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I - ABREVIATURAS

ACBC - Acido l-amino ciclobutano-l-carboxilico.
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APDA 10 - N-(3-aminopropil)-1,10 diaminodecano.

Asp - 'Acido aspértico.

BSA -~ Sero albumina de bovino.

12~CA - Indol-2-carboxilato.

€GS-19755 ~ Acido Cis-4-(fosfonometil-2-piperidin carboxilico).
7-C1l-KYN - 7-cloro-quinurenato.

CNQX - Lé-ciano~7-nitroquinoxalina-2,3-dion.

CPP - 3-(+)-2-carboxipiperazin-4-il-propil-l1-fosfonato.
DA 10 ~ 1,l0~diaminodecano

dBu AMPc - Dibutiril aMP ciclico.

t-DGG - t-glutamilglicina.

DIV - Dias "in vitro®.

DET - Dietilenetriamina.

Fab -~ Fragmento de un.anticuerpo con unién a antigeno.
FCS - Suero de bovino fetal.

FITC ;Isotiocianato de fluoresceina

GDEE - Dietil ester de glutamato.

GFAP - Proteina &acida fibrilar glial.

Glu - Acido glutamico.

Gli - Glicina.



GMPc - Guanosin monofosfato.

HA-966 - 3-amino-hidroxipirrolidona-2.

HM-asp - Hidroxamato del aspartico.

H-MEM - Medio de Dulbecco Eagle modificado con alto bicarbonato.
Homocys - Homocisteato.

IgG - Inmunoglobulina G.

1P2 - Inositol 4,5-difosfato.

IP3 -~ Inositol 1,4,5-trifosfato.

JST - Joro Spider Toxin.

KA - Kalnato.

KYN - Kinurenato.

L-asp - L-aspartato.

L-glu - L-glutamato.

L-MEM - Medio de Dulbecco Eagle modificado con bajo bicarbonato.
NBQX - 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo(F)quinoxalina.
MK-801 - (+)-5-metil-10,1l1-dihidro~5H-dibenzo (a,d) ciclohepten-
S.i0-iminomaleato.

NMDA - N-metil-D-aspartato.

PBS ~ Solucién salina amortiguadora con fosfatos

PCP - Fenilciclidina.

PDA - Piperidin dicarboxilato.

PKC -~ Proteina cinasa c.

SDS - Dodecil sulfato de sodio.

SNC - Sistema Nervioso Central.

TCP - Tienil ciclohexil piperidina.

Willardina - (1-(2~amino-carboxietil)-uracil.



I~ INTRODUCCION

Las células gliales constituyen mas del 50% de volumen total
del cerebro (Rank, 1963), aun asi se desconocen muchas de sus
funciones. Hasta hace poco tiempo se les consideraba elementos no
excitables de soporte en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Ran,
1963); recientemente se ha demostradoc que las membranas de las
células gliales tienen propiedades qgue no difieren tanto de las
neurcnales (Barres, 1991). Al igual que las neuronas poseen
procesos gque salen de sus cuerpos celulares (Whittaker, 1984),
receptores a neurotransmisores con caracteristicas similares a
los neuronales (Murphy y Pearce, 1987), y canales idnicos
dependientes de voltaje (Barres, 1990); elementos que presentan
las células gliales tanto in vivo como in vitro (Barres, 1991
éarres et al, 1990 <Clark y Mobbs, 1991). Aunque la glia no pueda
generar potenciales de accion debido a la poca densidad de ca-
nales de Na® sensibles a voltaje (Barres et al, 1990 Sontheimer
et al 1992) y al potencial de reposo que es mucho mas electrone-
gativo que el de las neuronas (-90 mV) (Ruffler y Nichols, 1977),
no se les puede considerar elementos inexcitables del SNC, sino
células q\.{e poseen una forma particular de comunicarse con otras
celulas gliales o con las neuronas (Barres, 1990). Ya que no esta
claro el papel de las celulas gliales en la transmisién , es
indispensable su estudio para comprender mejor su funcionamiento

en el SNC.

1 -~ MORPOLOGIA Y CLASIFICACION DE LAS CELULAS GLIALES

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



microglia de origen mesodérmico y la macroglia cuyo origen
embrionario es ectodérmico e incluye a los astrocitos y
oligodendrocitos (Whittaker, 1984).
a)Microglia

Son pequeflas células bipolares o multipolares gque poseen
algunos procesos tortuosos los cuales llevan proyecciones. Son
células fagociticas y méviles las cuales se encuentran
distribuidas a través de la materia gris (Whittaker, 1984).
b)Macroglia

Como se mencioné anteriormente, las células macrogliales
incluyen a los astrocitos y a 1los oligodendrocitos.Los
oligodendrocitos son células que poseen pequefios cuarpos
celulares y tienen algunos procesos delicados con pequeﬁps
alargamientos nodulares. Su nicleo es pequefio y la cromatina esta
comprimida. Los oligodendrocitos se encuentran tanto en 1la
materia blanca come en la materia gris. Los oligodendrocitos que-
se encuentran en la materia blanca son los re_sponsables de la
produccién de mielina. La nligodendroglia de la materia gris estad
en asociacién con cuerpos celulares neuronales (Whittaker, 1984).
Los astrocitos poseen algunas mitocondrias, ribosomas, aparato de
Golgi, y cuerpos densos (Mugnaini y Walberg, 1964). En los
astrocitos maduros casi no hay microtubulos en su citoplasma y el
componente del citoesqueleto mas caracteristico gque poseen son
filamentos intermedios constituidos en su mayoria por la proteina
acida fibrilar de la glia (GFAP) (Eng et al, 1971). La GFAP
tiene un peso molecular 49 kDa y sirve como marcador especifico
de estas células. Otra caracteristica distintiva de los astroci-

tos son las reservas de glucégeno (Mugnaini y Walberg, 1964).
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Existen dos subpoblaciones de astrocitos en el SNC: astrocitos
tipo 1 y astrocitos tipo 2, los cuales pueden identificarse
por criterios citoquimicos. Los astrocitos tipo 1 son GFAP y Ran
2 positivos, y negativos al anticuerpc A2B5. Los astrocitos tipo
2 son GFAP positivos, el anticuerpo A2B5 se une a ellos y
presentan reaccién negativa al anticuerpo Ran-2. Morfolo-
gicamente, también se puede distinguir a estas ceélulas; los
astrocitos tipo 1 son células polimérficas y planas, mientras que
los a:s(:rocitos tipo 2 tienen forma estrellada (Raff et al, 1983).
Estos dos tipos de células gliales también difieren en su locali-~
zacidén, ya que los astrocitos tipo 1 se encuentran en la materia
blanca y la materia gris, mientras que los astrocitos tipo 2 se
encuentran unicamente en la maéeria blanca, y probablemente
.corregpondan a los astrocitos fibrosos (Raff et al, 1983).

Siguiende un criterio morfolégico y de distribucidén, existen
dos grahdes clases de astrocitos: protoplasmicos y fibrosos. lLos
astrocitos protoplasmicos, son células esféricas, con poco
espacio citoplasmatico, y tienen procesos gque se expanden en
todas direcciones; estos procesos son numerosos, cortos, muy
ramificados y su superficie es irregular. Algunos de sus
procesqs' 1iegan a vasos sangquineos. Este tipo de astrocitos se
encuentra en la materia gris (Vaughan, 1984).

Los. astrocitos fibrosos son células elongadas, con gran
c_antida@-de citoplasma y c<on procesos menos numerosos y largos
que los »éstrocitos protoplasmicos; algunos de sus procesos

terminan ‘en vasos sanguineos (Privat y Rataboul, 1986).



c)células relacionadas con los astrocitos
- Células ependimales )
Se encuentran en los ventriculos del cerebro y en el canal
central de la médula espinal. En los mamiferos, forman una capa
epitelial continua. Poseen algunos microtubulos, reticulo
endopldasmico rugosos y liso, ribosomas y un aparato de Golgi bien
desarrollado (Brightman y Palay, 1963).
Las células ependimales poseen filamentos intermedios parecidos a
los de los astrocitos, sin embargo, sélo en etapas tempranas de
su desarrxollo poseen GFAP (Brightman y Palay, 1963).
- Glia de Bergmann
Esta glia se encuentra en el cerebelo y posee GFAP (Bignami y
Dahl, 1974). Estas células son una forma especializada de
astrocitos que se extienden radialmente por el cerebelo
y se consideran elementos importantes para gular a las neuronas
en el desarrollo del cerebelo (Schachner et al, 1977 y Mugnaini y
Forstronen 1967) .
- Células de Miller
Es la glia radial de la retina y presenta rasgos morfoldgicos y
bioquimicos similares a los astrocitos. Poseen grandes almacenes
de glucdgeno y filamentos intermedios en su citoplasma. La
presencia de GFAP se ha detectado tanto en condiciones
patolégicas (Bignami, 1984), como en condiciones normales *in
vivo" en glia de Miller de rata (Bignami, 1971), y de pollo
(Semple Rowland, 1991).

La glia de Mialler presenta una gran actividad de glutanmino
sintetasa (GS), que se considera un marcador bioquimico de los

astrocitos. Otra caracteristica que comparte con los astrocitos
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es la existencia de mecanismos de captura de alta afinidad y
enzimas gque degradan a diversos neurotransmisores (Schnitzer, et
al, 1981).

En comin con los oligodendrocitos poseen gran actividad de
anhidrasa carbdénica e inmunorreactividad contra la proteina aso-
ciada a mielina (Newman, 1986). Por las razones anteriores las
células de Miller no pueden ser clasificadas ni como astrocitos,
ni comsc oligodendrocitos ya que poseen propiedades y realizan
funci&nes de ambos tipos celulares (Newman, 1986).

2 -~ FUNCIONES DE LAS CELULAS GLIALES

a) Funciones geperales:

Hallazgos recientes sugieren que las células gliales aungque no
son exXcitables, realizan muchas mas funciones de las gque se
pensaba inicialmente. Las células gliales pueden sensar y
responder potencialmente a muchas sefales neuronales
{Barres,1991), liberando moléculas como factores de crecimiento
esteroides, péptidos, eicosanoides, etc (Giulian y Douglas; 1986
Giulian et al, 1988). Asimismo se ha postulado que algunos ca-
nales de Na* dependientes de voltaje presentes en las células
neuronales, pudieran ser sintetizados por los astrocitos y
transferidos a las neuronas por contacto celular directo entre
membr§na5 principalmente en los nédulos de Ranvier (Bavan

et al,1985).

Por estudios bioguimicos se ha podido averiguar que las células
gliales participan en la inactivacioén de transmisores gquimicos.
éor ejemplo en la transmisidén glutamatérgica la glia posee un

sistema de captura de alta afinidad dependiente de energia y de



Nat

compartido por L-glutamato, L-~aspartato, y D-aspartato
(Drejer et al, 1983). Una vez que es captado el glutamato, 1la
glia posee un sistema para transformar el glutamato en glutamina
por medio de la enzima glutamino sintetasa, que cataliza 1la
sintesis de glutamina a partir de glutamato, ATP, y el idén amo-
nio; la glutamina resultante de esta reaccién no sélo es
necesaria para la sintesis de proteinas sino que también sirve
como un almacén de nitrégeno en numercsos caminos biosintéticos.
La glutamina es muy importante en el cerebro, ya que constituye
un precursor para el glutamato y el GABA, importantes aminoacidos
neurotransmisores en el SNC. Se sabe dque las neuronas
glutamatérgicas toman la glutamina que libera la glia y 1la
transforman en glutamato por medio de la enzima glutaminasa (bPe
Vellis et al., 1986)

Las células gliales sintetizan y en algunos casos liberan
neurotransmisores. Mediante el uso de técnicas inmunocitoquimicas
se ha podido demostrar la existencia de un gran variedad de
neurotransmisores: acido glutamico, 4&cido aspéartico, &cido
homecisteico y GABA entre otros (Cuenod et 'al., 1990; Zhang et
al., 1990; Barres 1990). Aunque las células gliales no poseen
vesiculas sindpticas se ha sugerido que podrian liberar estos
neurotransmisores por mecanismos de transporte, independientes de
ca*t, como seria el caso del sistema de captura actuando en
sentido inverso (Szatkowski et al 1991).

Por otra parte , las células gliales de tipo astrocitico
contribuyen a la regulacién de K' extracelular, funcionando como
sensores para el Kt al capturar a este ién; el k* una vez en el

interior de las células gliales podria viajar a través de ellas y
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ser expulsado en regiones distales (Orkand et al,. 1966).

b) Funciones en la xetina:

La retina de los vertebrados, como parte del Sistema Nervioso
Central, posee dos subtipos de células gliales de tipo
macroglial: las células de Miller y los astrocitos ; estos
ultimos se encuentran asociaéos a vasos sanguineos (Schnitzer,
1988), y por lo tanto los astrocitos de 1la retina sdélo se
encueﬁtran en especies que poseen retinas vascularizadas.En el
caso de las aves al ser retinas no vascularizadas, poseen
unicamente células de Mialler (Moscona, 1983). Las células de
Miller (principal elemento glial de la retina), se expanden a
través de toda la retina desde la capa limitante interna donde se
encuentra la parte apical, hasta la capa limitante externa donde
se encuentra su pie terminal (Newman, 1986) Esquema 1.

Las células de Miller regulan la concentracién de KV
extracelular gracias a que su membrana posee una alta permeabili-
dad a este ion (Conner et al., 1985). Cambios de iluminacidn
producen un aumento de K* extracelular en la retina que puede ser
uniforme o localizado dependiendo del tipo de estimulo (Mobbs et
al., 1988). Cuando ocurre un cambio uniforme de x* extracelular,
los iones K' entran a la célula por la parte apical desde donde
son transportados a todo lo largo de la célula. El pie de esta
célula estd en contacto con el humor vitreo, y en la membrana
presenta una resistencia mucho menor (12Mn) lo cual favorece la
salida de k' al humor vitreo {Mobbs et al 1988). Cuando ocurren

cambios de iluminacién no uniformes en la retina se induce un
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Esquema 1. Dibujos en camara lucida de células de Maller en los
cuales se muestra como se encuentran relacionadas con las
distintas capas celulares de la retina. NFL=capa de fibras
nerviosas , CGL=capa plexiforme interna, INL=capa nuclear
interna, OPL=capa plexiforme externa, ONL=capa nuclear externa,
1S= segmentos internos (Robinson y Dreher; 1990).
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aumento de KV extracelular que es tomado por la célula de Miller
adyacente y difundido a las células de Miller vecinas gracias a
que estan en contacto por uniones comunicantes, reduciéndose asi
el aumento de K" extracelular (Mobbs et al., 1988).

Se sabe también que las células de Miller ayudan a eliminar el
CO, de la retina al convertirlo en bicarbonato por medio de la

enzima anhidrasa carbdnica (Musser y Rosen, 1973).

3 - Plasticidad en las celulas gliales

Las células gliales son un blanco que responde muy facilmente
a los estimulos del medic ambiente. En cultivo de tejidos al
variar la cantidad de suero , la concentracidén de nucledtidos
ciclicos, aminocdcidos etc, se puede alterar el 1indice de
proliferacién, la morfologia y mas ain ge pueden tener efectos
gliotéxicos (Nicoletti et al 1990, Moonen et al 1975, Moonen et
al 1976, Haas y Erdo 1991).

En cultivos primarios de astrocitos de cerebro se ha visto que
el glutamato y su analogo quiscualato tienen efectos
antiproliferativos (Nicoletti et al, 19%0). Haas y Erdo (1991) al
probar quiscualato (1mM) en cultivo de tejidos de astrocitos de
cerebro encontraron que este agonista del glutamato provoca
hinchamienté osmético y posterior muerte celular.

La supresién de suero puede provocar medificaciones en
la adhesividad de 1los astrocitos al sustrato, y provoca una
apariencia diferenciada en estas células (Moonen et al, 1976). El
bajo suero (0.1%) en astrocitos de corteza cerebral mantenidos en

cultivo de tejides, influye en un cambio de la respuesta de estas
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células a bradigquinina y vasopresina, con respecto a cultivos
control (Cholewinski y Wilkin, 1988).

En cultivos primarios de astrocitos tipo 1 se puede inducir la
aparicién de canales de ca** con sustancias que incrementan los
niveles intracelulares de AMPc o al hacer cocultivos glia-neurona
(Corvalan et al, 1990). La aparicién de estos canales de Ca**
en astrocitos tipo 1 se puede lograr dependiendo del lote de
suero que se use o la marca slempre y cuando se trate de suero de
bovino fetal (Barres et al, 1989).

El dibutiril AMPc provoca cambios en la morfologia de las
células astrociticas mantenidas en cultivo de tejidos induciendo
la formacisén de multiples procesos celulares, y promoviendo la
polimerizacion del filamento intermedio GFAP (Juurlink y Hertz,

1985).

4 - Receptores en las células gliales y sus diferentes funciones

Recientemente se han ido acumulando una serie de evidencias
de que 1la glia no solo posee receptores a diferentes
neurotransmisores y péptidos sino que estos receptores son
funcionales (Murphy y Pearce, 1987).

La activacidén de los receptores en astrocitos puede tener un
doble efecto, uno inmediato parecido al producido en otros tipos
celulares como es el aumento en corrientes idnicas, generacidn de
segundos mensajeros como son GMPc, AMPc, fosfatos de inositol y
diacil glicerol (Murphy y Pearce, 1987). El otro efecto que es a
largo plazo puede producir cambios en los almacenes de glucdgeno
en astrocitos, liberacion de aminoacidos, alteraciones en las

proteinas del citoesqueleto y forma de las células y por ultimo
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modificaciones en el indice de divisidn celular (Murphy y Pearce,
1987).

A continuacién se enumerarin algunos ejemplos de efectos a
corto y largo plazo producidos por compuestos que funcionan como
neurotransmisores.

a) Efectos a largo plazo

Cambray-Deakin et al.(1988) empleando cultivos primarios de
astrocitos, al usar transmisores del tipo B-adrenérgico,
seroténinérgico y colinérgico muscarinico, descubrieron que estos
compuestos son capaces de producir en las células gliales gluco-
gendlisis y liberar la glucosa resultante al medio.

Las células astrogliales de tipo LRM55 en cultivos primarios,
responden a agonistas B-adrenergicos con cambios morfolégicos
asociados a la contraccién de filamentos de actina y miosina
(Shain et al,19287; Shain et al, 1992). .

Péptidos secretados por la glia como la interleucina-1 y el
factor de crecimiento fibroblastico producen crecimAiento Yy
madurez en la glia provocando movimiente celular y mielinizacién
(Giulian et al., 1988); la interleucina~l también produce aumento
en la sintesis del RNA mensajero que codifica para el factor de
crecimiento nervioso (Carmankrzan et al, 1991).

La sustancia P produce liberacién de prostaglandinas en
culti“los.ptimarios de astrocitos (Marriot et al,1991).

Los aminoAdcidos excitadores también provocan efectos a largo
plazo en -las células gliales en cultive de tejidos como son:
fomaciép de procesos (filipodios) los cuales se dan gracias a

una reorgénizacién de actina, proceso que se piensa esta mediado
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por hidrdélisis de fosfatidil inositol (Cornell-Bell et al.,
1990). Los aminoacidos excitadores quiscualato, glutamato e
ibotenato pueden provocar en las células gliales disminucién en
el crecimiento celular y proliferacién (Condorelli et al, 1989).
EL acido glutdamico y algunos andlogos de éste (Kainato y gquiscua-
lato) ejefcen efectos tdxicos en cultivos primarios de glia del
hipocampo (Lehman y Hansson, 1988).

b) Efectos a corto plazo

Las células gliales de tipo astrocitico son capaces de
responder a agonistas a aminoacidos excitadores y a agonistas
adrenéngicos aumentando la concentracién intracelular de ca*t de
manera oscilatoria ( Cornell-Bell et al, 1990; Delumeau et al,
1991), Yy pueden estimular la hidrolisis de fosfolipidos de inosi-
tol (Murphy y Pearce, 1987, Jensen y Chiu, 1991; Cornell-Bell, et
al 1990; Delumeau et al, 1991, Glaum et al,1990, Wilson, 1991).

Los péptidos pueden producir incremento en la sintesis de AMPc
y GMPc (Murphy y Pearce, 1987; Angullo et al, 1990, Erickson et
al 1990). En explantes de astrocitos de tallo cerebral y médula
espinal, el péptido vasoactivo intestinal (VIP), la angiotensina
ITI (AngII), la vasopresina y la endotelina, despolarizan a estas
células gliales (Hosli et al, 1987; y Hosli et al, 1992).

En cultivos primarios de astrocitos o de la linea C6 al ser
estimulados con serotonina, se aumenta la produccién de AMPc o
bién se induce el nmetabolismo de fosfatidil inositol
bifosfato (Murphy y Pearce, 1987; Hanson et al, 1987; Manor et
al 1992; Hosli et al 1987; oOngura y Amano, 1984).

Por estudios electrofisioldgicos y empleando colorantes de

cianina se ha medido cambios en el potencial de membrana de
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astrocitos mantenidos en cultivos primarios empleando como
agentes despolarizantes el dcido glutamico, acido aspartico,
dcido quiscudlico y 4cido kainice (Bowman y Kimelberg, 1984;
Enkvist et al., 1988). Para explicar esta despolarizacién se ha
propuesto dos posibles mecanismos idnicos (Usowicz et al, 1989).
Uno de los mecanismos seria la captacién electrogénica de gluta-
mato junto con Na' la cual se demostré en las células.de Miller
(Brew y Attwell, 1987; Barbour et al., 1988) y en astrocitos tipo
1 (Usowicz et al., 1989). Este acarreador transporta andlogos del
glutamato tipo NMDA y tipo no-NMDA.

En las células de Miller de ajolote se ha visto que se
transportan al menos dos iones Nat por cada anidn glutamato que
entra a la célula (Brew y Attwell, 1987). Andlogos del glutamato
_como L-aspartato, D-aépartato, NMDA también provocan corrientes
entrantes en las células de Miller, mientras que los andlogos al
glutamato, el 4cido quiscuédlico y 4cido kainico no provocan
corriente de entrada (Brew y Attwell, 1987). En las células de
Miller de salamandra también se ha medido. la captacién
electrogénica de acido glutéamico, encontrandose que por cada
molécula de L-glutamato, entran tres iones Na® al interior de 1la
célula y sale un ién x* . Esta captacién se inhibe al aumentar la
concentracién de K" extracelular {Barbour et al., 1988).

. En astrocitos tipo 1 ademias del transportador electrogénico
existe un receptor acoplado a la hidrdlisis de fosfatidil inosi-
tol (Nicoletti et al., 1989) el cual se activa con los agonistas
quiscualato, ibotenato y glutamato (Nicoletti et al., 1989 y

Cornell-Bell, 1990) . La estimulacion prbvocada por estos
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compuestos se antagoniza totalmente por L-AP4 y parcialmente por
L-APS (Nicoletti et al., 1989 y Cornell-Bell, 1990).

El otro mecanisme iénico propueste para explicar 1la
despolarizacion de los astrocitos es por medio de la apertura de
canales iénicos asociados a receptores a aminoadcidos excitadores
(Backus a{: al., 1989). Este mecanismo se activa por los andlogos
del acido glutamico ,kainato, quiscualato y AMPA (Gallo et al.,
1989, Usowicz et al., 1989, Backus et al., 1989), y no asi por
NMDA y aspartato. Este tipo de receptores se encuentra en astro-
citos tipo 1 y 2 estd asociado a un canal iénico de Nat/k*
(Kettenman et al 1989), el cual permite la entrada de catt
(Usowicz et al., 1989; Jensen et al., 1990; Barres et al., 1991).
La respuesta de este receptor se antagoniza totalmente por CNQX
que es un antagonista especifico de los receptores ionotrépicos
de glutamato del ¢tipo no NMDA (Honoré et al., 1989).
Recientemente se ha encontrado un receptor con las caracteristi-
cas anteriormente mencicnadas en las células del linaje O2A que
son precursores tanto astrocitos tipo 2 como de los 'oligodendro—

citos, in vivo (Barres et al 1990).

5 -Receptores a aminodcidos excitadores en el SNG

Los aminoadcidos excitadores glutamato y aspartato son los
neurotransmisores mas abundantes en el Sistema Nervioso Central
{Farroqui y Horrocks., 1991). Estos an;inoacidos producen su
efecto al interactuar con receptores especificos en la membrana
de las células (Farroguli y Horrocks .,1991). Basados en el
mecanismo de transduccién estos receptores se han clasificado en

dos . grupos 1) Receptores ionotrépicos y 2)Receptores
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metabotrépicos.
a) Receptores ionotrépicos

La activacién de estos receptores da como resultado 1la

apertura de un grupo de canales 1énicos que permiten la entrada
de Nat ' x* Yy catt {(Farroqui y Horroecks., 1991). Por estudios
tanto electrofisiolégicos como bioquimicos se ha descrito cuatro.
clases de receptores ionotrépicos a aminoacidos excitadores.
1)Receptor a NMDA (N~metil-D-aspartato) 2)Receptor a AMPA (a amino-
3- hidraxi—S;metilo-d-isoxazol propionato) 3)Receptor a Kainato 4)
Receptor a AP4 (2-Amino-4-fosfonobutirato).
-Receptores de NMDA. Los sitios de unidén de@HDA se localizan
preferentemente en la corteza cerebral, los éanglios basales, las
4reas asociadas a los sistemas sensoriales y el area CAl del
hipocampo (Rev Somochano y Lépez-Colomé, 1990).

El complejo del receptor de NMDA posee diferentes sitios de
reconocimiente para ligandos endégenos y exégenos (esquema 2).
Estos sitios de reconocimiento incluyen el sito de unidén al
glutamato o NMDA (Johnson y Asher, 1987), el sitio donde actuan
los agonistas alostéricos glicina y D-serina (Lehman et al,
1988), el sitio donde actdan los anestésicos disociativos MK-801
y endopsicosina (Anis et al, 1983; Huettner y Bean, 1988), el
sitio de unién al Mg**t dependiente de voltaje (Cotman e
Iversen,1987; Mayer et al, 1984), el sitio de unién al zn** no
dependienie de voltaje (Peters et al, 1987), y el sitio de unidn
a las poliaminas espermina y espermidina (Williams et al, 1991).
La activacién del receptor a NMDA depende de voltaje debido a la
interaccién del Hg'”’ con el canal (Cotman e Iversen, 1987; Mayer

et al, 1984). Al activarse el receptor de NMDA provoca la
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despolarizacién de las células por la entrada de iones catt
(Honoré, 1989). En este receptor la glicina, transmisor inhibidor
de la médula espinal ( Curtis et al, 1960), actia como modulador
alostérico positivo, provocando un aumento en la respuesta, la
cual no es antagonizada por la estricnina, inhibidor del receptor
sinaptico de la glicina (Young y Snyder, 1971). El zn** antagoni-
za alostéricamente la respuesta a NMDA (Honoré, 1989). Las
poliaminas incrementan la unién de los blogueadores del canal
iénico y al sitio de glicina (Williams et al, 1991).
Recientemente se ha 1logrado clonar a este vreceptor;

Moriyoshi et al, (1991) clonaron un cDNA que codifica para una
proteina que presenta cuatro dominios transmembranales Y un gran
dominio extracelular. En este estudio se realizdé una
reconstitucién de este receptor en ovocitos de Xenopus
encontrandose gue una sola subunidad es funcional y posee todos
los sitios moduladores alostéricos exceptuando al sitio de unién
a las poliaminas. Por otra parte se ha clonado un cDNA que
codifica para una proteina de unidn a glutamato (Kumar et al,
1991) , la cual probablemente forma parte del complejo de cuatro
proteinas aisladas por este mismo grupo, que pueden representar
el complejo inta.cto del receptor con su canal idnico asociado y
los sitios de unién a los anestésicos disociativos y a la glici-
na. Dado que las secuencias propuestas para estas proteinas son
diferentes, es dificil por el momento definir cual de estas
proteinas pudiera representar al receptor funcional a NMDA,
quedando la posibilidad de haber clonado subunidades no

relacionadas de un mismo oligdémero (Barnard, 1992).
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NMDA Z#
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Modelo del receptor tipo NMDA. En este modelo se representa una
proteina oligomérica , que presenta, ademds del sitio de recono-
. cimiento al neurotransmisor o agonista (NMDA), un sitio de reco-
nocimiento a la glicina, sitio de reconocimiento a las poliminas,
un . canal catidénico, y en este, un sitio para modulaggtes
alostéricos negativos (MK-801) y dos sitios para iones 2n y
Mg+ gue bloguean el paso de los cationes por el canal y, en el
caso de Hg**, le confieren una dependencia de voltaje (tomado de

williams et al, 1991).(Abreviaturas pg 3).
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Receptores a AMPA.

Los canales activados por AMPA tienen una distribucién
paralela al receptor de NMDA. Los canales activados por AMPA
median la mayoria de la neurotransmisién sinaptica ripida, son
independientes de voltaje y selectivos para cationes
monovalentes (Watkins et al; 1990). Los agonistas mas sel'.ectivos
para este receptor son el AMPA y el quiscualato (Watkis et
al.,1990). Potentes antagonistas para este receptor son DNQX 6,7
dinitroquinoxalina,2,3 dien , CNQX 6-ciano-7~nitroquinoxalina-2,3
dion (Watkins et al 1990) y NBQX (2,3,dihidro~6-nitro-7~
sulfamoilbenzo (F) quinoxalina (Sheardon et al, 1990) (Tabla 2).
- Recepltores a Kajnato

Es dificil distinguir entre los receptores de AMPA y kainato
utilizando criterios farmacoldgicos, pero a pesar de este
impedimento se ha logrado encontrar su presencia en fibras del
ganglio de la raiz dorsal (Watkis et al 1990) donde no hay unidén
de AMPA-H? (Watkins et al 1990).

No hay una relacién muy clara entre la unién de kainato~n3 Y
las respuestas electrofisiolégicas al kainato probablemente
porque este compuesto no es un agonista especifico (Watkins et al
1990) . Algunas respuestas a kainato pueden estar mediadas por una
poblacién particular de sitios de unién a AMPA-~H3. Esto puede
explicar de algina manera la dificultad de antagonizar 1la
respuesta al AMPA o al i;ainato (Watkins, et al., 1990).(Tabla 2).

Barnard y Henley (1990), proponen gque existe un receptor
ionotrdépico unitarie tipo no-NMDA gque es unha proteina con
.multisubunidades en la cual tanto el kainato como el AMPA se

pueden unir y abrir el mismo canal. Este receptor podria estar
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ya sea en conformacidén kainato o conformacién AMPA (Barnard y
Henley, 1990).

Hasta hace poco tiempo no se conocia nada acerca de la
estructura del receptor a kainato; el primer resultado exitoso lo
obtuvo Giegor et al (1989) aislando una proteina del cerebelo que
une al kainato, esto se logrd por solubilizacidn con Tritén X-100
y purificando 50 veces. Somogy et al (1990) encontraron que esta
proteina que une kainato se encuentra restringida a la glia de
Bergménn del cerebelo. El DNA complementario que codifica esta
proteina ya ha sido aislado, lo que sirvié para determinar su
esructura la cual tiene cuatro dominios transmembranales (Gregor
et al., 1989). Al inyectar el mRNA que codifica esta proteina en
ovocitos de Xengpus no se encontré respuesta electrofisiolégica
(Hollman et al., 1989).

Mas tarde se logré aislar un clon de cDNA, GluR-Kl de cerebro
anterior de rata (Hollman et al, 1989). Este cDNA cuando se
expresa en ovocitos de Xenopus codifica una proteina funcional
que une al kainato, que posee caracteristicas electrofisiolégicas
y farmacoldgicas del subtipo del receptor a kainato (Hollman et
al, 1989).' Nakanishi et al (1990), utilizando un oligonucledétido
con la secuencia del receptor GluRK1l identificaron una familia de
genes g\.{é_ codifica un receptor que une kainato/AMPA; esta familia
de ge;xes al igual que la proteina que une kainato presenta cuatro
dominios transmembranales gue pueden participar en la formacién
del canal, y un dominio extracelular muy grande (Nakanishi et al,

1990) .
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Receptores a APB

Este tipo de receptor sélo puede detectarse en presencia de
Cl1~, aumenta en presencia de Ca*+, Yy la unién del ligando al
receptor puede inhibirse por blogueadores de canales de Cl~
(Recasens et al., 1986). Se ha visto que la unién del ligando al
receptor disminuye con la congelacién de las membranas (Honoré et
al., 1986). Por las caracteristicas anteriormente citadas se cree
que este receptor es un sito de captura para el acido glutamico
y posiblemente esté localizado en las células gliales (Honoré et
al., 1986). Los agonistas para este receptor son APB y L-glutama-
to (Watkins, 1986) y su antagonista la CNQX (Honoré et al.,
1989).(Tabla 2).
b) Receptores metabotrépicos

Estos receptores actuan a través de una proteina G gue une GTP,
esta proteina G activa diferentes enzimas membranales como la
fosfolipasa C la cual hidroliza el fosfatidil inositol bifosfato
, que es un fosfolipido membranal dando dos productos, 1,2 diacil
glicerol e inositol 1,4,5 trifosfato; ambos productos actian come
segundos mensajeros (Berridge, 1984). La funcién del inositol
trifosfato es producir 1a liberacién de catt del reticulo
endoplasmico, por otro lado el diacil glicerol activa enzimas
como la proteina cinasa C que fosforila proteinas (Berridge.,
1984) . (Esquema 2).

‘Los receptores metabotrépicos responden al gquiscualato pero no
al AMPA (Faroogui u Horrocks, 1991). Este receptor puede ser
activado por compuestos como el trans-ACPD (trans-l-amino-i,3-
ciclopentanodicarboxilato) que es su agonista més potente

(Farooqui y Horroks, 1991), por el quiscualato, glutamato,  NMDA,
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Kainato, aspartato e ibotenato (Wrobleski et al, 1988; Farooqui y
Horrocks, 1991) (Esquema 2).

La respuesta de hidrdlisis de fosfatidil inositol bifosfato
inducida por aminoacidos excitadores puede ser antagonizada por
AP4, aunque este compuesto es inactivo a concentraciones arriba
de lmM (Schoepp et al, 1990); el AP3 (L-2-amino-3- fosfonopropio-
nato) es el antagonista mas comunmente usado, y puede inhibir
respuestas inducidas por, ibotenato y quiscualato pero no la
ptoduéida por kainato, aunque la potencia y la selectividad con
la que se antagonizan las respuestas depende del area del cerebro
y del estado embrionarioc de éste (Schoepp, 1990). Con respecto a
la respuesta inducida por el NMDA, se inhibe preferentemente por
APS (2~amino-5- fosfonovalerato) que es un antagonista selectiveo
del receptor de NMDA, y esta respuesta provocada por MNMDA se
atenda en presencia de Hg++, y se aumenta en presencia de glicina
(Wroblewski et al., 1981).(Tabla 2).

Se ha logrado aislar una familia de receptores metabotrépicos
a glutamato, mGlu R2, mGlu R3, mGlu R4 a partir de una biblioteca
de DNA complementario de rata (cDNA), usando el cDNA del mGlu R1,
previamente clonado {(Masu et al, 1991). Esta familia de
receptores posee como en los receptores ionotrdpicos a aminodci-
dos excitadores un gran dominic extracelular y, a diferencia de
los receptores ionotrépicos, siete dominios transmembranales

(Tanable et al 1992).
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Esquema 2. La hidrélisis de PIP, produce inositol trifosfato que
difunde a través del citoplasma hasta el reticulo endoplasmico
donde induce la liberacién de calcio, también se produce como
producto de la hidrélisis de PIP, diacil glicerocl, que activa
enzinas como la proteina cinasa” C,( Abreviaturas: Fosfatidil
inositol 4,5-difosfato (IP,), diacil gicerol (DG), inositol
1,4,5~trifosfato (IP;), proteina cinasa C (PKC). Tomado de
Mitchell, 1987).
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NOMENCLATURA

AGONISTAS

L-ASP

L-GLU

NMDA
QUINURENATO
HOMOCYSTEATO

SITIO A GLICINA
AGONISTAS
GLICINA
D-SERINA

D-CICLOSERINA
ACC

TABLA 1 RECEFTORES DE NMDA

SITIO ALOSTERICO (-)

AGONISTAS

PcP

MK-801
KETAMINA
ENDOPSICOSINA
SKF10047

SITIO. A  LAS POLIAMINAS

AGONISTAS

Espernina
Espermidina
APDA 10

NMDA

ANTAGONISTAS
CPP
APV

APH
CGS5-19755

AGONISTA INVERSO
7-CL~KIN

KINURENATO
CNQX

AGONISTA INVERSO
DA 10

" ANTAGONISTAS

HA-~966
12~CA
ACBC

ANTAGONISTAS

DET
Arcaina
Ifendropil

(Rev Somohano y Lopez-Colomé,1990 y Rev Williams et al, 1991).
(Abreviaturas pg 3).
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AGONISTAS
AMPA

QUISCUALATO
L-GLU

AGONISTAS
KAINATO
DOMOATO

L-GLUTAMATO
AC ACROMELICO

AGONISTAS

APB
L~-GLU

AGONISTAS

TRANS-ACPD’
L-GLU

(Watson y Abbot,

(Abreviaturas pg 3)

TABLA 2 RECEPTORES NO-NMDA

AMPA
ANTAGONISTAS
CNOX
NBQX

DNQX
GDEE

kainato

ANTAGONISTAS
CNQX
NBQX
DNQX
t-GG
KIN

L-AP4
ANTAGONISTAS

CNQX

METABOTROPICO
ANTAGONISTAS

AP4
AP3

1991 y Somchano y
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VIAS EFECTORAS

Na+/k+

VIAS EFECTORAS

Na*/x*

VIAS EFECTORAS

VIAS EFECTORAS

1P;/DG

Loépez-Colomé, 1990} .



5 = Receptores a aminodcidos excitadores en la retina de 1los

vertebrados

a) Estructura de la retina

La retina consiste esencialmente en cinco diferentes tipos
neuronas: los fotoreceeptores, las células horizontales,
amacrinas, bipolares Yy ganglionares, y dos tipos de células
gliales , los astrocitos y las células de HMuller ‘(Dowling, 1979).
En la retina, los cuerpos celulares se localizan en dos capas
nucl.e.ares (capa nuclear externa y capa nuclear interna), y la
capa de células ganglionares, mientras que las sinapsis se
establecen en dos capas plexiformes. Los cuerpos celulares de los
fotorreceptores se encuentran en la capa nuclear externa, y hacen
sinapsis con las células bipolares y amacrinas de la capa nuclear
interna. Las células bipolares y amacrinas hacen contacto con las
células ganglionares gue constituyen la ultima capa celular, la
de las células ganglionares, cuyos axones se unen para formar el
nervio 6ptico (Dowling, 1979). En cuanto a las células de Miller,
atraviesan radialmente toda la retina (Newman, 1986).

La existencia de los receptores a aminodcidos excitadores en
la retina de los vertebrados se ha podido demostrar gracias a
estudios de neurotoxicidad, electrofisiolégicos y biogquimicos.

En la retina de polle, Lopez- Colomé y Somohano,

de

(1982), demostraron, por estudios de unidén de aspartato-ﬂ-3 como

1igahdo, la presencia de dos poblaciones de receptores, una de
alta afinidad (Kp40 nM) independiente de Na* que se encuentra en
la fraccidén Pl. La otra poblacién de receptores también de alta

afinidad se encuentra en la fraccidén P2 y pz;esenta una K;,=11.8
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nM. En este estudio se observé que la unién de acido aspartico
independiente de Na* no se afecta con la congelacion, mientras
que la congelacidén afecta la unién dependiente de Nat.

Los receptores a acido glutamico en retina de pollo se han
identificado y caracterizado bioguimicamente (Lépez Colomé,
1981). Se demostrd la presencia tanto de la unién de glutamato
dependiente de sodio, sensible a la congelacidén (sitios de
captura) y unidén independiente de sodio que no se afecta por 1la
congelacidén, con Kp= 0.55 uM (receptores sinapticos). l

Otra prueba de la existencia de receptores a aminoacidos

~excitadores en la retina, es el efecto neurotéxico selectivo que
el glutamato y sus andlogos, especialmente el 4&cido Xkainico,
ejercen sobre las células amacrinas (Coyle et. al., 1978),
horizontales y bipolares asi como sobre células gliales ( Morgan
e Ingham, 1981; Ldpez-Colomé y Somohano, 1984).

Por estudios de un ligando marcade radiactivamente a membranas
de células retinianas, se ha demostrado que en la retina de pollo
existen receptores para glutamato, aspartato, &cido kainico,
NMDA, 'y acido quiscualico los cuales aparecen en diferentes
estados del desarrollo embrionario mostrando cada uno cambios en
su proporcién relativa, y en sus propiedades farmacoldégicas
durante el desarrcllo embrionario (Somohano et. al., 1988).

Las células de Miller de la retina de pollo en cultivo

presentan union de L—asp-H-J

con tres sitios de union Xp= 40,200
y 1300 nM. Las primeras dos poblaciones estan presentes a un dia
in vitro mientras que las ultimas dos estan presentes a 12 DIV.
Las propiedades farmacoldgicas de esta unidén también cambian en

el desarrolle en cultivo (Lépez-Colomé y Romo de Vivar, 1991).
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EPITRLIO PIGMENTARI!

FOTORRECEPTORES

CAPA_PLEXIFORME.
EXTERNA

CAPA NUCLEAR
INTERNA

CAPA PLEXIPORMC
INTERNA

CELULAS
GANGL1ONARES

» NERVIO OPTICO

Esquema 3. Organizacién de la retina mostrando las diferentes
células que la constituyen, y su relacién con las células de
Miller. C, Conos; R, Bastones; H, células Horizontales; B,
células Bipolares; A, células Amacrinas; G, células ganglionares
¥y M, células de Miller (Farbex y Adler, 1986).
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III - QBJETIVO

Puesto que las células de Miller poseen receptores a aminodci-
dos excitadores (Brew y Attwell, 1987; Mobbs et al, 1988;
Sarantis y Attwell,1990; Barbour et al, 1990; Ldépez-Colomé y Romo
de Vivar, 1991), el propdsito de este trabajo fué el de determi-
nar si estos receptores sufren cambios en sus propiedades
farmacoldégicas durante el desarrollo jin vitro de la glia de la
retina , y si los mismos obedecen a sefiales enddgenas o bién a
factofes extrinsecos . Asimismo se ha hecho una caracterizacién
farmacolégica para tratar de discernir que clase de receptores a
aminodcidos excitadores estan presentes en las células de Miller.

Como se menciond en la introduccién, las células de Miller y
los astrocitos tipo 1 comparten caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas (e.g apariencia aplanada y polimérfica en cultivo y
presencia de sistemas similares de captura de aminoacidos excita-
dores). En los astrocitos tipo 1 se ha demostrado la existencia
de receptores a aminodcidos excitadores acoplados a sistemas de
transduccién que involucran la hidrédlisis de fosfoinositidos
(Nicolleti, 1990; Murphy y Pearce, 1988). BasAndonos en el perfil
farmacolégico mostrado en membranas congeladas obtenidas de
células de Miller, gque indicaba la posikle existencia de
recep?ores similares (Lépez-Colomé y Romo de Vivar, 1990), en
este trabajo se investigé tanbién la presencia receptores

metabotrépicos asociados a la hidrélisis de fosfatidil inositol.
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MATERIALES Y METODOS

El método de cultivo de tejidos empleado en este trabajo fué
el descrito por Adler, et al. (1982) para células no neuronales
de retina de embriones de pollo, con algunas modificaciones
{Lépez-Colomé y Romo de Vivar, 1991).

Se usaron embriones de pollo "barrados" de 7 dias. Las retinas
extrajeron, separandolas del epitelio pigmentario y se lavaron
dos veces en una solucién Hank’s libre de ca'?t Yy Mg++ (0.8 g
NacCl, 0.04g KCl, 0.006g KHP,PO,, 0.02g NayPO,, 0.002g de rojo de
fenol y 0.1g de glucosa en 100 ml de agua). Después de lavadas
las retinas se incubaron 10 min en tripsina (0.25%) a 37°%.
Parando la reaccién enzimatica con L-MEM: (1.338g de medioc de
Dulbecco Eagle modificado al cual se le adicioné 0.05g de gluco-
sa, 0.022g de NaHCO,, 0.0125% de penicilina estreptomicina y
0.025% de neomicina en 100 ml de agua + 1% de BSA (albumina de
bovinc). Las células se disociaron mecadnicamente utilizando una
pipeta "Pasteur" y se filtraron a través de una red de nylon de
50uM, y se diluyeron en H-MEM sin suero (misma férmula de L~MEM
pero con 0.22g de NaHCO,). Las células se sembraron én cajas de
Petri gque podian contener 1ml de H-MEM con 20% de suerc (condi-
cién control), H-MEM con 20% de suero inactivado 30’/ a 60°é, H-
MEM con 2% de suero, H-MEM con 20% de suero + 200uM g{utamato, H~-
MEM con 20% suero + 100uM quiscualato, H-MEM con 20% + 2mnM de
dibutiril AMPc; para dar una concentracidén final de 10% 6 1% de
suero al agregar la suspensién celular.

El medio de cultivo se cambié cada tercer dia por 2 ml de H-

MEM igual al medio en el que se sembrd a las células, excepto en
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el caso del medio con 1% de suero que después de 48 hrs se
reemplazé por medio con 10% de sueroc de bovino fetal.

Se cosehd a las células a los 1, 5, 8 y 12 dias "in vitro®
(DIV), se raspd las células con un gendarme de hule; 1la
suspensién celular se centrifugé a 1000X g y el paguete celular
se homogeneizé en 10 ml de aqua, y se dejé en hielo con el fin de
completar el rompimiento osmético y se centrifugé a 45/000xg por
20 min a 49. Este procedimiento se repitié 3 veces y las membra-
nas se congelaron.

Para tener la certeza de que los cultivos eran puros en glia,
se usé la técnica citoguimica con el anticuerpo policlonal contra
la proteina &cida fibrilar de la glia (GFAP); este anticuerpo se
une a filamentos intermedios de las células de Miller (Bjorklund,
et al., 1985). El método consiste brevemente en lo siguiente: las
células se fijaron en paraformaldehido al 4% por 10 minutos, se
lavaron con PBS con 0.1% de tritén x100 (0.8g NaCl, ©0.2g KCl.
0.1159g NayPO,4, 0.29 KHyPO,, 0.1 ml de tritén X100, en 100ml), se
incubaron 10 min con suero de cabra para eliminar el fondo, se
incubaron 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
policlonal contra la GFAP, se lavaron con PBS, y se incubaron 30
min con el segundo anticuerpo IgG (Inmunoglobulina G)anticonejo
especifico para fragmento Fab (Fragmento de unién a antigeno)
conjugado a FITC (Isotiocianato de fluoreceina), las células se
lavaron nuevamente en PBS, se montaron en glicerol en PBS 1:9 y
se observaron en un microscopio de fluorescencia.

Las membranas se descongelaron se resuspendieron y se homoge-
nizaron en buffer (Tris-HCl, p.H. 7.4, 0.1M). Los receptores se

midieron por unién especifica a las membranas de L-Aspartato—H:’
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(Ldpez-Colomé, 1981) en presencia o ausencia de 1mM de hidroxama-
to del aspdrtico; la unién inespecifica se tomé como la radiacti~
vidad gque permanece unida a las membranas en presencia de 1mM de
desplazador. Las membranas se incubaron 10 min a temperatura
ambiente y la reaccién se paré por centrifugacioén a 20 000xg. EL
sobrenadante se descarté y la pastilla se lavé superficialmente
dos veces con agua fria; se disolvié con SDS al 2% y se contd la
radioactividad en un contador de centelleo liquido después de
agregar Sml de Tritesol (Fricke, 1985). La proteina se midié por
el método de Lowry et al (1958).

La hidrdélisis de fosfatidil inositol bifosfato se midié por la
acumulacioén de fosfatos de inositol radiactivos de acuerdo al
método de Berridge et al. (1982), con ligeras modificaciones.
Brevemente, cultivos de células gliales de 12 DIV sembradas en
condicién control se incubaron con 4 uCi por caja petri de myo
(2.3H)inosit01 (actividad especifica 15.1 Ci/Mmol, por 24 horas
para marcar los fosfolipidos de inositol. Al final de la incuba-
cién las cajas de cultivo se lavaron 3 veces con 1ml de Ringer
Krebs bicarbonato conteniendo LiCl 10mM a 379C; después de lava-~
das, las cajas se incubaron 10 min a 37°C en bafioc de agitaciodn
con 2ml del mismo buffer, se le agregd a cada caja el compuesto a
probar (agonista) ya sea L-aspartato, NMDA, trans-ACPD, Kainato o
Quiscualato a concentracién final 1mM, y se incubaron por 30 min
en un bafo de agitacion a 37°. La reaccién se pard agregando
cloroformo~-metanol (1:2 v/v) y se dejo 20’ a temperatura
ambiente, posteriormente se agregé 0.75 ml de agua y 0.5ml de

cloroformo. Para separar las dos fases, se centrifugd 15’ a 1000
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rpm, se tomdé la fase acuosa, la cual se pasd por una columna de
intercambio anidénico Dowex-1 (AG 1-X8) la columna se eluyé con
mioinositol 5mM, y después con formiato de sodio 60mM/tetrabora-
to de Na‘t 5mM. Los fosfatos de inositol se eluyeron con formiato
de amonio 1M/ acido férmico 0.1M. Las muestras se colectaron en
viales y la radioactividad se midié en un contador de centelleo
liquido.

La incorporacién de timidina H3 se midié adadiendo 1uci de
timidina-3H por 16 hrs 30 min, el DNA se presipité con &cido
tricloroacético 10% vy se midié la radiactividad incorporada en un
contador de centelleo liquido.

El conteo celular se realizé en un contador Coulter utilizando

pancreatina al 0.25% para separar las ceélulas.
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IX REBULTADOSB

Para comprobar si.los cambios en la unidén especifica de L-
aspartato-H3 asi como las caracteristicas cinéticas vy
farmacoldgicas de esta unién se debian a caracteristicas
intrinsecas de las células o a las diferentes condiciones del
medio que rodea a las células de Miller, se probaron diferentes
condiciones de cultivo sobre la unidén especifica de L-aspartato-
I 25 n¥, a los 1,5,8 y 12 DIV.Las condiciones experimentales
que se probaron fueron las siguientes: 1mM de dibutiril AaMP
ciclico, 50uM de gquiscualato, 100uM de glutamato, y medio con

baja concentracién de suero (1%).

cultivos control

Las células de Maller crecieron en presencia de 10% de suero y se
hicieron observaciones a 1,5,8 y 12 DIV, A 1 DIV las células se
encuentran formando agregados celulares y no se d;stinguen como
unidades; a los 5 DIV el agregado celular empieza a extenderse de
manera uniforme y tampoco se distinguen las células; después de 8
DIV las células ya han abandonado el agregado celular y se pueden
ver como unidades , 12 DIV el cultive ya ha llegado a
confluencia, y presentan una morfologia que coincide con la
reportada por Adler (1982), pero se ven los grandes micleos que
son tipicos de las células gliales (Whittaker, 1984) (serie de

fotografias 1).
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Caracterizacidon inmunocitoquimica de los gultivos.

Para determinar la pureza de los cultivos se utilizé 1la
técnica de inmunocitoquimica a la proteina &cida fibrilar de 1la
glia (serie de fotografias 2), encontrando gque efectivamente los

cultivos estan enriquecidos 90% en células gliales .

Cultivos en presencia de dibutiril AMP ciclico.

Se probé si el dibutiril AMP ciclco 1mM tenia influencia tanto en
la morfologia de las células como en la unién de L-aspartato 3u
en loé diferentes dias in vitro en la glia de Miller, ya que se
ha reportado que el dibutiril cAMP produce cambios morfoldgicos Yy
fenotipos maduros en las células gliales (Moonen et al, 1976 y
Moonen et al, 1975). Se encontré que en la glia de Miller en
cuitivo no hay influencia del dibutiril caMP ni en la unién
especifica de L-aspartico H? en los diferentes dias in vitro, ni
en. la morfologia de las células.(Grafica 1 y serie de fotografias

3).
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Serie de fotografias 1.Cultivo primario enriquecido en células
gliales de la retina de embrién de pollo de 7 dias. a) 1DIV b) S
DIV ¢) 8 DIV d) 12 DIV Aumento 400 X.
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Seiie de fotografias 2. cultivos de células de Miller 5 DIV
marcados con el anticuerpo policlonal contra la proteina &cida
fibrilar de la glia a), y sin el primer anticuerpo b).
400X,

Aumento
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Serie de fotografias 3. Cultivo, primaric de glia ‘de Miller en
presencia de 1mM de dibutiril cAMP. a)lDIV b)5DIV c)8DIV
d) 12DIV.Aumento 400 X.
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Unidn especifica de L. Hasp.

1.000
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Edad de! cultivo (DIV)

Grafica 1. Unidén especifica de L-Aspartato- 34. a membranas de

células gliales en condicidn control (®) 'y crecidas en presencia
de 1mM de dibutiril cAMP (0) donde sg aprecia gque no: hay
diferencias en la unidén de aspartato-°H en las dos. condi-
ciones.Los datos son el promedio +/- error estandar minimo de 3
determinaciones' por triplicado, procedentes de cultivos

diferentes.
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Cultivos en presencia de guiscualato y L-glutamato.

Se investigé si 100uM de glutamato o bién de su agonista el 4cido

quiscualico (50uM) tenian alguna influencia tanto en la morfolo-

gia como en la unidn especifica de L—aspartato-H3, ya que

Cornell-Bell et al (1990) reportan que (100uM) L-glutamato y

quiscualato provocan cambios morfolégicos en cultivos de células

gliales. El &cido quiscudlico se utilizé a una concentracién de

50uM, porque a concentraciones de 100uM se observé un efecto
gliotéxico en células de Maller.

El glutamato 100 uM no tiene influencia en las caracteristicas
morfolégicas de la glia de Miller en ninguno de los dias jin vitro
en que fueron examinadas (serie de fotografias 4). Tampoco
presentan cambios en la unién especifica de L-aspartato-H3 con
respecto al control en los diferentes dias de desarrollo "in
vitro" (grafica 2).

El &cido guiscudlico (serie de fotografias 5) tampoco produce
cambios morfolégicos con respecto a los cultivos control (serie
de fotografias 1), y con respecto a la unién especiifica de L-asp
u3 tampoco se observan diferencias significativas en esta

condicidén con respecto a los cultivos control (grafica 3).
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Serie de fotografias 4. cCultivo de células gliales de retina de
embriones de pollo de 7 dias; crecidas en presencia de 1004 de
glutamato. 2)1DIV b)5DIV ¢)8DIV d)12DIV.Aumento 400X.
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Serie de fotografias 5. Cultivo de células gliales de retina de
embriones de pollo de 7 dias, crecidas en presencia de 50 yM de
gquiscualato a)1DIV b)5DIV c)8DIV d)12DIV. Aumento 400 X.
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Union especifica de L. Hasp.
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Grafica 2. Unidn especifica de L-aspartato-H3 a membranas de
células gliales en condicidén control  (0) y crecidas en presencia
de 100uM de glutamato (®), donde se aprecia que no hay diferen-
cias entre el control y las células crecidas con 100uM de gluta-
mato. Los datos son el promedio i error estandar minimo de tres
determinaciones por triplicado, procedentes de cultivos
diferentes.
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Grafica 3. Unién especifica de L-aspartato-H? a membranas de
células gliales en condicidén control (e) y crecidas en presencia
de S50uM de quiscualato (0). Los datos son el promedio # error
estandar minimo de tres  detarminaciones por triplicado,
procedentes de cultivos diferentes.
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Efecto de 1% de FCs.

Se investigd si sembrar a las células gliales en 1% de suero y
posterior cambio a 10 $ de suero a las 48 hrs tenia efectos en la
morfologia y expresidn de receptores a L-aspartato—Hs, partiendo
del hecho de que el suero posee sustancias gque regulan las
propledades que presentan las células "in vitro" (Landisv et al,
1990; Barres et al, 1989), y que la ausencia de suero produce
cambios morfolégicos como son la aparicidén de multiples procesos,

y la adhesidn de las células al sustrato dando a las células una
apariencia de células diferenciadas (Moonen et al. 1975).

La presencia de bajo suero al inicio de los cultivos provocéd
cambios morfoldgicos apreciables en las células caracterizados
por una apariencia mas alargada y aplanada y una tendencia a
salir del agregado celular y a verse bién delimitadas en los
primeros dias de desarrollo in vitro (serie de fotografias 6)
en comparacién con los cultivos control (serie de fotografias 1).

Se encontré asimismo que sembrar a las células en 1% de FCS,
produce un incremento en la unién especifica de L-aspartato-H> y
este incremento no es reversible cuando a las células de Miller
se les cambia el bajo suero por 10% de suero (condicisén control)

(grafica 4).
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Serie de fotografias 6. cultivo de células gliales de retind Qe
embriones de pollo de 7 dias sembradas en presencia de 1% de
. suero a) 1 DIV b) 5 DIV c) 8 DIV d 12 DIV. Aumentoc 400X.
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Grafica 4. Unién especifica de L-aspartato-H3 a membranas de
células gliales en condicién control, y sembradas en medio con 1%
de suero, a los 1,5,8 y 12 _DIV donde se aprecia un aumento en la
unidén especifica de Lasp-H® en las células gliales sembradas en
presencia de 1% de sueroc en todos los dias de desarrolle in
vitro. Los datos son el promedio +/- error estandar minimo de
tres determinaciones hechas por triplicado procedentes de

cultivos diferentes. * Muestra que hay diferencias significativas

del control con respecto al problema, aplicando la prueba de
de Student": 1DIV P<0.05 y 5, 8 y 12 DIV P< 0.001.
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Conteg celular y guantificacion de timidina ﬂl
El incremento en la unién especifica de L-aspartato H3 podia
deberse a un aumento en el numerc de células o bién a un aumento
en el nimero de receptores en las células; para discernir entre
estas dos posibilidades se midié la incorporacién de timidina H3
Y se conté el numero de células en los diferentes dias de
desarrollo ip vitro en cultivos control y cultivos sembrados 1%
de suero. Al aplicarse la prueba estadistica "T de Student" se
vio uﬂ aumento significativo en la incorporacién de timidina u3
en células sembradas en bajo suero comparando con la condicién
control; en cuanto al numero de células s6le se encuentra un
aumento significativo a 5 DIV en cultivos sembrados en bajo suero
con respecto a cultivos control. Estos resultados parecen indicar
que sembrar a las células en 1% de suero produce un aumento en la
sintesis de DNA a 1 DIV que trae como consecuencia un aumento en
el nimero de células gue se verd posteriormente a 5 DIV.(grafica
5). A 12 DIV hay un aumento tanto en la incorporacién de timidina
H?® como en el numero de células, en cultivos sembrados en medio
con baja concentracidén de suero y en condicidn control. En culti-
vos de células de Miller en confluencia, ya ha sido reportado un
aumento en el mimero celular, debido al contacto entre célula y
célula, el cual induce incremento en la sintesis de DNA ¥y
divisién celular mediado posiblemente por uniones comunicantes

{Burke, 1989).
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Grafica 5.Conteo celular e incorporacién de timidina H3

(luci/16.5 hrs) en cultivos control (e) y cultivos sembrados con

1% de suero (0) , en diferentes estadios del desarrollo in wvitrg.

Los datos son el promedio % error estandar de 4-6 experimentos,*
Significa que hay diferencias significativas. del control con
respecto al problema, utilizando la prueba de "T de Student" p < 0.01.
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Caracteristicas farmacoldgicas de la unidn especifica de L-asp it
en células gliales sembradas con 1% de suero a 1 ¥ 12 DIV

Las células de Miller en cultivos control presentan un perfil
farmacolégico para la unién de L-asp-H? en el que desplazan
preferentemente dos tipos de andlogos: los inhibidores de sitios
de captura y anilogos que se unen a receptores postsinapti‘cos
(Lépez-Colomé y Romo de Vivar, 1991). Con el objeto de saber si
cambiaba la eficlencia con la que estos dos tipos de analogos
desplazaban al L—asp—H3 en membranas de células de Maller
sembradas en medio con 1% de suero, con respecto a los cultivos
control a 1 y 12 DIV se realizé un perfil farmacolégico de 1la
unidén de L—asp-H3.

Se probd la capacidad de diferentes compuestos de competir por
el sitio de unidén de L—aspartato-H3 a la membrana, llevando a
cabo el ensayo en presencia de 1mM del desplazador
correspondiente. Los compuestos se seleccionarqn ya sea por su
analogia estructural con el L-aspartato—H3, o bién por ser
agonistas o antagonistas de los diversos subtipos de receptores
de aminodcidos excitadores. Asimisimo se probdé el B-monohidroxama-—
to del aspartato (HMasp), el D-aspartato y el dihidrokainato, los
cuales se unen especificamente a sitios de transporte para L-
glutamato , L-aspartato y D-aspartato (Drejer et al., 1983).

Como se ve en la tabla 1 cuando se siembran las células en
bajo suero aumenta la eficiencia con la que desplazan al L-asp-—H3
los agonistas que se unen a sitios de captura tanto a 1 DIV como
a 12 DIV. Con respecto a los agonistas de los diversos subtipos

de receptores a 1 DIV el &cido quiscualico y su antagonista el
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GDEE aumentan su eficiencia para desplazar al L-asp~H3. En los
cultivos sembrados con 1% de suero a 12 DIV se ve que hay un
aumento de la eficiencia con la que desplazan al L—asp-H3 los
agonistas especificos para receptores postsindpticos: L glutama

to, D-glutamato, GDEE, NMDA y AMPA.
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TABLA 1

FARMACOLOGIA DE LA UNION DE L-ASPARTATO 3y
MEMBRANAS DE GLIA 1.Y 12 DIV SEMBRADAS EN 1% O 10% DE SUERO.

ANALOGO
L-ASPARTATO
L~-GLUTAMATO
D-ASPARTATO
D-GLUTAMATO
KAINATO
QUISCUALATO
AMPA

NMDLA

AP5

AP4

GDEE

HM-ASP

DHK

DIAS EN CULTIVO (DIV)

1

CONTROL
100
* 71
* 57
48

129
83
74
68
30

53

1% SUERO

100
88+6.9

11546.2

3624.7

' 774£0.5
119%10
80t9.5
69t4.4
66£6
79
15616
6015

12
CONTROL
100

66
32
54
30
66
54
69
59
66
30
54
51

1% SUERO
100
108:2 *
100£2.8 *
75%1.6 *
42%7.5
4281.6 *
104420 *
9315.9 *
586
78%5.2
79¢3.5 *
112¢8.6 *

60+1.2

Desplazamiento especifico de L-aspartato H> 25nM (10ul/175ul) por
andlogos de receptores de aminodcidos excitadores a concentracién
1lmM. Los datos representan el porcentaje de unidén especifica *
error estdndar con respecto al control minimo de tres determina-
ciones hechas por triplicado y con material procedente de culti-

vos independientes.
entre los cultivos control y los problema,

P<0.05,
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curva de saturacion para IL-asp }13- en células gliales 1 DIV
sepbradas con 1% de suero.

En este trabajo se midié la unién especifica de L-asp-H3 en
membranas congeladas de células gliales a 1 DIV sembradas en
medio con 1% de suero, en un rango de concentraciones de L-asp-H3
de 12.5 a 1200nM (grafica 6 izquerda), y se realizé el andlisis
de Scatchard de los datos (grdfica 6 der). A 1 DIV se encontré
dos sistemas de unidn a L-asp-H3 uno de alta afinidad Kp=150nM, y
Bmax=:;.6p.mol/mg prot (grafica 6 der), el cual permanece en el
mismo rango que los cultivos control (I<pez-Colomé y Romo de
Vivar, 1991); el otro sistema es de baja afinidad Kp=725nM Yy
Bpax=9.8 p.mol/mg prot‘ (grafica 6 der), semejante al que se
encuentra en cultivos confluentes de 12 DIV (grafica 7 der), ¥y
no existe en cultivos control a 1 DIV (LSpez-Colomé y Romo de
Vivar, 1991). El sistema de baja afinidad se inhibe competitiva-
mentg por HM-asp (inhibidor del sitio de captura de L-glu y L~asp
Johston et al, 1980), lo que parece indicar que este sistema de

baja afinidad pertenece a un sitio de transporte.
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Unidn especifica (p mo!/mg)

GRAPICA 6. CURVA DE SATURACION DE LA UNION DE L-ASP H3 A cuLTIvos

DE CELULAS GLIALES SEMBRADOS EN 1% DE SUERO 1 DIV
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curva de saturacion para aspartato-l{’ en membranas congeladas de
glia sembradas en presencia de 1% de suero.

1% de suero: Kp1=150nM, Bpax1=3.6 p.nol/mg de prot.
Kgp=725nM, Bhax2=9.8 p.mol/mg.de prot.
-it de suexo Kp3=160nM, Brax1=1.6 p.mol/mg de prot.

+ 1nM de HM asp: Kpa=2450nM, Bp,,5=9.8 p.mol/mg de prot.
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curva de saturacion para la unién de L-asp-H3 en gélulas
de Milller sembradas 1% de suero a 12 DIV

con el objeto de saber si los dos sitios de unidn para
aspartato a 12 DIV, .alta afinidad Kp=208nM, Bp,,=2 p.mol/mg de
prot y baja afinidad Kp=1242nM y Bp,y=7.4 p.mol/mg de prot.
(Lépez—caiomé y Romo de Vivar, 1991), cambiaban al sembrar a las
células en 1% de suero, se midié la unidén especifica de aspartato
H3 en membranas congeladas de células gliales de 12 DIV sembradas en
1% de suero en un rango de concentraciones de L—asp-H3 de 12.5 a
1200 nM (grdfica 7 izquierda) y se hizo el anadlisis de Scatchard
de los datos (grafica 7 der), encontrandose que no se alteraba ni
la Bpay Ni la Kg de los dos sistemas al compararlos con cultivos
control. Para comprobar si el sistema de baja afinidad era
un sitio de captura la curva de saturacién de L-asp-H3 se realizé
en presencia de 1mM de HMasp encontrando que el HMasp inhibe
compeéitivamente la unién especifica de L-asp-3 al sitio de baja
afinidad Brax control=7 pmol/mg de prot y BhaxiiMAsp=7 p.mol/mg de

prot.
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GRAFICA 7. SQURVA DE SATURACION DE L-ASP H® A MEMBRANAS
CONGELADAS DE GLIA DE 12 DIV SEMBRADAS CON 1% DE SUERQ

5 10
e Control

ol mM Asp - HM

H
+
—t

Unicn especifica (p mol/mg)
o
B/F (p molas /mg)10?

" 04 o8 12
[L-Asp-H>] pM B (p motas /mg)

'
curva de saturacién de L-asp H? a membranas congeladas, de glia a
12 DIV sembradas en presencia de 1% de suero. El ensayo esta
hecho en presencia o ausencia de 1mM de HMAsp.

0 1% suero Kp1=208nM Brax1=1.83 p.mol/mg de prot.
Kpp=1321nM Bp,y>=7 p.mol/mg de prot.

0 1%suero Kgy=127nM Bpax1=0.7 p.mol/mg de prot.

+ 1mM HMAsp . Kp2=3300nM  Bp,,>=7 p.mol/mg de prot.
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Efecto del suero imactivadoe sobre la unisn especifica de L-asp=hd

Se investigd si el efecto supresor del suero (10%) en la unidn
especifica de L-asp-H3 podia deberse a algun factor termolabil;
por esta razdén se inactivé el suero calentando 30 min a 60,C, ¥
midié la unidn especifica de L-asp-H® en cultivos de células de
Milller a 5 DIV que es la edad in yitro donde se observa una
mayor diferencia en la unién especifica de L-asp-H> entre culti-
vos control y cultives sembrados 1% de suero.

El' suero inactivado produce un aumento en la unién especifica
de L-asp-H3 similar al observado en cultivos de células de Miller

sembrados 1% de suero (grafica 8).

Hidrélisis de fosfatidil inosito) bifosfato

En cultivos de 1 y 12 DIV sembrados en bajo suero o en condi-
cién control existe una poblacién de sitios de unidn a L-asp—H3
que no se inhibe competitivamente con HM-asp (graficas 6 y 7) Yy
posibleménte corresponda a un sitio con caracteristicas
postsinadpticas, en estos mismos cultivos la unién especifica de
L-asp—HJ vpuede ser desplazada por analogos que actudan con
receptore_s metabotrépicos (Lépez-Colomé y Romo de Vivar,1991; y
tabla 1). Estos datos parecen indicar que la glia de Miller posee
réceptorés con caracteristicas postsindpticas que pueden estar
asociados - dl mecanismo de transduccién que induce hidrdlisis de
fosfat.i_dil inositol bifosfato, por esta reazén en este trabajo se
:{nvesﬁigé'si el sitio de alta afinidad para la unidén especifica
"de L-asp—H':’ estaba asociado a la hidrélisis de fosfatidil
inositol bifosfato. Con este objetivo, cultivos control 12 DIV se

incubaron con 4uCi de Mioinositol H3 por 24 hrs, se estimularon
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con andlogos de receptores a aminoidcidos excitadores . (1mM
concentracidn final), 30 min a 379C. Se encontré que andlogos de
receptores a aminodcidos excitadores son capaces de promover la
hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfato, con el siguiente
orden de eficiencia L-glu>L-asp>NMDA=QA=KA y el trans ACPD que es
uno de los agonistas mas especificos para producir hidrélisis de
fosfatidil inositol bifosfato en neuronas (Schoepp et al, 1990),
no produce hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfato en las
células de Miller (tabla 2).
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Grafica 9. Unidn especifica de Lrasp-H> a membranas congeladas de
glia de 5 DIV sembradas en: condiclén control (10% de suero), con
1% de suerc y con 10% de suero inactivado. Los datos son la media
* error estandar de 3 determinaciones hechas por triplicado, cada
determinacién procede de cultivos diferentes. * Muestra gque hay
diferencias significativas entre los cultivos control y los
problema, al aplicar la prueba estadistica "I de Student": suero
inactivado P<0.001 y 1% de suero P< 0,05.
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Tabla 2. Estimulacién del metabolismo de fosfoinositidos por
agonistas a receptores a aminoacidos excitadores 1imM, en cultivos
control de células gliales a 12 DIV. Los resultados estan expresa-
dos .en p.mol//mg prot y son la media % error estandar de 3-5
experimentos. * Muestra que hay diferencias significativas entre
los cultivos control y los estimulados, al aplicar la prueba 7%

Student: L~glu y L-asp P<0.001; NMDA, quiscualato y kainato
P<0.02.
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DISCUSION

El descubrimiento reciente de que las células gliales se
despolarizan (Bowman y Kimelberg, 1984), a pesar de considerarse
come células "no excitables"” en condiciones fisioldégicas
{Barres, 1991) ha ampliado las posibilidades de comunicacidén en
el SNC (Barres, 1989). Tanto los mecanismos moleculares que en
condiciones normales despolarizan a estas células, como las
consecuencias fisioldgicas de esta despolarizacién se desconocen.
Sin émbargo, su estudio se hace escencial ya que la glia
interviene no sélo en el mantenimiento de 1la homeostasis
requerida por las neuronas (Walz, 1989), sino en procesos como el
mantenimiento de 1la barrera hematoencefalica (Stewart vy
Coonmber,1986), la transmisién (Murphy y Pearce, 1987) y senales
de calcio a larga distancia (Cornell-Bell, 1990). En el caso mas
concreto de la glia radial, al estar intrinsecamente relacionadas
con lés terminales sindpticas de las neuronas (Brew y Atwell,
1987), podrian tener un efecto directo en la modulacidén de las
sefales pefviosas.

Ayagcgs mas recientes relacionados con la posible funcién de
diferéntes agentes que inducen despolarizacién en las neuronas,
sefialan que tanto astrocitos tipo 1 como tipo 2 poseen receptores
a aminoacidos.excitadores asociados 'a canales idnicos (Usowicz et
al, i;es,\aénsen v ch;u, 1991, Willie et al 1991, Gallo et al
1989; Ket;gﬂman y Schachner, 1985, Sontheiner et al 1988). En las
éélulas gliéles de Miller y los astrocitos tipo 1 existe. ademas -
un transportador electrogénico de glutamato y aspartato (Brew y

Attwell, 1987, Mobbs et al,1988, Cull-Candy et al 1988, Backus et
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al 1989, Clark y Mobbs 1992, Barres 1989, Sarantis vy
Attwell, 1990, Kimelberg et al 1989, Barbour et al 1991). Ambos
sistemas al activarse producen despolarizacién de la membrana.
Los astrocitos tipo 1 poseen ademds un receptor metabotrépico de
aminodcidos excitadores, a través del cual se activa 1la
hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfato (Jensen y Chiu 1991,
Glaum et al 1990, Nicoletti et al 1990, Pearce et al,1990 y
Cornell-Bell 1990).

Puesto que las células de Miller poseen receptores a aminodci-
dos excitadores (Brew y Attwell, 1987; Mobbs et al,1988; Sarantis
Yy Attwell, 1990; Barbour et al, 1991; y Ldpez-Colomé y Romo de
vivar, 1991), el objetivo general de este trabajo fué el de
determinar si estos receptores sufren cambios en sus propiedades
bioquimicas durante el desarrollo "in vitro", y si los mismos
obedecen a sefiales enddgenas o bién a factores extrinsecos.
Asimismo se hizo una caracterizacién farmacoldgica para tratar de
discernir la clase de receptores a aminoacidos excitadores
presentes en las células de Miller. Con este fin se investigé el
efecto de algunos compuestos asi como diferentes condiciones de
cultivo capaces de inducir la diferenciacién celular como son:
dibutiril AMP ciclico (dBu AMPc), aminoidciods excitadores (L-
glutamato y gquiscualato) y medioc con baja concentracidn de suero
(Moonen et al, 1975; Moonen et al, 1976; Hyndman 1984, Nicoletti
et al 1989) sobre las caracteristicas de los receptores de L-asp-
H3. Estos experimentos se realizaron en cultivos primarios
enriquecidos (90%) en células de Miller (serie de fotografias 2).
Es dificil determinar la contribucidn de los sitios de unidn a L-

asp—H3 pertenecientes a las células neuronales contaminantes, sin
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embargo si se comparan las Bmax de cultivos neuronales (Somohano,
1990} contra las obtenidas en nuestros cultivos a diferentes
etapas del desarrollo in vitro se observa que el numero de sitios
de unidn existentes en las células neuronales representa en el
mejor de los casos un 10% del total. De esta manera nuestros
resultados no se modifican de manera substancial por la presencia
de las neuronas en nuestros cultivos.

Inicialmente probamos el efecto de dBu AMPc, dado que se ha
demosﬁrado que la adicién de 1los compuestos que aumentan la
concentraccién de AMP ciclico en la célula producen importantes
cambios morfoldgicos en cultivos de astrocitos en confluencia,
los cuales se han asociado con la diferenciacién de los mismos
(Moonen et al, 1975, Barres et al 1989, Moonen et al, 1986 y
Fedoroff et al 1984). Sin embargo en nuestros cultivos de células
de Miller la presencia de dBu AMP ciclico mantenido durante todo
el desarrollo "in vitro" de los mismos, no produjo ningin cambio
morfolégico apreciable (serie de fotografias 3); asimismo no se
modificé la unidn especifica de L—asp-H3 por la presencia de este
andlogo no hidrolizable del AMP ciclico (grafica 1). Esta falta
de efecto del dBu AMPc podria deberse a la etapa de desarrollo en
la cual fueron obtenidas nuestras células , o bién a que no
aléanzaron a llegar al grado de madurez, in vitro
necesario para responder a este compuesto. A este respecto‘ se ha
observado que en cultivos de astroblastos de cerebro de ratén,
las célulﬁs gliales no responden al dBu AMPc si estas son
obtenidas en las primeras etapas del desarrollo fetal (Fedoroff

et al,1984). Ademas los astroblastos de cerebro de ratén al igual ou
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las células de Miller, no responden al dBu AMPc en los primeros 10
dias de desarrollo in wyitro:; cuando las células han llegado '

a confluencia; etapa a partir de la cual reponden al dBu AMPc con
cambios morfoldgicos (Moonen et al, 1975). .

Estudios morfoldgicos y bioquimicos han demostrado que 1los
aminoécidos excitadores inhiben la proliferacidén celular de
astrocitns en cultivos primarios (Hyndman, 1984; Nicoletti et al,
1990; Condorelli et al, 1989), provocan asimismo cambios morfolé-—
gicos (Cornell-Bell et al, 1989) y diferenciacidén en estas

células (Nicoletti et al, 1990; Condorelli et al, 1989).

En este trabajo se probd la influencia de L-glutamato y L-
quiscualato sobre la diferenciacién morfoldégica de las células de
Miller. Con este objetivo se estudid tanto la morfologia como la
unidn especifica de L-asp-}13 a membranas aisladas obtenidas de
estas células . Los resultados indican que ninguno de estos dos
compuestos provocan cambios en la morfologia (serie de fotogra-
fias 4 y 5) o en la unién especifica de L-asp-H3 durante el
desarrollo in vitro (grafica 2 y 3). La falta de efecto del acido
glutamico en las células de Maller podria deberse a que la
captura activa de este compuesto (Somohano y Lopez-Colomé, 1990),
disminuya de manera importante la concentracién del mismo del
medio extracelular, impidiendo de esta manera la activacién de
los receptores al mismo (Lépez-Colomé y Romo de Vivar, 1991). Sin
embargo este no puede ser el caso del quiscualato, dado que este
analogo del glutamato no se transporta por les sitios de captura
(Brew y Atwell, 1987). La falta de efecto del acido quiscualico

en las células de Miller in vitro podria deberse a que los
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cultivos se realizaron en medio con suero, y se ha reportado que
el efecto de los aminodcidos excitadores, en especial del 4&cido
quiscualico en astrocitos en cultivo, se amplifica cuande las
células crecen en medio sin suero o bién con baja concentracién

del mismo (Haas y Erdo, 1991; Nicoletti et al, 1991).

Por estudios morfoldgicos y bioquimicos se sabe, que el bajo
suero o ausencia de este en el medio induce la diferenciacion
fenotipica en cultivo (Murakami y Masui, 1980; Orly et al, 1980:
Hooneﬁ et al, 1976). En nuestro sistema experimental el sembrar a
las células de Miller en medio con 1% de suero y un posterior
cambio por medio c¢on 10% de suero a las 48 hrs en cultivo,
provoca un cambio morfolégico notable (serie de fotografias 6)
con respecto a los cultivos control. Desde 1 DIV las células
presentan una forma fusiforme similar a la de los cultivos
maduros de 12 DIV (serie de fotografias 1 y 6}. El bajo suero y
el suero inactivado producen un aumento en la unién especifica de
L—asp-H3 en las células de Miller (grafica 4 y grafica 9). Este
incremento no puede explicarse por una estimulacidén en 1la
proliferacién celular ya que unicamente a los 5 DIV, se observa
un aumento significativo en el numero de celulas sembradas en
medio con bajo suero con respecto a los cultivos control (grafica
5), mientras que el incremento de la unidén especifica de L-asp-H>
se mantiene hasta los 12 DIV (grafica 4). Estos resultados
sugieren un aumento en el numero de sitios especificos para L~
asp-H3 por mg de proteina.

Las células de Miller sembradas en medio de cultive con baja

concentracidén de suero a 1 DIV, no sdélo poseen una forma parecida
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a la de los cultivos madurcs a 12 DIV, sino que también presentan
un sitio de unidén de baja afinidad para L—asp-H3 (grafica 6)
semejante al que se encuentra tanto en cultivos maduros a 12 DIV
como en retina completa (grafica 7, Lépez-Colomé y Romo de Vi-
var,1991 y Somohano et al, 1988), el cual no se encuentra
presente en cultivos control a 1 DIV (Lépez-Colomé y Romo de
vivar, 1991). Este sitio de unién de baja afinidad podria
corresponder a un sitio de transporte ya que se inhibe
competitivamente por el HM-asp (grafica 6 y 7), compuesto que
inhibe competitivamente el transporte electrogénico de ami-
noacidos excitadores en la glia de Miller de salamandra (Barbour
et al, 1991). Otra evidencia de que este sitio de baja afinidad
corresponde a un sitio de captura, es el aumento en la eficiencia
para competir por el L-asp—H3 observado en compuestos que
interactian preferentemente con sitios de captura, mismo que no
se revierte al cambiar el medio por otro conteniendo 10% de
suero.

En células sembradas en medio con baja concentracién de suero
a 1 y 12 DIV también aumenta la eficiencia del desplazamiento del
L—asp-H3 por compuestos que interactuan preferentemente con rece-
ptores de tipo quiscualato, con caracteristicas postsinapticas.

Todos estos datos sugieren que la presencia de suero en el
medio de cultivo, impide la expresién de sitios de baja
afinidad (posiblemente de sitios de captura) y altera la
eficiencia con la que diferentes compuestos desplazan al L-asp-H3
en las membranas de las células de Miller en cultivo.

Una de las principales funciones de las células gliales es la

de remover el glutamato y aspartato del medio extracelular (Logan
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Yy Snyder, 1971; Balcar y Johnston,1972) evitando gue estos
compuestos lleguen a ser neurotdxicos para las neuronas (Baudry et
al, 1983). La captura de L-asp-H:’ ha sido medida en cultivos
primarios de células de Miller observandose un aumento en la
capacidad del sistema a los 5 DIV (Somohano y Lépez-Colomé,
1990), lo cual coincide con el tiempo in yvivo en que comienza
sinaptogénesis (Grosse et al, 1987). Los resultados obtenidos en
este trabajo muestran que la aparicién de los sitios de captura
de al.ta afinidad se puede regular por 1la concentracién
extracelular de suero; si en etapas tempranas del desarrollo de
1‘a retina, ocurre un accidente vascular por ejemplo la isque-
mia/anoxia que trae como consecuencia la extravasacién de protei-
nas y aminoacidos del suero, o ruptura de la barrera hemato
encefalica (Glumerlock, 1989), la alta concentracién de suero en
el fluide extracelular podria impedir la expresién de sitios de
captura en las células gliales. Al no existir estos sitios de
captura, no se podria retirar del medio extracelular el acido
glutdmico 'y aspartico que se producen por un aumento de la libe~
racidén neuronal, produciendose muerte neuronal por excitoto-
xicidad (Choi,1988).

Por el momento no sabemos cual es el mecanismo intracelular
que dispara la diferenciacion de las celulas de Miller y . la
aparicidn de sus sitios de captura, una hipdétesis puede ser, que
se esté induciende una especie de choque térmico. Ya que se ha
visto que las proteinas asociadas a choque térmico se pueden
inducir ademés de con choque térmico, con altas temperaturas, pbr

estimulacidn con suero, por analogos de aminoécidos, por isque-
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mia, o bién por procesos normales del desarrollo celular (Stoklo-
sinski et al, 1992). En células de neuroblastoma se ha comprobade
que al inducirles choque térmico se puede producir diferenciacién
celular (Stoklosinski et al, 1992). Se ha visto que la proteina
de choque térmico Hsc70 aumenta mucho cuando las células estan
creciendo dividiendose o por leves choques térmicos (Pelham,
1986, Sorger y Pelham, 1987). En la linea celular Hela se puede
inducir choque térmico al incubar estas células en ausencia de
suero y después estimularlas con alto suero, en estas mismas
células el gene que codifica la proteina de cheque térmico Hsp70
tiene una secuencia transcripcional regulada por estimulacién por
suero o por choque térmico (Wu y Morimoto, 1985). En el SNC la
isquemia, puede producir en neuronas y astrocitos la aparicidén de
proteinas de choque térmico (Sprang y Brown, 1987), probablemente
el aumento en la concentracién de suero en el medio extracelular
como consecuencia de la isquemia - (Gumerlok, 1989), active 1la
secuencia transcripcional que regula la aparicidén de las
proteinas de choque térmico como sucede en las células Hela (Wu y
Morimoto, 1985). Todas estas evidencias llevan a pensar que los
cambios morfolégicos y bioquimicos observados al inducir madurez
en las células de Miller en cultivo variando la concentracién de
suero, pueden estar relacionados con la induccion de una o unas
proteinas de chogque térmico las cuales nc siempre estén relacio-
nadas con situaciones de tensién celular, ya dgque aparecen en
procesos normales del desarrollo (Pelham, 1986). Para resolver
esta pregunta haria falta hacer experimentos adicionales,
buscando estas proteinas de chogque térmico cuando las células

estan en presencia o en ausencia de sueroc, comparados con culti-
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vos sometidos a choque térmico.

A 1 y 12 DIV en células de Miller sembradas en medio con 1 %
de suero existe un sistema de alta afinidad que se inhibe no-
competitivamente por HM-asp (grafica 6 y 7), compuesto gue inhibe
no competitivamente la hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfa-
to en las neuronas (Ormandy, 1992). Asimismo el perfil farmacolé-

gico de la unidén especifica de L-asp-H3 €N membranas de células

de Miller, coincide con el descrito para receptores metabotropi-
cos en células gliales (Lépez-Colomé y Romo de Vivar, 1991;
Nicoletti et al, 1990; Murphy y Pearce, 1988, Jensen y Chiu,
1991; Glaum et al, 1990; Cornell-Bell et al,1990), en este traba-
jo se investigd la presencia de receptores metabotrépicos asocia-
dos a la hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfato. Nuestros
resultados indican que las células de Miller tienen receptores a
aminoAcidos excitadores acoplados al metabolismo de fosfoinositi-
dos con el siguiente perfil de eficiencia L-glu=L-asp>NMDA=QA=KA
y el trans-ACPD el agonista mas selectivo para el receptor meta-
botrépico en neuronas (Schoepp et al, 1990; Farrogui y Horrocks,
1991), no induce hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfato en
estas células (tabla 2). En las células de Miller, astrocitos
tipo 1 y células granulares del cerebelo, el L-glu, KA y QA
producen hidrolisis de fosfatidil inositol bifosfato (Nicoletti
et al,1990; Jensen y Chiu,1991; Glaum et al,1990; Pearce et al,
1990; Cornell-Bell, 1990; Nicoletti et al, 1986; Raulli y
Wrobleswki,1991; Wrobleswki et al, 1987). A diferencia de astro-
citos tipo 1, 1la glia de Miller y las células granulares del

cerebelo responden al L-asp y NMDA activando. el metabolismo de
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fosfoinositidos, aunque con diferente eficiencia dependiendo del
tipo celular (Nicoletti et al,1990; Jensen y Chiu,1991; Glaum et
al,1990; Pearce et al,1990; Cornell-Bell, 1990; Nicoletti et al,
1986; Raulll y Wrobleswki, 1991; Wrobleswski et al,1987).

El hecho de que las células gliales de Miller posean un
receptor asociado a la hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfa-
to con caracteristicas farmacoldgicas diferentes a las que posee
el receptor encontrado en astrocitos tipo 1 se puede explicar con
base en la existencia de una familia de receptores metabotrépicos
de glutamato clonados recientemente (Tanable et al, 1992), la
cual estd codificada por genes diferentes (Tanable et al, 1992).

Los receptores a glutamato que activan el metabolismo de los
fosfolipidos de inositol en neuronas, poseen caracteristicas.
farmacoldgicas diferentes dependiendo del &rea de SNC donde se
encuentren (Schoepp et al, 1990). Es posible que en las células
gliales suceda lo mismo, que sus receptores posean caracteristi-
cas diferentes dependiendo del lugar donde se encuentren.

Uno de los resultados mas importantes de este trabajo fué
demostrar que la glia de Miller posee sitios de unién de alta
afinidad para L-asp-jH, que es un agonista para el receptor NMDA
(rev. Watson y Abbot, 1991) (grAficas 6 y 7). La unidn especifica
de L-asp-H, puede ser desplazada por NMDA y su antagonista el APS
(rev. Watson y Abbot, 1991) (tabla 1). Tanto el NMDA como el L-
asp producen hidrolisis de fosfatidil inositol bifosfato (tabla
2). Todas estas evidencias llevan a pensar gue la glia de Miller
en cultivo posee receptores funcionales de NMDA acoplados a la
cascada de los fosfolnositidos. Este hallazgo es importante ya

gque hasta ahora solamente se han encontrado receptores no-NMDA
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en las células gliales (Nicoletti et al 1990; Pearce et al, 1990;
Cornell-Bell et al, 1990).

En conclusidn se ha caracterizado bioquimicamente dos sitios
de interacciodn de aminoacidos excitadores en la glia de la reti-
na: Un sitio de interaccidén de baja afinidad que podria
corresponder a sitios de captura electrogénica, ya gque se inhibe
competitivamente por el HM-asp, y otro de alta afinidad el cual
posiblemente corresponde a un receptor asociado a la hidrdélisis
de fosfatidil inositol bifosfate, el cual comparte caracteristi-
cas farmacoldgicas con el receptor expresado en astrocitos tipo 1
¥y en células granulares del cerebelo (Jensen y Chiu, 1991;
Nicoletti et al, 1986; Wrobleski et al, 1987; Raulli y
Wroblewski, 1991; Glaum et al 1990, Nicoletti et al 1990, Pearce
et al 1990 y Cornell-Bell 1990). Estas dos poblaciones de
receptores sufren cambios tanto durante el proceso normal de
diferenciacién in vitro como cuando se induce este proceso

mediante cambios en la composicién del medio de cultivo,
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