
IS-O 
.. 2-e'j 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
DE MEXICO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

CARACTERIZACION DEL. SITIO DE GLICIN,a. 

INSENSIBLE A ESTRICNIN,a. EN 1...,a. RETINA 

T E s ] s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

B 
p R 

AD .. IAN 

E 

o L 

s E 

RODRIGUEZ 

MEXICO, O. F. r:.··· 

TISIS COR 
f ALLA DE OUD 

o 
N 

G o 
A. 

CONTRERAS 

19Q7 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



11 
VMIVER'".llAJ) NACJ°""'~ 

AVfo.llf"'Jlt1A DE 
MEXIC,P 

M. c:n C. Virginia Abrin Barule 
Jete de: la División de Estudios Profesionales de la 
¡-;acuitad de Ciencias 
Presc:nte 

Comunicamos a usted que hemos revisado el tr.1bajo de Tesis: 

Caract:er1.zac:16n del Si.ti.o de Gl:ic:ina Insensible a Eat:ricn.:ina en la Ret.i.na. 

realizado por Adr:Uin Rodr!guez Contr~ras 

\.'.un número de cuenta 935043 7-3 • pasante de la carrera de B:iolog~ 

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio. 

1>1rec1ur lle Tc"1' 
l'r1•ri1c&ant• 

l'ro•r>10:1ar11• 

Prupn:aariv 

Surh:nte 

Atentamente 

f\ (\. L.i~" f\ ( 
Dra. Ana Mar!a L6pez Colomé 1,b..- \l.>-. .---.- ~ 

Dr. Maur:ici.o D!az Muñoz """1 b':"'- "'Z ~ 
Dra. Har!a Eugen:ia Gonsebatt Bonapart~ k-t::L-é6'/ 

Dra. MarXa Msa Fan~~~ ~· ,~jb~ 
M. en c.~..JJ a e a Argiiez ~ y:,,;~ 



A Jen, Febrero de 1997. 



Este trabajo se llevó a cabo bajo Ja dirección de Ja Dra. Ana Maria 

López Colomé. en eJ Departamento de Neurociencias del Instituto de 

Fisiología Celular. U.N.A.M., y con el apoyo parcial del donativo 

CONACYT 400346-5-3375N. 

Adri3n Rodríguez Contreras fué becario del Programa Iniciación 

Temprana a la Investigación y a la Docencia (primera y tercera etapas). y 

del Programa de Becas para Tesis de Licenciatura en Proyectos de 

Investigación (Fundación U.N.A.M.) durante el periodo de septiembre a 

febrero de 1996. 



Agradecimientos. 

A la Dra. Ana Maria López Colomé, por su entusiasmo y comprensión, por 

sus comentarios y por su amistad. 

A los miembros del jurado Dra. Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte; Dr. 

Mauricio Díaz Muñoz; M. en C. Aida Nelly García Argáez y Dra. Maria 

Luisa Fanjul Peña .. por sus comentarios y sugerencias. 

A mis compañeros de laboratorio por su invaluable paciencia. 



Indice. 

Resumen ..........•...••..••.............•..............••.•..••..•...••....•.•. 3 

Abreviaturas . . . . . . . . . . • . . . . . . . • . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . • . . . • . . • • • . . . • • . . . . . • • • . • • . • 5 

l. Introducción. 

1. Estructura del ojo . . . . . . . . . . . . • . . . . . .. . . . . • . . . . . . . . . . . • . . . . . • . . • . . . . . • . • . . . • • . • . . . 6 

2. La retina: un modelo de estudio para la neurotransmisión. • . . • . • . • • • • . . . • . . . . . . . . • . . . . . . . 9 

A. Estructura de la retina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • • . . . . . . . . . . . . • . . • . . . . . • . . . . . . . . . . • . . . 9 

B. Neurotransmisión en la retina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13 

3. Neurotransmisión excitadora . . . • . . . . . . . . . . . . . . . • . • . . . . • . . . . . . • . • . . . . . . . . . . . . . . . . . 14 

A. Receptores glutarnatérgicos. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15 

B. Distribución de los receptores de NMDA en el SNC y en la retina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22 

C. El sitio de unión a glicina en el receptor de NMDA ...............................•.... 26 

11. Planteamiento del problema . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32 

111. Materiales y métodos. 

l. Obtención de membranas sinaptosomalcs ................................... : ...•.... 33 

.:?. Experimentos con Gticina-H1 
••.•.••••••...••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.• 34 

,\.. Experimentos de inhibición .........................................•............. 34 

B. EXf1'Crimcntos de saturación ....................•.....•......••..•..•.............. 36 



2 

C. Experimentos con respcclo al ticmJX> ................................................ 36 

D. Efi .. ~to del pJ.f .••.•••••••.••••••.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 36 

3. Estadistica ....................................•.........••.............•....... 37 

4. Reactivos .............................•........................................ 37 

IV. Resullados. 

1. Análisis tarmacológico de la interacción de glicina-H3 a membranas sinaptosomaJes 

de la retina ....................................................................... 38 

2. Cinética de la unión de glicina-H3 a receptores insensibles a estricnina en Ja retina ........... 41 

3. EfCcto del pH sobre Ja unión de glicina-H3 a membranas sinaptosomales de Ja retina ......... 47 

4. Efecto de ligandos que interactúan con el receptor de NMDA en Ja unión de glicina-1-1 3 a 

membranas sinaptosomales de Ja retina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .47 

V. Discusión 

J. Fannacología .................•........................•...........•............ S 1 

2. Cinética de la unión de glicina·H3 
••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 54 

3. Modificación de la unión de glicina-H3 en membranas sinaptosomales de Ja retina .....••.... . 56 

VI. Conclusiones ..............................................................•... 62 

VII. Referencias •............................•.......................••............ 64 



Resum~n. 

El receptor de NMDA es una proteína oJigomCrica que forma un canal catiónico el cual participa en 

la ncurotr.111smisión excitadora tanto en el sistema nervioso central como en la retina de los 

vencbrados. En d sistema nervioso central. Ja actividad de dicho canal puede ser modulada por 

varios compuestos. tanto endógenos como exógcnos. y particulan11entc por la glicina que es 

coagonistu del g.lutrunato. La divcrsidnd funcional de Ja ncurotransmisión excitadora rápida se debe 

principahm.m1e a la existencia de varias subunidadcs homólogas que detcnninan configuraciones de 

receptores glutamatérgicos con diversas estcquiometrias. Estas diforcncias estructurales constituyen 

Ja base funcional de los diversos efectos del glutamato. tanto en condiciones normales como 

patológicas. Por otra pm1c. existe evidencia de que Jos receptores glutamatérgicos en Ja retina. en 

particular el receptor de NMDA. panlcipan en varios procesos análogos a Jos que ocurren en el 

sistema nervioso central (c.g .• dif'erenciación. establ~imiento de los circuitos neuronales durante el 

dcsarroJJo y ncurotoxiddad). El propósito de cs1e tr..1bajo fué la caracterización del sitio de glicina 

insensible a estricnina en la rctin~ desde un punto de vista farmacológico y cinético. p..'U"a Jo que se 

cmplc..~1 la técnica de unilin de radioligandos midiendo la unión de glicina-1-J 3 en mcmbrdnas 

obtenidas de tcnninales sinilpticas de las capas plexifonnes ex tema (fracción P l) e interna (fracción 

P2) de retinas de pollos de 1 a S días de edad. Los ensayos se realizaron a temperatura ambiente y en 

una solución amoniguada con Tris 4.5 mM y Hcpcs 5 rnM (pH = 7.4). en condiciones de equilibrio. 

La unión específica de glkina-HJ en Jos ensayos fue del 60 al 80 o/.. de Ja unión total. Dicha unión es 

rcvcrsihlc. sutumbh.: (ku =""- 1-10.31.:?35 ± 0.000061 nM. Bmá'I: = .:?.381 ± O.J-164 pmol/mg de pn"ltcína 

en PJ y ku = 196.7:? ± 0.0000:?307 nM. Bmd.'IC: = J.:?.70 ± :?.25 pmul!mg de proteína en P.:?J y 
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presenta un perfil fam1acofógico con aha afinidad por los agonistas glicina (lc50 = 1 .36 µ1\.1 en PI. 

Jc50=J1.01 J.tl\.f en P:!.) y D-scrina (fcSO = 61.96 µM en PI. lc50 = 66.23 µM en P2). y por el 

agonista parcial del sitio pard glicina en el receptor de NMDA ácido J-amino-dcl0propil carboxilico 

(lc50 = J .00 µM en P J. Jc50 = 6.067 µl\'f en P2). Sin embargo. Ja potencia de dos de Jos an1agonis1as 

más selectivos pard el sitio de glicina en el recepror de NMDA. ácido 7-cloro kinurCnico y ACEA-

1021. e:o; baja (JcSO > 50 µM y 500 µM respectivamente). Por otra pane, Ja intcracciün con ligandos 

glicinérgicos (agonistas y antagonistas) que uctiian sobre receptores de tipo ir1hibidor postsimiptico. 

como el alcaloide estricnina, fué de muy baja afinidad (lc50 = 398. J J µM en P 1 y 25 1. J 9 J.tM en 

P2) Jn cual puede explicarse en términos del ambiente iónico y del rdc.Jioliga11do. La unión especifica 

de glicina-H:i no se modifif.:a en presencia de agonistas y antagonistas del glutanmto. sin embargo a 

pi l ...-;:: 7.4 disminuye. de manera concordante con estudios funcionales que dcn1uestran que la 

afinidad de la glicina en el receptor de NMDA disminuye de manera paralela u la frecuencia de 

.-ipcnurJ del canal (Tang y col .. 1989; Traynclis y CuJl-Candy, 1990). Por otra parte. la variaciOn de 

Ja unit-ln ~JX."Cítica de glicina-HJ en el imervéllo de pH de 5 a 9 concuerda con lil panicipnciün e.Je 

residuos de aminoácidos qu~ son relevantes para la lbnnación del sitio de glicina en el receptor de 

NMOA. Estos resultados indican que en Ja retina, Ja gJicina además de funcionar como trJnsmisor 

inhibidor a través de receptores sensibles a estricnina. podría füncionar como coagcmisra c.xcitador 

en los receptores de Nl\..fDA a través de un sitio que presenta dif"crencias importantes con respecto al 

carnctc:rizado en neuronas del sistema nervioso central. 



ACEA 102: 1 = S-nitro-6. 7-dicloro-l ,4-dihidroquinoxalina-2,3-diona. 

ACPC = Ácido 1-amino ciclopropil carboxilico. 

ACPD = Ácido l -aminociclopcntano-1,3-dicarboxilico. 

AMPA = Ácido a.-arnino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiónico. 

AP4 = Ácido 2-amino-4-fosfonopropiónico. 

APS = Ácido 2-amino-5-fosfonoheptanóico. 

AP7 =Ácido 2-amino-7-fosfonoheptanóico. 

Ci = Curie. unidad de radioactividad. 

7-Cl-K = Ácido 7-cloro kinurénico 

ONQX = 6.7-dinitroquinoxalina-:?.3-di-ona. 

EDT A = Ácido etilen-diamino-tetra acético. 

GABA = Ácido y-wnino butirico 

Gli =Glicina 

Gli-HJ =Glicina tritiada 

Hepcs =Ácido N(:?-hidroxietil)pipcrazin-N"-(2-etanosulfónico). 

k.... 1 = Constante de asociación. 

k. 1 = Constante de disociación. 

L-glu = Ácido L-glutámico 

MK-801 = Dizoscilpina. 

mGluR = Receptor metabotrópico glutamatérgico. 

mRNA = RNA mensajero 

NMDA = Ácido N-mctil-0-aspártico 

SNC = Sistema nervioso central 

Tris = Tris {hydro11.i-mc:til)wnino metano. 
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l. lnrroducción. 

J. Es1ruc1ura del ojo. 

El sistema visual de los vertebrados presenta una organización anatómica muy conservada en la 

escala tilogcnética.. que se ha modificado funcionalmente de acuerdo a las necesidades y medio e.Je 

vida de una gran varic.."Ctad de organismos. EJ ojo es un componente esencial de este sis[cma. pues 

actúa como thtorreccptur y permite la transducción de la señal luminosa a los centros de inrc..•gradón 

l<lculizados en el SNC. Dichas f'unciones se Jlevan a cabo gracias a la organizaci6n anatúmica de: 

\'arios tcjidCls en rres capas principales. La capa más externa, fonnada por la córnea y la esclerótica. 

prutc..•ge mccanii.:amcntc ¡t las estructuras internas; la córnea. localizada antcrionncntc. se con1ponc 

principalmente de libros de colágena rodeada" por una delgada capa de c..•pirclin en un arrcglc.1 tal 

q;..rc fü.lquicrc una apariencia rranslúcid~ por Jo que participa en Ja transmisión de 1~1 luz ayudando a 

cntUcar Jos ruyus que pasan a través de ésta. En Ja córnea existen libras nerviosas que se disrrihuycn 

desde Ju periferia hacia el centro de Ja misma. y que se asocian con nociceptores y rcrmoceprorcs 

sensibles :.11 frio pero nn ul culllr (HoJe Jr .• 1990). La cúmca se contint.ia postcrionncntc con 1<1 

esclcrrlrica o cs1 . .'lcra que en los humanos representa a Ja poTCión hlanquccina del ojc.'>. Esta pune !.e 

comrone principalmente por tejido conectivo que sirve de soporte a Jos mUscuJos extrínsecos del 

ojo: en Ja región mas posterior presenta un punto de contacro con la meninge 1nás c."'C:tcma (la 

duramadre). así como un orificio que permite la va.c;cularización de la capa intenncc.Jia. y Ja s~1Jida 

del nervio ,·1ptico hncia Jos nliclcos Jocnli2.:1dos en el toHwno y en el ccn.•bro medio cu el Sl\:C. Con10 

ya se ha mencionado. la capa intennc.."Cfia es vascular. provee de: nwricntes u las <ltn1s cupas y 
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Figura l. Esquema de una sección horizontal de un ojo de vertebrado superior. E .. esclera; Co. 

coroides; EP. epitelio pigmentado; RN. retina neural; NO. nervio óptico: l. iris; CA. cámara 

anterior; L. lente; c. córnea (modificado de Farber y Adler. l 986). 

8 

-- .. -------···- ,, ______ , __ ·"·--···----------------



2. La retina como modelo de estudio para la neurolransmfslón. 

La idea actu¡¡J que se tiene acerca de la organización celular de la retina de los vertebrados se basa 

prindpulmcntc en los trabajos de Cajal ( 19.28) y más recientemente en el trabajo de Boycott y 

Dowling ( 1969). Tanto por su accesibiJidad y facilidad de manipulación. como por sus 

cnrnctcrislicas anatómicas y funciona.les se ha propuesto a Ja retina como un modelo !o!Xpcrimentul 

pura c..""Stu<liar procesos análogos a los que ocurren en el SNC (Farhcr y Adlc:r. 1986). que como el de 

la ncurotoxicidad gcnera<la durante eventos de estrCs oxidativo. la isquemia o la hipoxia, están 

ampliamente relacionados con la ncurotransmisión excitadora (Olncy y col., J 986: Lornbardi y col .• 

J 994: Ago~thino y col.. 1995). 

A. Es1ruclur11 de la relina. 

Estructural y funcionaln1cntc se han descrito en la retina una porción no neural y una porción nc.~ural 

o sensorial que presentan un patrón anatómico altamente conservado en la filogenia de los 

vcrtcbrndos (Rodieck, J 973). y que en alguna.,.-. especies presenta diferencias an;.1lúmicas y 

funcionales que seguramente reflejan el resultado de pro..::esos de tipo evolutivo y aJaptativo 

(Wikler y Finlay. 1989). La retina no neural, como ya se ha mencionado. corresponde al epitelio 

pigmentado. que es una capa de cCJulas hexagonales que descansa sohrc la membrm1a de Bruch y 

que ft..-inna panc de Jo que se ha dcnmninado como barrera hcm¡1torrctiniana. pues c0n1n1la el flujo 

de h.mcs y de con1pucstos corno ciertos an1inollddos y vitaminas desde J;L .. capa .. má.., cxtcnms dd 

ojo hacin la re1ina nc-ural. en csp1..-cial desde los capilares localizados en la coroides. En la pon.:ión 
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ncurnl s\! localizan los tb10rrcccptorcs. neuronas y células gliales. que mantienen rclm.;ioncs 

tlmcinnalcs y tróficas específicas entre sí • con el epitelio pigrnentudo. y con neuronas lncalizaJa.-. 

en nl1clcos espccificos del tálamo y Jel cerebro medio en el SNC. El c.1rigen embrionurin de la retina 

es el tubo ncural. que en etapas muy tempranas fonna dos cvaginacionc:-. que correspundcn a las 

vcsiculas c.ipticas. y que posteriormente se invaginan par..t formar las copas ópticas. Las células Je la 

pared interna de esta.-. estructuras dan origen a la porción neuml y no ncural de la retina mediante un 

proceso de diferenciación que aún no se entiende del todo. En la retina del adulto todas las célulus 

son postmitútica.-.. y en ténninos generales se pueden identificar. por su posición. fnnna. 

propiedades bioquímicas y función. 6 tipos celulares: los fotorreceptorcs (conos y ha:-.tones). lns 

células horizontales. las células bipolares. las células amacrinas. las células intcrplcxifonncs y las 

ce;!lulas ganglionares. La estructura de la retina neural. como la de otras estructuras 4uc partid pan c..·n 

la vía visual. es de tipo laminar. En ella se pueden distinguir 5 capas. de las cuales tres son ccluh1rcs 

y dos son sinñptkas (ver figura ::?). La capa nuclear externa contiene a los somas de lus 

Jbturrc..""Ccptui·es (conos y bastones). que establecen sinápsis con intcmcuronas localizadas c-n la cupa 

nuclear interna formando la primer capa sináptica o capa plcxifonnc externa. Ln capa nuclear 

intcnm contic..•nc los sl1n1as de las células bipolares. horizontales. mnacrinas e in1crplcxithnncs. Ln:-. 

célula.o,; hnri;:ontuks y ainacrinas particip;:m rcspc..""Ctivarn.:nh..• en las interacciones laterales Je la 

región superior e inferior de la capa nuclear interna; las células intcrplcxifi.lnncs, comu su nombre 

lo indica. establecen conexiones en mnbas capas sinápticas. Las céluln~ bipolares transmiten l<.1 

intl"lnnaciún transducida por los fotorrci.:cptores a las células ganglionares, fi1nnnndo asi la capa 

sinúptica inlc1Tia n capa pkxitOn11c interna. en la que participan las e~lulus an1acl'inas e 

intcrplcxifom1.:s. y que tiene la particularidad de estar vascularizada en algunas especies Je 
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vcrt..:hmdos: en el caso de las aves. la rctinn neural es avascular. Finalmente. de la c;:1pu e.le h1s 

célula..<i. g.ungtionarcs se proyt...-cta el nervio óptico hacia los centros de C\.lntrol e intc.:gnu:iún Je la 

intOm1ación visual localizados en el cerebro medio y en el tálruno. 

Otro tipo celular importante en la fisiología retiniana es la glía. En la mitad interna de las 

retinas vascularizadas se han identificado astrocitos. glía pcrivascular y microglia. y en algunas 

U\'cS se han descrito células mietinizantes (Furber y Adler. 1986). Independientemente de la 

vasculatura retiniana.. c"'istc un tipo glial muy caracteristico: la glía de MUllcr. que es de tipo rac.lial. 

Las proyccci\.mcs Je estas células se ex.tienden desde la parte basa.l de la capa de las células 

ganglionares hasta el limite superior que rodea a los segmentos C}'o.tcmos e.le los fi.1torrcccptorcs; 

'""~tas ~ctulas poseen mc..-canismos de captura de aminoácidos y ~istemas cn.Lim;lticos que Cl'.Hll\.l d de 

la g.lutamino sinh:tasa (que es c..~c..--ncial en el metabolismo del glutrunato) y d de la unhidrnsn 

car~única (involucrada en el balance d.:l pl-1) son relevantes para la función currc..:ta y 

mantenimiento de los circuitos neUr.Jlcs en la retina. Aparte de su participación en las interacciones 

metabc..llicas. este tipo celular participa de manera importante en la estrutiticación de ta retina 

durante el Jcsurrollo, y muy probablemente en la formación de tu barrcr.i hematurrctiniana (Tout y 

cnl .. 1993). 
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J EP 

J FR 

MLE 

J CNE 

:::J CPE 

J CNI 

:::J CPI 

J CCG 

Figura .::?.. Organización celular en la retina. l\..fLE. mcmbrdlla limitWltC cxtc1na; MLI. mcmbnma 

limitantc interna; EP. epitelio pigmentado; FR. fotorrcccpton ... ~: CNE. capa nuclear externa: CPE. 

capa plcxifonnc externa; CNI. capa nuclear interna; CPI. capa plcxifonnc interna: CCG. capa de lm• 

células ganglionares; R. célula fotorreccptora; H. célula horizontal; B. cCJula bipolar; A. célula 

omacrin:J: G. célula ganglionar. M. glía de MOller(modificado de Rodicck. 1973). 
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B .. Ncurolransmlsión en la rcdna .. 

En lu rctinu se lm identificado a todos los aminoácidos ncuro<Jctivos. así como las enzimas 

invoJucmdas en su mctnbolismo. En 1986, ~larc demostró que existe una organización 

ncuroquimica precisa en la capa ph:xifonnc interna basada en la distribuci1"m de Jos uminoácidos 

OABA. Gli y L-gJu. Postcrionnentc. con la aplicación de tCcnicas inmunncitoquimicas se hu 

comprobado que la citoarquitt!ctura de h1 retina puede describirse con una ba:,,e ncuroquimh.:a. de lal 

manera. que en Ja vía vertical (en la que los fotorrcccptorcs. las cdulas bipolares y l¡1s cClulas 

ganglionares establecen sinapsis) predomina el L-glu como ncurou·o::msmisor. mientra:-. que en 1.ts 

vias horizontales (en la que panicipan cCJulas horizomales. imerplcxifom1cs y ;.unal.'.rina~) 

predominan el GABA n Ja Gli (Ehingcr 1977; Yazulla. 1986: tvfa.,.sey y Rt.'<lburn. 19S7: Ehingt.•r y 

col.. 1988: Ehingcr, J 989; f\..farc, 1989: Marc y col., J 990; 1\.1assey. l 990; Orür1t.·rt y \\'iisslc. 1990: 

Kalloniatis y Marc. 1990; Davanger y col.. 1991); incluso. la coexistencia de varios Uc los 

aminoñcidos mencionados puede ser ütil en la descripción e;:" idcntificaciün de subtipos celulares 

im(X'lrtamcs en los circuitos celulares de este órgano <Kalloniatis y Flt:lchcr. 1993 ). 

Estudios fam1acológicos, elcctrofisiológicos y bioquimicos dcmuestrJn la presencia de 

receptores para aminoúcidos cxdtadorcs en varios tipos cdularcs de la rctinu y cstablc..-ccn que;! el 

ncurntransmbor excitador principal en ambas capas plexifom1cs de Ja rc1in;:1 es el L-glu 

(Copcnhagcn y Jahr. 1989; Masscy. 1990; Tachibana y Okada. 1991: Bamstablc. l 993 ). Esrndios 

en \"Urias espt.-cics de vencbmdos indicun que Jos fotorrcL"c..·ptun..-s libcr..in ;;unino.tcidos excimdorcs 

qut.• al i111crac1uar con n .. -ccprores cspccificos. inducen Ja libcrución de GAU:A en las cdulus 
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hori/onrulcs. También se s¡1bc que las cClulas bipolares establecen sinap.,is c..•.xcit.:.1UorJs con la~ 

células umacrinas. qui: a su ve~ Jibc..•r..1r1 GABA. acctiknJin¡1, péptido~. y titrn-. lipt.•:-. de 

neurotransmisores <Hofmann y Móckcl, 1991; Linn y Mas~cy. 1991; Linn y col .• l9lJJ: Duunc y 

col .• 1993; Alfonso y col .• 1994; Fcrrcira y col .• 1994,, y cnn Ja mayor pune de las células 

ganglionares u tmvt!s de n.."Ccptores con caracteristicas muy similares a los que se han dcsc..·ri10 en el 

SNC (i'Vlonaghan y coJ., 1989; Lópcz-CoJomC. 1995) . 

.3. Ncurntransmf!iii>n excitadora. 

El L-glu C"S el principal m:uro1r..tnsmisor excitador en el cerebro. en la mCdula espinal y en J.:1 retina 

de Jus vcnebmdos (\\'atkins y Evans. 1981; Colman y col .. 1987; Miller y Slaughtc..•r, ICJl'lfi). LJ 

dcmostrJción de Ja existencia de rccc:pton.•s para aminotlcidos exciwdorcs y de su pani<.:ip.1ciún i:n 

la transducción de scfü1Jcs d...- un gran número de neuronas y Ue cCluJ;is gliulcs ha -.idn impor10.u1h.: 

par.1 el estudio de J;:1 fl.!-.iologj¡_¡ dc..·I SNC y de Ja reiina. Por ejemplo. l;i en1mda de calcio n1c..·<liuda por 

algunos sublipos de cslos receptores facilita Ja cslimulación de Ja cinasa de 1ipo 11 <lcpcnUicnlc Je.: 

calmodulina y Ue algunas cinasas de tirosina (Fukunaga y Soderling, 1990: Bmhng) Grcenhcrg:. 

J99J) con Ja con~ct.:ucnlc modificuciún de la re.gulación rmnscnpcional dC" g...:ni:!'t como c-fus y 

NFGJ-A durJnte el desarrollo y en Ja clapa madurJ Ucl SNC (Len:a y col.. 1995). En el SNC se les 

ha asociado con procc~os <le memoria y de aprendizaje ya que en prcparJciones in lÜro su aclividad 

modifica la i:ticacia simiptica de Jas neuronas que Jos expresan (Bliss y Collingridgc. 1993}. en 

1;11110 que la ac1ividad unonnal de estas n101Cculas pu..:dc causar 1<1 rnucnc d...- nc..·u.-nnu:-> durJnh .. • 

pruc..:so:-. como fa isqul.!1t11;.1 y la hipo.'<ia (:\fcl<lnu11. 1985: Rothman y Olney. 1986; Alhcr~ y col.~ 
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l l)89). e incluso se h;.1 propuesto su p;:1nicipadim en enfom1edades de tipo ncurudcgC"ncrath:n como 

... 1 sindrnmr.!' de 1'\l.1:hei111cr ( '1ichac-lis. 1996). 

A. Rec1.•ptor1.•s .:,lutamati•rgh:os. 

La c-xistcncia de- difürl.."ntes tipos de receptores para un mismo neurotransmisor es un hr.!cho 

gcm:ralizado qm.: resulta en el aumento de las posibilidudcs dt: interacción entre lns cdulus {Lúpcz

Culomé. 1995). de 1al rnancra qm: la clnsiticación de los rel.:eptores glutamatérgicns puede lml.:erse 

en tCnninos del mccanisrno de transducción con el que se asocian. Por otm panc. no solo el 

;:11.;oplnmienh."' 3 distintos sistemas de transducción genera Ja diversidad de n:spucstas pa-ru un rnismo 

t10Ul!<o11lisor químico, ya que tanlo Ja expresión gcnCtica de diferentes subuniúadcs prutcic;.1s 

¡,;1,.lrre-.ponúicntes n los r .. -ccptores y el ensamble diferencial de las mismas. como 1;:, distribución 

espal..·i;.11 y tr.!'mp1.1rnl de: l:is eadcmis proteicas en distintas estructuras de un tejido. o los di\'ersus 

111ecanisn1os <le dcscnsibihzaciün, son procesos que. se ha dcrnostrndt), fnm1a11 poH1c de una 

dinamica funcional in ''frn (Lópcz-Colomé. 1995). 

Asi pues. l..'Xistcn receptores mctabotrópicos (acnplndos a proteínas G) y receptores 

ionutrOpicns (canales iúnicos operados por ligando). que a su vez se clasifican con hnsc en un perlil 

fün11acológko y se denominan de acuerdo con el agonista más potente (ver figura 3 ). Exish.:n 8 

rec .. ·pton:s 111ctnbn1n·11"'icos (mGluRl-8) que se han clasificado en tres b~pos con base en similitud 

<lc sec11cnci:1. tbnnou.:ologfo y 1nccanismo de trJnsducción cuando se cxpr""'sóln en sbte111;1s 

hctcrúlogos (N¡1J.:anishi. 1990; Schoepp y Conn. 1993). El grupo 1 (mGluR l. .51 licn..: como 
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principal agonista al Ucido quisqudlico, estos receptores son sensibles al ACPD. y se carnctcrizan 

por estar acoplados a Ja via de transducción de los fosfoinosítidos y del úiacilgliccroJ u travCs de la 

cstimulación dt: la fosfolipasa C; los bTTUpos de receptores II (mGluR2, 3) y fIJ (mGluR 4. 6. 7 y 8) 

se caractcri7..an por estar acoplados negativamente a la adenilato ciclasa. Jos receptores del grupo 11 

tienen como agonista principal a la ciclocarbox.ifenilglicina (L-CCPG-() y son sensibles al ACPD. y 

los receptores del grupo llr son insensibles al ACPD y tienen como agonista al AP4. Estos 

receptores son monómeros con siete dominios transmembranales que presentan di fcrcncias 

importantes con otros n..~cptores mctabotrópicos (Cockroft y col., J 993). 

Los receptores ionotrópicos activados por glutamato correspom..lcn a Jos receptores de 

AMPA. Kainato y N~tDA. y se diferencian entre si por sus propiedades fannacológ:icus y 

biofisicas. Los e.Jos primeros, se curacLerizan por tener cinCticas de apertura r.ipidas y ser 

an1agonizados por quinoxalinas como Ja CNQX y por la isotinoxima ~S- J (J.! rL.~pt.-c1iva111cmc 

( Vcmon. 1997). Los receptores t.h! NMDA presentan cinéticas de apertum lentas. y son 

antagoni7..ados por el AP5 entre otros compues1os. En términos generales. estos receptores están 

fonnados por varias subunidadcs, y cxis1en varios subtipos que difieren tanto en la composición de 

subunidadcs. como en propicdadt!'s funcionales {Sprcngel y Sccburg. 1995). Hasta el momento se 

han clonado 16 genes correspondientes a subunidades de receptores ionotrópicos. algunas de lus 

cunles. pueden ser editadas postranscripcionalmcnte con cfi .. -ctos imponantcs en Ja función de los 

n..~eptorcs. 
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A B 

retículo cndoplásmico 

Figura 3. Tipos de receptores glutarnatérgicos clasificados con base en el mecanismo de 

transducción: A, receptores melabotrópicos; B. receptores ionotrópicos. AC, adcnilato ciclasa; 

A TP. adenosin tri fosfato; AMPc. adenosin monofosfato cíclico; PLC. fosfolipasa C; IP3• insoitol 1. 

4. 5-trifosfaro; IP1R. receptor para JP3; DAG. diacil glicerol; PKC. proteína cinasa C; P. fosfato 

(modificado de AgranotTy Fishcr. 1994). 
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El n .. >ccptor glutamatt.!rgico de tipo NMDA es un canal catiónico que en condiciones 

fisiológicas hipcrpolarizantcs está bloqueado por eJ ión Mg:!• en forma dependiente de voltaje. y que 

se regula por varios ligandos entre los que se encuentran el zinc. Jos protones. agentes rcdox y las 

poliaminas cspennina y cspcnnidina (Collingridge y Singer. 1990; Johnson y Ascher. 1987: 

Monaghan y col .• 1989; Ransom y Stec. 1988; Young y Fagg. 1990), que junto con los denominados 

bloqueadores de canal, como Jos anestésicos disociativos kctamina. PCP y dizocilpina (MK-801J. 

tienen sitios de unión especificas en el receptor, distintos entre si, y cuyas caractcrística..c;; 

bi0<.¡uimicas varian según la región del SNC de que se trate (figurci 4). 

Experimentos clcctrofisiológicos y bioquímicos han demostrado que la activación del canal 

requiere al menos de dos eventos secuenciales: una despolarización que pennita eliminar el bloqueo 

del canal por el Mg.z• (Nowak y col., 1984). y Ja unión del L-glu y de la Gli a sus r::-s¡x.~tivos sitios 

(Johnson y Ascher. 1987; Klcckner y Dinglcdine, 1988; 1991). Sin embargo. Jos estudios 

encaminados a determinar Ja concentración cxtracelular de Ja Gli en el cerebro gcncnUl cierta 

controversia en establecer si el papel fisiológico de este aminoácido en el receptor de NMDA es el 

de un modulador alostérico o el de un coagonista (Kemp y Lc...-sson. 1993). La participación de la Gli 

en la neurotransmisión excitadora pasó desapercibida por mucho tiempo. ya que dicho aminoácido 

es el principal neurotransmisor inhibidor en la médula espinal y en el talJo cerebral de los mamíferos 

y de otros vertebrados. La distribución de receptores glicinérgicos <.Je tipo inhibidor postsináptico se 

extiende a otr..is regiones del sistema nervioso y a Ja retina; dichos receptores son proteínas 

pcntamérica...;;. que guardan una estrecha relación estructural con otros rc...~cptores ionotrópicos por lo 

que se lc...'S ha agrupado en una misma familia (Bctz, 1990: Hucho.. 1993 ). En panicular. estos 
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recepton:s tbmmn canales pcnncablc:s al ion cloro. y presentan un sitio de unión pa.ru Gli yue se 

camcteri7..a por su sensibilidad al alcaloide estricnina (Curtis y col., 1968). En contrwac. Ju 

participadón de In Gli en Ja neurotransmisión excitadora es. como ya se mencionó. a través de un 

sitio de unión localizado en el receptor de NMDA eJ cual es fnnnacológicamente insensible a la 

estricnina. 

N"'' c.--

Figura 4. Esquema del receptor de NMDA en el que se indica Ja presencia de varios sitios 

moduladores que estimulan (+) o inhiben (-) la afinidad de otros sitios o la actividad del canal 

catiñnico. Gly. gJidna; Glu. ácido L-glutcimico; Esp, cspennina (Tomado de Kashiwagi y col., 

1996). 
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En un principio, los receptores glutamatCrgicos de tipo ionotrópico se agruparon en la gran 

familia de canales activados por ligando (Wada y col, 1989). E.~iste evidencia de que tambicn son 

estructuras pcntaméricas (Ferrer-Montiel y Monta!, 1996) y de que pueden ser modulados por 

varios compuestos endógenos y exógenos interactuando en sitios específicos localizados en la 

proteinn funcional con Ja capacidad de modificar la estructura de otros sitios de unión. Se cuenta 

con infonnnción estn.ictural que por una parte relaciona a estos receptores con un gn.ipo de 

protcinas bacterianas (Cockroft y col.. 1993; Kuryatov y col.. 1994; Stem-Bach y col .• 1994; Hirui 

y col.. 1996; Ka..,.hiv.ragi y col., 1996), y por otra. con los canales de K+ activados por voltaje 

(\.Vood y col.. 1995). Por ejemplo. el análisis de hidrofobicidad de Ja secuencia de aminoácidos de 

las subunidades correspondientes a receptores nicotfnicos de acetilcolina y de GABA tipo A (que se 

agrupan en la familia mencionada). indican que se trata de péptidos con 4 dominios hidrofi..ibicos 

trdnsmcmbranalcs. de los cuales, el segundo participa en la fonnación del canal iúnico. Con Ja 

identificación de dominios transmembranales y de residuos glucosilablcs y fosforilablcs se ha 

pn.'lpucsto un modelo en el que los extremos amino y carboxilo de las subunidades de eslos 

receptores se localizan en la región extracelular. Sin embargo. el mismo tipo de análisis 

complementado con estudios en los que se emplean técnicas de biologia molecular. i11dica que en 

las subunidades dc receptores glutamatérgi.::os de tipo ionotrópico. el scgundo dominio hidrofóbico 

no atraviesa la membrana. lo que determina que los extremos carboxilo y wnino de dichas 

subunidades se localizen en lados opuestos de la misma ( Wood y col. 1995; Hirai y col.. 1996) 

(ver Figura 5). 
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exnacelular 

intrucdular 

Figura 5. Distribución de dominios transmembaranales en subunidades de canales operados por 

ligando. A. receptores no glutamatérgicos: B. receptores glutarnatérgicos (modificado de Hirni y 

col .• 1996). 

De manera ana.Joga al segundo dominio transmembranal en las subunidades de los 

n...~eptorcs de la familia de receptores operados por ligando. el segundo dominio hidrofúbico en los 

receptores glutamatt.!rgicos participa en Ja formación del canal iónico (Kuncr y col .. 1996) y guarda 
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una gran similitud estructural con un dominio existente en los canales de K .. activados por voltaje 

(Woodycol., 1995). 

B. Distribución de los receptores de NMDA en el SNC y en la retina. 

Los receptores de NMDA se distribuyen en prácticamente todo el sistema nervioso central. pero 

específicamente en áreas de la corteza cercbrctl y de los ganglios basales. asi como en regiones 

relacionadas con los sistemas sensoriales. Estudios electrofisiológicos y con radioligandos indican 

que las carnctcristicas bioquímicas del receptor de NMDA varían en las diferentes regiones del SNC. 

En particular. las variaciones regionales de la unión especifica de L-glu-1·1 1
• de CPP-1-11 y de la 

modulación de la unión de MK-801-HJ por los diversos agonistas y antagonistas del L-glu han 

facilitado la dt...-scripción de cinco subtipos de receptores: los que tienen preferencia por los agonistas. 

los que tienen prcforcncia por los antagonistas. los receptores del ta.lamo medio, los receptores del 

cerebelo y los rt .. "Ccptorcs prcsinápticos (Lauric y Sceburg, 1994: \Vong y lbukral. 1996). 

Las técnicas de biología molecular han permitido la identificación de una gran variedad de 

subunidadcs correspondientes a receptores de glutarnato (Hollmann y Heinemann. 1994 }. Los 

ovocitos de Xenopus. las células renales HEK-293 y ciertas neuronas de mamíferos se han usado 

como sistemas de expresión para el estudio biofisico y fannacológico de! distintas combinaciones de 

subunidadcs clonadas. y aunque se desconoce la estequiometria de las mismas en el receptor. se sahc 

que de las 5 subunidadcs identificadas para el n.-ceptor de NMDA (NRl. NR2A. NR:?B. NR2C y 

NR.20) los ensambles de subunidadcs l'o'RI presentan las propiedades características de los 
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receptores nativos. i.e .• unión del agonista. y del coagonista ( Moriyoshi y col.. 1991: Jlwnson y 

Ascht..·r. 1987). aira pc..•nneabilidad al calcio (Mac ~nnort y col.. 1986) y blcxiuco por magnesio 

dcpcndienrc del volrajc (Nowak y col., 1984). Asimismo. se ha demostrado que Ja ampfüud de Ja 

conicntc registrada en estos ensambles homomCricos no corresponde a Ja observada en rt..'"'Ccptorcs 

nativos postsi11áp1icos. y que Jos ensambles que incluyen al menos una de las 4 subunidadcs NR2 

conocidas prescnran un patrón más característico (lkcda y col.. 1992; Jshii y col.. 1993; Kulsuwada y 

col.. 199.:?~ Mcguro y col.. 1992; Monyer y col.. 199.:?). Rccicn1cmcn1e. se han identificado 

rcccpton:s de Nl\fDA presinápticos en neuronas noradrcnérgicas del locus ccruleus. y 

dopuminérgicas de la sustancia negra que regulan Ja liberación del neurotransmisor y que presentan 

una fannacologia de receptores homoméricos (Fink y col., 1990: Raiteri y coJ.. 1992; Wong y col .• 

1996). 

De manera general. el patrón de expresión de las subunidades mencionada.o:; en el cerebro de 

la rala es el siguicnrc: Ja subunidad NR 1 se expresa prácticantente en todas las células del sistcrnn 

ner\'ioso. Se han encontrado 8 variantes debidas al corte ahcrnativo del mRNA que la codifica y que 

podrian indicar diferencias regionales importantes durante eJ desarrollo y en el estado maduro. 

Las subunidades NR2 presentan un patrón de expresión y de localizacil.">n más especifico, 

que se superpone en ocasiones. En términos generales se sube que la suhunidad NR2A se cxpn:sa 

ran ampliamente como la subunidad NRI lo cual indica la existencia de un rccep1or de NMDA con 

una composición hc!h...'TC'lmérica común en varias neuronas de diversas cstrucluras del SNC; la 

subunidad NR.2.B se expresa predominantemente en el cerebro anlcrior y se colocali7..a con Ja 
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subunidad NIUA en la concza cerebral. en el hipocampo y en el cuerpo estriado. mientras que la 

subunidaJ NR2C se encuentra en el cerebelo. en el tálamo y en el bulbo olfatorio. Con rcspt..~to a la 

subunidad NR:?D. se ha toc31izado predominantemente en estructura-. del diencCfalo. del cerebro 

medio y del tallo cerebral; en estas dos últimas estructuras se colocaliza con la subunida<l NR2.A. En 

el tálamo y en el bulho olfatorio se cxprt..-san y colocalizan las 4 subunidadt..""S NR.2 (\Venzcl y col.. 

1995). 

La heterogeneidad funcional y fannacológica del receptor <le NM DA depende de la 

composiciOn hcteromérica del mismo; las afinidades de los distintos sitios fannacológicos pueden 

modificarse ;il cocxprt..""Sar cualquiera de las subunidades NR2 en receptores rccombinantcs que 

expresan la subuniJad NRI (\\'illiams. 1993; Laurie y Sccburg. 1994). Sobre esta base. se ha 

postulado que los receptores que contienen las subunidadcs NRl-NIUA corresponden al tipo de 

receptores que unen preferentemente a los agonistas. los ensambles NRI ·NR2B corresponden a los 

receptores con alta alinidad por los antagonistas. los heterómeros NR 1-NR.:?C corresponden n lus 

reccplorcs ccrcbclares y los NRl-NR2D. a los receptores caraclerísticos del tálamo medio (Lauric y 

Sccburg. 1994). Por otra parte. se ha demostrado que la cocxpresión de mUs de dos tipos <lC" 

subunidatks NR.:? predomina sobre la expresión di: heterómeros con tan solo un tipo de c~ta 

subunidad (\Vafford y col.. 1993). dificullando asi la clasificación de los receptores ba-.~1da en su 

cstc..-quiometría. la cual hasta la fecha se <lcsconclCe. 

En la retina se han hecho estudios de hibridación in situ para localizar la i:xprcsión de los 

mRNA qut.! codifican para cada una de las subunidadcs del receptor de N~1DA así como de otros 
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rcccplorL"S ionotrópicos glutamatérgicos (Brand"itlllter y col., 1994). El patrón Ue expresión de Jos 

mRNA Je las subunidades NR 1 y NR2A~C es muy parecido aJ observado en d SNC. con cxccpciún 

del mRNA para Ja subunidad NR2D que no füé dclectado. ya que la subunidad NR 1 se cxpre~a en 

pr.íctican1cntc todas las capas celulares de Ja retina. mientras que las subunidadcs NR2 presentan un 

patrón d'-= distribución restringido a la retina interna (células ganglionares, célulé.1s arnacrinas y 

células bipolares). Existe evidencia de que en cultivos de células de retina de pollo de embriones de 

8 días cnriqm .. ""Cidos con células amacrinas hay una baja sensibilidad al bloqueo por Mg::! · y que 

aparentemente. no hay polcnciación de Ja actividad del canal al agregar 1 O µJ\.f Je Gli en 

condiciones s~uurantes de NMDA (Ouartc y col., 1996). Para explicar Jo anterior se ha planteado 

que es posible que exista cieno nivel basal de despolarización que mantenga una liberación 

constante del colmnsmisor endógeno (Gli o análogo) que se em:uentrc modulando a Jos 

n:ceptores de NMDA (Duarte y col.. 1996). aunque trunbiCn existe Ja explicación allernativa de que 

los receptores de NJ\fDA que se expresan por las células amacrinas no cxhihcn potenciación por la 

glicina debido a In composición hcrcromérica que presentan. 

Lc.lpez CoJonté y colaboradores ( l 993, 1 994 ), demostraron que los receptores parn 

aminmícidos excitadores del cpilclio pigmentado de Ja retina del pollo y del humano son similares 

pero no idénticos a los estudiados en el SNC (Monaghan y col .• J 989). La unión de L-glu-t-1·1 en 

cultivos de epitelio pigmentado de retinas de pollo es farmacológicamente sensible ~' los agonistas 

y antagonislas de los receptores de NMDA. así como al antagonista de los receptores 

metahotrópicos ACPD; por olra parte. la Gli incrementa consideroblementc la unit'in del L-glu-H 3 a 

travL~ de un mecanismo que es dependiente de Ja ecfud y cuyos agonistas pueden ser Jos 
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canal del que fonna parte el receptor de NMDA (Johnson y Ascl.er. 1987). generó gran in1cr~s por 

tratarse de un caso de coagonismo en el que el L-Glu y la Gli (o sus anfllogos endógenos) interactúan 

en sitios distintos sobre la misma molécula. específicamente en la subunidad NR l (M<1riyoshi y col.. 

1991 ). El desarrollo de agonistas y antagonistas especificas de este sitio (ver tabl;i 1 > ha facilitado el 

estudio de la ti.mcit.ln del mismo; hasta el momento se sabe que la Gli puede potenciar 

considerablemente la frecuencia de apertura del canal. y que tambicn está involucrada en Ja 

dcsensibilización de Ja respuesta de activación. ya que disminuye el tiempo de inactivación. En 

homogcnados de membranas sinaptosomalcs de la corteza cerebral y del cerebelo de la rata se hu 

observado una complicada gama de interacciones entre distintos sitios del receptor de NMDA. En el 

cerebro anrerior la. unión del agonista principal (L-glu o NMDA) a su sitio en el rcccpror~ modula 

posirivarncnrc la uni<in al sitio de Gli (Kesslcr y col .• 1989). mientras que los amagonistas C'5 del L-

glu (como el AP5 )'el CGS-19755) • que corresponden a moléculas con S átomos de carbono en 

cuyos extremos se encuentran respectivamente un grupo carboxilo y uno fosfonato. inhiben 1 
1 · 

¡ parcialmente la unión de GJi.f-13. Los antagonistas C7 (como el AP7 o el CPP). que tienen 7 

carbonos separando al grupo carboxilo del fosfonato. pueden revertir el efecto inhihidor de los 

antagonistas CS. pero no presentan actividad alguna sobre Ja unión de Gli-1-fJ (Monahan y col., 

1990). En el cerebelo. ambos tipos de compuestos son eficaces (Widdowson y col.. 1995). Cuando 

se empica ácido S. 7-dicloro kinurénico-J-13 en membranas del cerebro anterior. Ja unión especifica 

se inhibe por anta!_::onistas CS y C7 del glutamato con potencia similar (Baron y col .• J 991 ). 

Otra estrategia para dilucidar la función de la Gli en la ncurotrJ.nsmisión excitadom consiste 

en fo aplicación de técnicas de biología molecular que permiten modificar la estructura de una 
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deben corn..aspondcr a sitios de naturaleza hidrofóbica localizados en la vecindad del sitio de unión 

para los agonistas (ver tabla 1 y figura ó). 

La participación de residuos aromáticos en la formación de sitios de unión pam ligandns 

parece ser un motivo estructural comUn en muchas prot\!inas, ya que tanto en los receptores 

nicotínicos para acctilcolina (Galzi y col.. 1990; 1991) como en Jos receptores de GABA tipo A 

(Amin y Weiss. 1993). como en los receptores glicinérgicos de tipo inhibidor postsináptico 

(Schmicden y col .• 1993). e incluso en algunas acetilcolincstcrasas (Sussman y col.. 1991), son 

aminoácidos aromáticos los que determinan el tipo de interacción con diversos ligandos. En el caso 

particular del receptor de NMDA. existen varias regiones localizadas en los dominios extracclularcs 

de la suhuniJad NR 1 y NR:? que presentan gran similitud con protcinas pcriplásmicas de origen 

bacteriano (Kuryatov y col.. 1994 ). En particular. el sitio para Gli en las subunidades NR l presenta 

dos dominios presentes en las proteínas QBP y LAOBP (Kuryatov y col.. t 994) que fonnan una 

4..-structura análoga a una trainpa de bisagra o a una planta carnívora,. de tal maner.i que cuando se une 

el aminoácido a la conformación abierta del péptido, este se cierra modificando su estructura y muy 

probablemente generando un cambio confonnacional que afecta ta función de la proteína completa 

(O'Hara y col .• 1993). 
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Tabla J. Agonisras y antagonistas del sitio de glicina 
en el receptor de NMDA. 

Agonistas: Glicina,, D-serina9 ACPC. 

/~ 
H>N COJH 

Antagonistas. 

A. Derivados del kinurenato: 7CJ kinurenato. s. 7 diCl-kinurenalo. 

... ... 
a.c9:0COZH 

B. Derivados de las quinoxalinas: CNQX, DNQX, ACEA-1021 
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Figura 6. Esquema de la subunidad NR J en el que se indica la localización de residuos de 
aminoácidos identificados como derenninantes de la interacción de agonistas ( •) y 
antqonisras (-)en el sitio de glicina en el receptor de NMOA (Kuryarov et al .. 1994; 
Hirai et al.. J 996; WiJJiams et al, J 996). La numeración se hizo con base en el 
estudio publicado por Moriyoshi eta/. (1991). O, aspartaro; F, fcnilalanina; K. Jisina; 
S. serina Y. tirosina. 
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11. Planle•mienlo del problema. 

La aplicación de técnicas de biologia molecular ha contribuido notablemente aJ estudio de la 

neurotransmisión excitadora, ya que ha complementado a Jos enfoques biofisico y fannacoJógico 

que han sido usados para definir la existencia de varios tipos y subtipos de receptores 

glutamalérgicos (Hollman y Heinemann, 1994). Se sabe que el receptor de NMDA se distribuye 

ampliamente en el SNC, y que la diversidad funcional que se piensa, está correlacionada con la 

diversidad cstn.1cturnl de estas proteínas de Ja membrana, tarn.bien refleja variaciones en el perfil 

fannacológico de Jos distintos sitios de unión en el receptor. En la retina, se ha demostrado Ja 

presencia de receptores ionotrópicos activados por L-Glu, y en el caso particular del receptor de 

NMDA, se ha estudiado su participación en diversos procesos análogos a Jos que ocurren en el 

SNC (e.g. cxiloloxicidad). Dichos estudios indican que las caracterisricas fannacológicas del 

receptor de NMDA en la retina varían principabnente con respecto al sitio de unión para Jos 

antagonistas del coagonista glicina {Lombardi y col., 1995), y que el cft...~to de la Gli en la 

modulación de estos receptores podria ser distinto aJ observado en el SNC (Boje y col.~ 1992). Ya 

que los derivados del kinurenato y de las quinoxalinas han sido empleados como antagonistas 

·eficaces para este sitio en el SNC, y que existen referencias de que los derivados del kinurcnato 

presentan baja aflnidad para inhibir Ja actividad del canal del receptor, es muy probable que las 

características fonnacológicas de los sitios de Gli en el n .. "Ccptor de NMDA en la retina puedan 

explicar varios de los efectos observados en estudios funcionales. por lo que en este trabajo el 

objetivo principal fu.! la caracterización del sitio de glicina en cJ receptor de ~1\.lDA en la retina 

desde un punto de vista farmacológico y cinético. 
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111. Ma1eriales y mélodos. 

1. Oblención de nwmbran•• ••naplosomale9. 

Se obtuvieron membranas de terminales sinápticas de las capas plexif'onncs de las retinas de pollos 

de J a S días de edad adaptando los protocolos descritos por Neal y Atterwill ( 1974). y por Boje y 

colaboradores ( J 992). Para cada experimento se extrajeron Jos ojos de cuatro pollos previamente 

adaptados a la oscuridad por 45 minutos; se hizo un corte ecuatorial del globo ocular. y se 

eliminaron el humor vitrco y la región anterior del ojo. Las retinas se disecaron libres del epitelio 

pigmentado y se colocaron en medio Krebs (NaCJ 1 J 8 mM. KH:?P04 J .2 mM. KCI 4. 7 mM. CaCJ.:? 

2.5 mM, S04Mg 1.17 mM, NaHC03 25 mM, glucosa 5.6 m..1\.1). Para obtener las membranas 

sinaptosomales se homogeneizaron las retinas en una solución de sacarosa 0.32 M/S04 Mg 1 o-' M 

( l 00 mi I 5.6 g de peso) y se empfoó un protocolo de fraccionamiento subcelular por centrifugación 

difl!renciaJ. Los sinaptosomas de la capa plexifonne externa fueron separados en la fracción nuclear 

(PI) al centrifugar el homogenado total a 500 s por 10 minutos. El sobrenadante fué centrifügado a 

J 1,000 ll por 20 minutos para obtener una fracción mitocondrial (P2) enriquecida con terminales 

sinápticas de la capa plcx.ifonne interna. Los precipitados se mantuvieron en hielo y de mnncm 

separad~ fueron n.~uspcndidos en 25 volúmenes de amortiguador Tris 4.5 mM!Hepcs 5 mM 

(pH=7.4) para somctt..Tlos a un choque osmótico por 15 minutos. Las membrWlaS de cada fracción 

se sedimentaron por centrifugación (20 000 a: por 20 minutos) y se almacenaron por dos dia..-. a 4 "C. 

Postcriorrnente, se lavaron intcnsivantente para eliminar compuestos endógenos que putlic:nm 

interactuar con los receptores, primero. resuspendiéndolas en 25 volúmenes de atnoniguador Tris 
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4.5 mM/Hcpes 5 mM (pH 7.4) y ccntrifugWldo a 20 000 & por 20 minutos. y posterionnente, 

reptiliendo el procedimiento dos veces usando amortiguador Tris 4.5 mM!Hcpes 5 mM con EDTA 

1 mM (pH 7.4). y dos veces más usando amortiguador Tris 4.5 mM/Hepes 5 mM (pH 7.4). Las 

membranas asi obtenidas fueron almacenadas a -80 º C por un lapso de dos a tres SC'ft\anas previas 

al experimento sin alteración en la unión especifica de Gli-H3
. 

J. Experlmenl09 con alklna-H3
• 

Las membranas de P l y P2 almacenadas a -80 °C fueron descongeladas, lavadas 4 veces con 

amortiguador Tris 4.5 mM!Hepes 5 mM (pH 7.4) y resuspendidas en 25 volúmenes (.P/v) del 

mismo amortiguador. Los experimentos se hicieron a temperatura ambiente (25 ºC). en condiciones 

de equilibrio (tiempo de reacción 2 horas) empleando Gli-H3 como r.:ldio1igando,, con una 

concentración de 50 a 100 µg de proteína en un volúmcn final de 500 ó 175 µl según se indique. La 

unión incspcciflca se definió con Gli, ACPC o 0-serina lmM con resultados similares. en P 1 dicha 

unión filé del 40 º/o y en P2 fué del 80 o/o de la unión total, independientemente del compuesto 

usado. 

En estudios previos, se ha demosuado que el sitio de Gli en el receptor de NMDA es de alta 

afinidad (Kn entre 100 y 200 nM; Johnson y Ascher. 1987; Kemp y Lceson. 1993). por lo que la 

concentración de radioligando emrtleada es fundamental para observar una unión específica que 
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pueda ser caracterizada y que corresponda al inteavaJo de afinidad del receptor de interés. Los 

experimentos de inhihición se hicieron empleando wm concentración cons(ante de Gli-H 3 20 nM y 

una o varias concentraciones del inhibidor respectivo en un volúmen final de homogenado P 1 ó P:? 

de SOO µl. La reacción se detuvo por filtración. El pcrfiJ farmacológico se estableció con los 

siguientes compuL~tos: Gli (10 µM). D-serina (10 µM). ACPC (10 µM). P-alanina (10 µM y 

lmM). estricnina (100 µM). 7-Cl-K (10 µM). ACEA-I021 (10 µM). ácido L-glutámico (100 µM). 

NMDA (100 µM). MK.-801 (100 µM). y DNQX (100 µM). La potencia de inhibición de la unión 

de Olí-H1 por varios ligandos glícinérgicos filé detenninada usando distintas concentmciones de 

dichos compuestos: 

Gli: 50 nM. 100 nM, 1 µM. 10 µM. 50 µM. 100 µM. 500 µM. 1 mM en PI y 1 µM. IO µM, 50 

µM. 100 µM. 500 µM. 1 mM en P2. 

D-serina: 1 µM. 10 µM. 50 µM. 100 µM. 500 µM Y 1 mM en PI y P2. 

ACPC: 50 nM. 100 nM, 1 µM. IO µM. 50 µM. 100 µM. 500 µM. 1 mM y 1 µM. 10 µM. 50 µM. 

100 µM. 500 µM. 1 mM en P:?. 

7-Cl-K: 1 µM. IO µM. 35 µM y 50µM para PI y P2. 

ACEA-1021: IOOnM.500nM, 1 µM, IOµM,50µM, IOOµM,500µMy lmMparaPI yP2. 

Estricnina: 25 nM. 50 nM. 100 nM, 1 µM. 10 µM. 50 µM, 100 µM, 500 µM. 1 mM 
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B. Esperimrntos de aaturaelón. 

Para las curvas de saturación se emplearon concentraciones crecientes de Gli-1-13 (2S. SO. 100, 200 

nM en PI. y ISO. 300 nM en P2). completando según fuera necesario. con glicina fiia hasta obsen·ar 

Ja saturación {400, 800. 1600 nM en P 1 y 1200. 2400 y 3000 en P2) en un volúmen final de 

homogenado P J 6 P2 de l 7S µJ. El tiempo de reacción fué de dos horas a temperatura ambiente (2S ª 

C). Ja reacción se detuvo por centrifugación a 90 000 rpm en una aerofuga Beckman. 

c. Esperimenl09 con respecto al IJempo. 

Para las cuivas de asociación y de disociación se midió la unión de Gli-H3 20 nM y J 00 nM a los 7. 

IS, 30. 60y 120 minutos en un volúmcn final dehomogenado PI ó P2 de 175 µl. A los 120 minutos 

se añadió una concentración de glicina J mM y se detuvo Ja reacción a Jos 30 segundos, 1, 7, J S, 30, 

60 y 120 minutos. La reacción se llevó a cabo a tt;!mperatura ambiente (25 °C') y se detuvo por 

centrifugación a 90 000 rpm en una acrofuga Beclanan. 

D. Erecto del pll. 

Se midió el efecto del pH en Ja unión de Gli-H3 20 nM a membranas de PI y P2 en un intervalo de 

pH de S a 9. Se usaron los siguientes amoniguadorcs: Acetato de sodio-áddo acético 140 mM (pH 

5): Acetato de sodio-ácido acético 200 mM {pH 6); Tris.4.5 mM-Hcpcs 5 mM (pl-l 7.4); Hcpcs-
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KOH 50 mM (pH 8): Tris-HCI 50 (pH 9). La reacción se llevó a cabo a tempcratum ambicnlc (25 " 

C) y se detuvo por centrifugación a 90 000 rpm en una aerofuga Beckman. 

Todos los resultados. con excepción de los correspondientes al cf'ecto del pH sobre la unión 

de Gli-H3 que se expresan en DPM. se expresan en pmoVmg de proteína. La cantidad de proteína fué 

detenninada por el método descrito por Lowty y colaboradores ( 195 1 ) . 

.J. E ..... lotlca. 

Las constantes correspondientes a las curvas de inhibición. saturación y con respecto ni tiempo. se 

calcularon por un método de regresión no lineal con el programa Prism 2.0 (Graphpad Sofhvarc. 

lnc. ). aplicando Ja prueba t de student (p < 0.05). 

Todos Jos reactivos para preparar los amortiguadores, el medio Krebs, así como la Gli y la D-scrina .. 

fueron obtenidos de Sigma. Los agonistas ACPC. y NMDA.. y los antagonistas 7Cl-K. D-LAP4. D

LAPS. MK-801 y DNQX fueron obtenidos de Tocris Cex>kson (Bristol, lngl.). el compuetso ACEA-

1021 fué c.Jonado por ACEA Pharmaccuticals, lnc. La Gli-H1 (actividad específica de 48.8 y S 1.1 

Ci/mmol) fué de Dupont. Para los experimentos de inhibición se empicó un multifiltro Milliporc. y 

tihros Whatman GF/B de microtibra de vidrio. 
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IV. Resullados. 

l. Análl•I• rarmacolóslco de la unión de aUclna-H.J a membrana• sinaplosomales de la relina. 

Se midió la unión de Gli-H1 (20 nM) en presencia de varios compuestos relacionados con 

receptores glicinérgicos, a concentraciones saturantes (>J µ.M) para el sitio de Gli en el 1·ccepror 

de NMDA (Kcmp and Lesson. 1993). Los únicos compuestos que inhibieron de manera 

significativa la unión de glicina-H1 fueron Ja Gli. la O-serio~ y el ACPC. agonistas y agonista 

parcial. respectivamente, del sitio de Gli en el receptor de NMDA en el SNC (ver Gráfica J). 

Con el objetivo de discernir entre la interacción del radioligando con receptores de NMDA y 

aquellos glicinérgicos postsinápticos de tipo inhibidor. se hicieron curvas de inhibiciUn de la 

unión específica de Gli-H1 utilizando el antagonista de Jos recL.,,torcs de tipo inhibidor 

estricnina. y Jos ago~istas Gli. D-serina y ACPC, y antagonistas 7-Cl-K y ACEA-1021 del sitio 

de Gli en el receptor de NMDA. La unión especifica definida con una concentración de Gli. D

serina. o ACPC de 1 mM fué del 60 % al 80 % de la unión total. Los resultados se presentan en 

la gráfica ::?. y como puede observarse. la potencia de inhibición de Jos agonistas del sirio de Gli 

en el receptor de NMOA es mayor que la potencia de inhibición de la estricnina. la cual 

únicamente tiene efecto a concentraciones altas (mM}. así como con respecto a los antagonistas 

de este sitio en el receptor de NMDA. 
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Gráfica). Efecto de diversos agonistas y antagonistas de Jos receptores glicinérgicos de tipo inhibidor y 

del sitio de glicina en el receptor de NMDA. A. control; B. glicina 10 µM: C. ACPC 10 µM; D. D-serina 

10 µM; E. p-alanina; F. P-alanina lmM: G. estricnina 100 µM: H. 7-CJ-K 10 µM; J. ACEA-1021 10 µM. 

Los resultados son el promedio :::: ES de al menos 3 e:ttperimcntos e/u por triplicado. •p < O.OS, t de 

student. 
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Figura 2. Especificidad de Ja inhibición de gJicina-H3 por varios compuestos relacionados con 

receplorcs glicinérgicos en la retina. Afinidad relativa: Gli=::ACPC>D-serina>>eslricnina. La 

inhibición de 7-Cl-K y de ACEA-1021 no fué mayor al 20 % de la unión especifica. Los 

rcsulrados son el promedio ± ES de 3 experimentos e/u por triplicado. 
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Para determinar las constantes de inhibición (ICSO) y los coeficientes de Hill (nH) a 

panir de Jos datos obtenidos en las curvas de inhibición. se emplearon las ecuaciones 

desarrolladas por Hill (1910) (ver gráfica 3 y tabla 2). Las constantes y coeficientes así 

detenninados fueron comparados con un análisis por compuladord (Prism 2.0) en el que se 

empicó un método e.Je regresión no lineal con resultados similares (nH para Gli y D·serina ""' 1; 

nH para el ACPC < 1. y nH para la estricnina > 1 ), indicando que la interacción de estos 

compuestos es diversa. y sugiriendo la existencia de varios tipos de receptores en estas 

membranas. 

2. Cinética de la unión de slidna-H3 en membranas únaptosomales de la retina. 

Para dctcnninar las con&tantes cinéticas (Ka) y Ja cantidad relativa de sitios de unión (Bmáx) de 

Gli·H3 a membranas sinaptosomalcs de la retina de pollo. se :nidió la unión específica de 

concentraciones crecientes de Gli-H3 a membranas de P 1 (25. SO. 100, 200, 400, ROO, y 1600 

nM) y P2 (ISO. 300. 1200. 2400 y 3000 nM). La unión de GH·H3 es reversible y saturable (ver 

gráfica 4). Los resultados fueron analizados por regresión no lineal, y fueron congruentes con un 

modelo que describe una interacción del radioligando con un solo sitio. Jo cual concuerda con el 

análisis de Scatchard (ver gráfica 4 ). Las Ka y Bmáx calculadas a partir de estos experimentos 

fueron: K 11 = 195.1±89.73 nM y Bmáx = 2.381 ± 0.3464 pmol/mg de proteína para PI. y K 0 = 

208 ± R6. 70 nM y Bmáx = 12. 70 ± 2.25 pmol/mg de proteína para P2. 
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Gráfica 3. Análisis de Hill de los resultados de las curvas de inhibición presentadas en la gráfica 

2. 
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Tabl• % .. Constantes de inhibición (lcSO) y coeficientes de Hill (nH) determinados por el análisis 

de Hill a panir de los datos de la gráfica 2. 

Fracción PI Fracción P2 

...K2Q nH.. IC ~2 Qli!JC ~Q· .l!:..iQ nlf 1!'.: :?Q QliLK :?Q• 

¡µM) CµM) 

Glicina f.36 0.98 f.000 11.0J 1.22 1.000 

ACPC 1.00 0.74 1.360 6.06 0.75 1.816 

D·serina 61.96 (.04 0.022 66.23 1.18 0.166 

Estricnina 398.J 1 3.20 0.003 251.19 2.22 0.043 

•ligando. 
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Gráfica 4. Curvas de saturación de la unión de glicina-H3 a membranas sinaptosomaJes de la 

retina de pollo. Promedio ± ES de tres experimentos e/u por triplicado. Las K 0 y Bmáx 

correspondientes fueron calculadas por regresión no lineal con eJ programa Prism de Graphpad. 



Un método alterno parct calcular las constantes cinéticas de disociación al equilibrio 

consiste en determinar las constantes de afinidad aparente o K observada (Kobs) descrito por 

Wciland y Molinoff (1981). Para tal efecro. se midió Ja unión de GJi-H 1 20 nM y 100 nM a 

distinros intervalos de tiempo (2. s. 1 s. 30. 60 y 120 minutos). Los resuJrados de dichos 

experimentos se presentan en la gráfica 5; Ja Kobs en cada caso corresponde a la pendiente de la 

recta que resulta de graficar el logaritmo natural (In) de Ja f"onnación de complejo reccptor

Hgando con respecto al tiempo. 

Las Kobs determinadas para Ja unión de GJi-H3 20 nM fueron de 0.01046 ± 0.00146 min-

en PI y de O.OJ 139 ± 0.00070 min- 1 en P2. mientras que para GJi-H1 100 nM fueron de 

0.01970 ± 0.00397 min" 1 en PI y O.OJ556 ± 0.00386 min" 1 en P2. Posterionnentc se graficaron 

dichos valores con respecto a Ja concentración de radioligando de tal manera que la pendiente de 

Ja recta que resulta corrcsJ>Onde a Ja constante de asociación. que fué de K... 1 = 0.00008 J 96 ± 

0.0000001023 nM" 1min" 1 en PI. y K.- 1 = 0.00005246 ± 0.0000003918 nM" 1min" 1 en P2. y la 

ordenada al origen corresponde a Ja constante de disociación. que es K. 1 = 0.01 J SO ± 

0.0000060.:?J min·' en PJ. y K. 1 =0.01032 ± 0.0000.:?307 min"1 en P2. que están relucionadas con 

Ja constante cinética de disociación al equilibrio (Ka) de Ja siguiente manera: Ka = K. 1 I K... 1 

(Wciland and Molinoff. 198 J). 
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Gráfica S. Curvas de asociación de la unión de dos concentraciones distinlas de 
glicina-H 3 a membranas sinaptosomalcs de la retina de pollo. Promedio± ES de al 
menos dos experimentos e/u por triplicado. La unión inespecíficn l\.lé conslante en 
un in1cnoalo de S a 120 rninulos. 



Las constantes de disociación al equilibrio dctenninadas por este método fueron de 

140.31 ± 0.00006 nM y de 196.72 ± 0.00002 nM para PI y P2 respectivamente. de manera 

concordante con los valores determinados en las curvas de saturación (gráfica 4) y con estudios 

similares en el SNC de la rata (Baron et al .• 1991; o·sheact al .• 1991: Widdowson et al .• 1995). 

La unión de Gli-H3 a estas membranas es reversible. en la gráfica 6 se puede observar que 

al agregar una concentración elevada de Gli ( 1 mM) en condiciones de equilibrio. la disociación del 

radioligando puede ser descrita por una curva exponencial con pendiente negativa. 

3. Efecto del pH en la unión de allcina-H3 en membranas ainaptOMJmales de le retina. 

El receptor de NMDA puede ser sujeto de modulación por el pH (Me Bain and Maycr. 1994); en 

la gráfica 7 se presentan los resultados de la medición de la unión especifica de Gli-3 H (20 nM) a 

membranas sinaptosomales de Ja retina de pollo resuspcndidas en distintos amortiguadores. en 

un intervalo de pH entre S y 9. Como puede observarse. la unión especifica es máxima a un pH 

de 7 .4. y disminuye a pH menores y mayores de 7 .4. 

4. Efecto de Usandos que laterac:túen con el receptor de NMDA sobre la unión de slidna-113 a 

membranas alnaptosomales de la retina. 

Con base en estudios electrotisiológicos y con radioligandos. se ha propuc.!sto que la unión de 

diversos agonistas y antagonistas del L-glu incrementa o disminuye la unión de agonistas y 
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antagonistas de la Gli en el receptor de NMDA (Kemp and Lesson .. 1993). En la Grafica 8 se puede 

observar que la unión csp..--cítica de Gli-H3 (20 nM) en presencia de 100 µM de varios agonistas y 

antagonistas del L-glu en el receptor de NMDA no se modifica de manera signilicativa con respecto 

al control. 
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Gráfica 6. Curvas de asociación (linea continua) y de disociación (discontinua) de la unión de 

glicina-H1 20 nM a mcmbnutas sinaptosomalcs de la retina. Resultados de un experimento 

representativo por triplicado. 
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:?00 mM: pH 7.4. Tris 4.5 mM-Hepcs S mM; pH 8. Hepes 50 rnM; pH 9. Tris SO mM.Las barras 

representan el f"romedio ±ES de tres experimentos e/u por triplicado. 
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Figura 8. Efecto de agonistas y antagonistas del glutamato sobre la unión 
de glicina-H 1 en la retina. A. control; B. ácido glutámico; c. NMDA; D. 
2·DLAP4; E. 2-DLAPS; F. MK-801 ~ G. DNQX. Todos los compuestos 
se probaron a 100 µM. Los resultados son el promedio :::1:: ES de al menos 
tres experimentos por triplicado. P >O.OS, t de student. 
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V. Discusión. 

En este trabajo se ha demostrado que la unión de Gli-H3 a membranas sinaptosomalcs de la 

retina de pollo es reversible. saturable. y que presenta una farmacologia y constantes cinéticas 

que se correlacionan con las descritas para el sitio de Gli del receptor de NMDA en el SNC de la 

rata. 

l. Farmacolqfa. 

La Gli-H3 es un radioligando que ha sido empicado en otras descripciones farmacológicas y 

cinéticas del sitio de Gli en el receptor de NMDA. y que ha sido poco efectivo para el estudio de 

los receptores postsinápticos de tipo inhibidor (Marvizón y col.. 1986). El ACPC. un compuesto 

que permite discernir entre e~ sitio de unión para Gli en los receptores de tipo inhibidor 

postsinápticos y el sitio de unión para Gli en los receptores de NMDA. con el que intcrdctúa 

preferentemente (Marvizón y col.. 1989; Pullan y Powcll. 1992). presenta una potencia de 

inhibición de la unión especifica de Gli-H3 a membranas de PI y de P2 que es muy parecida a la 

de la Gli (ver gráficas 1. 2 y tabla 2). La D-scrina. que es un agonista en el sitio de GJi de los 

receptores de NMDA (Bristow y col.. 1986; Marvizón y Skolnick. 1988) inhibe la unión de Gli

H' en estas preparaciones con una afinidad diez veces menor con respecto al ACPC. Jo cual 

concuerda cualitativamente con estudios similares del sitio de Gli en el receptor de NMDA en 

membranas sinaptosomales de Ja corteza cerebral de la rata (Sncll ) col. 1988: Ransom > 

Dc...--schenes. 1988; Kcssler y col.. 1989; Pullan y Powell. 1992). El cociente ICSO Gli/ICSO agonista 
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ilustra el hecho de que Ja afinidad de ambos compuestos (ACPC y D-serina) es mayor en Ja 

fracción P2 con respecto a Ja fracción PJ. EJ antagonista de los receptores postsinápticos de tipo 

inhibidor. estricnina. solo inhibe la unión de Gli-H3 a estas membranas de la retina a altas 

concentraciones. con una afinidad cien veces menor (lcSO > 100 µM) a la observada para la Gli 

y el ACPC. y diez veces menor que la de la D-serina (ver gráfica 2 y tabla 2). El cociente ICSO 

Gli/ICSO estricnina demuestra que este compuesto inhibe con baja afinidad la unión de Gli-H1
• 

con mayor selectividad en Ja fracción P2. Por otra parte. los antagonistas 7-Cl-K y ACEA- 1021. 

dos compuestos con alta afinidad en el sitio de Gli de receptores de NMDA neuronales y 

recombinanres (Kcsslcr y col., 1989; Baron y col.. 1991; O"Shca y col.. 1991: Pullan y Powcll. 

1992; Woodward y col.. 1995). no inhiben la unión específica de Gli-H3 en membranas 

sinaptosomalcs de Ja retina a concentraciones de hasta SO µM (7-Cl-K) o 500 µM (ACEA-1021). 

lo cual indica que la unión especifica de GJi-H3 a estas membranas se Jleva a cabo a tmvés de 

sitios que presentan diferencias importantes con respecto a los descritos en el SNC. Por otra 

parte. tas constantes de inhibición determinadas para los compuestos Gli y ACPC son distintas 

en membranas de ambas capas plexifbnnes de la retina. siendo de mayor afinidad en P2. Las 

curvas de inhibición no son sigmoides. Jo que revela un solo sitio de unión. Este resultado no 

concuerda con el hecho de que en la retina se han descrito sitios de unión para glicina distintos 

de los que fonnan parte del receptor de NMDA (Pérez-León y Salceda. 1995). Las diferencias. 

sin embargo. podrian deberse a variantes en Ja mctodologia empleada en cada caso. 

Para evaluar la interacción de la Gli-H3 en estas membranas. se calcuJaron los 

coeficientes de Hill (nff) para cada una de las curvas de inhibición que se presentan en la grftf1ca 
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2 (ver gráfica 3 y tabla 1 ). Los coeficientes de Hill determinados para Jos compuestos Gli y D

scrina no son distintos de uno (nH= 1 ). Jo cual indica que se n .. ""quiere de una molécula de Gli o en 

su caso. de D-scrina para inhibir la unión de una molécula de Gli-H3 a estas membranas. y por lo 

tanto. que de existir más de un sitio de unión (tipo o subtipo de receptor) para Gli-H 3 en estas 

membranas. su afinidad por estos compuestos es muy parecida. Con rc.specto a las curvas de 

inhibición con estricnina, los coeficientes de Hill fueron mayores de uno (nH > 1 ). lo cual ha sido 

interpretado como que se requiere más de una molécula de estricnina para inhibir la unión de una 

molécula de Gli-H3 a estas membranas. y que no excluye la existencia de uno o varios sitios de 

unión para Gli-H 3 con baja afinidad por la estricnina. Cabe mencionar que existen estudios en los 

que se han observado coeficientes de Hill mayores de 1 cuando se inhibe la unión de estricnina-H3 

a membranas de la médula espinal de la rata (Marvizón y col., 1986). Se ha demostrado que esto se 

debe a di fercncias en tos sitios de unión de los agonistas y antagonistas, ya que los residuos de 

aminoácidos relacionados con la unión de la Gli al sitio del agonista en los receptores inhibidores. 

son difürcnrcs pero complementarios. a los que interactúan con el antagonista estricnina por Jo que 

este compuesto se une con alta afinidad al sitio del antagonisra y con baja afinidad al sitio de Gli 

(Marvizón y col.. 1986: Galvez-Ruano y col.. 1995). Por otra pane. Marvizón y colaboradores 

( l 9R6) han demostrado que la composición iónica del medio de ensayo en preparaciones 

similares de Ja médula espinal de la rata, modifica la inrcracción de la Gli y de otros agentes 

farmacológicos con los receptores de tipo inhibidor postsináptico siendo ésta mayor conforme Ja 

fuerza iónica se incrementa. Asi pues. los resultados del presente trabajo no excluyen la 

presencia de receptores de tipo inhibidor. que en estas condiciones experimentales (radioligando 

y ambiente iónico) presentan baja afinidad por la estricnina. 
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Con respecto al análisis de las curvas de inhibición con ACPC. el cocficience de HilJ tiene 

un valor menor a uno (nH < 1 ). lo que podría deberse a una interacción con una relación de uno a 

uno para desplazar a una molécula de Gli-H3 de varios sitios que podrían corresponder a subtipos 

de un mismo receptor con afinidad muy parecida. La selectividad del ACPC y Ja interpretación 

de los coeficientes de HiJI calculados con base en Jas curvas de inhibición para los compuestos 

usados. sugieren la existencia de entidades moleculares distintas con baja afinidad por la 

estricnina. que corresponden a Jos sitios de unión para GH en el receptor de NMDA. y muy 

probablemente a Jos receptores postsinápticos de tipo inhibidor. ya que existe evidencia de que 

varias intemcuronas y neuronas de segundo y tercer orden en Ja retina expresan estos receptores 

(GrilncM y Wltsslc. J 993; Brandstltttcr y col.. J 994). 

2. Cinética de la unfón dr aHclna-H'. 

Además de Ja especificidad tannacoJógica. Ja unión de GJi-H3 a estas membranas es saturable y 

Ja constante de disociación al equilibrio es similar a la determinada en membranas del SNC ( 100 

a 200 nM); (ver gráfica 4; Baron y col .• 1991; O"Shea y col .• 1991; Widdowson y col., 1995). El 

análisis de regresión no lineal de las curvas de saturación presentadas en Ja gráfica 4 indica que Ja 

ecuación que mejor describe Ja interacción de Ja GJi-H3 a estas membranas es Ja que corrc:sponde a 

un solo sitio. sin descartar Ja posibilidad de Ja existencia de varios sitios con afinidad similar. 

Esta segunda posibilidad parece ser la más indicada ya que las curvas de unión de Gli-f-1 3 con 

rcspcc10 al tiempo (gráfica 5) presentan varias pendientes. indicando Ja presencia de varios ~itios 
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de unión a estas membranas. o posiblemente de distintos estados confonnacionalcs de un mismo 

receptor. con constantes de disociación diferentes (WeiJand y Molinon: l 9S 1 ). 

Para examinar la posibilidad de que dichas curvas correspondieran a distintos estados di: 

activación de un mismo receptor (cooperatividad positiva). se midió de manera directa Ja 

disociación de Gli-Hl de estas membranas. Como se puede observar en la gráfica 6. la 

disociación de la unión de GH-H 3 observada cuando se añade una concentración elevada ( 1 mM) de 

Gli en conc..Jiciones de equilibrio (línea punteada) es parcial y puede ser dcscrila po.- una curva 

exponencial con pendiente negativa, apoyando la inlerpretación de que Ja curva de asociación (línea 

continua) representa Ja unión de Gli-H3 a más de un sitio con afinidades muy pan .. -cidas en estas 

membranas. y explica por que el análisis de Scatchard de las curvas de saturación no revela más que 

un sitio de unión. Con base en Jo anterior. también se pueJe explicar el por qué Ja K 0 

detenninada a panir de las Kobs es similar a Ja calculada en los experimentos de saturación. ya 

que si la Gli-Hl se une de manera específica a sitios distintos con afinidades que en el equilibrio 

son muy parecidas. las respectivas Kobs serán muy parecidas. Por Jo tanto, estos resultados 

indican la posibilidad de que existan sitios de unión distintos en estas m~mbranas con un perfil 

farmacológico que se correlaciona con el sitio de Gli en el rcceplOr de N'.'v1DA. 

Las constantes cinéticas de asociación y de disociación determinadas en Jos experimentos 

de unión de Gli-Hl con respecto al tiempo son distintas de los valores obtenidos para los receptores 

postsináptkos de tipo inhibidor en la médula espinal empicando c.1 mismo rndioligam.Jo. en los que 

la K.- 1 ""'0.36 nM· 1 min·' y Ja K. 1 = 1.38 min"1 (Young and Snydcr. J973). que en comparación con 
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las constantes detenninadas en este t....~tudio. son muy grandes (K... 1 = 8.196xlffs nM""1 min · 1 en Pl y 

5.246xlffs nM· 1 min ·1 en P2: K. 1 = 1.150xlffz mio ·1 en Pl y 1.032x 10"-i min · 1 en P2). 

3. Modificación de ta unión de alicina-H3 en membrana• sinaptosomales de la retina. 

En la gráfica 7 se puede observar que la unión especifica de Gli-H3 varía dependiendo del pH. como 

sucede en la interacción de muchos neurotransmisores con sus receptores. En el caso del receptor de 

NMDA se ha di.:mostrado que la disminución del pH. genera una disminución en la frecuencia de 

apertura del canal a través de un sitio especifico. distinto al de la Gli. y cuya presencia depende de la 

edición alternativa del mRNA de la subunidad NRl (Traynelis y Cull-Candy, 1990; Traynelis y 

Heincmann. 1995: Kashiwagi y col.. 1996). La variación de la unión especifica de Gli-H1 obseivada 

en el intervalo de pH de 5 a 7 .4. concuerda con estudios funcionales que demuestran que la afinidad 

de la glicina en c1 receptor de NMDA disminuye paralelamente a la frecuencia de apcrtur.i del canal 

·conforme el pll disminuye (Traynclis y Cull-Candy. 1990; Tang y col.. 1989). Por otra pane. la 

disminución tan notable de la unión especifica a pH menores de 6, corrobora la importancia de 

residuo~ de aminoácidos que como el ácido aspartico (pK = 4.4) participan en la formación del sitio 

de unión para Gli en el receptor de NMDA (Kuryatov y col. 1994; Willi::uns y col .• 1996); de 

manera similar. la disminución de dicha unión a pH > 7 .4 indica que otros residuos (ciste{nas. pK = 

8.5~ lisinas. y tirosinas pK = 10) podrfan ser impc1rtantcs en la ""'~tabil;dad de dicho sitio. 

Los resultados de los experimentos de unión de Gli-H3 en presencia de agonistas y 

antagonistas de\ sitio del L-glu en el receptor de NMDA en membranas de tas capas plcxiformcs de 
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Ja rerina demuestran que no se modifica significativamente (ver gráfica 8). Jo cual apoya la idea de 

que los receptores de NMDA en la retina son diferentes de Jos que se expresan en el SNC. Por otra 

pane. se ha demostrado una interacción positiva entre el sitio de Gli y el sitio de unión para Jos 

anestésicos disociativos que actúan como bloqueadores de canal abierto en el receptor de NMDA. 

La unión de Ja Gli a su sitio. en presencia de concentraciones saturanrcs de L-glu. potencia 

considerablemente la unión de MK-80J-H3 y de TCP-H1 en membranas sinaptosomalcs de la 

cot'leZa cerebral de Ja rata (Kcssler y col.. 1989; Ran.som y Stcc, 1988). pero Jo hace de manera muy 

modesta en membranas sinaptosomales de Ja retina de embriones de pollos de R dias de edad (Boje y 

col., 1992); dicho efecto no es recfproco cuando se mide la unión de GJi-l-1 3 en presencia de 100 µM 

de MK-801 (ver gráfica 8). Otro compuesto relacionado con Jos receptores ionorrópicos 

gluramarérgicos. la DNQX. antagonista competitivo de los receptores de AMPA. que interactúa con 

el sitio de Gli en el receptor de NMDA con una afinidad diez veces menor que la de la GJi (PulJan y 

Powell. 1992). no inhibe la unión específica de Gli-H1 a· estas membranas. Jo cual se correlaciona 

con Ja baja afinidad de Jos antagonislaS de este sitio en Ja retina. ya que al iguaJ que el compuesto 

ACEA-J 02 J (una quinoxaHna) presenta una estructura basada en dos anillos aromáticos. 

Respecto al perfil fannacológico de la unión de GJi-f-13 a membranas sinaptosomalcs de Ja.o; 

capas pJexif'onnes de Ja rerina. y las dit"ercncias que presenta. particularmente al efecto de Jos 

antagonistas derivados del kinurenato y de las quinoxaJinas. se deben considerar varios aspectos. 

La posibilidad de que alguna al1eración t..-structural del receplor causada por c:I rraramicnlo de 

las membranas haya afectado la interacción de Jigandos como Jos antagonistas del sitjo de Gli en el 
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receptor de NMDA es poco probable. Dicho efecto se corrcJaciona con la estructura de los ligandos. 

ya que tanto el 7-Cl-K como Ja quinoxalina ACEA-1021 tienen una estructura basada en anillos 

aromáticos. muy diferente de la estructura de los agonistas Gli. D-serina y ACPC. que !Kln moléculas 

polares. Por otra parte. las constantes cinéticas dctcnninadas en este trabajo coinciden con otros 

estudios. lo cual indica que a pesar de que este sitio en la retina presenta diferencias fannacológicas 

con los sitios descritos en el SNC. su afinidad por la Gli es muy parecida. 

La información discutida hasta este momento es importante desde varios puntos de vista. El 

epitelio pigmentado tiene el mismo origen embriológico que Ja retina neuraJ (Mund y Rodríguez. 

1979) por lo que seria coherente pensar que todas las células de la retina expresan receptores de 

NMDA con características muy parecidas. relacionadas con el estado de desarrollo y con el 

conlexto fisiológico. Las mismas observaciones descritas por López-Colomé y Fragoso ( 1995) se 

correlacionan con procesos análogos a los que ocurren en el SNC. pues exislc evidencia de que los 

receptores de NMDA son menos sensibles a la potenciación por Gli con respecto a Ja t.."dad 

(Kleckner y col .• 1991) posiblemente a causa de un cambio en la composición heteromérica de los 

mismos (Sheng y col., 1994). En consecuencia. diferencias en la composición hetcromérica y/o en 

la edición altemaliva de alguna de las subunidades del receptor de NMDA en Ja retina. deben tener 

alguna relación con la modulación de la actividad del mismo. 

La expresión de la subunidad NR2C se ha correlacionado con una CannacoJogía 

característica. en la que la que el rcc<..-ptor de N~!DA presenta una baja afinidad por Jos anlagonistas 

del sitio para la Gli (Widdowson y col.. 1995). y por los anestésicos disociativos como el MK-801 y 
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el TCP (Monyer y col.9 1992). El bloqueo por Mg2
+- en receptores NR1-NR2C expresados en 

sistcma._o; hcterólogos es muy débil en comparación con los rt.."Ceptores NRl-NR2A (Monycr y col., 

1992). En el cerebelo y en ciertas neuronas del hipocampo restringidas a la capa granular. se ha 

correlacionado Ja presencia de altos niveles de expresión de la subunidad NR2C con las 

características farmacológicas de los receptores de NMDA en estos tejidos (Bullcr y col., 1994). Se 

sabe que las células granulares del cerebelo expresan dos tipos de receptores. uno de alta afinidad 

por el CPP-H3
• y otro con baja afinidad por los agonistas, y panicularmente por los antagonistas del 

L-glu. Las subunidadcs que más se expresan en esta estructura del sistema nervioso son la NR 1. Ja 

NR2A y Ja NR2C; estudios de expresión en sistemas heterólogos indican que los heterómeros que 

expresan las subunidades NR 1 a/NR2A presentan una afinidad por el CPP l 00 veces mayor que 

aquellos que expresan las subunidadcs NRla/NR2C lo cual podría explicar la existencia de dos 

subtipos de receptores con las características dL'Scritas en esta estructura (SekiJUchi y col.. J 990: 

Laurie y Secburg. 1994). Se ha descrito que los receptores cerebelares presentan una baja afinidad 

por los anestésicos disociativos como el MK~SO 1. y que además podrían ser insensibles a Ja 

potenciación por el coagonista Gli. aunque se piensa que Ja contaminación por Gli es un factor muy 

importante a considerar antes de interpretar cualquier resultado (Sek.iguchi y col., 1990). sin 

embargo. parece que la expresión de Ja subunidad NR2C realmente modifica algunas propicdadt.."S 

bioquímicas de los receptores de NMDA en comparación con los receptores caracterizados en la 

corteza cerebral de Ja rata y con aquellos que presentan Ja subunidad NR2A pero no la NR.2C. 

En la retina de la r.ita se ha descrito la expresión de los mRNA que codifican para las 

subunidades NRI, NR.2A, NR2B yNR2C (Wafford y col.. 1993). con una distribución "!UC indica la 
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presencia de reccplores hetcroméricos en la retina interna. y muy posiblemente:. de n...--ccptures 

homoméricos en la retina externa. La cantidad y la distribución de los mRNA en cualquier tejido no 

corresponde necesariamente a Ja ubicación de las proteínas funcionales, por Jo que se debe lencr 

cuidado al interpretar Jos resultados de dichos experimentos. Sin embargo. los resultados del 

presente trabajo demuestran que existen sitios de unión para GJi insensibles a estricnina en ambas 

capas plcxifonncs de la retina. y que presentan una fannacología similar a Ja descrita para los sitios 

que fonnan parte del receptor de NMDA en el SNC. La posibilidad de que existan varios de estos 

sitios no demuestra que existan diferentes ensambles del receptor de N~IDA en la retina. pero puede 

convenirse en una hipótesis que sea sometida a experimentación. De ser asi. es muy probable que las 

características fannacoJógicas de la unión de Gli-H 3 descritas en este estudio correspondan al sitio 

de unión en el rcct..¡>tor de NMDA~ y con base en la evidencia considcrJda en csla discusión. que Ja 

composición hctcroménca de dichos receptores corresponda a una cocxprcsión de subunidades NR J 

en uno o varios subtipos de receptor junto con la subunidad NR2C. 

Se sabe que tanto el sitio de unión para el coagonista (Gli) como el correspondiente para el 

agonista (L-glu ó NMDA) se localizan en Ja subunidad NRI (Moriyoshi y col.~ 1991). Expcrimcmos 

en _sistemas de expresión heterólogos indican que la expresión de receptores homoméricos de cada 

una de las variantes posbanscripcionaJes de Ja subunidad NR 1 no difieren en su afinidad por Ja Gli 

(Sugiham y col.. 1992)~ de manera similar. la unión de ácido 5, 7 dicloro-kinurénico-H3 pn ... --scnta Ja 

misma afinidad por receptores fonnados por cada una de dichas variantes (Ancgawa y col.. J 994; 

Grimwood y col.. 1995). A diferencia de Jos receptores nativos del cerebelo. cuando la subunidm.J 

NR J se cuexpn ... ~ con aJguna de las cuatro subunidades NR2 en sistemas hetcrólogos. la afinidad de 
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la GJi por estos receptores se moditic~ siendo mayor en aquelJos receptores con Ja composición 

NR 1-NR.:?C (Wafford y col.. 1993), sin embargo la afinidad por cJ ácido 5. 7-dicloro-kinurCnico-H3 

no cambia (Anegawa y col.. l 994; Laurie y Seeburg. J 994 ). interesan temen te. Ja constante de 

inhibición de Ja unión del ácido 5. 7-dicloro-kinurénico-H3 por Ja Oli es considerablemente pL'qucña 

(de aira afinidad) en aquellos receptores compuestos por Jas subunidadcs NR l ·NR2C en 

comparación con cualquier otra combinación de subunidades (Laurie y Seeburg, 1994 ). 

En el presente estudio. eJ perfil farmacológico del sitio de glicina en el reccp1or de NMDA 

es de baja afinidad por los antagonistas. por Jo que una hipótesis plausible para explicar la."" 

diferencias observadas en la inhib;ción de la unión de Gli-H3 por estos compuestos a membrana."' de 

la retina en comparación con estudios en el SNC. es que tanto la modificación postranscripcionaJ de 

subunidades NR1~ en la que se encuentra tanto el sitio de Gli como el del L-glu. <;:orno su asociación 

diferencial con las subunidadcs NR2~ de1erminan dicho perfil rannacoJógico. 



VI. Conclusiones. 

1.- Los resultados de este trabajo demuestran la presencia de sitios de unión para Gli-H3 en 

membranas sinaptosomales de la retina. Estos sitios pre~entan una farmaculogfa y constantes 

cinéticas similares a las descritas para el sitio de Gli en e1 receptor de NMDA en el SNC. 

2.- La unión especifica de Gli-H 3 a Lastas membr.inas es reversible y saturable; y se concentra en In 

capa plcxifoi:mc interna (Bmáx = 2.381 ± 0.3464 pmol/mg de prote[na en PI y Bmáx = 12.70 ± 

2.25 en P2). Las constantes de disociación al equilibrio (k8 ). calculadas a panir de las curvas de 

saturación (195.I ± 89.73 nM para PI. y K 8 = 208.0 ± 86.70 nM para P2) concuerdan con las 

constantes determinadas en condiciones en que no se ha alcanzado el equilibrio (ka de 140.31235 ± 

0.000061 y 196. 72 ± 0.00002307 nM para P 1 y P2 respectivamente). 

3.- La potencia de '\'arios agonistas y antagonistas de los receptores de Gli para inhihir la unión 

específica de Gli-H3 a estas mi;:mbranas es la siguiente: Gli = ACPC > 0-serina >> estricnina >>> 

7-Cl-K y ACEA-1021. Dicha unión se modifi..:a por el pH pero no por otros ligandos de otros sitios 

en el receptor de NMOA. 

4.- Las constantes de disociación al equilibrio. las constantes de inhibición, los coeficientes de Hill 

y los resultados de las cinéticas de asociación y disCK:iación <le la Gli-H1 en estas membranas. 

sugieren la existencia de diversos sitios de unión. entre los que se incluyen los receptores de 

glicina postsimípticos de tipo inhibidor. y muy probablemente diversos subtipos de receptPrt:s 

de NMDA que podrían corresponder a receptores heteroméricos con estequiomctrías distintas. 

pero afinidad similar. 

S.- Estos resultados indican que las diferencias observadas principalmente en et patrón 

fünnacológico de estos sitios con respecto al SNC. podrían sen ir como ba.<>e para estudiar la 

participación de la glicina en la neurotransmisión excitadora en la retina. 
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Tabla resumen. 

Fracd6nPI 

0.01 J'SO min·I 

0.00008196 nM'"1 min·1 

140.31 nM 

2.38 pmol/mg de proteína 

K.2Q .nH 
(µM) 

1.36 

1.00 <I 

61.96 

398.11 >I 

>S0.00 

>500.00 

Fn1cdón P2 

0.01032 min- 1 

0.00005246 nM-1 min·• 

196.72 nM 

12. 70 pmol/mg de proteína 

lUQ ..ni:! 
(µM) 

11.01 

6.06 <I 

66.23 

251.19 >I 

>S0.00 

>500.00 
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