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RESUMEN

La rctina es el 6rgano fotosensible que cubre ¢l fondo del ojo de los vertebrados, ¢sta es
responsable de la converisén de la luz en sedales eléctricas que posteriormente son
procesadas ¢n el cerebro. La imagen, por tanto, se forma gracias a la comunicacion entre
las neuronas de la retina y del cerebro, dicha comunicacion se establece a través de las
sinapsis quimicas (en la que participa un neurotransmisor) y/o eléctricas (en la que hay un
flujo de corriente eléctrica). En la retina de los vertebrados se considera al glutamato
como el principal neurotransmisor . Asi mismo, se considera quc el aspartato (que posse
una estructura similar al glutamato) ocupa los mismos sitos que dicho neurotransmisor.
Tanto el glutamato como el aspartato poscen un sistema de transporte de alta afinidad
dependiente de sodio para su remocion del espacio sindptico. Se considera que ambos
aminodcidos ocupan ¢l mismo sistema de transporte. En el presente trabajo se estudio el
cfecto de agonistas y antagonistas de Jos receptores de glutamato en la acumulacion de
aspartato y glutamato, en condiciones de luz y oscuridad. Los resultados mostraron que
tanto ¢l glutarnato como ¢l aspartato se acumulan vn mayor proporcion en condiciones de
luz que de oscuridad. E! glutamato se acumuld ¢n mayor proporcion que el aspartato, lo
contrario acontecié en la liberacion, tanto en condiciones de iluminaciéon como de
oscuridad. En cuanto a los compuestos empleados, se presentéd una inhibicion en la
acumulacién de cada uno de los aminoicidos, en condiciones de iluminacién, por cada
uno de los siguientes compuestos: acido kainico (KA), L-2-amino-4-fosfonobutirato
(APB), 6-ciano-7-nitroquinoxalin-2,3-diona (CNQX) y DL-2-Amino-5-fosfonovalerato
(APV). En la oscuridad dichos compucstos no tuvicron un efecto significativo en la
acwmulacion de alguno de los aminoacidos. Estos datos sugicren que el aspartato ocupa

sitios distintos a los dcl glutamato y podria funcionar como ncurotransmisor cn  la retina

de los vertebrados.



NTRODUCCION

Uno de los cinco sentidos de mayor importancia en los vertebrados -incluyendo al ser

humano- es ¢l de la vision, gracias al cual nos es posible percibir imagenes de nuestro

entorno y responder a las condiciones del medio que cambian constantemente. El cercbro
ha desarrollado mecanismos ¢laborados y eficientes que le permiten analizar las imagenes
presentadas a través del ojo y asi reconstruir el mundo visual. (Qué hace posible que la
luz se transduzca en sefales que puedan ser procesadas y enviadas al sitema nervioso

central (SNC) para obtener lo que conocemnos como imagen?
L.a retina s ¢l Organo fotosensible que cubre ¢l fondo del ojo de los vertebrados, ésta es

responsable de la conversion de la luz en senales eléctricas que posteriormente son
procesadas en ¢l cerebro. La formacian de la imagen, por tanto, es posible gracia a las
neuronas de la retina y del cercbro, las cuales se comunican a través de las sinapsis. Las
sinapsis pucden ser de tipo eléctrico o quintico. En el primer tipo, la transmision

nerveiosa sc debe al flujo directo de corriente eléctrica desde de la neurona presindiptica

(quc envia el mensaje) a la neurona postsinaptica (que recibe el mensaje) mediante
uniones comunicantes (uniones de tipo gap o en cicrre). La sinapsis quimica lleva a la
liberacion de un transmisor de [a terminal presinidptica hacia el espacio sindptico, desde
donde alcanzard a sus receptores de membrana en la neurona postsinaptica y se unira
especificamente a cllos.

La rctina sc proyecta al niucleo geniculado lateral (NGL) y de ¢éste a la corteza visual que
sc encuarga de la percepcion de objetos. La retina s¢ conecta ademis con ¢l collicullus
superior que controla el movimiento de 1os ojos; con el pretectum que controla la abertura
de la pupila y con el miicleo supraquiasmiitico que controla los ritmos diurnos y cambios
hormonales del ciclo circadico. Asi pucs, ¢l procesamiento de la informacion enviada por
la retina os integrada por el NGL. Los axones del NGL se proyectan a la capa IV de la
corteza visual primaria. En la corteza visual, las células de cada capa se conectan con
otras rcgioncs corticales, Ademis de esta red de circuitos, las células de la corteza visual

se acomodan funcionalmente en sistemas colwmnares, de orientacion especifien y de




dominancia ocular. Estas unidades columnares son verdaderos centros de integracion de
informacidn, misma que transforman y envian a diferentes regiones del cerebro (Salceda,

1995).

ESTRUCTURA DEL OJO

La retina se encucntra localizada en el fondo del globo ocular, donde es protegida por una
capa externa que, en su parte posierior se¢ conoce como esclerdtica y en su parte anterior
como comea. En seguida le sigue una capa vascularizada llamada coroides que irriga la
parte interior del ojo que se encuentra en contacto directo con ¢l epitelio pigmentario de
la retina. En la parte anterior del ojo esta el cuerpo ciliar, que €s un cuerpo muscujar que
posiciona al cristalino segin las necesidades visuales. El cristalino se cncucntra
suspendido en la superficie interna del cuerpo ciliado, que se continua con el iris y cuya
funcién es regular la entrada de Juz al ojo ademas de dividir al ojo en las camaras anterior
y posterior. A la camara posterior se le conoce como camara vitrea y esta llena de una
sustancia viscosa llamada humor vitrco, en tanto que la cimara anterior contienc cl
humor acuoso. Las dos camaras s¢ conectan entre si por la apertura del iris o pupila

(Adler y Farber, 1986; ver figura 1).

ESTRUCTURA DE LA RETINA

La estructura basica de la retina es laminar y comprende 6 tipos ncuronales:
fotorreceptores (que comprenden conos y bastones); células horizontales, bipolares,
amacrinas, ganglionares ¢ interplexiformes. A Ia retina se le ha dividido de acuerdo a la
organizacion de estos 6 tipos celulares en 6 capas: la primera y mas externa s¢ encucntra
en contacto directo con la membrana apical del epitelio pigmentario, formnada por los
segmentos externos de los fotorreceptores; la scgunda es la capa nuclear externa formada
por los somas de los fotorreceptores; la tercera conticne a las terminales sindpticas de los
fotorreceplores, los que poseen estructuras electrodensas en forma de listén rodeadas por
pequenas vesiculas que hacen sinapsis con las células horizontales, las bipolares y las
interplexiformes; esta capa se conoce como plexiforme extemna; la cuarta capa, Ja nuclear

interna, esti constituida por los somas de las células horizontales, bipolares, amacrinas ¢




interplexiformes; la quinta capa esta formada por la sinapsis entre las células bipolares,
amacrinas, interplexiformes y ganglionares y se le conoce como plexiforme interna; la
sexta y ultima capa la constituyen las células ganglionares que se localizan en el margen
interno de la retina y cuyos axones dan lugar al nervio optico (Adler y Farber, 1986).

Las células de Miiller constituyen la glia de la retina y con sus proyccciones apicales
hacen contacto con los folorreceptores para formar la membrana limitante externa,
mientras qQue con sus procesos basales forman la membrana limitante interna que aisla a
1as células ganglionares del cuerpo vitreo. La funcion de estas células gliales es el control
de los niveles extracelulares de iones como el potasio, asi como la eliminacién del
espacio sinaptico de los neurotransmisores. (Henz, 1976, Barbour ct al, 1988; ver figura
2).

EL EVENTO DE LA FOTOTRANSDUCCION

La fototransduccion ¢s el evento que consiste en la conversion de un foton en una sefial
cléctrica en los fotorreceptores. Estos son  neuronas especializadas de fonna alargada,
orientadas axialmente a la luz incidente, y coasisten de un segmento intemo y un
segmento externo concctados entre si por un cilio inmovil. El segmento intemo contiene
los organclos de las células y ¢l extremo proximal sc especializa como terminal sinaptica
a través de la cual transmite informacion hacia las otras neuronas. El segmento externo de
los bastoncs contienc una seric de membranas aplanadas en forma de sacos cerrados
denominados discos (ver figura 3). En las membranas de los discos sc encuentra

cmbebida una proteina sensible a fa luz, denominada rodopsina, con un maximo de

absorcion a 500 nm. Cuando la rodopsina absorbe luz, ocurren una scric de cambios en la
conformacion de la proteina que resultan en la descomposicidn de la misma en opsina
{proteina) y su cromoforo (vitamina A o retinaldehido). La opsina es producida por cl

fotorreceptor en 1anto el retinaldehido se obtiene de la dieta al consumir beta carotenos.
La rodops

na es una proteina de membrana que posce 7 asas transmembranales que
rodean al cromoforo | 1-cis retinal en la bicapa lipidica. El croméforo aparentemente ¢sta
de manera horizontal en la membrana y se une a un residuo de lisina en 1a hélice 7. Cada

disco conticne miles de moléculas de pigmento visual,
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Figura 2. Estructura de la retina en capas que inicia con el epitelio
pigmentario (EPR) y los segmentos externos de los fotorreceptores (SO). Los
tipos mneuronales que se disponen en la retina de los vertebrados son los
fotorreceptores que comprenden conos (C) y bastones (R), células bipolares
(B), células horizontales (H), células amacrinas (Am), células interplexiformes
(1), ¥y células ganglionares (G). La glia de 1a retina esti representada por las
células de Miller (M) y los astrocitos (As).
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Con la absorcion de un fotén de luz, el retinaldehido se isomeriza a través de varios pasos
intermedios de 1l-cis a todo trans, ésta forma molecular inicia una scrie de cambios
conformacionales que culminan c¢on una forma molecular inactiva (pues no cs
fotoexcitable) de la molécula de rodopsina, la cual posteriormente se regenera a la forma

molcecular activa(Salceda, 1988). Uno de estos intermediarios es la metarodopsina 11 que

activa a una proteina G: la transducina,. La transducina csta acoplada a GDP mismo que
intercambia  por GTP. La proteina G unida al GTP activa una enzima llamada

fosfodiesterasa (FDE). La FDE hidroliza el GMPc, los niveles de este nucledtido

disminuyen lo que trae como consecuencia el cierre de un canal catidénico (Adler y Farber,
1980; ver figura 4).

En ta membrana de los segimetos externos de los fotorreceptores existe un canal catiénico
que conduce iones de Na*(aproximadamente 80%) y en menor grado Ca™* (15%) y Mg**
(5

se conoce como corriente oscura de Na', corriente que mantienc a la célula despolarizada

D (Yau. 1994); este canal se encuentra abierto en condiciones de oscuridad, por lo que

y perniite ta liberacion detl transmisor. La apertura de este canal es regulada por el GMPc
que al ser hidrolizado por la FDE, en condiciones de iluminacion, produce el cierre del

cil

il ¥ por tanto ta hipempolarizacion det fotorreceptor, lo que trae como consecuencia

que ta liberacion del transmisor se reduzea. (Adler y Farber, 19806).
Una vez que el fotorreceptor libera el transmisor, éste activa receptores postsindpticos de

en 1969 mediante registros electrofisiologicos en la retina de 1a carpa, cllos identificaron

celulas bipofares, las cuales fueron caracterizadas inicialmente por Werblin y Dowling

dos tipos de células bipolares de acuerdo a su respuesta clectrofisiologica: células
bipolares de tipo ON y células bipolares de tipo OFF. Las primeras se caracterizaban por

rse en la oscuridad en presencia del transmisor, en tanto las ultimas se

hiperpolari
caracierizaban por despolarizarse en la oscuridad en presencia del transmisor. En cuanto a
fas cclulas ganglionares, éstas habian sido caracterizadas previamente por Hartline ¢n los

anos teintas, cuando registré la actividad eléetrica de las fibras axonicas de las células

ganglionares de la retina de la rana. Hartline en 1938 identificd tres tipos de fibras: fibras
ON que respondian a la luz cuando la retina era iluminada, fibras OFF que respondian en

de tipo ON/OFF que respondian a ambos estimulos (iluminacion y

i oscuridad y ib
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Figura 4. El cvento de 1a fototransduccién. En condiciones de luz un fotén
actia sobre Ia rodop biando su estructura conformacional, uno de sus
intermediarios, Ia metarodopsina 11, activa a la transducina, que intercambia
guanosin difosfato (GDP) por guanosin trifosfato (GTP) para activar otra
enzima que es la fosfodiesterasa (FDE) que hidroliza GMPc, los niveles de
este nucle6tido bajan y se produce el cierre de un canal catiénico: cl
fotorreceptor se hiperpolariza. En la oscuridad 1la guanilato ciclasa hidroliza
GTP a GMPe¢, éste se ac 1a en el citopl pues la FDE no esta activa, y
por tanto se abre un canal catidnico: ¢l fotorreceptor se despolariza.




oscuridad). Mediante estudios histoldgicos en diversas especies de vertebrados (revisado

por Wiissle y Boycott, 1991) se establecidé que las células bipolarecs ON hacian sinapsis
con las células

anglionares del tipo ON ( que respondian fisiologicamente igual que las
bipolares ON. sc despolarizaban en la luz) y las cé¢lulas bipolares OFF hacian sinapsis con
las  células ganglionares del tipo OFF (caracterizadas fisiologicamente porque se
despolarizaban en la oscuridad).

NEUROTRANSMISORES

Los ncurotransmisores pueden ser de tipo excitatorio o inhibitorio, despolarizando o
hiperpolari

ndo a la célula postsindptica respectivamente. Para considerar una sustancia
coma neurotransmisor. s¢ ha propuesto que debe cumplir con los siguicntes criterios
(Werman, 1966):

1. E¥ supuesto neurotransmisor debe estar presente en las terminales nerviosas.

2. Pruesencia de las envimas involucradas en la sintesis de dicho neurotransmisor.

compuesto debe ser liberado por estimulacion presindptica ¢ identificado en

cl
fluido exwaceiular,

4. 1 compuesto prop

sto deberd inducir en 1a célula postsindptica, ¢l mismo efecto que
el producido por ¢f transmisor natural, por lo que deberd modificar la conductancia ionica

de manera similar y a traves de los mismos mecanismos que ¢l transmisor enddgeno,
s

Agenles furmacologicos que inhiban especificamente 1o sintesis, climinacion del

espacio

aptico, liberacion o interaccion con el receptor postsindptico deben inhibir 1a
transmision siniptica.

6. Debe vx v

un meeanismo para la remocion del transmisor de la region posisinaptica,

a por transformacion quimica, difusiéon o recaptura.

ya s

Varios 1ipos de neuwrotransmisores se han identificado en la retina y entre cllos se
encuentran aminoacidos, aminas biogénicas y algunos péptidos (Kandel et al., 1991).
Entre los aminoicidos que se consideran neurotransmisores estin el glutamato y/o el

aspartato que son Jos principales neurotransmisores de tipo excitatorio e¢n la retina de los
vertebrados.

\
i
1
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GLUTAMATO Y ASPARTATO

El glutamato y el aspartato son aminoacidos que presentan varias funciones bioquimicas,
ademas de que se incorporan en las proteinas de las células, ambos aminodcidos son
productos del ciclo de Krebs y son precursores de otros aminoidcidos, por lo que su
presencia no os criterio suficiente para considerarlos como neurotransmisores. Adicional
a las elevadas concentraciones de estos aminoacidos, su accion sobre las neuronas ha
llevado a concluir que funcionan como ncurotransmisores en el SNC, incluyendo a la
retina (Pasantes- Morales, 1972;  Starr, 1975; Macaione, 1974). Asi en la retina de la
rana, s¢ demosird que el aspartato suprime la onda b del clectrorretinograma, que
corresponde a las c¢lulas de la capa interna sin, modificar la onda a, que corresponde a la
actividad ¢ s0s folorrcceptores (Furakawa y Hanawa, 1955). Posteriormente mediante
técnicas de registro intracclular, se encontro que tanto ¢l glutamato como el aspartato
despolarizan a las células horizontales, sin cjercer ningan efecto sobre los fotorreceptores
(Cervettn y Macnichol, 1972; Murakami et al., 1972; Sugawara y Negishi, 1973). Con
esto s¢ cstablecio la posibilidad de que dichos aminoidcidos pueden funcionar como
ncurotransmisores de 1os fotorreceptores. Murakami y colaboradores (1975), demostraron
cn la retina de 1a carpa, que tanto ¢l aspartato como el glutamato aplicados exogenamente
producen respuesias de polaridad opuesta cn células bipolares de tipo ON y OFF
caracierivadas fisiologicamente porque las primeras se hiperpolarizan y las ultimas sc

despolarizan con el estimulo luminoso.

La sintesis de glutamato en 1a retina de los vertiebrados y otras partes del SNC ocurre a
través de al menos 3 vias que involucran las siguientes enzimas:
La giutamato deshidrogenasa (GIDH) que cataliza la formaciéon de giutamato a partir de

alfa-cetoglutnato y amonio (NHL™).

La glutipinass activada por fosfato (PAGY que desamina la glutamina para formar
glutamato,

La aspartato smino transferasa (AAT) que se

ntra ¢cn neuronas, pero no en glia y
cataliza lo trunsaminacion entre glutamato/alfa cetoglutarato y aspartato/oxalacetato. Las

neuronas tivnen un sistema de acumulacion de alta afinidad para intermediarios de los
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acidos tricarboxilicos como el alfa-cetoglutarato y el malato, lo que sugierc que la
disponibilidad de intermediarios de los dcidos tricarboxilicos pucde ser critica para la

formacion de glutamato o aspartato (Kalloniatis y Napper, 1996).

RECEPTORES

Los receptores son proteinas integrales de membrana que funcionan uniéndose a sus
ligandos (neurolransmisores) con alta afinidad , la unién del ligando al receptor conlleva
a especifica de la célula, De acuerdo a su mecanismo de acciéon los
1992). lLos

a una respues
ionotropicos y metabotrépicos (Nakanishi,

receptores se clasifican en
idnico, mientras que los

receptores  ionotrdopicos  activan directamenie un  canal

mcetabotropicos estin ucoplados a la formacion de segundos mensajeros que a su vez

ionicos de la membrana (ver figura 5; Kandel et al., 1991).

activan cunales
DRECEPTORIES IONOTROPICOS. Los receptores ionotropicos de glutamato son

complejos  de  subunidades  proteicas que al ser activados sufren un cambio

la apertura de un canal ionico. La estructura de estos

contormacional provocando
receptores o ostit ain esclarccida, pero con base en su caracterizacion bioquimica,

ivldgica y molecular, se ha encontrado que ticnen similitud a otros miembros de

clectrofi
receplores ioneicopicos como el de acetil colina cuya estructura (de 5 subunidades) sc
hecho con analisis cristalogrifico de

i un mapeo de la protcinua
hélice por crioimagenes) en
, 1988; Unwin et al., 1988). Por todo esto

conuce  @rac
crioimagenes (o reconstruccién  de las membranas
pastsinapticas del Torpedo (Toyoshima y Unwi
st osugivre que los receptores ionotrépicos de glutamato ticnen una estructura similar,

cstin compuestos de 5 subunidades, cada subunidad prescnta 4 dominios

nbranal constituye el canal idnico
receptores de tipo NMDA (N-

transmembruanales, y el segundo seg > tr

(Nakanishi, 1992). Estos receptores se han dividido en
metil-ID- aspartato) y de tipo NO NMDA con base en caracteristicas quimicas y

clectrolisiologicas.
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Figura &, Rcceptores ionctropicos y metabotropicos

A) l.os receptores ionotrépicos al activarse abren dircectamente un canal
ionico que forma parte del receptor (Al). El receptor ionotrépico esta

for por S ¥ dad que se arreglan de¢e manera pcn!agonal en la
menibrigia, Cada subunidad presenta 4 d ini tr | y ¢l
segundo segimento transmembranal constituye ¢l canal (A2).
B) L.os rceeeplores sanetacotréopicos al recibir a su transmisor activan una ruta
ndos racnsajeros, via una proteina G. La proteina G activa a la
to ciclasa, cnzimas que produce ad fosfato ciclico (AMPe) a
partir de adenosin trifosfato (ATP). El AMPc activa a la cinasa de proteina
dependicnie de AMPc (cinasa) que fosforila un camnal iénico (Bl1). Les
rcccplorcs mietabotropicos estin formados por una cadena polipeptidica que

tea t les (B2). (T do de Kandel et al,, 1991




“RECEPTOR NMDA., Esle receptor esta constituido paor un complgjo proteico, con un
peso molecubar de 200 KDa, que forma un canal catiénico poco selectivo, altamente
permeable o Ca®™*_ asi como al Na® y K™

Al activerse el receptor, los niveles intracelulares de Ca*™ se elevan, este incremento se ha
nado con eventos de plasticidad neuronal y muerte celular (Monaghan et al, 1989).

ronistas de este receptor son el NMDA, el glutamato y el aspartato. En

rela

Los principale
este receptor os posible ademas reconocer farmacologicamente S sitios activos diferentes

al sitio de reconocimiento del neurotransmisor, que modulan la actividad del receptor
(Barnes y Henley, 1992) y son: el de la glicina, el de antagonistas alostéricos, el de unién
del My™" dependiente de voliaje, el de unién del Zn**(Monaghan ct al, 1989) y ¢! de

s polinminas (Williams et. al, 1991). Adicionalmente, existen dos sitios

union pa
dististos de vnion en el sitio de reconocimicento del neurotransmisor, uno que une

preferentemenie agonistas y otro que une preferentemente antagonistas (Monaghan et al,
198S: ver abla 1),

Gracias al cenplea de téenicas de biologia molecular ha sido posible clonar dos
subunidades del receptor de tipo NMDA (NMDARD y NMDAR2) y expresarlos cn
avocitos s Yeropus.,

NMIZARID nosee las propiedades caracteristicas del receptor como la permeabilidad al

Ca™ ", el bloaveo por Mg** dependiente de vollaje, el sitio para la glicina y el efecto de

agonistas y antagonistas del receptor. Esta subunidad forma una estructura oligomérica

que da tugar o un complejo funcional canal-receptor.
En tr a4 Lo subunidad NMDAR?2, consta de 4 cadenas codificadas por genes diferentes
¥ no presciin ung respucesta electrofisiologica apreciable a los agonistas del receptor,

Se picasa as: Gue el receptor es heteromérico, siendo 1a subunidad NMDARI la que le da
1utl, en tanto la subunidad NMDAR2 modula dicha actividad (Nakanishi,

Ia actividad af ca
1992). Estudios de hibridacion in sine demostraron la expresion de NMDAR2 en células

s y en la capa plexiforme intermma (Hartveit ct.al, 1994),

gangiionares v amae




RECEPTORES NO NMDA

Estos receprores no dependen de voltaje y reconocen de igual manera tanto al glutamato
coma al aspartato. En cuanto a su peso molecular, es de aproximadamente 100 KDa y
presemtan 4 dominios transmembranales. Los antagonistas de estos receptores son el
CNQX (6-ciano-7-nitroquinoxalin-2,3-diona) y DNQX (6,7 dinitroquinoxalin- 2,3-diona)
(Somohano y Lopez-Colomé, 1990; Bettler y Mulle, 1995). Estos receplores sc dividen en
receplores de tipo AMPA ( acido propionico -alfa-amino-3-hidroxi-5metil-4 isoxazol) y
receplores de tipo Kainato (KA).

El perfil fannacologico para los receplores de tipo AMPA ¢s distinto al de los receptores
de KA. En cstudios de union de radioligandos se observo que el orden de potencia de los

agonistas en receptores de KA ¢s KA>Glu>AMPA, en tanto que para los receptores del
AMPA s AMPA>GIW>KA (Dingledine y McBain, 1994).

Para los reveptores  dz tipo AMPA se han cncontrado 4 genes que codifican para las
subunidades GluR 1, GluR2, GluR3 y GluR4 en distintas especies de mamiferos como la
rata. el paton, el ser humano entre otros; en tanto que para los receptores de KA se han
enconmtracs § genes que codifican para las subunidades: GluRS, GluR6. GluR7, KA-1 vy
KA-2 un distintas especics de mamiferos (revisado por Bettler y Mulle, 1995).

En cumnto o lus subunidades del receplor de tipo AMPA, se encontré que pueden
ensamblarse

configuraciones homomiéricas o heteroméricas, siendo sus propicdades
funcionale~ &

tintas. Esto s¢ aprecia en la subunidad GluR2, que confiere al receptlor
heteromaerico ia curacteristica de baja permeabilidad al Ca*™ (Hollmann et al, 1991); el

resto de las sabunidades -GluR1,3 y 4 - son significativamente permeables a Ca™ . La
presencia de estas subunidades se ha  demostrado en la  retina, con  técnicas
inmunohistoguimicas s2 cncontrd una localizacion celular diferente para cada una de las
subudicnaes { var tabla 1),

RECEPTORES METABOTROPICOS
Los

CLpies metabotropicos de gluamato, constituyen una familia que sc caracteriza
por estar acoplados a proteinas G.



TABLA 1. SI'TI108 DEL RECEPTOR NMDA

Sitio de w

on

Caracteristicas

Observaciones

Glicina

Zinc

Nagnesi

Polinmings

Incrementa la accién de los

agon s de NMDA, no ac-

tiva por si sofa al receptor.

s¢ incrementa con

Su uni
ylu & gly. Estos compucstos

aor

fenilciclidina y ¢l ma-

leato de dizocilpina (MKEOL)

corricntes

No es dependicnte de voltaje.

Istoquea corrientes activadas
por NMDA

Peavncian la union de antago-

TCP) v afectan la union de glu -

tamato y glicina.

< ho carapetitivos (MK801,

La estimulacidén no se inhibe por es-
tricnina(antagonista del receptor de

glicina.

Se localizan en ¢l limen del recep-

tor.

Se ha sugerido que existen 2 sitios

de unién para este ion en cl canal.

Sc une a un sitio interno del canat
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TABLA 11 LOCALIZACION DE 1.OS RECEPTORES NO NMDA EN LA RETINA

SUBUNIDAD TECNICA EMPLEADA PARA DISTRIBUCION EN LA
DEL RECEPTOR SU LOCALIZACION RETINA
GluR1 fnmunchistoquimica

Capa plexiforme interna y cuerpos celu-
tares de las amacrinas y ganglionarcs de

1a rata(Peng et al., 1995).

GluR2 Inmunchistoquimica Capa plexiforme externa y células bipola-
res de 1a rata; en ¢l pez dorado esta en las
células bipolares On. incluyendo las den-
dritas y 1a terminal sindpticn (Peng ct.
al.. 1995).

GluR2/3 lrmunchistoquimica Capa picxiforme interna y externa, asi
como varios cucrpos cclulares de la nu-
clear intema y la capa ganglionar(Peng
ctal,, 1995).

GluR4 Inmunohistoquimica En células de Milller (Peng ctal, 1995)

Glurs Na estd reportado

GluR6/7 Inmunchistoquimica En gran parte de 1a retina: eélulas hori-

zontales, bipolarcs, amacrinas y ganglio-

narcs (Peng ct al., 1995).




Su esuuctura fue deducida con base en su sccuencia y estudios de hidrofobicidad en
células transtectadas del ovario de hamstier chino y consiste de una sola proteina con 7
regiones de alfa hélice expandidas en la membrana (Nakanishi, 1992; ver figura 5). En
cuanto & sus mecanismo de transduccion. estos receptores son heterogéncos y cstan
acoplados a diversos sistemas de segundos mensajeros que incluyen ¢l incremento de la
hidralisis de tosfoinositidos, activacion de la fosfolipasa D, incremento o reduccién en la

formacion de AMPce que llevan a la modulacion de canales idnicos. Estos sistemas de
tranduccion se camcter

izaron por medio de estudios de transfeccion de DNA en el ovario
del hamster chino (Aranori and Nakanishi, 1992),

Los receptores melabotropicos se dividen en tres grupos de acuerdo a la similitud de sus
secuencias de aminodcidos, propiedades farmacologicas y mecanismos de transduccion;
arapo I grupo 1y grupo (11 (Duvoisin y Ramonell, 1995).

El primer grupo (1) corresponde  a los receptores metabotrépicos de glutamato (inGluR)

mGluRT » mGIURS v su agonista mas potente es el quisqualato (QQ) y estimulan la
hidralisis de tostatidilinosistol.
AL s

:undo grupo (1D corresponden los receptores mGluR2 y mGIuUR3 y sus agonistas
mis potentes sond ¢l

ACPD (l-amino-ciclopentano-1,3-dicarboxilato) y el L-CCG-!
(2S8.1°8.2°53-2

~(carhoxiciclopropil) glicina ¢ inhiben la acumulacion de AMPc estimulada
por forskolina.

Al tercer grupo {11 corresponden los receptores mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGIuRS.
Su agonisty mis potente ¢s el APB  (L-2-amino-4-fosfonobutirato) que inhibe la
praduccion de ANMPe (Brandstitier, et al., 1996). Tanto el grupo Il como ¢l 11 al ser
expresados en lineas celutares de fibroblastos transfectados, inhiben la actividad de la
adenilato ciciasa, via una proteina G inhibitoria. (Duveisin, Zhang, Ramoncll, 1995;
et oall 1996).

receptores se¢ han  localizado con  técnicas  de
innmunohisioguimica y de hibridacion in sif en fa retina (Tabla 11D,
TRANSPORTADORES

Una vez que ol neurotransmisor se une especiticamente a su receptor sobre la célula

postsindpticu. éste debe ser removido del espacio sindptico para terminar su efecto.




~
Citoplasma . <

GLT-1

Figura 6. Modclo del transporiador glial de glutamato (GLT-1) clonado del
cerchbro de In rata, que muestra su posible orientacién cn Ia membrana

plasmitica (adapatado de Pincs er al., 1992).




neurotransmisor puede llevarse acabo por difusion, degradacion

La remocion del
La difusion puede remover una fraccion de todos los

enzimadtica o acumulacién.
componentes del espacio sindptico y no es una via especifica. La degradaciéon enzimatica

consiste ¢n la conversisn del neurotransmisor en compuestos que no son reconocidos por
el receptor postsiniptico, estos pueden ser o no ser incorporados a la célula por difusion o
acumulacion. El mecanismo de acumulacion del glutamato consiste en la remocion de
éste neurotransimisor o través de un sistema de transporte especifico de alta afinidad (del
orden de anicromolar) dependicnie de sodio (ver figura 7; Kandel et al, 1991). La
aracterizacion de los sistemas de transporte de aminodcidos se inicia con Christhensen
en los anos 50°s y 60's. En ¢l SNC s¢ ha demostrado la funcion de un sistema de
wansporie para glutamato /o aspartato de baja afinidad, este sistema de transporte estid
sctividad metalbalica de la célula. Adicional a este sistema de transporte , en

el SINC se haidentificado un sistema de transporte de alta afinidad dependiente de sodio,
que -¢ locabiza en las terminales sinapticas. Sin embargo este sistema parcce transportar
e gltihmato como aspartato, por lo que existe controversia en cuanto a que si ambos
aminoacidas funcionin como neurotransmisores o bien que el aspartato ocupa el sitio del

glutamato.
v de la neuroransmision glutamatérgica, la remocion del glutamato del

En ¢l proce:
espacio sinaptico s lleva acabo por un sistema de transporte de alta afinidad dependicnte

de Na' (Saleeda y Vilchis, 1994). A Ia fecha, con técnicas de biologia molecular se han
clonado S transportadores: GILLT-1 del cercbro de rata (Kanai y Hediger, 1992), GLAST
del cerebra de a rata (Pines et al., 1992a), EAAC] del intestino delgado de congjo (Pincs
ct al.. 1962b). EAATA del cercbelo del humano (Fainman et al., 1995) y EAATS dc la
reting dei humano (Arniza ot al., 1997). Los 5 posecn similitudes en secuencia, aunque

ticnen difcrente distribucion y funcion. La expresion de los 5 transportadores sc estudio

en laretinag (vorabla 1V)L




TABLA 111. LOCALIZACION DE RECEPTORES METABOTROPICOS EN LA RETINA

RECEPTOR

TECNICA EMPLEADA PARA SU LOC

LOCALIZACION EN LA RETINA

mGluR1 Imnunohistoquimica

mGluR2 1libridaciéon dc RNAmM

mGIluR3
mGluRa Hibridacion de RNAmM

mGluRs tnmunohistoquimica.

mGluR6 1libridacion de RNAm.

mGluR7 y mGIuRS Hibridacion de RNAm.

n, 1995)

En Ia capa plexiforme interna,coloca-
liza con cl receptor de inositol trifos-
fato (1P 3) (Peng, ct. al, 1995). Enia
capa plexiforme externa cn las den-
dritas de las células bipolares que ha-

cen si is con los

(Koulen ctal, 1997)
En la parte interna dc la capa nuclcar

interna y algunas ganglionares (Ohi-

shi, ct. al. 1993).

{Ohishi et al., 1993).
Presenteen cuerpos celulares de células
ganglionarcs (Akazawa ct al., 1994).

En Ia capa plexiforme extemna, cn células

biy . €A inapli a

los fotor yenia iforme in-
terna cn las células amacrinas, cn los
proccsos postsindpticos a las células
bipolarcs (Koulen ct al., 1997)

En la partc cxterna de la capa nuclear
intcrma (Akazawa ct al., 1994).

En la capa nuclear interna y on los cucr-

pos celulares de 1as células ganglionares.




TABLA V. LOCALIZACION DE LOS TRANSPORTADORES DE AMINOACIDOS EXCITADORES

EN LA RETINA

TRANSPORTADOR TECNICA EMPLEADA PARA LOCALIZACION EN LA
SU LOCALIZACION RETINA
EAAC) Hibridacion in situ. En células individuales o grupos de
células en 1a capa ganglionar de la
retina; presenta una distribucion di-
fusa en la copa ganglionar interna
(Kanai ct al., 1995).
GLT-1 Inmunocitoquimi En s s, especifi
en conos y en células bipolares en la
retina de la rata (Eule, et. al, 1995).
GLAST Inmunohistoquimica En las células de Maller, en las si-
napsis de los bastones (csférulas), as-
trocitos ¥ cpitelio pigmentario (Devo-
rriche y Raven, 1995).
EAAT4 Ct ion y izacion ¥ sélocnel belo (Fair-
tuncional man ctal., 1995).
EAATS Cl on y ¥ sélo cn retina (Arriza et al.,

funcional

9
(¥

1997).




Estudios dec transporte de glutamato en células de Miller de la retina de la salamandra
mostraron una acidificacion intracelular y el movimiento de un anién hacia cl espacio
extracelular (Attwell et al., 1993), el sistema de¢ transporte de alia afinidad dependiente de
sodio proporciond un potencial de membrana de -90mV, a ecste potencial, la
estequiometria del transportador de glutamato dependiente de sodio (GLT-1, GLAST y/o
EAACI) se piensa que seria la siguiente: por cada molécula de glutamato entrarian 2

iones de Na” y un protdn; al tiempo que saldria un i6n de K' y un OH"; la concentracién
intracelular y extracelular de gl

o scria de 10mM y 0.6 micromolar respectivamente
(Barbour et al., 1988). valores que resultan razonables ya que la concentracion de
glutamato en ¢l liquido cerebroespinal es de | micromolar, concentracion que se sugiere
sea la misma quc existe en el espacio extracelular tanto en ¢l cerebro como en la retina
(Auwell. 1988).

Para que cstas concentraciones se mantengan se requierc de

transportadores altamente cficaces como el de GLT-1 que tiene una Km de 2 micromolar
para el glutamato.

Estudios inmunohistoquimicos han permitido conocer la localizacion y distribucion en la
retina de 4 de los 5 transportadores. EAAC! en el sistema nervioso es exclusivo de
neuronas y en la retina se encuentra en células horizontales, amacrinas  y ganglionares
(Roulen et al., 1996). GLT-! sc¢ encuentra tanto ¢n neuronas como cn la glia, cn 1a retina
es ¢l menos abundante de los tres y estd en células bipolares y amacrinas (Roulen ct al.,
1996). GLAST ¢s exclusivo de glia, en la retina es el mas abundante y sec expresa en
células de Mualler (Roulen et al., 1996).

Los fotorreceptores no presentan inmunorreactividad a estos tres transportadores 1o que
sugicre la presencia de otro transportador (Roulen et al., 1996). EAAT4 sc ha reportado
solo en cerebelo (Faiman et al, 1995). EAATS es exclusivo de 1a retina (Arriza et al,
1997).

En ¢l caso de los dos tltimos transportadores (EAAT4 y EAATS) se ha observado que
ademds de tener fas propicdades de un transportador de glutamato dependiente de sodio

se activan a través de una corriente de cloro (Fairman, et al,, 1995 y  Arriza, et al.,, 1997)
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ANTECEDENTES

Al revisar la fototransduccion queda claro que todos los fotorreceptores, sean conos o
bastones, s¢ despolarizan en respuesta a la oscuridad, liberando asi glutamato. Si
continuamos en el descenso de la via vertical de la retina (fotorreceptor-bipolar-
ganglionar) encontramos que al liberarse el glutamato, éste despolariza a las células
bipolares OFF e hiperpolariza a las células bipolares ON. El efecto contrario sc produce
en la luz. De esta manera exiten dos vias generales en la transmision vertical de la retina
Ia via ON y la via OFF. En la actualidad se conocen anidlogos estructurales del glulamaté
que distinguen entre la via ON y la OFF, el mas conocido es el APB que actua
selectivamente hiperpolarizando a las bipolares ON, en tanto que la via OFF no se altera
(Slaughter y Miller, 1981; Schiller, 1993). El APB actia en los receptores metabotropicos
de las células bipolares ON cerrando canales idnicos mediante ¢l incremento de la
hidrolisis de GMPc a traves de una via que se asocia con proteinas G (Slaughter y Miller,
1981; Schiller, 1993). El KA, por su parte, despolariza la via OFF dce la retina mediante
Ia activacion de receptores jonotropicos de tipo NO-NMDA.

Aunque se considera al glulamato como ¢l principal neurotransmisor excitador en el
sistema pervioso central, existe controversia en cuanto a que si ¢l aspartato funciona o no
como neuratmsmisor. Evidencias a favor indican que en la retina la acumulacion de
aspartato st restringida o ciertos tipos celulares (Lam y Hollyficld, 1980; Brandon y
Lam. 1983: Marc ¢t al. 1990).

Asi mismo, cn la retina de la rata hay una acumulacion diferencial de ambos aminoacidos

durante ¢! desarrollo. La acumulacion de glutamato ¢s mds clevada en ctapas tempranas

del desarrollo (5 dias), en tanto que la acumulacion de aspartato después del nacimiento

cs baja pero ¢sta se in
sugicre la existencia de dos sistemas de transporte (Salceda y Vilchis, 1994).

crementa durante la diferenciacion de los fotorreceptores, lo que

Por otra parte la acumulacion de glutamato y aspartato presentan constantes de afinidad
similares (100uM). sin embargo ¢l hecho de que el D-aspartato -anidlogo estructural no
metabalizable- inhiba la acumulaciéon de giutwmato y no de aspartato, tanto en retina

completa como en sinaptosomas de rata, sugicre distintos sitios para el glutamato y para

!
i
i
h




¢l aspartato. Los dos aminoidcidos podrian ocupar el mismo transportador, presentando
diferente especificidad dependiendo de la region donde se encuentren, lo que sugeriria

una  modulacion diferente, o bien distintos transportadores en distintas poblaciones

celulares (Salceda y Vilchis, 1994).

La liberacion en cierta manera es un reflcjo de la acumulacion, y si se libera mas

aminoacido pucde ser que se acumule menos y viceversa. En estudios de liberacién de
naptosomas como en rebanadas del hipocampo de la

aminoicidos excitadores tanto en s
rata, sc¢ ha cncontrado que antagonistas y agonistas del receptor NMDA modifican la

liberacion de ambos aminodcidos de manera diferencial (Martin ct al., 1991). En cuanto a
los agonistas y antagonistas del receptor tipo NO-NMDA, también se encontrd que ticnen
efecto en la liberacion de aspartato pero no modifican la de glutamato (Martin et al,,
1991). Esto sugicre que la activacion de receptores ionotropicos de glutamato pucde
modular la liberacion sindptica de aspartato v de glutamato. Cabe hacer notar que tammbién

xiste evidencia clectrofisiologica (Buaskys y Malenka, 1991) y bioquimica (Herrcro,
ere que el glutamato regula su propia liberacion por medio

1992; Duncan. 1993) que su.
de autorreceptores mismos que s¢ verian afectados con el uso de analogos cstructurales

del glutamato y csto de alguna manera podria repercutir en la acumulacion.



OBJETIVO:

Dado que no cxisten a la fecha antagonistas especificos para los 5 transportadores
y i de los

canocidos, ¥y que existe evidencia que indica que antage

liberacion de > y aspartato de mancra

receptores de glutamato modifican la
diferente, se decidio probar algunos de los antagonistas y agonistas de los receptores de

glutamato, y ver su efecto en la acumulacién de glutamato y aspartato, tanto en

condiciones de luz como de oscuridad.

HIPOTESIS

itios de

Si ¢l aspartato no funciona como neurotransmisor y ocupa los mismos s

vansparte que ¢l glutamato, ol efecto de los agonistas y antagonistas de los receptores de
glulamato en la acumulacion de cada aminodcido debe ser el mismo. Si existe una

acumulacion diferencial de eada aminoicido sera evidencia de quc el el aspartato, al igual

que el glutamato, podria funcionar como neurotransmisores en la retina.

26

i
H
i
1
1




MATERIALES Y METODOS

Se usaron ratas Long Evans adultas adaptadas a la luz o a la oscuridad. La adaptacién a la
luz consitié en realizar los experimentos durante el dia bajo condiciones de iluminacion
del laboratorio (limparas fluorescentes de 75 watts Phillips FO6T12/&/XPT). La
adaptacion a la oscuridad consistio en dejar al animal en un cuarto oscuro (sin ningun tipo
de iluminacion) durante un minimo de dos horas, para posteriormente realizar los
experimentos bajo iluminacion roja wénue (ldmpara con un foco rojo de 10 watts Phillips).
Los animales se sacrificaron por decapitacion {en alguna de las condiciones anteriormente

mencionadas). s¢ extrajeron los ojos y sc disecaron las retinas en Ringer Krebs
Bicarbonato (RKB) con una composicion

milimolar de NaCl 118; KCl 4.7; KH,POy
1.17: CaClz 2.5; MgSO,4 1.17; glucosa 5.6; NaHCO; 25 a un pH dec 7.4.
A lacion de gl

0 v aspartato. Las retinas s¢ incubaron a 37°C en Ringer Krebs {
Bicarbonato (RK13) en presencia de 0.25uCi de glulamato H® o aspartato H® a una
concentracion  final de 20 M. Al finalizar la

incubacion, las retinas sc lavaron
rapidamente en RKB con ¢l objeto de eliminar 1a radiactividad no incorporada. El 1cjido

se solubilizo con 0.5m! de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 1% a 40°C y \a radiactividad H
acumulada sc determind en un comador de centelieo liquido (Salceda y Vilchis, 1994). EV
efucto de agonistas y antagonistas del receptor de glutamato sobre la acumulacion de

aspartaio o glutamato se estudio adicionando dichos compuestos al mismo tiempo que cl

aminoicido radiactivo. LLos ngonistas empleados fucron ¢l KA que activa receptores del
tipo NO-NMDA | ¢l APB que actliva receptores metabotropicos del grupo 111, en cuanto a
fos antagonistas empleados son ¢t CNQX que inhibe la activacidn de los receptores de

tipo NO-NMDA y cl DL-2-Amino-5-fosfonovalerato (APV) que inhibe la activacién de
los receptlores de tipo NMDA (ver tabla V).

&
i
.
i
i

27




Tabla V. Agonistas y antagonistas de los receptores de giutamato y sus

constantes cinéticas de inhibicion.

Com- Efecto o Accion en los receptores | Constantes Organismo en el
puesto | de glutamato cinéticas de | que se obtuvo la
inhibicion (CCI) CcCl
KA agonista de los receptores tipo NO- | [¢50=0.0045 uM en membranas
NMDA sinaptosomales de
i corteza cercbral de
rata (Honoré et
al.,1988).
APB agonista de los receptores | Ec50= 0.9 uM en células
metabotropicos del grupo 111 transfectadas del
ovario del hamster
; chino (Nakajima et
al., 1993)
CNOX lunlugnnisl:l de los receptores tipo | [¢S0=1.5 uM en, membranas
. NO-NMDA sinaptosomales dc
! corteza cerebral de
rata  (Honoré¢ ot
' al.,1988).
APV ':nnlug(mism de los receptares tipo | Ki=1.8 uM en membranas

|
:

NMDA.

sinaptosomales del
cerebro de la rata
(Monaghan Y
Cotman, 1986)




Liberacign de glutamato y aspartato, Una vez acumulado el aminoicido radiactivo, como

se describe arviba. las retinas se incubaron en Im! de RKB por 5 periodos sucesivos de
dos minutos cada uno. Al finalizar esta incubacion se solubilizé el tejido, la radiactividad
incorporada en la retina mas la suma de Ja radiactividad liberada en el medio durante la

incubacion represento ¢l 100% de radiactividad acumulada y se determiné en un contador

de centelleo liquido.

Cromatografia en capa fina, La cantidad de glutammoHJ y aspartato H? que permanece

como tal en el tejido después de la acumulacion se determiné por cromatografia en capa
fina (Salceda y Vilchis, 1994). El tcjido se homogenizéd en etanol al 80% y las proteinas
se sedimentaron por centrifugacion; alicuotas del sobrenadante se aplicaron sobre la placa

la de Vagua/t l; 7:3:1.

de silica. El cromatograma se desarrollo  en una
Posteriornmente la radiactividad se detennind en las fracciones del cromatograma y los

aminodicidus  se  identificaron con los estindares correspondientes revelando con

ninhidrina.
Los resuitados obtenidos indican gue entre el 60 y 70% del aminodcido radiactivo sc

conserva como tal en el wjido después de Jos 20 minutos de acumulacion.

i
i
|
|
;
|
i
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RESULTADOS

-~ACUMULACION DE GLUTAMATO Y ASPARTATO
Los estudios de acumulacion de glutamato y aspartato en la retina de Ia rata, en
y oscuridad, indicaron que el glutamato se¢ acumula en mayor

condiciones de luz
apoya la idea de que cl

proporcion que el aspartato en ambas condiciones, lo que
glutmato seax ¢l principal neurotransmisor en la via vertical de la retina de los vertebrados.
Asi mismo lu acumulacion de glutamato y/o aspartato es mayor en la luz que en la

oscuridad (ver figura 7. tablas VI y VII), lo que concuerda con ¢l hecho de que en la

oscuridad sc libera mas neurotransmisor que en la luz.
Cuando las retinas s¢ incubaron en condiciones de iluminacion normal del laboratorio el

KA. APB. CNOQX y APV inhibicron en 45%-50% la acumulacion de glutamato y la dc
aspartato en un 37-32% respectivamente lo que indicé que el efecto inhibitorio de los
compucstos ¢n lénminos generales fue el mismo (ver tabla VI y figura 8). Al parccer la
via ON dc u retina on presencia de estos compuestos se inhibié y Ja que estaria
funcionando seria la via OFF. ya que los valores de acumulacion son muy similares a los
del control en ta orcuridad (ver tabla V).

En condiciones de oscuridad ninguno de los 4 compuestos inhibié significativamente Ia

acumulacion  Jde glutamato v/o de aspartato, 1o que  sugiere que la via OFF  sigue

funcionando de manera similar al contro! (ver tabla VII y figura 9).

LIBERACION DE GLUTAMATO Y ASPARTATO

La liberacion Jde glutamato wras 10 minutos de incubacion fue de 30% aproximadamente
en condicionces de luz, micntras que en la oscuridad fue de 35% aproximadamente (ver
figura 10). El aspartato por su parte presento una liberacién mayor que la del glutamato:
65% aproxinadamente en condiciones de luz y 702 cn condiciones de oscuridad. Estos

resultados concuerdan con los datos de acumulacion, ya que el aspartato sc acumnula

menos pero se libera mas que of glutamato (ver figura 11).
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Tabla V1. Acumulacién de glutamato H® y aspartato H® en condiciones

de tuz.

GLUTAMATO amol/g de tejido % de acumulacion | no. de datos
Control 54.4615.15 100%+9.45% 12

KA (30nM) 29.38%5.73 53.94%+10.52% * 3

APB (30.M) 25.25x:3.82 46.36%+7.01% * 3

CNQEX (300V) 28.59%2.52 52.49%*4.62% * 6

APV (10000 ) 30.5x1.5 56.00%+2.75% * 3

ASPARTATO nmol/g de tejido % de acumulacion no. de datos
Control 17.06£1.53 100%+8.96% 12
KA (301M) 12322228 72.21%+*13.36% 3
APB (30M) 10.72x3.11 62.83%%18.22% 3
CNEOQX (30.:M) 8.47x1.06 49.64%+6.21% * 5
APV (1000 ) 8.80+0.23 51.58%%x1.34% * 3

L2 acumulicion de glutamate HY y aspartato H? (20uM) sc llevé a cabo a 37°C durante 20

min. en co-diciones de iluminacion. Los valores son el promedio de al menos 3

exprrimentos independientes + el error estandar. *P<0.05 comparado con ¢l control.




Tabla VII. Valores de la acumulaciéon de glutamato H® y de aspartato

H? en condiciones de oscuridad.

% de acumulacion

no. de datos

GLUTAMATO nmol/g de tejido

Control 21.71£1.65 100%:+7.60% 12

KA (30uM) 19.13+£3.61 88.11%+16.62% 4

APB (30pM) 14.01£2.92 64.53%+%13.45% 3

CNQX (30uM) 19.59+4.15 90.23%%19.11% 3
90.69%%13.68% 3

APV (100uM)

19.69£2.97

ASPARTATO

mmol/g de tejido

% dec acumulacion

no. de datos

Control 8.51%1.22 100%+14.33% 12
KA (30uM) R78+1.49 103.17%+17.50% ]
AP (30uM) 0.82+0.77 80.14%6+9.04% 4
CNOQOX (30pd) 7.47x0.55 87.77%+6.46% 4
AP\’V( JUUTHY D] 6.7910.64 79.78%%7.52% 3

La acumulscion de ghatamata H* y aspartato H? (20uM) sc llevé a cabo a 37°C durante 20
&

min.  en condiciones de

oscuridad. Los valores son cl

promedio de al menos 3

experimenios independicntes + el error estindar. *P<0.05 comparado con ¢l control.




Figura 7. Acumulacién de glutamato H* y aspartato H? en Ia retina, durante
20° a 37°C, en condicones de luz y de oscuridad. L.os resultados son el
promedio de 12 experimentos independientes 1+ error standar.
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Figura 8. Acumulacién de glutamato H® y aspartato H> en 1a retina incubada

por 20° a 37°C en presencia de KA (30uM), APBEOuM), CNOXBE0uM),

y
APV(100uM) respectivamente

en condiciones de luz. Los valores son el
promedio de al menos 3 experimentos independientes + el error estindar.
*P<0.05 comparado con el control.
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glutamato aspartato

Figura 9. Acumulacién de glutamato H> y aspartato H> en Ia retina
incubada por 20° a 37°C en presencia de KAQ@OuM), APBGEOuM),
CNQX@BouM), y APV(100pM) respectivamente en condiciones de
oscuridad. Los valores son el promedio de al menoes 3 experimentos

independientes + el error estdndar. *P<0.0S5 comparado con el control.
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Figura 11. Porcentaje de liberacion espont:-

nea de aspartato H3, durante 10 minutos, a
37°C (previa acumulacion de 20°) en condi-
ciones de luz y de oscuridad. Los valores
son cl promedio de 3 expermientos indepen-
dientes =+ ¢l error estiindar.



DISCUSION

La eliminacidén de los neurotransmisores del espacio sindptico ocurre a través de un
sistema de transporte de ailta afinidad dependiente de sodio, presente en la terminal
presindptica, en la retina dc la rata (Vilchis y Salceda, 1991). El sistema de transporte que
opera en las neuronas es ¢l primero en actuar en Ja remocidn del neurotransmisor en el
espacio sindptico. La presencia de un sistema dc transporte de glutamato con un control
similar al de las neuronas se reporté en células gliales en cultivo (Bumashev et al., 1992),
por lo que la participacion de estas células en Ja eliminacion del ncurotransmisor no
puede descartarse totalmente,

La via vertical de wransmision sindptica en la retina (fotorreceptor-biopolar-ganglionar)
presenta 2 rutas generales: la. ON en la que las células bipolares y ganglionares del tipo
ON se despolarizan con la luz, y la OFF en la que estas células se despolarizan en la
oscuridad. Los folorreceptores. tunto conos como bastones, se hiperpolarizan en respuesta
a la luz, inhibiéndose asi la liberacion de glutamato y/o aspartato que ocurre en la

¢ asocia la presencia de receptores de tipo NO-NMDA

oscuridad. En términos generales,
con las células bipolares OFF, en 1anto que a las bipolares ON se les asocia con los
receptores metabotrdpicos de glutamato activados por APB (Nawy y Copenhagen, 1987;
Nomura ct al., 1994; Shiclls y Falk, 1990). Se considcra que las células bipolares de
conas utilizan mecanismos ionicos distintos a los de las células bipolares dec bastones cn
l1a respuesta de tipo ON (Hirano y MacLeish, 1991). Saito y colaboradores reportaron que,
en la retina de la carpa, los bastones sc despolarizaron por la activacion de canales de
Na* y los conos por canales de K* y/o CI'. La activaciéon o inhibicion de los distintos
tipos de receptares de glutamato lleva a cambios en la liberacion de este transmisor en la
via vertical de la retina, 10 que podria reflgjarse en cambios en la acumulacion del mismo.
Nuestros resultados concuerdan con el hecho de que en la oscuridad se libera mas
glutamato que en la luz (Miller ¢t al., 1982) ya que la acumulacidn, tanto de glutamato
comao de aspartato, es mayor en ia luz que en la oscuridad. Por otra parte, la acumulacion
de glutamato fue mayor que la de aspartato, lo que concuerda con los datos de liberacion,

ya que ¢l aspartato se liber mis que el glutamato. La disminucion en la acumulacion de
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glutamato y aspartato quc observamos en presencia de agonistas y antagonistas de los
receptores  de  glutamato, sugiere que la Jiberacion de estos aminodcidos afecta
directamente su acumulacion. E1 APB, APV, KA y CNQX inhiben la acumulacion de
glutamato y aspartato bajo condiciones de iluminacion; sin embargo, el APB y el KA
inhiben, en mayor grado, la acumulacién de glutamato. En la oscuridad el APB inhibio
la acumulacion de glutamato, en mayor grado, que la de aspartato y el APV la dec
aspartato, estos resultados sugieren que difercntes poblaciones celulares acumulan
glutamato o aspartato.

Existe evidencia de que, 1anto los agonistas como los antagonistas de los receptores de
tipo NO-NMDA, tienen un efecto inhibitorio o estimulador sobre la liberacion de
aspartito en sinaptosomas y rebanadas de la corteza cerebral de la rata, sin modificar la
liberacion de glutamato (Martin et al.,, 1991). Estos datos sugieren que distintos
mecanismos de regulacion participan en la liberacidon de glutamato o aspantato. Los
agonistas y antagonistas de los receptores de glutamato empleados en el presente trabajo.
atectan de manera diferente fa acumulacion de glutamato y de aspartato cn la retina, lo
que sugiere que existe un sistema de transporte que funciona para aspartato, que si es ¢l
mismao que ¢l del giutamato, pucde tener una modulacion diferente y/o estar restringido a
una poblacion celular pequenia en la retina,

La inhibicion causada por ¢l APB y el KA cesta de acuerdo con ¢l efecto de cstas drogas
en los receplores de glutamato en la via vertical de la retina. La inhibicion observada por

el APV y ¢l CNQX es sorprendente, ya que cra de esperarse que no tuvicran ningun

efecto o incluso que incrementaran fa acumulacion de gl y/o aspartato. Adicional
al clecto hiperpolarizante en las células bipolares y ganglionares del tipo ON, cl APB
despolariza o las  c¢lulas horizontales. En presencia de APB  en condiciones de
luminacion, las vias ON y OFF deben estar inhibidas, 1o que daria lugar a una inhibicion
drastica en la acumulacion de gluamato  y/o aspartato. Bajo cstas condiciones,
obscrvamos una acumulacion de glutamato y de aspartato similar a los valores de
acumulacion en la oscuridad. lo que sugiere que el APB hiperpolariza a las células
horizontales (Hare ¢ al.. 1992) las que a su vez pueden activar a la via OFF. El KA wuvo

un cfecto similar al APB sobre la acumulacion de glutamato y aspariato en la retina,



inhibicién que debe ser causada por la activacion directa de los receptores de tipo NO-
NMDA. El KA ademads de activar los recepiores de glutamato de la via OFF de 1a retina,
despolariza a las células horizonales (Lasaster, 1990 y 1991). En condiciones de luz, el
KA ademds de activar la via OFF podria apagar 1a via ON como consecuencia de la
despolarizacion de las células horizomales.

El efecto observado con ¢l APB y el KA también pucde ser explicado por la existencia de
un transportador de glutamato con un perfil fanmacolégico semejante al del receptor, ¢sto
es, un transportador con un sitio de reconocimiento relacionado con la apertura de un

canal de cloro (Gramt y Doiwling, 1995). Estudios previos de unién cspecifica de

gl o en si

¥

de cercbro de rata indicaron que existe una poblacién de
receptores dependicente de cloro sensible a APB (Robertis, 1981). Asi mismo Zaczek en
1987 enconuwrd que ¢l APB inhibe el transporte de glutamato dependiente de cloro.
Sarantis y colaborndores ( 1988) encotraron que concentraciones de 1 a 100uM de KA
producen, al igual que ol

glutamato, corvientes dependientes de cloro en células
fotorreceptoras.

studios electrofisiologicos demostraron la presencia de un sistema de
transporte de glutiimato dependiente de cloro en conos (Eliasof y Werblin, 1996; Sarantis,
Everett y Aunwell, 1988) bastones (Grant v Werblin, 1996) y célutas bipolares (Grant y
Dowling. 1993). Recientemente se clond en la retina humana a partir de una biblioteca de
DNACc de Ia reting de salamandm un transportador de glutamato acoplado a una corriente
de CU" (EAATS; Arriza ot al., 1997). Asi mismo, la existencia de autorreceptores que
regulan ta liberacion

de glutamato ha sido demostrada en cerebro con  técnicas

clecrofisiologicas (Bhasky y Malenka, 1991) y bioquimicas (Hervcro, 1992 y Duncan,

1993). En Ia reting, a presencia de distintas subunidadces de los receptores de glutamato
han sido demastr

adas o nivel presindptico (Peng et al., 1995). La activacion de cstlos
TULOTTCCOPLOTTS ¢ 5L,

sre que induce una corricnte de salida de cloro, misma que sc ha
demostrado en las terminales sindplicas de fotorrcceptores (Sarantis, Everet y Atwell,
1988} y de células bipolares (Grant y Dowling, 1995). Esta evidencia apoya la existencia
de un transportador de glutamato con caracieristicas farmacolégicas semejantes a las del
receptor de glutmnato, que puede explicar ¢l efecto inhibitorio del APB, KA, CNQX y
APV ya que cada uno de cllos acturia en distintos sitios de la molécula.

40




CONCLUSIONES

La lacién de gl

es mayor que la de aspartato en la retina de la rata, tanto en
condicones de luz como de oscuridad, el efecto

aspartato es mayor que la de g} en b dici

io se p en la lib ién, la de

La lacién de gl y aspartato es mayor en condiciones de luz que de oscuridad.

El presente trabajo, de acuerdo a nuestros controles, sugiere que ¢l aspartato no ocupa los

mismos sitios que el glutamato y si lo hace existe una modulacién distinta para cada
aminoacido.

En condiciones de luz, ¢l APB, KA, CNQX y APV inhibi

la ion de gl Yy
de aspartato. La inhibicion puede ser explicada por una despol

de las célul

de un transportador de glutamato dependiente de cloro que
puede ser inhibido por cstos andlogos.

hori y/o la pr

Los 1ead: 1

P P no ser una b her i (al con csta
dologia) para evidenciar diferencias en el si de lacién para gl y/o

aspartato.

Dado que el aspartato podria funcionar como neurotr en subpoblaci celulares en

1a retina, un efecto contrario al que dc con el gl podria p sc. Posteriores

estudios inmunohistoquimicos y/o electrofisiolégicos

podrian demostrar diferencias cn el

de tacion para gl y/o aspartato.




BIBLIOGRAFIA

Adler R. y Farber D. 1986. The Retina. A model for cell biology studies. Ed. Academic
Press, New York. 363p

Akazawa C., Ohishi H., Nakajima Y., Okamoto N., Shigemoto R., Nakanishi S. and
Mizuno N. 1994, Expression of mRNA of L-AP4 sensitive botropic gl

receptors (mGluR4. mGiluR6. mGluR7) in the rat retina.

Aranori L. and Nakanishi 5. 1992, Ncuron 8:757

Arrviza J.L.. Eliasof S., Kavanaugh M.P., Amara S$.G. 1997. Excitatory amino acid
transporter 5. a rotinal glitanude tasnporier coupled to a chloride conductance. Proc.
Nati. Acad. Sci. USA 94:4155-60.

Attwell D.. Barbour B. and Szatkowki M. 1993. Non vesicular release of
neurotransimitter. Neeron 11:401-407.

Barbour 8. 3rew il aad Anlwell, D. 1988, Electrogenic glutamate uptake in glial cells is
activated by hutraccellular potassium. Nature. 325(229):433-435.

Barnes LMy blealey J.AS. 1992, Molecular characteristics of excitatory amino acid
receptor. Progress in Neurobiology 39:113-133

Baskys A. and Malenks R.C. (991, Agonisls at mctabotropic glutamale receptors
presynaptically inhibit £PSCs in neonatal rat hippocampus. J. Physil. (Lond.) 444:687-
701.

Bettier B. y Mulic C. 1993, AMPA and Kainate receptor. Neuropharmacology 34(2):123-
129,

Brandon C. and Lam DML

L-plutamic acid: a neurotransmitter candidate for cone
in haman and rag retinas. Proc. Natl. Acad. Sci. 80:5117-5121

photorecep

Brandstatter 1.5 Koulen i, Kuhn R., Van der Putten H. and Wissle H. 1996.

Compartimentul lecalization o a metabotropic glutamate receptor 1nGlur7): two different

active sites al a retiinal svnapse. J. Neuwrosci. 16(15):4749-4756



Burnashev N, Khodorova A, Jonas P., Helm P.J., Wisden W., Monyer H., Seeburg P.H.
y Sakmann B. 1992, Calcium-permeable AMPA-KA receptor in fusiform cerebellar glial
cells. Science 256:1566-1570.

Cervetto, L. and Mac Nichol, E.F. 1972. Inactivation of horizontal cell in turtle rctina by
glutamate and aspartate. Science, 178, 767-768.

Derouiche A and Raucn T. 1995, Coincid of L-gl /l-aspartate transportcr
(GLAST) and glutamate synthetase (GS) immunoreactions in retinal glia : cvidence for
couploing of GLAST and GS in transmitter clearence. J. Neurosci. Res. 42(1):131-143.
Dingledine R. y Mc¢ Bain C. 1994. cit ino _acij trapsmitters. ic
Neuyochemistry (editado por Siegel, G.J., Agranoff B.W., Albers W.R. y Molinoff P.B.)
Raven Press, New York. 367-387.

Duncan C.P.. Zhou M., and Nadiler L.V, 1993, Differential lation and ion depend

of glutamate and aspartate release from CAl synap >mes. Soc. N i. Abstr. 19,
922,

Duvoisin R.NM., Zhang C. and Ramonell K. 1995. A novel botropic gl

receptor expressedin the retina and olfactory bulb. ). Neurosci., 15(4):3075-3083.

Eliasof S. y Werblin F.S. 1993. Characterization of the glutamate transporter in retinal
cones of the tiger salamander. J. Neurosci. 13:402-411.

Euler T, and Wassle H. 1995, lmmunocytochemical identification of cone bipolar cells in
the rat retina. J. Comp. Neruol. 36(3):461-478,

Fairman W. A, Vandeberg R.J.. Arriza ). L., Kavanaugh M.P. and Amara S.G. 1995. An
excitatory aminoacid with properties of a lipand-gated chloride channcl. Nature 375:599-
603,

Furakawas 1. and Hanawa Y. 1955, Effects of some common cations on
eleetrorctinograms of toad. Jpn. J. Physiol. 5:289,

Grant Ci.B. y Dowling J.E. 1995. A glutamate activated chloride current in cone driven
on bipolar cells of the white purch retina, ). Neurosci. 15(5):3852-3862.

Gramt G,y Worblin F.S. 1966, A glutamate clicited chloride current with transporter like

properties in rod photoreceptors of the tiger salamander retina. Vis. Neurosci

43



Hare W_.A, and Owen W.G. 1992, iEiTecls of 2-amino-phosphonobutyric acid on cells in
the distal lavers of tiger salamanders retina. J. Physiol-Lond 445:741-757.

Hartveit E., Brandstatter J.H., Sassoe-Pognetto M., Laurie D.J., Seeburg P.H. and Wissle
H. 1994. Localization and developmental expression of the NMDA receptor subunit
NR2A in tthe mamimnalian retina. J. Comp. Neurol. 348(4):570-582.

Herrero I, Miras-Portugal M.T.. and Sanchez Pricto J. 1992. Posilive feedback of
glutamate exocytosis by metabotropic presynaptic receptor stimulation. Nature 360:163-
166.

Hertz L. 1976. Potassium ceffects on transport of amino acids, inorganic ions and mater;

ic and itative difercnces In: Levile, Battstin, L. and Lajtha, A. (eds,).

Or
Transport phenomena in the nervous system. Physiological amd pathological aspects.
Adv. Exp. Mcd. Biol. 69:371-383.

Hirano y MaclLeish. 1991, Glutamate and 2-amino-4-phosponobutyrate cvoke an

increase in potassium conductance in retinal bipolar cells. Proc Natl Acad Sci USA.
88:805-809.

Holtmann M., Hartley M. y Heinemann S. 1991. Ca™* penneability of KA-AMPA gated
glutamate receptor channcels depends on subunit compaosition. Science 252:851-853.
Honoré T., Davies S.N., Drejer J., Fletcher E.J., Jacobsen P, Lodge D and Nielsen F.E.
1988. Quinoxalincediones: potent  competitive non- NMDA glutamate receptor
antagonists. Science 241:701-703.

KaRionatis M. y Napper B.A. 1996. Glulamate metabolic pathways in displaced
ganglion ceils of the chicken retina. J. Comp. Neurol. 367:518-536

Kannsi Y. and Hediger MA. 1992, Primary structure and functional characterization of a
high-atfinity glutamate transporter. Nature 360:467-3471.

Kandel E.R., Schwartz J.H. and Jessell T.M. 1991 ._Principles of Neuronal Science. Ed.
Applcton and Lange, Norwalk C! 1135p.

Koulen ', Kuhn R., Wiissle H. and Brandstitter J.H. 1997. Group 1 Metabotropic
glutamate receptors mGIuR 1 and mGluRSa: locatization in both synaptic Jaycrs of the rat

retina. J. Neurosci. 1 7(6):2200-2211.

44



e s it

Lam DMK, and Hollyfield J.G. 1980. Localization of putative aminoacid
ncurotransimitters in the human retina. Exp. Eye Res. 31:729-732.

Lasaster E.M. 1990, Properties of non NMDA excitatory amino acid activated channels
in isolated vetinal horizontal cells. J. Neurosci 10(5):1654-1663

Lasaster E.M. 1991. Characteristics of single channels activated by QQ and KA in
teleost retinal horizontal cells. Vision Res. 31(3):413-424.

Macaione S.. Ruggeri P., Dulea F. and Tucei G.

1974, Free amino acids in the
dcveloping rat retina. J. Neurochem. 27:1411-1415.

Marce R.E, Liv W.S,, Kallionatis M., Raiguel S.F. and Van Haesendos, E. 1990. Pattemns

of glutamate immunoreactivity in the goldfish retina. ). Neurosci. 10(12) :4006-4035.

D.. Bustos G.A., Bowe M A, Braity $.D. and Nadler J.V. 1991. Autorcceptlor
reguialion of glutamate and aspartate release from slices of the hippocampal CA area. J.
Neurochem. 36, 16-47-1655.

Miller R.F., Schwarz M .M. and Masscy S.C. 1982, Light and dark-dependent release of
glutamate and aspartate in the isolated retina of the mudpuppy. Soc. Neurosci. Abstr.
&:131

Mosaghan DT, Bridges R.1. y Cotman C.W. 1989. The excitatory amino acid receptors:

their classes, phamacology and distinet properties in the function of the central nervous
system. Annu, Rev, Pharmacol. Toxicol. 29:363-402.
Murak

ami M., Olusu K., and Othsuka T. 1972, Effects of chemical on receptors and
horizontal cells in the retina, J. Physiol 227:899.
Murak:

i M. Ohusuka K. and Shimasaki H. 1975, Effccts of aspartate and glutamate on
the bipolar cell in the carpaciina. Vision Res, 15:456.

Nakanishi, S. 1992, Molecular diversity of glutamate receplors and implications for brain
funciion. Science 258:5997-603.

Nawy 3. and Copenhagen DR, 1987.Muliiple classes of glutamate receptor on

depoiarizing bipolar cells in retina. Nature 325:56-58

Nawy S. and lahr C.E. 1990. Supression by glutamate of ¢cGMP activated conductance in
retinal binlar cells, Nature 3406:269-271.



Nomura A., Shigemoto R., Nakamura Y., Okamoio N., Mizuno N., Nakanishi S. 1994.
Developmentally regulated postsynaptic localization of a metabotropic glutamate receptor
in rat rod bipolar cells. Cell 77(3):361-369.

Ohishi H.. Shigemoto R., Nakanishi S. and MizunoN. 1993, Distriburion of the mRNA
for a mctabotropic gl

Neuroscience 53(4):1009-1018.

ptor mGluR2 in the central nervous system of the rat,

Ohishi H., Shigemoto R., Nakanishi S. and MizunoN. 1993, Distribution of the mRNA

for a metabotropic gl T t (mGIluR3) in the rat brain: an in situ hibridization
study, }, Comp. Neurol. 335(2):252-266.

Pasantes-Morales H., Kiethi J., Ledig M. and Mandel P. 1972. Free amino acids of
chicken and rat rctina. Brain Res. 51:132-134,
Peng Y. W.. Blackstone C.I., Huganir R.L. and Yau K.W. 1995, Distribution of
glutamate receptor subtypes in the vertebrate retina. Neuroscience. 66(2): 483-97.
Petealia RS.. Wang YX.. Niedziclski AS. and Wenthold R, 1996. The metabotropic
glutemate receprors mGIUWR2 y mGluR3 show unique postsynap'tic, presynaptic and glial
localizations. Neurosci. 7T1(4): 949-976.

Pin J.P. y Duvoisin R.1995, Review: Neurotransmitter receptors 1. The Metabotropic
Glutamate Receptors: Structure and Functions. Neuropharmacology 34(1):1-26

Pines G Danbolt N.C,, Bjoras M., Zhang Y., Bendahan A, Eide L, Koepsell H., Storm
Mathisen 1., Seeberg E., Kamer Bl 1992, Cloning and expression of a rat brain L-
glutamate wransporier, Nature 360:464-467.

Pines G., Danbolt N.C,, Bioras M., Zhang Y., Bendahan A_, Eide L, Koepsell H,, Storm
Marliisen 3., Storek T, Schulte S., Hefimann K., and Stoffel W, 1992, Structure,

expression, and functional analysis of a Na'-dependent glutamate/aspartate transporter
frorn 1at binin. Proe Natl Acad Sci USA 89:10955-10959.

Monaghan DT, and Cotman C.W. 1986. ldentification and properties of N-methyl-D-
aspartate receptors in rat brain synaptic plasma membranes. Proc Natl Acad Sci USA
83:7532-7330.

Raucn T., Rothstein 3.D., Wiissle H. 1996. Differential expression of threc glutamate
transpoiter subtypes in the rat retina. Cell Tissue Res. 286:325-336.



|
|
|
|
i
|
4

Saito T. and Kujiraoka. 1982, Physiological and morphological identification of two types
of On center bipolar cells in the carp retina. J. Comp. Neurol. 205:161-170

Salceda R. 1988. ] proceso de fototransduccion en la retina de los vertebrados. Ciencia
39:9-13

Salceda R. and Vilchis C. 1994, Iligh affinity uptake of glutamate and aspartate in the
developing rai reting, Curr. Eyve Res. 13:297-302.

Salceda R. 1995, Neurobiologia de los sistemas sensoriales. Ed. Coordinacion de la
Investigacion Cientifica, México.p 65-80.

Sarantis M., Everett K. and Attwell D.1988. A presynaptic action of glutamate at the
cone output synapse. Nature. 332:451-453,

Shiclls R.A. v Falk G. 1990. Glutamate receptors of rod bipolar cells are linked to a
cyvehie GMP ca

ade via a G- protein. Pore R Soc Lond (Biol) 242:91-94.

Shiller P.H.1992. The ON and OFF channels of the visual system, TINS 15(3):86-92
Shaughter MO y Miller R.F. 1981, Science 211,182-184.

Somochane ¥y Lopez-Colome A M. 1990. Aminodcidos excitadores y plasticidad
neuronal, Ciencia 41:111-122,

Stavyr M5, 1973, A comparative study of the utilization of glucose, acctate, glutamine
and GABA as precursors of amino acids by retina of the rat, frog, rabbit and piggeon.
Biochem. Pharmacol. 24:1193-1997,

Sugawasa. K. and Negishi, K. 1973, Effects of some aminoacids on the horizontal cells
membrane poicntial in the isolated carp retina, Vision Res., 13, 2479-2489.

Takuhashi K. and Cepenhagen D.R. 1992, APB suppresses synaptic input to retinal
horizonal cells in fish: a direct action on horizontal cells modulated by intracellular pH.
J. Neurophysiol. 67(6):1633-1642

Toroshima C. and Unwin N. 1988. lon channel of Ach receptor reconstructed from
imagces of postsynaptic membranes. Nature 336: 247-250.

Usnwin N Toyoshima C. and Kubalck E. 1988. Arrangement of the acctylcholine
recepdor subunits in the resting and desensitized states, determined by cryoelectron

micrascopy of crystallized Tompedo postsynaptic membranes. J. Cell Biol. 107:1123-1138

47



Werman R. 1966. Criterius for identification of a Central Nervous System transmitter.

Comip. Biochem. Physiol. 18:745-766.
Williams K.. Romano C., Ditcher M. y Molinoff P. 1991. Modulation of the NMDA

receptor of polyamines. Life Sci. 48:469-498.
Zaczek R.. Arlis S., Markl A., Murphy T., Drucker H and Coyle I.T. 1987.
Characteristics of chloride-dependent incorporation of glutamate into brain membranes
arguc against a receptor binding site. Neuropharmacology 26(4): 281-287.

Zaczek R., Balm M., Arlis S., Drucker H., and Coyle J.T. 1987. Quisqualate-sensitive,
into rat brain synaptosomes. J. Neurosci. Res.

chloride-depend port of gl

18:425-431.

48



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Objetivo   Hipótesis
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



