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RESUMEN

Los aminoﬁcidos excitadores (AAE), en parcicular los dcidos

glutﬁmico‘ (glu) f éspErtico (asp) se han pr puesto éomb los

neurotransmisores,

.ucilizados len lasvm principales fde”

transmision de la 1nformacion ‘en la retina de los vertebtados.i

En el Sistema Nervioso Central (SNC)

dg ‘su papel comorposibles n prg;ranémisofes,' ;éiégz compugétas:f
ejercen funciones tfafiéas;dﬁféﬁéé 1a &diférenciac16n_‘ce;ﬁlér;r
Asfmismo, se ha demostrado. la participacidn de. ‘los AAE:fen,
funciones superiores de 'integracisn como 1la memofia iy’;ely
aprendizaje, asI como en varias enfermedades de tipo convulsivo ¥

neurodegenerativo en 18§ que .estas funciones se ven; al:eradas.

Consecuentemente, el’éstudidvdel funcionamiento . de léé teceptorgs

con los receptores co; lbs cuales interactiian estos compuestos,

as® como de sus ﬁecanismos de regulacidén, ha cobrade gran

importancia. ’

Uno de los enfoques para abordar este problema es el estudio
de los mecanismos que regulan durante el desarrollo ontogené&tico,
la aparicidn y la adquisicidn de las caracterIsticas definitivas
de estos receptores. AsT, el objetivo de este trabajo fue la
caracterizacidon de los tres tipos de receptores, para los AAE,
que - determinan su actividad como neurcotransmisores durante el
desarrollo ontogen&tico de la retina: receptores sindpticos,
sitios de captacidn y autorreceptores. Estos estudios se llevaron
a cabo paralelamente en la retina aislada del polle durante el
de#arrollo embrionario (DE), e 1in vitro, en cultivos primarios de

c&lulas de la retina.



Por lo ' que ;se'refiere a los receptores . sindipticos, se
caracterizd. desde el punto

de vista cinético y fat&écoiégico la
eépecif;cékde 3H—Glu v H-Asp como agonista
subﬁiposu dé féeep:otes para AAE, ¥y BH—AMP ! dqffdé los
recepcores de* Glu de tipo quiscudlico’ caﬁt '

unidn

e todos los

:asvaiéladas
de 1a retina de embriones de pollo de

es edades, como en
cultivos enriquecidos en neuronas o iales ‘de la retina.
~Los resultados muestran que receptorés

farmacolSgicamente

1os

caracterizados
con ,los difetentes -agonistas

distintos momentos de la:difeiénciaciGn celular y,
la unidn - de Asp y Glu,

aparecen en

en el caso de

su nimero varfa a lo largo del desarrollo.
En el caso de la unidn especifica de AMPA,

entre los dfas 7 y 8
encoht?aﬁgé una . variacidn no sGlo en el nimero, sino también en
la ‘afinidad de estos receptores. Junto con 1los cambios
cinétiéos, estos Teceptores

sufren modificaciones en
propiedades farmacoldgicas adquiriendo especificidad a lo
de la diferenciacidn,

sus

largo
de manera que un dfa despu&s de la eclosidn

yvya los cuatro subtipos
caracterizado en el SN de animales adultos.

pueden identificarse

que se han

La captacidn se caracterizd midiendo la acumulacidn deb3H-D—
Asp en cultivos enriquecidos en neuronas o c&lulas gliales de la
retina. Se

encontrd que existen dos sistemas de captacidn para
AAE en 1la retinacs

uno de alta afinidad (Km = 8-13 pM)

en las
neuronas y otro de baja afinidad (Km = 100-134 pM) en las cé&lulas

gliales. A diferencia de

lo que ocurre  con los Teceptores
sindpticos, los sitlos de

captacidn aparecen en etapas wmuy
tempranas del DE (antes del dfIa 7 de incubacidn);

sin embargo,

su
niimero aumenta considerablemente durante 1la

diferenciacidn. En

5



el sistema de. alta afinidad, paralelamente a la maduracién

morfo;EgiCa. de lasbneuronasvse‘ds dn aumento en la afinidad de
los-. inhibidéreé imié pétences de 'la capﬁacisn; Asi cdﬁé en 1a
sensibiiidad a los 1nhi$id6£eé metabdlicos.

En cuanto a la libéiaéién:de AAE y su regulacidn a través de

,autorteceptorés ddfénﬁé_él bE; se encontrd la maxima
3

liberacidn
de H-D—Asp en ~respuesta a la despolarizacidn ﬁor alto K+ al

principio del desarrollo. Esta liberacién es independiente de

Cat++ y se potencié al afiadir &cido kafinico en el medio de

estimulacidn. Paralelamente al inicic de la sinaptogénesis en la

. retina de pollo, se invierte el efecto de los distintos andlogos

de los AAE sobre la liberacidn y, al afiadirlos en el medio de

estimulacién, la d1inhiben. La dependencia de Cat++ se adquiere

paulatinamente en las dos primeras semanas de incubacién hasta

alcanzar el 80Z caracterIstico del adulto a los 14 dfas DE y, al

mismo tiempo, hay un aumento en la liberacidn espontinea de D-—-Asp

que alcanza su valor miaximo al dfa 18, momento en el cual se

adquiere la sensibilidad al NMDA.



ABSTRACT
Excitatory - amino acids (EAA) have been proposed as putative
transmitters ‘din: he ¢ertica1 pathway of the

vertebrate

retina.

regulate the EAA receptors.

kuéhgk;approach ‘to ‘this ptoblem is to’ study
which, under normal canditions, ‘regnlate;
acqﬁiéi#ioh of  the f£final characteristics
E during

embryonic development (ED). Thus,
aimed to characterize, for EAA, the thteéf
which determine neurotransmitter function,

receptors
i e. synaﬁtic, uptake,
and autoreceptors during both in vivo - along ED - and in vitxo -

in primary cultures -~ differentiation of retinal cells.

Regarding synaptic receptors,

we determined the kinetic and
pharmacological properties of “H-Glu,

H-Asp and 3B—AMPA specific
binding in frozen membranes from chick embryo retinas, and 1in
neuron—enriched or glial cell-enriched Tetinal cultures in
different developmental stages. Specific binding of these’
agonists appeared in differenmt moments of ED, and the number
binding sites for OH~Glu and  “H-Asp

of
differentiation.

increases with
Receptors which bind 'AMPA vary botrth in

nunber
and affinity between days 7 and 8 ED. Along with kinetic changes,
these receptors

acquire pharmacological specificity so that

in
7



the newborn,

the four receptor subtypes which have been described
in the adult nervous system can be identified.

Upcake was chatacterized by sﬁ D

cumulation,in neuron-

system (Km = 8—13 pﬁ

system (Km b

in

sys:ém,z

: thé;\most potent
inhibitors and in the‘sensinivity to metaboli: inhibitors was
found paralleling the morphological matutatiﬁn of neurons.

c As "for 'EAA ‘release {measured with 3R—D—Asp) and its
reguliﬁion through autoreceptors during ED,
rele#se

we found the highest
due to X+ depolarizatiom at 7-8 days ED.

Kainate,  when
added to the depolarizing medium; potentiates this release. ﬁh§n'F
synaptogenesis starts in the retina,

an opposite effect of . EAA
found so that,

was

when added to the stimulation medium,
inhibited 3B—D—Asp release,

kﬁhéy
Cat+it—dependence is acquired during

‘the. f£irst two weeks of incubation and,

télease

by day 14 ED,
is,

as in the adult, B80% Cat++—~dependent.

3H~D—Asp
At the same
time there is an increase in the spontaneocus release
which reaches a peak at day 18 ED,

of  D-Asp
appears.

when the seunsitivity to NMDA



INTRODUCCION

Los ‘'aminofcidos ' excitadores'.  (AAE), en particular 1los
dcidos glutidmico (glu) y‘asﬁﬁf:ico (asp), se han propuesto como

los mediadores de la mgyotvparié dé la transmisidn excitadora en
el Sistema Nervi&éo Ceﬁtral. Ademds de su posible funcidn como
neurotransmisores, se harsugerido que estos compuestos = ejercen
funciones tr&ficas durante la diferencilacidn celular y participan

en funciones

superiores de integracidn como la memoria y el
aprendizaje (Somohano y L&pez Colomé&, 1989). Sin  embargo,  en
condiciones en las que la homeostasis se altera, estos

aminodcidos pueden producir la muerte celular. As¥, desbalances
en ' la concentracidn de estos aminodcidos o algunas

alteracilones
en los

receptores con los que interactidan se han asoclado a

N ]
patologias del Sistema Nervioso, en particular a aquellas’ de. tipo

convulsivo y degenerativo como la epilepsia,

las enfermedades de
Huntington vy de Alzheimer,

la atrofia olivopontocerebelar o el

dafic celular producido en un cuadro de isquemia/hipoxia.

En 1la
mayor

parte de estos CasoS, se desconoce el proceso que lleva a
funcionamiento del metabolismo de estos aminod@cidos o
sus rTeceptores;

un mal

de
consecuentemente, el estudio del funcionamiento
de los diferentes tipos de receptores con los cuales dinteractdan
los AAE, asi como de sus mecanismos de regulacidn ha cobrado gran
importancia.

En los 1dltimos afios se ha dewmostrado que los mniveles de
algunos metabolitos 'y 1las propiedades de vardas '~ proteinas

celulares se modifican durante el desarrollo ontogené:ico.‘ E1




conoccimiento de 1los mecanismos que originan 1la

conformacidn

y
funcionamiento

definitivos de los componentes membranales (los

transportadores, los canales 3186nlcos, 1los receptores, etc.)

permite en:endet su regulacidn en el adulto y encontrar

nuevas
estrategias terapeu:icas para aquellos casos-en que se encuencren
alcerados. Con’

este enfoque,

AAE (receptores sindpticos,
de

alta afinidad)

duranCe la

pPollo, durante el desarrollo embrionario (DE).

cultivos primarios de la retina.
I. CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES PARA AAE

En el Sistema Nervioso, los dcidos glut@dmico y aspirtico
interactfan con al menos dos tilpos generales de receptores
distinguibles

entre si tanto bioquimica como electrofisioldgica—

mente {(Cotman y Monaghan, 1987). El nombre que se did a estos dos
receptores derivéd de la capacidad de un and3logo del &Acido

el N-mecil—D—aspai;éto (NMDA) de interactuar con

de Teceptor y mo com el otro;

asp&rtico,

un
tipo

asf, los conocemos como los

receptores de tipo NMDA y los de tipo NO-NMDA,

¥y a pesar de que
wds tarde

se demostrd que este compuesto no es el agonista

wmis
potente: del receptor de NMDA, el nombre se conserva. Existe
también otra clasificacidn para estos receptores que deriva del
hecho  de

que tanto los receptores de NMDA como los de NO-NMDA
actuar a través de mecanismos ionotrdpicos (aumentando la
‘‘conductancia a

preden

iones) o metabotrSpicos (a

través de segundos

- 10



mensajeros. .. intracelulares). A este respecto, el grupo de Costa
(1988) ha sugerido que se denomine a los receptores de NMDA Gl y

alos’ de NO-NMDA ‘G2, con un subfndice que se refiéfe'hlrmééaﬂismo

de transduccidn’ de la senal' Ge fété
conductancia ;a'gétiones,
del fosfa;idi} inoéitol; Yy Ga para los q
de 5c{d9;a;aqu;46nico. '
receptores = es  que  existe’ evidencia”canto electrofisiolog(
(Mayer y Westbrook, 1985; Cull—Candy y Usowicz, ‘1987,f Nawy ‘Y
Copenhagen, 1987) como biogu{mica (Fagg y Matus, 1984) une
demuestra que ambos tipos de recép:ores (NMDA ¥y NO—NNDA) estin
presentes simultﬁneamente’én la misma postsinapsis.
1. RECEPTORES DE NMDA. :

En el SNC, los éifiésr:dé un16n~ de NMDA se localizan
preferentemente én la édréeza,_ ‘los ganglios basales v las &dreas

asociadas a los sistemas sensoriales.: Los niveles mds altos se

encuentran en el fArea CAl ‘del hipo pd Jen 1a que hacen sinapsis
las aferentes de las colaterales de‘Schaffer. (Monaghan y Cotman,
1985).

El receptor de NMDA parece ser una proteina oligom&rica con
un peso molecular de alrededor de 200 KD constitufida por un canal
catidnico poco selectivo y al menos cinco sitios vdiscintosv'de'
reconocimiento con los que interactidan el neurotransmisor, un
agonista alostérico (la glicina o la D—serina), los antagonistas
alostéricos (los anestésicos disociativos) y los iones Mg++ ¥

zn™t (Fig. 1). Debido a &sto se le ha comparado con el receptor

para el GABA (receptor GABA ) e incluso se ha postulado que ambos

11
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FIGURA 1

MODELO DEL RECEPTOR DE TIPO NMDA

hlo#- cu:zﬂ'

.EXTERIOR

INTERIOR

El receptor de NMDA parece ser una proteina oligom&rica que
presenta, ademids del sitio de reconocimiento para el nmeurotrans—
‘misor o agonistas (NMDA), un sitio para moduladores alostéricos
» positivos (glicina), un canal catidnico poco selectivo y, en
e €ste, un sitio para moduladores alosté&ricos negativos (MK-801l) y
‘ dos sitios para los lones Mg+t y Zn++ que bloquean el paso de

otros cationes por el canal y, en el caso del Mg+, le confieren

una dependencia de voltaje.

12



podrfan derivar de una misma familia de genes, ya que el receptor

GABAA también preseﬁta un canal (en este caso para el c17), un

sitio para‘ el neurotransmisor y sitios alostéricos con los . que

in:eracCuan las benzodiazepinas ¥ los barbitiiricos. Sin embargo,

en el caso del receptor de NMDA , 1a interaccidn del Mg++ con el

canal le confiere, ademas, una dependencia de voltajie, 1o cual 16+
vuelve aln mis complejo. Los principales agonistas ¥y anﬁagaﬁiségé

especificos de”;los distintos sitios se muestran en[la  TéB1a‘ 1

(Foster vy  Fégg,‘ 984). Se ha propuesto la existenci de fdoé

estados distintos del receptor de NMDA (Monaghan et -all), 1988):
uno que‘ presenta mayor afinidad por los agonistas 'y 'otro con

mayor afinidad por los antagonistas. El primero predomina en el

cerebelo, estriado medio y ° 1las capas corticales mis
superficiales, mientras que el tdlamo estd enriquecido con la
segunda poblacidn. Estos dos estados podrian correébonder a dos
conformaciones de un mismo receptor o bien a dos poblaciones
distintas de receptores.

La activacidn del receptor de NMDA provoca la

despolarizacidn de las cé&lulas tanto por mecanismos i1onotrdpicos

como metabotrSpicos, aunque mno se ha aclarado si el mismo
complejo molecular es responsable de los distintos mecanismos de
transduccidn, © bilen se trata de dos receptores diferentes. La
interaccidn del neurotransmisor con los receptores Gel
despolariza a las c€lulas por un mecanismo ilonotrdpico, aumentan—
- -+ +. .
do la conductancia a cationes (Ca » Na y K. La activacildn de

los receptores Gpl induce la hidr8lisis del fosfatidil inositol,

la cual genera fosfatos de Inositol que actiian como segundos

13



TABLA 1

RECEPTORES DE TIPO NMDA

SITIO DEL NEUROTRANSMISOR

AGONISTAS

L—-ASPARTATO* . CPP

L~GLUTAMATO* APV

N-METIL~-D~-ASPARTATO APH
QUINOLIRATO* CGS-19755
HOMOCLSTEATO* )

ANTAGONISTAS

S1TIO ALOSTERICO POSITIVO

AGONISTAS

AGONISTA INVERSO " ANTAGONISTAS
GLICINA* 7-C1-QUINURENATO HA-~966
D~-SERINA QUINURERATO ' 12~CA
DP-CILCLOSERINA CNQX ACBC
ACC
SITIO ALOSTERICO NEGATIVO

AGONISTAS

FERILCICLIDINA
MK-801
KETAMINA
ENDOPSICOSIRA*

La tabla muestra la wmayor parte de los compuestos de origen tanto
natural {*) como sint&tico (los demds) que interactdan
receptor de tipo MDA vy

agonistas dinversos

su
o
reconocimiento del receptor.

con el
clasificacidn como
antagonistas de los distintos
carboxilico; ACC - ac.
ac.

agonistas,
sitlos de
ACBC —~ ac. l-amino ciclubutano-1l-
l~amino ciclopropano~l-carboxiltico; APV -
2~amino~5~fosfonovalé&ricos APH -~ ac. 2—amino-7—
fosfonoheptanoicos CGS~19755 ~ ac. cis~4~(fosfonometil)~2—
piperidin carboxiIlicos CNQX -~ 6-~ciano~7-~-nitroquinoxalin-2,3—
dionas CPP -~ ac.
BA-966 ~ l-hidroxi~3-aminopirrolidona-~2j;
carboxIlico; MK-801

12-CA
ciclohepté&n-~5,10~amino maleato.

3(2~carboxipiperazin-4~yl)propil-l-fosfdnico;
- ac.
(+)-5~metil~10,1l-dihidro-5H~-dibenzofla,d]}

indol-2-

14



mensajeros, y mediante los receptores Gal se acciva la fosfolipa-

sa A2 con. 1a consiguiente prod‘ de acido araquidGnico (Costa

et al, 1988).

~Con baée. 'éiég:rofisiol6gicos

“se ha’ funcionamiento de

los réEépEorest; ] cuentra en reposc, la
concentracion ] el canal. 4idnico del

receptor, a‘interaccidén del transmisor con su

de tal manera ‘qu

receptor no ciene ningun e b rgo, " euando  la c&lula

se excica por 1la accion de algun neurottansmisor (ya sea un  “AAE-

interactuando con Jlos recep:ores de tipo'NO—NMDA ‘0. 'bien o:to
transmissr excitador), la despola:izaci;n de la memb;ana' 1ndhéé
la salida del Mg++ del canal, -y permite su apertura por el
transmisor. En una curva corriente vs voltaje (I/V) en presencia
de NMDA, esto se observa como una dependencia de voltaje en 1la
apertura del canal (Mayer et al, 1984). (Fig. 2).

Se ha propuesto que el neurotransmisor end&geno que
interactia con el receptor de NMDA pudiera ser el Acido aspdrtico
o bien el dAcido quinolinico, un producto del metabolismo del
triptofano. Dicho transmisor al interactuar con el receptor
provoca la apextura del canalj; sin embargo, en muchos casos se
sabe que, -para que esta interaccidn sea fisioldgicamente
significativa, es necesario que la glicina ocupe el sitio
alostérico (Kleckner y Dingledine, 1988) . El papel fundamental
que juega la glicina en la actividad del réceptor de NMDA ha sido
diffcil de aclarar, ya que la ~concenﬁfaci6n fisioldgicé del

aminodcidc (medida en- el 1Iqu1do'cefaiprréqu1dgo por Ferraro -y

15



FIGURA 2

CURVA 1/V DEL RECEPTOR DE NMDA
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Al estimular una c&lula con NMDA y graficar las corrientes (&9}
que se obtienen en funcidn del potencial de membrana (Vm) se
observa una zona de conductancia megativa a potenciales menores a
~30 mM, de manera que la apertura de los canales asociados a este
receptor depende tanto de la presencia del transmisor como del
V. En el caso del receptor de NMDA, 1la dependencia de voltaje
se debe al bloqueo del canal catidnico por el Mg++ a potenciales
miAs electronegativos. Esta curva se obtuvo en una preparacidn de
neuronas de mé&dula espinal en cultivo, sometida a control de
wvoltaje.

(Tomado de Mayer, M.L. ¥y G.L. Westbrook. (1985). J. Physiol.
(Lond) 361: 65-90.
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Hare (1985)), es suficiente para saturar el sitio (Kleckner

y
Dingledine, 1988). Al registrar la ‘actividad unitaria ‘de los
cansles asociados al receptor del NMDA en presencia de glicina,
se obsetva f amer : b cuencia de’ apertura dei"éaﬁsl

(Johnson

R cientemente Mayer V. 'col;, (1989)

de NMDA se desensibilizan con. . un

"déﬁdstfaron ‘que: los recepr
‘curso igﬁpotalﬁ lento v la~glicina acelera 1a recuperacionr del
estad6 dééénsibiii;add, 1o'cual permite que el canal se abra con
mayor’frecuencia; Tanto la

frecuencia como el tiempo detapéi;qfa
‘del

canal estdn regulados por el sitio alostérico

negativ§
fenilciclidina (PCP),

jLa‘

a bajas concentraciones, disminuyé':la,
frecuencia de apertura del canal,

mientras que ba “Ha‘tas
concentraciones disminuye el tiempo de apertura (Bertolino ec al,

1988). En

experimentos bioquimicos, el gfecto"de3la»‘glicina
sobre el canal se ha visto como un aumento en: ‘los  sitios de

unidén de “H-tienil ciclohexil piperidina (3HPTCP) (Snell et

al.,
1987) vy “H-metil dihidro dibenzo ciclohepté@n amino maleato (3H—
MK-801) (Reynolds et al., 1987). El1 compuesto enddgeno que se ha
propuesto que 1interactda con este sitio es la endopsicosina
{Contreras et al., 1987).

E1l Zn++ proporciona un bloqueo adicional a

este Treceptor
(Westbrook y Mayerxr, 1987).:

Se sabe que en algunas terminales que
liberan glutdmico, el Zﬁ++ se libera junto con éste (Assaf y
Chung, 19843 Howell et al, 1984).

Esto tendrfa como consecuencia

que el glutimico ejefciera su accidn en la célula postsindptica a
través de los receptores de tipo NO-NMDA, y se ha postulado que

podrfa ‘ser: un = mecanismo mediante el cual se protegiera

a las
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células postsindpticas de una sobreexcitacidn por los AAE (Peters
et al, 1987).

Receptores tipo Gpl

La despolarizaci&n debida a 1a activacion de los

Gpl ~der1va; PriﬂCiPalmen:e
1nd“°id° :ébryiiio fosfatos 'de‘i“

"degradacion'tdel fosfatidil inositol da.

establecido el mecanismo mediante el cua

(Nicoletti et al., 1988). ~ El aumento’ de

desencadena wuna cascada de  fosforilaciones ,8

activacidédn de cinasas dependientes de Ca++

protefna cinasa C (PKC), producié&ndose asi una.’ ‘séer de segundos

mensajeros intracelulares (Fig. 3), modificandose no golo la

permeabilidad de la membrana, sino el metabolismO‘de,la ‘c€lula en

general.

Receptores tipo Gal

Los receptores Gal se han descrito recientemente y aiin no

estdn muy bien caracterizados. Se sabe que la activacién de 1los

receptores de NMDA provoca un aumento en la liberacidén tanto de

&cido araquidénico como de sus metabolitos (Dumuils e: al, 1988)-

Este aumento en la concentracidn de dcido araquiddnico se debe a

la activacidn de la vIa directa

mediante la activacidn de 1l1la fosfolipasa Az y.omol

consecuencia de la produccidn de diacilglicerol a_tié éé;dé

receptores Gpl (Lazarewicz et al, 1988) (Fig. 4). Tanto

araquiddnico que se produce, como sus metabolitos (p:incipalmente
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FIGURA 3

HIDROLISIS DE FOSFATIDIL INOSITOL A TRAVES DE LA ACTIVACION

DE LOS RECEPTORES Gp PARA AMINOACIDOS EXCITADORES

g

| o7 | Ler,
\P.
PROTEINA
G

PLC —_—
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(NMDA) &

I — "
i :
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S
®
FOSFORIL ACION

T K 1 DE PROTEINAS

OTRAS RESPUESTAS
CELULARES

AAE, al interactuar con receptores sindpticos de tipo Gpl

Gp2 (NO-NMDA) inducen la activacidn de la fosfolipasa C

(PLC) y la hidr8lisis de fosfatidil—inositol 4,5-difosfato (IpP2)

pro

(IP

tanto

ducléndose diacil glicerol (DG) e inositol l,A,E—trifosfato

3) que actilan, a su vez, como segundos mensajeros provocando

la activacidn de enzimas como la proteina cinasa C (PKC),

como la liberacidn de Ca++ del retIculo endopldsmico.

(Modificado de: Mitchell, R.H.

en Inositol 1lipids in cellular

signaling (Mitchell, R.H. y J.W. Putney, Eds.) Cold Spring
Harbor, 1987.)
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FIGURA &4

METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO

FOSFOLWOOS
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Los AAE inducen la produccidn de dcido araquiddnico
e especificamente al interactuar con los receptores Gal y activar a
la fosfolipasa A, (PLA.), o bien
interactuar con os rTéceptores Gpl & Gp2 vy activar a 1la
fosfolipasa C (PLC). E1l dcido araquidénico, por la accidn de las
enzimas lipoxigenasa (LO), epoxigenasa (EO) y cicloxigenasa (CO)
origina wuna serie de metabolitos que pueden actuar como segundos
mensajeros intracelulares modificando canales, receptores y otras
proteinas de membrana, o bien, pueden salir de la cé&lula y actuar
como mensajeros primarios interactuando
especificos en células <vecinas. HETE's:
tetraenoicos. DGL: diglicérido lipasa.

en forma inespecifica, al

con receptores
acs. hidroxieicosa-—

Modificado de Axelrod et al. (1988).

Trends in Neurosci. 11(3):
- 117-123.
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las prostaglandinas y los leucotrienos) pueden estimular otros

sistemas de segundos mensajeros como el ‘AMPc y el-GMPc a .- través

de- ‘la  activacidn de lasic ' comcentraciones

" eitosslicas’ de calli

iregéafahléfPKC yia 1lal
PﬂCu(Axei;od é;rgi;(1938)

den’liberarse ¥ .actuar como

mensajeros primarios

nteractuandoicon’receptores membranales en

otraévcéldlaé]bré a‘‘que-los libera.

2. RECEPTORES NO' NMDA.
Bajo estevﬁhémbre se agrupa a tres subtipos . de Treceptores

para AAE: los llamados de tipo quiscuilico (QA), de tipo kafnico

(KA) vy de tipo del amino—fosfono-butirato (APB), de acuerdo con

el agonista mds potente para cada subtipo. Esta agrupacidén se

debe a que comparten un agonista (el Glu) y un antagonista (la

cianoquinoxalin 2,3-diona (CNQX)), ¥y por otro ladeo, la curva 1I/V

que se obtiene al estimular cualquiera de estos receptores es muy

similar y no presenta dependencia de voltaje. Por este motivo, ¥y

debido también a que no se conoce la secuencia de aminodcidos

de
estos receptores, mno se ha propuesto un modelo esquemdtico, como
en el caso del receptor de NMDA. Sin embargo, existen
diferencias

tanto farmacoldgicas (Foster y Fagg, 1984) como de

distribucién (Monaghan et al, 1983) que permiten distinguir a los

tres subtipos entre sI, como se muestra en la Tabla 2.

Los receptores de tipo APB se distinguen de los de KA y QA

por su dependencia idnica, vya que s5lo pueden detectarse en

presencia de c1” ¥ aumentan paralelamente al aumento de 1las

concentraciones de Ca++ en el medio (Butcher et al, 1983) . Por

otra parte, ¥y a diferencia de lo que ocurre en la mayor parte de
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TABLA 2

RECEPTORES TIPO NO NMDA

RECEPTORES DE TIPO QA

L-GLUTAMATO

AGONISTAS ANTAGONISTAS DISTRIBUCION
QUISCUALATO GDEE AREA CAl DEL
AMPA JSTX HIPOCAMPO
L-GLUTAMATO CcNQX CORTEZA CEREBRAL
¢ ~ODAP GANGLIOS BASALES

AREAS SENSORIALES
EN EL SNC
RECEPTORES DE TIPO KA
AGONISTAS ANTAGONISTAS DISTRIBUCION
KAINATO PDA HIPOTALAMO
DOMOATO X—-GLUTAMILGLICINA  CAPAS CORTICALES
L-GLUTAMATO GAMS PROFUNDAS
AC. ACROMELICO CNQX NUCLEO RETICULAR
QUINURENATO DEL TALAMO
CUERPOS MAMILARES
NUCLEO DEL PUENTE
FIBRAS MUSGOSAS
DEL HIPOCAMPO
RECEPTORES DE TIPO APB
AGONISTAS ANTAGONISTAS
APB CNQX

la tabla se muestran los agonistas y antagonistas de los
distintos subtipos de receptores NO-NMDA: quiscuidlico (Qa),
kaInico (KA) vy amino-fosfono butirato (APB), asi como su

distribucidn en el Sistema Nervioso Central.
3hidroxi—5-metil-4-isoxazol propidnico;

AMPA — ac. c¢t—amino-—

 —ODAP — ac. p-N-oxalyl-

L—- < , # ~diamino propidnico; CNQX — 6—-ciano-7-nitroquinoxalin-2,3-

diona; GAMS - Yy -D-glutamil amino metil sulfonato; GDEE - dietil
ester del ac. glutdmico; JSTX — "joro spider" toxin; PDA — cis—
2,3-piperidin dicarboxilato.
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los receptores sindpticos, los receptores de tipo APB no pueden
detectarse - en membranas previamente congeladas. Estas

particularidades han hecho que muchos autores consideren que: los
Treceptores de APB son sitios de captacidn de &cido glucEpico v no"
fe;eﬁcores sindpticos (Pin et al, 1984), coﬁ lo cual. qﬁeﬂéttan‘
é;élﬁfdos como:

de la clasificaciﬁn anteriof; .Sin émbargo;
evidencia de que son receptores sinapticos tambien es

fuerte (Honoré et al, 1986-

Slaughter y Miller, 1981) se’prefiere

considerarlos como un subtipo de los receptores NO—NMDA.

Por su mecanismo ¢ de transduccidn (1onotropico‘ o
mecabotr6pic6), los Treceptores de NO-NMDA se han clasificado
tgmBiEn ébho é&z (aquellos que aumentan la  conductancia a
cacioneé,rprincipalmente a Na+

y a K*) y como. Gp2 (los. que actidan
a través de la hidrSlisis del fosfatidiiyinositol) (Coéta et al,
1988). Por otra parte, se -ha observado que los agonistas de los
Teceptores NO-NMDA elevan la~3concentracion de nucleotidos
ciclicos en

algunas &reas del SNC como el cerebelo (FOSCer~“y
Roberts, 1981:; Novelll et al, ‘1987) y la retina’ (Anand et

. al,
1985). C . :

II. LA RETINA COMO MODELO

La retina presenta varlas ventajas que permiten utilizarla

como modelo para investigar fendmenos cuyo estudio se complicaria
en otras dAreas del Sistema WNervioso.

Ademds de su accesibilidad
y

la facilidad de mantenerla in vitro por tiempos relativamente
prolongados con un minimo dafio celular, en el caso de los

receptores para AAE existe evidencla tanto fisioldgica (Dowling y

Ripps, 1973; Murakami et al., 1975; Gershenfeld y Piccolino,
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1979) como bioquipicé (Shiells et al., 1981; L&pez Colom&, 1981;

¥ Sbm héno, ‘1982) de que el transmisor utilizado en

3 uiaé“présentan receptores para AAE.
© LA retina‘“de 1los vertebrados estd constituida por seis tipos
celulares (Fié.S): cinco clases de neuronas (los fotorreceptores,

las  ‘e¢&lulas bipolares, las horizontales, 1las amacrinas y ' las

ganglionares) 'y un tipo de c@lula glial, 1las c&@lulas de Miiller.

HistolSgicamente, los ‘cinco tipos neuronales estdn dispuestos en

‘tres capas celulares interrumpildas por dos espaclos  sindpticos,

la capa plexiférme externa (CPE) y la interna (CPI). En 1la
primera capa celular, la capa nuclear externa (CNE) , se localizan
los cuerpos de los fotorreceptores y de las c&lulas horizontales.

En la CPE, estas c€lulas hacen contacto con las terminaciones de

las c@lulas de la siguiente capa nuclear,

(CNI)

la capa nuclear interna

constituida por las c&lulas bipolares y amacrinas. Estas

dltimas, a su vez, hacen contacto (en la CPI) con las c&lulas

ganglionares y algunas amacrinas desplazadas que constituyen 1la

Gltima capa celular, 1la de las cé&lulas ganglionares (CCG), cuyos
axones se unen para formar el nervio Sptico (NO). " En algunos

vertebrados, como los teledSsteos y los monos del nuevo mundo, se

ha descrito otro tipo celular, 1las c&lulas interplexiformes, que
liberan dopamina y atraviesan la retina verticalmente comunicando

ambas capas plexiformes (Dowling, 1979).

La informacidn en la retina se transmite en sentido vertical
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FIGURA 5

TIPOS CELULARES DE LA RETINA

: PRERES “"b"'-"’
d —
O A T =

Los diferentes tipos de meuronas de la retina: fotorreceptores
(R), cé&lulas horizontales (H), c&lulas bipolares (BY, c&lulas
amacrinas (A) y cé@lulas ganglionares (G) se encuentran distribui-
das en 3 capas celulares: la capa nuclear externa (CNE), 1la capa
nuclear interna (CN1) ¥y la capa de cé&lulas ganglionares (CCG),
cuyos axones forman el nervio dptico (NO).
interconectadas en dos capas plexiformes:
interna

Estas
(CP1) .

capas estén
la externa (CPE) y la
En la retina de las aves existe un s8lo tipo de
c€lula glial: las cé&lulas de Miller (CM). CE =
epitelio pigmentario.

Modificado

de Ramdn y Cajal en Neurocircuitry of the
Cajal Memorial. {Gallego, A.
York, 1985.

célula del

Retina. A

y Gouras, P. Eds.) Elsevier,

New
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de los fotorreceptores a las c&lulas bipolares y a las
ganglionares y se modula por la actividad de las interneuronas
amacrinas y horizontales de la siguiente manera:

En la oscuridad, los fotorreceptores se encuentran
parclalmente despolarizados debido & una entrada contfnua de Na+
(conocida como 1la corriente oscura de sodio) a sus segmentos
e#ﬁérnos (Hagins,1979). Esto provoca la liberacidn contXfnua de
:ﬁp:frneﬁrotransmisor de tipo excitador que interactia con
récéﬁcores sindpticos en las c&lulas bipolares y horizontales.
De ' acuerdo con su respuesta al nmeurotransmisor liberado por ,lo;
fo;brrecepcéres, las qéiuias bipolares‘ se dividen. en ;(aoé
poﬁiacioneé: las - bipolares i"OFF", que se despolarizén ;;n ‘éi
transmiéor b2 liberan entonces su propio transmisor, (también
'exciﬁador),' haciéy las amacrinas y las ganglionares, 'y las
bipolares "ON", que se hiperpolarizan con el transmisor. La
respuesta dé las bipolares no estd determinada dnicamente pof el
efecto directo del transmisor de los fotorrecepco}es sobre ellas,
sino tambié&n por el neurotransmisor inhibidor iiberado por 1a§
c&lulas horizontales (muy probablemente GABA, en los vertébtados
no mam¥feros) que actiia sobre las bipolares modulando . su
respuescé (Dacheux et al., 1979)."

Las' cé&lulas ganglionares;‘ alvigual que las bipoiargs, se
dividen en 'OFF", "ON" u "Oﬁ;OFF" segiin se despolaricen A;na_qén
el transmisor liberado en 1a’oscuridad por 1a’ bii)oiréféé‘ ':'IOFF"
(Bloomfield ¥y Miller, - 1986). En este paso, son. 15;’:;§iul#s
amécrinas las que modulan»la‘ informacidn lliyepéndoiiéiéﬁinéos,:
neurotransmisores - (ya - sea excitadores o inhibiéo;ésSi éé;ﬁﬁ  la

poblacidn de amacrinas de que se trate (se han descrito al menos
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siete poblaciones de cé&lulas amacrinas de

acuerdo con el
neurotransmisor que liberan) (Wunk y Werblin, 1979).

Al incidir la luz sobre la retima,

se interrumpe la entrada
de sodio a los - fotorreceptores

con 10 éuai~f
hiperpolarizan 'y el :ransmisor deja de liberarse.
Vla

:gstos se

"”Esto; provoca
hiperpolarizacion de las bipolares

1 despolatizacion‘
de las ‘'ON",

que 11beran asi su: propio neurotransmisor hacia 1asx
ganglionares '"ON" y "ON—OFF“ y

Los amindﬁciébé" _mﬁé'
utilizados en’ 1a - rétina ‘dg

excitadores “(glu,

n I%éasq~de los
fotorreceptores, bipolares

Y. ganglionares

(Morgaﬁ, 1983),

y
aminodcidos inhibidores:

GABA en e de 1as horizon:ales

una poblacidn

¥y

de amacrinas, poblacidn de

¥ glicina para otra
amacrinas (Neal, 1976) . OCros ‘meurotransmisores como la
acetilcolina, la dopamina y algunos mneuropéptidos se 1liberan

dnicamente por sendas poblacliones de cé&lulas amacrinas vy,

como se
indicd anteriormente, en algunas especies

se encuentran las
c&lulas interplexiformes que liberan dopamina (Brecha, 1983).
I1TI. EMBRIOGENESIS DE LA RETINA DE POLLO
1. ESTUDIOS HISTOLOGICOS.

La embriogénesis de la retina de pollo ocurre de" 1la

siguiente manera (Meller, 1984):

Primera semana (estadios 1-31 segGn Hawburger y Hamilton (1951)):
La invaginacidén de la copa Sptica entrellos;dias 'y

. 2. -de
desarrollo embrionario (DE) da lugar a dos ' capas ‘ceiulares de
origen ectodé&rmico. De é&stas, la capa intéiqa es la. que da
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orfigen a 1la retina mneural. Entre los dfas 3 y 6 DE se da el
mayor Indice de mitosis y pueden distinguirse tres tipos
celulares:

a) cé&lulas =~ ovoides, que  se locélizan ceféa'de ;18‘ éﬁpe?ficie'

ventricular y estén en mitosis activa.:

b) c&lulas monopolares-bipolares, que~sé»aaﬁierén a-la ;uﬁérficie

ventricular por medioc de una

prolongaciones 'basales
considerarse como un cono dg é?éc higﬁt

Las c&lulas ggrminaies:sqﬁiiﬁaigiiﬁguislgg eq£g¢u3i_?fpdfilq
tanto no es posiblé S;ﬁaiér évlés preﬁﬁisor;é.;é ios”}diétiﬁfoé

tipos cg}ulargs. Las primeras c&€lulas que dejan de dividirse van

a dar ~origeﬁ"a las c&lulas ganglionares. El detemer su ' ciclo
mitdtico parece ser la sefial para que las cé@lulas emigren ‘hacia

la zona marginal y es durante esta migracidn que ocurre: la
diferenciacidn <y adquieren el aspecto morfoldgico caracterfstico

de las mneuronas adultas. Al terminar la primera semana de

desarrollo, 1la mayorfa de las c&@lulas son ya postmitSticas y

pueden considerarse como neuroblastos, aunque aiin es posible
encontrar c&lulas dividiéndose al dfa 12 DE. Las dltimas c&lulas
en abandonar ei ciclo micético son las que daradn origen a 1las
c€lulas bipolares y de Miiller.

Entre los dfas 7 y 8 DE, 1las células ganglionares alcanzan
la superficie vitreal y sus arborizaciones comienzan a formar 1lo

que serd la CPI.
Segunda semana (Estadios 32 al 40):

Uno de 1los eventos miAs importantes en este periodo es el
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inicio de la diferencilacidn de los fotorreceptores a

> partir de
las cé&lulas que,né emigraron de 1a'super£1cie ventricular. El
procesd' completo de difetenciacion abarca canto la segunda como
la. : iral de 1ncubacion y pueden distinguirse tres
etapas ‘ ' '

a) 1a formacion del segmen:o interno (alrededor del dia 12 DE)-

b) 1& formacion del segmento externo (alrededor del dIa 16 DE) .

c) el ‘establecimiento de sinapsis con 1as celulas

bipolares y
horizontales (alrededor del dfa 19 DE).

Entre los dfas 9 y 10 DE es posible identificar las primeras
cé&lulas amacrinas en la porcidn basal de la CPI. Hinds y Hinds
(1978) describieron 1la migracidn ge las cé&lulas amacrinas‘ v
obsexrvaron que, en una primera etapa, llegan hasta la capa

de
células ganglionares y posteriormente se dirigen hacia la regidn-
ventricular, a 1la CNI; esto explica la existencia de algunas
c&lulas

amacrinas que permanecen en la CCG

en la recina de
gnimales adultos.

Hacia el final de la segunda semana, las célﬁlas
horizontales se ramifican profusamente y

comienza a formarse lo
que serd la CPE.

Tercera semana (Estadios 40 al 45):

Hacia el dfa 15 DE comienzan a

’encrelazarse} ‘las-

prolongaciones de

las cé&lulas bipolares y horizontales con vios

pies terminales de los fotorreceptores y en el dia

se forma el
cuerpo sindptico en 1listén en 1la porcion basal "de

los
fotorreceptoress;

sin embargo,

el niimero de vesIculas en &ste no
aumenta significativamente hasta 1os dIas 18 y 19 DE. Una vVvez
que la retina adquiere la distribucion celular

y conectividad
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caracteriIsticas del adulto, es deecir, hacia el dfa 19 DE,

comienza-a formarse la barrera hemato-retiniana.

' Una caracteristica interesante en el caso de las aves es que

1a~ieéiﬂé‘éhﬂ 1

dg;de vascularizacidn y, - por lo tanto,

‘de‘astrqcitéé. ﬁniéo tipo de cé&lula glial-en la fetina de

las aves  son c&lulas de Miller. Como en el ° caso ‘de’ los

asttocitos,‘Vla$1¢élﬁ1asvde Muller derivan déxééih;ééi"

otipoten—

ciales ' que ~ pueden ‘dar. origen tanto a neuronas como :a . c&lulas

gliales. Losiié;toreé que Inducen a estas cElulas.a e*pfesar el
genotipo 'dé'gliobiaScos se desconocen, sin embérgo en algunas

regliones - del 'SNC c¢omo el nervio Sptico, se sabe que las cé&lulas

Precursoras | plerden 1l1la capacidad de convertirse en neuronas

cuando. establecen contacto con los axones provenientes de 1la

Tetina ngﬁrél (Juurlink v Fedoroff, 1980). Las c&lulas de Muller

se dlferencian como tales en etapas muy tempranas, afin antes de

la ‘diferenciacidn neuronal, y forman una capa en el borde externo

de . la retina que posteriormente, en el adulto, constituird 1la

membrana limitante externa (Uga y Smelser, 1973). A pesar de que

se ha propuesto que 1las c@lulas de Miller son un tipo de

astrocito altamente especializado (Polyak, 1941), estas cé&lulas

comparten caracteristicas tanto de astrocitos como de

oligodendrocitos. Al d1gual que los astrocitos, las c&lulas de

Miiller presentan una alta actividad de 1la enzima glutamino

sintetasa, asi como los mecanismos de captacidn de alta afinidad

¥y 1las enzimas de degradacidn de varios mneurotransmisores. En

etapas inmaduras, presentan Inmunorreactividad contra la

vimentina, pero no contra la proteiIna acidica fibrilar de la glia
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(GFAP), lo cual permitirfa clasificarlas como protoastroblastos,
segliin la terminologfa propuesta por Fedoroff y col. (1984). La

inmunorreactividad contra la GFAP (marcador de; astroblastos; y

astrocitos maduros) se ha descrito ‘en las celulas de Muller de’

algunas especies como la carpa (Bignami, en, 13 raté 

después de dafio ocular (Bignami y Dahl, Sin embargo, las

c&lulas de Miller presentan cambiéﬂ:ﬁércg ue’ se conside?éﬁ
exclusivos de oligodendrocitos, como son : V;uné A;ita
actividad de la enzima anhidrasa carbonica C (Ghandour et éi,
1979; Linser y Moscona, 1981) y .1la glicopro:eina asociada a
mielina. Debido a esto y puesto que las célﬁlas de ﬁuller»son el
finico tipo de cé&lula glial en la retina de las aves y“ el
priﬁcipal en la retina de los demds vertebrados, se harp;opuesﬁb

que ‘en este drgano desempefian las funciones tanto de . astrocitos

como de oligodendrocitos (Newman, 1986).

2. ESTUDIOS IN VITRO.

La diferenciacién morfoldgica de las c&lulas de retina en
cultivo 1la ha seguido principalmente el grupo de Adler, que
también establecid la técnica para obtener cultivos enriquecidos
en mneuronas o c&lulas gliales de la retina (Adler et al., 1982)
dependiendo del sustrato utilizado y de la densidad a la que se
siembren las cé&lulas. En los cultivos de neuronas, la proporcidn
relativa de los distintos tipos celulares depende del momento del
DE en que se obtienen las retinas: asi, si se utilizan embriones
de. . 6 dfas DE . en los que la migracidn de las c&lulas de la retina
apenaé empleza, se obtienen basicamente c&lulas fétoirecepcoras

en ‘el ‘cultivo, mientras que si la siemb:g se hace uno o dos dias
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después (cuando la mayor¥Xa de las c&lulas ya se han alejado de 1la
superficie ventricular), se obtienen casi todos los  tipos

neurcnales, en proporciones equivalentes a las que se encuentran :

en la retina completa. A partir de estas observaciones se 11ego af,

la conclusidn de que todas las c&lulas de la re:in
"'un precursor iinico y la diferenciacidn enyund u o

la  inducen 1los factores del entorno que ,enc entran

distintos niveles de la migracidn (Adler Y Hat

las c&lulas que mo emigran v por lo :ento no: ent r ontacto .

con los inductores, se diferencian en fotorreceptores.

IV. RECEPTORES PARA AAE EN LA RETINA DE ANTMALES ADULTOS

El estudio bioquimico de los receptoreé en preparaciones
membranales aisladas consiste bdsicamente en medir 1a unidn de un
ligando radioactivo (a una concentracidn por debajo de su KB) en
una preparacidn de membranas del tejido en estudio y su
desplazamiento por un exceso del mismo compuesto (o algin
andlogo) no radioactivo (Enmna y Snyder, 1976). Preferentemente se
utiliza como ligando radioactivo al agonista o antagonista mas
potente de la accidn fisjoldgica del supuesto transmisor natural
ya que estos compuestos no se metabolizan tan r&pidamente como el

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

antagonista con suficiente afinidad o especificidad, puede
utilizarse el compuesto postulado como transmisor. Con esta

técnica general es posible medir dos categorfas de receptores:
a) sitios de captacidn: la interaccidn del ligando con estos

sitios estd en funcidn de la presencia de iones sodio en el
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medio, y se afecta con la congelacidn de las membranas, por lo
cual los ensayos deben hacerse en membranas recié&n obtenidas, en
un medio'con'glqcbsa'&leﬁuffgsencia de Na+. Presentan constantes

de afiﬁiaad”én;élférdén;ﬁicromolar.

sihEp iéosi pPresentan constantes de afinidad en el

orden- nanomola

Lh”interacciSn ligando—-receptor es independiente

de Na+, eﬁe#gia!y‘témﬁeratura; por lo tanto, para diferenciarlos

de 1los anteriores, los ensayos deben hacerse en membran;sjr
previa@enté congeladas y en un medio sin Na+ y sin glucosa. Los
receptores sinfApticos se clasifican en dos grupos: postsiniptiéés
b4 extrasinidpticos; estos Gltimos comprenden a .1gé
autorreceptores,

que se localizan en la porcidn de la cé&lula que

estd liberando al transmisor y su accidn regula la cantidad "de
transmisor

liberado. Dado que este tipo de ensayo se hace “en
membranas aisladas en las que no es posible distinguir las que
provienen de las c&lulas presindpticas de aquellas

de -origen
postsindptico,

con esta técnica no es posible saber si 1los
receptores medidos corresponden a receptores post =]
extrasindpticos o

a una mezcla de ambos. Por este motivo es

necesario correlacionar los estudios bloquimicos con experimentos

electrofisioldgicos en los que es posible registrar a las c&lulas

individualmente 'y estudiar la manera en que los distintos
compuestos afectan su comportamiento.

1. RECEPTORES SINAPTICOS.

En estudilos anteriores se caracterizaron bioquimicamente los
receptores -sindpticos para AAE en retinas de pollos adultos,
determinando asf sus propiedades en un estado que podrIamos
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llamar “maduro™..  Para esto se estudiaron las caracteristicas de

la unidn ’espgqifigg;,deiéﬂeclu (L8pez Colom&, 198l) y 3H—Asp

(L8pez Coiqmély:Soﬁéhéﬁb, 1982) como agonistas generales de 1los

recepcoresf'ﬁara”AAE; Esto se hizo siguiendo la técnica que se

describe ;én;ié seccidn de M8todos, tanto en membranas de retina

completa -y - de  fracciones subcelulares como en membranas de

retinas . de eanimales tratados (por inyeccidn intraocular) con

dosis crecientes de KA (L&pez Colom& y Somohano, 1984). Este

tratamiento elimina selectivamente a distintas poblaciones

celulares dependiendo de 1la sensibilidad de 1las c&lulas al

kainato (amacrinas y bipolares "OFF" > horizontales > bipolares

YON'") (Morgan e Ingham, 1981), ¥y permitisd localizar 1los

receptores para AAE en determinadas poblaciones celulares.

Posteriormente, se repitieron estos estudios utilizando ligandos

especificos para 1los distintos subtipos de receptores: 3H-=<-

amino hidroxi metil isoxazol ©propionato (3H—AMPA) para los
receptores de tipo QA (L&pez Colomé y Somohano, 1987),

(BH—KA) para los de KA (Somohano et al., 1988)

3H—kainato

v 3H—carboxi

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

estudios se concluyd lo siguiente:

a) Estudios con ligandos generales:

En la retina de pollos adultos existen tanto receptores para

3H—Glu como para 3H—Asp : La unién especifica de 3fl—Glu se

localiza principalmente en 1la capa plexiforme externa de ‘la

retina y presenta una cin&tica saturable con un solo - compomnente

(KB = 0.55 pM y Bmax= 15-22 pmolas/ mg proteina),
la de

mientras que

H—Asp parece estar igualmente distribuida en ambas - capas

sindpticas y presenta una cin&tica con dos componentes en ~cada
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FIGURA 6
CARACTERISTICAS CINETICAS DE LOS RECEPTORES

PARA AAE
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CGu-cep,
a los receptores de  AAE  puestra cinéticas

saturables y de alta afinidad con un solo componente, en el c'asq
de los

caso de la unidn de 3

agonistas a receptores de tipo NO-NMDA Yy con dos
H-CPP.

en ‘el
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fraceidn: uno de alta afinidad con una KB de 12—&0 nM ¥ una Bmax
0 4-0.66 pmolas/mg proteina

fracciones.

de que se localiza en ambas
2 ocro de baja afinidad. con; una'KBrde 291 nM y Bmax
4.8 pmolas/mg pro:eina en’ 1a fraccion P1

una

concentracion de 1 pM en- la fraccion P2 :

‘Eﬁ' cuanto ‘a 1a distribﬁ;ion derlos recep:ores que unen 3H—
Glu y'SH—Asp, encontramos quez ‘ :
- Las icelulas ‘amacrinas y las bipolares‘WOng tienen la misma
proporcion de recepcotes para Glu b4 Asp. 5 e
- En 1as c&lulas horizontales, 1a,propprc16n de{reéeptores para
Glu y paia Asp es de 3:1.
- Las -bipolares  "ON" parecen tener Gnicamente' receptores  para
Aép-; o

- Aproximadamente

el 28% de los receptores para Glu'y‘el 35Z  de
los de

Asp correspounden a receptores postsindpticos  en }as-
cé€lulas ganglionares y receptores posiblemente presindpticos ‘en
los fotorreceptores.

b) Estudios con ligandos especificos:

En la retina de los pollos adultos coexisten los receptores
NO-NMDA (QA y KA) vy los NMDA (medidos con JH-CPP):
—~ Receptores de QA:

En la retina de pollos adultos se encontrd
que el 3H—AMPA se une a estos receptores con una ciné&tica
saturable y de alta afinidad (KB=1.69 pPM ¥ Bmax=9.85 pmolas/mg

proteina) con

un s3lo componente, tanto en la retina

completa
como en las fraccilomnes subcelulares,

con aproximadamente 50% de
¥y una distribucidn

unidn especifica

semejante "~ en las dos
fracciones.

También se estudid la capacidad para desplazar

al
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3H-AMPA de algunos andlogos estructurales de estos aminocdcidos y

del &dcido 1boténico sintetizados por el grupo de Krogsgaard-

Larsen (1984). Los desplazadores més potentes (con mis del 90% de

desplazamiento) del 3H—AMPA fueron el AMPA, élij;H?CA,'el L-Glu,

el QA, el Quin 'y el 2.3;—PDA.

- Receptqtes‘de KA: H~-KA ‘se

Al medir la ciné&tica‘de’la’unidn de 3
encontrd . que. es saturable en un orden-de cbﬁaéﬁiragiones entre 1

¥y 500 oM y;présenta un sdlo componenﬁ' ~con una
Bmax,§e 0.312'pmo1as/mg proteina y,hﬁa KB ) V
ﬁ— Recep§6£es de NMDA: La unidn eépgcif_’ .déTBH—CPP mqés;ra'uha'
' ciﬁé&ica Sifasica en presencia deiﬁgCii‘iVmﬁ (Kﬁl = 59 nM iéﬁméki :
= 2.2 -~ pmol/mg proteinas; KBZ =431 nM y Bmaxz = 9.5 pﬁai/ﬁg'

" frbﬁeina). En ausencia de Mgi+ {inicamente puede detectarse ei_
7 sistéﬁa de baja afinidad con las mismas constantes cinéticas que

eﬁ presencia de este catidén. La farmacologia permitid distinguir
entre los dos sitios: el L-Asp desplaza al 3H—CPP {inicamente del
’sitio de baja afinidad, mientras que 1los desplazadores wmas

potentes del CPP unido a los sitios de alta afinidad son el AMPA

v el APH.

En cuanto a la distribucidn de los distintos subtipos de
receptores, por estudios

electrofisioldgicos Coleman y col.

(1986) demostraron que las bipolares "ON" estidn enriquecidas en

receptores de tipo APB, los receptores de tipo KA se localizan en

las cé&lulas horizontales, amacrinas, ganglionares y bipolares

“"OFF",y los de NMDA y QA en las cé&lulas ganglionares y amacrinas.

2., RECEPTORES PRESINAPTICOS (AUTORRECEPTORES).

La liberacidn de la mayoria de los neurotransmisores puede
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3

modularse a través de la interaccidn del transmisor liberado con

Teceptores en la terminal presindptica (autorreceptores).

Generalmente se ha observado que los ' neurotransmisores, tanto

aquellos con efectos postsindpticos inhibidores, como los’

considerados transmisores ‘excitadores, al interactuar con los

autorreceptores inhiben” “la “1iberacidn . del: transmisor. f_ﬁé:émr
inhibicidn presindptica se’ ha demostrado en el caso ..de ~ia,»

noradrenalina‘(Langén et al., 1979; Reiéhenbacher et al., 1982),‘

la dopamina ' (Farnebo y Hamberger, 1971), el GABA (Miﬁchéllbfy

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

1964; Polak, 1971) y la serotonina (Cerrito y Raiteri, 1979& b4 b;“

Gothert, 1980), por estudios en los que se aplica el compuesto:

transmisor y se despolariza simultineamente la terminal -ya ’‘sea’

el&ctricamente o utilizando altas concentraciones de KC1.

A pesar de que se desconoce el mecanismo por el cual -la

interaccidn de los transmisores con los autorreceptores  puede

inhibir la liberacidn, se ha propuesto que podrfIan actuar:
— hiperpolarizando 1la membrana, por ej. por estimulacidn de la

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

— reduciendo la amplitud del potencial de accidn (Vizi, 1979),
— disminuyendo la resistencia de la membrana (por ej. aumentando’
la conductancia), con lo cual la despolarizacidén serIa menoé

efectiva y se liberaria menos transmisor (Dudel y Kuffler, 1961);

— dinactivando o bloqueando los canales de Ca-+ sensibies‘ya

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

— interfiriendo con el acoplamiento de 1la secrec16n4.(Staiké,‘

1977 ; Langer, 1981), o bien

—aumentando los niveles de GMPc (Pelayo et ﬁl., 1977). ©
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disminuyendo los de AMPc (Wikberg. 1979).

La ‘exis:encia de receptores presinapticos para AAE '~ se . -ha

demoscrado e algunas freas . del

et al., 1982,: McBean y Roberts,

Lopez Colome y Roberts (1987) demOSCraron qu

como 1osk an:agoniscas especificos d
recepCOres postsinap:icos para AAE 1nh1ben “la
'Aspar:at0~ estimulada por despolarizacio

probablemente ;:h través de ‘su in:eraccion

presinapticos (Fig. 7). Las caracterIsticas farmacologicas' de

estos sitios difieren de aquellas de los sicios postsinapticos

descritos anteriormente:

— Los antagonistas del receptor de tipo NMDA (APV y APH) actdan

como agonistas parciales (con mayor afinidad y menor efectividad)

revirtiendo parcialmente la inhibicidn por NMDA pero iInhibiendo

3

por sI mismos la liberacidn de ~“H-~D-Asp.

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

el D-glutamato, ya que a una concentracidn de 100 jpM, ambos
inhiben aproximadamente el 90X de la liberacidn.

~— E1 NMDA y el KA no tienen un efecto aditivo, .lo cual indicarXa
la interaccidn de ambos compuestos con un mismo receptof.

— E1 = AMPA parece actuar como un agonista parcial en el ' receptoxr

preferente para KA.

De estos estudios se puede concluir que los receptores.

presindpticos para AAE, al menos en la retina, presentan
caracteristicas farmacoldgicas distintas de las  descritas para

los rTeceptores postsindpticos.
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FIGURA 7

INHIBICION DE LA LIBERACION DE 3H—D—ASP POR AAE
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receptores de NMDA como de los NO-NMDA
H-D-~Asp estimulada por alto K+ (100Z en
en la retinma completa de pollos adultos. En
subcelulares, particularmente en lia P
observa un

patrdn muy similar
en la fraccidn P

las
(fracecidn
al de  la 7retina
(fraccidn sinaptosomal cruda) el
NMDA tiene un efecto inhibidor " m3s potente. Los resultados son el
promedio de por lo menos 3 experimentos + S.E.M.
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3. CAPTACION.

En - cuanto -.a 1a'capcac16n de‘AAE en la retina de animales

'estudios de Thomas y Redburn (1978) en rTetina de

Ly Neal (1976) en retina de rata demuestran ‘que

cra spor:ador comﬁn para ‘Glu y Asp,

que no presenta

estereoespecificidad ;(lo"cual permice utilizar al D—Asp como
marcador, ya’ que no

s metabolizado como los 1someros L) y‘ﬁﬁe
depende tanto dg  Na+ ; como de energfa. En('cuantor‘a 1as”
poblaciones celulares 'que.p;eseﬁtan este  tipo 'dev rééeptdres;
parece ser que aunﬁué;tddbsilos ﬁipos celulares déyla'fetina sdﬁ
capaces de captar es#bé émiﬁoﬁcidos, . son las célulaé de Miiller
las que Tecaptan 1la maydr parte del glutamato liberado, lo
‘hetabolizan a glutamina (por medio de 1a enzima glutamino-
sintetasa que se localiza principalmente en estas cé&lulas) Yy
liberan &sta, que a

su vez es captada por las neuronas para

formar nuevamente glutamato liberable (por la accidn de la enzima

mitocondrial glutaminasa I, que se localiza en las

nerviosas) (Herz, 1979) (Fig. 8).

terminales

Recientemente se ha descrito

también un sistema de captacidn electrogénica para AAE en 1las
c&lulas de Muller de ia retina del ajolote y en  astrocitos de
cerebro y se h# prbpuestbyﬁue la despolarizacidn de las cé&lulas
gliales potiilqs,rAAEfpoarIa deberse a este mecanismo (Brew y

Attwell, 1987; Barbour et al., 1988).
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fumarato

FIGURA 8 . . -
METABOLISMO: DEL GLUTAMATO
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El glutamato liberado como neurotransmisor al espacio sindptico
se recapta tanto por las terminales sindpticas como por, las
c&lulas gliales. En estas {ltimas, el glutamato se transforma en
glutamina, que es liberada nuevamente al medio extracelular 'y
las neuronas. Esta glutamina, por accidén de 1a'

captada por

Fa Lt
glutaminasa en las terminales sindpticas, origina de nuevo dcido
glutdmico liberable ante un impulso nervioso.

A.M. En: Aminoacidos y péptidos en la
(Pasantes—Morales, H. y H.

(Tomado de Lépez Colomé,
integracidén de funciones nerviosas

Ar&chiga, Eds.), UNAM. .
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V. ONTOGENIA DE LOS RECEPTORES PARA AAE

1. ESTUDIOS EN EMBRIONES
A. RECEPTORES PARA AAE EN EL SNC DE EMBRIONES.

Durante la diferenciacidn celular, existe una correlacidn

entre los cambios morfoldgicos y los cambios bioquimicos: asf, en

distintos momentos del desarrollo es posible detectar la activi-

dad de distintas enzimas que incluso, en algunos casos, han

llegado a considerarse como marcadores para ciertas etapas del

proceso de diferenciacidn (Rosenberg, 1973). Recientemente, sin

embargo, se ha visto que los cambios bioquimicos no se limitan a
la aparicidn o desaparicidn de ciertas enzimas y vIas metabdlicas

sino que existe wuna verdadera "maduracidn" desde el punte de

vista bioquimico y que las proteinas cuya actividad comienza a

detectarse en un momento dado modifican sus propiedades a 1lo

largo de l1a diferenciacidn celular. En el Sistema Nervioso, se

ha visto que los receptores sindpticos a distintos

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

o 1la  acetilcolina (Large et al., 1985) asi como los canales

i8nicos asocilados a estos receptores (Schuetze et al, 1978) no

presentan las mismas caracteriIsticas durante el desarrollo

ontogenético que en los animales adultos. Asimismo, en la retina

de pollo se ha demostrado que la captacidén de GABA aumenta a lo

largo del desarrollo embrionario (Frederick, 1987), ¥ que ia

liberacidn de acetilcolina se incrementa durante la ontogenia con

una correlacidn temporal con la formacidn y maduracidn de 1las

sinapsis colinérgicas en la retina (Thompson, 1982). Estas

propiedades particulares de los receptores en momentos criticos
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del desarrollo permic;n suponer que los transmisores 1p953en
funcilones distintas a las de neurotransmisor clisico, una'dé ias
cuales podffﬁ seri;ﬁ efecto tr8fico- sobre 1as;c§;ulas cgn‘iéquué
interactan. T ‘ - o

En: cuanto a 1os/récep:orgs'para AAE durante la ontogenia, se

éfal, las futuras cé&lulas postsindpticas son
sensibles.

los AAE antes del establecimiento de las primeras

sinapéis ﬁvoodward et al., 1971); sin embatgo.'la sensibilidad a

los aédﬁiséas de los AAE, que podria correlacionmarse con 1la

proporcidn relativa de los diferentes subtipos de receptores para
AAE funcionales en determinado momento, varfa significativamente
durante Uno de

presenta el cerebelo de la rata,
esencialmente

el desarrollo ontogené&tico. los ejemplos més
claros lo

cuyo desarrollo es
postnatal, ¥y en donde las c¢é&lulas de Purkinje
Tesponden s8lc a los agonistas generales al momento del
nacimiento. La

sensibilidad a estos agonistas generales aumenta

después del nacimiento y alcanza un m3ximo entre los d¥as 5 y 83
en cambio, la sensibilidad a los agonistas especificos no aparece
sino hasta el dia 10,

momento a partir del cual el &cido
quiscuflico se <vuelve el excitador mfis potente. En estas
cé&lulas, la sensibilidad al NMDA es temporal: aparece al

principio de la sinaptogé&nesis y disminuye durante .el primer

mes
hasta alcanzar los valores del adulto,

que son muy bajes (Dupont
et al., 1987).

Otro ejempleo lo encontramos en el cuerpo estriado
¥ en el hipocampo de rata,

donde la potencia excitotdxica del QA
y -~ del KA se invierten durante el desarrollo:

en los
inmaduros,

animales
el QA es altamente neurotdxico ¥y

las cé&lulas son
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relativamente 1nsensibles al &cido kafnico (Silverstein et al.,

1986; Baudry et al., 1983), mientras que en los animales adultos

sucede . lo contrario. Los cambios en los receptores para AAE mno

se limitan a los receptores postsind@pticos,  sino Que tambi&nse
modifica 1la captaci6n de estos aminbiéidos com0~‘dgmostrardn

Schmidt -y Wolf (1983) al enconcrar un. aumen:o en.’ la acumulaciSn

de L—glu:amato y D—aspartaCO durante‘

‘1 desarrollo del hipocampo.'
B. RECEPTORES PARA AAI-: EN 'LA RETINA mRIONARIA.' :
sehsibilidad a  los AAE,; en

se hﬁ estudiado

tinicamente desde el punto de vista de su efecto neurotdxico. En

estos estudlos se observo el-efec:o agudo de la exposicidn de las

retinas aisladas a distintas concentraciomes de AAE (en el 6rden

milimolar para el ac. quinolinico y micromolar para el kainato).

La sensibilidad al quinolinato aparece al dfia 9 DE y aumenta

hasta el dfa 12 DE, afectando la capa nuclear interma de la

retina (Gibson et al., 1985). La sensibilidad al KA (Gibson vy

Reif—Lehrer, 1984; De Nardis et al., 1988) aparece entre los dias

7 ¥y 8 DE en las c&lulas amacrinas y aumenta hasta el dfa 14, para

después disminuir. Entre los dias B8 y 10 DE se afectan también

las cé&lulas horizontales, sin embargo, su sensibilidad es baja

comparada con la de las cé&lulas amacrinas y mo aumenta a lo largo

del desarrollo. Las c¢é&lulas bipolares no son sensibles a 1la

accidn neurotdxica del KA hasta el dia 12 DE y alcanzan la mAxima

susceptibilidad al dfa 20 DE; sin embargo, a diferencia de lo que

ocurre con las células amacrinas, &sta no disminuye

posteriormente (De Nardis et al., 1985).
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2. ESTUDIOS EN CULTIVOS CELULARES.

A. RECEPTORES PARA AAE EN CULTIVOS DE CELULAS DEL SNC.
Los cultivos de <cé&lulas disociadas de Sistema Nervioso
Presentan

una serie de ventajas para el estudio'dé“lés

procesos
que intervienen

en 1la diferenciacion celular :en los
cultivos, puede modificarse el medio excracelular y obsexrvarse el
efecto de hotmonas,»

,fgctores de crecimiento

soﬁré -esta
diferenciacidn. Porxr otra ﬁaréé,' es posible o

enriquecidos en algunos tipos celulares y e

la  inducecidn

cultivos

ellos determinar si

de clertas propiedades se debe a ia’ influencia

“de
otros tipos celulares o a. factores intrinsecos‘
La diferenciacidn de’ 1as celulas en cultivo se ha estudiado
no s8lo desde

el punto de vista morfoldgico sino también
neuro@uimico; .como ejemplos se puede citar la adquisicidn de
N\

selectividad farmacolﬁgica de los receptores para GABA y glicina
en cﬁlcivos de meuronas del cerebelo (Mori-Okamoto Y Tatsuno,
1985). En lo que respecta al estudio de los receptores para AAE,
el uso ‘de los cultivos ha permitido estudiar dos aspectos que
hubiera sido muy diffcil conocer en otro tipo de

preparaciones:
en primer lugar,

las caracteriIsticas electrofisiongi;as de

los
;anales asociados a los receptores, Yy en segundo lugar, el papel.
de los AAE como factores trdficos. '

Por experimentos eleccrofisiolégicos' se han logrado
caracterizar

las corrientes idnicas provocadas por los agonistas
receptores de NMDA y NO-NMDA en neuronas

(Jahr y Stevens, 1987),

de " los del hipocampo
del cerebelo (Cull—-Candy y Usowicz, 1987)
v de la mé&dula. espinal (Vliachova et al.,

1987), vy en astrocitos
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de cerebro, (Bowman y.Kimg1betg; 1984) e incluso se ha llegado a

demostrar: que 'ambos?:1§58vdg

postsinapsis’ (Bekkers y. Sce:

~ receptores para AAE;eq:lqg,culciyqa;s

otros mé&todos como por.ejemplo la ilos .'AAE’ para

estimular la liberacidn de 3H-D—Asp ° dé:offoé neﬁfotréﬂsmisores
como el GABA o la acetilcolina (Pin et al., 1988; Harris y
Miller, 1989) o el efecto trdfico que tienen los AAE para
promover 1la supervivencia Y la diferenciacidn celulares (Balazs
et al, 1988) y para estimular o detener la extensidn de neuritas,
segiin el tipo celular de que se trate (Mattson et al., 1988;
Brewer y Cotman, 1989).

Asimismo, en cultivo de c&lulas se ha demostrado no sdlo la
accidn d1onotrdpilca de los AAE sino también 1la éroduccisn de
segundos mensajeros en respuesta a estos compuestos. AsT, en
cultivos de c&lulas granulares del cerebelo se han caracterizado
los receptores metabotrSpicos relacionados con la produccildn de
GMPc (Novelli et al., 1987), de fosfatidil inositol (Nicoletti et
al., 1987) y de &dcido araquidénico (Lazarewicz et al., 1988) .
Por otra parte, tambié&én se han caracterizado los sistemas de
captacidén de alta afinidad y liberacidn de AAE tanto en liIneas
celulares (neuroblastoma de ratdn y glioma de rata) (Balcar et

al., 1987), domo en cultivos primarios de c&lulas granulares del

cerebelo (Balcarvec al., 1987 ; Drejer et al., 1983), de astroci-

tqs, as de la corteza cerebral (Drejer et al., 1983).

B ~RECEPTO;;E' ’ARA AAE EN CULTIVOS DE CELULAS DE LA RETINA.

Enf éuahéo‘ a los cultivos de c&lulas de retina, se "ha
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demostrado une las  c¢&lulas ganglionsres—de la.retina de Tata
preseﬁtan receptores . de tipo NMDA que pueden mediat  e1 efecto
neurot6x1co del glu:amico cuand

se elevan 'las

concentraciones

excraceldlare io (Hahn et al.,; 1988). En cultivos = de
~retina:. de pollo e harvisto que el acido gluCamico, petb no. el

la’ proliferacion tanto de neuroblastos como

glioblastos. En 7e1rcéso'de las c&lulas. de Muller,

unicamente

el acido glucamato no tiene efecto (Hyndman,

de lo que sucede con  las neuronas de 1la

corteza,
vulnerabilidad al &ecido

glutdmico aumenta
(Choi, 1985; Wahl et al., 1989). En los cultivos de retina de
pollo también se ha estudiado, por

autotradiografia, 1é
acumulacidn de AAE y se ha visto que aproximadamente el 30Z de

las c&lulas presentes en cultivos de neuronas y en pricticamente

el  100% de las c&lulas de Muallerx captan al Glu con alta afinidad,

de manera dependiente de Na+ (Hyndman y Adler, 1982).
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'oaasrlvos

El estudio

farmacongico de los receptores pata AAE en ~la

retina de pollio- dutance la embtiogenesis y. en celulas
en

retinianas
culrivo puede aportar avidencias portan ar
los AAE en

celulares. Por este mocivo, 1os objetivos de este trabajo fueron‘
OBJETIVOS‘GENERALES’ ;

1. De:ermina: .en que momento del desazrollo ontogenetico y de la-+
diferenciacidn

in  vitro aparecen

los diferentes tiyos de
receptores para AAE: receptores sindpticos, auto?receptores, y el
sistema de captacidn de alta afinidad.
2. DPeterminar sl los receptores para AAE sufren cambios en sus
propiedades biogquimicas durante la diferenciacidn celular.
3. Determinar si

existe un paralelo entre

la diferenciacidn
blioquimica de los receptores para AAE in vivo y en las c&lulas en
cultivo, con el

fin de establecer un modelo en

el cual sea
posible estudiar los factores que determinan esta diferenciacidn.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1.

Determinar la aparicidn de 1la unidn especifica de
Asp, 3

3u-giu, 3a-
H-KA, BH—AMPA b4 BH-NMDA en membranas aisla&as de embriones
de pollo de 7, 11, 14, 18 y 21 dfas de desarrolloc embrionario.
2. Determinar las caracterIsticas cin@ticas de la unidn de estos
ligandos ¥y la capacidad de agonistas y antagonistas de los
diferentes subtipos de receptores para AAE para desplazarlos.

3. Establecer los wm&todos para la obtencidn

de cultivos de
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c&lulas de la retina en los que predominen neuronas, o c&lulas de
Miller. .

4. En ambos tipos de cultivos, | determinat la presencia de sitios

de unidn especifica para 3H—Asp Y. 3H—AMPA a distintas edades “de

los cultivos: 1, 5, 8 vy 12 DIV,

: asI como- las ,caracteristicas
cinéticas y farmacoldgicas d

5. Determinar 1asicaraqt A‘la liberacion de 3H—D—As§

de retinas de gmbriones;&é

4, 18 y 21 dias de

DE, su  estimu laci

alto K+, Ny su
dependencia de Ca++ '

an:agonis:as de los

estimulada

u_‘n'-As"p s
7,11 b4 14 dias.

7. Determinar 1as caracteristicas cinéticas y farmacoldgicas de

la captacidn de H-D—Asp en cultivos de neuronas o de c&lulas de

Miiller de discintas edades: i1, 5, 8 y 12 DIV.
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MATERIAL Y METODOS

EMBRIONES. Se obtuvietoanhgevps fecundados de pollos de. ' raza

Barred Plymouth.. Rock: (Arﬁé/rjﬂatchéry,VVS,A., de 'C,Yﬁ)rﬂyr se

incubaron a 37%c

na:atmdsfera ééﬁ;soz de  humedad;  “en ‘un

incubador (Galvéﬁ'ﬁ‘ pn.cidlds de movimiento:cada hora;‘

CULTIVOS. Se utilizs la

;Ecp'c ,d§s¢éita por AQler y‘cbl.‘(1982)
para obtener culcivoé‘de c&lulas disociadas de retina de;bpollo

enriquecidos . en neuronas o en células gliales de 1la siguiente

manera: se disecaron las retinas de embriones de 7 dias y se

incubaron durante 30 minutos a 37°C con tripsina. 0.25Z en .

solucidn salina (CMF-Hanks BSS). Se detuvo la tripsinizéciSn por‘

dilucidn con medio mTnimo de Eagle (MEM) (Gibco) + 1% de albimina
y las c&lulas se disociaron mecdnicamente con una pipeca'Pasteur.

La suspensidn de cé&lulas se pasd por una malla de 50 pm y se

diluyd con MEM sin suero hasta obtener una concentracidén final de
1.5 X 106 c&lulas/ml para los cultivos de c&lulas gliales, o 1 X

106 c&lulas/ml, para los cultivos de neuronas. De esta

suspensidén se agregd 1 ml/caja de cultivo de 60 mm de diZmetro

(Nunc) a la que previamente se ha afiadido 1 ml de MEM + 20% de

suero fetal de bovino (FCS) (Gibco). Para los cultivos de

neuronas se utilizaron cajas pretratadas con poli—-D-lisina (0.1Z)

FCS, y al 5% dfa 4in vitro (DIV) se les agregd citosin
Yy Izn vatrxo

furandsido 10—5M y se dncubd durante 24 hs. con el fin de

arabino

eliﬁiﬁar  las células "en mitosis activa. Las cajas - para:: los
Cﬁlgivos"dé c&lulas ' gliales no requieren ningiin’ t;étamiento

especial. E1 a§ﬁeécotde,es;os cultivos se muestra en la figura 9.
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FIGURA 9

CULTIVOS PRIMARIOS DE RETINA DE POLLO

Las micrografias de contraste de fases muestran el aspecto de los
cultivos enriquecidos en c&lulas gliales (A) o en neuronas (B) de

la retina en su estado diferenciado:

12 DIV en el caso de 1la

glia, ¥ 5 DIV en el caso de las neuronas.

Calibracién:

1la barra
parte inferior derecha representa 25 pm.

en la
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INMUNOCITOQUIMICA.

Para determinar la pureza de los cultivos se
de:ects pot tecnicas inmunoci:oqu{micas, la presencia en

ambos
tipos dev a:proteina acfdica fibrilar de 1la giI#,
(GFAP’,  f la nolasa especifica de neuronas (NSE); el asPeété 4;7 -
1os? '

e . neuronas tenidos con el anticuerpo anti’NSEwyraé

Como un segundo control, se a :ermino

que la TT es un mejor; marcado

En todos los casos,

se aspiro el medio de cultivo con ,una

Despu&s se procedid de manera

los !distintos marcadores:

elulas se fijaron con metanol a -20°C durante 5 min.,
sé' 18varon 3 veces con solucidn salina amortiguada con fosfatos
(PBS) + Iriton—x—loo (0.4%) y se incubaron 30 min con

suero de
cab:a (3 mg proteina/ml) (Gibco). Despu&s, se retird el suero de

¥ se incubaron de 12 a 24 hs con el anticuerpo

contra 1la GFAP (ICN) (1:200 en PBS) a 4°cC.

cabra monoclonal

Se lavaron con PBS y

se ~incubaron 30 min. en cimara himeda con suero de cabra
inmunoglobulina G de ratdn (G « M IgG),

de

anti

acoplado a isotiocianato
fluoresceIna (FITC) (Sigma) (1:20 en PBS). Se lavaron y se
montaron en PBS:glicerol (1:9) para observarlas en un microscopio

invertido (Nikon Diaphot-TMD) equipado con fluorescencia.
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FIGURA 10
INMUNOCITOQUIMICA DE LOS CULTIVOS DE NEURONAS

Y CELULAS GLIALES DE LA RETINA

(A) = Cultivos de neuronas de retina de 5 DIV tenidos con el

anticuerpo policlonal de conejo contra la enolasa especifica de
neuronas Yy (B): culrivos de cé&lulas de Muller de 8 DIV tenidos
con el anticuerpo monoclonal contra la proteina fibrilar acidica

de la glia. Aumento: 400 X.
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NSE: 'Se "utiliz& el mismo:procedimiento que para la GFAP,

con
distiﬁ:os'tieﬁéoéidgfipbﬁb' ian"

iﬁgriﬂn;i; erpo ~'p91;clonal

desgrtdllédéféﬂ:canéj

cimara [ himeda:

cabra an i'inﬁunoglobuli

(Sigmad” (13

ambiente. %

, de"é:a‘xé‘;a\iio “.(is_s;x': 10007 U1 /m1Y (1720 ‘en PBS)
gtufa ambiente. béspuéépéé{iﬂéﬁgaibn con el
segundo‘énticuerpo (anti IgG de caballo) acopiédéra‘peroxidaSE de
réb;no ‘<HRP) (Sigma) (1:100 en PBS) durante 1 h a tempététura
ambiente. La unidn del segundo anticuerpo al primero se reveld
"con diaminobenzidina (0.8 mg/ml) + H202 (0.3%) durante - 5 wmin.

Entre cada paso se lavaron las cajas 3 veces con PBS. Se montaron

en gelatina-glicerol, y se observaron en un microscopio invertido
{Nikon Diaphot-TMD).

MEDICION DE RECEPTORES POSTSINAPTICOS PARA AAE:

A) En membranas aisladas. Se obtuvo una fraccién membranal cruda

a partir de la retina completa de embriones de pollo de 7,

8, 11,
14, 18 & 21 dias de DE,

o de c&lulas cultivadas durante 1, 5, 8 &

Esto se hizo por medio de choque osmStico empleando 20
voliimenes de

12 dias.

agua bidestilada y centrifugacidn a 45000 x g
durante 20 min. Las membranas se lavaron dos veces con agua
bidestilada por el mismo procedimiento,

y se congelaron en forma
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de precipitado por lo menos durante 48 hs antes de realizar . los
ensayos. Para los ensayos se descongelaron 1as membranas y se

resuspendieron en amortiguadot Tris~HC1 0. 1M pH 7. 4 (excepto para

los ensayos con 3H—AMPA en los que s HCl “30mM pH 7.1 +

CaCl2 2.5 mM +-KSCN 100 mM).

uspenéisn‘(ols—l.o mg de
proteina/ ml) se tomaron alIcuot

de'15 pliy:.se incubaron (por
3

triplicado) con ‘el ligando radioactiv H~-Glu (Amersham

48 Ci/mmol), 3H-Asp (Amersham 19.1 ‘ci/mmol)," 3n-aMPA (NEN 27.6

Ci/mmol) » 3 3

H-KA (NEN 60 Ci/mmol) o H-NMDA‘(NEN 84.7 Ci/mmol), en
presencia o ausencia de los distintoéqdesplazadores (1 mM). La
reaccidn se detuvo por centrifugacidn después de 10 min. de
incubacidn. Los precipitados se lavaron superficialmente con
agua a 4°c y se incubaron a temperatura ambiente de 12 a 24 hs.en
duodecil sulfato de sodio (SDS) al 2% . Despu&s de este t;empo,
se transfirlieron a frascos y se les afnadid 10 ml de Tritoso;. La
radioactividad se determind en un contador de centelleo 1lIquido
(Beckman LS 1701).

B) En cé&lulas completas. Se utilizd la té&cnica descrita por
Richelson (1980) con algunas modificaciones. Se elimind el medio
de los cultivos de neuronas o c&lulas gliales de 1, 5, 8 y 12 DIV
¥y las c&lulas se lavaron superficialmente con PBS. Se les agregd
el amortiguador del ensayo (igual que en A) y se desprendieron
las cé&lulas con una espdtula. De esta suspensidn de cé&lulas
(0.4-0.8 mg de proteina/ml) se tomaron alIcuotas de 155 pl que se
incubaron durante 10 min en hielo con suficiente ligando
radiocactivo para obtener una concentracidén final de 25 nM, en

presencia o ausencia de los desplazadores (1 mM). La reaccidn se
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detuvo por filtracién. Los filtros (Whatman GF/B) se lavaron con

10 ml del mismo amortiguador

frfo y se desﬁi@ier‘

‘mediante
agicacion

. en 10 ml’ de Tritosol. La radioactividad ’déﬁé?minEW,

1a 11berac16h'de 3H—D—Asp (Amersham, 26 01]ﬁm'1)

14, 18 y 21 dias de DE y se estudid el efecto de

esta 1iberacion. Los experimentos se hicieron de 1a' siguien:el
maneras fse‘ disecaron las retinas y cada

una se incubo por

15 min a 37°C con 1 pCi de °

‘separadthduran;e H-D-Asp 'en

medio
Krebs—bicarbonato. Se transfirleron a medio de Krebs a & ?C'y se
lavaron durante 1 min, después de lo cual se colocaron en cHmaras

de superfusidn (1/2 retina/cdmara)d. La superfusidn se efectug a

un flujo de 1.5 ml/min,

los primeros seis minutos
Krebs-bicarbonato

coﬁ méd;O'
normal (con KCl 4.7 mM), que al minuﬁo 7 se
reemplazd por Krebs con alto potasio (KCl 47 mM) + los  AAE a
concentraciones finales

entre 50 pM y 1 mM. Se colectaron 15

fracciones de 1.5 ml y se determiné la radioactividad en cada una
agregandoe 10 ml de Tritosol y cont@ndolas en

un contador de
centelleo liquido (Beckman LS 1701).

Al términar del experimento
se digirieron las retinas incubindolas con SDS al 2% durante una
hora a 60°C s

y se determind la cantidad de radioactividad que
habia quedado en el tejido.

CARACTERIZACION DE LA CAPTACION DE AAE.

Se utilizaron cultivos
de neuronas o c&lulas de Miller de 1, 5, 8 & 12 DIV. Se -elimind
el wmedio de cultivo, v las c&lulas se lavaromn superficialmente
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con PBS. Se les agregd 1 ml de medio Krebs—bicarbonato (o Tris-—

Krebs:- para-:los ensayos .sin Nat+) y se preincubaron 3 min a 37°C en

un - baiio ébnyagiqggiﬁn. - Se les afiadid 1 ml mds de medio cén
suficiente H-D-—-Asp para’ obtener una concentracidn final de 250
nM (5 =nM de radioactivo puro + 245 nM de £fr¥fo) y se d4incubaron

durante . 10 min adicionales.

reaceldn retirando el wmedio por aspiracién y las c&lulas. -se
lavaron 2 veces con Krebs-bicarbonato a &4°C. Para determinar la

cantidad de “H-D-Asp incorporada, se despegaron las célﬁias“

las  cajas con una espitula, se pasaron a frascos con>I0 .ml
B i C

Tritosol -

(Beckman LS 1701).

En ' todos' los experimentos = se determind 1a“caﬁtidaaﬂ'de‘
pro:éiﬁa ﬁpori~gl:“métodb de Lowry et al. (1951), utiii?ando
albimina )

%séfigé'dévbovino (Sigma) como standard.
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RESULTADOS

1. RECEPTORES SINAPTICOS .PARA AAE.

a) Diferenciacidn in ~vivs. ~“Los  resultados’ aparecen

publicacidn niimero 1 (p. 60) s .

Somohano, F., P ’Jv Ro'bert:s = y A M. kL6pez Colome. 3 (1988) -

Maturational changes in retina.l excit:at:ory amino acid ) receptors-

Dev. Brain Res. 42' 59 67.'

b) Diferenciacion in vitro. 3H—Asp
b4 3H—AM?A a celulas de retina en’ cultivo se muestran en la p.

Los resultados de la unidn de
72.

2. RECEPTORES PRESINAPTICOS (AUTORRECEPTORES)

- Diferenciacidén in " vivo. El efecto de 1los AAE  sobre  la

liberacidn de 3H—D—Asp estimulada por despolarizacidn se

muestra
en la p. 83.
3. CAPTACION.
— Diferenciacidn 'in', vitro. Los  resultados aparecen en 1la

publicacisdn némero -2 (p .‘ 90)37

Somohano,: F.. 'y ‘AL M. Lope'z' Coloﬁ:é. Characteristics of excitatory
amino acid uptake in cultures from neurons and glia from the
retina. J Neurosci Res. “(enviado a publicacidn).
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I.a. RECEPTORES SINAPTICOS. Diferenciacién in vivo

Ontogenia de los receptores para AAE

Se determind la curva de aparicién ‘de ‘la unién especffica de
3H-Glu y 3H—Asp como agonistas de ktodos los’. subtipos de
receptores para AAE, 3

y 3n-ampa, n-a v 3H-KA como marcadores
especificos de los distintos subtipos de receptores (QA, NMDA vy
Ka, respectivamente), en " membranas aisladas de retinas de

embriones de pollo de 7, 8, 11, 14, 18 y 21 dfas de desarrollo.
Como - se observa en"la figura 1 (de la publicacidn #1), = 1la
unidn - de 3E—Giu— >4 H~Asp se mantiene en valores muy bajos

(aptoximédaﬁéngé f0;07 pmolas/mg proteina) al principio del DE.
En:ré los diéé 11 § 14 DE, la unién especifica de "H-Glu aumenta

hasta alcaniai 1§s vaiores del adulto (0.3 pmolas/mg proteina).
El aumeﬁ:o en la unidn especifica de 3H—Asp, sin embargo, no se
observa hasta lgs etapas tardias del DE, entre los dias 14 & 18.
La,'u#iﬁﬁ de los distintos agonistas
tambi&n durante el desarrollo ontogen&tico:
- la ‘

especificos wvaria

unidn especifica de 3

H~-AMPA aparece en etapas muy tempranas
alcanzando,

a los 7 dias DE,

valores de 1.0 % 0.2 pmol/ug
proteina.

Este valor disminuye dristicamente entre los dfas 7 ¥y
10 DE, en donde alcanzan los valores del adulto

(0.3 pwol/mg
proteina).

— la unidén especifica de 3H—NMDA sigue un curso temporal similar
al del 3H—Asp aunque posterior, ya que empieza a aumentar a los
18 dfas DE, alcanzando a los 21 dias los niveles

del adulto.
Puesto

que ambos compuestos interactian con el mismo subtipo

de
receptores para AAE,

el desfasamiento de las curvas puede deberse
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a un cambio en la especificidad farmacolSgica del receptor,

como
se observa en la Tabla ITI (de la publicacidn #1).

~ Los sitios de ‘unidn 'espec{fiea, paré "H-KA . se

i/.detectaron

fnicamente despuds de la’eclosidn; conivalores. si
del adulto.

T los

Caracteristicas

cingticas de  la unidn especifica
durante el desarrollo ontogenético

Las figuras 2, 3, 4%,

especifica de 3

desarrollo en

que sus valotes_sah'ﬁis;altok
Glu; 18, en el

del Asp; 7 v ‘vs‘,"'éh}e"i ‘d_télf AMPA v un afs
la eclosidn, en el casq‘lééi kkA. En' ' >
obtuvieron ciné&ticas: satufabies, de alﬁa :éﬁinié‘d
constantes iguales a las del adulto en el caso d%i'&iu;
del KA. ‘

En el caso de la ciné&tica del 3B—A$PA,
observd

sin mﬁargé} se
un cambio tanto en el nimero como en:’l finiaad’del los
receptores entre los dias 7 y 8 DE (KB = 0,56‘p¥,

pmol/mg proteina a los 7 DE, ¥y Ry = z2.02 pﬂii Bmax. = 37 pmol/mg
proteina a los 8 DE). T

Las Tablas I, 11 v III (de la publicacidn #1) muestran 1la
* farmacologia de la unidn especifica de 3HFAMPA, 3H—-—Glu vy 3H~Asp,
i; respectivamente,

en distintos momentos del DE. En todos 1los
casos se

observa un aumento en la especificidad farmacoldgica,
— aunque esto es mds evidente en el caso de los agonistas generales
(BH—Glu ¥ 3H—Asp).
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Discusidn

Los . resultados. muestran que los receptores que unen Glu,

Asp, KA, NMDAJylAMPA aparecen en distintps momentos del DE en la
rétiné fder;pdllo; Esto apoya la idea de que - esﬁos compuestos
in:eractﬁan con diferentes subtipos de receptorés para AAE. A lo

largo,del;desatrollo ontogen&tico, los receptores que unen Glu,

Asp 'y AMPA adquieren especificidad farmacoldgica 'y, en’el caso

del AMPA, tambi&n las caracterIsticas cinéticas del reéeptor del

adulto. Estos cambios podrian estar relacionados. 'con  a) “la

diferenciacidn de tipos

celulares - espgdifibo
establecimiento - de contactos siniﬁcicosvéh;ig-

acoplamiento en' 1la’

na con-otras proteinas

IN
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Maturational changes in retinal excitatory amino acid receptors’

Frida Somohano!, Peter J. Roberts® and Ana Maria Lépez-Colomé!

IDepartamento de Neurociencias. Instituto de Fisiologla Celular, Universidad Nacional Autbnoma de México, Mexico, D.F. (Mecxico)
and *Depariment of Physiology and Pharmacology, University of S

pton, Southamp (U.K.)
(Accepied 23 February 1988)

Key words: Retina: Excitatory amino acid; Receptor maturation chick embryo

The appearance, kinetics and pharmacological propertics of receptors for n-methyl-D-aspartate (NMDA), g-amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazole-4-propionic acid {AMPA), kainate (KA), t.-glutamate (Glu) and L-aspartate (Asp) was investigated usingVH-ligand
binding during the dcv:lopmcm of chick embryo retina. Receptors for AMPA arc maximally concentrated at embryonic day 7 (ED 7)
and decline 509 in

ntdays: 1.-Glu receptors are Jow until ED 11.and 1the samec is true for Asp and NMDA receptors which in-
crease at ED 14 and 18 respectively. All receptors studicd undenvent an increase in pharmacological specificity, whereas only AMPA-

receptors showed an important change in affinity during ontogeny. Results demonstrate that receptors for excitatory amino acids in
the retina suffer maturational changes and suggest that while NMDA and aspartate could interact with the same receptor, AMPA and
glutamate seem to bind to different sites.

INTRODUCTION domoate as agonist and y-D-glutamylglycine. y-p-
glutamylaminomethyl sulphonate and 2.3-piperidine
The excitatory amino -acids glutamate (Glu) and dicarboxylic acid as antagonists®!'':3°, The fourth
aspartate (Asp) as well as some related analogues type corresponds to receptors which are evident in
have been proposed as putative transmitters at the the presence of chloride and are stimulated by calci-
vertical pathways in the vertebrate retina®-*', some um, for which the most specific agonist is 2-amino-4-
of them having, additionally, neurotoxic actions in phosphonobutyric acid (APB)''.
this organ similar 1o other regions of the CNg!8:29:40, in the retina. the transmitter from photoreceptors
A general approach for demonstrating this role has 10 horizontal and bipolar cells is apparently of the ex-
been the biochemical and electrophysiological citatory amino acid 1ype. Evidence on this subject is
characterization of specific synaptic receptors for mainly physiological: at the outer plexiform layer, L-
these compounds. The existence of at least 4 types of glu, KA and QA mimic the effect of the natural trans-
excitatory amino acid receptors in the CNS has been mitter hyperpolarizing On bipolars and depolarizing
generally accepted: the quisqualate type (QA) which Off bipolars and horizontal cells in various spe-
has quisqualate and a-amino-3-hydroxy-S-methyli- cies?234.35.45.46 although in some cases the effect of
soxazole-4-propionic acid (AMPA) as the most spe- QA and }\A is not consistently antagonized by
cific agonists and glutamate diethyl ester (GDEE) as GDEE and y-p-glutamylglycine respectively®>4*, At
antagonist; the N-methyl-D-aspartate type the inner plexiform layer, amacrine cells seem to pos-
(NMDA), for which NMDA is the most potent agon- sess QA as well as NMDA receptors, while ganglion
ist while 2-amino-S-aminophosphonovaleric (APV) cells are excited by KA, NMDA and QA?. Studies
and 2-amino-7-phosphonoheptanoic (APH) acids are which have biochemically characterized postsynaptic
specific antagonists; the kainate type (KA) which has

receptors for excitatory amino acids in the retina

Correspondence: A.M. Lopcz-Colomé. Instituto de Fisiologia Celular, U.N.A .M., Apartado Postal 70-600, 04510 México. D.F..
México.

0165-3806/88/503.50 (© 1988 Elsevier Science Publishers B.V. (Biomedical Division)
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have demonstrated the presence of the main 4 types
of excitatory amino acid receptors described and sug-
gested that these receptors could be equivalent to
those in the CNS, and consequently the retina could

be used as a more accessible model for studying their
molecular mechanisms®19:20.28.30.30.39

Recently,
however, reports which suggest a possible interaction

of NMDA and KA at the same receptor™ have raised
some doubis about such equivalence’. In spite of the
evidence, a precise characterization of the excitatory
amino acid receptor subtypes and the establishment
of a definite neurotransmitter role for these com-
pounds has been hampered by the lack of specificity

of agonists and mainly of antagonists for these com-
pounds™,

Na”- and temperature-independent binding to
synaptic membranes, which is also reversible and sat-
urable has been considered as an interaction with
postsynaptic receptors®. In this study we have ana-
lyzed the binding of radioactive analogues which act
at NMDA (PHINMDA). QA (PH]JAMPA) and KA
(PHIKA) receptors. as well as that of (*H]L-Glu and
[PH]L-Asp at progressive stages of embryonic devel-
opment of the chick retina in order to determine if ex-
citatory amino acid receptor types appear at the same
or at different stages and at which particular stage
each of these receptors acquires the pharmacological
and kinetic specificity characteristic of the adulu.
These findings in turn could be of help in the charac-
terization and purification of a particular form of re-
ceptor, and for clearing-up the possible trophic de-
velopmental influences among the components of the

excitatory amino acid transmitter system — uptake,
release and synaptlic receptors — in the venebrate
retina.

MATERIALS AND METHODS

Eggs from local strain chicks were obtained from
the University Animal House and placed in a humid
incubator with air circulation at 37 °C until the de-
sired embryonic age. Retinas from embryonic ages 7,
8. 11. 14, 18, 21 and posthatching days 1-5 were ex-
cised and membranes were obtained as previously
described®. Retinas were homogenized in a glass/
glass homogenizer in 20 vols. (w/v) of double-distilled
water and allowed to stand on ice for 15 min for a
complete osmotic shock. Homogenate was centri-
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fuged at 45,000 g for 20 min at 4 °C and washed twice
using the same proccdure. Pellets were frozen at

—10 °C for at least 48 h ahead of the receptor binding
assay.

Recepror binding assay

Membranes were resuspended in Tris-HC10.05 M,
PH 7.4, 10 a protein concentration of 50 ug protein
per assay. Membrane protein was incubated with the
radioactive ligand: PHINMDA, [PPHIL.-Glu, [PH-
Asp or [PH]KA at 25 nM concentration or with
PHJAMPA at 50 nM in the absence (control) or pres-
ence of 1 mM of the correspondant cold compound,
to a final volume of 175 ul. After a 10-min incubation,
the reaction was stopped by centrifugation in a Beck-
man Airfuge at 90,000 rpm for 2 min. Pellets were su-
perficially rinsed with cold water, resuspended in 0.2
m!l of 29 SDS (sodium dodecyl sulfate) and digested
on a hot plate overnight. After the addition of 5 ml of
Tritosol'* to each sample, radioactivity was mea-
sured in a Packard liquid scintillation counter, and

*—o H-AMPA
O—O 3n-L-0LU
a——a FH-L-ABD
a——o B-NMDA

100 f*w;&
©
=
2 so
@
2 eo
S
&
w40 va \
*® O/
20

%L AN SRR S/ any pun
14 s I 2 weeks pn

N . HATCHING

Fig. 1. Ontogeny of binding sites for PHIAMPA, PHIL-Glu,
{(*H]L- Asp and *H-NMDA in chick retinal membranes. At the
indicated ages, retinas were excised and miembranes were pre-
pared as described in Mcthods. Membrancs were incubated
with 25 nM of the *H-ligand or 50 nM [*H]JAMPA in the ab-
sence (control) or presence of 1 mM concentration of the cold
compound; specific binding was calculaied by subtracting non-
specific from total binding. Data arc cxpressed as % of the
maximum binding of the same compound. Each point repre-

sents the mcean of 4 series of experiments which varied less than
10% performed in triplicate.
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values were corrected for quenching and counting ef-
ficiency. [PHJAMPA binding was always pecrformed
in the presence of 100 mM KSCN and 2.5 mM
CaCl,;®. Controls for other ligands in this condition
yielded the same values as in Tris-HCl alone (not
shown).

Values for specific binding were obtained by sub-
tracting the radioactivity values obtained in samples
incubated in the presence of cold displacers from the
total radioactivity in the absence of these com-
pounds. All experiments were performed in tripli-

cate. Curves were computer-analyzed by linear re-
gression®.

Mazerials

[PHJAMPA (spec. act. 25 Ci/mmol), [*H]NMDA
(spec. act. 84.7 C/mmol and vinyldiene [PH]KA (60
Ci/mmol) were from New England Nuclear, Boston
MA, U.S.A. PHIL-Glu and [*H]L-Asp were from
Amersham Searle, Buckinghamshire, U.K. Specific
excitatory 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. AL

RESULTS
Ontogeny of excitatory amino acid receptors

PH]JAMPA binding was present in the retina since
the earliest developmental stage assayed (day 7).,

DAY 11 e. d.

18

os

oa

¥ T
400 800

Sp. M-Glu bound (pmote/mo prot}

1200

[Pr-ow] nm

T
1800 2000

4

Sp. *H-Asp bound (pmale /mg prot)
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reaching values of 1.0 + 0.2 pmoVmg protein, which
sharply declined at day 8 to 0.69 = 0.1 pmoVmg pro-
tein. from which it slowly decreased to adult values
(0.32 pmol/mg protein) as can be seen in Fig. 1.

[PH]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 values
(0.32 pmol/mg protein).

The binding of [*H]Asp and PHINMDA follows a
similar time course. being practically non-existent
until days 14—-18 at which values are comparable to
those in the adult. NMDA binding is slightly delayed
regarding L-Asp, as can be observed in Fig. 1, which
could be due to a change in the specificity of the re-
ceptor as shown in Table I11. ’

[*H]Kainate binding -vas not observed until 24 h
posthatching.

Kinetic properties of excitatory amino acid receptors
In order to establish if Glu binding appeared at em-
bryonic day 11 (ED 11), with the same characteristics
we have determined previously for adult retina?s,
specific binding was measured within a ?’H}Glu con-
centration of 25—-2000 nM. Binding was found satu-
rable, with a B,,, = 0.508 uM, as can be seen in the
direct saturation curve (Fig. 2) and Scatchard analy-
sis (Fig. 3). [*H]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

5o/

DAY 18 e. a.

304

T
400 800 1200

1600 2000

[Pu-asp] oM

Fig. 2. Saturauon curve of spec:ﬁc [’H]Glu and [*H)Asp binding at appcarance day. Membranes werse prepared and binding assay was
dasd d in M

were tested in a concentration range of 2-2000 nM. Each peoint represcms the mean
%= S.E.M. of 4-6scparate d:t:rmmahons performed in triplicate.
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Fig. 3. Scatchard plots of specific [’H]Glu and [*'H]Asp binding
at ED 11 and ED 18 respectively. The curve on the left is for
Glu and the one on the right for Asp. The data were calculated
from values obtained for the saturation curves shown in Fig. 2.

Scatchard analysis was performed: a high affinity sys-
tem Kg = 123 nM with B_,, = 1.3 pmol/mg protein.
and a lower affinity component Kg = 1.86 uM and
Bpa = 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 retina®®,

A saturation curve for [PHJAMPA at ED 7, in a
concentration range from 25 nM to 2.0uM, showed a

Specific SH-AMPA binding
{pmole /mg prot)

s
[Pr-ampPa] pm

¥ -
o.s 8 20

Fig. 4. Saturation curve and analysis of

BIF X 10% (pmole/mg X nM')

high affinity system with Kz = 0.56 uM and B,,,, =
14.4 pmolVmg protein (Fig. 4), these values being
similar to those obtained for [*H]L-Glu binding in the
same specics®®. Since a decrease in AMPA receptor
binding was observed between days 7 and 8. we also
performed a saturation curve at this stage. Analysis
of the data indicated a change in affinity. which be-
comes 4 times lower (Kg 2.02 M), together with

an increase in B,, (37 pmolU/mg protein), as shown in
Fig. 5.

Since specific binding of [’H]KA was not detected
until 24 h posthatching: kinetic characteristics 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 Kg = 20 nM and
B .x = 0.375 pmol/mg protein. Since these values are
in agreement with our own (unpublished daia) and
others’ findings in the adult chick retina® and differ-
ent brain regions?*® (Fig. 6). we rule out the possibility
of any methodological problem in our assay condi-
tions obscuring binding previous to this age.

Pharmacology of excitatory amino acid binding
AMPA binding. As can be observed in Table 1,

301

\

20

Benda 14.3 pmot fmg
‘.' 0.96 yﬁ

T s TR Ne

8 (pmole /mg}

v —
2 20

PHJAMPA binding at ED 7. Experiments were performed as described in

Mecthods and Fig. 1. The concentration range was 25 nM to 2.0 4«M; buffer contained 100 mM KSCN. Valucs for the saturation curve
(left) and Scatchard analysis (right) at ED 7 are expressed as the mean + S.E.M. of 6 experiments performed in triplicate (@®). Satu-
ration curve at ED 8 (Q) is the mean of two indepcndent experiments performed in triplicate.
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Fig. 5. Scaichard plot of the specific binding of PHJAMPA a1
ED 8. Data are the mcan of two independent experiments
which varied less than 10% . performed in triplicate.

[PHJAMPA binding shows little change in pharmaco-
logical specificity from ED 7 up to hatching; the same
properties Temain in posthatched retina®, except for
a decrease in the capacity of L- Asp and APB for dis-
placing AMPA. The most effective displacers were -

Glu, QA and KA., while APV and NMDA had very
weak displacing effects.
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L-Glu binding. [?’H]Glu binding when first appar-
enl (ED 11) shows little specificity which increases
with age. Since ED 14 a scries of analogues for the
‘glutamate-type’ receptors readily displaced bound
L-Glu (Table 11); however, neither AMPA nor APV
or KA do so, which is in agreement with previous re-
ports in the retina of posthatched chicks®**. Displace-
ment of L-Glu by APB, NMDA and p-Glu decreases
50% from day 14 to day of hatching.

L-Asp binding. [*H]Asp binding is observed only
after ED 14, at which time APB is the most potent
displacer. The specificity of the receptor seems to in-
crease gradually with development, acquiring the
typical pharmacology of NMDA receptors at day 21,
with APV and a-amino adipate (a-AA) as the most
effective displacers (Tatie 111).

DISCUSSION

The time of appearance of excitatory amino acid
receptors in the CNS has been studied mainly in
mammals such as the rat*!°, and in some cases an in-
crease in receplors has been detected parallel to the
establishment of synaptic contacts®47

. Regarding
retinal receptors for these compounds, their pres-

)

Bmax«0.312 pmoles /mp
Kg = 19.5 oM

2004

100

Bound / Free
(pmoles /mg/nM X 103)

The

< a1 24 h pc i
uscd was from 2.5 10 400 nM. Results are expressed as the mean = S.E.M. of 6 independent exprerimenls performedin triplicate. Bind-
ing assay was carried out as described in Fig. 1.
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TABLE 1

Displacement of PH]AMPA binding by analogues during development

buffer

Data represent the mean = S.E.M. of 4 independent experiments performed in triplicate. Membrane preparation and binding assay
are described in Methods. 1 bati i

d 100 mM KSCN. ED, embryonic days.
Analogue (] mM) Specific displacement (pmolimg protein)
7ED 11 ED 14 ED 18ED 21 ED

L-Glu 1.66 = 0.2 0.41 = 0.03 0.46 + 0.05 0.41 +0.03 0.56 x 0.05
o-Glu 1.44 2 0.3 0.42 = 0.02 0.49 + 0.04 0.39 + 0.04 0.55 = 0.04
QA 1.84 £ 0.2 0.58 = 0.04 0.44 x 0.02 0.34 * 0.04 0.51 + 0.05
KA 1.95 = 0.28 0.54 > 0.02 0.46 + 0.02 0.39 = 0.01 0.63 = 0.04
L-Asp 2.1 =x0.28 0.48 + 0.05 0.47 = 0.04 0.42 % 0.02 0.38 + 0.05
APB 217+ 0.22 0.51 = 0.02 0.58 = 0.03 0.42 = 0.01 0.41 £ 0.06
APV 0.268 = 0.006 0.088 x 0.006 0.106 = 0.002 0.210 = 0.01 0.194 = 0.02
NMDA 0.259 = 0.012 0.067 = 0.005 0.073 + 0.04 0.194 x+ 0.02 0.140 =+ 0.002

ence has been mainly inferred through the excitotox-
ic lesions produced by compounds such as kainate
and quinolinate in an ‘in ovo® system!%1¢_ Studies re-
garding the action of these drugs in which the extent
of the lesions has been directly correlated to the pres-
ence of receptors, have also been performed in tissue
cultures of glia and neurons from chick retina's-2',
The present study in which synaptic receptors have
been identified through the direct binding of specific
radioligands, shows that receptors for glutamate, as-
partate, KA, NMDA and AMPA/QA appear at dif-
ferent states of embryonic development of the chick
retina, supporting the assumption that each of these

TABLE 11

compounds interacts with a different type of excitato-
ry amino acid recepior.

Our results regarding KA receptors demonstrate
the absence of kainate binding at any stage of em-
bryonic development in the retina, which is in agree-
ment with results from Hyndman?! who has demon-
strated that developing ncurons from chick retina in
culture are not altered by KA, whereas they are se-
verely affected by the presence of uM concentrations
of L-Glu. Also, in other areas of the CNS such as ce-
rebral cortex® and cerebellum'®, while immature
brain is insensitive to the compound, neurotoxic ac-
tivity is present in the adult. However, KA-induced

Displacement of ['H]L-Glu binding by structurally related compounds

Absence of displacement is indicated by (-). n.d., not determined. ED, embryonic days. Results are expressed as the mean = S.E.M,
of 4—6 series of experiments performed in triplicate. Membranes were incubated with 25 nM [?’H]L-Glu in the absence (control) or the
presence of drugs at 1 mM concentration. Specific displacement was obtained by subtracting binding in the presence of analogues from
total binding.

Compound (1 mM)

Specific displacement (pmol/mg protein)

11ED 14 ED 1ISED 21 ED

L-Glu 0.072 = 0.002 0.364 * 0.13 0.304 + 0.080 0.368 = 0.080
o-Glu 0.050 = 0.001 0.360 * 0.016 0.260 x 0.012 0.180 * 0.016
L-Asp 0.080 x 0.031 0.048 = 0.012 0.289 + 0.018 0.257 + 0.003
XA - 0.040 + 0.003 0.058 x 0.002
QA n.d. n.d. 0.246 = 0.011 0.166 = 0.001
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 0.010 x 0.00}1 0.260 = 0.040 0.249 + 0.012 0.263 + 0.029
APV 0.066 = 0.002 - 0.055 x 0.004 -

APB 0.053 * 0.004 0.280 + 0.011 0.145 x 0.002 0.144 * 0.001
AMPA - - - -
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TABLE INT

Duplaccmenl o]‘ [’H]L-Alp binding by structurally related com-
alm ation

Dn- are the mean x S.E.M. of 4-6 \ndependem unes of ex-

periments performed in tripli .Nod

by (-). ED. embryonic days.

Compound  Specific displacement (pmollmg protein)

(2 mM) 14ED 18 ED 21 ED

r-Asp 0.055x0.011 0.122+0.019 0.261+0.030
D-Asp 0.062+0.011 0.141:£0.014 0.210x0.028
L-Glu - 0.147+0.012 0.233x0.033
KA - - -

QA - 0.133+0.014 0.131x0.020
NMDA 0.043+0.001 0.081%0.011 0.184x0.034
a-AAs 0.084%0.016 0.100+0.016 0.290=0.012
APV - 0.106+0.010 0.34420.002
APB 0.17320.016 0.134+0.011 0.156+0.022

damage to ganglion cells and to the inner plexiform
layer have been reported in chick retina as early as
ED 685 Since KA has been shown to act as a depo-
larizing agent*®, the toxicity observed in these cases
could be due to the depolarization-induced -lease of
L-Glu or some related compound whichint  ncould
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. It is interesting
to notice that according to the morphological devel-
opment of differentiated structures in the retina.
PH]Glu binding becomes evident at the time coated
vesicles, which are precursors of synaptic vesicles ap-
pear at the inner plexiform layer (ED 11-12)'7.

AMPA receptors are present at ED 7 (Fig. 1),
showing a single high affinity component (Kg = 0.56
#M). The important decrease in affinity observed at
ED 8 toward the value reported for the newbomn® (2
uM), suggests a maturational change in the receptor
From the pharmacological point of view, the specific-
ity of AMPA receptors increases only until ED 11, in
which the capacity of APB to displace AMPA is de-
creased (Table I). At this stage, L-Glu and AMPA
binding show similar properties, glutamate receptors
acquiring stercospecificity later on (Table 11). Nei-
ther APV nor AMPA or KA displace L-Glu during
the whole span of embryonic deveclopment, while
they do displace bound AMPA in agreement with

-
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previous observations®-°; this suggests that both li-
gands interact with scparate receptors*’, although it
does not rule out the possibility of a common origin
for both sites.

Receptors which bind [PH)Asp appear later in de-
velopment (Fig. 1), in temporal correlation with the
establishment of synaptic activity at the inner plexi-
form layer (ED 13), while the maximum increase in
binding parallels the time at which two classes of
morphologically different bipolars can be identified
(ED 14)"7, suggesting the participation of Asp as a
transmitter at this level. Although receptors show
typical Asp-pharmacology since detectable (Table
I1I), the displacing capacity of APV, a-AA and
NMDA increases approximately 4-fold from ED 14
to ED 21. Ontogeny of NMDA binding sites follows
closely that of L-Asp, although delayed to ED 18-21,
concomitant to the increase in pharmacological spec-
ificity of Asp-receptors towards NMDA-related ana-
logues (Table 111). These results seem to support
binding of both ligands to a common site which un-
dergoes developmental changes in specificity.

Receptors for L-Glu, L-Asp and AMPA acquire
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 or to specific transduction systems.

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, due 1o the development of synaptic
specificity among cells which comes about after ED
7'7. For the Asp- and Gilu-receptors this does not
seem 1o be the case, since all cell types are clearly dis-
tinguishable when these appear!”.

As for the second possibility, it is tempting to cor-
relate the presence of active synapses at ED 13 with
the observed increase in Glu-receptors, as has been
suggested for hippocampal receptors?. However, it
has been reported that GABA 3! and muscarinic re-*
ceptors in the retina®® as well as Glu- and KA-recep-
tors in the cerebellum'®*75? precede synaptic forma-
tion. Since our findings indicate that the same is true
for AMPA binding sites in the retina, we assume that
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the mature characteristics of these structures are not
directly related to the onset of functional synapses,
but possibly to functional commitment of pre- and
postsynaptic cells to a particular mode of transmis-
sion”. Alternatively, since presynaptic retinal recep-
tors for Glu have been described?’, it is possible that
AMPA binding at ED 7 could correspond to _these
sites.

+ A direct trophic action of amino acids through syn-
aptic receptors has been demonstrated in different

regions of the CNS including the retina®?-33.35,

In

some cases., as for the cholinergic muscarinic sys-
tem?? and for [*H]}muscimol binding sites in the chick
retina, receptors undergo affinity changes during de-
velopment. In the latter case, the presence of recep-
tors allows the trophic effect of cAMP?; therefore.
the presence of excitatory amino acid receptors of
the AMPA/QA-type at early developmental stages
could be linked to the initiation of regulatory pro-
cesses such as cyclic nucleotide-mediated actions.
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I.b. RECEPTORES SINAPTICOS. Diferenciacidn in wvitro.

Se . caracterizd tanto cinética como farmacolSgicamente 1la

— unidn- especifica de 3

3

H~-L—Asp como marcador de los receptores de
tipo NMDA y “H-AMPA como marcador de los receptores de QA, en
“cultivos " enriquecidos en mneuronas o c&lulas gliales de la retina

en ‘distintas etapas de diferenciacidn.

Unidén especIfica QE.QH—ASE.

o ) La figura 11 muestra la curva de aparicidén de la unidn. de
'3H—Asp durante la diferenciacidn de neuronas o cé&lulas gliales en
cultivos de distintas edades: 1, 5, 8, 12 y 15 DIV. =~ Al primer

DIV, ia wunidn de 3H-Asp alcanza el valor mads alto tanto en las

neuronas como en 1la glia, aunque en é&sta‘. {iltima aumenta

nuevamente en los cultivos diferenciados (12 y 15 DiV)g

Al  estudiar la curva de saturacidn de ia‘uhian'dé‘gﬁ—Asp en
una. gama de concentraciones entre 12.5 nM y 1.2 pM:y 'analizarla

por el método de Scatchard observamos, en los- cultivos de

it neuronas y células gliales de todas las edades, una ciné&tica con
s dos componentes que, sin embargo, varfan dependiendo del tipo y
re la edad del cultivo. En las neuronas (Fig. 12), el componente de

baja afinidad muestra una KB = 429 nM y una Bmax de 0.95 pmol/mg
proteina a todas las edades, mientras que el niimero de receptores

de alta afinidad varia durante la diferenciacidén con una Bmax de

. 0.39 pmol/mg proteina al primer DIV, 0.19 pmol/mg proteina a los
ant 5 DIV, y 0.24 pmol/mg proteina a los 8 DIV, sin que cambie  1la
afinidad (K.B = 33=-36 pM). En cuanto a las cé&lulas gliales (Fig.
13), al primer dfa de cultivo las constantes cinéticas son muy

similares a las de los cultivos de neuronas de la misma edad (KB
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FIGURA 11

DESARROLLO DE LA UNION DE 3H—ASP EN CELULAS EN CULTIVO
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La figura muestra la unidn especifica de 3H—L-Asp a neuronas o

c€lulas gliales cultivadas de distintas edades: 1, 5, 8, 12 & 15
DIV. Los resultados son el promedio + S.E.M. de 3 a 5

experimentos realizados por triplicado.
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Specific 3H-L-Asp binding

{dpm/mg prot x 10°2)

FIGURA 12

‘CINETICA DE LA UNION DE 3H—ASP A NEURONAS EN CULTIVO
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La unidn especifica de 3H—L—Asp a neuronas de 1, 5, y 8

muestra una cin&tica saturable con dos componentes: '

100

DIV

uno de alta

afinidad (KB = 33-36 nM) y cuya Bmax varIa de acuerdo con la edad

en cultivo (0.39,
DIV, respectivamente),

nM y Bmax = 0.95 pmol/mg proteina a todas las edades.
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0.19 y 0.24 pmol/mg proteina a los 1, 5 v

8

¥y uno de baja afinidad, con una KB = 429



CINETICA DE LA

FIGURA 13
3

UNION DE H—~ASP A CELULAS GLIALES
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En los cultivos de c&lulas gliales se identificaron tres
poblaciones de receptores para “H—Asp:
el L-Asp con una =

de menor afinidad (K 216-
proteina) y otra de muy baja a
= 6.9 pmol/mg proteina.

Cuando

40 M y Bmax

Los dos primeros coexis

una de alta afinidad

por

= 0.88 pmol/mg proteina, otra
440 nM y Bmax de 0.95 - 3 pmol/mg
finidad con una K =

1.3 pM y Bmax

Ben en las c@lulas
de 1 DIV (A) y los dos de menor afinidad en las cé&lulas de 12 DIV
(B).

miden
baja
9.5 pmol/mg proteina.

los receptores de las c&lulas gliales de 12 DIV
en presencia de NaCl 118 mM,

de
afinidad aumenta significativamente alcanzando un valor

se
muy
de

la Bmax del sistema
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40 mM y Bmax = 0.88 pmol/mg ‘prot .para el de alta afinidad y KB

- Ahl nM y Bmax =2, 96 pmol/mg prot para ‘el de baja afinidad); en
cambio, ~én 1os cul:ivos diferenciados (12 DIV) va no se observa

el sistema de alta afinidad

13 cambio. ademds del sistema de

(que presenca una’ Kg = 216 nM y una Bmax
pmol/mg proceina),

- baja ;afinidad.

de 1.8
aparece octo con atin menor afinidad- (Kﬁ =-.1.3

™ .y Bmax = 6.9 pmol/mg p oteina). E1l ndmero de

poblacion de receptores aumen:a significacivamen&e (con un cambio
de

Bmax - de: 6.9 a 9.5 pmol/mg proteina) al realilzar los 'ensaydég
en los cultivos de c&lulas gliales de 12 DIV, en  presencia  de
NaCl 118 mM. ; .

La farmacologfa de la unidn de

3H—Asp en cultivos de 1 DIV
{neuronas y

c&lulas gliales inmaduras) y en neuronas y

gliales maduras (8 y 12 DIV,

c&lulas

respectivamente) se muestra en

la
Tabla 3. En ambos tipos de cultivo,

la capacidad de los distintos
andlogos a una concentracidm de 1 mM para desplazar al 3H—Asp 50
nM, comparada con la del propio L-Asp (tambié&n 1 mM),

disminuye
significativamente con la diferenciacidn,

a excepcidn del KA, el
QA y el DHKA que, en las cé&lulas gliales, {inicamente desplazan al
BH—Asp a los 12 DIV. En el caso de las neuronas, la
farmacologfia de la unidn de “H-Asp presenta el pexfil tipico de
los receptores de y

tipo NMDA, con la salvedad de que

el AMPA
tambl&én es un potente desplazador.

AsY, considerando la unidn de
3H—Asp desplazable por L-Asp 1 mM como el 100%Z de 1la wunidn
especifica, los compuestos que desplazan m3s del 80% al primer
D1V,

o mids del 50%Z a los 8 DIV son el L- y el D-Asp, el L-Glu, el
NMDA , el APV y el AMPA. En las c&lulas gliales, en cambio, este
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TABLA 3

FARMACOLOGIA DE LA UNION DE 3H—ASP

ANALOGO % DE INHIBICION
(1 mM) : o

. NEURONAS T . GLIA

1 DIV 8 DIV s DIV ~12 DIV
L—-Aspartato 100 106 N ‘D 1 00 i7:" iOd
D-Aspartato 100 65 33
L-Glutamato 91 69 17‘ D 66
D-Glutamato 93 25 A sl
Kainato 67 49 29
Quiscualato 41 ) ;'-“ kN - 55
N-metil-DL—-aspartato 98 N.D. "~ : 110 L4
amino fosfonovalerato 83 58 99 “'LG‘
amino fosfonobutirato 48 12 79 66
GDEE 79 N.D. 101 - 56
AMPA 83 51 142 Cos3
dihidrokainato 48 - ey
DL—asp- f -hidroxamato 17 - 27
Glu—4—-monohidroxamato 17 -
GABA - - R P
Glicina - - - -

La capacidad

de distintos agonistas y antagonistas de
receptores a AAE,

los
asi como de otros aminodcidos considerados como
neusocransmisores en el SNC (GABA y Gli), para inhibir 1la
de “H-L—Asp a cé&lulas de retina en cultivo, se compard con 1la del
L—Asp (considerada aqui como el 100%, ¥y que corresponde a 50Z de
unidn especifica). Los experigentos se hicieron como se describe
en la seccidn de mé&todos, 4

a C y en ausencia de sodio. ND
determinado; — = no desplaza.

unién

= No
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perfil se observa Gnicamente en las c&lulas inmaduras y a los 12
. ; 3 .

DIV los compuestos que desplazan miAs del 50X del’ HéAspfﬁﬁidd> él‘

receptor son, ademas del L-Asp, el L¥

receptor tipo NO-NMDA.

Unidn especifica de éH—AMPA.,

El ‘desarrollo de los recgptbres—paraA3H-AMfAjfenrrcultivos

o éﬁlulés;gliaies de.la ;ietina se

enriquécidos en' mneuronas
muestra ‘en la figura 1l4. Como puede ob$ervérée, la unidn

especifica de 3H—AMPA varfa poco a. lo. largo de«lé_diferenciaciSn;

sin  embargo, su evolucidn es distinta en las neuronas y en las

c&lulas gliales. En estas idltimas, hay ~un incremento

significativo de 1la unidn especiIfica entre ;os dfas 1y 5 4imn

vitro, y a partir de ese momento se mantiene constante. En las

neuronas también se observa un incremento a ' los 5 DIV; sin

embargo, no se mantiene en este nivel y a los-8 y 12 DIV presenta

nuevamente los valores del 1 DIV,

La farmacologfa de 1la unién de 3H-AMPA (Tabla 4) tambi&n es

gliales. En’ lgs

los desplazadores mis potentes del 3H—AMPA a todas las

distinta en las neuronas y en las cé&lulas

neuronas,

edades son los agonistas y antagonistas del receptér de - tipo

NMDA, aunque la potencia relativa con que estos compuestos

desplazan al 3H—AMPA varfa con la diferenciacidén: los agonistas

(L-Asp y NMDA) se vuelven menos potentes que los antagonistas:

(APV) a 1los 12 DIV, al contrario de lo que se observa en los

primeros dfas in vitro. Los agonistas de los receptores de tipo
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specific *H-AMPA Binding

FIGURA 14

UNION ESPECIFICA DE BH—AHPA A CELULAS EN CULTIVO
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La unidn especifica de 34-aMPA  se determind en cultivos

primarios enriquecidos en neuronas o c&lulas gliales de la retina

en distintas etapas de diferenciacidn.

Los resultados son el
promedio + S.E.M.

de 2 . a 3 experimentos realizados por
triplicado.
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= TABLA 47+~

FARMACOLOGIA DE LA UNION DE -

H--AMPA

D-Asp 87 - 24 - 8

E1 porcentaje de inhibicidn de la unidén de 3H—AMPA (25 nM)
por distintos anilogos de los AAE se muestra en relacidn con el
desplazamiento por AMPA (100%Z que corresponde a 30Z de unidn
especifica). Los experimentos se hicieron por triplicado como se
describe en la seccidn de Mé&todos, a AOC. en ausencia de sodio.
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NO-NMDA (QAjy KA); asf como ‘los isSmeros.D- del glutamato y el
aspartato

itgmﬁiénl desplazan"al‘sﬁ-AMPA en los primeros DIV,

auhﬁue;mughéJménos'QUe 16; antgricres, v pilerden la capacidad de

deéplézario_ 2 .medida que las c&lulas se diferencian. En 1las
c&lulas gliales, por el contrario, los desplazadores mids potentes
del 3n-AMPA a todas 1las edades

son los agonistas de
Teceptores de tipo

NO-NMDA (L-Glu,

los

KA y AMPA). El  &cido
quiscuflico, a pesar de no ser tan potente como los

anteriores,
considerablemente

aumenta su capacidad de desplazar al 3

H—-AMPA
conforme avanza la diferenciacidn, al contrario de lo que sucede
en las nmeuronas. Los agonistas y antagonistas del receptor de’
NMDA (L-Asp, NMDA y APV) son poco potentes como desplazadores del
3

H-AMPA en las cé&lulas gliales en los primeros dfas de cultivo, ¥y

pierden totalmente 1la capacidad de desplazarlo en

las  cé&lulas
maduras.

Discusidn

Los resultados muestran

que en los cultivos de cé&lulas

disociadas de 1la retina de pollo se expresan los diferentes tipos

de TrTeceptores para AAE: NMDA y NO-NMDA. Al igual que sucede
durante el desarrollo ontogenético (Somohano y Ldpez Colomé,
1987),

estos receptores adquieren especificidad farmacoldgica

a
Jo 1largo de 1a diferenciacidn. vy, como puede inferirse por los
cambios en la farmacologfa, se Testringen a determinados tipos
celulares. Asi, en

los cultivos de neuronas de 8 DIV parecen
predominar 1los receptores de tipo NMDA, mientras <que en 1las
células gliales de 12 DIV es posible identificar receptores ' de
tipo NO-NMDA, en particular del subtipo del QA. :
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En la unidn de 3H—Asp a 1as c&lulas gliales de 12 DIV se

observa POT . primeta vez un: sistema de baja afinidad (KB = 1.3 pM)

1.8

en

De

‘ser égi;' pédgia
expi;;éfxlr specifica de"~H—A5p :qde se

\;Loé'sitios que

por el

concfafib,
retina, ‘o bien tescringir su 1ocalizacion a estas c@&lulas durante
la difereﬁéiaéiEﬁ celular.

" En - muchos aspectos la evolucidn de los receptores para

AAE
en 1és,c61ulas en cultivo coincide con la que se observa durante
el desarrollo ontogen&tico in vivo. Esto sugiere que el cultivo
de

células disociadas de la retina podria ser un buen modelo para

estudiar los factores que inducen esta evolucién. Sin embargo,
existen tambi&n algunas diferencias, como por ejemplo el curso

.temporal de la aparicidn de la unidn especifica de los distintos

ligaﬁdos, que pudieran reflejar la falta de ciertas interacciomnes

entre diferentes tipos celulares, Yy que hay que tener en cuenta

cuando se intente hacer extrapolaciones entre ambos sistemas.
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~de ' animales adultos.

2. RECEPTORES .PRESINAPTICOS (AUTORRECEPTORES).

Se - estudid 1la liberacidn de 3H—D—Asp estimulada por alto

potasio de retinas completas aisladas de embriones de pollo de 7;'

8, 11, 14, 18 y 21 dfas de desarrollo embrionario (DE), asX como

el efecto de agonistas y antagonistas de los receptores para AAE

sobre esta liberacidn. La figura 15 muestra el control en retinas

En ella puede observarse que el cambio de

un medio Krebs—bicarbonato normal a uno con 47 mM de KCl1I en
presencia de CaCl2 2.5 mM produce un aumento en la liberacidn de

3H—D—Asp. La presencia de tetrodotoxina (TTX) en el medio de

estimulacidn no tiene efecto sobre este aumento, 1o que implica

que la liberacién proviene de células que .no presentan

potenciales de accidén, como se ha descrito para todas las cé&lulas

de 1la retina a excepcidn de 1las cé€lulas amacrinas (Dowling,

1979). La falta de Ca++ en el medio de estimulacidn, por el

contrario, inhibe 1la liberacidn producida por el alto K+ en un

80% En los resultados de 1la 1liberacién en 1la retina de

embriones, el té&rmino "liberacidn estimulada por K+" se refiere

exclusivamente a la magnitud del aumento en la 1liberacidn,

calculada como la diferencia entre el valor maximo de

estimulacidn (al min. 7) y el valor preestimulacidn (al min. 6).

Desarrollo de la liberacidn de QH—D—ASEJ

Como puede observarse en la figura 16, a principio del DE
(dias 7 v 8), la liberacidn de 3H-D-Asp depende casi

exclusivamente de 1la despolarizacidn de las c&lulas. Este patrdn

se invierte a lo largo del desarrollo: entre los dfas 11 y 14 el

83



FIGURA 15
ESTIMULACION DE LA LIBERACION DE 3B-—D—ASP POR ALTO POTASIO
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La grifica muestra un control en retinas de pollos adultos (n =
10-12), preincubadas con 1 pCi de 3H—D—Asp. Las retinas se
superfundieron durante

6 min con Ringer Krebs-bicarbonato y. a
partir

del minuto 7 com el mismo medio + 47 mM KCl en presencia
(®) o ausencia (O) de CaCl2 2.5 mM,
(a).

o en presencila de TTX } pM
Al medio sin calcio se le agregd EGTA 1 mM.
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% DE 3H-D-Asp LIBERADO

FIGURA 16

DESARROLLO DE LA LiBERACION DE 3H—D—ASP

®—w® Liberacién espontdnea
o--0 Liberacidn estimulada por | Kt

La liberacidn espontidnea (®) de 3H—D—Asp (porcentaje liberado al

minuto 6 de la superfusién) aumenta a lo largo del DE alcanzando

su valor mAximo en las retinas de embriones de 18 dias. La
liberacidn estimulada por 47 mM de KCl (0O ) (diferencia entre el
porcentaje liberado al minuto 7 y el del minuto 6), por el

contrario, tiende a disminuir. los datos son el promedio =+

S.E.M. de 9 a 12 experimentos.
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porcentaje de liberacidn’ 'de  3H;D—Asp con alto = K+ .es
aproximadamente el doble de lo

e se’libera en’ el medio normal.

A partir del dfa 14,

la cantidad'liberada potidespolarizacion es
mucho menor -que

el 75%
de la liberacidn

La de?gndéﬁﬁi

.iberaéisn dé 3H—D-Asp

(Fig. 17) sgjadqﬁier la segunda semana de incubacidn

y alcanza, . mismo patron que se observa en el
adulto e‘q'qdnq}_ »'u;as del 80% de’ 1a liberacidn depende de Catt.

Efecto ' de . los AAE sobre_la 1iberacion estimulada por K+.

La figura 18 muestra el efecto de distintos andlogos de 1los
AAE sobre la 1liberacidn de 3H—D—Asp estimulada por ©potasio
considerada, en todos los casos, como el 100%. Como agonistas de

los diferentes subtipos de receptores se utilizaron KA (1lmM), APB
(imM) y NMDA (200 pM);

como antagonistas, GDEE (1 mM) y APV (200

PM); y como agonista general, L—-glu (50 y 100 pM).
A los 7 DE, el KA es el UGnico compuesto que tiene un efecto

significativo sobre la liberacidn y, al contrario de lo que

observado en la retina de animales

se
habia adultos, potencia 1l1a
liberacién. Durante las dos primeras semanas de incubacidén, el
NMDA no afecta significativamente la liberaciéng sin embargo,
otros andlogos como el Ka, el APB e incluso el APV inhiben 1la
liberacidn, como sucede en el adulto, a partir del dia 11 DE y el
efecto inhibidor del L—-glu y del GDEE aumenta notablemente entre

los dias 11 y 14 DE.
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STIMULATED RELEASE OF 34-D-Asp (%)

FIGURA 17

DEPENDENCIA DE CALCIO DE LA LIBERACION DE 3H—D—ASP

l00—| ®—@ Ca**-dependent release
O—©0 Ca** -independent release
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La figura muestra, con Tespecto a la cantidad de 3H—D-Asp
liberada durante 1 min al estimular las retinas de embriones de
distintas edades con Ringer Krebs—blicarbonato (CaCl2 2.5 mM)

con
alto potasio (100 %),

el porcentaje liberado cuando el CaCl2 se

omite en el medio de estimulacidn y se afiade EGTA 1 mM ( O ).

La
liberacidn dependiente de calcio (®) se c¢alculd como la
diferencia .entre el 100%Z y la liberacidn 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 3H-D—ASP

7 DE 11 DE ’ 14 DE
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En la retina de pollo, los AAE, a las cpncentraciones indicadas

en 1la figura, inhiben la liberacidn de 3

alto K+ (100%) a partir del dfa 11 DE. A los 7 dfas DE,  por el
contrario, algunos AAE' como el KA potencian esta liberacidn. Los

resultados son el proﬁedi@ de -3 experlmentos + S.E.M.
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" laliberacisn

a

Discusidn.

El eie;co‘ de -los AAE sobre 1la 1liberacidn de 3H—D—Asp
estimulada por alto K+ pretende simular el efecto que tendtia

el
erédo'sobre la liberacidn de ese misﬁo transmisor
: segunda despolatizacion de la c&lula presinapci?é.
rés#};éd

iés'

uestran,que en la retina de pollo,

la regulacion de

desdef”

etapés ‘mﬁyitempranas del DE,

Esta reguia
téﬁﬁfﬁﬁaé, sin‘ embargo,

es distinta a 6b§erva
posteriormente >4 en el adulto y coincide. con'la ‘previas
al inicio de 1a sinaptogénesis en la retina. de Existen

dos posibilidades para explicar estos resultados.

que los receptores que median la inhihicion presinaptica en

los animales adultos se expresen paralelamente al establecimiento
de

N
los primeros contactos sindpticos (alrededor del dfa 10 DE) y
a

1la adquisicidn de la dependencia de Ca++ de la 1liberacidon de
3H-D—Asp. En este caso, los efectos de ngunos AAE sobre la
liberacidn en etapas previas podrian estar

mediados por otra
poblacidén de receptores (como podrian ser los sitios

de alta
afinidad para el 3

H-AMPA (ver publicacidn #1)). Otra posibilidad
es que este efecto potenciador sea un efecto inespecifico mno
mediado por receptores sino por algiin otro mecanismo.
b) que los receptores presinipticos para AAE aparezcan en etapas
tempranas pero su acoplamiento con los mecanismos que inducen la
inhibicidn de 1la liberacidn

(ver p.39 y 40)

aparezcan
posteriormente.
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3. CAPTACION

Se cﬁté&teriz6 bioqﬁimicamence la acumuléciSﬁkde 3H—b;A§p eﬁ 
cultivos de mneuronas o c&lulas gliales de la retiha de‘l,‘.S,'B y
12 dfas ig vitro (DIV). Se encontrd que la captacidn de 3ﬁeD—A§pf,,,
depend; de Na+ y de temperatura desde el primer DIV'(Fig-‘Z de 1la
publicacidn # 2) y presenta las siguientes caracteristicas: '
CaracterIsticas ciné&ticas de la captacién de éﬁ—D—ASE.

Las curvas de saturacidn de la acumulacidn de 3H—D—Asp - se

muestran en la figura 4 (de la publicacién # 2).

En los cultivos de neuronas se encontrd, a todas las edades,
una cinética saturable y de alta afinidad para la captacidn de
3H—D—Asp. La afinidad de los sitios prdcticamente no varia con
la edad del cultivo (Km = 8 pM al primer DIV y 13 pM a los 5 y 8
DIV) .El nimero de sitios, sin embargo, aumenta significativamente
entre los dfas 1l y 5 in vitro (Vmax = 2.9 nmol/mg proteina/l0
min a 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 cé&lulas de Miller se determind ‘una:
cin&tica de menor afinidad (Km = 100-134 pM) que en las neuronas.
La capacidad de este sistema de captacidn aumenta con la edad del

cultivoe: Vmax = 41, 104, 215 y 118 nmolas/mg proteina/l10 min a

los 1, 5, 8 ¥y 12 DIV, respectivamente.

Farmacologfa de la captacidn de gH—D—Asp.

En la Tabla 1 (de l1la publicacidn # 2) se muestra el efecto
de inhibidores competitivos de la captacidn en otros sistemas (L-
Glu, L—-Asp D~G1lu, ac. dihidrokainico, DL-Asp- ¢ ~hidroxamato y

Glu—4~monochidroxamato), asiI como de inhibidores competitivos de
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3
la unibén de “H-Glu a recéprores postsindpticos (GDEE, APV y APB)
y otros L-aminodcidos no neurocactivos (L-leu y L-1lis), sobre 1la
captacidn de 3H—D—Asp en las cé&lulas en

cultivo. A una

concentracidn de 500 pM, los inhibidores miAs potentes fueron- el
L-Glu, el L-Asp y el DL-Asp-— P—hidroxamato. Por este motivo, se
determinaron los

valores de ICSO para estos compuestos

.en 'los
cultivos de neuronas y de cflulas de Muller de 1 y. 8 DIV, Como
se observa en la Tabla 2 (de la publicacidn #2),. en las neuronas
se incrementa la potencia de estos inhibidores con la edad del
cultivo, mientras que en las c¢&lulas de Miller

sucede 1lo
contrario.

Tambié&n se estudid el efecto de algunos

como la ouabaina (10_“

inhibidores
metabSlicos

M) y el 2,4-dinitrofenol (107>

M) sobre la captacidén de ~“H-D-Asp (Tabla 3 de 1la publicacidn #2).
En el caso de ambos compuestos se observd una inhibicidn mixima
(alrededor de 30%) en los cultivos de meuronas de 8 DIV y en los

de c&lulas de Muller de 1 DIV.

Discusidn

Los resultados muestran que,

al igual que sucede en otras
regiones del SNC, los sitios de captacidn para AAE aparecen en
etapas muy tempranas del desarrollo. En nidmero de sitios de

captacidn aumenta considerablemente con la edad en cultivo tanto
en las neuronas como en las c&lulas de Miller. Este aumento se
da entre los dI¥as 1 y 5 in vitro, lo cual coincide con el momento
en que es posible reconocer morfoldgicamente las primeras
sinapsis en los cultivos de neuronas de la retina (Grosse et al.,
1887) . En el hipocampo (Schmidt y Wolf, 1988) y en vesIculas
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sindpticas de cerebro (Kish et al., 1989) se ha demostrado un
aumento béﬁ' la capacidad de los sistemas de captacidén de alta
afinidad :de:’ AAE éue ocurre de manera paralela al inicio de 1la’
';Binaptogenesis-'  En los cultivos de c&lulas de Muller. “1?

capacidad maxima del sistema de captacidn se alcanza a los ‘8 DIV.

'Es:o coincide con el aumento de los receptores para 3H—Glu en la‘

recina de embriones de edad equivalente (Somohano b'a Lopez Colore,’ :

1987).'> Los resultados de este trabajo sugieren,; por lo ::anCQ,
que ‘a. travEés del aumento en la capacidaa‘de "1os sistemas “de
captacidn podria reducirse la concéntracidn extracelular de AAEf
al establecerse los primeros contactos singﬁticés, eviténdéée‘asi

efectos excitotdxicos.
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ABSTRACT

3H-D-Aspartace uptake was biochemically characterized in
cultures from chick retina enriched in glial (Miller) cellss or

neurons during progressive days in wvitro (DIV). In the neuvuronal

cultures a high—affinity, Na+-dependent system was found with Km
= 8-13 uM, and pharmacological characteristics in agreemen:tVI;ﬁ

those of reuptake systems in other regions of the CNS. 35Tﬁé

uptake system in glial cells showed a lower affinity &itﬁ ‘Km |, =

100-135 wuM. In both cases,

uptake was temperature—ﬂénajenergyf
dependent. A sharp increase in the Vmax of uptake was observed
in both  mneurconal and glial cultures atr S5 DIV, at which

morphologically mature synapses have been shown to be present in
retinal cultures. A parallel increase in the pharmacological
specificity of the

uptake sSystem in neuronal cultures

was .
with a rise in the efficiency of D-Asp,

observed, L-Asp, LGlu
and DL-asp- P -~hydroxamate for inhibiting BH—D—Asparcate

uptake.
Results

suggest the possibility of reuptake participating in the

regulation of extracellular glutamate concentration during
development.

KEY WORDS

EAA, uptake, development, retina.
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INTRODUCTIOR

Excitatory

amino acids (glutawate and aspartate) are
considered as putative neurotransmitters in the vgtCiéalf'pathway

of the wvertebrate retima (Cervetto and MacRichol, 19723 Murakami
etbal., 19723 Sugawara and RNegishi, 1973).

The excitatory effect
of synaptically released glutamate (Glu) is arrested through
activity of

the
a high-affinity,

Ra-+—-dependent reuptake mechanism
common to L-Glu, L—Asp and D-Asp (Logan and Snyder,

and Johnston, 1972),

19715 Balcar
present both in glial cells and presynaptic

terminals (Lund Larsen, 1978). Auvtoradiographic
several species have shown Na+-dependent,

and

studies in

high affinity glutamate
aspartate

accumulation in

the retina of
(Ehinger and Falck,

aault animals
19713 Ehinger, B, 1977; Marc and Lam, 19813
Hampton and Redburn, 1883). Glutamate uptake has also been
demonstrated in the retina of developing animals (Bondy and
Purdy, 1977; Casper et al.,

1980) as well as in primary cultures
of both mneurons and glia (Hyndman and Adler, 1982) from the
retina. In

the adult retina of several speciles such as the
(White and Neal,

rat

1976) and the rabbit (Thomas and Redburn, 1978),

the uptake system for EAA Thas also been biochemically
gharacterized showing a

high-affinity uptake system with Km
values betweeﬁ 1 and 20 M,

and a lowv-affinity system, with Km =
€30 M.

In

addition to a2 nmeurotransmitter Tole,

EAA ewert 2 toxic
action at high concentrations, wainly on masture meurons

(Baudry
et al., 1883) .

MoTe recent data indicate that these compounds
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are required as trophic agents during development (Mattson et

al., 1988; Brewer and Cotman, 1989). In order to subserve any of

these functions,  a preciée regulation of the extracellular

concentratign of EAA becomes necessary. Hence, changes in the

biochemical and pharmacolegical characteristics of the . uptake

system during development could participate in this regulation.

In this study we have characterized the uptake of 3l-l-—D-Asls in

progressive stages of in vitro development of neuron- and glial

cell-enriched primary cultures from chick retina.

MATERIALS AND METHODS

Materials. Fertilized eggs from local strain chicks were

purchased from Armour Hatchery, SA de CV (Mexico). Disposable

plasticware for tissue culture was from Nunc {Denmark) .

Dulbecco's Modified Eagle Medium, Fetal Bovine Serum, and PSN

Antibiotic Mixture were from Gibco Laboratories (Grand Island,

NY, USA). Rabbit immunoglobulins against neuron-—specific enolase

were from Dakopatts (Denmark). D—[2,3—3H] Aspartic aciad (27 ci/

mmol) was from Amersham Searle (Buckinghamshire, UK) . Specific

excitatory amino acid analogues were from Tocris Neuramin (Essex,

UK) . All other chemicals and reagents were from Sigma Chemical

Co. (St. Louis, Mo., USA).

Retinal cultures. Retinal cultures were set as described by

Adler et al. (1582). Briefly, retinas were obtained from 7 day

©ld chicken embryos, incubated 20 min ac 37°C 1n 0.25% trypsin in

Ca++ and Mg++—free Banks balanced sa2lt solution (Hanks-BSS) and

mechanically disscociated. Plaring was done at low density (1 X
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106

cells/dishj'on Poly-D-lysine coated 60 mm petri

dishes for
neuron—enfiched

cultures, and at high ‘density (3 X 106"
cells/dish) ~on untreated 60 mm petri dishes” for flat. cell—

enriched cultures, which in the chick retina are~con$idered to be
gxclusivelywﬂﬁller cells (Moscona, 1983). Cells were grown 4in D-.
MEM %;102 fetal calf serum (FCS). In neuron—enriched cultures,

AraC vas 'added to a final concentration of 107°K ac 5 days 4in

vicéévéna réhoved after 24 h., to avoid proliferation of dividing
ceilspi‘; The -

pﬁrity .. of the cultures wvas assessed by

immunofluorescence :usiﬁg polyclonal antibodies against neuron-—
spécifiéleﬁélasg?(Schmechel et al., 1980) and GFAP (ngrklund et

éi-,f1985); and:fbund to be » 95% in both types of cultures.
Uptake receptors. Uptake experiments were carried out on

5, 8 and 12 days in vitro (DIV) as follows: while
to petri dishes,

cultures of 1,

still attached cells were washed
incubated with 2 ml of
(NaCl 118mM, KHZPOA 1.2 mM, KCY 4.7 mM, CaCl2
wM & glucose 5.6mM, PHB 7.4) at 37°c for

twice with
Hanks~-BSS and Krebs Ringer-bicarbonate

1.3mM, MgSO
NaHCO 10

3

mixture of 3

4 1.2mM,

3 min. A
H-D-Asp and D-Asp (1:50) was

250 nM  and

added to a final
concentration of cells were d4ncubated

for 10
additional win.,

after which medium was aspirated and cells were
washed twice with cold Krebs. Cells were detached with a Tubber

policeman, to vials,

transferred

and counted for radiocactivicy
after the addition

of 5 ml Tritosol (Fricke, 1975). Corrections
were made for quenching and counting efficiency. Protein was
determined by the method of Lowry er al. (1951).
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RESULTS

Development of retinal neurons and glia in culture.

Figure 1 shows mneuron— and glial cell-enriched retinal

cultures at undifferentiated (1 DIV) and differentiated (5 DIV

for neurons and 8-12 DIV for Miiller cells) stages. Neurons were

considered morphologically differentiated at 5 DIV since'gmﬁst‘

cells had extended neurites and contacts had been estéBliéhedQ

Moreover, Grosse et al. (1987) have demonsﬁfaté

structurally mature

are first found at this age in retinal cultures.

cultures were considered morphologically mature at’

confluence was reached. At this stage, glial cuitﬁfes'werelloozy

pure, as shown by immunocytochemistry.

General characteristics of EH-D-ASE uptake.

3H-D—Asp uptake 1in both types of cultures was found to be

Na+- and temperature—-dependent (Fig. 2) since the first day in

vitro (DIV). Time course of D~Asp accumulation was followed from

one to 45 min. As can be seen in Fig. 3, at all ages studied

equilibrium was reached at 10 min incubation;s therefore, all

further experiments were performed at this time.

Kinetics of EH—D—Asp uptake in neuron— and glia-enriched cultures

1. Neuron—enriched cultures. 3H—D—Asp saturation curve within a

concentration range of 10 to 1000 uM (Fig. 4) shewed a single

high—-affinicty, saturable uptake systen at all ages studied, with

Km = 7.9 p¥ at 1 DIV, =and 13.03 pM st 5 and & DIV. A zen—-fold

increzse in the capacity of the uptake system was observed
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between days 1 and 5 1n vitro. from Vmax = 2.9 nmol/mg prot/10

min .at 24 hs s at day 5 in vitro.

At this s
propertie ce e vere;;oﬁfufther changes in Km or Vmax up
coiS,Diy 'urons are considered mature regarding

ysiol gical properties (Wahl et al., 1989).

shape, ph

‘2. Glial cell—enriched cul:ures. Miller cells show a low affinity
3H—D—Asp uptake system with a Km = 100~134 pM at all ages studied
(Fig. 4y . An age-dependent increase in the Vmax of the system
was observed which peaked at 8 DIV (Vmax = 215 nmol/mg prot/10

wmin), and progressively decreased to the value seen at 5 DIV (100

nmol/mg prot/10 min).

Pharmacology and energy-dependence of EH—D-ASP uptake in neuronal

and glial cultures.
3

Compounds known to act as competitive inhibitors of “H-D-Asp
uptake in other systems (L-glutamate, L-aspartate, D-glutamate,
dihydrokainiec acid, glutamiec acid-4—-monohydroxamate, and DL-
aspattate-—e—hydroxamace), competitive inhibitors of 3H—Glu
binding to different postsynaptic EAA receptor types (GDEE, APV,
and APB) as well as other non mneurocactive L-—amino acids (L-
leucine and L-lysine), were tested at a concentration of 500 pM
for their ability to inhibit 3H—D—Asp uptake in immature (1 DIV)
and mature (8 DIV) retinal cultures (Table 1). Among these, only.
L—Glu, L-Asp and DL-A&Asp-~ F ~hydroxamate showed a significant
inhibition of uptake in both types of cultures. Regarding the

efficiency of these compounds, no change was apparent in glial

cells between 1 andé 8 DIV, whereas in meurons, a siight dincrease
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with in;feésing'age vas observed (Table 1).

As for the potency
of thgse 1nhibiéors:(Tab1eﬁ2). 'an oppesite change in neurons and
glial  cells  vas found d

>uxiﬁg:in'vitro‘development: whereas 4in

neuf@néf e féaée'in the 1C50 values (mainly for L-

angriv, ‘in glial cells the potency of L-

‘ LfAéﬁattate-p—hydroxamate decreased 50% from DIV
1 to DIV.8. " " ‘

“Inhibitors of energy metabolism significantly decreased 35—
ﬁ—Asﬁ accumulation: ocuabain IO-AM showed maximal inhibition (34%)
in 8 DIV mneuronal cultures as well as in 1 DIV ﬁﬁller

cultures. 2,4-DNP showed a similar inhibition pattern,

cell—

being more
potent in mature neurons and immature glial cells (Table 3).
These results suggest that

in neurons, the energy requirement for
uptake increases with age,

whereas in glial cells uptake seems to
become independent of the

cell energetic state as confluence
reached.

‘is
D1ISCUSSION
The present findings support the idea that in the retina, as
well as in othetr

regions of the CXS, the appearance of the high-—

affinity system for excitatory

uptake

amino acids is an early
event in development. EAA

uptake has been

characterized in
diverse preparations as rat brain synaptosomes {(Logan and Snyder,
1972), rat retina (Vhite and

Weal, 19763, and retinal
synaptosomal fractions (Thomas and Reddurn, 1978).

In all cases,
a low—afiinicy (Km =

= 100 pM) and a high-affinity component (Km=
25 p™) vere found. Datas in this paper shew similar values for
glia anéd mneurons respectively, anéd hence suggest that

systercs
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characterized 4in whole retina could correspond to the uptake into
glial cells and neurons. An electrogenic glu:amate‘tréhgpoft has

been described in an electrophysiological pteparation‘of' Nﬁller

cells. from tiger salamander (Barbour et al,—71988)xand"a$§19:;_

retina (Brew and Attwell, 1987); this pféceéé

ébsblu;ely'
dependen: on the presence of Na+, 1nhibi£éaﬁby:

-chloromercuri-~
phenylsulphonate, and shows a Km 1n thevréﬁg;hbfZS to 30 pM. " We

were unable to detect this system uﬁing a’ biochemical assay;

which could derive from using D-Asp as a markei, since . .the
electrogenic uptake system shbws a high degree - of
stereospecificity for L—‘isomers of Glu and Asp. Alternativéiy,
the posibility exists " of this carrier mnot working inl_ouf
preparation, since it 1is wvoltage-dependent, and membrane
potential was not determined in the cultures.

In meuronal cultures,

a ten fold increase in Vmax was

observed from the first to the fifth DIV, remaining constant
thereafter (Fig. 4) . In glial cultures a transient increase in
Vmax (from 104 to 215 nmol/mg prot/10 min) was observed at day 8

in which an increase in glutamate receptors has previously been
reported (Somohano and Lopez Colome, 1987). A similar increase in
the capacity of the uptake system has been reported in the
hippocampus, the time course of which parallels that of
synaptogenesis (Schmidt and Wolf, 1988). In brain synaptic
vesicles, a ten-fold increase in glutamate uptake has also been
shown between postnatal days 10 and 30, associated to the active
period of synapse formation (Kish et al., 1989). In rTetinal
cultures, the onset of synaptogenesis has been shown to occur at

cday five in vitro (Grosse et al., 1987), which correlates with
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the observed rise in the capacity of the uptake system both in
neurons and glial cells at this stage (Fig. 4).

Besides its proposed role. as a clhssiéalynéprb:fansmitter or

as a neurotoxin,  a role for glutamate as a:trophic factor i4n

.. ‘'demonstrated

critical’ é;ééééﬁaoff'déyélbﬁﬁen;}'has+félsoxrﬁéén

(Hat:spn aﬁd Kaﬁéi,/i1989}' Bréﬁér‘éﬁdfCo;man,leBQ; Burgoyne and
Cambtay-Deaﬁin,H 1988)}v‘,fhe  ‘extracellular ' concentration of
é*citaéory amino acids (EAA) required for exerting a transmitter

function or a trophic rTole durling development differs 4in

magnitude from manomeolar (Foster and Fagg.,

1984) to micromolar

(Brewer and Cotman, 1989), respectively. Hence, once the critical
developmental period 1n which glutamate could exert a trophic
action has ended, an excessive concentration of this amino acid
would induce excitotoxicity. The low capacity of the uptake
system both in glia and neurons previous to synaptogenesis and
ics forward increase after connections have been established,
suggests that wuptake mechanisms could be 1nvolved in the
regulation of extracellular EAA concentrations during
development, which is required for these compounds to exert

a
role as trophic factors, classical neurotransmitters, or
excitotoxins in restricted periods of mneuronal differentiation.
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TABLE 1

PHARMACOLOGY OF 2H—D-—ASP UPTAKE

34-D-Asp UPTAKE (pmol/mg pro‘t‘/IQ‘rmvin);
NEURONS ~oeuialll
ANALOGUE 1 DIV 8 DIV ‘4,17’8;' ﬁfxv‘
Control’ 149 183 . 1307 361
L—-Aspartate 28 19 ‘;v'.i'95; : 29
L-Glutamate 31 24 12 32
DL—-Asp— (*—hydroxamate 54 37 40 134
Glu-4-monohydroxamate 139 123 v . 105 317
Dihydrokainate 118 141 100 ‘ 274
D—-Glutamate 128 143 5101 332
Glutamate diethyl ester 113 124 113 307
D,L—2—-amino-5-phosphono—
valeric acid 122 172 122 310
D,L-2-amino-4-phosphono-—
butyric acid 134 167 112 336
L~Leucine 122 174 124 361
L-Lysine 132 168 11? 339

Inhibition of 3H—D—Asp uptake by 500 pM of uptake inhibitors
(first 6 analogues), postsynaptic EAA-receptor blockers (GDEE,
APV and APB), and other aminoc acids (L-Leu and L-Lys). Data are
the mean of 3-5 experiments (performed im triplicate) with varied
less than 10%.
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TABLE 2

1cC o of 3H—D—ASP UPTAKE INHIBITORS

s
ICso. (1D
" NEURONS ‘-GLIA
ANALOGUE 1 pIv 8 PIVY o ipIv. 8 DIV
L-Aspartate | 22 SRR 21 sz
L-Glutamate . 4s 21 27 71
89 70 155 2wl 224

DL-Asp— # —hydroxamate

ICSO'S for the most potent inhibitors of

3H—D—Asp ‘up;ékg?“ﬁere

determined graphically in a concentration range from 1‘tb;500'pn.

Results are the mean of 3 separate experiments - performed  in

triplicate.
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TABLE 3

EFFECT OF METABOLIC INHIBITORS ON 3H-D—ASP UPTAKE

3H-D-Asp UPTAKE (pmol/mg prot/10 min)

NEURONS

- cLia

INHIBITOR o 1-DIV
concrol : T',Lv o ‘149 + 16l
ouabain 10 I‘Ht S 119+ 10, 13t
'2,4-DNP’ s *:10 5u Loo128 i”1‘3

or

‘of the stated concencration of 1nhib1tots afcer

‘'which

3H—D—Asp (250 ‘nM) was added and incubation was con:inued for a
furcher‘ 10 min period. Results are.the‘mean' + S E M. of - 3

separate experiments performed by :tiplicéte;
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FIGURE LEGENDS.

FIGURE 1.

FIGURE 2.

FIGURE 3.

FIGURE 4.

: Caliﬁiétion ‘ba

'for 1., S,TiOg‘

Neuron— (A,B) and Miller cell- (C,D) enriched cultures

at’ 1 DIV (A C)'and morphblogically 'differentidted>

stages: S DIV for neurons (B) and 12 DIV for glia (D).A

'25 ;m.

Né+;’and temﬁérature—dependence of

3H-D-Asp uptake. To

tesé Na*;dependence,‘ 3H—D—Asp uptake was méasured

using Tris—Ktebs in which Choline Chloride 118 mM

substituted NaCl, at 37°C. For temperature-dependence,

were incubated 1n ‘Krebss Ringer Bicarbonate at

celis

49c"-7 are the mean + S.E.M. of three separate

Cells were incubated

VBQHof‘QS,ﬁin. in the presence of 250‘nM

of 3H—D-Asp." b:Asé uptake 1s expressed in nmoi/mg 
ﬁrot for glidi cells (right), and pmol/mg prot 'foij

neurons (left). Results are the mean + S.E. M._'of' 3

experiments performed in triplicate. ‘

Kinetics of 3H—D—Asp uptake. Saturationvéﬁrves‘ were
For

performed i1in a saturation range of 1 npM td 1 mM.
at 1 DIV (e) Km = 7.9 pM, Vmax = 2.9
at 5 () and 8 (o) DIV Km = 13.03

neurons (left):
nmol/mg prot/10 min;
nM, Vmax = 23.96 nmol/mg prot/ 10 min. For glial
cells (right): at 1 DIV (e) Km = 101.9 pM, Vmax - 40.9
at 5 DIV () Km = 100.1 uM, Vmax

at 8 DIV (o) Km = 134 uM,

nmol/mg prot/10 mings

= 103.7 nmol/mg prot/10 min;
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Vmax = 215 nmol/mg prot/10 hin; and ‘at 12 DIV (®) Km =

134 pH. Vmax = 118 nmol/mg prot/lO min. Results are

the  mean + of 3 separate experiments (in triplicate)

which varied less than IOZ.v‘
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DISCUSION GENERAL

El objetivo general de‘estos estudilos

fue estudiar
cambios

los
que sufren los componentes del sistema de
neurotransmisidn  de los AAE en la retina durante el desarrollo y
diferenclacidn de la misma.

El conocer estas modificaciones nos
llevaria

a
-
cabo el control de la concentracidn extracelular de glutamato, ya

que de ésta depende,

a su vez a determinar cSmo y en que momento se lleva

en gran medida,

que el Glu tenga efectos
neurotdxicos, trdficos,

o de meurotransmisor cliasico.
propdsito se tratd de establecer un paralelo entre la
de 1los

Con este

maduracildn
receptores de captacidn,

que eliminan al glutamato

del
medio extracelular,

los Teceptores presinipticos,

cuales se modula 1la

a través de los
liberacidn de Glu, ¥ los Teceptores

sindpticos, a través de los cuales se despolarizan la mayor parte

de las cé&lulas en respuesta a los AAE.

1. CORRELACION ENTRE LOS ESTUDIOS IN VIVO E IN VITRO.
Los estudios en retina de embriones demostraron que los
Teceptores

para AAE modifican sus caracterIsticas bioquiImicas

Yy
farmacolégicas y su proporcidn relativa a 1lo

largo de 1la
diferenciacidn celular,

al igual que sucede en otras regiones del

SNC (Mori-Okamoto e Ikeda, 1986) . Los estudios en cultivos
enriquecidos en neuronas o células gliales de 1la retina nos
permitieron localizar con

mayor precisidn los

receptores
aparecen en

que

distintos momentos de 1la diferenciscidn. Al
correlacionar estos resultadeos con los canbios que sufren los
receptores in vivo, nos permiten contar con un modelo en el cual

115



estudiar los mecanismos que podrfan inducir dichos cambios. A

pesar de que in wvivo existen factores extracelulares que

determinan la maduracidn tanto morfoldgica como bilioquimica de 1las

c&lulas, que podrfan no estar presentes en los cultivos, esta

correlacidn es posible en cierto grado ya que existe evidencia de

que . la diferenciacidn de las cé&lulas de la retina en cultivo

sigue un curso temporal paralelo al que tiene in vivo. Asf, por
ejemplo, Grosse et al. (1987) demostraron que las primeras

sinapsis se establecen en neuronas de retina en cultivo a los 5

DIv, al igual que en los embriones de edad correspondiente;

Zeevalk y Hyndman (1986) demostraron que la proporcidén de cé&lulas

amacrinas que se diferencian en cultivo equivale a la de cé&lulas
amacrinas in wvivo los astrocitos en cultivo desarrollan

caracteristicas electrofisioldgicas (Kimelberg et al., 1979) vy

morfoldgicas (Juurlink y Hertz, 1985) similares a las que
presentan in vivo, etc. Nuestras conclusiones, por lo tanto, se

basan en el conjunto de resultados obtenidos tanto en el sistema

in vivo, como en los cultivos.

II. RECEPTORES PARA AAE EN ETAPAS TEMPRANAS DEL DE.

Al principio del desarrollo, los receptores sindpticos son

altamente inespecificos y presentan caracteristicas tanto de los

receptores tipo NMDA como de los NO-NMDA, ya que interactidan con

el L-Asp y con AMPA. Sin embargo, y a pesar de esta inespecifi-—

cidad farmacoldgica, entre los dias 7 y 8 DE es posible

identificar tres poblaciones distintas de receptores: a) en los

embriones e 7 DE,

que une BH—AxPA, que podria corresponder a una

un receptor de alta afinidad (KB = 0.56 pM)

poblacidén de

receptores presinipticos a través de los cuales el 3cido kainico
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podria potenciar 18 11beracion del transmisor (ver p.89); b)) una

poblacion muy pequena de receptores de alta afinidad para
(KB - 33 AO nM),.

aunque

3H—Asp
1a cual probablemence también une al 3
conv baja afinidad,

H-AMPA,

- que se localizd en las neuronas en
"culcivo ,,podria corresponder a

los primeros receptores
'postsinapticosi ¥+ €) . una

poblacidn que une 3H—Asp con menor

que 1a ‘anterior (KB = 0.2-0.4 M), que se localiza can:o

neuronas como en las c&lulas gliales en

cultivo vy que
podrié.iépresentar los sitios de captacidn.

En. esta etapa los sitios de captacién tanto en las mneuronas
como ‘en las cé&lulas gliales se encuentran ya diferenciados:
presentan la farmacologfa tIpica de estos sitios y su afinidad
por el D-Asp no cambia significativamente durante la
diferenciacidn, aunque su niimero es bajo. Desde el primer DIV, la
captura del aminodcido depende en mis de un 75% de Na++ y de
temperatura. A esta edad (7 y 8 dfas DE) encontramos en 1los
embriones la

mixima liberacidn de AAE por despolarizacidn con
alto potasio, y esta liberacidn es independiente de la presencia

de Ca++ en el medio de estimulacidn.

III.

RECEPTORES PARA AAE EN ETAPAS INTERMEDIAS DEL DE.
Entre los dias 11

y 14 DE se hace

aparente una
poblacidn de sitios de unidén para

nueva

3H—Glu en los embriones. Estos
receptores podrian localizarse en las c¢&lulas horizontales y

bipolares puesto que se ha demostrado que en esta etapa se inicia

su diferenciacidn. Al igual que las poblaciones de receptores
identificadas en etapas previas, esta tambié&n muestra
inespecificidad farmacoldgica aunque sus caracteristicas
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cinéticas corresponden a las de la unidn de 3

H-Glu en la
de 1los pollos

retina
adultos. Enylés culﬁivos de neuronas ' de. . edad

equivalente (5-8 DIV) persist

r;as.dos-poblaciones de receptores
de “H-Asp descritas ancéribrmgh '+ En es:e‘periodo Se presenta un

cambio en cuanto..a

“propiedades de los

receptores

presindpticos, que pbdiera;'ser a nivel del mecanismo

de
transduccidn de 1a sefial.’ Esto se deduce del hecho de ‘qué a
partir de esta etapa la interaccidn de los AAE con  estos
Teceptores inhibe 1la

liberacidn de 3H-D—Asp estimulada por

despolarizacifn en la retina completa de embriones. La liberacidn

de D-Asp estimulada por alto potasio disminuye con

respectb a los
dfas 7-8 DE a la vez que adquiere dependencia de Cat+. La
adquisicidén de la dependencia de Ca++ coincide en el tiempo con
1la aparicidn de las vesIculas sindpticas en la CPI de 15 retina.
Esta observacidn podria sugerir,

que mientras que la liberacidn
dependiente de calcio estd en funcibén de la presencia de
vesiculas, la independiente podria proceder de una poza
citoplasmica, probablemente relacionada con un intercambiador

ha sugerido para el GABA (lLevi ¥y Raiteri,
cuanto a la

como se

1978). En
captura de los AAE, en esta etapa se observa un
incremento en la incorporacidn de 3H-—D—Asp tanto en los cultivos
de neuronas como de glia, alcanzando en &sta dltima su capacidad
miaxima a los 8 DIV (14 DE):

Vmax = 215 nmolas/mg proteina/10 min.
1V. RECEPTORES PARA AAE EN ETAPAS TARDIAS DEL DE

Los receptores sin@pticos medidos coen H-L-Asp en los
embriones muestran, al dia 18 DE, constantes cin&ticas con
valores mwmuy cercanos a los obtenidos en la

retina del pollo

a2dulto, asi como en los cultivos de c&lulas gliales de 1la

edad
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correspondiente (12 DIV): Kgy = 123 nM y Bmax; = 1.3 pmolas/mg

proteina; XBZ - 1.86VPMAy Bmax2 = 10.5 pmolas/mg proteina) de
manera que podria trétafse de los mismos receptores. AsYI, el
aumento en la unidn e;pecifica de 3B—Asp que se observa en 1los
>embriones podrfa explicarse por la aparicidn del sistema de menor

afinidad (1.3-1.8 PM) en las c&lulas gliales

diferenciadas, el
cual podria

representar sitios de captacidn
.

(posiblemente
electrogenica) de AAE (Brew y Attwell, 1987).

V. RECEPTORES PARA AAE EN LA ETAPA FINAI DEL DE

Entre los dfas 18 a 21 DE, suceden cambios importantes en
los receptores sindpticos en los sitios de captacidn,

Y en la
liberacidn de AAE. Asi,

los receptores sindpticos adquieren

la
especificidad farmacoldgica (NMDA o NO-NMDA) que permite
distinguir sus diferentes subtipos. Los receptores de AMPA en

los cultivos de c&lulas gliales se definen como receptores de

tipo QA, mientras que los sitios de interaccidn del AMPA en las
neuronas durante los primeros DIV se definen como de tipo NMDA.
Durante

este periodo es posible medir 1la unidn

embriones.

de 3H—NMDA en los
AsImismo, se adquiere 1la capacidad de este compuesto
para competir con el “"H-Asp y para mwodular negativamente la
liberacidn de “H-D-Asp en la CPL de la retina. En los embriones
aumenta 1la sensibilidad de los receptores de tipo NMDA a 1los
antagonistas ¥y en las neuronas de 8 DIV el APV se +vuelve el
desplazador mis potente del BH—AMPA. En cuanto a la liberacidn de
AAE, la espontinea aumenta durante este periodo, lo cual podria
relacionarse con la despolarizacidn necesaria, a nivel
postsinidptico, para la activacidn de los receptores de NMDA. La
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activacidén de los'recep:ofes de NMDA podrfa estar relacionada, a

su ‘vez, conlsu-maduraciSh;”'yiestd Gltimo con la activacidn de

,mecanismbsifque:d pe den de Ca++, ya que es principalmente - este
‘aé’réCeﬁtbeél que se relaciona con la entrada de Cat+

subtipo
du:ante la des?p;arizacian (Mayer y Westbrook, 1985).
!{Nues ros . resultados tanto en retina completa durante el DE

combr‘durante la diferenciacidn in vitro en cultivos sugieren que

16s'sitios de unidn para 3H—KA no aparecen sino~haQCa el momento

'de,.ié' eclosidn. Sin embargo, algunos autores afirman lo

contrario, ya que durante el desarrollo embrionario de la retina,

'se‘ha visto que el Scido kaInico puede tener efectos neurotdxicos
(Gibson y Reif-Lehrer, 1984). Como se dijo anteriormente, estos
podrfian derivar de la interaccidn del Scido kainico

estimulando 1la liberacidn

con

efectos

los receptores presindpticos de AMPA,
del transmisor, ¥ no necesariamente a través del receptor

postsinaptico.
"MODELO" DE LA EVOLUCION ONTOGENETICA DE LOS RECEPTORES PARA

VI.
AAE

Los estudios anteriores nos permiten proponer un modelo para
explicar 1la evolucién ontogenética de los receptores para AAE y

su participacidn en el desarrollo de la retina:

Etapas tempranas del DE (dias 7-8 DE): Los primeros receptores
en las cé&lulas bipolares

A través de éstos,

para AAE aparecen Yy SsSon receptores

presindpticos de tipo mixto AMPA/ KA/ASP.

el
probablemente el dcido aspartico, estimula su propila

transmisor,
liberacidn independiente de Ca-++. Esto coincide con el hecho de

adn no aparecen las vesIculas sindpticas nil sus precursores,

que
Estos receptores se inactivarian al dia

las vesfculas cubiertas.
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8, paralelamente a 19 aparicidn de receptores postsindpticos para
AM?A ¥y Asp, poéibiementé enrlas c&lulas génglionares y amacrinas
que extiendénv sus  ﬁeuritas en ese perfodo, - asf como " en las
célulag:Aerﬁéiiéffrr?fn'las neuronas parece existir un s8lo tipo
de receptot. ‘ﬁgﬁg'diferenciaAO que acepta tanto gi Asp ;omo al
AMPA, - mientras -‘que en la glfa existen dos pobléciohes, una de

AMPA y otra de ASp que parece tener caracterIsticas tipicas del
receptor de NMDA.

La baja capacidad de los sistemas de captacidn,la mis elevada
liberacidn de AAE por despolarizacidn

por de 1la

durante el DE 'y  su
potenciacidn estimulacidén de los Treceptores
presindpticos, provocaria

una elevacidn en la concentracidn del

neurotransmisor en el medio extracelular. En estas condiciones,
los AAE podrian

ejercer una accidn trdfica sobre

amacrinas vy ganglionares,

las cé&lulas

como se ha Vvisto en otros sistemas en

los que el glutdmico detiene la ramificacidn de las neuronas y de
la glfa y promueve la diferenciacidn de 1las estructuras
postsindpticas (Mattson et al.,

1988).

Etapas intermedias del DE (dfas 9-11 DE) : La sinaptogénesis en la
CPI se imicia entre los dias 9 y 10 DE,

paralelamente al control
de 1a concentracidn extracelular de AAE a través de tres
mecanismos : a) el aumento en la capacidad de los sistemas de
captacidn

de los AAE (8 veces en las neuronas y 2.5 veces en

la
gl¥ad, b))

una disminucidn importante en la liberacidn de D-Asp
por despolarizacidn, ¥y <c) la inhibicidn de esta liberacidén a

través de receptores presinidpticos con propiedades farmacoldgicas

distintas a 1las de 1los postsinidpticos y cuyos principales
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agonistas son el APB y el APV, En este perilodo ' aparecen . los

primeros Treceptores postsinidpticos para L—Clﬁ,zzptobgblemente en

las c&lulas horizontales Yy bipolares,. precediendo a 1la

sinaptogénesis en la CPE.
Dfas 12-14 DE: E1 perfodo de la sinaptog@nesis en -la CPE se
indicdia entre los dfas 12 y 13 DE. Coincidentémente, al dia .14

aparecen los primeros sitios de unidn para Asp en la CPE y/o - én

la  gl¥fa y los receptores de Glu alcanzan la concentracidn y las’

caracteristicas cinéticas del adulto. Concomitantemente, se

observan cambios en los sistemas de captacidn tanto en la gl¥a
como en las neuronas; mientras que en éstas G@ltimas el sistema
adquiere especificidad farmacolSgica aumentando su afinidad por
los inhibidores, en la glia la capacidad del sistema aumenta. En

las cé&lulas gliales los receptores de AMPA se definen claramente
como de QA/KA. Durante este mismo periodo, en el que se observa
la aparicidén de 1las vesIculas sinapticas en la CPI, la
liberacidn de D-Asp estimulada por K+ adquiere dependencia de
Ca++ en un 80X%. Por otra parte, los receptores presinapticos
distinta de las etapas

adquieren especificidad farmacoldgica

previas de DE (p. 89).
Las c&€lulas de Miller

Etapas tardfas del DE (dias 15-18 DE):

CPE durante este perfodo h'd completan su

alcanzan la
como lo confirma 1la

diferenciacidn morfoldgica y fisioldgica,

del ERG (Rager, 1979). Asimismo,las

aparicidn de 1la onda b

terminales de los fotorreceptores se consideran maduras. La
capacidad del sistema de captacidn en la glfa se estabiliza en
los valores previos al incremento observado el dia 8 (14 DE). Por
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otra parte, los receptores de ~H-Asp alcanzan la concentracidn y
las caracteristicas cinéticas del adulto b adquieren
especificidad farmacoldgica, en particular,

sensibilidad a1 NMDA.
hecho coincide con un aumento importante en
esponténea de AAE.

Este

la 1liberacidn

La maduracidén de los receptores y el aumento
en la liberacidn,

en conjunto, podrfan jugar un papel importante
en la despolarizacidn de la membrana postsindptica necesaria para
la activacidn de los receptores de NMDA, involucrados en cam£ios
durante la diferenciacidn de ciertas vias
{(Lincoln et al, 1986,

plasticos

sensoriales

Rauschecker y Hahn, 1987).
En las neuronas en cultivo, a los 8 DIV, el receptor AMPA/AsDp
se define como un receptor preferente para los antagonistas: del
NMDA, en el cual compite el AMPA, pero mo el QA. Esto podrié
indicar que en las neuronas el receptor de QA es insensible  al

AMPA (como se ha propuesto para el receptor metabotrdpico de QA),

o bien los receptores de QA en la retina se localizan s5lo en las

c&lulas de Miiller. En €stas dGltimas, a los 12 DIV, se distingue
un sistema de unidn de L-Asp de

muy baja afinidad con
caracteristicas farmacoldgicas similares a las el de la captacidn
electrogénica de glutamato que se ha identificado tanto en

cé&lulas de del ajolote,

las
Miiller como en astrocitos

(Brew ¥y
Attwell, 1987).

Al final del desarolloc embrionario, entre los dfas 19 y 21,

aparece 1la barrera hemato-retinianma y se completa la

maduracidn
de 1los segmentos externos e internos de los:. fotorreceptores.
Asimismo, los Teceptores sinipticos para AAE, particularmente los
de RMDA, adquieren sus caracteristicas farmacoldgicas
definitivas. E1

momente de la eclosidn va acompajfiado de cambios
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bioquimicos  en  -la retina posiblemente inducidos por la 1luz.

Entre ellps aumento importante en la
concentracidnide: Chader,

25}978), la expresidn del
pro:o—oﬁcbgeﬁ 1990)_y 1la aparicidn del

AAE, al ;moﬁento,de‘su aparic16n en el desarrollo ontogenético,
muestran |

diérCafinespecificidad farmacoldgica ya que interactidan

con agonistas y antagonistas de los diferentes subtipos
caracterizados en el adulto. Esto podrIa apoyar la idea de que, a

nivel molecular, varios de estos receptores provinieran de 1la
expresidn de un mismo gen ¥ que por variaciones en el ambiente
i8nico o en el entorno lipI¥dico adquirieran las caracteristicas
de los diferentes subtipos en los animales adultos. Una posible
excepcidn serfan los receptores de KA que mo se expresan sino
hasta después de la eclosidn. Recientemente, Hollman et al.
(1989) lograron clonar el gen de un receptor que, al expresarse
en oocitos de Xenopus, presenta las caracteristicas del receptor
de KA. Esto podria indicar que se trata de una proteina
independiente de los demds subtipos. Si este fuera el caso, el
receptor QA/KA que se ha descrito en el SNC, tendria que
explicarse a través de la interaccidn, ya sea directa o mediada
por mensajeros Iintracelulares, de dos receptores distintos. A
este respecto, O'Dell vy Chriscens;n (1989), al estudiar 1la
respuesta de las c&lulas horizontales de la retina a los AAE,
propusieron un modelo que podria explicar esta interaccidn. De
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acuerdo con &ste, la unidn del kainato a su sitio produciria

un
cambio ~conformacional .del - receptor ~QA/AMPA de manera que
aumentariq la afinidad de este sitio tanto por estos agonistas

como por el KA. Este modelo expiicaria Por qué el AMPA y el QA

iqhiben el efecto de concentraciones altas de KA, y la capacidad

de &ste, a concentraciones bajas, para aumentar las respuestas al

QA y-al AMPA. Los resultados de este trabajo apoyan este modelo

ya que, si bien no es posible detectar receptores que unan KA con
alta afinidad durante el desarrollo, el KA a concentraciones

relativamente  altas

(1 mM) no s8lo desplaza al 3H—AMPA de sus
sitios, sino que tiene un efecto potenciador sobre la liberacidn

de AAE a una edad en que la  Unica poblacidn de receptores

detectable en la retina es la que une 3H—AMPA.
Resumiendo, . podemos concluir que durante el desarrollo

ontogenético ocurre un ciclo en el que los cambios en las

propiedades de los receptores para AAE podrIian determinar

variaciones en las concentraciones extracelulares de glutamato,
que a su vez, podrian determinar modificaciones en las
propiedades

de los receptores o su activacidn. De esta manera,

el efecto de los AAE como factores tréficos, como

neurotransmisores o como agentes neurotdxicos dependeria del

balance, en distintos momentos, entre estos componentes.
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CONCLUSIONES GENERALES

A partir de los resultados de és:e':rébajo,' las principales

conclusiones ‘son :

1. Los receptores para AAE'»éhV

fgtina"mbd;fican sus

caracter¥sticas cin&ticas y - farmacolsgicaé;‘r as¥ como  su

distribucidn en las diferentes.pbbi§'i§ﬂe éélﬁlarés, a. lo largo

del desarrollo ontogené&tico.

2. Los diferentes subtipos de receptore AAE se expresan en

las c&lulas de la retina en cultivo.y preséhtaﬁ; caracteristicas

cinéticas y farmacoldgilcas similéres”a‘lgs_qué piesentan estos
receptores durante el desarrxolloc embrionario. Esto suglere que

los cultivos de c&lulas disociladas de la retina podrfa ser un

modelp adecuado para el estudio de los factores que determinan
los cambios en las propiedades de los receptores para AAE. Sin
embargo, también existen diferencilas entre los estudios en los
eﬁbriones ¥y en los cultivos, principalmente en cuinto al curso

temporal de aparicidn de los distintos subtipos de receptores, lo

que hay que tener en consider;ciSn cuando se pretenda hacer‘
extrapolaciones entre ambos sistemas.

3. La dinespecificidad farmacol&gica de los receptores péra AAE

en etapas tempranas del desarrollo podrIa sugerir qgque los

distintos subtipos de receptores provinieran de la expresién de

un mismo gen. En este caso, su diferenciacidn posterior podria

debierse a modificaciones en la composicidn de la membrana o en
el entorno celular. Los receptores de tipo KA podrian ser una

excepcidn, ya que s&lamente se detectan después de la eclosidn vy

podrian provenir de la expresidn de un gen distinto.
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4. La’ concentracidén extracelular de AAE podrXa ser m&s elevada

en periodoé previos al inicio de la sinaptogénesis. En esta

etapa  los - AAE, al interactuar con receptores - presindpticos,

potencian--la liberacidn y los sistemas de captacidn de~ estos

aminodcidos | son de baja capacidad. Esto permitirfa que los AAE

:uﬁ;éran efectos trd8ficos durante este perfodo. - -
5. A partir del inicio de la sinaptogénesis aparece el control

de 1la liberacidn de AAE por inhibicién presindptica y aumenta la

capacidad de los sistemas de caﬁ:aciGn. Esto podria contribuir a

la disminucidn de 1la concentracidn extracelular de AAE, evitando
asf efectos neurotdxicos.

Las ©principales aportaciones de este trabajo son haber
demostrado, Ppor una parte, 1la "maduracidn" bloquimica de 1los
distintos subtipos de receptores paré AAE durante el desarrollo
ontogené&tico de la retina,

¥, por otra, que el cultivo de cé&lulas

disociadas de la retina es un modelo adecuado para el estudio de
algunos de estos cambios. Este trabajo sienta las bases para
que, en estudios posteriores vy utilizando los cultivos de
neuronas

o c&lulas gliales de la retina, se investigue qué tipo
de factores: intrInsecos o extrinsecos, Yy a través de qué
mecanismos, podrfan determinar las modificaciones que sufren los

receptores. Esto contribuirfa de manera importante a entender 1la

diferenciacidn celular a nivel bioquiImico,

Yy, Ppor otra parte
permiciria, tal

vez, utilizar nuevos enfoques terapéuticos en
aquellos  casos en que la funcidn de los receptores para AAE se
encuentre alterada.

127



REFERENCIAS

Adler,R. y M. Hatlee. (1989). Plasticity and differentiation of

embryonic retinal cells after terminal mitosis. Science 243: 391-—
393.

Adler,R., P.J3. Magistretti, A.G. Hyndman y W.J. Shoemaker.
.(1982). Purification and cytochemical identification of neuronal

and mnon-neuronal cells in chick embryo rTetina cultures. Dev.
Neurosci. 5: 27-39.

Anand, H., P.J. Roberts y A.M. LSpez Colomé&. k1985). Excitatory

amino acids in the chick retina: possible involvement of cyeclic
guanosine monophosphate. Neurosci. Lett. 58:31-36¢ )

Arbilla, S., L. Kamal ¥y S.Z. Langer. (1979). Pre-—-synaptic GABA
autoreceptors on GABAergic nerve endings of the rat substantia
nigra. Eur. J. Pharmacol. 57: 211-217.

Assaf, S.Y. y S.H. Chung. (l1984). Release of endogenous Zd++ from
brain tissue during activity. Nature 308: 734-736.
Axelrod,J., R.M. Burch y C.L. Jeselma. (1988). Receptor medjiated
activation of phospholipase A via GTP-binding proteins:
arachidonic acid and its metabolites as second messengers. Trends
in Neurosci. 11(3): 117-123. .

Balazs, R., 0.S. Jorgensen y N. Hack. (1988) . N-methyl-D-—
aspartate promotes the survival of cerebellar granule cells in
culture. Neuroscil. 27(2): 437-451.

Balcar, V.J., A Schousboe, P.E. Spoerri y J.R. Wolff. (1987).
Differences between substrate specificities of L—glutamate uptake

by mneurons and glia studied 4in cell lines and primary cultures.
Neurochem. Int. 10(2): 213-217.

Barbour, B., Brew, H. y D. Attwell. (1988). Electrogenic
glutamate wuptake in glial cells is activated by d1intracellular
potassium. Nature 335: 433-435.

Baudry,M., K. Kramer y G. Lynch. (1983). Classification and
properties of acidic amino acid receptors in hippocampus III.
Supersensitivity during the postnatal period and following
denervation. Mol. Pharmacol. 24: 229-234.

Bekkers, J.M. y C.F. Stevens. (1989). NMDA and NON-NMDA receptors
are co—-localized at individual excitatory synapses in cultured
rat hippocampus. Nature 341: 230-233.

Bertolino, M., S. Vicini, J. Mazzeta y E. Costa. (1988).
Phencyclidine and glyvcine modulate NMDA activated high
conductance cationic channels by acting at different
Neurosci. Lett. 84: 351-355.

128

sites.



Bignami, A. (1984). Glial £4ibrillary acidiec (GFA) protein in
Miller glia. Immunofluorescence study of the goldfish
Brain Res. 300: 175-178. )

Bignami, A. ¥y D. Dahl. (1979). The radial glia of Miller in the
rat retina and their response to injury. An immunofluorescence
study with antibodies to the glial fibrillary acidic  (GFA)
protein. Exp. Eye Res. 2B: 63-69.

Bloomfield,G.A. y R. Miller. (1986). A functional organization of
ON and OFF pathways in the rabbit retina. J. Neurosci. 6: 1-13.
Bowman, C.L. y H.K. Kimelberg. (1984) . Excitatory amino acids
directly depolarize rat brain astrocytes in primary culture.
Nature 311l: 656-659.

Brecha,N. (1983). Retinal neurotransmitters: histochemical and

biochemical studies. En: Clinical Neurocanatomy (P.C. Emson, Ed).
Raven Press, N.Y. p. 85-129.

Brew, H. y D. Attwell. (1987). Electrogenic glutamate uptake is a

major current carrier in the membrane of axolotl retinal glial
cells. Nature 327: 707-709.

Brewer, G.J. y C.W. Cotman. (1989). NMDA receptor regulation of

neuronal morphology in cultured hippocampal neurons. Neuroseci.
Lett. 99: 268-273.

Butcher,S.P., J.F.Coll%ns ¥y P.J.Roberts. (1983). Characterization
of the binding of DL-[ H]2-amino-phosphonobutyrate to L-glutamate

sensitive sites on rTat brain synaptic membranes. Br. J.
Pharmacol. 80: 355-364.

Cerrito, F. y M. Raiteri (1979a). Serotonin release 1s modulated
by pre-~synaptic autoreceptors. Eur. J. Pharmacol. 41l: 600-606.

Cerrito, F. y M. Raiteri. (1979b). Evidence for an autoreceptor-
mediated pre—synaptic control of serotonin release in central
nerve endings. Br. J. Pharmacol. 67: 424-425.

Choi, D.W. (1985) . Glutamate neurotoxicity in cortical cell
culture 1is calcium dependent. Neurosci. Lett. 58: 293-297.

Coleman,P.A., S.C. Massey y R.F. Miller. (1986). Kynurenic acid

distinguishes kainate and quisqualate receptors in the vertebrate
retina. Brain Res., 381: 172-175.

Contreras,P.C., D.A. Di'Maggio y T.L. O'Donochue. (1987). An

endogenous ligand for the sigma opiolid binding site. Synapse 1:
57-61.

Costa,E., E.Fadda, A.P.Kozilkowski, F.Nicoletti y J.T.Wroblewski.
(1988). Classification and allosteric modulation of excitatory
amino acid signal transduction 4n brain slices and primary
cultures of cerebellar neurons. En: Neurobiology of amino acids,

129

retina. .



peptides and trophic factors (Ferrendelli, J., R. Collins y E.
Johnson, Eds.). Martinus Nighoff, Boston.

Cotman,C.W. y D.T. Monaghan. (1987). Chemistry and anatomy of
excitatory amino acid systems. En: Psychopharmacology: the next

generation of progress. (H.Y Melter, Ed.). Raven Press, N.Y.

Cull-Candy,S.S. Yy M.M. Usowicz. (1987). Multiple
channels actiwvated by excitatory
neurons. Nature 325(6104): 525-528.

conductance
amino acids in cerebellar

Dacheux,R.F., T.E. Frumkes y R.F. Miller. (1979). Pathways -and
polaricies of synaptic interactions in the inner retina of the
mudpuppy. I. Synaptic blocking studies. Brain Res. 161: 1-12.

De Langen, C.D.J., y A.H. Mulder. (1981). On the role of calcium
ons 1in the pre—synaptic alpha-receptor mediated inhibition of

H-noradrenaline release from rat Dbrain cortex synaptosomes.
Brain Res. 185: 399-408.

De Nardis,R., J. Sattayasai, J. Zappia y D. Ehrlich. (1988).

Neurotoxic effects of kainic acid on developing chick retina.
Dev. Neurosci. 10: 256-269.

Dowling, J.E. (1979). Information processing by local circuits:
the vertebrate retina as a model system. En: The Neurosciences:

Fourth Study Program (Schmite, P.O. ¥y F.G. Worden, Eds.). MIT
Press, Cambridge, MA. p. 163-182.

Dowling,J.E. y H.Ripps. (1973). Effect of magnesium on horizontal
cell activity in the skate retina. Nature 242: 101-103.

Drejer, J-., O.M. Larsson y A. Schousboe. (1983). Characterization
of uptake and release processes for D— and L-aspartate in primary

cultures of astrocytes and cerebellar granule cells. Neurochem.
Res. 8(2): 231-243.

Dudel, J. ¥y S.W. Kuffler. (1961). Pre-synaptic inhibition at the
crayfish meuromuscular junction. J. Physiol. (Lond) 155: 543-562.

Dumuis, A., M. Sebben, L. Haynes, J.P. Pin y J. Bockaert. (1988).
NMDPA receptors activate the arachidonic acid cascade system i1in
striatal neurons. Nature 336: 68-70.

Dupont, J.L., R. Gardette y F. Crepel. (1987) .
development of the chemosensitivity of rat
cells to excitatory amino acids.
Res. 34: 59-63.

Postnatal
cerebellar Purkinje
An in vitro study. Dev. Brain

Enna, S.J. y S.H. Snyder. (1976).
acid (GABA)
115: 174-179.

Properties of Y-amino butyric

receptor binding in mammalian retina. Brain Res.

Fagg, G.E. y A. Matus. (1984). Selective assoclation of N-methyl
aspartate and quisqualate types of L-—glutamate receptor with

130



brain postsynaptic densities. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:
6876-6880.

Farmebo, L.O, vy B. Hamberger. (1971). Drug induced changes in the
Telease of

H-monoamines from field stimulated rat brain slices.
Acta Physiol. Scand. Suppl. 371: 35-44.

Fedoroff, S., J. Neal, M.

Opas y V.I. Kalnins. (1984). Astrocyte
cell 1lineage III. The morphology of differentiating mouse
astrocytes in colony culture. J. Neurocytol. 13:

1-20.
Ferkany, J.W.,

R. Zaczek y J.T. Coyle. (1982). Kainic. acid
stimulates excitatory amino acid neurotransmitter release  at
pPresynaptic receptors. Nature 298: 757-

Ferraro,T.W. y T.A. Hare. (1985). Free and conjuéaced amino acids
in human CSF: influence of age and sex. Brain Res. 338: 53-60.
Fletcher, R.T. Yy G.J. Chader. (1978). Cyclic nucleotides and
protein kinase systems in the developing chick retina and pigment
epithelium. Bilochim. Biophys. Acta 544: 45-52.

Foster, A.C. y G.E. Fagg. (1984). Acidic amino acid binding sites
in mammalian neuronal membranes: thedir characteristics
relationship to symaptic receptors.

and
Brain Res. Revs. 7:

103-164.

Foster, G.A. y P.J. Roberts. (1981).
cerebellar cyclic GMP levels:

Kainic acid stimulation of
related amino acids.

potentiation by glutamate and
Neurosci. Lett. 23: 67-70.

Frederick,J.M. (1987).

The emergence of GABA-accumulating neurons
during retinal histogenesis in the embryonic chick. Exp. Eve Res.
45: 933-945.

Gershenfeld, H.M.
connections of

vy M. Piccolino. (1979).
retina. En:

Pharmacology of the
cones and L—-horizontal cellis in the vertebrate
The Neurosciences: Fourth Study Program (Schmitc,
P.O0. y F.G. Worden, Eds.). MIT Press, Cambridge, MA. p.213-226.

Ghandour, M.S.,

O0.K. Langley, G. Vincedon y G. Gombos. (1979).
Double 1labeling 1mmunohistochemical technique provides evidence
of the specificity of glial cell markers. J. Histochem. Cytochem.
27: 1634-1637.

Gibson, B.L. y ©L. Reif-Lehrer. (1984). 1In victro effects of
kainate on embryonic and posthatching chick retina. Dev. Brain
Res.15: 97-103.

Gibson, B.L., R. Schwarcz y L. Reif-Lehrer.
a selective neurotoxin in embryonic and
retinas. Invest. Orhthalmol. Vis.

Gthert, M. (1980).

(1985) . Quinolinate,

posthatching chick
Sci. 26: 50-57.

Serotonin receptor-mediated modulation of
Ca++-dependent 5—-hydroxytriptamine release from neurones from the
rat

brain cortex. Naunyn-Schmiedeberg's Arch.

Pharmacol. 31l4:
131



223-230.

Gthert, M. vy E. Wehking. (1980). Inhibition of Ca-+-induced
noradrenaline release from central

noradrenergic neurons by
morphine. Experientia 36: 239.

Grothe, C., 6 y K. Unisicker. (1988).
pattern of two neuronal markers, tetanus toxin and neuron-—
specific enolase, in postnatal rat sensory and sympathetic
neurons. Dev. Brain Res. 39: 1-8.

Reciprocal ' age-—dependent

Gréése. G., M. Wenzel, G. Lindner y U. Meyer..(1987). Scanning EM
observations

on retina cells in culture. J. Hirnforsch. 28(5):
479-485. .
Hagins, W.A. (1979). Excitation in vertebrate photoreceptors. En:
The Neurosciences: Fourth Study Program (Schmitct, P.O. y F.G.
Worden, Eds.). MIT Press,

Cambridge, MA. p. 183-192.

Hahn, J.S., E. Aizenman vy S.A. Lipton. (1988). Central mammalian
neurons normally resistant to glutamate toxicity are made
sensitive by elevated extracellular Catt: toxicity 1s blocked by
the N-methyl-D-—aspartate antagonist MK-801l. Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 85: 6556-6560.

Hamburger, V. y H.L. Hamilton. (1951). A series of mnormal stages
in the development of the chick embryo. J. Morphol. 88: 49-92.

Harris, K.M. y R.J. Miller. (1989).
from

EAA-evoked release of 3H—GABA
23-34.

hippocampal neurons in primary culture. Brain Res 482(1):

Herz,L. (1979). Functional
astrocytes. I. Turnover
transmitters. Prog.

interactions between mneurons and

and metabolism of putative amino acid
Neurobiol. 13: 277-323.

Hinds, J.W. ¥y P.L. Hinds. (1978).
cells in the mouse Tetina: an
section analysis. J.

Early development of amacrine

electron microscopic,

serial
Comp. Neurol. 179: 277-300.

Hollman, M., A. O'Shea—-Greenfield, S.W. Rogers y S. Heinemann.
(1989). Cloning by functional expression of a member of the
glutamate receptor family. Nature 342: 643-648.

Honoré&,T., J. Drejer, M.
ferentiation of Cl /Ca++
glutamate

Nielsen y C. Braestrup. (1986). Dif-
—dependent and sodium—dependent H—
bpinding to cortical membranes from rat brain by high-
energy radiation-inactivation analysis. J. Neural Trans. 65: 93—
101.

Howell,G.A., M.G. Weleh y C.J. Frederickson. (1984). Stimulation-—

induced uptake and release of zinc in hippocampal slices. Nature
308: 736-738.

Hyndman, A.G. (1984). The effects of glutamate and kalinate on

132



cell proliferation in retinal cultures.

Invest. Ophthalmol. Vis.
Sci. 25: 558-563.

Hyndman, A.G. y R. Adler. (1982). Analysis of glutamate up:aké
and wmonosodlum glutamate toxicity in neural

cultures. Dev. Brain Res. 2: 303-314.

retina ~monolayer

Jahr, C.E. y C.F. Stevens. (1987). Glutamate activates multiple
single channel conductances in hippocampal neurons.:. Nature 325:
522-525. : :

Johﬁson,J.H. y P.

Ascher. (1987). Glycine potentiates the NMDA
response in cultured mouse brain neurons. Nature 325: 529-533.

Juurlink, B.H.J. y S. Fedoroff. (1980). Differentiation capabiii—
ties of mouse optic stalk in isolation of its immediate in
environment.

vivo
Dev. Biol. 78: 215-221.
Juurlink, B.H. y L. Hertz. (1985). Pasticity of astrocytes in
primary cultures; an experimental tool and a reason for
methodological caution. Dev. Neurosci. 7: 263-277.

Rimelberg, H.K., Bowman, C., Biddlecome, S. y R.S5. Bourke (1979).
Cation and membrane potential of primary astroglial
cultures of neonatal rat brains. Brain Res. 177:

533-550.

transport

Kleckner,N.W. y R. Dingledine.

(1988) . Requirement for glycine in
activation of NMDA receptors expressed in Xenopus oocytes.Science
241: 835-837.

Krogsgaard-Larsen, P., E.O. Nielsen ¥y D.R.

Ibotenic acid analogues. Synthesis and biological and in vitro
activicty of conformationally restricted agonists at central
excitatory amino acid receptors. J. Med. Chem. 27: 585-591.

Curtis. (1984).

Langen, C.D.J., F. Hogentrom y A.H. Mulder.

(1979).
noradrenergic « —receptors

Presynaptic
and modulation of H—-noradrenaline
release from rat brain synaptosomes.Eur. J. Pharmacol.

60: 79-89.
Langer, S.2Z. (1981).
catecholamines.

Presynaptic regulation of the release of
Pharmacol. Rev. 32:

337-362.

Large ., T.H., N.J. Choi, F.G. DeMello y W.L. Klein.
Molecular alteration of a muscarinic acetylcholine
system during synaptogenesis. J. Biol. Chem. 260:

(1985) .
receptor
8873-8881.
Lazarewicz,J.W., J.T. Wroblewski, M.E.
Activation of

Palmer y E.
NMDA-sensitive

Costa. (1988).

glutamate receptors stimulates
arachidonic acid release in primary cultures of cerebellar
granule cells. Neuropharmacol. 27: 765-769.

Levi, G. y M. Raiteri. (1978) . Modulation of ¥—aminobutyric
acid transport in nerve endings: role of extracellular X -
aminobutyric acid and of cationic fluxes. Proc. Natl. Acad. Sci.
usa 75(6): 2981-2985.

133



Lincoln, J.S5., R. Coopersmith, E.W. Harris, D.T. Monaghan, C.W.
Cotman y M. Leon. (1986). NMDA receptor blockade prevents the

neural and behavioral consequences of early olfactory experience.
Soc. Neurosci. Abstrx. 12: 124.

Linser, D. Yy A.A. Moscona. (1981). Carbonic anhydrase C in the
neural retina. Transition from generalized to glial-specific cell
localization during embryonic development. Proc. Natl. Acad. Sci.
UsA 78: 7190-7194.

High-affinity binding of L-glutamate
Neurochem. Res. 6: 1019-1033.

Lépez Colomé&,A.M. (1981).

to
chick retinal membranes.

Lopez Colomé&,A.M. vy P.J. Roberts., (1987). ngecc of excitatory
amino acid analogues on the release of D-["H]l-aspartate £from
chick retina. Eur. J. Pharmacol. 142: 409-417.

§6pez Colomé&,A.M. v F. Somohano. (1982). Characterization of [L-—
H]—- aspartate binding to chick retinal subcellular fractions.
Vision Res. 22: 1495-1501.

Lépez Colom&, A.M. y F. Somohano. (1984). lLocalization of L-

glutamate and L-aspartate synaptic receptors in chick retinal
neurons. Brain Res 298:159-162.

Ldpez Colomé&, A.M. y F. Somohano. (1987). Characterization of
quisqualate—type L-glutamate receptors in the retina. Brain Res.
414: 99-108.

Lowry,O0.H., w.J. Rosenbrough, A.L. Fatt y R.S. Randall. (1951).
Protein measurement with the Folin phencl reagent. J. Biol. Chem.
193: 265-275.

Mattson, M.P., R.E. Lee, M.E.
(1988). Interactions target

hippocampal neurons: a role for glutamate in the development of
hippocampal ecircuitry. Neuron 1(9): 865-876.

Adams, P.B. Guthrie y S.B. Kater.
between entorhinal axons and

Mayer,M.L., L. Vyklicky Jr. vy J. Clements. (1989). Regulation of
NMDA receptor desensitization in mouse hippocampal mneurons by
glycine. Nature 338: 425-429.

Mayer, M.L., G.L. Westbrook y P.B. Guthrie. (1984) . Voltage—

dependent block by Mg+t+ of NMDA responses in spinal cord neurons.
Nature 309: 261-263.

Mayer, M.L. y G.L. Westbrook. (1985) . The action of N-methyl—-D-
aspartatic acid on mouse spinal neurons in culture. J. Physiol
(Lond.) 361: 65-90.

McBean,G.J. y P.J. Roberts. (%981).Glutamace—preferring receptors
regulate the release of D-"H-aspartate from rat

hippocampal
slices. Nature 291: 593-

134



Meller,K. (1984). Morphological studies on the development of the
retina. En: Progress in retinal research Vol. 3.
G.J3. Chader, Eds.).

{(N.N. Ogsborne y
Pergamon Press, Oxford.

Mitchell, P.R. e I.L. Martin.

(1978). 1Is GABA release modulated
by presynaptic receptors? Nature 274:

904~-905.
Monaghan,D.T.,

V.R. Holets, D.W. Toy y C.W. Cotman. 1983).
Anatomical distribution of four farmacologically distinct H-L-
glutamate binding sites. Nature 306: 176-179.

Monaghan, D.g. y C.wW. Cotman. (1985). Distribution of NMDA-
sensitive L-"H-Glu binding sites in rat brain as determined by
quantitative autoradiography. J. Neurosci. 2909-2919.
Monaghan,D.T., H.J.Olverman, L.Nguyen, J.C.Watkins vy C.W.Cotman.
(1988). Two classes of NMDA recognition sites: differential
distribution and differential regulation by glycine. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 9836~-9840.
Morgan, 1.G. (1983).

Excitatory amino acid pathways 3in the
vertebrate retina. J. Neurochem. 41: 592-

Morgan, I.G. vy C.A. Ingham. (1981). Kainic acid affects both
plexiform layers of chick retina. Neurosci. Lett. 21: 275-280.

Mori-Okamoto, J. vy Y. 1keda. (1986). Effect of calcium ilons on
the sensitivities of cultured cerebellar meurons to glutamate and
aspartate. Dev. Brain Res 26: 1-10.

Mori~Okamoto, J ¥y J. Tatsuno.

(1985). Development of sensitivicy
to GABA and glycine in cultured cerebellar neurons. Dev. Brain
Res. 20: 249-258.

Murakami ,M., T. Ohtsuka y H. Shimosaki. (1975). Effects of
aspartate and glutamate on the bipolar cells in the carp retina.
Vision Res 15: 456-458.

Nawy,S. y D.R. Copenthagen. (1987). Multiple classes of glutamate
receptor in depolarizing bipolar cells in the retina. Nature 325:
56-~58.

Neal ,M.J. (1976) .

Amino acid
vertebrate retina.

transmitter substances in the
Gen. Pharmacol. 7: 321-322.

Newman, E.A. (1986). The Miiller Cell. En: Astrocytes Vol I. (S.

Fedoroff y A. Vermadakis, Eds.). Academlic Press,

Inc. London.
Nicoletti, F.,
inhibit the

J.T. Wroblewski y E. Costa. (1987).

Magnesium lons
stimulation of inositol phospholipid hydrolisis by
endogenous excitatory amino acids in primary cultures of
cerebellar granule cells. J. Neurochem. 48: 967-973.

Nicoletti, F.,

J.T. Wroblewski,

Pertussis inhibics

E. Fadda y E. Costa. (1988) .
toxin transduction

at a specific

signal

135



metabolotropic glutamate Teceptor in primary cultures of
cerebellar granule cells.

Neuropharmacol. 27(6): 551-556.

Novelli,A., F. Nicoletti, J.T. Wroblewskl, H. Alho, E. Costa y A.
Guidotei. (1987). Excitatory amino acid receptors coupled with
guanylate cyclase in

pPrimary cultures of cerebellar granule
cells. J. Neurosci. 7(1): 40-47.

O'Dell, T.J. y B.N. Christensen. (1989). A voltage clamp study of
isolated stingray horizontal cell non-NMDA excitatory amino acid
receptors. J. Neurophys. 61(1): 162-171.

Pelayo, F., M.L. Dubocovich y S.Z. Langer.
noradrenaline release from the Tat pineal

adrenoceptors. Possible dinvolvement of
Nature 274: 76-78.

(i977). Regulation of
through presynaptic
cyolic nucleotides.

Peters, S., J. Koh v D.W. Chéi. (1987) . Zinc selectively blocks
the  action of N-methyl-D-aspartate on cortical neurons. Science
236: 589-593.

Pin, J.P., J. ockaert y M. Recasens. (1984). The Ca++/Cl-
dependent 1L—-[{"H] —glutamate binding: a mnew receptor or a
particular transport process? FEBS Lett. 175(1):31-36.

Pin, J.P., B.J. Van—-Vliiet y J. Bockaert. (1988) . NMDA- and
kainate-evoked GABA release from striatal neurons differentiated
in oprimary culture: differential blocking by phencyclidine.
Neurosci. Lett. 87: 87-92.

Polak, R.L. (1971).

The stimulating action of atropine on the
release of acetylcholine by rat cerebral cortex in vitro. Br. J.
Pharmacol. 41: 600- 606.

Polyak, S.L.. (1941). The Retina.

Univ. of Chicago Press. Chicago,
Illinois.

Rager, G. (1979). The cellular

origin of the b~wave 1in the
electroretinogram —a developmental approach. J. Comp. Neurol.
225: 244 — .

Rauschecker,J.P. ¥y S. Hahn. (1987).

Ketamine—xylazine anaesthesia
blocks consolidation of ocular dominance changes in kitten visual
cortex. Nature 326: 183-187.

Reichenbacher, D., W. Reimann y K. Starke. (1982). -adrenoceptor
mediated dinhibition of noradrenaline release in rabbitc brain
cortex slices. Naunyn—Schmiedeberg's Archiv. Pharmacol. 319: 71—
77.

Reynolds, J.J., S.N. Murphy y R.J. Miller. (1987). JH-labeled MK~
801 binding teo the excitatory amino acid receptor complex £from
rat brain i1s enhanced by glycine. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:
7744-7748 .

136



Richelson, E. (1980). Binding to intact cultured cells of nervous
tissue origin. En: Receptor Binding Techniques. Short Course
Syllabus p. 218-—-240.

Rosenbexrg, R.N. (1973) . Regulation of neuronal enzjmeé in cell

culture. En: Tissue culture in the Nervous System.. (G. Sato,
Ed.). Plenum Press, N.Y. p. 107-134, 3

Sagar, S.M. y F.R. Sharp. (1990). Light induces a Fos—like
nuclear antigen in retinal neurons. Mol. Brain Res. 7: 17-21.

Scheller, P.H., J.H. Sandell y J.H.R. Maunsell. (1986). Functions
of the ON and OFF channels of the visual system. Nature 322: 824-—
825. .

Schmidt, W. ¥y G Wolf. (1988). High-affinity uptake of L—[3H]
glutamate and D~[ "Hlaspartate during postnatal development of the
hippocampal formation: a quantitative autoradiographic study.
Exp. Brain Res. 70: 50-54.

Schuetze, S.M., E.F. Frank y G.D. Fischbach. (1978). Channel open
time and metabolic stabllity of synaptic and extrasynaptilc
acetylcholine receptors on cultured chick myotubes. Proc. Natl.
Acad. Sci., USA 81: 753-756.

Shiells, R.A., G. Falk y S. B.Naghshineh. (1981). Action of
glutamate

and aspartate analogues on rod horizontal and bipolar
cells. Nature 294: 592-594.

Silverstein, F.S., R. Chen y M.V. Johnston. (1986).
analogue quisqualic acid 1is
hippocampusof I1mmature rat brain.

The glutamate
neurotoxic din striatum and
Neurosci. Lett. 71: 13-18.

Slaughter, M.M. y R.F. Miller. (1981). 2-amino-4-phosphonobutyric
acid: a new pharmacological tool for retina research. Scilence
211: 182-184. .

Snell, L.D., R.S. Morter y K.M. Johnsan. (1987) . Glycine poten-—
tiates N-methyl-D-aspartate—induced ["H] ~TCP bindimg to rat
cortical membranes. Neurosci. Lett. 83: 313-317.

Somohano, F. y A.M. LSpez Colom&. (1989). Aminodcidos excitadores
y plasticidad meuronal. Ciencia.

En prensa.

Somohano,F., P.J. Roberts y A.M. LSpez Colom&. (1988). Maturatio-—
nal changes i1n retinal excitatory amino acid receptors. Dev.
Brain Res. 42:59-67.

Starke, K. (1977) . Regulation of noradrenaline release by
presynaptic receptor systems. Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol.
77: 1-124.

Stewart, M.G. y R.C. Bourne. (1987). Ontogeny of 3H—muscimol
binding to membranes of chick forebrain. Exp. Brain Res. 65: 707-
710.

137



Szerb, J.C. (1964) . The

effect of tertiary and quaternary
atropine on cortical acetylcholine cutput and the electroencepha-—
logram in cats. Can. J. Physiol. Pharmacol. 42: 303-314.
Thomaia T.N. y D.A. Redburn.
and

(1978).
C-glurtamic

Uptake of 14
acid by retinal
Neurochem. 31: 63-68.

C—-aspartic acid
synaptosomal f£ractions. J.

Thompson, J.M. (1982).

Increase in acetylcholine release
chick embryo retina during development.
264 .

from
Dev. Brain Res. 4:

259~
Uga, S. y G.K. Smelser. (1973). Electron microscopic study of the
development of retinal Millerian cells. Invest. Ophthalmol. 12:
295-~-307. - -
vizi, E.S. (1974).

Interaction between adrenergic and .cholinexrgic
systems: presynaptic inhibitory effect of

noradrenaline
acetylcholine release. J. Neural Transmission Suppl. 11l: 61-78.

Vizi, E.S. (1979). Presynaptic
transmission. Prog. in Neurobiol.

on

modulation o©f mneurochemical
12: 181-~290.

Vliachova,V., L. Vyklicky, L. Jr. Vyklicky y T.

Vyskocil. (1987).
The action of excitatory amino acids on chick spinal . cord neurons
in culture. J. Physiol. 386: 425~43B.

Wahl, P., A. Schousboe, T. Honoré& y J. Drejer. (1989). Glutamate~
induced increase in intracellular Ca++ in cerebral cortex neurons
is transient in immature cells but permanent in mature cells. J.
Neurochem. 53: 1316-1319.

Westbrook, G.L. y M.L. Mayer (1987). Micromolar concentrations of
Zn++ antagonize NMDA and GABA responses of hippocampal neurons.
Nature 328: 640-643.

White, R.D. y M.J. Neal. (1976): The uptake of L-glutamate by the
retina. Brain Res. 111: 79-93.

Wickberg, J.E.S. (1979).
adrenergic o 1 and e

The pharmacological classification of
Acta Physiol.

receptors and their mechanisms of action.
Scand. uppl. 468: 1-99.

Woodward, D.J., B.J. Hoffer, G.R. Siggins y F.E. Bloom. (1971).

The ontogenetic development of synaptic Junctions,

activation and responsiveness

synaptic
to meurotransmitter substances iIin

rat cerebellar Purkinje cells. Brain Res. 34: 73-97.

D.F y F.S. Werblin. (1979). Symaptic inputs to the ganglion

cells in the tiger salamander retina.

286.

J. Gen. Physiol. 73:

Wunk,

265~
Zeevalk, G.D. y A.G. Hyndman. (1986). Lucifer yellow labeling of
embryonic chick retinal amacrine cells in wvitro.
64: 275-280. .

Neurosci. Lett.

138



	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión General
	Conclusiones Generales
	Referencias



