks::t.. Displacc­
mcnt of L-Glu by APB. Nl\.1.DA and o-Glu decreascs 
509< from day 14 to day of hatchin¡;. 

L·Asp binding. {3H]Asp binding is obscrved only 
aftcr ED 14. at which time APB is the most potent 
displacer. The specificity of the receptor scems 10 in­
crease gradually v.-ith development. acqufring the 
typical pharmacology of N?\.1.DA receptors at day 21. 
with APV and a-amino adipate (a-AA) as the most 
effective displacers (Tat--:e 111). 

DISCUSSION 

The time of appearance of cxcitatory amino acid 
Teceptors in the CNS has been studied mainly in 
mammals such as the rat2 •1º .. and in sorne cases an in­
crease in receptors has been detected parallel to the 
establishment of synaptic contacts44

•
47

• RegaTding 
retina\ receptors for these compounds. their pres-

º 
! 
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~ 
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~ 
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~ºº 
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Bmáx•0.312 pmoles /mg 

K 8 • \9.S nM 

e 
Bouncs I Free 

(pmoles/mo/nM X 105) 

Fig. 6. Saturation curve and Scatchard analysis o{ thc spccific binding o[ \ 3H]k.ainate at 24 h posthatching. 'Jbe conccntration rangc 
uscd was from 2.S to 400 nM. Results are cxprcss.cd as thc mean ± S.E.M. or 6 indcpcndcnt expcrimcnts pcrformcd in triplica.te. Bind­
ing assay was carricd out as desc;ribcd in Fig. 1. 
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TABLE l 

DisplocrmLnt off' H}AM PA binding by analogu.rs du.rirlg drvelopmrnt 

D•ta rcprcs.cnt thc mean :t: S.E.M. or 4 indcpcndcnt cxpcrimcnu. pcñormcd in triplicatc. Mcmbranc prcparation and binding assay 
are dcsc:ribcd in Mcthods. Jncubation buffer containcd 100 mM KSCN. ED. cmbryonic days. 

Analogu.r (1 mMJ Sprcifk displacemrnt (pmol!mg protrin) 

7ED IJED 

L·Glu 1.66 =- 0.2 0.41 :± 0.03 
o-Glu 1.44 ::t 0.3 0.42 ± 0.02 
OA 1.84 ± 0.2 O.SS± 0.04 
KA 1.95 ± 0.28 0.54 ± 0.02 
L·Asp 2.1 ± 0.28 0.48 :t: o.os 
APB 2.17 ± 0.22 0.51 ± 0.02 
APV 0.268 ± O.CX>6 0.088 ± 0.006 
NMDA 0.259 ± 0.012 0.067 ± 0.005 

ence has been mainly inferrcd through the excitotox­
ic lcsions produced by compounds such as kainate 
and quinotinatc in an '"in ovo· system15•16• Studies re­
garding the action of these drugs in which the extcnt 
of the lesions has been directly correlated to the prcs­
cnce of receptors. have also been performed in tissue 
cultures of glia and neurons from chick retina15•

21
• 

Tile present study in which synaptic receptors have 
been identified through tbe direct binding of specific 
radioligands. shows that receptors for glutamate. as­
partate. KA. NMDA and AMPNOA appear at dif­
fcrent states of embryonic devclopment of the chick 
retina. supporting the assumption that each of these 

TABLE 11 

l4ED IBED 2/ED 

0.46 ±o.os 0.41 ± 0.03 0.56 ±o.os 
0.49 ± 0.04 0.39 ± 0.04 O.SS± 0.04 
0.44 ± 0.02 0.34 :t. 0.04 0.51 ±o.os 
0.46 ± 0.02 0.39± 0.01 0.63 ± 0.04 
0.47 ± 0.04 0.42± 0.02 0.38 ±o.os 
0.58 ± 0.03 0.42 ± 0.01 0.41:t.0.06 

0.106 ± 0.002 0.210± 0.01 0.194 ± 0.02 
0.073 ± 0.04 0.194 ± 0.02 0.140 ± 0.002 

compounds interacts with a different type of cxcitato­
ry amino acid receptor. 

Our rcsults regarding KA receptors demonstrate 
the absence of kainate binding at any stagc of em­
bryonic development in the retina. which is in agree­
ment with results from Hyndman21 who has demon­
strated that devetoping ncurons from cbick retina in 
culture are not ahered by KA. whereas they are se­
verely affected by the presence of µM concentrations 
of L-Gtu. Also,. in other arcas of the CNS such as ce­
rebral cortex6 and cerebellumu,. white immature 
brain is insensitive to the compound. neurotoxic ac­
tivity is present in the adult. However, KA-induced 

Displacemt:nt off H)L·Glu binding by structurally rt:lalcd compounds 

Absencc of disptacement is indicated by(-). n.d .• oot dctennined. ED. embryonic da~. Rcsulh are expresscd as thc mean± S.E.M. 
of 4-6 series of expcriments peTfonned in triplica1e. Membranes were incubated v.ith 25 nM [3H]L-Glu in thc abscnce (control) or the 
prescncc of drugs at 1 mM conccnuation. Specific dis.placemcnt was. obtaincd by subtracting binding in the presencc of analogucs from 
total binding. 

Compound (1 mM) Specific displaament (pm.ol.'mg protein) 

11 ED 14ED JBED 21ED 

L-Glu o.un ± 0.002 0.364 ± 0.13 0.304 ±o.oso 0.368 ± 0.080 
o-Glu o.oso :t. 0.001 0.360 :t. 0.016 0.260 ± 0.012 0.180 ± 0.016 
L-Asp 0.080 ± 0.031 0.048 ± 0.012 0.2B9 ± 0.018 0.257 ± 0.003 
KA 0.040 ± 0.004 0.058 ± 0.002 
QA n.d. n.d. 0.246 ± 0.011 0.166 ± O.CX)l 
GDEE 0.033 ± 0.005 0.220 ± 0.068 0.238 ± 0.016 0.225 ± 0.055 
NMDA 0.020 ± 0.002 0.128 ± 0.001 0.196 ± 0.004 0.074 ± 0.045 
a-AA O.OJO± 0.001 0.260 :t: 0.040 0.249 ± 0.012 0.264 ± 0.029 
APV 0.066 ± 0.002 0.055 ± 0.004 
APB 0.053 ± 0.004 0.280 ± 0.011 0.145 ± 0.002 0.144 ± 0.001 
AMPA 
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TABLE m 
Displactmenl o/ fH/L·hp binding by $trwcturally nhJttd corn· 
po&ut.ds Al 1 mM conctnlro.rion 

Data are thc mean ± S.E.M. o( 4-6 indcpcndcnt series or cx­
perimcnu pcrformcd in triplicatc. No di5placcmcnt is indicatcd 
by(-). ED. cmbryonic days.. 

Compowid Sptcific displacrmtnl (pmollmg protrin) 
(lmM) 

l4ED JBED 2JED 

L•A.sp 0.055%0.011 0.122±0.019 0.2.61 ±0.030 
o-Asp 0.062±0.011 0.141 :!:0.014 0.210±0.028 
L-Glu 0.147±0.012 0.233±0.033 
KA 
OA 0.133±0.014 0.131.±0.020 
NMDA 0.043%0.001 0.081 ±0.01] 0.184±0.034 
a-AA 0.084±0.016 0.100:0.016 0.290±0.012 
APV 0.106:t0.010 0.344±0.002 
APB 0.173±0.016 0.134:0.011 0.156:0.022 

damage to ganglion cells and to the inner plexiform 
laycr havc bccn reponed in chick retina as carly as 
ED 6-85 • Sincc KA has bccn shown to actas a depo­
larizing agent&S, the toxicity observcd in these cases 
coutd be due to the depolarization-induced ~tease of 
L-Glu or some related compound which in t n could 
act as a toxic agent~ since we here demonstrate that 
receptors of the glutamate-type are present since ED 
7 (Fig. 1). 

An increase in L-Glu receptors is observed at ED 
11-14. ahead of those for aspartate. lt is interesting 
to notice that according to the morphological devel­
opment of differentiated structures in the retina. 
[3H]Glu binding becomes evident at the time coated 
vesicles, which are precursors of synaptic vesicles ap­
pcar at the inner plexifonn Jayer (ED 11-12) 17

• 

AMPA receptors are present at ED 7 {Fig. 1), 
showing a single high affinity component (K8 = 0.56 
µM). Tile important decrease in affinity observed at 
ED 8 toward the value reported for the ncwborn30 (2 
µM). suggests a maturational change in the receptor. 
From the phannacological point of view. the specific­
ity of AMP A receptors increases only until ED 11, in 
which the C3pacity of APB to displace AMPA is de­
creascd (Table 1). At this stage, L-Glu and AMPA 
binding show similar properties, glutamate receptors 
acquiring stereospecificity later on (Table U). Nei­
thcr APV nor AMPA or KA displace L-Olu during 
tbc whole span of embryonic development. while 
thcy do displace bound AMPA in agreement with 
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prcvious obscrvations20.30; this suggcsts that both U· 
gands intcract with s.cparatc rcceptors47• atthough it 
does not rule out thc possibitity of a common origin 
for both sitcs. 

Receptors which bind (3H]Asp appcar later in de­
velopmcnt (Fig. 1). in temporal correlation with the 
establishment of synaptic activity at thc inncr plcxi· 
form laycr (ED 13). while thc maximum increasc in 
binding parallels the time at which two classcs of 
morphotogically diffcrent bipolars can be identified 
(ED 14)17 • suggcsting thc participation of Asp as a 
transmitter at this level. Although rcceptors show 
typical Asp-pharmacology since detectable (Table 
111), the displacing capacity of APV. a-AA and 
NMDA increases approximately 4-fold from ED 14 
to ED 21. Ontogeny of NMDA binding sites !ollows 
closely that of L-Asp, although delayed to ED 18-21. 
concomitant to the increase in pharmacological spcc­
ificity of Asp-rcceptors towards NMDA-related ana­
logues (Table JU). These rcsults seem to support 
binding of both ligands to a common site which un­
dergocs developmental changes in specificity. 

Receptors for L-Glu, L-Asp and AMPA acquirc 
specificity during development, and in the case of 
AMPA, kinetic characteristics of the adult as well. 
These changes could be related to: (1) final differ­
entiation of specific cell types; (2) onset of synapto­
genesis. or (3) the acquisition of links with specific 
membrane systems related either to the restriction of 
configuration orto specific transduction systems. 
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As for the first possibility. the high concentration 
of AMPA receptors early in development, and the 
following decrease in affinity, could reflect a popula­
tion of undifferentiated receptors giving rise to more 
specific subtypes, dueto the development of synaptic 
specificity among cells which comes about aftcr ED 
7 17

• For the Asp- and Glu-receptors this does not 
seem to be the case. since all ce U types are clc:arly dis­
tinguishable when these appear17• 

As for the second possibility. it is tempting to cor­
re late the prescnce of active synapses at ED 13 with 
the observed increase in Glu-receptors, as has bccn 
suggested for hippocampal receptors2 • However. it 
has been reported that GABAA31 and muscarinic rc-­
ceptors in the retina23 as wcll as Glu- and KA-rcccp­
tors in thc cerebellum10·•

7 .s2 precede synaptic forma­
tion. Since our findings indicatc that the same is true 
for AMP A binding si tes in the retina. we assumc that 
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the maturc characteristics or thcs.e structurcs are not 
dircctly rclatcd to thc ousct of functional syna~cs. 
but possibly to functional commitmcnt of pre- and 
postsynaptic cclls to a particular mode of transmis­
sion7. Ahernativc1y. since prcsynaptic retinal recep­
tors for Glu have been described27 .. it is possible that 
AMPA binding at ED 7 could correspond to these 
si tes. 
• A dircct trophic action of amino acids through syn­

aptic rcccptors has been demonstrated in different 
regions of the CNS including the retina32 ·33 •35 • Jn 
sorne cases. as for the cholinergic muscarinic sys­
tem2.'\ and for [3 H]muscimol binding sitcs in the chick 
retina, reccptors undergo affinity changes during de­
velopment. In the laner case. the presence of recep­
tors al1ows the trophic effect of cAMP31 ; therefore. 
the preGence of .excitatory amino acid receptors of 
the ·AMPAIQA-type at early developmental stages 
coutd be linked -io the initiation of regulatory pro­
ccsscs such as cyclic nucleotide-mediated actions. 
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In sum. we havc dcmonstratcd that receptors for 
cxcitatory amino acids in the retina differ in their 
time of cxprcssion and show changes in thcir rclative 
proportion. affinity and pharmacological specificity 
during dcvelopment. A1though the mechanisms in­
vo1ved in these changes remain to be elucidatcd. they 
could be of rclevance for the understanding of the on­
set of excitatory transmission in the vertebrate reti­
na. 
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I.b. RECEPTORES SINAPTICOS. Diferenciación in vitro. 

Se caracterizó tanto cinética como farmaco1ógicamente 1a 

unión espec~fica de 3 H-L-Asp como marcador de 1os receptores de 

tipo NMDA y 3 H-AMPA como marcador de 1os receptores de QA~ en 

cu1tivos enriquecidos en neuronas o cé1u1as g1ia1es de 1a retina 

en-distintas etapas de diferenciación. 

Unión específica de 2-H-Asp. 

La figura 11 muestra 1a curva de aparición de 1a unión de 

3 H-Asp durante 1a diferenciación de neuronas o cé1u1as g1ia1es en 

cu1tivos de distintas edades: 1, 5, 8, 12 y 15 DIV. A1 primer 

DIV, ia unión de 3 a-Asp a1canza e1 va1or más a1to tanto en 1as 

neuronas como en 1a g1ía~ aunque en ésta ú1ti~ aumenta 

nuevamente en 1os cu1tivos diferenciados (12 y 15 DIV). 

A1 estudiar 1a curva de saturación de 1a unión.de 3 a-Asp en 

una gama de concentraciones entre 12.5 nM y 1.2 pM y 'ana1izar1a 

por e1 método de Scatchard observamos, en 1os cu1tivos de 

neuronas y cé1ulas g1ia1es de todas las edades. una cinética con 

dos componentes que. sin embargo, varían dependiendo de1 tipo y 

1a edad de1 cu1tivo. En 1as neuronas (Fig. 12). el componente de 

baja afinidad muestra una ~ - 429 nM y una Bmax de 0.95 pmo1/mg 

proteína a todas 1as edades, mientras que e1 número de receptores 

de alta afinidad varía durante 1a diferenciación con una Bmax de 

0.39 pmo1/mg proteína ai primer DIV, 0.19 pmo1/mg proteína a ios 

5 DIV, y 0.24 pmo1/mg p~oteina a 1os 8 DIV, sin que cambie 1a 

afinidad (~ - 33-36 pM). En cuanto a 1as cé1u1as g1ia1es (Fig. 

13)-. a1 primer día de cu1tivo las constantes cinéticas son muy 

similares a 1as de 1os cu1tivos de neuronas de 1a misma edad (~ 
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FIGURA 11 

DESARROLLO DE LA UNION DE 3 H-ASP EN CELULAS EN CULTIVO 
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muestra 1a unión específica de 3 H-L-Asp a neuronas o 

cé1u1as g1ia1~s cu1tivadas de distintas edades: 1, 5. 8. 12 i5 15 

DIV. Los resu1tados son e1 promedio ± S.E.M. de 3 a 5 

experimentos rea1izados por trip1ícado. 
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FIGURA 12 

CINETICA DE LA UNION DE 3 H-ASP A NEURONAS EN CULTIVO 
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La unión específica de 3 H-L-Asp a neuronas de 1, 5, y 8 DIV 

muestra una cinética saturab1e con dos componentes: uno de a1ta 

afinidad (~ = 33-36 nM) y cuya Bmax varía de acuerdo con la edad 

en cultivo (0.39, 0.19 y 0.24 pmol/mg proteína a los l, 5 y 8 

DIV, respectivamente), y uno de baja afinidad, con una Ka= 429 

nM y Bmax = 0.95 pmol/mg proteína a todas las edades. 
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FIGURA 13 

CINETICA DE LA UNION DE 3H-ASP A CELULAS GLIALES 
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En 1os cu1tivos de cé1u1as 3 g1ia1es se identificaron tres 
pob1aciones de receptores para H-Asp: una de a1ta afinidad por 
e1 L-Asp con una Ka = 40 nM y Bmax = 0.88 pmol/mg proteína~ otra 
de menor afinida8 (KB = 216-440 nM y Bmax de 0.95 - 3 pmol/mg 
proteína) y otra de muy baja afinidad con una K = 1.3 µM y Bmax 
~ 6.9 pmo1/mg proteína. Los dos primeros coexis~en en 1as cé1u1as 
de l DIV (A) y 1os dos de menor afinidad en las células de 12 DIV 
(B). Cuando los receptores de las cé1u1as g1ia1es de 12 DIV se 
miden en presencia de NaCl 118 mM~ la Bmax del sistema de muy 
baja afinidad aumenta significativamente alcanzando un vaior de 
9.5 pmol/mg proteína. 
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40 nM y Bmax 

441 _nM y Bmax 

0.88 pmo1/mg prot para e1 de a1ta afinidad y ~ 

2.96 pmo1/mg prot para e1 de baja afinidad); en 

cambio, en 1os cu1ti:vC>s -diferen;:·:Lados (12 D:IV) ya no se observa 

e1. sistema de a1t1i.·~,~~n:i;-~~~:~·;.·~:·: .. én c~~bio. además del. sistema de 

baja - afinidad (que: pr~s .. :nta ~un .. '.KB - 216 nM y una Bmax de 1. 8 

pmol./mg,proteiUa). apar~ce otro con aún menor afinidad (Ka - 1.3-

pM y Bmax - 6.9 pmo1/mg proteína). E1 número de esta ú1tima 

pob1aci6n de receptores aumenta ·sigriificativamente (con un cambio 

de Bmax de 6.9 a 9.5 pmo1/mg proteína) a1 rea1izar 1os ensayos, 

en l.os cu1tivos de cél.u1as g1iaies de iz DXV, en presencia de 

NaC1 118 mM. 

La farmaco1og~a de 1a unión de 3R-Asp en cu1tivos de 1 D:IV 

(neuronas y cél.ul.as gl.ial.es inmaduras) y en neuronas y cél.ul.as 

g1ial.es maduras (8 y 12 D1V, respectivamente) se muestra en l.a 

Tabia 3. En ambos tipos de cul.tivo, l.a capacidad de l.os distintos 

anál.ogos a una concentración de 1 tnM para desplazar al. 3 H-Asp 50 

nM, co~parada con 1a de1 propio L-Asp (también 1 mM), disminuye 

significativamente con 1a diferenciación, a excepción de1 KA, e1 

QA y e1 DHKA que, en 1as cé1u1as g1ia1es, únicamente desp1azan a1 

3 R-Asp a 1os 12 D:IV. En el caso de 1as neuronas, 1a 

farmacología de la unión de 3 H-Asp presenta e1 perfi1 típico de 

1os receptores de tipo NMDA, con 1a salvedad de que e1 AMPA 

también es un potente desp1azador. Así, considerando 1a unión de 

3 R-Asp desp1azab1e por L-Asp 1 mM como e1 100% de 1a unión 

específica, los compuestos que desplazan más del 80% al primer 

D:IV, o más de1 50% a 1os 8 D:IV son e1 L- y e1 D-Asp, e1 L-G1u, e1 

NMDA, e1 APV y e1 AMPA. En 1as cé1u1as g1ia1es, en cambio, este 
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ANALOGO 
(l mM) 

TABLA 3 

FARMACOLOGIA DE LA UNION DE 3 tt-ASP 

% DE INHIBICION 

NEURONAS GLIA 
l DIV 8 DIV J. DIV 12 DIV 

L-Aspartato 100 100 100 

D-Aspartato 100 65 33 

L-Gl.utamato 91 69 66 

D-Gl.utamato 93 25 54 

Kainato 67 49 29 

Quiscual.ato 41 55 

N-metil.-DL-aspartato 98 N.D. 110 44 

amino fosfonova1erato 83 58 99 46 

amino fosf onobutirato 48 12 79 66 

GDEE 79 N.D. 101 56 

AMPA 83 51 142 53 

dihidrokainato 48 97 

DL-asp- [?-hidroxamato 17 70> .. ···. 27 

Gl.u-4-monohidroxamato 17 39 54 

GABA 

GJ.icina 

La capacidad de distintos agonistas y antagonistas de l.os 
receptores a AAE, así como de otros aminoácidos considerados como 
neu3otransmisores en el. SNC (GABA y GJ.i), para inhibir J.a unión 
de H-L-Asp a cél.ul.as de retina en cul.tivo, se comparó con l.a del. 
L-Asp (considerada aquí como el. 100%, y que corresponde a 50% de 
unión específica). Los experimentos se hicieron como se describe 
en la sección de métodos, a 4°C y en ausencia de sodio. ND - no 
determinado; - = no desp1aza. 
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perfi1 se observa únicamente en 1as cé1u1as inmadUras y a 1os 12 

DIV 1os compuestos que desp1azan más de1 50%.de1 3H~ASp.unido a1 

receptor son,. además de1 L-Asp,. e1 L- ~.:·e:~---n~ciii¡:~--~1- QA·; e1 APB. 

e1 GDEE, e1 AMPA y e1 DHKA, que es_ 1a,_f .. rmaéo1og!:a :·t!:pica de un 

receptor tipo NO-NMDA. 

~ espec!:fica ~ ~H-AMPA. 

E1 desarro11o de 1os receptores para 3 H-AMPA ·en cul.tivos 

enriquecidos en neuronas o cél.ul.as gl.ial.e~ de l.a retina se 

muestra en 1a figura 14. Como puede observarse. l.a unión 

especrfica de 3 H-AMPA varía poco a l.o 1argo de l.a diferenciación; 

sin embargo,. su evo1ución es distinta en 1as neuronas y en l.as 

cé1u1as g1ia1es. En estas úJ..timas,. hay un incremento 

significativo de l.a unión especrfica entre l.os dras 1 y 5 in 

vitro,. y a partir de ese momento se mantiene constante. En 1as 

neuronas también se observa un incremento a l.os 5 DIV; sin 

embargo, no se mantiene en este nivel. y a 1os·8 y 12 DIV presenta 

nuevamente 1os val.ores del. 1 DIV, 

La farmaco1og!:a de 1a unión de 3 H-AMPA (Tab1a 4) también.es 

distinta en las neuronas y en las cé1u1as gl.ial.es. En 1as 

neuronas. l.os desplazadores más potentes del 3 H-AMPA a todas las 

edades son los agonistas y antagonistas del recep-tor de tipo 

NMDA. aunque la potencia relativa con que estos compuestos 

despl.azan al 3 H-AMPA varía con la diferenciación: 1os agonistas 

(L-Asp y NMDA) se vuelven menos potentes que 1os antagonistas 

(APV) a 1os 12 DIV, al contrario de 1o que se observa en 1os 

primeros días in vitre. ---- Los agonistas de l.os receptores de tipo 
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FIGURA 1.4 

UN:tON ESPECIFICA DE 3 R-AMPA A CELULAS EN CULTIVO 
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La unión específica de se determinó en cu1tivos 

primarios enriquecidos en neuronas o cé1u1as g1ia1es de 1a retina 

en distintas etapas de diferenciación. Los resultados son e1 

promedio ;!: S.E.M. de 2 a 3 experimentos realizados por 

tripl..icado. 
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ANALOGO 
(1 mM) 

AMPA 

L-Glu, 

QA 

AJ!B 

AJ!V_ 

NMDA 

D-Glu 

KA 

L-Asp 

D-Asp 

GDEE 

1 

TABLA 4 

FARMACOLOGIA DE LA UNION DE 3 H-AMPA 

%-INHIBICION 

NEURONAS-

5 8 l 

100 100 100 

123 130 82_ 

34 

102 157 

19: 53 

l i.5-. :'; ·éi'~ ;j~t ~~;i~-/ .• 73 ND ND-
,,,,., .;•,.'·(''· 

55 •26 -·:.'·' -- 20 127 55 
,_.,.'• ', .'-~'.-

-155 {50 141 93 106 44 

87 24 8 ND ND 

9 22 5 ND ND 

DIV 

89 

ND 

82 -- 92 

35 10 

ND ND 

ND ND 

El porcentaje de inhibición de la unión de 3 H-AMPA (25 nM) 
por distintos análogos de 1os AAE se muestra en relación con e1 
desplazamiento por AMPA (100% que corresponde a 30% de unión 
espec~fica). Los experimentos se hicieron por triplicado como se 
describe en la sección de Métodos. a 4°C. en ausencia de sodio. 
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NO-NMDA (QA y KA). as~ como l.os isómeros D- del. gl.utamato y el. 

aspar tato eambién· desp1azan en l.os primeros DIV, 

aunque-mucho_ menos que 1os anteriores, y pierden 1a capacidad de 

desp1azario a medida que 1as cé1u1as se diferencian. En l.as 

cé1u1as g1ia1es, por e1 contrario, 1os desp1azadores más potentes 

a todas l.as edades son l.os agonistas de l.os 

receptores de tipo NO-NMDA (L-Gl.u, KA y AMPA). El. ácido 

quiscuá1ico, a pesar de no ser tan potente como 1os anteriores, 

aumenta considerab1emente su capacidad de desp1azar a1 3 H-AMPA 

conforme avanza 1a diferenciación, a1 contrario de 1o que sucede 

en 1as neuronas. Los agonistas y antagonistas de1 receptor de 

NMDA (L-Asp, NMDA y APV) son poco potentes como despl.azadores del. 

3 H-AMPA en 1as cé1u1as g1ia1es en 1os primeros días de cu1tivo, y 

pierden tota1mente 1a capacidad de desp1azar1o en 1as cé1u1as 

maduras. 

Discusión 

Los resu1tados muestran que en 1os cu1tivos de cé1u1as 

disociadas de 1a retina de po11o se expresan 1os diferentes tipos 

de receptores para AAE: NMDA y NO-NMDA. A1 igua1 que sucede 

durante e1 desarro11o ontogenético (Somohano y LÓpez Co1omé> 

1987). estos receptores adquieren especificidad farmaco10gica a 

1o 1argo de 1a diferenciación. Y> como puede inferirse por 1os 

cambios en 1a farmaco1ogía. se restringen a determinados tipos 

ce1u1ares. Así> en 1os cu1tivos de neuronas de 8 DIV parecen 

predominar 1os receptores de tipo NMDA> mientras que en 1as 

cé1u1as g1ia1es de 12 DIV es posib1e identificar receptores de 

tipo NO-NMDA, en particul.ar del. subtipo del. QA. 
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-
En 1a unión de 3 H-Asp a 1as cé1u1as g1ia1es de 12 DIV se 

observa por primera vez un sistema de baja afinidad (~ - 1.3 pM) 

que 
, ' _- '· .· .. · '. 

podr~a .cc!rrespoD.de%-.~al-;.;'.siste·ma ~·~e menor afinidad 1.8 

pM) que de 1a unión de en 

embriones de 18 d~a¡,¡','~i{;'Cv~:;:, fÍsd~a· ~ en 1a pub1icación 111). 
~-~-~- :~·>, ' •<:- ·- ~-

De 

:::::~:·.:~I~1:1~~l~~~J~t~::i:::, ~=-<~~::::~::·:: 
3 ' •d',', _,.,, é,;' '" 

unen H-:-Asp c.;n ,i~t~\af:irii.,~ad',C~ ~i eÍ orden de 40 pM). por e1 

contrari·~,-_,,.: par~cen _-1.0~a~:l~~,rs·e· .úD.'i.c-8.meút_e en ·1as neuronas de 1a 

retina;· o bie.:O. restring-ir·· su 1oca1ización· a estas cé1u1as durante 

la dife~enc~aCión ce1u1ar. 

En muchos aspectos 1a evo1uc:lón de 1os receptores para AAE 

en 1as cé1u1as en cu1tivo coincide con 1a que se observa durante 

e1 desarro11o ontogenético in ~· Esto sugiere que e1 cu1tivo 

de cé1u1as disociadas de 1a retina podría ser un buen mode1o para 

estudiar 1os factores que inducen esta evo1ución. Sin embargo., 

existen también a1gunas diferencias., como por ejemp1o e1 curso 

tempora1 de 1a aparición de 1a unión específica de 1os distintos 

1igandos., que pudieran ref1ejar 1a fa1ta de ciertas interacciones 

entre diferentes tipos ce1u1ares, y que hay que tener en cuenta 

cuando se intente hacer extrapo1aciones entre ambos sistemas. 
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2. RECEPTORES PRESINAPTICOS (AUTORRECEPTORES). 

Se estudió 1a 1iberación de 3 H-D-Asp estimu1ada por a1to 

potasio de retinas comp1etas ais1adas de embriones de po11o de 7. 

8, 11, 14, 18 y 21 d~as de desarro11o embrionario (DE), as~ como 

e1 efecto de agonistas y antagonistas de 1os receptores para AAE 

sobre esta 1iberación. La figura 15 muestra e1 contro1 en retinas 

de anima1es adu1tos. En e11a puede observarse que e1 cambio de 

un medio Krebs-bicarbonato normal a uno con 47 mM de KC1 en 

presencia de CaC12 2.5 mM produce un aumento en 1a 1iberación de 

3 H-D-Asp. La presencia de tetrodotoxina (TTX) en e1 medio de 

estimu1ación no tiene efecto sobre este aumento. 1o que imp1ica 

que 1a liberación proviene de cé1u1as que no presentan 

potenciales de acción. como se ha descrito para todas 1as cé1u1as 

de 1a retina a excepción de 1as cé1u1as amacrinas (Dow1ing, 

1979). La fa1ta de Ca++ en e1 medio de estimu1ación, por e1 

contrario, inhibe 1a 1iberación producida por e1 a1to K+ en un 

80% En 1os resu1tados de 1a liberación en 1a retina de 

embriones, e1 término "1iberación estimulada por K+" se refiere 

excl.usivamente a 1a magnitud de1 aumento en 1a 1iberación, 

ca1cu1ada como 1a diferencia entre e1 valor máximo de 

estimu1ación (a1 min. 7) y e1 va1or preestimu1ación (a1 min. 6). 

Desarro11o de l.a 1iberación de 2H-D-Asp. 

Como puede observarse en ia figura 16, a principio del. DE 

(días 7 y 8), 1a 1iberación de 3 H-D-Asp depende casi 

exclusivamente de l.a despolarización de 1as cé1ul.as. Este patrón 

se invierte a 1o largo de1 desarro1io: entre 1os días 11 y 14 e1 

83 



FIGURA 15 

ESTIMULACION DE LA LIBERACION DE 3H-D-ASP POR ALTO POTASIO 
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La gráfica muestra un contro1 en retinas de po11os adultos (n 

10-12), preincubadas con l µCi de 3 H-D-Asp. Las retinas se 

superfundieron durante 6 min con Ringer Krebs-bicarbonato y a 

partir del minuto 7 con e1 mismo medio + 47 mM KC1 en presencia 

(e) o ausencia (O) de Caci2 2.5 mM, o en presencia de TTX l pM 

(A). A1 medio sin ca1cio se 1e agregó EGTA l mM. 
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FIGURA 16 

DESARROLLO DE LA LIBERACION DE 3 H-D-ASP 

- Liberación espontánea 
o--o Liberación estimulada por 1 K+ 

------+-----1 

7 .8 11 14 

Días DE 

18 21 

La liberación espontánea (•) de 3 H-D-Asp (porcentaje liberado a1 

minuto 6 de 1a superfusión) aumenta a 1o 1argo de1 DE a1canzando 

su va1or máximo en 1as retinas de embriones de 18 días. La 

liberación estimulada por 47 mM de KCl (O) (diferencia entre e1 

porcentaje liberado a1 minuto 7 y el de1 minuto 6), por e1 

contrario, tiende a disminuir. Los datos son e1 promedio .± 

S.E.M. de 9 a 12 experimentos. 
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porcentaje de 1.iberación de con al.to K+ es 

aproximadamente e1 doble dé 1o qUe' .se- 1ibera en e1 med.io norma1. 

A partir del. día 14, 
~ ~ ' -..,, -- - " -- .. ,, ' - ' ·." ' . . . : 

mucho menor que l.a 1.iberaciG~._espontáne~a y_.a1_ día 1_8_ ]JE• el. 75% 

de 1a liberación total. 'co~r:..:~~i:ui~ á ia _1il:ieración espontánea. 

·.<.-,.' 

Dependencia·~ ca1Cio·;.:· 

dependeriCia-· ~·.'.' d~:.; ··~~·:(¿·j_"~ ·::de:'.; :::1-~- "·.1iberación 
)''.• 

La de 

(Fig. 17) se adquieré·;a1-fina1de'1a 'segun-da ·semana de incubación 
'..~-'·.: 

e·i riiismo:. patrón que se observa en el. y al.canza,_ a1 día_l4 DE~ 

adu1to en dond-e ··1Ilas. -deJ.>c 80_%- de 1a 1:Lberación depende de Ca++. 

Efecto de ~ ~.sobre 1a .liberación estimulada .E.2.E K+. 

La figura 18 múestra el. efecto de distintos análogos de 1os 

AAE sobre 1a 1iberación de 3 H-D-Asp estimul.ada por potasio 

considerada, en todos 1os casos, como e1 100%. Como agonistas de 

l.os diferentes subtipos de receptores se utilizaron KA (lmM), APB 

(lmM) y NMDA (200 ¡i.~); como antagonistas, GDEE (1 mM) y APV (200 

pM); y como agonista general., L-gl.u (50 y 100 pM). 

A los 7 DE, e1 KA es e1 único compuesto que tiene un efecto 

significativo sobre 1a liberación y, a1 contrario de 1o que se 

había observado en 1a retina de animales adu1tos, potencia 1a 

1iberación. Durante las dos primeras semanas de incubación, el. 

NMDA no afecta significativamente la liberación; sin embargo, 

otros aná.1ogos como el KA, el APB e incluso el AJ!'V inhiben 1a 

1iberaci0n, como sucede en el adulto, a partir de1 día 11 DE y e1 

efecto inhibidor del L-glu y del GDEE aumenta notablemente entre 

1os días 11 y 14 DE. 
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FIGURA 17 

DEPENDENCIA DE CALCIO DE LA LIBERACION DE 3H-D-AS~ 
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La figura muestra, con respecto a 1a cantidad de 3 H-D-Asp 

liberada durante 1 min a1 estimu1ar 1as retinas de embriones de 

distintas edades con R1.nger Krebs-bicarbonato (CaC1 2 2.5 tnM) con 

a1to potasio (100 %), e1 porcentaje 1iberado cuando e1 CaC1 2 se 

omite en e1 medio de estimu1ación y se añade EGTA l mM (O). La 

liberación dependiente de ca1cio ( •) se calcu1ó como 1a 

diferencia entre el 100% y la 1iberación independiente de Ca++. 

Los datos son el promedio de 3 a 5 experimentos. 
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FIGURA 18 

EFECTO DE LOS AAE SOBRE LA LIBERACION DE 3 H-D-ASP 

7 DE 11 DE 14 DE 

200 º/o 

100 º/o 

o 

'"' En 1a retina de po11o, 1os AAE. a 1as concentraciones indicadas 

en 1a figura, inhiben 1a 1iberación de 3 H-D-Asp estimu1ada ·por 

a1to K+ (100%) a partir de1 día 11 DE. A 1os 7 días DE, por e1 

contrario, a1gunos AAE como e1 KA potencian esta 1iberación. Los 

resu1tados son e1 promedi~ de 3 experimentos ± S-E.M. 
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Di.scusión. 

E1 efecto de 1os AAE sobre 1a 1iberación de 3R-D-Asp 

estimu1ada por a1to K+ pretende si.mu1ar e1 efecto que tendr~a e1 

transmisor --,-:1ibeT8..do sobre 1a 1iberación de ese mismo transmisor 

&~te -:un~~.:·_S:~~u~da despo1arización de 1a cé1u1a presinápt¡~-a.
0

.-~~-~, Los 

resU.1tados:·-muestran que en 1a retina de po11o. 1a regU.iS:c.i5n·:.de· 

1a ."1:1.b·~-ra.;::Ló~ de,_AAE a través de receptores pres .. in~pt':LcOS_: ocurre 
• ·-·e-· 

desde ·· etap_as ·muy tempranas de1 DE. 

_temPrSti~s·~·~- ·sin embargo. es distinta a 1a ~Ue :: ·Se observa 

a1 inicio de 1a sinaptogénesis en :ta retina. de __ po11o. Existen 

dos posibi1idades para exp1icar estos resu1tados:· 

a) que 1os receptores que median 1a inhibición presináptica en 

1os anima1es adu1tos se expresen para1e1amente a1 estab1ecimiento 
\ 

de 1os primeros contactos sinápticos (a1rededor de1 día 10 DE) y 

a 1a adquisición de 1a dependencia de Ca~ de 1a liberación de . 
En este caso• 1os efectos de algunos AAE sobre 1a 

liberación en etapas previas podrían estar mediados por otra 

población de receptores (como podrían ser 1os sitios de a1ta 

afinidad para e1 3 H-AMPA (ver pub1icación 01)). Otra posibi1idad 

es que este efecto potenciador sea un efecto inespecífico no 

mediado por receptores sino por a1gún otro mecanismo. 

b) que 1os receptores presinápticos para AA:E aparezcan en etapas 

tempranas peTo su acop1amiento con 1os mecanismos que inducen 1a 

inhibición de 1a 1iberación (ver p.39 y 40) aparezcan 

posteriormente. 
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3. CAPTACION 

Se caracteri.zó bioqu!:micamente 1a acumu1á.ci.ón de 3 a-n..:A.sp en 

cu1ti.vos de neuronas o cé1u1as g1ia1es de 1a retina de 1, s. 8 y 

12 días :1.n v:l.tro (DIV). Se encontró _que 1a captaci.ón de ~H-D-A~p-

depende de Na+ y de temperatura desde el pr:l.mer DIV (Fig. 2 de la 

pub1icación # 2) y presenta 1as siguientes características: 

Caracter~sticas cinéticas de .!!!_ captación ~ ~H-D-Asp. 

Las curvas de saturación de 1a acumulación de 3 H-D-Asp se 

muestran en la f:l.gura 4 (de la publ:l.cac:l.ón # 2). 

En los cultivos de neuronas se encontró, a todas 1as edades, 

una cinética saturable y de alta afinidad para la captación de, 

3 H-D-Asp. La afinidad de los sitios prácticamente no varía con 

la edad del cult:l.vo (Km = 8 pM al pr:l.mer DIV y 13 pM a los 5 y 8 

DIV).E1 número de sitios, sin embargo. aumenta significativamente 

entre los días 1 y 5 :l.n ~ (Vmax = 2.9 nmol/mg prote:l.na/10 

mina las 24 horas, y 23.96 nmol/mg proteina/10 min a los 5 DIV). 

y a partir de ese momento. se mantiene constante. 

En los cultivos de células de MÜ11er se determinó una 

cinética de menor afinidad (Km = 100-134 µM) que en las neuronas. 

La capacidad de este sistema de captación aumenta con la edad de1 

cultivo: Vmax - 41, 104. 215 y 118 nmolas/mg prote:l.na/10 m:l.n a 

los 1, s. 8 y 12 DIV, respectivamente. 

Farmacología de la captación de ~H-D-Asp-

En la Tabla 1 (de la publicación # 2) se muestra e1 efecto 

de inhibidores competitivos de la captación en otros sistemas (L-

Glu. L-Asp • D-Glu • ac. dihidrokaínico. DL-Asp- (!>-hidroxamato y 

Glu-4-monohidroxamato). así como de inhibidores competitivos de 
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1a un~6n de 
3

H-G1u a recepcores poscsinápcicos (GDEE, A:PV y A:PB) 

y otros L-aminoácidos no neuroactivos (L-1eu y L-1is)~ sobre 1a 

captación de en 1as cé1.u1as en cu1tivo. A una 

concentración de 500 p.M, 1os inhibidores más potentes fueron-e1 

L-G1u, e1 L-Asp y e1 DL-Asp- ~-hidroxamato. Por este motivo, se 

determinaron 1os va1ores de Ic50 para estos compuestos en 1.os 

cu1tivos de neuronas y de cé1u1as de MÜ11er de l y 8 DIV. Como 

se observa en 1a Tab1a 2 (de 1a pub1icación 02), en 1as neuronas 

se incrementa 1a potencia de estos inhibidores con 1a edad de1 

cu1tivo, mientras que en 1as cé1u1as de MÜ11er sucede 1.o 

contrario. 

También se estudió e1 efecto de algunos inhibidores 

mecabó1icos como 1a ouabaína (10-4 M) y e1 2,4-dinitrofeno1 (10-S 

M) sobre 1a captación de 3 H-D-Asp (Tab1a 3 de 1a pub1icación 82). 

En e1 caso de ambos compuestos se observó una inhibición máxima 

(a1rededor de 30%) en 1os cu1tivos de neuronas de 8 DIV y en 1os 

de cé1u1as de MÜ11er de 1 DIV. 

Discusión 

Los resultados muestran que, a1 igua1 que sucede en otras 

regiones de1 SNC, 1os sitios de captación para AA.E aparecen en 

etapas muy tempranas de1 desarro11o. En número de sitios de 

captación aumenta considerab1emente con 1a edad en cultivo tanto 

en 1as neuronas como en 1as cé1u1as de MÜ11er. Este aumento se 

da entre 1os días 1 y 5 in vitro, 1o cua1 coincide con e1 momento 

en que es posib1e reconocer morfo1ógicamente 1as primeras 

sinapsis en 1os cu1ti·vos de neuronas de la retina (Grosse et a1., 

1987). En e1 hipocampo (Schmidc y Wo1f, 1988) y en vesícu1as 

91 



sinápticas de cerebro (Kish ~t a1 •• 1989) se ha demostrado un 

aumento en 1a capacidad de 1os sistemas de captación de a1ta 

afinidad de AAE que ocurre de manera para1e1a a1 inicio de 1a 

siriapt.og~nesi.s. - En 1os cu1tivos de cé1u1as de MÜ11er. 18 

cap.acidad ··máxima de1 sistema de captación se a1canza a 1os -a niv. 

Est·o coincide con e1 aumento de 1os receptores para 3 H-Gl..u· -e~··.1a' 

retina· de ·embriones de edad equivalente (Somoha'QO y L.ópe:z C~1·o~é~_ 

1987). Los resu1tados de este trabajo sugieren. pOr 1o tanto. 

que a través de1 aumento en 1a capacidad de 1os s:l.stemaS .de 

captación podría reducirse 1a concentraci.On.eXtrace1u1ar de AAE 

a1 establecerse los primeros contactos sinápticos, evitándose as~ 

efectos excitotóxicos. 
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ABSTRACT 

3 H-D-Aspartate uptake was b~ochemica11y characterized in 

cu1tures from chick retina enriched in g1ia1 (Mü1ler) cel1s or 

neurons during progressive days in ~ (D1V). In the neurona1 

cu1tures a h~gh-aff~n~ty, Na+-dependent system was found with Km 

• 8-13 µM, and pharmacologica1 characteristics in agreement-with 

those of reuptake systems i.n other regions of the CNs·. ' - Th.e 

uptake system in glia1 ce11s showed a lo~er affinity with Km 

100-135 µM. In both cases, uptake was temperature- and.energy-

dependent. A sharp increase in the Vmax of uptake ~as observed 

in both neurona1 and g1ia1 cultures at 5 DIV, at wh~ch 

morpbologically mature synapses have been show-o to be present in 

retina1 cultures. A para11e1 increase in the pharmaco1ogica1 

specificíty of the uptake system in neuronal cultures was 

observed. with a rise in the efficiency of D-Asp. L-Asp. L-Clu 

and DL-asp- ~-hydroxarr.ate for inhibiting 3H-D-Aspartate uptake. 

Results suggest the possibility of reuptake participating in the 

regu1ation of extracellular glutamate concentration during 

deve1opcent:.. 

KEY WORDS 

EAA, uptake, deve1opment, retina. 
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1NTRODUCT10N 

Excitatory amino acids {g1utamate and aspartate) are 

co~sidered as putative neuTotransmitters ~n the VeTt~ca1--patbway 

of the vertebrate retina (Cervetto and MacNicho1, 19J2; MuTakami 

et a1., 1972; Sugawara and Negishi, 1973). The excitatory effect 

of synaptica11y re1eased g1utamate (G1u) is arrested through the 

activity of a bigh-af íinity, Na+-dependent reuptake mechanism 

COIDIIlOn to L-G1u. L-Asp and D-Asp (Logan and Snyder, 1971; Ba1car 

and Johnston, 1972), present both in g1ia1 ce11s and presynaptic 

terminals (Lund Larsen, 1978). Autoradiographic studies in 

severa~ species have shown Na+-dependent, high affinity g1utamate 

and aspartate accumu1ation in tbe retina of adu1t anima1s 

(Ehinger and Falck, 1971; Ehinger, B, 1977; Marc and Lam, 1981; 

Hampton and Redburn, 1983). G1utamate uptake has a1so been 

demonstrated in the retina of developing anima1s (Bondy and 

Purdy, 1977; Casper et al., 1980) as ~e11 as in primary cu1tures 

of both neurons and g1ia (Hyndman and Ad1er. 1982) írom the 

retina. In the adu1t retina of severa1 species such as the rat 

(~'bite and Nea1, 1976) and the rabbi~ (Thomas and Redburn, 1978), 

the uptake 

characteri.zed 

system fer EAA has a1so been biochemicai1y 

showing a h~gh-affinity uptake system with Km 

va1ues between 1 and 20 µM. and a lo~-af fínity system, with Km. -

630 µM. 

In addition to a neurotransruitter role. EA.A e>:ert a to>::ic 

action at high concentrations. ma1n1y on mature neuror.s (Baudry 

et a1. , 1983). Xore recent óa~a indicate that these co~pounds 
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are required as trophic agents during development (Mattson et: 

a1 •• 1988; Bre~er and Cotman. 1989). Zn order to subserve any of 

these functions. a precise regulation of the extracellular 

concentrat.i.~n of EA.A becomes necessary. Hence,, changes .i.n the 

biochemica1 and pharmaco1ogica1 characteristics of the uptake 

system during development could participate in this regu1ation. 

In t:h~s st:udy we have charact:erized the uptake of 3 H-D-Asp in 

progressive stages of .!!!. vitro development of neuron- and g1ia1 

ce11-enriched primary cultures from chick retina. 

MATERIALS AND METHODS 

Materia1s. Fertilized eggs from local strain chicks were 

purchased from Armour Hatchery. SA de CV (Mexico). Disposab1e 

plasticware for tissue culture was from Nunc (Denmark). 

Du1becco's Modified Eagle Medium. Feta1 Bovine Serum. and PSN 

Antibiotic Mixture Yere from Gibco Laboratories (Grand Is1and. 

1'.'Y • USA). Rabbit immunoglobulins against neuron-specific enolase 

were from Dakopatts (Denmark). D-[2,3- 3 HJ Aspartic acid (27 Ci/ 

mmo1) was from Amersham Searle (Buckinghamshíre. UK). Specif~c 

excitatory amino acid analogues ~ere from Tocris Neuramin (Essex. 

UK). A11 other chemica1s and reagents were from Sigma Chemical 

Co. (St. Louis, Mo., USA). 

Retina1 cultures. Retinal cultures were set as described by 

Ad1er et a1. (1982). Briefly. retinas were obta~ned from 7 day 

old chicken embryos. incubated 20 min ar 37°C in 0.25:: trypsi.n in 

Ca-++ and Mg++--free Hánks balancee salt so1ution (Hanks-BSS) and 

mechanica11y dissociated. Plating ~as done at lo~ density (1 X 
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106 cells/dish) on poly-D-lysine coated 60 mm petri dishes for 

neuron-enriched cu1t:ures, and at high derisity (3 X 

cells/dish) on untreated 60 mm petri dishes for flat cell-

enri.ched .c~1tures, which i.n the chi.c'k. retina are· consi.dered to be 

exclusivel.y Müller cells (Moscona, 1983). Cel.ls were grown in D-. 

MEM + 10% fetal calf serum (FCS). In neuron-enriched cultures, 

AraC was added to a final concentration of l0-5 M at 5 days in 

vitro and removed after 24 h., to avoid proliferation of dividing 

cell.s. The purity of the cu1tures "'ªs assessed by 

immunof1uoTe~.c~nce ,· usi.ng po1.yc1ona1 antibodi.es against neuron-

speci.fi.c __ eñ.Oias.e (Schmeche1 et a1., 1980) and GFAP (Bjorklund et 

al., 1985), and found to be, 95% in both types of cultures. 

Uptak~ receptors. Uptake experiments were carried out on 

cu1.tures of 1, 5, 8 and 12 days in vitro (D1V) as follows: "1hile 

sti.11 attached to petri dishes, ce11s were washed twice with 

Hanks-BSS and incubated with 2 m1 of Krebs Ringer-bicarbonate 

(NaCl llBtnM, KH2P04 1.2 mM, KCl. 4.7 tnM, CaC12 l.3mM, MgS04 l.2mM, 

NaHco
3 

10 mM & glucose 5.6mM, pH 7.4) at 37°C fer 3 min. A 

mixture of 3 H-D-Asp and D-Asp (1:50) was added to a final 

concentrat:.ion of 250 nM and ce11s were incubated fer 10 

additi.ona1 min •• after which medium was aspirated and ce11s were 

~ashed t~ice witb co1d Krebs. Ce11s ~ere detached with a rubber 

po1i.ceman,. transfeTred to via1s, and counted for radioactivity 

after the addition of 5 ml Tritosol (Fricke, 1975). Corrections 

~ere made for quencbing and counti.ng efficiency. Protei:n -was 

determined by the method of Lo~ry et al. (1951). 
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RESULTS 

Deve1opment of retinal neurons and .&.!.!.!!. ~ culture. 

Figure sho•s neuron- and glial ce11-enriched retina1 

cultures at undifferentiated (1 DlV) and differentiated (5 DlV 

for neurons and 8-12 DIV for Müller ce11s) stages. Neurons were 

considered morphologica11y differentiated at 5 DIV since -~ost 

cells had extended neurites and contacts had been estab1~shed .. 

Moreover. Grosse et al. (1987) have demonstrat'ed that 
"·' . 

structurally mature synapses as assessed by electron·· ·:nd.:d-~O:~'.·~·~py • 
are first found at this age in retinal cultures.. :'Giia1> ce11 

cultures were considered morpho1ogica11y mature at' s~·12 DIV. when 

confluence was reached. At this stage, glial cultures were 100% 

pure, as shown by immunocytochemistry. 

General characteristics of ~H-D-Asp uptake. 

3 tt-D-Asp uptake in both types of cultures was found to be 

Na+- and temperature-dependent (Fig. 2) since the first day .!!!_ 

vitro (DlV). Time course of D-Asp accumulation ~as fo1lo~ed from 

one to 45 min. As can be seen in Fig. 3. at a11 ages studied 

equilibrium ~as reached at 10 min incubation; therefore, a11 

further experiments ~ere performed at this time. 

Kinetics of ~H-D-Asp uptake in neuron- and glia-enriched cultures 

l. Neuron-enriched cultures. 3 H-D-Asp saturation curve within a 

concentration range of 10 to 1000 uM (Fig. 4) shc~ed a single 

high-affinity, saturable uptake syste~ at all ages studied, with 

Km = 7.9 J.L~ at: DJV, an¿ 13.03 pX at 5 and 8 D1V. A ten-fold 

increase in the cápacity of the uptake system ~as observed 
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bet~cen days 1 and 5 .!_!!. ~: from Vmax - 2.9 nmo1/mg prot/10 

m:l.n at 24 his, to 23"96 _nmo1/.rig prot/10 m:l.n at day 5 :l.n ~· 
> .-··. : ~~-·'.~ ~·~-;~: .:.·:::::;º~ - ·>--~ '~. 

At this- stage.:..~_>.t~~ ··1:1.Pt:á~e·' ~ystem seems to reach its final kinetic 

prop'e"rt~es : ... ~: .. !s~~:c;~\~6-~~~·>.:were ... ~o· further changes in Km or Vmax up 

mat:ure regarding 
-' ,, . ' ' 

shape- and phy.;.'~ol6g:!..,;a1 propert:l.es (Wah1 et a1. • 1989). 

2. G1ia1 ce11~enr~ched cultures. Mül1er cells show a 1o~ affinity 

3 H-D-Asp uptake system w:l.th a Km - 100-134 pM at a11 ages stud:l.ed 

(Fig. 4). An age-dependent increase in the Vmax of the system 

was observed which peaked at 8 DIV (Vmax = 215 nmo1/mg prot/10 

m~n). and progressively decreased to the value seen at 5 DIV (100 

nmo1/mg prot/10 m:l.n). 

Pharmacology and energy-dependence of ~H-D-Asp uptake in neuronal 

and glial cultures. 

Compounds kno~~ to act as cornpetit:ive 1nhibitors of 3 H-D-Asp 

uptake in other systems (L-glutamate 1 L-aspartate. D-glutamate. 

dihydrokainic acid. glutamic acid-4-monohydroxamate, and DL-

as parta te-~ -hydro>:ama te), competitive inh:l.bitors of 3 H-G1u 

bi.nding to different postsynapt:ic EAA receptor types (GDEE 1 APV. 

and APB) as we11 as other non neuroactive L-amino acids (L-

1eucine and L-lysine). ~ere tested at a concentration of 500 µM 

for their ab:l.1ity to :l.nh:l.bit 3 H-D-Asp uptake :l.n :l.mmature (1 DIV) 

and mature (8 DIV) retinal cultures (Table 1). Among these, on1y. 

L-Glu, L-Asp and DL-. .a.sp- {- -hydrcxarr.ate sho"..:ed a significant 

inhibition of uptake in both types of cultures. RegarCing the 

efficiency of t:hese co~?ounds. no chance ~as apparent: in glial 

cells between 1 anC 8 DIV, whereas ~n neurc~s. a slight increase 
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with increas~ng age was observed (Tab1e l). As for the potency 

oí these inhibitors _(Table 2), an. ,opposite change in neurons and 

g1ia1 

neurons 

Ce11s ·va~·-f'Ound--d~riTl"g. i.n ~ deve1opment: ....:hereas 

there -..,a~--:;a '~-ecrease in the 1c
50 

va1ues (main1y for 
: ; . :' ~-'- ,~; ' . ' . ·,, 

L-

g1u) from d_ay 1 to <!_S.Y 8 1V, in g1ia1 cel1s the potency of L-

G1u, L"'Asp and -,DL-Aspartate- f.>-hydroxamate decreased 50% from DlV 

1 to DIV, -8. 

lnhibitors of energy metabo1ism significant1y decreased 3H­

D-Asp accumu1ation: ouabain 10-4 M sho'Wed maxima1 inhibition (34%) 

in 8 DIV neurona1 cu1tures as we11 as in 1 D1V Mü11er ce11-

cu1tures. 2,4-D~P showed a similar inhibition pattern. being more 

potent in mature neurons and immature g1ia1 ce11s (Tab1e 3). 

These resu1ts suggest that in neurons, the energy requirement for 

uptake increases ~ith age, ~hereas in g1ia1 ce11s uptake seems to 

become independent of the ce11 energetic state as conf1uence is 

reac.hed. 

D1SCUSS10~ 

The present findings support the idea that in the retina. as 

~e11 as in other regions of the CNS, the appearance of the bigh-

affinity uptake system for excitatory amino acids is an ear1y 

event in deve1op~ent. E~ uptake has been characterized in 

diverse preparations as rat brain synaptoso~es (Logan and Snyder. 

1972), rat retina (~ñite and ~ea1, 1976). and retina1 

s:naptosomal fractions (Thooas and Reclburn, 1978). In a11 cases, 

a lo;..·-afíinity (Kit= 100 µ.."'-!) anC a hig1-.-affinity coroponent (~;:::: 

25 µ.~) ~ere found. Data in this z:=a?er shc:--..: sirni lar va1ues for 

glia and neurons respecti.vely, anC. he:-i.ce su~gest that s;stecs 
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characterized in who1e retina could correspond to the uptake into 

glia1 cells and neurons. An electrogenic g1utamáte, cran.~porc has 

been descr~bed in an e1ectrophysiologica1 preparation ~f Mu11er 

c:e11s from tiger sa1amander (Barbour et a1, -1988) :and~ axo1ot1_ 

retina (Brew and Attwe11. 1987); 

dependent on the presence of Na+. 

this process ,.:i.S abso1ute1y 

inhib:ited_by:p-c:hioromerc:uri-

pheny1su1phonate. and shows a Km in the range of 5 to 30 µM. We 

were unab1e to de te ce this system using a b'iochemica1 assay • 

which cou1d derive from using D-Asp as a marker. since ,the 

electrogeni.c uptake sy'stem shows a high degree of 

stereospecificity for L- isomers of G1u and Asp. A1ternative1y. 

che posibi1ity exists of this carrier not working in our 

preparation. since it is vo1tage-dependent. and membrane 

potential was not determined in the cultures. 

In neuronal cu1tures, a ten fo1d increase in Vmax was 

observed from the first to the fífth DIV. remaining constant 

thereafter (Fig. 4). In glia1 cultures a transient increase in 

Vmax (from 104 to 215 nmo1/mg prot/10 mín) was observed at day 8 

in which an increase in g1utamate receptors has previous1y been 

reported (Somohano and Lopez Co1ome, 1987). A similar increase in 

the capacíty of the uptake system has been reported in the 

hippocampus. the time course of which para11e1s that of 

synaptogenesis (Schmidt and Wolf, 1988). In brain synaptic 

vesicles. a ten-fo1d increase in glutamate uptake has a1so been 

shown bet~een postnatal days 10 ancl 30, associated to the acti~e 

period of synapse fo~ation (Kish et al .• 1989). In ret:ina1 

cultures, the onset of syr..aptoge~esis has been sho~"Tl to occur at 

day five in vitre (Gros.se et a1 .• 1987). ~hich correlates with 

101 



the observed r~se :i.n the capacity of the uptake system both ~n 

neurons and g1~a1 ce11s at th~s stage (F~g. 4). 

Besides ~ts proposed ro1e as a classiCa1 neurotransmitter or 

as a neurotoxin. a ro1e for g1utamate as a troph~c factor in 

cr~t~ca1 ~tag~s of· 
--

d.e-ve1opmen ~ has- -a1so--- be en- demonstrated 

' (Mattson and Katér. 1989; Brewer -and Co:tman. 1989; Burgoyne and 

Cambray-Dea'kin • 1988). The extrace11u1ar concentration of 

excitatory amino acids {EAA) required for exerting a transmitter 

function or a trophic ro1e during deve1opment differs in 

magnitude from nanomo1ar (Foster and Fagg. 1984) to m~cromo1ar 

(Brewer and Cotman. 1989), respective1y. Hence. once the critica1 

deve1opmenta1 period in which g1utamate cou1d exert a trophic 

action· has ended. an excessive concentration of this amino acid 

wou1d induce excitotoxicity. The 1ow capacity of the uptake 

system both in glia and neurons previous to synaptogenesis and 

its forward increase after connections have been established, 

suggests that uptake mechanisms could be invo1ved in the 

regulation of extrace11u1ar EAA concentrations during 

,....; development, which is required for these compounds to exerr a 

ro1e as trophic factors, c1assica1 neurotransmitters, or 

excitotoxins in resrricted periods of neurona1 differentiation. 

¡ , 
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TABLE l 

FHARMACOLOGY OF 2 H-D-ASF UPTAKE 

3 H-D-Asp UPTAKE (pmo1/mg prot/10 min) 

NEURONS ·.GLJ.A. 

ANALOGUE l DJ.V 8 DJ.V l DJ.V 

Cont-rol. 149 183 130 

L-Aspartate 28 19 9 

L-GJ.utamate 31 24 12 

DL-Asp- ~-hydroxamate 54 37 40 

Gl.u-4-monohydroxamate 139 123 105 

Dihydrokainate 118 141 100 

D-G1utamate 128 143 101 

G1utamate diethy1 ester 113 124 113 

D,L-2-amino-5-phosphono-

val.e ríe a cid 122 172 122 

D,L-2-amino-4-phosphono-

butyric a cid 134 167 112 

L-Leucine 122 174 124 

L-Lysine 132 168 117 

8DJ.V 

361 

29 

32 

134 

317 

274 

332 

307 

310 

336 

361 

339 

J.nhibition of 3 R-D-Asp uptake by 500 pM of uptake inhibitors 
(first 6 ana1ogues), pos~synaptic E.AA-receptor b1ockers (GDEE, 
APV and APB). and other amino acids (L-Leu and L-Lys). Data are 
tbe mean of 3-5 experiments (perf ormed in trip1icate) with varied 
1ess than 10%. 
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TABLE 2 

Ic50 of 3 H-D-ASP UPTAKE 1NH1B1TORS 

ANALOGUE 

L-AspaTtate 

L-G1utamate 

DL-Asp- ~ -hydroxamate 

NEURONS 

1 DIV 

22 

45 

89 

8 DiV 

19 

21 

70 

lDIV 

21 

27 

155 

GLIA 

8 DIV 

52 

71 

.. - 224 

ic50 , 5 foT the most potent inhibitoTs of 3 H-D-Asp uptake were 

dete-rmined graphica11y in a concentration Tange from 1 to .500 µH. 

Resu:lts are the mean of 3 separate experiments performed in 

tTip1icate. 
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TABLE 3 

EFFECT OF METABOLIC lNHlBlTORS ON 3 H-D-ASP UPTAKE 

lNHlBlTOR 

contrOl.. 

ouabain l0.;_4M 
2. 4-DNP' ,5 X' l0-5 M 

3 H-D-Asp UPTAKE (pmol/mg prot/10 min) 

NEURONS 

1 DlV 8 

149 :t 10 179 

119 :t 10, 138 

128 :t 13 _137 

DIV 

: 

,;t ,' 3 

;:!:10 
--

-+15:-
~- .· \ ~r 

'" _GLIA _" 

· 1 ;,iv ,',, 8 DIV 

i;ki '!t: l?: ;'."297• :t 2 

J9,~;:± ~~/ -251 :!:;11 
,_ 

"97::'+': :5-'-::,-_,215 :t -5 
;,·,·,.~!'_,; '~ .. '· {·'·· 

CeJ.1s · .were p"re:lncubated for 10 m:Ln - :Ln tbe .8bSéricé:e 
\ . . :~', ' ·. ·> .... .' .': .. ·;>e-: 

presence :· of tbe st8ted cOncentration of :inhi.bi.torS· 

3 H-D-Asp, (250 nM) was added and incubation was .cóntinued for a 

further 10 min period. Results are the mean :!:; S.E.M. of 3 

separate experi.ments performed by tr:Lp1:icate. 
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FIGURE LEGENDS. 

FIGURE l. Neuron- (A.B) and Müller ce11- (C.D) enr:f.ched cu1tures 

at l DIV (A.C) and morpholog:f.ca11y d:f.fferent:f.ated 

stages: 5 DIV for neurons (B) and 12 DIV for g1:f.a_ (D). 

ca1:f.'brac:f.ori 'bar - 25 pM. 

FIGURE 2. N~+- and temperature-dependence of 3 H-D-Asp uptake. To 

FIGURE 3. 

FIGURE 4. 

test: 
+ -

Na -dependence, 3 H-D-Asp uptake was measured 

us:f.ng -Tr:f.s-Krebs :f.n wh:f.ch Cho1:f.ne Ch1or:f.de 118 mM 

-subst:ltute·d NaCJ.. a~ 37°C. For temperature-dependenc:e. 

ce11s were :1.ncubated ·i.n Krebss Ringer Bicarbonate at 
. ·_-;·'' .-:._>.'"' ,. 
··ReSU1t:S .. are -·tbe mean ± S.E.M. of three separate 

exper:l.~-~nt:S' ·p_erf~rm.ed in tri.pl..:l.cat:e. 
' .;-.·;,- .·:. 

·-.. . 

T:f.me course-of_-3 H.:.D-Asp uptake. Ce11s were :f.ncubate_d 

for l~_ :5• 10~: 30 :or 45 m:f.n. :f.n the presence ;;,f 250 nM 

of 3H-D-Asp. D~Asp uptake :f.s expressed :f.n runoi/m& 

prot for g1:f.a1 ce11s (r:f.ght). and pmo1/mg prot for 

neurons (1eft). Resul.ts are t:he mean :t. S.E.M. ·"of 3 

experimenta performed i.n tripl.~cate. 

K:f.net:f.cs of 3 H-D-Asp uptake. Saturat:l.on -·curves were 

performed :l.n a saturation range of 1 µM to 1 mM. For 

neurons (1eft): at 1 DIV (•) Km - 7.9 µM. Vmax 2.9 

nmo1/mg prot/10 m:f.n; at 5 (a) and 8 (o) DIV Km - 13.03 

µM. Vmax - 23.96 nmo1/mg prot/ 10 m:f.n. For g1:f.a1 

ce11s (r:f.ght): at l DIV (•) Y..m 101.9 pM. Vmax 40.9 

nmoI/mg prot/10 m:f.n; at 5 DIV (o) Km - 100.1 µM. Vmax 

- 103.7 nmo1/mg prot/10 m:f.n; at 8 DIV (o) Km - 134 pM. 
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Vmax - 215 nmo1/mg prot/10 m~n; and at 12 DIV (•) Km -

134 µM. Vmax - 118 nmo1/mg prot/10 m~n. Resulte are 

the mean :tcof 3 separate exper~ments (~n tr~p1~cate) 

wh~ch var~ed 1ess than 10%. 
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DISCUSION GENERAL 

E1 objetivo general de estos estudios fue estudiar 1os 

cambios que sufren l.os componenr.es del. sistema de 

neurotransmisión de 1os AAE en 1a retina durante e1 desarro11o y 

diferenciación de 1a misma. E1 conocer estas modificaciones nos 

11evar~a a su vez a determinar cómo y en que momento se 11eva a 

cabo e1 contro1 de 1a concentración extrace1u1ar de g1utamato. ya 

que de ésta depende, en gran medida, que e1 G1u tenga efectos 

neurot6xicos, tróficos, o de neurotransmisor clásico. Con este 

propósito se trató de estab1ecer un para1e1o entre 1a maduraci6n 

de los receptores de captación, que e1iminan al glutamato del 

medio extrace1u1ar, los receptores presinápticos, a través de los 

cuales se modu1a la liberación de G1u, y 1os TeceptoTes 

sinápticos, a través de 1os cual.es se despo1arizan 1a mayor paTte 

de 1as cé1u1as en respuesta a 1os AAE. 

I. CORRELACION ENTRE LOS ESTUDIOS IN VIVO ~ IN VITRO. 

Los estudios en retina de embriones demostraron que 1os 

receptores para AAE modifican sus características bioquímicas y 

farmacológicas y su proporción relativa a 1o 1argo de 1a 

diferenciación cel.ul.ar, al. igual que sucede en otras regiones de1 

SNC (Mori-Okamoto e Ikeda, 1986). Los estudios en cultivos 

enriquecidos en neuronas o células g1ia1es de la retina nos 

permitieron local.izar con mayor precisión los receptores que 

aparecen en distintos mowentos de 1.a diferenci.ación. Al. 

correlacionar estos resu~tados con los can~ios que sufren los 

receptores in ~. nos permite~ contar con un modelo en el. cual 
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estudiar 1os mecanismos que podr!an inducir dichos cambios. A 

pesar de que in vivo existen factores extrace1u1ares que 

determinan 1a maduración tanto morfo16gica como bioqu~mica de las 

cé1u1as., que podrían no estar presentes en 1os cu1tivos, esta 

corre1ación es posib1e en cierto grado ya que existe evidencia de 

que 1a diferenciación de 1as células de la retina en cultivo 

sigue un curso temporal paralelo a1 que tiene in ~- Así., por 

ejemplo., Grosse et a1. (1987) demostraron q~e las primeras 

sinapsis se estab1ecen en neuronas de retina en cu1tivo a los 5 

DIV, a1 igual que en 1os embriones de edad correspondiente; 

Zeeva1k y Hyndman (1986) demostraron que 1a proporción de células 

amacrinas que se diferencian en cultivo equivale a 1a de células 

amacrinas in vivo; los astrocitos en cultivo desarrollan 

características e1ectrofisio1ógicas (Kime1berg et al., 1979) y 

morfológicas (Juur1ink y Hertz, 1985) similares a las que 

presentan in vivo, etc. Nuestras conclusiones, por 1o tanto, se 

basan en e1 conjunto de resultados obtenidos tanto en e1 sistema 

in vivo, como en los cultivos. 

II. RECEPTORES PARA AAE ~ ET~ TEMPRANAS ~DE. 

A1 principio del desarrollo, los receptores sinápticos son 

altamente inespecíficos y presentan características tanto de 1os 

receptores tipo NXDA como de los ~0-~"MDA, ya que interactúan con 

e1 L-Asp y con AMPA. Sin embargo, y a pesar de esta inespecifi-

cidad farmacológica, entre los días 7 y 8 DE es posib1e 

identificar tres poblaciones distintas de rece?tores: a) en 1os 

embriones de 7 DE, un receptor de alta afinidad (KB = 0.56 pM) 

que une que podría corresponder a una población de 

receptores presinápticos a través de 1os cuales el ácido k.aÍníco 
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podr~a potenciar ia 1iberación de1 transmisor (ver p.89); b) una 

pob1aci.ón mU.~. _peque_ña de receptores de a1ta afinidad para 3 H-Asp 

33-40 nM). 18 cua1 probab1emente también une a1 3 H-AMPA. 

aunque con b~ja afinidad. que se 1oca1izó en 1as neuronas en 

cu1tivo ':-:Y"'--=' que podr~a corresponder a 1os primeros receptores 

e) una pob1ación que une 3 H-Asp con menor 

afinidad que ia anterior (~ = 0.2-0.4 p.M). que se Ioca1iza tanto 

en 1as neuronas como en 1as cé1u1as g1ia1es en cu1tivo y que 

podría.representar 1os sitios de captación. 

En esta etapa 1os sitios de captación tanto en 1as neuronas 

como en 1as cé1ulas gliales se encuentran ya diferenciados: 

presentan 1a farmaco1ogía típica de estos sitios y su afinidad 

por e1 D-Asp no cambia significativamente durante 1a 

diferenciación. aunque su número es bajo. Desde el primer DIV. 1a 

captura de1 aminoácido depende en más de un 75% de Na-H- y de 

temperatura. A esta edad (7 y 8 días DE) encontramos en 1os 

embriones la máxima liberación de AA.E por despolarización con 

alto potasio~ y esta liberación es independiente de 1a presencia 

de Ca++ en el medio de estimulación. 

III. RECEPTORES PARA AAE EN ETAPAS INTERMEDIAS DEL ~· 

Entre los días 11 y 14 DE se hace aparente una nueva 

pob1ación de sitios de unión para 3 H-Glu en 1os embriones. Estos 

receptores podrían localizarse en 1as célu1as horizontales y 

bipolares puesto que se ha demostrado que en esta etapa se inicia 

su diferenciación. Al igual que las poblaciones de receptores 

identificadas en etapas previas~ esta también muestra 

inespecificidad farmacol.Ógica aunque sus características 
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cinéticas corresponden a 1as de- 1a unión de 3 H-G1u en 1a retina 

de 1os po11os adu1tos. En 1os cu1tivos de neuronas de edad 

equiva1ente (5-8 D1V) persisten ~as dos pob1aciones de receptores 
3 : . : 

de H-Asp ~escrieas ant~ri.ortn~n~~-. En este per~odo se presenta un 

cambio en cuanto a ___ iBs _ l:'~~~piedades de 1os receptores 

presinápticos, que pUdiera. ser a nive1 de1 mecanismo de 

transducción de 1a señB1. Esto se deduce de1 hecho de que a 

partir de esta etapa 1a interacción de 1o~ AAE con estos 

receptores inhibe 1a 1iberación de 3 H-D-Asp estimulada por 

despolarización en 1a retina comp1eta de embriones. La 1iberación 

de D-Asp estimu1ada por a1to potasio disminuye con respecto a 1os 

días 7-8 DE a 1a vez que adquiere dependencia de Ca++. La 

adquisición de la dependencia de Ca++ coincide en el tiempo con 

la aparición de las vesículas sinápticas en 1a CPI de 1a retina. 

Esta observación podría sugerir, que mientras que 1a 1iberación 

dependiente de calcio está en función de 1a presencia de 

vesículas, 1a independiente podría proceder de una poza 

citop1ásmica, probab1emente relacionada con un intercambiador 

como se ha sugerido para el GABA (Levi y Raiteri, 1978). En 

cuanto a la captura de los AAE, en esta etapa se observa un 

incremento en 1a incorporación de 3H-D-Asp tanto en 1os cultivos 

de neuronas como de g1ía, alcanzando en ésta ú1tima su capacidad 

máxima a ios 8 DIV (14 DE): Vmax = 215 nmoias/mg proteina/10 min. 

IV. RECEPTORES PARA AAE EN ETAPAS TARDIAS DEL~ 

Los receptores sinápticos m~didos con 3 H-L-Asp en ios 

embriones ~uestran, a1... día 18 DE, constantes cinéticas con 

valores muy cercanos a los obtenidos en la retina de1 po11o 

adulto, así como en 1os cultivos de cé1u1as g1ia1es de 1a edad 
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correspondiente (12 DIV): ~l - 123 nM y Bmax1 - 1.3 pmolas/mg 

proteína; ~2 - 1.86 pM y Bmax2 - 10.S pmolas/mg proteína) de 

manera 

aumento 

que podr~a tratarse de 1os mismos receptores. 

en 1a unión espec~fica de 3 H-Asp que se observa 

Así:, el 

en los 

embriones podr~a exp1icarse por 1a aparición de1 sistema de menor 

afinidad (1.3-1.8 pM) en las células gliales diferenciadas, el 

cua1 podría representar sitios de captación (posiblemente 

electrogenica) de AAE (Brew y Attwell, 1987). 

Entre los días 18 a 21 DE, suceden cambios importantes en 

1os receptores sinápticos en 1os sitios de captación, y en la 

liberación de AAE. Así, 1os receptores sinápticos adquieren la 

especif :Lcidad farmacológica (NMDA o NO-NMDA) que permite 

distinguir sus diferentes subtipos. Los receptores de AMPA en 

1os cultivos de cé1u1as g1ia1es se definen como receptores de 

tipo QA, mientras que los sitios de interacción de1 AMPA en las 

neuronas durante 1os primeros DIV se definen como de tipo NMDA. 

Durante este periodo es posib1e medir 1a unión de 3 H-NMDA en 1os 

embriones. Asimismo, se adquiere 1a capacidad de este compuesto 

para competir con e1 3 H-Asp y para modular negativamente 1a 

1iberación de 3H-D-Asp en 1a CPI de 1a retina. En 1os embriones 

aumenta 1a sensibilidad de 1os receptores de tipo NMDA a 1os 

antagonistas y en 1as neuronas de 8 DIV e1 APV se vue1ve el 

desplazador más potente de1 3H-AfA~A. En cuanto a 1a liberación de 

AAE, 1a espontánea aumenta durante este período, 1o cua1 podría 

relacionarse con 1a despolarización necesaria, a nivel 

postsináptico, para la activación de los receptores de ~r-IDA. La 
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activac:f..ón de 1os receptores de NMDA podr~a estar relacionada. a 

su vez. con su maduración·.- y~ esto ú.ltimo con 1a activación de 
- -· ' 

mecan:f..smos · qtie ~e penden de. Ca++. ya que es principa1mente este 

sub_tipo dt¡!<. reC:e;p.tor el. que se re1aciona con 1a entrada de Ca++ 

durante .1a. des·p.o1arizacion (Mayer y Westbrook, 1985). 

Nues'tros resu1tados tanto en retina compl.eta durante e.1. DE 

como- durante 1a d:f..ferenciación in ~ en cu1tivos sugieren que 

1.os sit:f..os de unión para 3 a-KA no aparecen sino-hasta el. momento 

de .1a ecl.osión. Sin embargo. a1gunos autores afirman 1o 

contrario, ya que durante e1 desarrol.1o embrionario de l.a retina, 

se ha v:f..sto que e1 ácido ka~nico puede tener efectos neurot:óxicos 

(Gibson y Reif-Lehrer. 1984). Como se dijo anteriormente. estos 

efectos podrían derivar de l.a interacción de1 ácido kaínico con 

1os receptores presinápticos de AMPA. estimulando 1a 1~beración 

del transmisor. y no necesariamente a través del. receptor 

postsináptico. 

VI. "MODELO" DE g EVOLUCION ONTOGENETICA DE LOS RECEPTORES ~ 

Los estudios anteriores nos permiten proponer un modelo para 

exp1icar la evolución ontogenética de los receptores para AAE y 

su participación en el desarrollo de la retina: 

Etapas tempranas del DE (días 7-8 DE): Los primeros receptores 

para AAE aparecen en las células bipolares y son receptores 

presinápticos de tipo mixto AMPA/ KA/ASP. A través de éstos. el. 

transmisor, probablemente el ácido aspártico, estimula su propia 

liberación independiente de Ca++. Esto coincide con el hecho de 

que aún no aparecen las vesículas sinápticas ni sus precursores, 

.las vesículas cubiertas. Estos receptores se inactivarían al día 
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8,. para1e1amente a 1_a apari.ción de receptores postsinápti.cos para 

AMPA y Asp, posi.b1emente en 1as cé1u1as gangl.ionares y amacrinas 

que extienden sus ~euritas en ese perrodo,. as~ como en 1as 

cé1ul.as de Mül.Í~r-::- - En-l.as neuronas parece exist~r un sól.o tipo 

·de receptor. poco diferenciado que acepta tanto ~l. Asp como al. 

AMPA,. · mientras que en 1a g1!'.a existe~ dOs pob.l.aciones,. una de 

AMPA y otra de Asp que parece tener caracter~sticas típicas del. 

receptor de NMDA. 

La baja capacidad de l.os sistemas de captación,.1a más el.evada 

1iberación de AAE por despol.arización durante el. DE y su 

potenciación por de J.a estimul.ación de J.os receptoTes 

presinápticos,. provocaría una el.evación en l.a concentración del. 

neurotransmisor en el. medio extrace1ul.ar. En estas condiciones,. 

l.os AAE podr~an ejercer una acción trófica sobre l.as .cél.ul.as 

amacrinas y gangl.ionares, como se ha visto en otros sistemas en 

l.os que e1 gl.utámico detiene l.a ramificación de l.as neuronas y de 

J.a gl.ía y promueve 1a diferenciación de l.as estructuras 

postsinápticas (Mattson et al.., i988). 

Etapas intermedias ~ DE (días 2.=l.!_ DE) : La sinaptogénesis en J.a 

CPI se inicia entre 1os días 9 y 10 DE, paral.el.amente al. control. 

de 1a concentración extrace1ular de AAE a través de tres 

mecanismos : a) e1 aumento en la capacidad de l.os sistemas de 

captación de l.os AAE (8 veces en l.as neuronas y 2.5 veces en 1a 

gJ.ía), b) una disminución importante en 1a 1iberación de D-Asp 

por despolarización, y c) 1a inhibición de esta 1iberación a 

través de receptores presinápticos con propiedades farmacol.ógicas 

distintas a las de 1os postsinápticos y cuyos principal.es 
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agonistas son e1 APB y e1 APV. En este periodo aparecen l.os 

primeros receptores postsinápticos pa~a L-Glu, probablemente en 

1as células horizontal.es y bipolares. precediendo a l.a 

sinaptogénesis en la CPE. 

~ ~ ~: E1 período de 1a sinaptogénesis en 1a CPE se 

inicia entre 1os días 12 y 13 DE. Coincident.emente, al. día 14 

aparecen los primeros sitios de unión para Asp en l.a CPE y/o en 

la gl.ía y los receptores de Gl.~ al.canzan l.a concentración y l.as 

características cinéticas del adulto. Concomitantemente, se 

observan cambios en l.os sistemas de captación tanto en la gl.~a 

como en las neuronas; mientras que en éstas úl.timas el. sistema 

adquiere especificidad farmacológica aumentando su afinidad por 

l.os inhibidores, en la gl.ía la capacidad del sistema aumenta. En 

l.as células gl.iales los receptores de AMPA se definen claramente 

como de QA/KA. Durante este mismo período, en el que se observa 

1a aparición de las vesículas sinápticas en la CPI, 1a 

liberación de D-Asp estimulada por K+ adquiere dependencia de 

Ca++ en un 80%. Por otra parte, los receptores presinápticos 

adquieren especificidad farmacológica distinta de 1as etapas 

previas de DE (p. 89). 

Etapas tardías de1 DE (días 15-18 DE): Las cé1ulas de Mü11er 

a1canzan 1a CPE durante este período y completan su 

diferenciación morfológica y fisiológica, como 1o confirma 1a 

aparición de 1a onda b de1 ERG (Rager, 1979). Asímismo,1as 

terminales de 1os fotorreceptores se consideran maduras. La 

capacidad de1 sistema de captación en la glía se estabiliza en 

1os valores previos al incremento observado e1 día 8 (14 DE). Por 
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otra parte. 1os receptores de 3H-Asp a1canzan 1a concentración y 

1as caracter!:sticas cinét:lcas de1 adu1to y adquieren 

especificidad farmaco1ógica. en particular. sensibi1idad a1 NMDA. 

Este hecho coinc~de con un aumento importante en 1a 1:lberación 

espontánea de AAE. La maduración de 1os receptores y e1 aumento 

en 1a 1iberación. en conjunto. podrían jugar un papel import~nte 

en 1a despo1arización de 1a membrana postsináptica necesaria para 

1a acti.vaci.ón de 1os receptores de NMDA, invo1~crados en cambios 

p1ást:lcos durante 1a dif erenc~ación de ciertas v~as sensoria1es 

(Linco1n et a1. 1986. Rauschecker y Hahn, 1987). 

En 1as neuronas en cultivo, a 1os 8 DIV. e1 receptor AMPA/Asp 

se define como un receptor preferente para 1os antagonistas de1 

NMDA. en e1 cua1 compite e1 AMPA. pero no e1 QA. Esto podría 

indicar que en 1as neuronas e1 receptor de QA es insensible a1 

AMPA (como se ha propuesto para e1 receptor metabotrópico de QA). 

o bien 1os receptores de QA en la retina se 1oca1izan s61o en las 

cé1u1as de Mü11er. En éstas ú1timas, a los 12 DIV. se distingue 

un sistema de unión de L-Asp de muy baja afinidad con 

características farmacológicas similares a las e1 de la captación 

e1ectrogénica de g1utamato que se ba identificado tanto en las 

cé1u1as de Mü11er de1 ajo1ote, como en as trocitos (Brew y 

) ), 
Attwel.1. 1987). 

A1 f~na1 de1 desaro11o embrionario. entre 1os días 19 y 21. 

apaTece 1a barrera hemato-retiniana y se comp1eta 1a maduración 

de 1os segmentos externos e internos de 1os fotorreceptoTes. 

Asimismo. 1os receptores sinápticos para AAE, particu1annente los 

de NMDA. adquieren sus características farmaco1ógicas 

definitivas. El momento de 1a eclosión va acompañado de cambios 
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bioqu~micos en 1a retina posib1emente inducidos por 1a 1uz. 

Entre e11os se ·encuentra un aumento importante en 1a 

concentración de:'AMP'c (:f'.1etéb~r ~y CJ:iade,r,. 1978). 1a expresión de1 
' ' ·' .·:;:. - -: 

-_:~,.:'_.,."·.:;'< ·:'; .-·: ·.-:: .... :·-. -':::_ 
proto-oncogen · c:;;,fos·.' •(Sagar y SharP. '·1990) y 1a aparición de1 

' ._.' ::;;i: , .... -·:~('" ,.·.-.,, -: .. ;-;>. \~<>-

s~bt~po -de recep.t-ores: .Para .. _:::AAE _que· une preferentemente ácido 

kafu:lco csci;;,~~7.i~7~tf;:i1:~:"i~'~8)~; 
, ·-------~.- -"·\;:>· -: ... ~3·.o·~j~:-·~--~:'.i;é,": 

,- ·_:_ ~ -;;.-.: <·; '"' ···.L:' . ;_,:. ~-:; •' 

Los l:esúitB.-dOS :ái{·cerio-reS indican que 1os -receptores pB.ra 
- . -::-···:•,, __ . ',-. ,· 

AA.E. al.. mo~en~"o. -¿1~- Su_ aparici(>n en el.. desarro11o ontogenético,, 

muestran -c-ierta'. .. inespecificidad farmaco1Ógica ya que interactúan 

con agonistas y antagonistas de 1os diferentes subtipos 

caracterizados en el.. adu1to. Esto podría apoyar 1a idea de que. a 

nivel.. mo1ecu1ar,, varios de estos receptores provinieran de 1a 

expresión de un mismo gen y que por variaciones en e1 ambiente 

iónico o en e1 entorno 1ipÍdico adquirieran 1as características 

de 1os diferentes subtipos en 1os animales adultos. Una posib1e 

excepción serían 1os receptores de KA que no se expresan sino 

hasta después de 1a ec1osión. Recientemente, Ho11man et a1. 

(1989) 1ograron c1onar e1 gen de un receptor que,, a1 expresarse 

en oocitos de Xenopus,, presenta 1as características de1 receptor 

de KA. Esto podría indicar que se trata de una prote~na 

independiente de 1os demás subtipos. Si este fuera e1 caso. e1 

receptor QA/KA que se ha descrito en e1 SNC,, tendría que 

exp1icarse a través de 1a interacción,, ya sea directa o mediada 

por mensajeros intracelulares, de dos receptores distintos. A 

este respecto, O'Oe11 y Christensen (1989), al estudiar 1a 

respuesta de las células horizontales de la retina a los AAF..,, 

propusieron un modelo que podría explicar esta interacción. De 
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acuerdo con éste. 1a unión de1 k.ainato a su sitio producir~a un 

cambio conformaciona1 de1 receptor QA/AMPA de manera que 

aumentar~~ 1a afinidad de este sitio tanto por estos agonistas 

como po~ e1 KA. Este modelo exp1icar~a por qué e1 AMPA y e1 QA 

inhiben e1 efecto de concentraciones a1tas de KA. y 1a capacidad 

de éste. a concentraciones bajas. para aumentar 1as respuestas a1 

QA y a1 AM.PA. Los resu1tados de este trabajo apoyan este m0de1o 

ya que. si bien no es posib1e ~etectar receptores que unan KA con 

alta afinidad durante e1 desarro11o. e1 KA a concentraciones 

re1ativamente altas (1 mM) no só1o desplaza a1 3 R-AMPA de sus 

sitios. sino que tiene un efecto potenciador sobre 1a liberación 

de AAE a una edad en que 1a Única población de receptores 

detectab1e en 1a retina es 1a que une 3 H-AMPA. 

Resumiendo. podemos concluir que durante e1 desarro11o 

ontogenético ocurre un cic1o en e1 que 1os cambios en 1as 

propiedades de 1os receptores para AAE podrían determinar 

variaciones en 1as concentraciones extrace1ulares de g1utamato, 

que a su vez, podrían determinar modificaciones en 1as 

propiedades de 1os receptores o su activación. De esta manera, 

e1 efecto de 1os AAE como factores tróficos, como 

neurotransmisores o como agentes neurotóxicos dependería de1 

balance, en distintos momentos. entre estos componentes. 
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CONCLUSIONES GENERALES 

A parti.r de 1os resu1tados de este-trabajo. 1as pr:l.ncipa1es 

conc1usiones 'son : 

Los receptores para AAE en 1a. retina modifican sus 

caraé:ter!:sticas ci.néti.cas y "farmacológi.cas,; como su 

distri.bución en 1as diferentes. pob1·;¡c:=:_:L~-~e:s_;· ce1U1ares,, a 1o ].argo 

del desarro11o ontogenético. 

2. Los diferentes subtipos de se expresan en 

1as células de la retina en cu1ti.vo Y.: pr,e~~n.taú caract:er~sticas 

ci.néticas y farmacológicas similares a i_~s·. que presentan estos 

receptores durante e1 desarro11o embri.onario. Esto sugiere que 

1os cultivos de células d:l.soci.adas de 1a retina podr~a ser un 

modelo adecuado para el. estudio de 1os factores que determinan 

1os cambios en 1as propiedades de 1os receptores para AAE. Sin 

embargo, también existen diferencias entre 1os estudios en 1os 

embriones y en 1os cu1tivos, principa1mente en cuánto a1 curso 

tempora1 de aparición de 1os distintos subtipos de receptores, 1o 

que hay que tener en consider~ción cuando se pretenda hacer 

ex~rapo1aciones entre ambos sistemas. 

3. La inespecifícidad farmaco1ógica de 1os receptores para AA.E 

en etapas tempranas de1 desarrollo podría sugerir que 1os 

distintos subtipos de receptores provinieran de 1a expresión de 

un mismo gen. En este caso, su diferenciación posterior podría 

debierse a modificaciones en 1a composición de 1a membrana o en 

e1 entorno ce1u1ar. Los receptores de tipo KA podrían ser una 

excepción,. ya que só1amente se detectan después de 1a ec1osión y 

podrían provenir de 1a expresión de un gen distinto. 
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4. La concentración extrace1u1ar de AA.E podría ser más e1evada 

en períodos previos a1 inicio de 1a sinaptogénesis. En esta 

etapa 1os AAE, a1 interactuar con receptores presinápticos, 

potencian 1a 1iberación y 1os sistemas de captación de estos 

aminoácidos son de baja capacidad. Esto permitir~a que 1os AAE 

tuvieran efectos tróficos durante este período. 

5 ·• A partir del inicio de 1a sinaptogénesis aparece el contro1. 

de 1a 1iberación de AAE por inhibición presináptica y aumenta 1a 

capacidad de 1os sistemas de captación. Esto podría contribuir a 

1.a disminución de 1a concentración extrace1u1ar de AAE, evitando 

así efectos neurotóxicos. 

Las principales aportaciones de este trabajo son haber 

demostrado, por una parte, 1a "maduración .. bioquímica de 1os 

distintos subtipos de receptores para AA.E durante e1 desarro11o 

ontogenético de 1a retina, y, por otra, que e1 cultivo de cé1u1as 

disociadas de 1a retina es un modelo adecuado para e1 estudio de 

algunos de estos cambios. Este trabajo sienta las bases para 

que, en estudios posteriores y utilizando 1os cu1tivos de 

neuronas o cé1u1as g1ia1es de 1a retina, se investigue qué tipo 

de factores: intrínsecos o extrínsecos, y a través de qué 

mecanismos, podrían determinar 1as modificaciones que sufren los 

receptores. Esto contribuiría de manera importante a entender la 

diferenciación ce1u1ar a nivel bioquímico, y, por otra parte 

permitir:l:a, ta1 vez, utilizar nuevos enfoques terapéuticos en 

aque11os casos en que 1a función de 1os receptores para AAE se 

encuentre alterada. 
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