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RESUMEN 

La retina es el órgano f"otosensible que cubre el fondo del ojo de los vertebrados, ésta es 

responsable de la convcrisón de Ja luz en señales eléctricas que posteriormente son 

procesadas en el cerebro. La imagen, por tanto, se fonna gnicias a la comunicación entre 

las neuronas de Ja retina y del cerebro, dicha comunicación se establece a través de las 

sinapsis quimicas (en Ja que participa un neurotransmisor) y/o eléctricas (en la que hay un 

flujo de corriente eJCctrica). En la retina de Jos vertebrados se considera al glutnmato 

como el principal neurotransmisor . Así mismo, se considera que el aspartato (que posse 

una estructura similar al glutamato) ocupa los mismos sitos que dicho neurotransmisor. 

Tanto el glutamato como el aspanato poseen un sistema de transporte de alta afinidad 

dependiente de sodio para su remoción del cspncio sináptico. Se considero que ambos 

aminoácidos ocupan el mismo sis1ema de lransporte. En d presente trabajo se esludió cJ 

efecto de agonistas y anl:lgonistas de Jos n:ccptores de gluramato en la acumulación de 

aspanato y glu1amato, en condiciones de luz y oscuridad. Los result¡1dos n1ostraron que 

tanto el glu1amato como el aspartato se acumulan en mayor proporción en condiciones de 

luz que de oscuridad. El gfulamalo se acumuló en mayor proporción que el asparlato. Jo 

contrario aconteció en la liberación. talllo en condiciones de iluminación como de 

oscuridad. En cuanto a Jos compuc-s1os empicados. st: presentó una inhibición en la 

acumulación de cada uno de Jos aminotlcidos. en condiciones de iluminación. por cada 

uno de los siguiemcs compuestos: tlcido kainico (KA}. L-2-amino-4-fosíonobutirato 

(APB). 6-ciano-7-nitroquinoxalín-2,3-diona (CNQX) y DL-2-An1ino-S-fosfonovalerato 

(APV). En la oscuridad dichos compuestos no 1uvicron un efecto significativo en la 

acumulación de alguno de Jos nminoácidos. Estos datos sugieren que el aspartato ocupa 

sitios distintos a los del glutamnto y podria funcionar como neurotransmisor en Ja retina 

de Jos verlebrndos. 



INTRODUCCION 

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

humano- es el de Ja visión. gracias al cual nos es posible percibir imagenes de nuestro 

enlomo y responder n las condiciones del medio que cambian constantemente. El cerebro 

ha desarrollado mecanismos elaborados y cticicnlcs que le permiten analizar las imagenes 

presentadas a travCs del ojo y asi reconstruir el mundo visual. ¿QuC hace posible que Ja 

luz se transduzca en señales que puedan ser procesadas y enviadas al sitcma nervioso 

centrnl (SNC) para obtener Jo que conocemos como imagen? 

La retina es el órgano fotosensible que cubre el fondo del ojo de Jos vertebrados, Csta es 

responsable de Ja conversión de Ja luz en scilaks déclricas que poslcrionnc1He son 

procesadas en el cerebro. La formación de la imagen. por lanto. es posible gracia a las 

neuronas de Ja retina y del cerebro. las cuales se comunicun a tr.":Cs de las sinnpsis. Las 

sinapsis pueUcn ser de tipo eléctrico o quimico. En el primer lipa. Ja lrnnsmisión 

nen•ciosa se debe al flujo dircc10 de corricnlc clt!ctrica desde de Ja ncuronn prcsimiptica 

(que envia el mensaje) a la neurona pos1sinolp1ica (que recibe el mensaje) mediante 

uniones comunicantes (uniones de tipo gap o en cierre). La sinapsis química lleva a la 

liberación de un transmisor de Ja tenninal prcsinflptica hacia el i.!spacio simiplico. desde 

donde alcnnzarj a sus receptores de n1embrnna en Ja neurona postsinüplica y se uniroi 

cspccilicamcnte a ellos. 

La Tetina se proycctn al núcleo geniculado lateral (NGL) y de Csle a Ja corteza visual que 

se cnc;.trga de Ja percepción de objetos. La retina se conecta ademtls con el collicullus 

supcTior que controla el movimiento de los ojos; con el pTc1cctum que controla Ja abertura 

de la pupila y con el nl1clco supraquiasn1dlico que controla los ritmos diurnos y cambios 

honnonnlcs del ciclo circ<idico. Asi pues, el proccsamienro de la infonnación enviada por 

Ja retina es integrada por el NGL. Los axones del NGL se proyectan n la capn IV de la 

corteza visual pri1nada. En la coTlcza visual. las cClulas de cada cap:i se conectan con 

otras regiones cor1ic:ilcs. Adcn1:is de csla red de circuitos. las cCJulas de la concza visual 

se aco1nodm1 funcionalmente en sistern.as colurnnarcs. de orientación especifica y de 



dominancia ocular. Estas unidades columnares son verdaderos centros de integración de 

infonnación. misma que transfonnan y envían a diferentes regiones del cerebro (Salceda. 

1995). 

ESTRUCTURA DEL OJO 

La retina se encuentra localizada en el fondo del globo ocular. donde es protegida por una 

capa externa que. en su parte posicrior se conoce como esclerótica y en su parte anterior 

como córnea. En seguida Je sigue una capa vascularizada llamada coroides que irriga la 

parte interior del ojo que se encuentra en comaclo directo con el epiiclio pigmentario de 

la retina. En la parte anterior del ojo está el cuerpo ciliar. que es un cuerpo muscular que 

posiciona al cristalino segUn las necesidades visuales. El crisralino se encuentra 

suspendido en la superficie interna del cuerpo ciliado. que se continúa con el iris y cuya 

función es regular la entrada de luz al ojo ademñs de dividir al ojo en las cán1aras anterior 

y poslerior. A la cámara poslerior se le conoce con10 clltnar-a vitrca y cslri. llena de una 

sustancia viscos.a llamada humor viirco. en tanto que la cñmara antcJ""ior contiene el 

humor acuoso. Las dos cámaras se conectan entre si por la apertuJ""a del iris o pupila 

(Adlcr y Farber. 1986; ver figura 1 ). 

ESTRUCTURA DE LA RETINA 

La estructura básica de la retina es laminar y comprende 6 tipos neuronales: 

fotorrcccptores (que comprenden conos y bastones); cCJulns horizontales. bipolares9 

amacrinns. ganglionares e interplexiformcs. A Ja retina se le ha dividido de acuerdo a In 

organización de estos 6 tipos celulares en 6 capas: la primera y más externa se encuentra 

en contacto directo con Ja membrana apical del epitelio pigmentario. formada por los 

segmentos externos de los fotorrcceptorcs; Ja segunda es la capa nuclear externa formada 

por los somas de Jos fotorrcccptores; la tercera co111icnc a las tcm1inatcs sinópticas de Jos 

fotorreccplon.~s. los que poseen estructuras clcctrodensas en tbnna de listón rodeadas por 

pcquei"ms vesículas que hacen sinapsis con las cClulas horizontales, las bipolurcs y las 

intcrplcxifonnes; esta capa se conoce como plcxifonnc externa; la cuarta capa. Ja nuclear 

interna. cstñ constituida por los somas de las células horizontales. bipolares. amncrinas e 



interplcxifom1es; la quinta capa esta fonnada por la sinapsis entre las céluh1s bipolares. 

amacrinas. interplexifonncs y ganglionares y se le conoce como plcxifonnc interna; la 

sexta y última capa la constituyen las cClulas ganglionares que se localizan en el margen 

interno de la retina y cuyos axones dan lugar al nervio óptico {Adlcr y Farbcr. 1986). 

Las células de Müller constituyen la glia de la retina y con sus proyecciones apicales 

hncen contacto con Jos fotorrcccptorcs para fonnar la n1embrana tin1itantc externa. 

mientras que con sus procesos basales fonnan la membrana limitante interna que aisla a 

las células ganglionares del cuerpo vítreo. La función de estas cCtulas gliales es el control 

de los niveles extracclularcs de iones como el potasio. asi como la eliminación del 

espacio sinóptico de los neurotransmisores. {Hertz. 1976; Barbour et al. 1988; ver figura 

2). 

EL EVENTO DE LA FOTOTRANSDUCCION 

La fototransducción es el evento que consiste en la conversión de un fotón en una sci\al 

clCctric~1 en los fotorrcccptores. Estos son neuronas especializadas de fonna alargada. 

odcntad~1s a.xialmcnh! n. la luz incidente, y consisten de un scg111ento inten10 y un 

seg111ento externo conectados entre si por un cilio inmóvil. El segmento intcn10 contiene 

los org.andos de las células y el extremo proximnl se especializa como tenninal sim:iptica 

a travCs de la cual transmite infonnación hacia las otras neuronas. El segmento externo de 

los bastones contiene una serie de m1...'"tllbranns apkmadas en fonna de sacos cerrados 

denominados discos (ver figura 3). En las rncmbranas de los discos se encuentra 

embebida una protcinn sensible a la luz, deno111inada rodopsin<i, con un n1U.xin10 de 

absorción ¡1 500 nm. Cuando la rodopsinn absorbe luz, ocurren una serie de cambios en la 

confonnnción de la protcina que resultan en la descomposición de la misn1a en opsina 

{proteina) y su cromóforo {vitamina A o rctinaldchido). La opsina es producida por el 

fotorrcccptor c:n tanto el retinaldchido se obtiene de la dicta al consumir bi.:ta carotcnos. 

La rodopsinu es una protcinu de mcmbrami que posee 7 asas transmc1nbranalcs que 

roe.lean al cromóforo 11-cis rctinal en la bicapa lipidica. El cromóforo aparentemente est;.í 

de 111ancn1 horizontal en la 1nc111brJm1 y se une a un residuo de lisina en 1<1 hClicc 7. Cudn 

disco contiene miles de 111oléculas de pigmento visual. 
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Figura 2. Estructura de la retina en capas que m1c1a con el epitelio 
pigmentario (EPR) y los segmentos externos de los fotorreceptores (SO). Los 
tipos neuronales 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 g11nglionares (G). La glia de la retina está representada por las 
células de MIUler (1\,1) y los astrocitos (As). 
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tienen una csrructura similar .. 



Con la absorción dc un fotón de luz. el retinaldehído se isomeriza a travCs de varios pasos 

intermedios <le 1 1-cis a todo trans. Csta fonna molecular inicia una serie de cambios 

conformucionales que culminan con una forma molecular inactiva (pues no es 

fotocxcirnblcl de la molCcula de rodopsina. la cual pos1crion11ente se regenera a la fomia 

n,olccular nctiva(Salccda, 1988). Uno de estos intermediarios es la metarodopsina 11 que 

activ¡1 a una protcina G: la transducina. La transducina esta acoplada a GDP mismo que 

intercumbia por GTP. La proteína G unida al GTP activa una enzima llamada 

fnsl'txliestcrnsa (FDE). La FDE hidroliza el GMPc, los niveles de este nuclcótido 

disminuyen lo que trae como consecuencia el cierre de un canal catiónico (Adlcr y Farbcr. 

1 98<,; ver figura 4 ). 

En In mcmhnma de los segmctos externos de Jos fotorrcccptorcs existe un canal catiónico 

qu~ conduce iones de Na ... (oproximadamcntc 80o/o) y en menor grado Ca ...... ( 15°/o) y Mg++ 

(5"';,) (Y;.1t1. l lJ94); este canal se encuentra abicno en condiciones de oscuric.lc:id, por Jo que 

se ccmoc'-· ClHlH> con·icntc oscura de Na+. corriente que mantiene a la cClula despolarizada 

y pcnni1.: l;,1 liberación del transn1isor. La apcr1ura de este canal es regulada por cl GMPc 

que :11 Sl.'I' hidroli/ado por la FDE. en condicii;incs de iluminación. produce d cic1Tc del 

canal y 11•11· t.11110 la hipcq"lolarizución del fotorreccplor, lo que trae co1110 consecuencia 

quc h1 lib.:ro11..:iú11 del trnnsmisor se reduzca. (Adlcr y Farber, 1986). 

Una ve/. qu..: d ti.llorrcccptor libera el trans111isor. Cste activa receptores postsin:ipticos de 

las c.!lul;.1s bip.,!;:1rcs. las cuales fueron carnctcrizudas iniciulmcnte por \Vcrblin y Dowling 

en 196') mediante n.:gistros electrofisiológicos en la rc1ina de la carpa. ellos identificaron 

e.Jos 1ipo~ de cClulas bipolares de acuerdo a su respuesta eleetrofisiológica: cClulas 

bipolnn.:~ c.h: 1ipn ON y cClulas bipolares de tipo OFF. Las primeras se caracteriznban por 

hipcq1ol::11"izarsc en la oscuridad en presencia del trans111isor. en tanto las últi1nas se 

can1ctci-i/aho111 por c.lcspolarizursc en la oscuridad en presencia del transrnisor. En cuanto a 

la:; cClul.1s gall:?liomtres. éstas hnbían sido carncterizndas previnmcntc por Hartlinc en Jos 

niios 1cinws. 1.:uanc.lo registró la actividac.I clCc1rica de las fibras axónicns de (¡1s cClulas 

g:.mglion:ires de la retina de l¡1 runa. Hartline en 1938 identificó tres tipos de fibras: fibras 

ON qu..: 1-..:~p,·.11di¡111 :1 In luz cuando la retina cn1 ilun1inad.ri, fibras OFF que respondían en 

la oscurid~ul y fibras de tipo ON/OFF que respondían a ambos estímulos (iluminación y 



Figura 4. El evento de la rototransducción. En condiciones de luz un rotón 
actúa sobre h1 rodopsina cambiando su eslructurat confortnacional, uno de !!IUS 

intermediarios, la metarodopsina 11, activa a la transducina, que intercambia 
guanosin diíosfato (GDP) por guanosin trifosrato (GTP) para activar otra 
enzima que es la fosfodiesterasa (FDE) que hidroliza GI\-1Pc, los niveles de 
este nucleótido bajan y se produce el cierre de un canal catiónico: el 
fotorreceptor se hiperpolariza. En la oscuridad la guanilato ciclasa hidroliza 
GTP a GMPc. éste se acumula en el citoplasma pues la FDE no esta activa, y 
por tanto se abre un canal catiónico: el fotorreceptor se despolariza. 
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oscuridad). Mediante estudios histológicos en diversas especies de vertebrados (revisado 

por Wasslc y Boycou. 1991) se estableció que las cClulas bipolares ON hucian sinapsis 

con las célulns gunglionarcs del tipo ON (que respondían fisiologican"lcntc igual que las 

bipolares ON. se dcspolarizabnn en la luz) y las cCtulas bipolares OFF hacían sinapsis con 

las cc.!1ulns g:.mglionan.:s del tipo OFF (caracterizadas fisiologicamcntc porque se 

despolni-i.r.abnn en la oscuridad). 

NEUROTRANSMISORES 

Los ncurnti-ansmiso1·cs pueden ser de tipo excitatorio o inhibitorio. despolarizando o 

hipcrpo1:1rizam1o a la cClula postsináptica respectivamente. Para considerar una sustancia 

C(lll'h.1 ncunJtrnnsmisrn·. se ha propuesto que debe cumplir con los siguientes criterios 

(\\.,.:nnan. 19ll6): 

1. El sup\11.:~tu ncun1t1·ans1nisor debe estar presente en las terminales nerviosas. 

:::!. Pr..:~c11d;i 1..h! l~ts cn:l'imas involucradas en la sintcsis de dicho neurotransmisor. 

3. El compu..:sto debe ser liberado por estimulación presimiptica e identificado en el 

fluido 1.•xtr~H.:(:IU\;:lt". 

4. L:I c.rnnpuc~tu pn.1pucsto t.kbcrü inducir en la cClula postsinflptica, el mismo efecto que 

el producido por el transmisor nutttral, por lo que deberá 1nodificar la conductuncia iónica 

di.! n"1m11.:ra simih1r y ¡1 trnvCs de los 1nismos mecunismos que el trans1nisor endógeno. 

5. f\ge111..:s fhnnacolúg,icos que inhiban específicamente lu sin.tesis. clin"linución del 

cspal..'.io sinilptico. libcn.tción o interacción con el receptor postsináptico deben inhibir la 

tru11Mni:-.i,'l11 sindplica. 

6. Dcbc 1..·xistir un n1ccnnismo para la remoción del transmisor de la región postsinápticu. 

ya sea por lt·an~ft.•rn"lm:ión quin"lica, difusión o recaptura. 

Varios tipos de lh!Urutn111sn1isorcs se han identificado en la retina y entre ellos se 

cncuentrnn nminoacidus~ aminas biogCnicas y algunos pCptidos (Kandcl et al., 1991 ). 

Entro: los nini110;."1cidns que se considcn1n neurotrnns1nisorcs cstñn el glutmnato y/o el 

asp;.irtato que son los prinl..'.ipalcs neurotransmisores de tipo cxcitatorio en ta retina de los 

vc1·1cbn1dns. 
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GLUTAMATOY ASPARTATO 

El glutamato y el nspartato son nminoácidos que presentan varias funciones bioquímicas, 

además de que se incorporan en las proteínas de las células. ambos aminoácidos son 

productos del ciclo de Krcbs y son precursores de otros aminoácidos, por lo que su 

presencia no es criterio suficiente para considerarlos como neurotransmisores. Adicional 

a las elevadas concentraciones de estos aminoñcidos, su acción sobre las neuronas ha 

llevado ¡1 concluir que funcionan como neurotransmisores en el SNC. incluyendo a la 

retina (Pnsantcs- Morales, 1972; Starr, 1975; Macaionc, 1974). Así en la retina de la 

rana. se demostró que el aspartato suprime la onda b del clectrorretinograma. que 

corresponde <1 las cC-lulas de la capa intemn sin. modificar la onda a. que corresponden la 

actividud d..:= 1os fo1orrcceptorcs (Furakawa y H:muwa. 1955). Posterionncntc mediante 

técnicas de registro intrncclular. se encontró que tanto el g1utama10 como el aspartato 

dcspolurizan a las células horizontales. sin ejercer ningún efecto sobre los fotorreceptorcs 

(Ccrvcttn y Mncnichol. 1972; Murnkami et al., 1972; Sugawara y Negishi. 1973 ). Con 

esto se estableció la posibilidad de que dichos aminoñcidos pueden funcionar como 

neurotransmisores de los foton·cccptores. Murakami y colaboradores ( 1975). dc1nostraron 

en la retina .. te la carpa. que tanto el aspartato como el glutamato aplicados cxogcnumcnte 

producen rc~pm .. ~1ns de polaridad opuesta en células bipolares de tipo ON y OFF 

can1ctcri.,u..:las fisiolngicamcntc porque las primeras se hipcrpolarizan y las Ultimas se 

dcspoluri~un con el estimulo lurninoso. 

La síntesis de glutamato en lu retina de los vertebrados y otras partes del SNC ocurre a 

trnvCs di.: al mt!nos J vías que involucran las siguientes enzimas: 

Ln g;u1n111ato dcshidrogi.:nnsa <GPHl que cntaliza la formación de glulnmato a partir de 

nlfo-..:cHlgluwn.1to y amonio (Nl-1.i ... ). 

La nlut::uuina!-.~ activada nor fosfato <PAG) que desamina la glutamina para formar 

glutn111altl. 

Ln aspnrtalo umino trnnsfornsri CAATl que se encuentra en neuronas. pero no en glia y 

cataliz::1 lu 1ransamina·::íón entre glutamnto/alfo cetoglutarato y aspartato/oxalacetato. LaS 

ncunlllns ti..:11:.:11 un sistema de acumulación de alta afinidad para intcnncdiarios de los 
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ácidos tric.nrbuxilicos como el alfü-cctoglutarato y el malato. Jo que sugiere que la 

disponibilidm .. 1 e.fe intcrmcdinrios de los ácidos tricarboxilicos puede ser critica para Ja 

fon1rnción de glulammo o .aspar1nto (Kalloniatis y Napper, 1996) .. 

RECEPTORES 

Lo;; rccep1orcs son proteínas integrales de membrana que funcionan uniCndosc a sus 

ligando:; { ncurotn.msmisorcs) con altn afinidad • la unión del ligando al receptor conlleva 

a un;i re:-:¡1t1cst:.1 especifica de Ja cClula. Oc acuerdo a su mecanismo de acción los 

reccplores se clasific~m en ionotrópicos y mctabotrópicos (Nakanishi. 1992). Los 

rcceplnrcs iono1rüpicos activan directamcn1c un c::mnl iónico. mientras que los 

mc1.ahotropi1.:os están acoplados a Ja fonnación de segundos mensajeros que a su 

acliv<lll 1..-:111;.des iónicos de Ja membrana (ver figura 5; Kandcl et al.. 1991). 

1 )l{ECEPTORF.S IONOTRÓPJCOS. Los reccplores ionotrópicos de glutamato son 

complejos d.: subunidadcs proteicas que al ser activados sufren un cambio 

co11Hu·n1;1citlllal provocando la apertura de un canal iónico. La estructura de estos 

n.'t:L'plor..:-s 110 cst:i aiin esclarecida, pero con base en su caracterización bioquímica, 

ch.:t:tn.•lisiolút?,iea y molcculur. se ha cnconlrado que tienen similirnd a otros mictnbros de 

n:ccplnre . .; irn1«.'"H1úpicos como el de acctil colina cuya estructuru (de 5 subunidades) se 

cnnrn.:c gn:1cio~s ;:1 un nmpeo de Ja prolcíml hecho con anftlisis crisrnlognífico de 

crioi111ai:.cncs (o reconstrucción de hClicc por crioimñgenes) en las membranas 

poslsimiptit:ols del Tm1Jec/o (Toyoshima y Unwin, 1988; Unwin et otl.. 1988). Por todo esto 

se ~ugic1·c qu..! lo:-. receptores ionotrópicos de glutama10 tienen um1 estructura sin1il;:ir. 

cst;.in <.:Plllplh!Stns de 5 subunidades. cad<1 subunidad presenta 4 dominios 

tn1ns1ncn1bn111alc~. y el segundo segmento transmen1branaJ constiluyc el canal iónico 

(Nalo..anishi. l 1J92). Est..."ls receptores se han dividido en receptores de tipo NMDA (N­

mc1il-D- :1sp<1r1a10) y de 1ipo NO NMDA con base en características químicas y 

elcctrulisi(llúg.icas. 
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. Receptor Canal 

Trandsm1so\. \. 
Transmisor Adenllato ciclasa 

Canal 
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Figura 5. Hcccpton!s ionc·trópicos y mctabotrópicos 

Apertura del 
canal 

A> l 4os rl'ccntorcs ionolrOpicos al activarse abren directamente un canal 
iónico c1uc forma parte del receptor (Al). El receptor ionotrópico está 
forn1ado 11or 5 subunidades que se arreglan de 01ancra pentagonal en la 
mc111bn¡n,,. Cada ~UblJnidad presenta 4 dominios transmcmbranalcs, y el 
segundo scg1ncnto transrncmbranal constituye el canal (A2). 
Bl l..os -!il".!'J,lnrcs •ncta11otróoicoA al recibir a su transmisor activan una ruta 
de segundos: n1cnsajcros. vía una proteína G. La proteína G activa a la 
adcnílato ciclasa., cnzhna que produce adcnosin monofosfato cicllco (AMPc) a 
parlir de aelcnusín triíosfalo (ATP). El AMPc activa a la cinasa de proteína 
dcpcndh.•1uc de Al\11'c (cinasa) que fosforila un canal iónico (Bl). · Los 
reccptorc!. 111ctabotró1>icos están formados por una cadena polipcptídica que 
pr'-'!'!cnt=.. ·¡ t!onlinios trans111cn1branalcs (82). (To1nado de Kandel et al .. ,. 1991 
y n1•alif:c~'tir>) .. 
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-REr-EPTOfc' NMDA. Esle receptor esta constituido por un complejo proteico. con un 

peso mol..:cular de 200 KDa. que forma un cana) catiónico poco selectivo. altamente 

pcn11cnblc ~e~, ... •. asi Ct)mO al Na ... y K ..... 

Al uc1ivrrsc el receptor. los niveles intracelulares de ca•+ se elevan, este incremento se hn 

relac:on:ido Cllll cvenws de plasticidad neuronal y muerte celular (Monaghan et al. 1989). 

Los pdndpalc..·~ ngonisrns e.le este receptor son el NMDA, el glutan1ato y el aspartnto. En 

este n:ccph1r cs posible adc1n:ls reconocer fannacológicamentc S sitios activos diferentes 

al sitio dc 1·ceonocimien1u del neurotransmisor, que modulan Ja actividad del receptor 

(Harnes y Hcnlcy. 1992) y son: el de la glicina, el de antagonistas alostéricos. el de unión 

e.Id l\·fg.~~ dcpa.~nt..ticntc de voltnjc. el de unión del zn••(Monaghan el al, 1989) y el de 

u11illn 11<1!·;1 las poliamim1s (\Villiams et. al, 1991). Adicionalmente. existen dos sitios 

dis.11 . .lll:-. •k 1111ü'm en el sitio de reconocimiento del neurolransmisor. uno que une 

p1·ct<.·r1.:111c..·mc1·,10: ;.1g1."l11istas y otro que une preferentemente antagonistas (Monaghan et al. 

19~·~; \ 1.-·r tabl~, 1 ). 

Gn:u.·ü1s ;11 c npko de 1écnic~1s de biología rnolecular ha sido posible clonar dos 

suhu11id.1d.:s del n:ccp1ur de tipo Ni\.1DA (NMDARI y NMDAR2) y expresar-los en 

OV<h:il•).-. ·l.: .. \·en11¡n1.'i. 

NIVllJ1'H 1 rn•s..:o: bs propiedades características del receptor como In pcrincabilidad al 

Ca~·. el hll'Cll:co pnr '\1g+• dependiente de voltaje. el silio para la glicina y el cfcc10 de 

ngoni!-.1:1:-. y ;:111lugonist;1s del receptor. Esta subunidad fonna unn estructura oligomCrica 

que da ltt;,?a1 :1 un complejo funcional canal-receptor. 

En "·o1;.1;·,¡,) .1 1.1 :ouhunidad NMDAR2. consta de 4 cadenas codificadas por genes diferentes 

y nu pn..:s .. 111a u1rn rcspucsl;.1 eJ..:ctrotisiológica apreciable a los agonistas Ucl receptor. 

Se pic;i!-.a ;:1s1 1.¡uc d 1·cccrHor es hcteromCrico, siendo la subunid~d NMDAR 1 la que le da 

la nclividad uf c;.111:11. en 1a1110 la subunidad NMDAR2 modula dicha actividad (Nakanishi. 

1 992). E!<.1mli•1S de hih1·idacic"in ¡,, .'íillt demostraron la expresión de N~fDAR2 en cClulus 

gan!!lionarc.; ·~ rnn:u::rinas y en la cnpn plcxifonnc interna (Hartveit et.ni, 1994). 
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RECEPTORcS NO NMDA 

Estos receptores no dt!pcndcn de voltaje y reconocen de igual manera tanto a\ gluta1nato 

co1nc~ ni :.ispanato. En cuanto a su peso tnolccular, es de aproximadamente l 00 K.Da y 

presentan 4 do1ninios trans111e1nbranales. Los antagonistas de estos receptores son e\ 

CNQX l(,-ciano-7-nitroquinoxa1in-2,3-diona) y DNQX (6,7 dinitroquinoxalin- 2,3-diona) 

(Somohm10 y Lópcz-Co\omé. \ 990~ Bcu\er y Mulle., 1995). Estos receptores se dividen en 

receptores de tipo AMPA ( Ucido propiónico -alfa-amino-3-hidroxi-Smetit-4 isoxazol) y 

receptores de tipo Kainnto (KA). 

El perfil fonnacológico pam \os receptores de tipo AMPA es distinto al de los receptores 

de KA. En ..:~tudios de unión de radio1igandos se observó que e\ orden de potencia de los 

agonista~ en receptores de KA es KA>G\u>AMPA, en tunto que para los receptores del 

AMPA es A7'·1PA>G\u>KA (Dinglcdinc y McBain, 1994). 

Pnra los r..:1.;cpltwcs <.L: tipo AMPA se han encontrado 4 genes que codifican paro las 

subunida\.!cs <.i\uR\, GtuR2. GluR3 y GtuR4 en distintas especies de ma1nifcros como la 

r:nn. c\ 1:.iton. c\ s1:r hu1nanu entre otros~ en tanto que para los receptores de KA se han 

cnc,·miraco 5 genes que collitican para las subuni<ladcs: G\uRS, G\u~6. G\uR7, KA-\ y 

KA-2 i.:11 dlstit~tns especies de mamifcros (revisado por Bcttlcr y Mulle, 1995). 

En cu:.mlo ¡\ \us Mtbunidad~ del receptor de tipo AMPA, se encontró que pueden 

cnsnn1bt~u!'>c ,;n con11g,urncioncs hon1on1éricas o hctcron1érlcas, siendo sus propiedades 

funciuna\c~ \.l:1">tinu1s. Esto se aprecia en la subunidad GluR2. que confiere al receptor 

hctcrom.:·1·ico ia caractcristica de baja pcm1eabi\idad nl Ca+• (Holhnann et al, \ 991 ); et 

resto <.1c las s.1bunidadcs -G\uR\~:; y 4 - son significativamente pcn11cablcs a ca•+. Ln 

pn.:s.:nch1 lk csla.s subun1dndes se ha dcmostrndo en la retina? con técnicas 

inmunohish1q1dn1icas :5..! encontró una 1oca1ización celular diferente para cada una de las 

subu.1k.o: ... o~:- t v~1· tnbb 11). 

RECEPTORES i\..\ETABOTRÓPlCOS 

Lo:.; n:c1.p·~""1c-. n-1c\¡1butróp;cos de ghnamato, constituyen una familia que se caracteriza 

por c~hu acop\~\dns a proteínas G. 
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TABLA J. SITIOS DEL RECEPTOR NMDA 

Si1io di." uniOn 

Glicina 

l\n1ai;1llli!-ila.; ¡1Jost.:rico" 

Carnctcris1icas 

lncr~menta la acción de Jos 

agonisras de NMDA. no ac­

tiva por si sola al rccep1or. 

Su unión se incremenla con 

ylu y gly. Es1os compucslos 

,...,,, i;.1 fcnikicliJina y el ma­

J.:¡1tu .Je dizocilpina (MKKOI) 

Observaciones 

La estimulneión no se inhibe por es­

tricninn(an1agonis1a del reccplor de 

glicina. 

Se localizan en el himen del reccp-

Zinc llirn .. ¡uca corricnlcs producidas. Se ha sugerido que c,.;:istcn 2 sitios 

P1•li:11nin;!'> 

No..:-. d1."j'1Clldicn1c de volrn.jc. 

Bk••1uca corricn1cs nclivadas 

niM:ts r.o co1.1pctitivos (f\.1K801. 

TC.'P) y afcchm lo uniún de glu -

lama10 y glicina. 
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de unión para cs1c ión en el canal. 

Se unen un sitio inlcrno del cnnal 
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TABLA 11. LOt"/\LIZACION DE LOS RECEPTORES NO NMDA EN LA RETINA 

SUBUNIDAD 

DEL RECEPTOR 

GluRl 

GluR:! 

GluR:!/J 

GluR<t 

oi.. ... ~;; 

GluR{lf7 

TECNICA Ef\.tPLEADA PARA 

SU LOCALIZACION 

DISTRIBUCION EN LA 

RETINA 

lmnunohistoquimica 

lnn1unuhiMoquimica 

lr.m11n.:.l1is1oqulmica 

lr1111unohis1oquhnicn 

N~' cst3 rt."ponndo 

l111nunohit0toquin1icn 
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Capa plexifonne interna y cuerpos cdu­

larcs de las amncrinas y ganglionares de 

la rnta(Peng el al., 1995). 

Capa plexifom1c ex.lema y eClulas bipola­

res de la r.itn; en el pez dorndo cstir. en las 

células bipoJ3r-cs On. incluyendo las dcn­

d.-itas y la tcnninal sin.:ipticn (Pcng et. 

ni., 1995). 

Capa plcxifom1c interna y cxtcmn. nsi 

como vnrios cuerpos cclula.-es lle la nu­

clear interna y la cnpa gnngliomu-(Peng 

CI al., 1995). 

En células de MOiie.- (Pcng et al., 1995) 

En gran parte de la .-etinn: .::duln1> hori­

zontales, bipolares, ainacrinas y ganglio­

nares (Pcng et al .• 1995). 



Su cs111.1ctura füc dctllicida con base en su secuencia y estudios de hidrofobicitfad en 

células tmnsti:ctadas del ovario de hámstcr chino y consiste de una sola proteína con 7 

regiones de alfo h..!lice expandidas en la membrana (Nakanishi, 1992; ver figura 5). En 

cuanto a sus n1ecnnis1110 de transducción. estos receptores son hctcrogCncos y estún 

acoplados a diversos sistcnms de segundos mensajeros que incluyen el incremento de la 

hidrólisis de fosfoinositidos. activación de la fosfolipasa D, incremento o reducción en la 

formaciún de A?v1Pc que llevan a la modulación de canales iónicos. Estos sistemas de 

tnmducción !-ol.' c~m.u.:tcrizarnn por medio de estudios de transfección de DNA en el ovario 

del h::\ms1..:r chino (/\nmol"i nnd Nukanishi~ 1992). 

Los rec-.:=ptor..:~ mctabot1·ópicos se dividen en tres grupos de acuerdo a la similitud de sus 

s..:cl1t..:ncias d..:- amino.leidos. propiedades fonnacológicas y mecanismos de transducción~ 

gn1po l. grup~1 11ygrllpl.l111 <Duvoisin y Ramonc11. 1995). 

El primc1· grupl-. (1) cmTcspo:idi: a los receptores mctabotrópicos de glutamato (mGluR) 

mCiluR 1 y n1Ulull5 y su ¡1gonista más potente es el quisqualato (QQ) y estimulan la 

hic.ln1iisis de ro~r.11idilinnsistol. 

Al ;.;cgun"h1 g.11.1pl1 (11) coi-r..:spondcn los receptores mGluR2 y n1GluRJ y sus agonistas 

m~\s pl11..:-nt..:-~ ~on: el ACPD ( 1-amino-ciclopcntano-1,3-dicarboxilato) y el L-CCG-1 

(:!S.l 'S.:'.!"S-,-:'.!-(carhoxiciclopropil) glicina e inhiben la ncumulación de AMPc estimulada 

por rur~ktilin.1. 

Al tcrcc1· grul'""' tllll cotTcspl."mtlcn los receptores mGluR4. rnGluR6, mGluR7 y 1nGluR8. 

Su agonista n1.:i.s poh:nte es el APB (L-2-amino-4-fosf"onobutirato) que inhibe la 

pro ... luccion dL· A1\1Pc t.Bn.11ll.lstütlcr. et al.. 1996). Tanto el gn1po 111 como el 11 al ser 

cxpn.::sadns l!ll linc:is c..:lulnrc.-s de fibroblastos transfcctados. inhiben la actividad de lo 

adc11ila10 cici¡1~w. vía una protcina G inhibitoria. (Duvoisin. Zhang. Ramoncll, 1995; 

Pctrulon ct a1.. 1996). Estos n.!ccptorcs se han localizlt<lo con tCcnicus de 

imnlmohisH,t,uinm.:.a y de hibridación in si/11 en •a retina (Tabla 111). 

TRANSPOit"l"/\IJORES 

Una vez qu'-· d 111.::l11·01ransanisor se une csp1..-cíticamcn1c a su receptor sobre In cClula 

postsinúpticu. Csk th.:bc sc1· removido del espacio sin::iptico para tcnninar su efecto. 



GLT-'1 

Figura 6. l\lodclo del transportador glial de glutamato (GLT-1) clonado del 

ccrl.•bro de la rata, que ruuestra su 1>osiblc orientación en la membrana 

plnsn1iitica (:1da¡u1tado de Pines et 111 •• J 992). 
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La remoción del ncurotrunsmisor puede llevarse acabo por difusión, degradación 

enzimática o acumulnción. La difusión puede remover una fracción de todos Jos 

compommtcs del espacio sinóptico y no es unn via especifica. La degradación enzimática 

consiste en la conversión del neurotransmisor en compuestos que no son reconocidos por 

el rei.:cptnr postsimiptico. estos pueden ser o no ser incorporados a Ja célula por difusión o 

acumulm:ión. El mecanismo de acumulación del glutamato consiste en Ja remoción de 

Cstc neurotransmisor u trnvCs de un sistema de transporte especifico de alta afinidad (del 

orden de mic1·omolar) dependiente: de sodio (ver fi1:,,rura 7; Kandel et aJ. 1991). L&J 

canic1cril"ad011 de los sistemas de transporte de aminoácidos se inicia con Christhensen 

en Jos .:itms 50's y 60's. En el SNC se ha demostrado la función de un sistema de 

1n.111sporfl.• p•mt glutanrnto y/o aspartato de baja afinidad, este sistema de transporte cstñ 

nsrn . .:iacln "' la ;,crividad metabólica de la cCJuJa. Adicional a este sistema de transporte • en 

el sr...:c se lm idcntific:.uJo llll :-.islc:ma de tr.111spo1·tc de aha &Jflnidnd dependiente de sodio. 

qut.: ,.~· luc.111/~ en las 1crmimiks sinápticas. Sin embargo este sistema parece transportar 

wn1 .. ., glu1an1;.10 co1110 ~1sp<.rwro. por lo que existe comroversia en cuanto a que si an1bos 

mninu~·1i.:ido:-t funciom111 con1c> ncuro1rJns111isorcs o bien que el aspartnto ocupa el sitio del 

gJUl¡llllOllO. 

En d 1wocc!->\l di: la rn.:-uro1ntnsmisión ~luwmatCrgica, la remoción del glutmnato del 

csp:.wio s111;ip1ico se lleva LJcnbo por un sislcm:.1 de lranspone de alta afinidad dcpcndit:ntc 

c.fl.: t-:a' (Sak~·d:.1 y Vih.:his. 1994). A la fecha. con tCcnicas de biologia nloJccular se han 

clonado S 1r.1n~portm.lorc~: GLT-1 del cerebro de rata (Kanai y Hedigcr. 1992). GLAST 

del c..:n:bro d~· 1:1 n1lu (Pini:s i:I al .• 1992a). EAACJ del intestino delgado de conejo (Pines 

cr ¡¡J.. pJ•;.2[>). E.t\.t\T4 dd cerebelo del humano (Fainnan et al .• 1995) y EAAT5 de Ja 

rcli11;1 dci hunrnno (J\ni/.OI i.:I al .• 1997). Los 5 poseen similitudes en secuencia. nunquc 

tic11cn d1f~n .. :111c distribuciún y función. L:.t exp1·csión de Jos 5 transportndores se csludió 

en l.1 1·.:1i1w , ...... r 1:.1bJa JV). 
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TABLA 111. LOCALIZACION DE RECEPTORES METABOTROPICOS EN LA RETINA 

RECEPTOR 

mGJuRI 

mGluR2 

mGluR3 

mGluR4 

mGlultS 

mGluR6 

mGluR.7 y mGluRN 

(Ouvuisin, llJ95) 

TECl\.ICA EMPLEADA PARA SU LOC LOCALIZACION EN LA RETINA 

lmnunohistoquimica 

1 libridnción de RNAm 

l librid~tción de RNAlll 

lmnunohistoquimico. 

1 Jibridnción de RNAm. 

1-libridndón de RNAin. 

21 

En la capa plexifonne intcrna.coloeo­

liza con el rcccplor de inositol trifos-

fo10 (IP 3) (Pcng, et. al, 1995). En In 

capa plcxiformc externa en los den­

dritas de las células bipolares que ha­

cen sinopsis con los fotorrcceptorcs 

(Koulcn et al., 1997) 

En ta pnne interna de la capa nucJear 

interna y algunas ganglionares (Ohi-

shi. et. al. 1993). 

(Ohishi et al., 1993). 

Prcsentcen cuerpos celulares de cC:lulas 

ganglionares (Akazawa et al., 1994). 

En la capa plcxifonne externa, en cClulas 

bipolares, en procesos postsimipticos a 

los folorrceeptorcs y en la plcxifonnc in­

terna en las célulns omacrinas, en los 

procesos postsinñplicos a las células 

bipolares (Koulcn et al., 1997) 

En la pone externa de la capa nuclear 

interno (Akazawa et al., 1994). 

En lo capa nuclear interna y en los cuer­

pos celulares de las células ganglionares. 



TADLA IV. LOCALIZACION DE LOS TRANSPORTADORES DE AMINOÁCIDOS EXCITADORES 

EN LA RETINA 

TRANSPORTADOR 

EAACI 

OLT-1 

GLAST 

EAAT4 

EAATS 

TECNICA EMPLEADA PARA 

SU LOCALIZACION 

LOCALIZACION EN LA 

RETINA 

Hibridación i11 sUu. 

l1nnunocitoquimic¡1 

Jmnunohi:->l<>quimica 

Clonación y caractcri7.ación 

funcional 

Clonación y caractcri7.ación 

li.1ncionnl 

En células individuales o grupos de 

células en la capa gnnglionar de lu 

retimri; presenta una distribución di­

fusa en la capa gnnglionar int.:ma 

(Kanai et al.. 1995). 

En fotorrcccp1orcs. cspccilicamcntc 

en conos y en células bipolares en In 

rclina de la rata (Eule, et. al. 1995). 

En las células de MOller. en las si-

napsis de los bastones (csfCnJlns). ns­

trocilos y epi1elio pigmentario (Dcvo­

rriche y Raven, 1995). 

Exprc~ión sólo en el cerebelo (Fnir­

mnn et al .• 1995). 

Expresión sólo en retina (Arriza et al .• 

1997). 



Estudios de transporte de g1utamato en cClulas de Müller de la retina de la salamandra 

mostraron una acidificación intracelular y el movimiento de un anión hacia el espacio 

ex.tracelular (Attwcll et al. .. 1993). el sistema de transporte de alta afinidad dependiente de 

sodio proporcionó un potencial de membrana de -90mV. a este potencial, la 

estequiometria del transportador de glutamato dependiente de sodio (GLT-1, GLAST y/o 

EAAC 1) se piensa que seria la siguiente: por cada molCcula de glutamato entrarían 2 

iones de Na+ y un protón; al tiempo que saldria un ión de K+ y un Ol-r; la concentración 

intracelular y extracelular de glutamato seria de 1 OmM y 0.6 micromolar respectivamente 

(Barbour et at.. t 988). valores que resultan razonables ya que la concentración de 

glutamato en el liquido cercbrot...~pinal es de 1 micromolar. concentración que se sugiere 

sea la 111isn1a que existe en el espncio extracclular tanto en el cerebro como en la retina 

(Attv.·ell. 1988). Pnra que estas concentraciones se mantengan se requiere de 

transportadores allnmente eficaces como el de GL T-1 que tiene una Kn1 de 2 1nicromolar 

para el glutumato. 

Estudios inmunohistoquimicos han pennitido conocer la localización y distribución en la 

retina de 4 de.: los S transportadores. EAAC 1 en el sistema nervioso es exclusivo de 

neuronas y en la retinu se encuentra en cClulas horizontales. mnacrinas y ganglionares 

(RclUlen et ni ... 1996). GLT-1 se encuentra tanto en neuTonas como en la glia. en la retina 

es el menos a bun<lnnte de los tres y es1á en cClu las bipolares y amacrinas (RoL1lcn et al., 

1996). GLAST es exclusivo de glia .. en la retina es el más abundante y se expresa en 

células de Mlillcr (Roulen c1 al .• 1996). 

Los fotorreccptorcs no presentan inn1unorn.~ctividad a estos tres tr.ansportadores lo que 

sugiere In presencia de otro transportador (Roulen et al.. 1996). EAAT4 se ha reportado 

solo en c..:rebdo (Fainn;.m et ni., 1995). EAAT5 es exclusivo de la retina (Arriza et al.. 

1997). 

En el cuso d..: los dos últimos transportndorcs (EAAT4 y EAAT5) se ha observado que 

ademas de tener las propiedades de un transpo.-tador de glutamato dependiente de sodio 

se nctivan ;.1 trnvCs de una cori-icnte de cloro (Fairman. et al., 1995 y ArriZil. et ni.. 1997) 
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ANTECEDENTES 

AJ revisar Ja fotutransducción queda claro que todos los fotorrcccptores, sean conos o 

bastones, se despolarizan en respuesta a la oscuridad. liberando así glutamato. Si 

continuamos en d di.:sccnso de la via vertical de la retina {fotorreceptor-bipolar­

ganglionar) encontramos que al liberarse el glutamato, éste despolariza a las cClulas 

bipolares OFF e hipcrpolariza a las células bipolares ON. El efoclo contrario se produce 

en la luz. De esta m::mcra cxitcn dos vías generales en la transmisión vertical de la retina 

Ja viu ON y J;.i via OFF. En la actualidad se conocen amilogos estructurales del glutamato 

que distinguen entre Ja vía ON y la OFF, el más conocido es el APB que actúa 

sc)ci.:tiv.:1111cntc hipcrpolurizando n las bipolares ON. en tanto que la vía OFF no se .altera 

(Slm1ghtcr y Millcr. 1981; Schiller. 1993). El APB actUa en los receptores mctabotrópicos 

de lns células bipolar..:s ON cerrando canales iónicos mediante el incremento de la 

hidrólisis d\! Gl\1Pc n trJvCs <le una via que se asocia con proteínas G (Slaughtcr y Millcr. 

1981; Schillcr. l'J93 ). El KA, por su parte. despolariza Ja vía OFF de la retina mediante 

In nclivación d1..• rcc..:ptorcs ionolrópicos de tipo NO-NMDA. 

Aunque se considera al glutnmato como el principal neurolransmisor excitndor en el 

sistenrn nervioso cenlral. existe controversia en cuanto a que si el aspartato funciona o no 

cmno 11..:urntrnnsmisor. Evid..:ncius a favor indican que en la retina Ja acumulación de 

;1spartmn cslü n.:slringil.la u ciertos tipos celulares (Lam y Hollyficld. 1980; Brandon y 

L:un. l 98J: Mar-e et :tL J 990). 

Asi mismo, en la n.:1im1 de In ratn hay um:1 acumulación diferencial de ambos aminoácidos 

d11r:1111c el desa1n1llo. L¡;t acumulación de glutmnato es mñs elevada en etapas tc1npram1s 

del desnrr<lllo (5 t.tias). c.:n 101110 que la acumulación de aspartato despuCs del nacimiento 

es b:ljn pero Csta se inc1·e111..:n1a durante la difc.-enciación de los fotorrcccptores. lo que 

sugiere In cxi~tcm:i:a de dos sistemas de lransporlc (Salceda y Vilchis. 1994). 

Por olm p:.trtc la .:1cumulación de glu1ama10 y asparta10 pr-escntan constantes de afinidad 

similares ( IOOpM J. sin embargo el hecho de que el D-nspnrtato -análogo estructural no 

mctnb(1liz.:1blc- inhiba l.:l ¡1cumulación de g,lu1:unato y no de asparlato. tanto en relinn 

cmnplc1n como en sim1ptn~on1;.1s de rata. sug,i~rc distinlos sitios pnru el glutamato y para 
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el aspartato. Los Uos aminoácidos podrian ocupar el mismo transportador. presentando 

diferente esp.:cificidad dependiendo de la región donde se encuentren. Jo que sugeriría 

una 1nodulación diferente. o bien distintos transportadores en distintas poblaciones 

celulares (SalceUa y Vilchis. 1994 ). 

La liberación en cierta manera es un reflejo de Ja acumulación, y si se libera más 

aminoácido pucUc ser que se acumule menos y viceversa. En estudios de liberación de 

aminoácidos excitadores lanto en sinaptosomas como en rebanadas del hipocampo de Ja 

rata. se ha encontrado que antagonistas y agonistas del receptor NMDA modifican Ja 

liberación de ;.1mbos aminoácidos de manera diferencial (Martín et al., 1991 ). En cuanto a 

los agonistas y antagonistas dd receptor tipo NO-NMDA, también se encontró que tienen 

efcc10 en Ju liberación de aspartato pero no modifican la de glutamato (Martín et al., 

1991 ). Esto sugiere que Ja activación de receptores ionotrópicos de glutamato puede 

modular la liberación sináptica de aspartato y de glutamato. Cabe hacer notar que también 

existe evidencia clcc1rofisiológica (Baskys y l\.falenka~ 199 J) y bioquimica (Herrero, 

1992; Duncan. 1993) que sugiere que el glutamato regula su propia liberación por medio 

de au1orrcccp1ores mis111os que se vcrian afectados con el uso e.Je análogos estructurales 

del gltnmnniu y esto de alguna 1m111cra podria repercutir en la acumulación. 
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OB.JETIVO: 

Dado que no existen a ta fecha antagonistas específicos para Jos S transponadorcs 

conocidos. y que cxis1c evidencia que indica que antagonistas y agonistas de los 

receptores dt.: glutmnato modifican la liberación de glutamato y aspartato de manera 

diferente~ !'C decidió probnr al!:,>unos de los antagonistas y agonistas de los receptores de 

glutamato. y ver su c1Cc10 en Ja acumulación de glulamato y aspartato, tanto en 

cnnUicioncs di.! luz con10 de oscuridad. 

HIPÓTESIS 

Si el asp¡irt¡Ho no tUnciuna como neurotransmisor y ocupa los mismos sitios de 

trnm:.pnrh! que L"I glut:1mato. el efecto de los agonistas y antagonistas de los receptores de 

ghumnato en In acumulación t.lc cada aminoácido debe ser el mismo. Si existe una 

acumulacil\n c.Jifcrcncial de cadn aminoácido sera evidencia de que el el aspnrlnto. ni igual 

que el glu1nnHHO. pc.Klrin funcionar como neurotransmisores en la rctinn. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Se usaron ratas Long Eva.ns adultas adaptadas a \a luz o a la oscuridad. La adaptación a \a 

luz consitió en realizar los experimentos durante e\ dia bajo condiciones de iluminación 

del laboratorio (\úmparas fluorescentes de 15 watts Phi\\ips F96T\ 2/d/XPT). La 

adaptación a \n oscuridad consistió en dejar al animal en un cuano oscuro (sin ningun tipo 

de iluminación) <.iurantc un mínimo de dos horas, para posteriormente rea\izar tos 

experimentos bajo iluminación roja ténue (himpara con un foco rojo de 1 O watts Phi\lips). 

Los animales se sacrificaron por decapitación (en alguna de tas condiciones antcriom'lentc 

ntcncionndas). se extrajeron \os ojos y se disecaron las retinas en Ringcr Krcbs 

Bicarbonato (RKB) con unn composición milimo\ar de NnC\ \ 18~ KCl 4.7; KH1PO"' 

1.17: CaCh 2.5; MgSO"' 1.17; glucosa 5.6; NaHC03 25 a un pH de 7.4. 

Acumulación de µ\utamato v aspartato. Las retinas se incubaron a 37ºC en Ringcr Krebs 

BicaTbunalo lRKll) ..:n presencia de 0.25~lCi de g\utamato H 3 o aspartato H 1 a una 

concentración fina\ de :?O ~1M. A.\ finalizar la incubación, \as retinas se lavaron 

ra¡.,idamcntc c:n RKB C\."JO e\ objeto de eliminar \a radiactividad no incorporada. E\ tejido 

se St."t\ubili'l.ú con O.Sm\ Je dnJcdl su\ fato de sodio (SOS) al \ 0/o a 40ºC y la radiactividad 

acmnu\uda s..: t.\ctl!rminó cn un contador de ccntcl\eo liquido (Salceda y Vi\chis, \ 994). E\ 

efecto de :.lg.onistas y unt;.\gonistas del Tcccptor de glutammo sobre la acumulación de 

aspurtato o g.lutamato se estudió adicionando dichos compuestos a\ mismo tiempo que e\ 

aminoilcido radiactivo. Los ngonistas empicados fueron el KA que activa receptores de\ 

tipo NO-NMDA, e\ APB qu..: nctiva receptores mctabotrópicos de\ grupo 11\, c:n cuanto a 

\os antagonistas empleados son d CNQX que inhibe la activación de \os n:ccptorcs de 

tipo NO-Nl\-1DA y el OL-2-Ami11l"t-S-fosfonovalcrato (APV) que inhibe \a activación de 

\os 1·cc..:plor..:s de tipo NMOA (ver \ab\a V). 
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Tabla V. Agonistas y antagonistas de los receptores de glutamato y sus 

constantes cinéticas de inhibición. 

Com- Efecto o Acción en los receptores Constantes 

puesto de glutamatn cinéticas 

Organismo en el 

de que se obtuvo la 

inhibición (CCI) CCI 

KA 

¡ 

agonistu de los receptores tipo NO- lc50=0.0045 µM 

NMDA 

APB 1 agonista e.le los receptores Ec50= 0.9 µM 

l mct;,1bonópicos del grupo 111 

CNQX 1 m11<1go11ista de los receptores tipo lc50=1.5 µM 

. NO-NMDA 

APV 

1 

: ornh1gon1stn de los receptores tipo Ki= 1.8 i.lM 

! NMD/\. 
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membranas 

sinaptosomales de 

corteza cerebral de 

rata (Honoré et 

al.,1988). 

en células 

transfectadas del 

ovario del hámstcr 

chino (Nukajima et 

al.. 1993) 

en. rncntbranas 

sinaptosomalcs de 

corteza cerebral de 

rota (Honoré et 

al.,I 988). 

mcn1brnnas 

sinnptosomalcs del 

cerebro de lu rata 

(Monaghan y 

Colman. 1986) 



Libernci6n de glulama10 y aspar1ato Una vez acumulado eJ aminoácido radiactivo, como 

se describe an-iba. las retinas se incubaron en J mi de RKB por 5 períodos sucesivos de 

dos minutos cadn uno. Al finalizar csla incubación se solubilizó el tejido. Ja radiactividad 

incorporada en Ja retina más la suma de Ja radiactividad liberada en el medio durante la 

incubación representó el 100'% de radiactividad acumulada y se dctenninó en un contador 

de centelleo liquido. 

Cromntogratia en capa fina. La cantidad d? glutamatoH3 y aspanato H 3 que ~ennanece 
con10 tal en el lcjido después de Ja acumulación se dctcnninó por cromatografia en capa 

fina (Salceda y Vilchis. J 994 ). El tejido se homogcnizó en etanol al 80% y las proteínas 

se sedimcnlaron por centrifugación; alicuolas del sobrcnadante se aplicaron sobre Ja placa 

de silica. El croma1ograma se desarrolló en una mezcla de etanol/agualbutanol; 7:3: 1. 

Pos1crionncntc la radiactividad se dctcnninó en las fracciones del cromatograma y los 

amino1icidt1s se idcn1ificnron con Jos eslándarcs correspondientes revelando con 

ninhidrina. 

Los resultado~ oblcnidos indican que entre el 60 y 70% del aminoácido radiactivo se 

conserva como mi en el 1cjido despuCs de los 20 minutos de acumulación. 

-----------~~---------------------------·-·-



RESULTADOS 

-ACUMULACION DE GLUTAMATO Y ASPARTATO 

Los esludios de acumuJución de gJutamato y aspanato en la retina de Ja rata, en 

condiciones de luz y oscuridad. indicaron que el glutamato se acumula en mayor 

proporción que el aspanato en ambas condiciones. Jo que apoya Ja idea de que el 

gJutmato sea el principal neurotransmisor en Ja via vertical de Ja retina de los vertebrados. 

Asi mismo k1 acumulación de glutamato y/o aspartato es mayor en fo luz que en Ja 

oscuridad (ver figum 7. tablas VI y Vll). Jo que concuerda con el hecho de que en Ja 

oscuriUad s..: libera mas ncuro1ransmisor que en la luz. 

Cuando las retinas se incubaron en condiciones de iluminación normal del laboratorio el 

KA. APO. C1'QX y APV inhibieron en 45%-50% Ja acumulación de glutam::uo y la de 

aspartalo en un 37-5.:!"'ri respectivamente Jo que indicó que el efec10 inhibitorio de los 

compuestos c.:n 1Cn11inos gcncrnlcs fue el mismo (ver tabla VI y figura 8). Al parecer Ja 

vía ON Je la retina ..:n presencia de estos compuestos se inhibió y Ja que estaria 

fundommdo ~'"·ria la vh~ OFF. yn que los valores de acumulación son muy similares a Jos 

dd cnntrnl 1:11 l<I n: curi.Jad (ver tabln VI). 

E11 C0?1'.fü:irnk·s de oscuridad ninguno de Jos 4 compuestos inhibió signiticativamcnle la 

acumul;1ciún de glu1ama10 y/o de aspa:nato. Jo que sugiere que la via OFF Sib-UC 

funcion:imJn de mancm similar al con1rol (ver 1abla VII y figura 9). 

LIBER,\Cl01' DE GLUTA!l.IATO Y ASPARTATO 

Lu libemci\ln .. h.: gfutamato ~r;:1s JO minuros de incubación fue de 30% aproximadamente 

en condiciom.:s de luz. micn1ras que en la oscuridad fue de 35% aproximadamenle (ver 

figura 1 0). El asp~irto.110 por su panc presentó una liberación mayor que la del gluLamalo: 

65'% apro:l(.iff,ad.:1111c111e en condiciones de luz y 70% en condiciones de oscuridad. Estos 

rcsul1ad,>s cnttcucnfan cnn los dalos de acumulación. yn que el aspart.:ito se ncurnula 

mcnl•S pero ~.e libera m;:1s que el glutamalo (vi:r figura J J). 
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Tabla VI. Acumulación de glutamato H 3 y aspartato H 3 en condiciones 

de luz. 

GLUTAMATO nmol/g de tejido 0/o de acumulación no. de datos 

Conlrnl 54.46±5.15 I00º/0±9.45% 12 

KA(30µM) 29.38±5.73 53.94o/o±I0.52o/o • 3 

APB(30~lM) 25.25±3.82 46.36º/o±7.o1 o/p . 3 

CNQX(30,.:V.) 28.59±2.52 52.49°/o±4.62o/o . 6 

APV (IOOi•M) 30.5±1.5 56.00%±2.75% . 3 

ASPARTATO nmol/g de tejido º/o de acumulación no~ de datos 

Control 17.06±1.53 100%±8.96% 12 

KA (30~•1\1) 12.3:?=2.28 72.21%±13.36o/o 3 

APH (30,.1\1) 10.72±3.11 62.83°/o± 18.22% 3 

CNQX (30pM) 8.47:::!:: .06 49.64°/o±6.2 l 'Yo . 5 

APV (100J.tl\f} 8.80±.0.:!3 5 l .58o/o± l .34o/o . 3 

Li! acum11l;..:ciún de glut.umuc 1-1-' y asp:.1rtnto l·t1 (20µM) se llevó a cabo a 37~C durante 20 

mi!l. ~n rn··.~icioncs de ilt!mim1cion. Los valores son el promedio d<: ni menos 3 
cxp·:rimcnios indcpcnc..ticnh:s ±el cn·or cstúndur. •P<0.05 comparado con el control. 
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Tabla VII. Valores de la acumulación de glutamato H 3 y de aspartato 

H 3 en condiciones de oscuridad. 

GLUTAMATO 1111101/g de tejido % de acumulación no. de datos 

Conlrol 21.71±1.65 100%±7.60% 12 

KA (30i1M) 19.13±3.61 88.11%±16.62% 4 

APB (30i1M) 14.01±2.92 64.53%± J 3.45% 3 

CNQX(30pM) 19.59±4.15 90.23%±19.J 1% 3 

APV (JflOJ.dVf) 19.69±2.97 90.69%±13.68% 3 

ASPAHT.,TO 1111101/g de tejido % de acumulación no. de datos 

Control 8.51±1.22 100%± 14.J)o/o 12 

KA (JOpi\1) 8.78±1.49 103.17%±17.50% 6 

APB (30i1M) 6.32±0.77 so. J 4%±9.04% 4 

CNQX<.mJ..M) 1 ·¡ .4 7x0.55 87.77%±6.46% 4 

APV(IOOJ.11'vl) 6.79±0.64 79.78%±7.52% 3 

La acurn11l;'c;{,n de glutarnntc: n·' y aspannto H 3 (20µM) se llevó a cabo a 37ec durante 20 

min. en 1.:i•m.licioncs de osi.:uridmJ. Los valores son el promedio de ni menos 3 

CXJK•rimcnl<~~· indcpcndicnlcs ±el c1Tor csrñndar. •P<0.05 comparado con el control. 
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Fisura 7. Acumulación de glutamato H 3 y aspartato H 3 en la retina, durante 

20• a 37°C, en condlcones de luz y de oscuridad. Los resultados son el 

promedio de 12 ellperimentos independientes± error standar. 
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Figura 8. Acumulación de glutamato H 3 y aspartato H 3 en la retina incubada 

por 20• a 37"C en presencia de KA (30µM). APB(30µM). CNQX(30µM). y 

APV(IOOµM) respectivamente en condiciones de luz. Los valores son el 

promedio de al menos 3 e•perimentos independientes ± el error estándar. 

*P<0.05 comparado con el control. 
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Figura 9. Acumulación de glutamato 0 3 y aspartato 0 3 en la retina 

Incubada por 20• a 37ºC en presencia de KA(30µM). APB(30µM). 

CNQX(30µM). y APV(IOOµM) respectivamente en condiciones de 

oscuridad. Los valores son el promedio de al menos 3 experimentos 

independientes ± el error est6ndar. *P<O.OS comparado con el control. 
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Figura 10. Porcentaje de liberación espontánea del gluta­
mato H 3 durante 10 minutos, a 37'"C (previa acumulación 
de 20'), en condiciones de iluminación y de oscuridad. 
Los valores son el promedio de 3 experimentos indepen­
dientes± el error estándar. 
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Figo ra 11. Porcentaje de liberación espontá­

nea de :i1Spartato ff3 , durante 10 minutos, a 
37ºC (1>rcvia acumulaeión de 20') en condi­
ciones de luz y de oscuridad. Los valores 
son el promedio de 3 cxpermientos indepen­
dientes± el error estándar. 
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DISCUSION 

La climinución de los neurotransmisores del espacio sináptico ocurre a través de un 

sistema de transporte de alta afinidad dependiente de sodio. presente en la terminal 

presimiptica. en la retina de la rata (Vilchis y Salceda. 1991 ). El sistema de transporte que 

opera en las neuronas es el primero en actuar en la remoción del neurotransmisor en el 

espacio sináptico. La presencia de un sistema de transporte de glutamato con un control 

similar al de las neuronas se rcporló en células glialcs en cultivo (Bumashev et al .• 1992), 

por lo que la participación de estas células en Ja eliminación del neurotransmisor no 

puede dcscarlarsc totalmente. 

La via vertical de 1ransmisión sinóptica en la retina (fotorreccptor-biopolar-ganglionar) 

presenta 2 rutas generales: la ON en la que las células bipolares y ganglionares del tipo 

ON se dcspolari7.-nn con la luz, y la OFF en la que estas células se despolarizan en la 

oscuridad. Los fotorrcccptorcs. tanto conos corno bastones. se hipcrpolarizan en respuesta 

a la luz.,. inhibiéndose usi la libcroción de glutamnto y/o aspartalo que ocurre en la 

oscurid¡td. En lénninos generales. se asocia la presencia de receptores de tipo NO-NMDA 

con las células bipolares OFF. en tanto que a las bipolares ON se les asocia con los 

receptores mctabotrópicos <.h: glutamato activados por APB (Nawy y Copcnhagcn. 1987; 

Nomurn el al.. 1994; Shidh. y Falk, 1990). Se considera que las células bipolares de 

conos utiliznn mecanismos iúnicos distintos a los de las células bipolares de bastones en 

la respuesta d..: tipo ON (Hir .. mo y MacLcish. 1991 ). Saito y colaboradores reportaron que, 

en Ja retina de ha carpa. los bastones se despolarizaron por la activnción de canales de 

Na• y los conos por canales de K+ y/o CI*. La activación o inhibición de los dislinlos 

tipos de receptores de glu1:.1111a10 Jlevn a cambios en la liberación de este transmisor en la 

via vertic¡tl de la re1ina. In qui! podria .-enejarse en cambios en Ja acumulación del mismo. 

Nuestros resultados concucn..lan con el hecho de que en Ja oscuridad se libera más 

glulnmato que en la luz (l\,lillcr et al.. 1982) ya que la acumulación, tanto de glutamn10 

con10 de a~partato. es 1nay\lr en la luz que en la oscuridad. Por otra parte, la acumulación 

de glutamuto fue mayor que la de aspurtato. lo que concuerda con los datos de liberación~ 

ya que el m:partato se libera müs que el glutamato. La disminución en Ja acumulación de 
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glulamatn y aspartnto que observamos en presencia de agonistas y antagonistas de Jos 

receptores de glutamato, sugiere que la liberación de estos aminoácidos afecta 

directamente su acumulación. El APB. APV, KA y CNQX inhiben la acumulación de 

glutmnato y a:>partato bajo condiciones de iluminación; sin embargo, el APB y el KA 

inhiben. en mayor ,bTTado. la acumulación de glutamato. En la oscuridad el APB inhibió 

la acumulnción de glutamato, en mayor grado, que la de aspartato y el APV la de 

aspartato. estos resultados sugieren que diferentes poblaciones celulares acumulan 

glutamato n a~pannto. 

Existe evidencia de que. tanto los agonistas como los antagonistas de los receptores de 

tipo NO-NMDA. tienen un efecto inhibitorio o estimulador sobre la liberación de 

usp:.trtatn en sinaptosomas y rebanadas de la corteza cerebral de la rata, sin modificar la 

libenici<ln de glutumato (Martín et al .• 1991). Estos datos sugieren que distintos 

n1cc:.mis1nos de regulación participan en la liberación de glutamato o aspartato. Los 

agonist;:1s. y unt:1gonistas de 1 .. 1s receptores de glutamato empicados en el presente trabajo. 

afcct~m de 111:.mcrn diferente la acumulación de glutamato y de aspartato en Ja retina. lo 

que sugiere que ex istc un sistema de transporh! que funciona paro aspartato. que si es el 

mismo que d del glutam¡1to. puede tener una modulación diferente y/o estal" restringido a 

unu población ccluf¡1r pcquc1iu en lu rctim1. 

Lu inhibit:iún cat1~mdn por el APB y el KA está de acuerdo con el efecto de estas drogas 

en los n:ccpton.:s de glutnmato en lu via vertical de la retina. La inhibición observada por 

el APV y d CNQX es sorprendente. ya qut!' era de esperarse que no tuvieran ningun 

efecto o incluso que incrementaran la acun1ulación de glutamato y/o aspartato. Adicional 

0:11 d°cchl hipcrpuhirizunlc en las células bipolares y ganglionares del tipo ON 9 el APB 

despolariz.01 ;,1 las célulus horizontales. En presencia de APB en condiciones de 

iluminación. las" ías ON y OFF deben cstnr inhibidas9 lo que daria lugar a una inhibición 

ddstil.'.01 en la :.u..::unmlnciún de glutanrnlo y/o aspartato. Bajo estas condiciones. 

obscrva11u1s umt ncmnuh1ciún de glut:.unnto y de aspartnlo siinilnr a los valores de 

acumulo1ció11 c.:n l.a oscurid:1d. lo que sugic.:rc que el APB hipcrpolariza a las cCluh1s 

hori~·nntalc-s (Hnr...: et al.. l 1)lJJ.) l;:1s que 01 su vez pueden activar a la vía OFF. El KA tuvo 

un c.:fcctn simila1· ni APB sobre la 01cumulación de glutmnato y aspartato en la retinn 9 
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inhibición que debe ser causada por la activación directa de los receptores de tipo NO­

NMDA. El KA adcmús de activar los receptores de glutamato de la vía OFF de la retina. 

despolariza a las células horizontales (Lasastcr, 1990 y 1991). En condiciones de luz. el 

KA además de activar In via OFF podría apagar la vía ON como consecuencia de la 

despolari7..ación de las células horizontales. 

El efecto obscrvudo con c1 APB y el KA tambiCn puede ser explicado por la existencia de 

un transportador de glutamato con un pe.-fil fannacológico semejante al del receptor .. ésto 

es, un transportador con un sitio de reconocimiento relacionado con la apertura de un 

canal de cloro (Grant y Doiwling. 1995). Estudios previos de unión especifica de 

glutamato en sinaptosomas de cerebro de rata indicaron que existe una población de 

receptores dependiente e.le cloro sensible a APB (Robertis. 1981 ). Así 1nismo Zaczek en 

1987 cncor.tró que el APB inhibe el transporte de glutamato dependiente de cloro. 

Sarnntis y colaboruc..torcs l 198N) encotraron que concentraciones de 1 a 1 OOµM de KA 

proc.Juccn. ul igual que d glutamato. corrientes dcpcndicnt~~ de cloro en células 

(otorrcccptoras. E~tudius ch:t.:trofisiológicos demostraron la presencia de un sistema de 

tnmsportc de glutamalu c.lcpl!ndicntc de cloro en conos (Eliasofy Wcrblin. 1996; Sarantis. 

Evcr..:tt y 1\twcll. 1988) baHc.mcs (Grant y \Vcrblin. 1996) y células bipolares (Grant y 

Do·wling. t 99::-;). Recientemente se clonó en la retina humana a partir de una biblioteca de 

DNAc de la retina Ji.: t>alamanc.lm un tmnsportuc.lor de glutamato acoplado a una corriente 

de Cr (Ei\AT5; Arrizn et al .• 1997). Asi mismo, la existencia de nutorrcceptorcs ql1c 

regt1lnn la \ibcmción de g.lut:.m;ato h;i sic.lo dcni.ostrada en cerebro con técnicas 

cli.:ctrofi;;iológicas lBhasky y Mnl·.:nka. 19()1) y bioquhnicas (Herrero. 1992 y Ouncan. 

1993). En In rc::tim1. 1:1 presencia de diRtintas subunidades de los receptores de glutamato 

han sic.to dcnlostrac.hls a nivel prc,;,inúptico (Pcng et al .• 1995). La activación de estos 

uutoncccplorcs se ~ugicrc 1.1ue induce una corriente de salida de cloro. 1nisn1a que se ha 

dcmostnuto ..:n l:is tcnninalcs sim\plicas de fotorrcccptores (Sarantis. Evcret y Atwell. 

1988) y de c..!luh1s birmlan.:s (Cinmt y Dm.vling, 1995). Esta evidencia npoya la existencia 

de un tran~rortac.lor de glutamato con cnr.nctcristicas fannacológieas sc1nejantcs a lns del 

rcceptm· e.te glutmn¡ltn. que puede explicar el cfi .. -cto inhibitorio del APB. KA. CNQX ·y 

APV yu que c:.1c.la uno de ellos ncturia en distimos sitios de la molécula. 



CONCLUSIONES 

La acumulación de glutamato es mayor que la de aspartato en la retina de la rata,, tanto en 

condicones de luz como de oscuridad. et efecto contrario se presenta en la liberación, la de 

aspartato es mayor que la de glutamato en ambas condiciones. 

La acumulación de glutamato y aspartato es mayor en condiciones de luz que de oscuridad. 

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

mismos sitios que el glutamato y si lo hace existe una modulación distinta para cada 

aminoácido. 

En condiciones de luz. el APB. KA .. CNQX y APV inhibieron la acumulación de glutamato y 

de aspartato. La inhibición puede ser explicada por una despolarización de tas células 

horizontales y/o la presencia de un transportador de glutamato dependiente de cloro que 

puede ser inhibido por estos análogos. 

Los compuestos empleados no resultaron ser una buena henamienta (al menos con esta 

metodologia) para evidenciar diferencias en el sistema de acumulación para glutamato y/o 

aspartato. 

Dado que el aspa11ato podría. funcionar como neurotransmisor en subpoblaciones celulares en 

la retina. un efecto contrario al que sucede con el glutamato podria presentarse. Posteriores 

estudios inmunohistoquimicos y/o electrofisiológicos podrian demostrar diferencias en el 

sistema de acumulación para glutamato y/o aspartato. 
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