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RESUMEN

Las células de Mdiler (gila radial de la retina) presentan una disposicion
particular en la arquitectura de la retina de los vertebrados, atravesandola en
todo su espesor (Robinson y Dreher, 1990). Los procesos de estas células se
encuentran rodeando las sinapsis que establecen las neuronas en las capas
plexiformes. Esta disposicién, junto con la presencia de receptores a Glu asf
como de sistemas de transporte para el Glu y 8] GABA, sugiere que la glia de
Mutller participa activamente en los procesos de transmisién de la retina. La
rapida terminacion de la accién sin3ptica del Glu y la Gly se logra a través de su
recaptura en la terminal sinaptica y células gliales adyacentes. En el SNC de
vertebrados, la Gly actia como neurotransmisor inhibidor y como modulador o
coagonista del Glu en los recepiores postsindpticos del tipo NMDA. Trabajos
anteriores han descrito receptores del tipo NMDA en las células de Miiller de la
retina de pollo acoplados a la cascada de fosfoinositidos, la entrada de caicio y
la activacién de la PKC (Lopez-Colomé et al., 1993) y han reportado la co-
localizacién de los transportadores de Gly y los receptores de NMDA en cerebro
(Smith et al., 1992). Ya que la concentracion de Gly podria participar en la
modulacion de la transmision excitadora en las vias verticales de transmisién en
la retina a través de los receptores de NMDA, el objetivo de este trabajo fue el
de demostrar la presenéia de un sistema de transporte de Gly en la glia de
Miller. El estudio se realizé en cultivos confluentes de células de Miller de
embriones de pollo de 7 dias. Los ensayos de transporte se llevaron a cabo a
37°C en buffer Krebs-Ringer Bircarbonato que contenia Gly 1mM (PH]-Gly/Gly
1:25000). El transporte de Gly hacia un compartimiento osmdéticamente sensible
llega al equilibrio a los 30 minutos. E! proceso requiere de energia metabdlica ya

que el iodacetato (1mM), la ouabalna (200,M) y e! cianuro de potasio (1mM)



inhibleron el transporte en un 23%, 58% y 15% respectivamente; el 2,4-
dinitrofenol (50uM) no tuvo efecto sobre el transporte. La sarcosina (1mM)
inhibi® competitivamente al transporte, mientras que la taurina, la D-serina, el
GABA y la p-alanina (1mM) no tuvieron efecto. E! transporte de Gly resultd ser
sensible a los cambios de pH del medio extracelular; el pH 6ptimo para el
transporte fue 7.4. El analisis cinético de la curva de saturacién para la Gly en
un intervalo de concentraciones de 0.01 a 2 mM ([*H]-Gly/Gly 1:5000), reveld
dos sistemas de transporte: uno de baja afinidad con una K, de 5§79 uM, V,, 2.3
nmol/mg de proteina en 10 minutos, y otro de alta afinidad con una K, de 43.8
M, V... de 5.5 nmol/mg de proteina en 10 minutos. La dependencia idnica se
estudié pra ambos sistemas (reemplazando al NaCl con cloruro de colina o LiCl
en el caso del Na*, o con Gluconato de sodio en el caso del CI') y se demostrd
una afta dependencia por el sodio en el medio extracelular; el sistema de alta
afinidad mostré también dependencia por ef cloro. Estos resultados demuestran
que las células de la glia de Mdller presentan un sistema de transporte de Gly,
por io que podrian participar en la modulacién de la transmisién excitadora en la
via vertical de la retina a través de los receptores de NMDA, al regular las

concentraciones de Gly en el espacio extracelular.




ABREVIATURAS

AIB = Acido 2-aminoisobutirico
ALS = esclerosis amiotrfica lateral
AMPA = a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato
Asp = aspartato

ATP = adenosin trifosfato

Ci = curie, unidad de radioactividad
DIv = dias in vitro

DNP = dinitrofenol

GABA = &cido y-amino butirico

GFAP = proteina acidica fibrilar gliat
Gly = glicina

[*H]}-Gly = glicina tritiada

Giu = glutamato

HEPES = &4cido N(2-hidroxietil)piperazin-N-(2-etanosulfénico)
KA = kainato

KCN = cianuro de potasio

K, = constante de afinidad

KRB = Krei:s Ringer Bicarbonato
MeAIB = &cido 2-(metilamino)isobutirico
NMDA = N-metil-D-aspartato

PKC = proteina cinasa C

" SNC = sistema nervioso central

Tris = Tris(hidroxi-metil)Jamino metano
V,ax = velocidad maxima
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INTRODUCCION
1. LA RETINA DE L.OS VERTEBRADOS
a. Morfologla

La retina es una capa delgada de tejido nervioso localizada en la parte
posterior del ojo, donde se lleva a cabo la recepcion de los estimulos visuales y
] los primeros pasos del procesamiento de informacién de 1a via visual (Shepherd,
1974). La organizacién laminar y el numero limitado de tipos celulares que
presenta facilitan Ia identificacion y localizacién de distintas funciones
bioquimicas y fisioldgicas. En este sentido, la retina de los vertebrados ha sido
considerada un buen modelo para estudiar al sistema nervioso central (SNC)
(Farber y Adler, 1986). La retina de las aves es un modelo que ofrece grandes
ventajas: en primer lugar, contiene un sélo tipo de células gliales, las células de
Miller. En segundo lugar y al contrario de la retina de los mamiferos, la de las
aves es avascular y, por lo tanto, su analisis bioquimico no se complica por la
presencia de células endoteliales y elementos sanguineos. En tercer lugar, las
retinas de embriones de pollo de edad temprana pueden continuar su desarrolio
in vitro bajo condiciones de cultivo relativamente simples. Y por uitimo, el tejido
de la retina de las aves puede ser facilmente disoclado en una suspensiéon de
células para luego formar cultivos adherentes en monocapa y asf obtenerse en
etapas definidas del desarroilo (Moscona, 1983).

La retina de vertebrados esta constituida por tres tipos celulares basicos:
neuronas, células del epitelio pigmentado y células gliales (Wheater et al.,
1987). Dentro de las neuronas hay 5 tipos distintos: los fotorreceptores (conos y
bastones), las células bipolares, las células horizontales, ias células amacrinas y

las células ganglionares; y dentro de ias células gliales hay dos tipos: las células
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Figura 1. Diagrama de las capas de la retina de los vertebrados y sus relaciones
sinapticas. EP, epitelio pigmentado; B, bastones; C, conos; MLE, membrana
limitante externa; CNE, capa nuclear externa; CPE, capa plexiforme externa;
CNI, capa nuclear interna; CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa de células
ganglionares; FNO, fibras del nervio déptico; MLI, membrna limitante interna
(Wheater et al., 1987).



de Muller y los astrocitos (Newman, 1985).

Histolégicamente, la retina de vertebrados se divide en varias capas
distintas (Fig. 1). La capa mas externa se encuentra formada por las células del
epitelio pigmentado organizadas en una monocapa que descansa sobre la
membrana de Bruch y que separa al resto de la retina de los capilares
sanguineos coroideos. La segunda capa comprende a los segmentos externo e
inteno de conos y bastones y a una estructura delgada conocida como la
membrana limitante externa, constituida por las uniones entre las células de
Miuilier y que los separa de la siguiente capa: la nuclear externa, formada por los
cuerpos celulares de los fotorreceptores (Wheater et al, 1987). A ésta le sigue la
capa plexiforme externa, en la que se establecen sinapsis entre fotorreceptores,
células bipolares y células horizontales, seguida de la capa nuclear interna
donde se encuentran los cuerpos neuronales de las células horizontales,
bipolares y amacrinas. Después se encuentra la capa plexiforme interna donde
se establecen sinapsis entre células bipolares, amacrinas y ganglionares; y por
ultimo, la capa de células ganglionares cuyas fibras aferentes convergen en un
punto para formar el nervio éptico (Dowling, 1970). Funcionalmente la retina de
los vertebrados se divide en retina externa (fotorreceptores y capa plexiforme
externa) y retina interna (capa nuclear externa y siguientes).

Atendiendo a su morfologla, e! segmento externo de los bastones es
cilindrico, mientras que el de los conos es, como su nombre lo dice, conico.
Ambos tipos de segmento externo contienen una serie de discos membranosos
apilados que incorporan en sus membranas las moléculas de pigmento
encargadas de absorber la luz (Schnapf y Baylor, 1987) (Fig. 2). En el caso de

los bastones este pigmento es la rodopsina, que absorbe la juz a una longitud

de




Figura 2. Diagrama esquemético de los fotorreceptores. A la derecha se muestra
un cono, a la izquierda un bastén. Tanto los conos como los bastones consisten
de un segmento externo (A) y uno interno (B) conectados por un puente ciliar. El
segmento interno de ambos tipos celulares contiene al nicieo y la mayor parte
de la maquinaria blosintética y se continia con la terminal de la célula
fotorreceptora o axén (E), la cual forma sinapsis con los siguientes elementos
neuronales de la retina. El segmento externo contiene un sistema de discos
membranosos apilados que se forman a partir de invaginaciones de la
membrana plasmdtica y que contienen a los pigmentos visuales. C, membrana
limitante externa; D, célula de Miller (Wheater et al., 1987).



onda de 500 nm y estan especlalizados para la recepcion de luz tenue. Los
conos contienen los pigmentos especificos para la vision en color y estan
especializados para la recepcion de luz brillante (Shepherd, 1974).

Las células bipolares, en general, hacen conexiones directas entre uno o
mas fotorreceptores y una o mas células ganglionares, transmitiendo en sentido
vertical la informacion visual. Las células horizontales presentan varios procesos
cortos, y uno mas delgado y largo que los demas al cual se le considera como
axén. Estos procesos conectan lateralmente, en la capa plexiforme externa, a
conos y bastones ya sea contiguos o mas lejanos. Las células amacrinas
poseen uno o dos arboles dendriticos que dan lugar a numerosas ramas, las
cuales hacen conexién con células bipolares y células ganglionares en la capa
plexiforme interna y, en ocasiones, con fotorreceptores en la capa plexiforme
externa (Wheater et al, 1987).

Las células de la glia de Miller son de gran tamafic y atraviesan
practicamente toda la retina, extendiéndose desde la membrana limitante interna
hasta los fotorreceptores (Farber y Adler, 1986). Su nucleo se encuentra en la
capa nuclear interna y a través de largos procesos citoplasmicos rodea a las

neuronas, llenando asi los espacios Intercelulares (Wheater et al, 1987).

b. Neurotransmision en la retina

Estudios farmacolégicos y registros electrofisioldgicos intracelulares han
proporcionado pruebas de que los aminoécidos excitadores son importantes
neurotransmisores en la retina de vertebados. Estos estudios sugieren que los
fotorreceptores, las celulas bipolares y algunas células amacrinas utilizan

glutamato o aspartato como neurotransmisor, de manera que la via vertical de la
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retina que va de los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las
células ganglionares es excitadora (Miller y Slaughter, 1885).

Las altas concentraciones de la enzima aspartato aminotransferasa,
enzima que sintetiza aspartato y glutamato, presentes en fotorreceptores,
células bipolares y algunas amacrinas; asi como la presencia de sistemas de
transporte de alta afinidad para estos aminoacidos, son otro tipo de evdencia
que apoya la idea de que los aminoacidos excitadores son los transmisores
enddgenos en la via vertical de la retina (luvone, 1986).

Los dos principales neurotransmisores inhibidores son el &cido y
aminobutirico (GABA) y la Gly. Las células horizontales y las amacrinas llevan a
cabo el procesamiento lateral de informacién en las capas plexiforme externa e
interna, respectivamente. En todos los vertebrados, el GABA y la Gly se
localizan en algunas células amacrinas, y en vertebrados inferiores, el GABA se
localiza también en algunas células horizontales (Daw et al., 1989).

La Gly esta presente en la retina de vertebrados a concentraciones muy
similares a las encontradas en el SNC (Pasantes-Morales et al., 1972). Las
concentraciones mas altas de Gly dentro de la retina se han encontrado en la
capa plexiforme iInterna, en la capa de células ganglionares y en las células
amacrinas. La [H]'Gly se acumula en la retina por sistemas de transporte de
alta afinidad y los estudios autorradiogréficos han indicado que ésta se
concentra principalmente en las células amacrinas (luvone, 1986). Ademas, se
ha demostrado la liberacibn de Gly, tanto acumulada como enddégena,
estimulada por potasio y dependiente de Ca* en la retina (L6pez-Colomé et al.,
1978).

Dentro de las catecolaminas, !a dopamina es la que se encuentra
principaimente en la retina de los vertebrados, predominantemente en una

subclase de células amacrinas y se le ha atrbuido una funcion
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neuromoduladora. En la mayoria de los vertebrados, otra subclase de células

amacrinas utilizan a la acetilcolina (ACh) como neurotransmisor.

1I. LA GLIA DEL SISTEMA NERVIOSO DE VERTEBRADOS

a. Tipos de Células Gliales

La mayoria de las neuronas en el sistema nervioso se encuentran
rodeadas por células satélite. Estas células satélite fueron descritas por primera
vez en 1846 por Rudolf Virchow, quien las llamé neuro- glia (del griego glia,
"pegamento”). Se calcula que las células gliales son entre 10 y 50 veces mas
numerosas que [as neuronas en el sistema nervioso de vertebrados (Nicholis et
al., 1992).

La neuroglia del sistema nervioso de vertebrados se ha dividio en dos
grandes clases: la microglia y la macroglia. La microgiia estd formada por
células fagociticas que se mobilizan después de una lesién o infeccion y son de
origen mesodérmico. La macroglia son células de origen ectodérmico y se divide
en tres grupos: los oligodendrocitos, las células de Schwann y los astrocitos.

Los oligodendrocitos y las células de Schwann son células pequefias con
pocos procesos y se encargan de formar la vaina de mielina alrededor de los
axones de las neuronas. Esta vaina de mielina aisla eléctricamente a los
axones, de manera que se incrementa la conduccién de las sefiales eléctricas.
Los oligodendrocitos se encuentran en el sistema nervioso central y pueden

envolver a varios axones, mientras que las células de Schwann son exclusivas

del sistemna nervioso periférico y envuelven a un sélo axon.




Los astrocitos son el mas abundante de los tres grupos que comprende la
macroglia, sus cuerpos celulares son irregulares y presentan largos procesos.
Una de las funciones que se les ha atribuido es la de intervenir en la formacion
de la barrera hematoencefalica, pues al hacer contacto con los vasos
sanguineos provocan la formacién de uniones estrechas entre las células
endoteliales que impiden el paso de sustancias téxicas de la sangre al cerebro.
Algunos astrocitos presentas pies terminales que hacen contacto con neuronas
y vasos sanguineos, lo que ha hecho pensar que también tienen la funcién de
nutrir a las neuronas. Por otro lado, parece ser que, al igual que la microglia,
eliminan los restos neuronales y ayudan a sellar el tejildo nervioso dafiado
después de una lesion, Por ultimo, el potenciat de reposo de los astrocitos esta
determinado por su alta permeabilidad al K'. Como resultado, los astrocitos
recapturan y amortiguan el exceso de K’ liberado por las neuronas cuando su
actividad es alta, protegiéndolas asl de la despolaizacién que resultaria de la
acumulacién de K™ en el espacio extracelular (Kande! et al., 1991).

De un tipo de astrocitos deriva la glia radial, la cual se caracteriza por
presentar una forma alargada y por extenderse en la pared cerebral durante el
desarrollo formando filamentos alargados sobre los cuales las neuronas en
desarrolio migran hacia su destino final (Nicholls et al., 1992). Dentro de ia glia
radial se incluyen a las células ependimales, a las células gliales de Bergmann

en el cerebelo y a las células de Mdller en la retina (Bartlett et al., 1981).

b. Funciones Generales

Hallazgos recientes Indican que las células gliales, aunque no son

capaces de generar potenciales de accion debido a que su potencial de

11



membrana es muy electronegativo, realizan muchas mas funciones de las que
se pensaba hace tiempo y que modulan la actividad neuronal. Por medio de
registros intracelulares se observé que los potenciales de reposo de las células
gliales eran mucho mayores que los de las neuronas a las que rodeaban
(Barres, 1991). En vertebrados, los potenciales de membrana mas altos
registrados en neuronas oscilan entre -70 y -75 mV, mientras que los valores
para las células gliales se acercan a los -90 mV. Este potencial de reposo de las
células gliales estd determinado por el potencial de equilibrio del K', ya que
presentan una alta permeabilidad a estos lones, al mismo tiempo que presentan
una baja permeabilidad por los iones Na' y Ca2" (Nicholls et al., 1992). Como
consecuencia de la actividad neuronal prolongada, la concentracién de K* en el
espacio periaxdnal aumenta de dos a cinco veces; un incremento de esta
magnitud influye de manera considerable sobre el potencial de membrana y
propiedades metabdlicas de las células gliales asf como sobre las respuestas
neuronales: alterando por ejemplo la cantidad de neurotransmisor liberado por
las neuronas presinapticas, modulando las interacciones neuronales reclprocas,
o afectando el umbral de activacibn de las células postsinapticas. Las
concentraciones de K’ iniciales (pre-estimulo) deben de ser restablecidas para
que un segundo impulso nervioso pueda llevarse a cabo (Ripps y Witkovsky,
1983). Se ha propuesto entonces que las células gliales regulan ia
concentracién de K* del medio extracelular gracias a su alta conductancia para
este ion, capturandolo en las regiones con una alta concentracién y liberdndolo
en regiones distales donde su concentracién es menor (Orkand 1966).

Se ha encontrado que las células gliales presentan sistemas de recaptura
de neurotransmisores y, ya que las sinapsis se encuentran por lo general
encapsuladas por los procesos de las células gliales, se ha propuesto que

juegan un papel Importante en la terminacion de la transmisién. También se ha
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pensado que funcionan proporcionando aislamiento a las sinapsis ya que evitan
que el neurotransmisor se esparza a sinapsis cercanas. Entre los sistemas de
transporte que se han localizado en las células gliales esta el de Glu, en el cual
el transporte se ve acompafiado de dos lones Na® al mismo tiempo que se
transportan en sentido contrario un i6n K* y un grupo OH™ o bien un HCO,". Por
lo tanto, la captura de Glu provoca la alcalinizacién del medio extracelular, de
manera que las células gliales pueden regular los cambios extracelulares de pH
inducidos por l1a actividad neural (Bouvier et al., 1992). Otra consecuencia de la
captura de Glu por las células gliales es que mantiene bajos los niveles de Glu
en el medio exracelular. De acuerdo con la hipétesis de la excitotoxicidad, un
exceso en la liberacién de Glu resuita en la degeneracién de varias poblaciones
neuronales en el sistema nervioso central, como ocurre por ejemplo en la
Isquemia y en la hipoxia (Siliprandi et a/., 1992).

La glia presenta una enzima caracteristica, la glutamina sintetasa, que
cataliza la aminacion de glutamato en glutamina, precursor de varias vias
biosintéticas, como de la sintesis de los neurotransmisores Glu y GABA. Otra
enzima carateristica de ilas células gliales es la anhidrasa carbénica, la cual
cataliza la hidratacién del diéxido de carbono y por lo tanto esta involucrada en
las funciones respiratorias vitales. Esta enzima también participa en la
regulacion del movimiento idnico y el balance de fluidos, por lo que juega un
papel importante en la homeostasis y, como influencia los equilibrios de Na' y
K’, afecta indirectamente la actividad neuronal (Moscona, 1983).

Las células gliales en cultivo son capaces de responder a numerosos
neurotransmisores con cambios en el potencial de membrana. Se ha
demostrado tanto in vitro como in vivo que estos cambios son mediados por los
receptores a neurotransmisores presentes en las células gliales. Se han

encontrado receptores para Glu y GABA en astrocitos in vitro, con
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caracteristicas similares a los encontrados en neuronas. Los astrocitos en cuitivo
también expresan receptores para neurotransmisores que activan sistemas de
sefiales intracelulares como son: e! incremento de ias concentraciones
intracelulares de diacil glicerol, fosfatos de inositol, Ca”, AMPc y GMPg; los
cuales a su vez pueden modular la actividad de canales i6nicos y enzimas
(Barres, 1991). En las células de Muller de la retina se ha demostrado la
estimulacién de la hidrélisis de fosfatidil inositol bifosfato (P1P2) por la activacion
de receptores a aminoacidos excitadores (Lopez’Colomé et al, 1993). La
presencia de receptores para neurotransmisores en la glia sugiere que debe de
ocurrir una sefializacién entre neuronas y glia a través de neurotransmisores.

Las células gliales también sintetizan y, en ocasiones, liberan
neurotransmisores como las células de Schwann del axén gigante de calamar
que normalmente sintetizan y liberan acetilcolina (Heumann et al., 1981). Las
células gliales no contienen vesiculas sindpticas, pero se ha sugerido que la
liberacién de neurotransmisores se lleva a cabo a través de la operacién en
reversa de las proteinas transportadoras de neurotransmisores que
normalmente funcionan capturandolos (Amara y Kuhar, 1993).

Ya que las células gliales presentan un alto grado de plasticidad en
respuesta a las sefiales neuronales, cambios a largo plazo en las propiedades
de la membrana de las células gliales podran mediar cambios a largo plazo enia
funcién sinaptica (Barres, 1991).

c. La Glia de Muller

.En la retina de vertebrados se han identificado dos tipos de células

gliales: las células de Milller y los astrocitos, estas ditimas presentes sélo en
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retinas vascularizadas (Rasmussen, 1974). En la retina de las aves, las células
de Mtller son el unico tipo de gliocito presente y, por lo tanto, combinan
funciones que en otras partes del sistema nervioso estan compartimentalizadas
en diversos tipos de células gliales (Moscona, 1983).

Las células de Miller de la retina de los vertebrados son células
orientadas radialmente que se extienden a todo lo largo de la retina, desde Ila
capa de fibras del nervio dptico hasta el nivel de los segmentos internos de los
fotorreceptores (Fig. 4). El pie termina! de la célula de Miiller es una expansién
cénica que termina en la membrana limitante interna de 1a retina, la cual esta
formada por fibras de coldgeno y glicoproteinas a las cuales se adhieren las
células de Miiller. El tronco principal pasa verticalmente a-través de la capa de
fibras Opticas, de la capa de células ganglionares y de la capa plexiforme interna
hasta llegar a la capa nuclear interna, donde se localiza el nicleo de la célula de
Mdller, por lo que a este nivel se observa un ensanchamiento del tronco
principal. Los procesos laterales que salen del tronco principal forman una matriz
que rodea al pericarion de las células ganglionares. Distal al nucleo, al llegar a la
membrana limitante externa, la célula de Mduller forma una serie de
microvellosidades que penetran entre los cuerpos de los fotorreceptores al
espacio subretinal. A estas estructuras se les ha llamado canastas de Schultze y
contribuyen a la formacion de la membrana limitante externa. En las capas
plexiformes, las células de Maller emiten numerosas ramificaciones horizontales
que por lo general estdn (ntimamente asociadas a dendritas neuronales y
sinapsis. En la capa nuclear interna, las células de Mduller envuelven
parcialmente a las neuronas adyacentes, mientras que en la capa nuclear
externa y en la capa de células ganglionares las envuelven totalmente
(Robinson y Dreher, 1990).
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Figura 4. Dibujos en camara lacida de células de Miller y su ubicacién respecto
a las diferentes capas de la retina. NFL, capa de fibras nerviosas; GCL, capa de
células ganglionares; IPL, capa plexiforme Interna; INL, capa nuclear interna;
OPL, capa plexiforme externa; ONL, capa nuclear externa; IS, segmento interno
del fotorreceptor (Robinson y Dreher, 1990).



Con base en estudios citoquimicos y estructurales Magalhaes y Coimbra
(1972) dividieron a las células de Mduller en tres zonas: (1) la porcién interna de
fa célula, que se extiende desde la membrana limitante interna hasta el limite
entre las capas plexiforme interna y nuclear interna, que contiene principaimente
microfilamentos, reticulo endopldsmico liso asi como una gran cantidad de
granulos de glucdgeno; (2) la porcion media de la célula, que ocupa la capa
nuclear interna y contiene al nucleo, asi como reticulo endoplasmico rugoso
abundante y el aparato de Golgi; y (3) la porcién externa de la célula que se
extiende hasta la capa de fotorreceptores y se caracteriza por presentar
numerosos microtubulos y mitocondrias. Por estas caracteristicas se concluyd
que la porcidon interma de la célula es responsable de la sintesis,
almacenamiento y liberacidn de glucdgeno; la porcidn media se encarga de la
sintesis y transporte de protelnas estructurales y de secrecion; y la porcion
externa esta especlalizada en la absorcién y en el transporte intracelular activo.

Las células de Muiller parecen tener un pape! importante en el desarrollo.
Son de las primeras células retinales en nacer y, ya que se extienden a todo lo
grueso de la retina y estan en contacto directo con ia mayoria de las neuronas
en desarrollo, es muy probable que estén involucradas en la induccién y en ia
organizacién de las capas nucleares y plexiformes (Moscona, 1983).

No se aprecian diferencias morfoldgicas significativas entre células de
Mauller de retinas vascularizadas y avasculares (Rasmussen, 1974). E! potencial
de membrana también varla muy poco de una especie a otra y es de afrededor
de "80 mV. Este potencial de membrana esta dado por la concentracion externa
de K', ya que las células de Mdiller son altamente permeables a este i6n. La
conductancia al K' no es uniforme en toda la célula. Ei exceso de K* producido
por la actividad de las neuronas retinales es capturado por estas células y la

salida de este ién ocurre en 1a regiéon de la célula donde se presente la mayor
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conductancia a éste. En especies con retinas vascularizadas, la conductancia es
mayor en la porcién de la célula que corresponde a la capa nuclear interna. En
esta misma region, los capilares rodean a los procesos de las células de Mdller,
por lo que se propone que en esta zona se libera el K' hacla los vasos
sanguineos. En especies con retinas avascularizadas, la mayor conductancia se
presenta en el pie terminal de las células, por lo que el exceso de K' es liberado
al humor vitreo (Newman, 1987).

Las células de Miller presentan sistemas de transporte de aita afinidad
dependientes de Na’' para aminodcidos neurotransmisores. En estas células se
ha demostrado la presencia de un sistema de transporte para el GABA
(Graham, 1972). El L.-Glu, L-Asp y el D-Asp comparten un sistema de transporte
de aita afinidad, también dependiente de Na'. Este sistema ha sido
caracterizado en cultivos primarios de glia de Mduiler (Somohano y Ldépez-
Colomé, 1991). Este sistema de transporte es capaz de liberar Glu si se elevan
las concentraciones de K’ extracelulares, pues el transportador funciona
expulsando K’ al mismo tiempo que capiura Giu y Na'. Al elevar las
concentraciones de K extracelulares el transporte se revierte, liberandose Glu
(Szatkowsky et al., 1990). Se ha propuesto entonces que las células de Miller
juegan un papel importante en el control de los niveles extracelulares de estos
neurotransmisores. Ademas, las células de Mdlller presentan sistemas
enzimaticos para la conversion o degradacién de estas sustancias como ia
glutamina sintetasa, la GABA transaminasa (GABA-T) y la deshidrogenasa de
semialdehido succinico (SSA) (Ripps y Witkovsky, 1985).



lll. TRANSPORTADORES DE NEUROTRANSMISORES

a. Funcién en el Sistema Nervioso

Una de las principales funciones que desempefian los sistemas
transportadores de neurotransmisores es la de terminar la transmision sinaptica.
La neurotransmisién quimica se lleva a cabo en cuatro pasos: (1) la sintesis del
neurotransmisor, (2) el almacenamiento y liberacién de este neurotransmisor por
parte de la terminal sinaptica, (3) la interaccion del neurotransmisor con sus
receptores en la membrana postsinaptica y, (4) 'la eliminacion del
neurotransmisor del espacio sinaptico. La eliminacién del transmisor liberado es
critica para que termine la transmision sinaptica. Si el transmisor liberado
perisitiera en el espacio sinaptico, una nueva sefial no podria tener lugar ya que
los receptores se encontrarlan desensibilizados. Existen tres mecanismos por
medio de los cuales se termina la accién del transmisor liberado: la difusién del
neurotransmisor hacia afuera del espacio sinaptico a través del fiuido
extraneuronal; la degradacién enziméatica del neurofransmisor, mecanismo
utilizado principalmente por el sistema colinérgico; y la recaptura del
neurotransmisor por medio de moléculas transportadoras o acarreadoras,
especificas para cada transmisor y presentes tanto en la membrana de ia
neurona presinaptica como en la membrana de las células gliales que se
encuentran rodeando a la sinapsis (Kanner, 1994).

Los transportadores de neurotransmisores dependientes de sodio son el
principal medio por el cual se inactiva al neurotransmisor en el espacio sinaptico
(Nelson y Lill, 1994). Estos acarreadores transportan al neurotransmisor a través

de la membrana plasmatica de las células neuronales y gliales vecinas junto con
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lones Na+. Tipicamente, la concentracion de iones K’ en el interior de las
neuronas y células gliales es mayor que la concentracion extracelular de este
i6bn, mientras que la concentracion intracelular de iones Na® es menor que la
extracelular. El cotransporte de un neurotransmisor con iones Na' a favor del
gradiente electroquimico de este i6n (hacia adentro de la célula), proporciona ia
energia necesaria para conducir al neurotransmisor hacia el interior de la célula,
en contra de su gradiente de concentracién (Kanner, 1994).

La inactivacion rapida del neurotransmisor liberado por su recaptura en la
terminal sinaptica o células gliales, es un mecanismo mas eficiente para terminar
la transmision que el de la simple difusion del transmisor lejos del sitioc de
liberacion. Evitar la difusién del neurotransmisor lejos de la sinapsis donde fue
liberado, minimiza el riesgo de que el neurotransmisor actie sobre sinapsis
adyacentes (Uh! y Johnson, 1994).

La recaptura de muchos neurotransmisores en la terminal nerviosa y
luego en los compartimentos vesiculares permite el reciclaje, es decir, que las
mismas moléculas de neurotransmisor sean utilizadas otra vez, lo que trae
consigo un ahorro en costos sintéticos (Jursky et al., 1994). Estudios recientes
han demostrado que los transportadores de neurotransmisores, en clertas
condiciones tanto fisioldgicas como patoldgicas, pueden funcionar en sentido
inverso, llevando a cabo la liberacidn no vesicular, independiente de Ca®, del
neurotransmisor (Attwell et al, 1993).

Ya que los transportadores localizados en las membranas plasmaticas de
las células neuronales y gliales regulan las concentraciones locales de
neurotransmisor, es evidente que juegan un papel importante en la modulacion
de la actividad de los receptores. También se ha sugerido que participan en
otras funciones como destoxificacion, proteccién de sustancias reactivas y
nutricion (Jursky et al., 1994).
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b. Mecanismos de Accién

La energia necesaria para el ciclo de la neurotransmisidn la proporcionan
dos ATPasas distintas. Las vesiculas sindpticas contienen una ATPasa de H+
vacuolar que proporciona la fuerza protonmotriz para la acumulacion de los
neurotransmisores en las vesiculas (Nelson, 1992). La membrana plasmatica de
las células neuronales y gliales presenta una ATPasa de Na+/K+ que genera
gradientes electroquimicos de sodio y potasio (expulsando 3Na’ e incorporando
2K"), de manera que la concentracién de sodic extracelular es mayor que la
intracelular y la concentracion de potasio extracelular es menor que la
intracelular. La actividad de los transportadores presentes en la membrana
plasmatica es conducida por el gradiente de sodio, por el gradiente de potasio o
por ambos. Aunque la fuerza motriz principal es el gradiente de sodio generado
por esta ATPasa Na+/K* hay variantes. Los transportadores de Giu co-
transportan dos iones Na' con cada molécula de Glu, al mismo tiempo que
contra-transportan un 16n K y un ién OH hacia afuera de la célula. Los
transportadores de Gly y GABA cotransportan dos iones Na” y un ion CI” por
cada molécula de transmisor, hacla el interior de la célula (la concentracién
extracelular de ClI" también es mayor que la intracelular) (Fig. 5). Por medio de la
utilizacion diferencial de estas fuerzas, el transportador puede ser controlado y
actuar de manera especifica en cada espacio sinaptico o célula glial en que esté
presente (Nelson y Lill, 1994).

La afinidad de los transportadores de neurotransmisores por sus
sustratos es, por lo general, mas baja que la afinidad de los receptores por los
transmisores correspondientes. La distribucidn general de la actividad del
transporte concuerda con la distribucion de los transmisores liberados, lo que
sugiere que los transportadores son expresados de manera especifica para

cada sistema de neurotransmision (Uhi y Hartig, 1992).
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Figura 5. Mecanismos de accion de los transportadores de neurotransmisores.
E! neurotransmisor (T) que se encuentra almacenado en las vesiculas
sinapticas, se libera al espacio sinaptico al fusionarse éstas con la membrana
plasmatica presinaptica. Después de su difusién a través del espacio sinaptico,
el transmisor se une a receptores postsindpticos (PR) especificos que pueden
ser lonotrépicos o metabotropicos. Posteriormente, el transmisor debe de ser
eliminado del espacio sinaptico para que pueda tener lugar un segundo impulso.
Los transportadores de neurotransmisores (Tp) recapturan al transmisor hacia la
terminal sinaptica o hacia las céiulas gliales vecinas junto con Na* y otros iones
(). En el caso de los transportadores de Gly y otros, * es cloro, que se mueve
en la misma direccion que el sodio y el neurotransmisor. En el caso de los
transportadores de Glu, * representa al potasio, que se mueve en direccién
opuesta al sodio y al Glu. La fuerza motriz para este proceso es el gradiente
electroquimico de los iones sodio, que se mantiene por la ATPasa Na'/K’. La
regulacion fisiologica de los transportadores tal vez se de a través de receptores
para el mismo neurotransmisor (autorreceptores, AR) o para otros
(heterorreceptores, HR) (Kanner, 1994).



c. Importancia Médica

Los transportadores de neurotransmisores tienen una gran importancia
médica, debido a que regulan la actividad de los neurotransmisores
eliminandolos del espacio sindptico. Ciertos inhibidores especlficos de estos
transportadores son utilizados como drogas para tratar diversos padecimientos
neurolégicos. Por ejemplo, si se disminuye la recaptura de GABA, el efecto de
éste se vera prolongado. Por lo tanto, ciertos inhibidores del tansporte de GABA
podrian representar una nueva clase de drogas antiepiiépticas (Kanner, 1994).
Por otro lado, los transportadores son biancos moleculares de ciertos
psicoestimulantes, como la cocaina que se une al transportador de dopamina
inhibiendo su recaptura (Kuhar et al, 1991); y de antidepresivos, como el
Prozac, que nihibe la recaptura de serotonina (Barondes, 1994).

La actividad excesiva de redes neuronales que utilizan aminoacidos
excitadores como neurotransmisores que se presenta en clertos estados
patolégicos lleva a la neurodegeneracion en varios sistemas. Una de las
principales funciones de los transportadores de Glu en el sistema nervioso es la
de evitar que la concentracion de Glu extracelular se eleve a niveles
neurotdxicos. Si la concentracion se eleva por arriba de 100 1M por mas de unos
minutos sobreviene la muerte neuronal, pues este nivel de Glu produce ef fiujo
excesivo de Ca* y de sodio hacla el interior de la célula a través del receptor de
NMDA, asi como la difusidn pasiva concomitante de agua y cloro (Boje et al,
1992). La anoxia o la isquemia cerebrales que se presentan en la asfixia
neonatal o en el infarto cerebral, ocasionan una disminucion en los niveles de
ATP; esto a su vez ocasiona un desbalance en la concentracién de los
gradientes i6nicos (que mantinen las ATPasas), la liberacién masiva de Glu al

espacio extracelular a través del transportador de Glu vy, finalmente, la muerte
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neuronal (Attwell et al., 1993). La incapacidad de los transportadores gliales o
neuronales de recapturar adecuadamente el Glu liberado o endbdgeno de las
vecindades de los receptores, donde puede ejercer una fuerte influencia
excitadora a {ravés de los receptores de NMDA, contribuye sustanciaimente a la
epileptogénesis a corto plazo y a la excitotoxicidad a largo plazo que ocasiona la
muerte celular (Uhily Johnson, 1994).

Los transportadores de Gly podrian participar también en la
excitotoxicidad producida por el Glu a través de los receptores de NMDA, ya que
la Gly actia como coagonista potenciando el efecto del Glu sobre estos
receptores (Smith et al., 1992). Se ha comprobado que la Gly potencia la muerte
neuronal excitotdxica producida por la activacion cronica del receptor de NMDA
por NMDA (McNamara y Dingledine, 1988) y acido quinolinico (Swartz et al.,
1988) en neuronas corticales y estriatales, respectivamente. La capacidad del 7
clorokinurenato (antagonista del sitio de la glicina en el receptor de NMDA) de
reducir la neurotoxicidad del Glu en cultivos celulares, pone en evidencia el
potencial de la Gly en estados patolodgicos. En clertas etapas de las
enfermedades neurodegenerativas se presenta una pérdida de receptores de
NMDA, por lo que la transmisién es subdptima. Se ha propuesto que el elevar
los niveles de Gly enddgena, tal vez dismunyendo el transporte de ésta, podria
resultar benéfico por incrementar la transmision a través de los receptores de
NMDA (Fletcher et al, 1990). En la esclerosis amiotréfica lateral (ALS),
caracterizada por la pérdida de neuronas motoras en la médula espinal y tallo
cerebral, y de células piramidales en la corteza motora, se presenta una
disminucién tanto en el transporte de Glu como en el transporte de Gly,
registrandose altos niveles de estos aminoacidos en el fluido cerebroespinal. La

sensibilidad de las neuronas motoras a altas concentraciones de Giu y Giy
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podria explicar la selectiva vulnerabilidad de esta poblacion celular en ALS

(Virgo y Belleroche, 1995).

d. Transportadores de Gly

Los transportadores de neurotransmisores han sido clasificados en tres
familias distintas: (1) transportadores dependientes de sodio y cloro que operan
en la membrana plasmética de células gliales y neuronales; (2) transportadores
dependientes de sodio/potasio que funcionan en la membrana plasmatica,
especiaimente en el transporte de Glu; y (3) transportadores vesiculares que
llevan a cabo la recaptura dentro de vesiculas sindpticas y granulos (Nelson y
Lill, 1994).

Los transportadores de Gly pertenecen a la familia de transportadores
que dependen de Na+ y Cl, junto con los de GABA, prolina, betalna, taurina y
aminas biogénicas. Todos los miembros de esta familia presentan una
estructura general similar. La mayoria de los transportadores estédn constituidos
por 600 aminoacidos arreglados en 12 segmentos transmembranales. Tanto el
extremo carboxilo-terminal como el extremo amino-terminal se encuentran del
lado citoplasmico de la membrana. Estas regiones contlenen sitios posibles de
fosforilacién que pueden estar involucrados en la regulacion del transporte.
También presentan una gran asa extracelular entre los segmentos
transmembranales [l y IV donde se localizan de 2 a 4 sitios de glicosilacién
(Amara y Kuhar, 1993).

La comparacién de la secuencia de aminodacidos de varios miembros de
esta familia revelé que clertos segmentos de estas proteinas presentan un

mayor grado de homologla que ofros. Las reglones mas conservadas son: el
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segmento transmembranal ! junto con el asa extracelular que lo conecta con el
segmento transmembranal ll, y el segmento transmembranal V junto con la
pequefia asa intracelular que lo conecta con el segmento IV y el asa extraceluiar
mas grande que lo conecta con el segmento VI (Fig. 6). Se ha propuesto que
estos dominios estan involucrados en la estabilizacién de la estructura terciaria
que es esencial para el funcionamiento de estos transportadores, asf como en la
translocaciéon de iones sodio. La parte de la proteina compuesta por los ocho
primeros segmentos transmembranales estd mas conservada que las que
componen el resto de los segmentos, se piensa que este dominio esta
involucrado en la translocacién de los diferentes sustratos. Las regiones menos
conservadas de todas son los extremos amino- y carboxilo-terminal, por lo que
se ha propuesto que estas Areas estan involucradas en la regulacién del
transporte (Kanner, 1994).

La Gly es un aminoéacido no esencial que, ademds de tener diversas
funciones metabdlicas, es un neurotransmisor inhibidor cldsico que actia en la
médula espinal, tallo cerebral y retina (Aprison, 1990). Ejerce su efecto inhibidor
a través de un canal de cloro sensible a ligando, y este efecto se antagoniza
competitivamente por la estricnina (Langosch et a/., 1990). Ademas de su papel
inhibidor en el sistema nervioso, la Gly también modula la neurotransmisién
excitadora actuando como coagonista dei Glu en los receptores del tipo NMDA.
El sitio de unidn de ia Gly en estos receptores es insensible a estricniria,
mientras que la D'serina y la Dalanina reproducen el efecto de la Gly (Fletcher
et al., 1990).

Desde 1963 se sabla que varios aminoacidos, incluyendo la glicina, eran
incorporados por el tejido nervioso en rebanadas de cerebro. Aprison y Werman
(1965) fueron los primeros en proponer que debia existir un mecanismo de

captura para la Gly que la eliminara del espacio de las sinapsis inhibidoras;
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Figura 6.0rganizacion propuesta de los 12 segmentos transmembranales y asas
perifér_icas para la familia de transportadores dependiente de Na'/Cl {Nelson y
Lill, 1994).
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posteriormente otros grupos propusieron que los sistemas de captura para los
aminoacidos neurotransmisores debian presentar una mayor afinidad por sus
sustratos que los sistemas de captura para el resto de los aminoéacidos. En
1971, Johnston e Iversen reportaron la presencia de dos sistemas de transporte
para la Gly en preparaciones de médula espinal de rata, uno de alta afinidad y
otro de baja afinidad; en la corteza cerebral s6lo se detectd el sistema de baja
afinidad. Poco tiempo después, Logan y Snyder (1972) demostraron que el
sistema de transporte de la Gly en la corteza cerebral de la rata tenia un solo
componente de baja afinidad (Km = 760 uM) , mientras que en la médula espinal
el analisis de la cinética del transporte revelé dos componentes, uno de alta
afinidad con una Km = 26 uM y otro de baja afinidad con una Km = 923 .M.
Sugirieron entonces que el sistema de alta afinidad era el principal responsable
de terminar la transmisién glicinérgica en las sinapsis inhibidoras en la médula
espinal (Aprison, 1990).

Se han identificado varios sistemas que transportan Gly en distintos
tejidos que se distinguen entre si por diferencias en su dependencia idnica asi
como en la afinidad por su sustrato. De los sistemas que dependen de Na’ y CI,
el sistema Gly es especifico para la glicina y su derivado N'metilado, la
sarcosina. El sistema A transporta aminoacidos que presentan cadenas laterales
cortas, polares o lineales como la alanina, la glicina, el acido 2'aminoisobutirico y
su derivado N'metilado el acido 2 (metilamino)isobutirico (MeAIB). Este sistema
de transporte depende de Na’ y su actividad disminuye conforme lo hace el pH
extracelular. Un tercer sistema de transporte de Gly se ha caraterizado en
células animales, al cual se le ha llamado sistema ASC por transportar también

alanina, serina y cisteina (Christensen, 1984).
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Varios estudlos en células gliales han demostrado la presencia de
sistemas de transporte de Gly en estas células (Zafra y Giménez, 1989; Zafra y
Giménez, 1986; Holopainen y Kontro, 1989).

Hasta la fecha, se han clonado dos transportadores distintos de glicina:
GLYT1 y GLYT2. El transportador GLYT1 (Smith et al.,, 1992; Guastella et al.,
1992; Liu et al., 1992) presenta tres isoformas producidas por cortes alternativos
y/o uso diferencial del promotor (Borowsky et al., 1993; Kim et al.,, 1994; Adams
et al., 1995). Estas isoformas difieren en el extremo aminoterminal y son
nombradas GLYT1a, GLYT1b y GLYT1c (Liv et al, 1993; Kim et al, 1994;
Adams et al., 1995). La isoformas GLYT1a y GLYT1b que se clonaron a partir
de una biblioteca de cerebro de ratén (Liu et al.,, 1992; Liu et al., 1993) equivalen
a los transportadores GLYT2 y GLYT1, respectivamente, en la nomenclatura
propuesta por Borowsky y colaboradores (1993) (Tabla 1). A partir de una
biblioteca de cDNAs de substancia nigra de humano, Kim et al (1995) clonaron
tanto la Isoforma GLYT1a como la isoforma GLYT1b y adernas encontraron una

tercera isoforma funcional a la cual nombraron GLYT1c.

El transportador GLYT2 es el producto de un gen distinto del de las
isoformas de GLYT1. Presenta un extremo aminoterminal muy extenso vy se
localiza predominantemente en la médula espinal y tallo cerebral. Esta
distribucién de GLYT2 concuerda con la distribucion de los receptores de Gly
sensibles a estricnina, por lo que se propone que este transportador esta
involucrado en la terminacion y modulacién de la neurotransmisién glicinérgica
en el cerebro posterior (Jursky y Nelson, 1995). Se ha propuesto que el
transportador GLYT2 se presenta Unicamente en neuronas y no en la glia

(Luque et al., 1995).
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Tabla 1. Heterogeneidad de ta Nomenclatura de los Transportadores de Gly

Nombre en Raton

GLYT1a
(Liu et al., 1993)

GLYT1b
(Liu et al., 1993)

GLYT1c
(Adams et al., 1995)

GLYT2
(Liu et al., 1993)

Nombre en Rata

GLYT1
(Guastella et al., 1992)
GLYT2
(Borowsky et al., 1993)

GLYT1
(Borowsky et al., 1993)

GLYT1c
(Adams et al., 1995)

GLYT2
(Luque et al., 1995)

Nombre en Humano

GLYT1a
(Kim et al., 1994)

GLYT1b
(Kim et al., 1994)

GLYT1c
(Kim et al., 1994)

Las variantes de GLYT1 se distinguen de GLYT2 por su sensibilidad a la
sarcosina (N'metilglicina). L.a sarcosina inhibe competitivamente el transporte de

glicina llevado a cabo por GLYT1, mientras que GLYT2 es Insensible a ésta (Liu

et al., 1993).

La expresién de GLYT1a y de GLYT1b en ratas y ratones adultos ha sido
estudiada por hibridacién in situ y analisis de Northern blot (Guastella et al.,
1992; Liu et al., 1992; Smith et al., 1992; Borowsky et al., 1993). Los resultados
de estos estudios son contradictorios pues mientras Kim y colaboradores (1994)
y Borowsky y colaboradores (1993) reportaron la expresién de GLYT1 en tejidos

no neuronales como rifdén e higado, Liu y colaboradores (1993), Guastella y
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colaboradores (1992) y Smith y colaboradores (1992) reportaron la expresion de
GLYT1 exclusivamente en tejido neuronal.

Ambas variantes de GLYT1 se expresan en varias regiones del SNC
incluyendo al hipotalamo, mesencéfalo, tallo cerebral y medula espinal.
Borowsky y colaboradores (1993), utilizando sondas especificas para GLYT1ay
GLYT1b, demostraron que presentaban patrones de distribucién distintos en el
SNC. GLYT1b se expresa especificamente en el SNC y GLYT1a se expresa
tanto en el SNC como en tejidos no neuronales tales como higado, pancreas,
pulmones, bazo y estémago. Encontraron que el mMRNA de GLYT1a se presenta
en regiones con una alta densidad de cuerpos neuronales (materia gris),
mientras que el RNAm de GLYT1b se presenta casi exclusivamente en regiones
donde predomina la materia blanca. Ya que el transportador GLYT1a también se
cloné a partir de una biblioteca de glioma C6 de rata (Guastella et al., 1992),
Borowsky y colaboradores (1993) sugirieron que GLYT 1a es un transportador de
glicina tanto neuronal como glial, mientras que GLYT1b es un transportador de
glicina exclusivo de las células gliales. Sin embargo, Adams y colaboradores
(1995) encontraron que ninguna isoforma de GLYT1 se expresaba en neuronas,
por lo que concluyeron que tanto GLYT1a como GLYT1b y GLYT1c se expresan
principal o exclusivamente en las células gliales; expresandose GLYTia
principalmente en las céluals gliales presentes en la materia blanca y GLYT1b
en las células gliales presentes en la materia gris. Por otro lado, demaostraron
que las isoformas GLYT1ay GLYT1b se originan de la transcripcidn iniciada por
promotores alternativos, mientras que GLYT1c es una variante que se origina
por procesamiento alternativo del transcrito de GLYT1b.

Smith et al. (1992) encontraron que GLYT1b se expresa tanto en
regiones de transmisién glicinérgica como en regiones de transmisién por

aminoacidos excitadores como el hipocampo y la corteza, 4reas donde se
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presentan altos niveles de receptores de NMDA. Por ello sugirieron que en estas
zonas el transportador de glicina GLYT1b juega un papel importante en ia
transmisién excitadora modulando la actividad de la glicina en eslos receptores.
Por medio de estudios inmunocitoquimicos en la retina, Zafra et al.
(1995), encontraron que en este tejido, Unicamente se expresan las variantes
del transportador GLYT1. En contraste con el resto de! sistema nervioso, las
variantes de GLYT1 no se localizaron en las células gliales, sino en las células
amacrinas de la parte interna de la capa nuciear interna y en ias terminales de la
capa plexiforme interna. Estos autores relacionaron al transportador con los
receptores de Gly sensibles a estricnina que se encuentran en la capa
plexiforme interna en los elementos neuronales con los que mantienen sinapsis

las células amacrinas con inmunorreactividad a la Gly.
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ANTECEDENTES

En la retina de pollo, se han identificado sitios de unién de Glu, uno
dependiente de sodio y sensible a la congelacion que corresponde a un sitioc de
captura, y otro que es independiente de sodio, insensible a la congelacién, y que
representa a los receptores sindpticos (L6pez'Colomé, 1981). Estos receptores
para Glu se han localizado principalmente en células amacrinas, ganglionares y
células horizontales, aunque también en menor proporcién en células bipolares
(LépezColomé y Somohano, 1984), y se han caracterizado en membranas de
células de la retina de pollo mediante la unién de ligandos marcados
radiactivamente. Se han descrito receptores tanto del tipo NMDA (Ldépez Colomé
y Somohano, 1992) como de KA y AMPA (Lépez'Colomé y Somohano, 1987).
También se han caracterizado receptores del tipo NMDA en las células de Miller
de retina de pollo, acoplados a la cascada de fosfoinositidos, ia entrada de Ca**
y la activacién de la proteina cinasa C (PKC).

Debido a que las células gliales de Mdiller se localizan radialmente a todo
lo largo de la retina de los vertebrados (Robinson y Dreher, 1990), y entre las
células neurales de la retina existen vias glutamatérgicas en las que participan
receptores del tipo NMDA, la presencia de un sistema de transporte de Gly en la
glia de Miller que regule la concentracién de Gly en el espacio sinaptico podria
modular ta actividad de estos receptores, en los que la Gly actia como

coagonista del Glu.

33




OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es el de demostrar Ia presencia de un sistema
de transporte de Gly en las células de la glla de Muller y caracterizarlo tanto
bioquimica como farmacolégicamente. Estos datos permitiran establecer una
comparacién con los sistemas de transporte de Gly que se han descrito en el
sistema nervioso central, y esclarecer la funcidn de la glia radial en el proceso

de la neurotransmision.

MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO PRIMARIO DE LA GLIA DE MULLER DE RETINA DE POLLO

Las células de Miiller se cuitivaron segun ia técnica descrita por Adler y
colaboradores (1982) y modificada por LopezColomé y Romo'de Vivar (1991).
Se obtuvieron las retinas de embriones de pollo de 7 dias. Se extrajeron
separandolas del epitelio pigmentado y se lavaron dos veces en solucién de
Hank libre de Caz2+ y Mgz* (NaCl 0.8 g, KCI 0.04 g, KH,PO, 0.006 g, Na,HPO,
0.0125 g, rojo de fenol 0.002 g y glucosa 0.1 g en 100 mi de H,O). Después de
lavadas las retinas se incubaron 10 minutos en tripsina al 0.25% en solucién de
Hank a 37°C. La reaccion enzimatica se detuvo cen L-MEM [1.338 g de medio
Eagle, modificacién de Dubelcco (ver apéndice), 0.05 g de glucosa, 0.022 g de
NaHCO, en 100 ml, al cual se le agregd 0.025% de PNS (penicilina, neomicina,
estreptomicina) y 0.026% de gentamicina] y 1% de albumina bovina (BSA). Las
células se disociaron mecanicamente utilizando una pipeta Pasteur y se filtraron

a través de una red de nylon de 50 uM, y se suspendieron en H-MEM (L-MEM
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mas 0.22 gr de NaHCO;) sin suero fetal bovino. Se cuantificd el nimero de
células con un qontador Coulter modelo ZB1 (Coulter Electronics, Inc.) y la
suspension celular se diluyd a un milldn de células/ml. Las células se sembraron
en placas de 12 y de 24 pozos (de 24 y 18 mm de diametro respectivamente),
en las placas de 12 pozos se sembraron 500,000 células por pozo y en las de
24 pozos se sembraron 250,000 células por pozo, colocando el mismo volumen
de medio HMEM con 20% de suero fetal bovino. Se incubaron a 37°C y 5% de
CO, durante 12 6 13 DIV (dias in vitro), tiempo al cual el cultivo alcanzé la
confluencia. El medio de cuitivo (H-MEM 10% de suero fetal bovino) se cambié
cada tercer dia.

Las células de los cultivos fueron identificadas como gila de Mlller ya que
los cultivos fueron inmunopositivos para el anticuerpo policlonal contra la GFAP
(proteina acidica fibrilar glial) que también es un marcador de astrocitos. Ya que
la retina de las aves es avascularizada y no presenta astrocitos (Rasmussen,

1974), la marca corresponde a la glia de Muller (L6épez-Colomé y Romo-de-
Vivar, 1991).

Il. ENSAYOS DE TRANSPORTE DE GLICINA

Los ensayos de transporte se realizaron con cultivos confluentes de
células de Muiller de 12 6 13 DIV. Al inicio de todos los ensayos, el medio de
cultivo se elimind por aspiracidn con una pipeta Pasteur y los cultivos se lavaron
3 veces con 1 ml (placas de 12 pozos) o con 0.5 ml (placas de 24 pozos) de
Ringer Krebs Bicarbonato (RKB) que contenia NaCl 118 mM, KH,PO, 1.2 mM,
KCl 4.7 mM, CaCl, 2.5 mM, NaHCO, 25 mM, glucosa 5.6 mM y MgSO, 1.4 mM,
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a 37°C. En seguida se agregdé 1 m! 6 0.5 mi de KRB en el cual se realizaron los
distintos ensayos. Al final de cada ensayo, los cultivos se lavaron 3 veces con
las mismas cantidades de KRB, pero esta vez a 4°C. Posteriormente se agregé
a cada pozo 1 ml de HCI 1N, se desprendid la monocapa celular con un
gendarme y se aspiraron los pozos colocando el contenido en viales, los cuales
se taparon y se calentaron a 100°C para hidrolizar et tejido. Una vez que el
tejido se disocié, se le agregd a cada vial 1ml de NaOH 1N para neutralizar al
HCl y posteriormente 5 ml de Tritosol (Fricke, 1975). La radiactividad se
cuantificé en un contador de centelieo liquido. Todos los ensayos se realizaron a
37°C.

De cada experimento se determiné la cantidad de proteina de 1 pozo, por
el método de Lowry et al. (1951).

a. Transporte de Glicina a un compartimiento osméticamente sensible

Para los ensayos de captura de Gly a un compartimiento osméticamente
sensible se incubaron los cultivos con Gly 1mM (la proporcién de glicina tritiada
con respecto a ta fria fue de 1:25000) durante 10 minutos a 37°C. Se sigud el
procedimiento descrito anteriormente para el lote control. Al lote experimental se
le aplicd un choque osmético agregando 1 m! de buffer Tris-HC! a cada pozo
en lugar del HCI 1N, se desprendi6 1a monocapa celular, se aspiraron los pozos
colocando el contenido en tubos de microfuga y se centrifugaron durante 3
minutos. Se elimind el sobrenadante y el botdn se resuspendié en 1 mi de HCI

1N para continuar con el resto del procedimiento desde 1a hidrélisis acida.
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b. Curva de tiempo del transporte

Para realizar la curva de tiempo del transporte de Gly, los cultivos se
incubaron con Gly 1mM a diferentes tiempos: 2, 5, 10, 15, 20, 30, 45 y 60
minutos. La proporcién de glicina tritiada con respecto a la fria fue de 1:25000.

La reaccion se detuvo como en los casos anteriores.

c. Dependencia energética del transporte

El efecto que tienen distintos inhibidores metabélicés.sobre el transporte
de Gly se probé incubando a los cultivos durante 15 minutos con los inhibidores
metabdlicos: dinitrofenol (DNP) 50 uM, cianuro de potasio (KCN) 1 mM,
lodacetato 1 mM y ouabaina 200 uM y posteriormente se agreg6 la Gly 1 mM

{[3H]-Gly/glicia fria 1:25000) para realizar el ensayo de transporte durante 20
minutos.

d. Efecto del pH del medio extracelular sobre el transporte

Para estudiar el efecto de los cambios de pH del medio extracelular sobre
el transporte de Gly se prepard medio Krebs a distintos pHs. Para el medio
Krebs pH 5 y pH 6 se sustituyé al NaHCO3 por acetato de sodio (CHiCOONa)
0.381 g/20 ml y 0.544 g/20 ml (respectivamente) y se tituld con Acido acético
(CH3COOH) al 20%,; para el medio pH 7.4 se utilizé6 el medio KRB normal; el
medio pH 8 se prepart sustituyendo al NaHCOs por HEPES 0.2382 g/20 ml y se
titulé con hidroxido de potasio (KOH) al 20%, y para el medio pH 8.9 se susituy6
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al NaHCOas por Trizma base 0.6057 g/100 mi y se titulé con HCI 0.5 N. Los
cultivos se incubaron en los distintos medios con Gly 1 mM (la proporcién de

glicina tritiada con respecto a la fria fue de 1:25000) durante 10 minutos.
e. Especificidad de! transporte

Para los ensayos de competencia se realizaron ensayos de transporte de
Gly 1 mM ([PH)-Gly/Gly fria 1:25000) en presencia de distintos competidores

(1mM): taurina, b-alanina, D-serina y GABA, durante 10 minutos.

f. Cinética del transporte

Los ensayos para estudiar la cinética del !ransr‘)orte de Gly se realizaron
Incubandol los cultivos durante 10 minutos con Gly a diferentes concentraciones:
0.01 mM, 0.025 mM, 0.05 mM, 0.1 mM, 0.25 mM, 0.5 MM, 1 mM y 2 mM. La
proporcion [PH}-Gly/Gly fria fue de 1:5000.

g. Dependencia i6nica del transporte

La dependencia idnica del transporte se estudié sustituyendo, en el caso
de! Na*, al NaCl (118 mM) del medio KRB por cloruro de colina (118 mM) y por
cloruro de litio (118 mM) y al NaHCOa3 (25 mM) por KHCO3 (25 mM). En el caso
del CI', se sustituyd al NaCl del medio (118 mM) por gluconato de sodio (118
mM). En estos medios se incubaron los cultivos durante 10 minutos en

presencia de una concentracion alta de Gly, 1 mM, para observar el
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comportamiento del componente de baja afinidad, o a una baja concentracion
de Gly, 0.01 mM, para observar e! comportamiento del componente de alta

afinidad. La proporcion [*H]-Gly/Gly fria fue de 1:25000 (alta [glicina]) y de
4:5000 (baja {glicinal).

h. Efecto de fa nigericina sobre ef transporte

Para estudiar el efecto de la nigericina (lon6foro de Na*) sobre el
transporte, se preincubaron los cultivos durante 15 minutos con nigericina 5 uM
en medio KRB o en medio KRB sin sodio en el que e! NaCi 118 mM se sustituyd
isosmdticamente por cloruro de colina y el NaHCQO, (25 mM) por KHCO, (25
mM). Posteriormente se cambiaron los medios con nigericina por KRB normal

para realizar el ensayo de transporte con Gly 1 mM ({°H]-Gly/Gly fria 1:25000)
durante 10 minutos.

1. Efecto de ia sarcosina sobre el transporte

El efecto de la sarcosina (N-metilglicina) se estudié llevando a cabo los
ensayos de transporte en presencia de sarcosina. Para observar el efecto que
tiene sobre el componente de baja afinidad, los ensayos de transporie se
efectuaron durante 20 minutos en presencia de Gly 1mM (alta [glicina}} {FH)-
Gly/Gly fria 1:25000) y sarcosina 2 mM. Para estudiar el efecto de la sarcosina
sobre el componente de aita afinidad del transporte, los ensayos de transporte
se llevaron a cabo durante 20 minutos en presencia de Gly 0.01 mM (baja
fglicinal) ([*H]-Gly/Gly fria 1:5000) y 1 mM de sarcosina.
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Ill. ANALISIS DE LA CINETICA DEL TRANSPORTE Y ESTADISTICA

Los datos obtenidos a partir de la curva de saturacién del transporte de
Gly, se analizaron por el método de Eadie’Hofstee, que consiste en graficar la
velocidad del transporte (ordenadas), V (nmol de Gly/mg de proteina X 10
minutos), contra el cociente V/[S] (abscisas), donde [S] es la concentracién de
Gly (mM) correspondiente para esa velocidad. Una vez obtenida esta curva, se
calcularon las pendientes de la curva por medio de una regresién lineal,
utilizando un programa BASIC convencional. A partir de la regresion lineal se
calcularon las constantes de afinidad (Km) y la velocidad maxima (Vmax) del
sistema de transporte. La Vmax es el punto de interseccion de la recta con el eje
de las absclisas y la Km se calcula a partir de la ecuacion de larectay = mx * b.

ya que m ="1/ Km y Vmax = x cuando y = 0, tenemos que Km = Vmax/b.

Para establecer sl los lotes experimentales presentaban diferencias
significativas con respecto a los controles se aplicaron pruebas de t de Student

con la ayuda del paquete de computo para estadistica LOTUS.

V. REACTIVOS

La [3H]-Gly de actividad especifica = 17.5 Ci/mmol se obtuvo de
Amersham Life Science y la [3H}-Gly de actividad especifica = 42 Cl/mmo! y 43.8
Cl/mmol se obtuvo de DuPont NEN Research Products. Ei cianuro de potasio
(KCN) se obtuvo de Baker. El medio Eagle modificacién de Dulbecco se obtuvo
de Gibco BRL Life Technologles y todos los demas reactivos fueron de Sigma.
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RESULTADOS

I. CAPTURA DE GLY EN UN COMPARTIMENTO OSMOTICAMENTE
SENSIBLE

Para comprobar que efectivamente se lleva a cabo el transporte de Gly
en las células de Mdlller, después del ensayo de transporte, los cultivos se
sometieron a un choque osmético por medio del cual se liberé e! contenido
celular al medio y se midi6 la radiactividad restante en las membranas celulares.
Como se muestra en la grafica 1, en los cultivos sometidoé al choque osmotico
la radiactividad disminuyS hasta el 7.2% con respecto al control, lo que significa

que el 92.7% de la Gly fue transportada al interior de las células.

Il. CURSO TEMPORAL DEL TRANSPORTE DE GLY

Para averiguar el tiempo al cual se satura el sistema se realizé una curva
de tiempo. La grafica 2 muestra el curso temporal del transporte de Gly y se

observa que el sistema llega al equilibrio a los 20 minutos.

1Il. DEPENDENCIA ENERGETICA DEL TRANSPORTE DE GLY

La gréfica 3 muestra el efecto de distintos inhibidores metabdlicos sobre
el transporte de Gly. El cianuro de potasio (KCN), el iodacetato y el dinitrofeno!
son inhibidores de‘la produccion de energia metabdlica, esto es, de ATP. EIl

cianuro de potasio bloquea la transferencia de electrones entre la citocromo
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Gréafica 1. Transporte de Glicina hacia un compartimento
osmaticamente sensible. Se realizé el ensayo de trans-
porte en presencia de glicina 1mM (gly-P*H)/gly 1:256000)
durante 20 minutos. Posteriormente, el lote experimental
se sometié a choque osmatico agregando 1 mi de buffer
Tris-HCI 10 mM a cada pozo. Los resultados se muestran
como a media *+ ES de tres experimentos por triplicado.
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Grafica 2. Curva de tiempo del transporte de glicina (1mM

glyH¥gly 1:25000). Cada punto es el promedio de tres

experimentos por triplicado. Los resultados se expresan
como la media + ES.
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oxidasa y el oxigeno, por lo que inhibe tanto la respiracion como la sintesis de
ATP. E! dinitrofenol es un desacoplante de la fosforilacion oxidativa; ya que
contiene un protdn disociable y es altamente hidrofébico, actia transportando
protones a través de la membrana mitocondrial interna, disipando asi el
gradiente de protones. El iodacetato inhibe la produccion de ATP a partir de la
glucdlisis, pues es un potente inhibidor de la gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa ya que se une de manera covalente con el grupo -SH de la
enzima, que es esencial para el sitio activo (Lehninger et al., 1993).

La ouabaina pertenece a un grupo de esteroides derivados de plantas a
los que se les conoce como esteroides cardiotdnicos, los cuales actuan como
potentes inhibidores de la ATPasa Na*/K’. L.os esteroides cardiotdnicos inhiben
la reaccion de desfosforilacion de la ATPasa Na‘'/K°, estabilizando la forma
fosforilada. La inhibicién de la bomba Na‘/K’ por la ouabaina conduce a un
mayor nivel de Na* en el interior de la célula disminuyendo por lo tanto el
gradiente de Na* a través de la membrana.

Los resultados muestran que el cianuro de potasio inhibié al transporte
en un 12% con respecto al control; el iodacetato lo inhibié en un 24% y la

ouabaina en un 59% (ver tabla 2).

IV. SENSIBILIDAD A LOS CAMBIOS DE pH
Para averiguar si el sistema de transporte de Gly en las células de Miller

es sensible a los cambios de pH del medio extracelular, se realizd la captura de

Gly en medios con distintos pHs. En la grafica 4 se muestra que el transporte
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Grafica 3. Efecto de inhibidores metabélicos sobre el trans-
porte de glicina. Se incubaron los cultivos con los inhibidores
metabdlicos durante 15 minutos a las siguientes concentra-
ciones: KCN 1mM, DNP 50:M, iodacetato 1mM y ouabaina
200 M. Posteriormente se realizé el ensayo de transporte en
presencia de glicina 25 «M (gly-[’Hl/gly 1:625) durante 20
minutos. Los resultados se muetsran como la media de 4
experimetos por triplicado + ES.
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de Gly es sensibie a estos cambios de pH; el pH 6ptimo para el transporte es
7.4.

Tabla 2. Efecto de inhibidores metabdlicos sobre el transporte de glicina

Condicion Transporte de Glicina
nmol (mg de prot)”' (20 min)"’

Control 2.19:0.083 (100)
Cianuro de Potasio 1.93 = 0.057* (88)
Dinitrofenol 1.99:0.064 (91)
lodacetato 1.66 * 0.010** (76)
Quabalina 0.89 * 0.093*** (41)

Los valores son la media * ES de 4 experimentos por triplicado. Los valores en
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para
comparar los valores obtenidos con el control se aplicd una prueba de tde
Student: *P < 0.05, **P < 0.02, ***P < 0.001.

V. ESPECIFICIDAD DEL SISTEMA DE TRANSPORTE

Para determinar qué tan especifico es el sistema de transporte para la
Gly. se probo el efecto de distintos aminoacidos estructuraimente relacionados
sobre el transporte de Gly.

La D-serina actia como agonista de la Gly en los receptores para Glu del
tipo NMDA (Fletcher ot al., 1990).
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Gréfica 4. Efecto del pH extracelular sobre el transporte de glicina.
Los cultivos se incubaron 10 minutos en presencia de glicina (1mM,
gly-{’H}/gly 1:25000) con medio Krebs a distintos pHs: 5,6, 7.4, 8y
8.%SCada punto es la media de cuatro experimentos por triplicado
+ .o
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Graéfica 5. Efecto de competidores sobre el transporte de glici-
na. Los cultivos se incubaron durante 20 minutos en presencia
de los competidores 1mM y de glicina 1mM (géy-[’H]/gly 1:25000).
Los resultados se muestran como la media + ES.



La taurina se encuentra a altas concentraciones tanto en el sistema
nev"vloso central como en la retina de vertebrados, especialmente en las células
fotorreceptoras y se ha propuesto que acta como neuromodulador o como
neurotransmisor inhibidor. La p-alanina inhibe competitivamente el transporte ae
GABA en la neuroglia. Tanto la taurina como la f3-alanina actian como agonistas
de la Gly en los receptores para Gly sensibles a estricnina (Langosch et al.,
1990).

El &cido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor
en areas del cerebro anterior, mientras que la Gly juega el papel andlogo en el
tallo cerebral y médula espinal.

En la grdfica 5 se observa que ninguo de los pbsibles competidores

probados tuvo efecto alguno sobre el transporte de Gly (ver tabla 3).

Tabla 2. Efecto de distintos aminoéacidos sobre el transporte de glicina

Condicién Transporte de Glicina
nmol (mg de prot)* (10 min)*

Control 1211 0.37 (100)
D-serina 12,17 %0.74 (100.4)
GABA 11.87:0.49 (98)
Taurina 12.18:0.59 (100.6)
p-alanina 13.14:1.04 (108)

Los valores son la media * ES de 3 experimentos por triplicado. Los valores en
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para
comparar los valores obtenidos con el control se aplicé una prueba de t de
Student, en ningin caso se obtuvieron diferencias significativas.
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VI. CINETICA DEL TRANSPORTE DE GLY

La gréfica 6 muestra la curva de saturacién del transporte de Gly asi
como el andlisis de Eaddie-Hofstee (gréfica interior). El resultado de este
analisis demostré la presencia de dos componentes del sistema de transporte,
uno de alta afinidad por la Gly con una Km de 43.75 pM y una Vmax de 5.0 nmol
(mg de proteina)™ (10 minutos)™, y otro de menor afinidad por la Gly con una Km
de 589 pM y una Vmax de 21.53 nmol (mg de proteina)™ (10 minutos).

VIl. DEPENDENCIA IONICA DEL TRANSPORTE

Para estudiar los requerimientos i6nicos de ambos componentes del
transporte se utilizaron 2 concentraciones distintas de Gly. Para estudiar el
comportamiento del componente de baja afinidad, se utilizé una concentracién
alta de Gly (1 mM), y para estudiar el comportamiento del componente de alta
afinidad se utilizd una concentracidn baja de Gly (0.01 mM).

La gréfica 7 muestra los resultados de dependencia iénica para el
componente de baja afinidad. Cuando se sustituyd isosméticamente al CI" del
medio afiadiendo gluconato de Na' en lugar de NaCl, las diferencias en el
transporte de Gly no fueron estadisticamente significativas; mientras que al
sustituir el Na* del medio por colina o LI*, el transporte se inhibié en un 76% y en
un 81% respectivamente (ver tabla 4).

En la grafica 8 se observa la dependencia iénica del componente de aita
afinidad del transporte de Gly. En este caso, la sustitucién del cloro por el

gluconato afectd al transporte inhibiéndolo un 51% con respecto al control. La
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Grafica 6. Cinética del transporte de glicina. Los cultivos se incubaron
durante 10 minutos en presencia de glicina a distintas concentraciones
([*H]-Gly/Gly 1:5000). Cada punto es el promedio de por lo menos dos
experimentos por triplicado + ES. En la gréafica interior se observa el
andlisis de Eadie-Hofstee.
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Tabia 4. Dependencia iénica del componente de baja afinidad

Condicién Transporte de Glicina
nmol (mg de prot)™* (10 min)*

Control 6.74 £ 0.371 (100)
Gluconato de Na* 549:0.485 (82)
Cloruro de Colina 1.6120.124"** (24)
Cloruro de Li* 1.31 £ 0.106*** (19)

Los valores son la media * ES de 3 experimentos por triplicado. Los valores en
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para
comparar los valores obtenidos con el control se aplicd una prueba de t de
Student: ***P < 0.001.

Tabla 5. Dependencia iénica del componente de alta afinidad

Condicién Transporte de Glicina

nmol (mg de prot) (10 min)™*
Control 0.502 * 0.023 (100)
Gluconato de Na* 0.249 = 0.030** (49)
Cloruro de Colina 0.119 2 0.021*** (23.6)
Cloruro de Li* 0.116 - 0.015™** (23)

Los valores son [a media * ES de 3 experimentos por triplicado. Los valores en
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para
comparar los valores obtenidos con el control se aplicd una prueba de t de
Student: **P < 0.02 ***f < 0.001.
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Grafica 7. Dependencia iénica del transporte de glicina a bajas concen-
traciones. Los ensayos de transporte se llevaron a cabo du-

rante 10 min en presencia de glcina 0.01 mM (gly[3HJ/gly 1:5000),

en los distintos medios: Krebs sin cloro Sgluconato de

Na+), Krebs sin sodio (cloruro de colina), Krebs sin sodio (cloruro

de Li+) y Krebs normal con NaCl (control). los resultados se mues-
tran como la media de tres experimentos por triplicado + ES.
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Grafica 8. Dependencia idnica del transporte de glicina a altas concen-
traciones. Los ensayos de transporte se Ilevaron a cabo du-

rante 10 min en presencia de glicina 1 mM (alyl® H]/gly 1:25000), :nlos
distintos medios: Krebs sin cloro (gluconato de Na’), Krebs sin sodio
(cloruro de colina), Krebs sin sodio (cloruro de Li") y Krebs normal con

118 mM de NaCi (control). los resultados se muestran como la media
+ ES.
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sustitucién de Na* por colina o por litio ocasion¢ la disminucién del transporte en

un 76.4% y en un 77% respectivamente (ver tabla 5).

Vill. EFECTO DE LA NIGERICINA SOBRE EL TRANSPORTE

La nigericina actha como un iondforo de sodio, es decir, como un
compuesto portador de iones sodio. La nigericina se combina reversiblemente
con estos iones formando un complejo permeable a la membrana plasmatica
que difunde a través de ésta liberando al sodio en el Intérior de la célula. La
nigericina también puede actuar, aunque en menor medida, como ioné6foro de
otros lones como el potasio o el magnasio.

La grafica 9 muestra que el preincubar con nigericina en presencia de
sodio en el medio, inhibe el transporte de Gly en un 51% con respecto al control,
mientras que el preincubar con nigericina en un medic carente de sodio inhibe al

transporte en unicamente un 13% (ver tabla 6).

IX. EFECTO DE LA SARCOSINA SOBRE EL TRANSPORTE DE GLY

La sarcosina es un N'metil derivado de la Gly, y es sustrato especifico
para el transporte que lleva a cabo el sistema reportado como GLYT1, Para ver
el efecto que ésta ejerce sobre ambos componentes del sistema de transporte

de Gly, se llevaron a cabo ensayos de transporte en presencia
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Grafica 9. Efecto de la nigericina sobre el transporte de glicina.
Los cultivos se preincubaron con nigericina 5 pM durante 15
minutos en medio Krebs con sodio (NaCl) y en medio Krebs
sin sodio (cloruro de colina), el control no se preincubd con
nigericina. El ensayo de transporte se realizd durante 10 mi-
nutos cambiando los medios por Krebs normal (NaCl), en
presencia de glicina 1 mM(gly[°H}/gly 1:25000). Los resultados

seErguestran como la media de tres experiemntos por triplicado
-+
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Tabla 6. Efecto de la nigericina sobre el transporte

Condicién Transporte de Glicina

nmol (mg de prot)' (10 min)’
Control 6.35%0.23 (100)
Nigericina 3.10 2 0.31**~ (48)
+ NaC!
Nigericina 5.561>0.27* (87)

+ Cloruro de colina

Los valores son la media * ES de 3 experimentos por triplicado. Los valores en
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para
comparar los valores obtenidos con el control se aplicé una prueba de t de
Student: *P < 0.05, ***P < 0.001.

de sarcosina, tanto a altas como a bajas concentraciones de Gly, con o sin cloro
en el medio de incubacién, pues los componentes del sistema de transporte
mostraron diferenclas en el requerimiento de este i6n (graficas 10 y 11, tablas 7
y 8).

La grafica 10 muestra el efecto de la sarcosina a altas concentraciones
de Gly. El control representa el transporte total llevado a cabo por ambos
componentes del transporte, pues el ensayo se realizé en medio KRB normal.
En estas condiciones, ia sarcosina inhibid al transporte, de manera competitiva,
en un 42%. El ensayo realizado en medio Krebs sin CI' que se muestra en la
misma grafica, representa al componente de baja afinidad de! transporte y el
efecto que la sarcosina ejerce sobre éste. En este caso, la sarcosina inhibié al

transporte en un 50% (tabla7).

57



nmol/mg prot

18

16

14

12

10

o

Alta [Glicina]

Krebs normal
Krebs normal + Sarcosina
BBZR Krebs sin CF
Krebs sin CI + Sarcosina

OOOCOK

Grafica 10. Efecto de la sarcosina sobre el transporte de
glicina a altas concentraciones. Los ensayos de trans-
porte se llevaron a cabo durante 10 minutos en los distin-
tos medios en presencia de glicina (1mM GlyHYGly
1:25000) y sarcosina (2mM).Los resultados se muestran
como la media + ES.
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Gréafica 11. Efecto de la sarcosina sobre el transporte de
glicina a bajas concentraciones. Los ensayos de trans-
porte se llevaron a cabo durante 10 minutos en los distin-
tos medios en presencia de glicina (0.01TmM GlyH/Gly
1:5000) y sarcosina (1mM). Los resultados se muestran
como la media + ES.
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Tabla 7. Efecto de la sarcosina sobre el transporte de glicina: alta concentracion

Condicién Transporte de Glicina
nmol (mg de prot)™ (20 min)™'

Control KRB normal 15.73:0.65 {100)
KRB normal + sarcosina 9.11:0.36** (58)
Control KRB sin cloro 10.82:1.05 (100)
KRB sin cloro + sarcosina 5.34*0.16** (50)

Los valores son la media * ES de 2 experimentos por triplicado. Los valores en
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para
comparar los valores obtenidos con el control se aplico una prueba de tde
Student: **P < 0.02, ***P < 0.001.

Tabla 7. Efecto de la sarcosina sobre el transporte de glicina: baja concentracion

Condicién Transporte de Glicina
nmol (mg de prot)* (20 min)’

Control KRB normal 1.247 * 0.078 (100)
KRB normal + sarcosina 0.266 * 0.014*** (20)
Control KRB sin cloro 0.406 * 0.039 (100)
KRB sin cloro + sarcosina 0.136 * 0.006*** (40)

Los valores son la media * ES de 2 experimentos por triplicado. Los valores en
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para
comparar los valores obtenidos con el control se aplicé una prueba de t de
Student: **P < 0.02, ***P < 0.001.



La grafica 11 muestra el efecto de la sarcosina a bajas concentraciones
de Gly. El control representa al componente de alta afinidad del transporte y la
sarcosina inhibié este transporte en un 80%. En estas mismas condiciones pero
en medio sin cloro, tenemos una pequefia fraccién del componente de baja
afinidad sobre el cual la sarcosina actué inhibiendo el transporte

competitivamente en un 60% (tabla 8).




DISCUSION

Las células de Muller forman parte de la glia radial y atraviesan todo el
espesor de ia retina. En la retina de las aves son el Unico tipo de gliocito
presente, por lo que llevan a cabo numerosas funciones que, en otras regiones
del sistema nervioso central, desempefian los astrocitos, los oligodendrocitos y
las células ependimales (Ripps y Witkovsky, 1985).

Por estudios previos se ha demostrado que las células de Miiller, ademas
de expresar canales sensibles a voltaje y receptores de neurotransmisores, a
través de los cuales reconocen una gran variedad de-seﬁales neuronales,
expresan sistemas de transporte de alta afinidad para la recaptura de sustancias
neuroactivas como el Glu, el GABA y el K*.

Las células gliales juegan un papel muy importante en remover los
neurotransmisores del espacio extracelular después de que se liberan de las
terminales sindpticas. Esta recaptura es esencial para terminar la transmision
sinaptica asi como para evitar que los transmisores difundan lejos del espacio
sinaptico. Ya que las células de Muller poseen sistemas de transporte para
neurotransmisores a través de los cuales pueden regular los niveles
extracelulares de éstos en la retina, y presentan procesos que se ramifican
extensamente en las dos capas sinapticas de la retina (las capas plexiformes),
se ha propuesto que las células de Miller pueden modular la actividad neuronal,
participando asl activamente en la funcién de la retina.

El objetivo de este trabajo fue el de demostrar la presencia de un sistema
de transporte de Gly en la glia de Midller de la retina, que regule las
concentraciones extracelulares de este aminoacido. Los resultados obtenidos

indican que, efectivamente, en estas células se Hleva a cabo la recaptura de Gly
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hacia el interior de la célula (compartimento osméticamente sensible) y el
sistema alcanza el equilibrio en 20 minutos (ver resultados).

El estudio de los transportadores de neurotransmisores ha revelado que
la fuerza motriz del transporte es el gradiente electroquimico de Na* que
mantienen las ATPasas Na'/K' presentes tanto en las neuronas como en las
células gliales. El cotransporte del neurotransmisor con iones Na' a favor del
gradiente electroquimico de este ién, proporciona la energia necesaria para
conducir al neurotransmisor hacia el interior de la célula en contra de su
gradiente de concentraciéon (Kanner, 1994). E| estudio de la dependencia
energética del transporie a través de distintos inhibidores metabdlicos, mostré
que el transporte de Gly depende de energia metabdlica en forma de ATP, pues
el cianuro de potasio y el iodacetato, que inhiben la produccion de éste,
provocaron la disminucion del transporte. Este efecto inhibidor se debe
probablemente a que la disminucidn en la produccibn de ATP afecta
directamente ia actividad de la ATPasa Na*/K* que requiere de una molécula de
ATP para expulsar 3 iones Na® e introducir 2 iones K'. Esta suposicion se ve
corroborada por el hecho de que la ouabaina, la cual actia directamente
inhibiendo de manera muy potente a la ATPasa Na'/K’, tuvo un fuerte efecto
sobre el transporte disminuyéndolo en un 59% (ver resultados). Diversos
estudios han demostrado que la actividad de los transportadores de
neurotransmisores puede verse modificada por eventos de fosforilacién (Casado
et al, 1993; Gomeza et al., 1991), tal podria ser el caso del sistema de
transporte de Gly en las células de Miller. De ser asi, 1a disminucién en ia
produccion de ATP afectaria directamente la actividad de este sitema. Esta
podria ser otra de las razones por las cuales el tratamiento de las células con

iodacetato y cianuro de potasio provoca cierta disminucién en el transporte.
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El transporte de Gly en las células de Muller también resuitd ser sensible
a los cambios de pH del medio extracelular siendo 7.4 el pH dptimo para el
transporte. El cambio de pH en el medio puede ocasionar tanto cambios
conformacionales en la molécula transportadora, afectando asi su funcion, como
cambios en la carga de la Gly que podrian evitar que el transportador la
reconociera como sustrato.

El transporte de aminoacidos ha sido estudiado en distintos tipos de
células animales y se han identificado tanto sistemas de transporte que
dependen de Na*' como sistemas independientes de este ién. Con base en los
patrones de competencia entre los aminoacidos y en la dependencia ionica,
Oxender y Christensen (1963) propusieron los siguientes sistemas de transporte
capaces de llevar a cabo la captura de Gly en distintos tipos celulares: E!
sistema Giy, que depende de Na’ y es el mas especifico para la glicina, pues
sélo transporta a este aminoacido y a su N-metil derivado, la sarcosina, es muy
sensible a los cambios de pH del medio y se encuentra ampliamente distribuido
en distintos tejidos (Christensen y Handlogten, 1981); el sistema A, que también
depende de Na®, cuyo sustrato son los aminoicidos que tienen una cadena
lateral corta, polar o lineal como la glicina, la alanina y el andlogo no
metabaolizable, acido 2-aminoisobutirico asi como su derivado N-metilado el
acido 2-(metilamino)isobutirico (MeAlB), que también es muy sensible a los
cambios de pH; el sistema ASC, también dependiente de Na®, que transporta
principalmente alanina, serina y cisteina, excluye a los aminoacidos N-metilados
y transporta aminoacidos aniénicos al disminuir el pH; y por tiltimo, el sistema L,
que no depende de sodio sino que transporta a los aminodacidos a favor de su
gradiente de concentracion y cuyo sustrato principal son los aminoacidos

arométicos (Christensen, 1984).



Los resultados obtenidos de los ensayos de competencia demostraron
que el sistema de transporte en las células de Miller es altamente especifico
para la glicina pues la presencia de otros aminoacidos en el medio no tuvo
ningun efecto sobre el transporte de glicina (ver capitulo de resultados). El
analisis de la cinética del transporte reveld que el sistema de transporte en estas
células tiene dos componentes, uno de alta afinidad por la glicina con una Km de
43.75 uM y una Vmax de 5.0 nmol(mg de proteina)1(10 min)-1 y otro de baja
afinidad por la glicina con una Km de 589 pM y una Vmax de 21.53 nmol(mg de
proteina)-1(10 min)-t.

Una vez identificados los dos componentes del transporte, se utilizaron
distintas concentraciones de Gly (una alta y una bajé), para estudiar la
dependencia i6nica de los dos componentes asi como su sensibilidad a la
sarcosina. Los resultados demostraron que el sistema de alta afinidad depende
tanto de Na' como de CI en el medio extracelular para llevar a cabo el
transporte de Gly, lo que lo hace muy similar a los sistemas de transporte de alta
afinidad que se han estudiado en el sistema nervioso, es decir, a las isoformas
de GLYT1 y GLYT2. En cuanto a su sensibilidad a la sarcosina, este
componente del sistema resulté muy sensible a la sarcosina, disminuyendo el
transporte en un 80%. Ya que el sistema GLYT2 es insensible a la sarcosina,
debe de tratarse de alguna de las isoformas de GLYT1.

El estudio del transporte de Gly en el sistema nervioso se ha centrado en
los sistemas de alta afinidad, pues su principal funcién es la de terminar la
neurotransmision con la recaptura de ios neurotransmisores hacia la terminai
sinaptica o células gliales (Kanner, 1994). Estos transportadores se han clonado
y ha sido posible expresarlos en sistemas de expresién heterdloga como
ovocitos de Xenopus laevis, asi como realizar estudios de hibridacién in situ

para su localizacion en las distintas regiones del sistema nervioso. En la tabla 8
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se muestran las constantes de afinidad y la velocidad méxima de los sitemas de
transporte de Gly estudiados en el sistema nervioso. Comparando las
constantes de afinidad, el sistema de transporte que caracterizamos en las
células de Muller (Km = 43.75 uM) es muy similar al reportado por Guasteila y
colaboradores (1992) (ver tabla 9), caracterizado en una linea celular
denominada C6 de glioma de cerebro de rata (Km = 44.7 uM) que corresponde a
la isoforma GLYT1a (Liu et a/, 1993). La sarcosina inhibi6 en un 85% ai
transporte de Gly reportado por Guastella y colaboradores (1992) y en un 80%
en nuestros ensayos realizados en la glia de Miller. Guastella et al (1992)
relacionaron a este transportador de Gly con los receptores inhibidores de
glicina sensibles a estricnina. Por medio de estudios de hibridacion in situ esta
isoforma de GLYT1 se localizd en &reas del sistema nervioso central como la
médula espinal y el tallo cerebral, ricas en transmisidn glicinérgica y por lo tanto
en receptores inhibidores de Gly. Reportaron su presencia principalmente en
cuerpos neuronales, aunque no descartaron la posibilidad de que se encontrara
también en elementos gliales. Ya en el cerebelo localizaron al transportador en
la glia de Bergmann.

Estudios posteriores de hibridacion in  situ realizados por Liu y
colaboradores (1993) utilizando sondas especificas para GLYT1a y GLYT1b
demostraron que Ia distribucion de GLYT1 era generalizada y que se
relacionaba con las &areas del sistema nervioso central donde predomina la
transmisién excitadora en {a que participan los receptores del tipo NMDA, como
es el caso de las células granulares del cerebelo. Este mismo grupo reporté la
existencia del sistema GLYT2 y demostrd que éste, y no GLYTH1, se co-localiza
con los receptores de glicina sensibles a estricnina. Por su parte, Smith et al/

(1992) ya habian reportado la co-localizacién del transportador GLYT1 (que
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corresponde a GLYT1b, Liu et al, 1933) con los receptores del tipo NMDA en et
sisterna nervioso central,

Tabla 9. Valores de Km y Vmax de fos distintos sitemas de transporte de glicina estudiados

Transporte de glicina en las células de Miller de la retina

alta afinidad Km = 43.75 uM ;
Vmax = 5 nmoifmg prot X 10 min ;
baja afinidad Km = 583 pM

Vimax = 21.53 nmol/ mg prot X 10 min !

Zafra y Giménez (1986) en vesiculas aisladas de cuitivos de células de gliobtastoma

alta afinidad K = 100 uM N
Vmax = 0.32 nmol/mg prot X min :
baja afinidad Km =26 mM

Vmax = 1.59 nmoi/mg prot X min

Zatra y Giménez (1989) en células de giioblastoma en cultivo

alta afinidad Km = 95 pM
Vimax = 1.85 nmol/mg prot X min
baja afinidad Km = 2.45 mM

Vmax = 13.5 nmol/mg prot X min

Liu Qing-Rong et al (1992) GLYT1 de cerebro de ratén
alta afinidad Km = 25 uM

Vmax = 1560 pmol/ovocito X hr

Liu Qing-Rong ef al (1993) GLYT2 de cerabro de ratén
alta afinidad Km =17 uM

Vmax = 36 pmol/oocyte X hr

Smith et al (1992) de cerebro de rata
alta afinidad Km =123 yM

Kim et a/ {1994) de susiancia nigra de humano y de cerebro de raton
alta afinidad Km = 70-90 uM

Borowsky et af (1993) de células leucémicas basofilicas de rata
alta afinidad Km =94 uM

Guastella et af (1992) de células C6 de glioma

alta afinidad Km = 44.7 pM
Vmax = 390 pmol/ovocito X hr
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Otros estudios han sugerido que GLYT1 se expresa exclusivamente en
elementos gliales, expresandose GLYT1a principaimente en las células gliales
presentes en al materia blanca y GLYT1b en las células gliales presentes en la
materia gris (Adams et al, 1995).

Ya que las células de Miller se orientan radialmente desde la capa de los
fotorreceptores hasta la capa de células ganglionares, y la via vertical de
transmisién de los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las células
ganglionares es excitadora, hemos relacionado al transportador de Gly de alta
afinidad con los receptores de Glu del tipo NMDA en los que la Gly actia como
coagonista del Glu. Por otro lado, estos receptores también se han
caracterizado en la glia de Muller (Lépez-Colomé y Romo, 1991), por lo que el
transportador de Gly también podria estar modulando la actividad de estos
receptores en la misma glia.

El receptor de NMDA requiere para su activacién que se ocupe tanto ei
sitio de union para el Glu como el sitio de unién para la Gly. Se ha sugerido que
la concentracién de Gly en el fluido extracelular es lo suficientements alta como
para saturar su sitio de union, pues el afiadir Gly a rebanadas de cerebro tuvo
poco efecto sobre la respuesta de los receptores de NMDA (Thomson et al.,
1989). Sin embargo, en las células granulares del cerebelo, donde el
transportador de Gly GLYT1 es muy abundante, las comrientes sinapticas
mediadas por el receptor de NMDA no se producian a menos de que se
afladiera Gly al medio (D'Angelo et al, 1990). Esto es un indicio de que los
sistemas de transporte de glicina realmente pueden influenciar la actividad de
estos receptores.

Como ya se menciond, el estudio de los transportadores de Gly se ha
centrado en los sistemas de alta afinidad, por lo que poco se sabe de los

sistemas de transporte de baja afinidad. Zafra y Giménez (1986) caracterizaron
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un sistema de baja afinidad para la Gly tanto en vesiculas obtenidas a partir de
membranas de céulas de glioblastoma como en cultivos de células de
glioblastoma. Dichos autores encontraron que el sistema de baja afinidad en
estas células presenta dos componentes: el sistema A y el sistema ASC (ambos
dependientes de Na* pero independientes de CI). Sin embargo, la principal
proporcién del transporte de glicina la fleva a cabo el sistema ASC, que se
expresa de manera constitutiva en las células. La constante de afinidad por la
glicina para este sistema es de 2.45 mM y la velocidad maxima es de 13.5
nmol{mg de prot)1(min)1 y, ademas de 1a glicina, este sistema transporta a la
serina y a la alanina. La sarcosina tiene un leve efecto sobre este sistema de
transporte. '

El componente de baja afinidad que se caracterizé en este trabajo
presenta una Km de 589 yM y una Vmax de 21.53 nmol(mg de prot)«(min)1, y ni
ta alanina ni la serina afectaron el transporte de Gly. El estudio de la
dependencia idnica de este transportador mostrd una alta dependencia por el
Na+, mientras que la ausencia de CI' no afectd6 de manera significativa al
transporte. Los ensayos con nigericina corroboraron la dependencia de Na+ de
ambos componentes; al incubar los cultivos en medio con Na+* y nigericina
{iondforo de Na+) el gradiente de Na+ a un lado vy a otro de la membrana celular
{que es la fuerza motriz del transporte), se abate por la entrada de sodio a la
célula a favor de su gradiente de concentracién, disminuyendo asi el transporte
de Gly. Cuando se incuba con nigericina en ausencia de Na* el transporte
practicamente no se modifica, ya que el gradiente de Na+ no se abate. Sin
embargo, la pequefa disminucién de airededor del 10% que se observa en el
transporte de Gly puede deberse a que la nigericina también funciona como un
jondforo de K+, ocasionando una ligera despotarizacién en las células que a su

vez provocaria una pequefia disminucién en el transporte. Se ha visto que en
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condiciones fisioldgicas, la despolarizacidn de las células ocasiona que los
transportadores de neurotransmisores funcionen en sentido opuesto liberando al
sustrato en lugar de capturaric (Atwell et al., 1993).

La sarcosina inhibié al transporte de Gly llevado a cabo por el
componente de baja afinidad en un 50%, en condiciones de alta Gly y medio sin
clora. Por lo tanto, este sistema de transporte presenta caracteristicas muy
distintas del resto de los sistemas de transporie de Gly de baja afinidad. Este
sistema de transporte de baja afinidad en la glfa de Miller podria desempepar
funciones metabdlicas como de nutricién. Por otro lado, podria contribuir a {a
recaptura de Gly en el espacio sindptico cooperando con el componente de alta
afinidad en efiminar a la Gly poco después de ser liberada, cuando su
concentracién es alta.

En un principio se propuso que los transportadores de glicina de alta
afinidad estudiados en el sistema nervioso pertenecian al sistema Gly ya que, al
igual que este sistema, presentan una alta especificidad por la glicina y son
sensibles a la sarcosina (Guastella et a/, 1992; Zafra y Giménez, 1989). Con el
descubrimiento de! transportador GLYTZ2, insensible a la sarcosina, se propuso
que GLYT1 comrespondia al sistema Gly (Kim et al, 1995). Sin embargo,
estudios realizados sobre estos transportadores, como andlisis de northern blot
e hibridaciéon in situ, demostraron que tanto GLYT1 como GLYT2 son
especificos del tefido neuronal, por {o que se han considerado como un sistema
diferente del sistema Gly, el cual estd presente en tejidos no neurales tales
como hepatocitos y células sanguineas (Smith et af., 1992).

La presencla de un sistema de transporte de Gly en las células de la glia
de Muller de la retina, apoya la idea de que las células gliales pueden modular la
actividad neuronal al controlar la concentracidn de sustancias neuroactivas en el

fluildo extracelular que bafa al sistema nervioso. Este transportador de Gly
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podria modular la actividad de los receptores del tipo NMDA que participan en la
via vertical de transmision en la retina, aunque también existe la posibilidad de
que modulen la actividad de los receptores de Gly sensibles a estricnina que
reciben estimulos glicinérgicos principalmente de las células amacrinas (luvone,
1986). E! hecho de que las células de Miller presenten receptores a
aminoacidos excitadores sugiere que estas células pueden participar en la
modulacién de las sinapsis entre los elementos neurales de la retina, ya que
pueden recibir estimulos y responder a eilos. En estudios futuros se pretende
establecer si existe alguna relacién entre los receptores a aminoéacidos
excitadores y el sistema de transporte de Gly en la glia de Muller.

Ya que la Gly puede participar en los procesos de excitotoxicidad al
potenciar el efecto del Glu en los receptores de NMDA, el estudio de los
transportadores de Gly podria llevar al desarrollo de nuevas drogas para tratar

clertos padecimientos neurodegenerativos.
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CONCLUSIONES

A pesar de que estudios anteriores reportaron la ausencia de transporte
de Gly en la glia de la retina (Zafra et al., 1995), este estudio demuestra que las
células de la glia de Muller de fa retina presentan dicho sistema de transporte de
Gly.

Este sistema es altamente especifico para la Gly y se inhibe
selectivamente por la sarcosina, es sensible a los cambios de pH del medio
extracelular y presenta un pH éptimo de 7.4.

El transporte depende del gradiente de Na+ y requiere de energia energia
metabdlica, ya que el iodacetato, el cianurc de potasio y la ouabaina mostraron
un efecto inhibldor sobre el mismo.

El sistema de transporte de Gly en estas células presenta dos
componentes, uno de alta afinidad con caracteristicas muy similares al
reportado por Guastella et al (1992) y uno de baja afinidad, con caracteristicas
diferentes a los sistemas de transporte de baja afinidad reportados previamente
(Z2afra y Giménez, 1989).

Ambos componentes dependen de la presencia de Nat*+ y el de alta
afinidad depende ademas de la presencia de CI en el medio.

La existencia de receptores para aminoacidos excitadores y
transportadores de Gly en las células de Miller sugiere que estas células
participan activamente en la neurotransmision excitadora de la retina en la que

participan ilos receptores del tipo NMDA.,
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APENDICE

Medio Eagle Madificacién de Dutbecco

mg/l
CaCl, 200.00
Fe(NO,)9H,0 0.10
KCI 400.00
MgSo, 97.67
NaCi 6400.00
NaH,PO,H,0 125.00
D-glucosa 4500.00
Rojo de fenol 15.00
L-Arginina 84.00
L-Cisteina 63.00
L-Glutamina 584.00
Glicina 30.00
L-Histidina 42.00
L-isoleucina 105.00
L-Leucina 105.00
L-Lisina 146.00
L-Metionina 30.00
L-Fenilalanina 66.00
L-Serina 42.00
L-Treonina 95.00
L-Triptofano 16.00
L-Tirosina 104.00
L-Valina 94.00
D-Ca pantotenato 4.00
Cloruro de colina 4.00
Acido Fdjico 4.00
i-inositol 7.20
Niacinamida 4.00
Pirodoxal 4.00
Tiamina 4.00
Riboflavina 0.40
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