<25

2{ '
wy UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA ]

DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE
CAPTACION DE GLICINA EN LA
RETINA.

T E S | S
PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G O
P R E s E N T

A :
JOSE ESTUARDO LOPEZ VERA

+N5%:

R o

s 523 MEXICO, D. F. ’ -

I 1997
TESIS CON l
FALLA DE ORIGEN |



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



v i ey,

.(\"'&:1 z o=

VNIVIFADAD NAQONAL
AVENMA DE
Morico

M. en C. Virginia Abrin Batule

Jefe de la Divisién de Estudios Profcsionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:
Caracterizacién del Sistema de Captacién de Glicina
en la retina.

realizado por  josé Estuardo L6pe= Vera

con mimero de cuenta  9354998~5 . Pasantc de la carrera de Biologfa

Dicho trabajo cuenta con nucstro voto aprobatorio.

Atentamente

Director de Tesis .
Propicurio Dra. Rocio Salceda Sacaneclles /zdw

Propictaria Dr. JesGs Manuel Le6bn Cazares \%
Propictark
opietane Dr. Luis Alfonso Vacoa Domfnquez ;ﬂ Wf

Suplente
M. en IBB. Jorge Alberto Pérezx

Suplemte

Dr. Octavio Quesada Garcfla

DRO MARTINEZ

PA g
DEPARTAMENTO
DX BIOLOGIA



Este trabgjo se llevd a cabo bagjo !la direccidn de la Dra. Rocio Salceda
Sacanelles. en el Departamento de Neurociencias del Instituto de Fisiologia Celular.

U.NAM,

€l alumno tuvo beca del Programa de Iniciacion temprana o la investigacion,
{durante el periodo de lebrero de 1995 a febrero de 1996} asi como beca del
Programa de Becas para tesis de licenciatura en Proyectos de investigacion
{durante el periodo de febrero de 1997 a noviembre de 1997} ambas por parte de la

fundacion UNAM.



A mis Padres Ing Estuardo Lépez Martinez y Profra. Ma. Elvira Vera Frulos por su
apoyo incondicional y a los cuales les dedico estd tesis

A mi hermana Sandra Luz Lépez Vera

A mis abuelos: Amalia Frutos Jiménez
Regina Mdartinez Vazquez

Armando Lépez Martinez




AGRADECIMIENTOS

Creo que esta es la porte mas dificil de 1o realizacidn de cualquier tesis.
debido a que son tantas la persona. o las cuales le debo de agradecer por haber
participado de alguno manera en la realizacion de mis estudios, como de esta tesis,

que seria vergonzoso omitir a alguna de ellas por 1o que solamente puedo decirles
MUCHAS GRACIAS.

Y si me lo permiten quisiera agradecer de una manera especial a los
siguientes personas:

A la Dra. Rocio Salcedo Sacanelles por su opoyoe y paciencia en la
realizaciéon

en la realizacion de éste trabojo asi como hoberme iniciado en este duro
pero satisfactorio camino de lo investigacion.

A los miembros del jurado. Dr. JesUs Manuel Ledn Cazares. M. En C.
Jorge Alberto Pérezleodn, Dr. Luis Vaca Dr. Octavio Quesada por sus
comeniarios y correcciones que enriquecieron este {rabajo.

A la Tte. Coronel Leticia Cid Marin.

A Jorge “el Socio” y Daniel por considerarme como un amigo.



A mis amigos
Malco Castilleja Cid
Eduardo Muﬁoz Garcia .
Andrés Gomez Glockner
Dorina Basurto Lozano

A mis companeros del laboratorio Jorge. Gustavo, Daniel, Victor, Marisela, Natalia
Carmen, Raymundo, Alejandro Aide



RESUMEN

Se considera a la glicina como'un neurotransmisor inhibidor en diferentes

dreas del sistema nervioso central, incluyendo la relina. En las retinas de los

vertebrados, lo glicina parece actuar como un neurotransmisor inhibidor. Una

propiedad esencial de lo transmi

on sinGptlica es ia climinacion del neurotransmisor
liberado. que se realiza por medio de un transporte de alta atinidad dependiente
de sodio que lleva ocabo la remocidn del neurotransmisor del espocio sindgptico. La
inhibicion o estimulacidn del transporte pucde ser un Mmecanismo que regule los
niveles del neurotransmisor liberaodo y su accion postsindptica. La fosforilacion de
proteinas es un mMecaonismo general de regulacion y eslos tronsportadares de glicino
presentan sitios posibles de fosforilacion.

. En el presenie trabajo se caracterizo, en la retina de la rana el transporte de
glicina de alta afinidad asi como sus posibles mecanismos de regulacion. Nuestros
resuitados indican que !a ocumulacion de glicina-*H se lleva acabo a través de un
mecanismo saturable. de olta alinidad vy dependiente de Na'. y no parece
regularse por la actividad de la proteino cinasa C. La diterente suscepltibilidad o
sarcosina sugiere que existen diterentes sistemas de transporte de glicina en las
fracciones sinoptosomales provenientes de las capas plexiformes externa e interna
de la retina.
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INTRODUCCION

Lo retinc es una porcidon de! sistema nervioso central. cuya funcidn
consiste en la capture de fotones y la conversion de esta energia en
impulsos eléctricos. que se transmiten a los centros superiores del cerebro.
En particular el estudio de la retina es muy interesante, desde el punic de
vista nevurobioldgico, ya que presenta un arreglo en asiratos celulares con
funciones definidas. que aunado a su facil acceso. la hace un modeto
interesante para estudiar los mecanismos de transmisidon e integraciéon de
la informacioén en el sisterma nervioso central {SNC).

Diversos estudios morfologicos han demostrado que las retinos de
todos los vertebrados presentan un patréon estructural comuon y solamente
se han observado pequenas diferencias entre los retinas de las diferentes
especies estudiadas.

ESTRUCTURA y FUNCION

La retina se encuentra ubicada en el fondo del globo ocular de los
vertebrados en la denominada copa Optica (Fig.l). El globo ocular
presenta varias capas tisulares. la mas externa de recubrimiento. forma en
la parte posterior la esclerdtica y en la anterior la cérnea. La siguiente
capa tisular es la coroides que contiene el tejido vascular que imiga el ojo:
la coroides forma en 1a parte anterior del globo ocular al iris y la pupila. Del
ins se encuentra pendiente el cristalino que por los movimientos del

primero. concentra los rayos luminosos que penetran al ojo y se proyectan



en la retina. Después de la coroides, se encuentra el epitelio pigmentario
de la retina (EPR}, que se separa de la primera por una Iadmina basal o de
Bruch. El EPR se denomina de tal monera por que sus células producen vy
almacenan melanina la gue le da una coloracidén negra caracteristica.
Este epitelio, protege de los niveles excesivos de luz incidente sobre la
retina. posee una octividad fagocitica periodica. que participa en ia
renovacion de los segmentos externos (SE} de los fotorreceptores. y forma
parte de la barera hemato-retiniana (Faber y Adier. 1986).

La siguiente capa hacia el interor del globo ocular es la retina, cuya
composicion consiste en seis tipos de neuronas localizadas en estratos o
capas: La capa de fotoreceptores, la capa nuclear interna formada por
los somas de las células bipolares, horizontales. amacrinos e
interplexiformes. y la capa de células ganglionares que se encuentran en
el margen interno de la retina cuyos axones conslituyen el nervio optico
(Fig. 2} (Dowling.1978)

Las terminales de los fotomeceplores forman contactos sindpticos

con las células horizontales y bipolares, las que constituyen la capo

plexiforme externa (CPE). La capa plexiforme interna (CPl). esta formada
por las sinapsis entre las células bipolares, amacrinas y ganglionares.
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Figura 1. Diagrama del ojo de los vertebrados



Figura 2. Los tipos neuronales y las capas en que se disponen

en la retina de los vertebrados. Fotorreceptores: conos (C) v
bastones (R): células bipolares (B). células horizontales (H).
células amacrinas (Am) células interplexiformes (i) y células
ganglionares (G). La letra (M} corresponde o la célula de
MduUller que es la mas prominente de las céluias gliales en la

retina.



Los estudios electrofisioldgicos demostraron que la retina al ser
expuesta o un estimulo luminoso, produce una respuesta eléctrica rapida.
denominada onda a. correspondiente a Ia hiperpolarizacion de los
fotoreceptores, esta onda., es seguida por una onda lenta, positiva,
denominada onda b. la cual se piensao es generada en las células de la
capa interna{Fig. 3}. Frecuentemente se observa una onda c, que parece
comesponder a la actividad del epitelio pigmentaro de la retina
{Brown.1968}.

El estimulo luminoso actua sobre la célula fotorreceptora y su
respuesta {(onda a) es transmitido en sentido vertical hacia las células
bipolares y ganglionares. Esta transmision es modulada por las células

horizontales y amacrinas.
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Figura3. Electromrelinograma de un mamifero. Se muestran todas laos ondas de que se

compone,



DESARROLLO EMBRIONARIO

La retina, se desarrolla, al igual que el cerebro, a partir de la placa
neural del ectodermo anterior. La placa neurol presenta una depresién en
su centro Hlamada surco neural, cuyos bordes se fusionan grodualmente y
forman el tubo neural. La parte anterior de! tubo neural presenta fres
dilotaciones conocidas como vesiculas primarias: el proscencéfalo, el
mesencéfalo y rombencétalo (Farber y Adler. 19846). El proscencétalo., a su
vez, se subdivide en telencéfalo y dienceéfalo, éste ultimo da origen a ias
vesiculas opticas, cuerpos geniculodos laterales. tallos opticos y al
quiasma. La superficie de las vesiculas opticos prolifera y se invagina en la
copa Optica. en cuyo interior se desarrolla- el cristalino que deriva del
ectodermo. La pored externa de la copa oplica permanece como una
capa de céluvlas cuboidales que dan origen al epitelio pigmentario de la
retina. cuerpo ciliar e iris. La pared interna de 1a copa Optica prolifera y da
origen a la retina. al epitetio ciliar no pigmentado y al epitelio posterior del
ifs (Fig. 4).
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Figura 4. Representacicdn esquemdtica del desarroilo de ia retina de los vertebrodos y
estructuras relocionadas. A, Regidn anterior del tubo neural dividikda en las veasiculas. B.
Vesicula éplica que induce al ectodermo superficial a formar el cristalino. C. Copa Sptica

embronaria {Tomado de Farber y Adler, 1986)



Existen estudios que han demostrado ia aparicidn de los distintos
tipos celulares de la retina en tiempos especificos durante el desarrollo. Las
célutas ganglionares son las primerés en diferenciarse. seguidas por las
amacrinas, bipolares. horizontales y por uUltimo los fotomreceptores. La
aparicidn del las sinopsis. asi como la presencia de los diferentes
neurotransmisores. comrresponde con la aparicion de los distintos tipos
celulares y la formacion de las sinapsis comespondientes (Fung. et al, 1982;
Grun, 1982; Marc, 1986). Sin embargo aun no se conocen con precision las
distintas lineas celvlares, ni el tiempo en que el precursor adquiere

caracteristicas morfologicas y fisioldgicas definidas.

NEUROTRANSMISION

Lo comunicacion entre las diferentes neuronas se lleva a cabo en la
sinapsis que se considera una unidad onatémica exclusiva de las células
nerviosas. Esta sinapsis puede ser de dos tipos. eléctrica y quimica. La
transmision preferente en la retina es de tipo quimica. Esta se lleva a cabo
mediante la liberacidén de una molécula al espacio intersindptico. la cual.
al interactuar con un receptor en la membrana de la ceélula postsinaptica,

genera una senal eléctrica que puede ser transmitida o la siguiente ceélula.
Para poder considerar cualquier molécula como neurotransmisor,

éste debe de cumplir ciertas caracteristicas que pueden resumirse de la

siguiente manera (Werman.19646).




a) Estar presente en las sinapsis donde supuestamente ejerce su
accidén.

b) En la sinapsis deben existir mecanismos de sintesis y degradaciéon
del supuesto neurotransmisor.

c) Ser liberado de la terminal sinGptica por estimulos despolarizantes

d) El compuesto debe producir cambios eléctricos en la membrana

postsinaptica similares a los que provoca la liberacidn del transmisor

natural, con idénticas propiedades en cuanto a conductancia a

las
especies ibnicas

que parficipan y con la misma sensibilidad
farmacolégica.

e) Ser inactivado a nivel sindptico ya seo por transtormacién

quimica, difusion o recaptura.

En la retina. una varedad de compuestos reunen estas

coracteristicas, asi se consideran como posibles neurotransmisores a ia
acetilcolina {Ach). al giutamato, ol aspartato, 1a glicina, al dcido-gamma
aminobutiico {GABA). etc. Se tiene evidencia que ta Ach y dopamina son
sustancios neurotransmisoras retinianas, liberadas de

diferentes
poblaciones de ceélulas amacrinas.

el glutamico y/o el aspartico son
neurotransmisores liberodos de los fotomreceptores. las céluias bipolares y

tas ganglionares. Los aminodcidos GABA y gilicina se liberan de neuronas
inhibidoras: células horizontales y amacrinas {(Morgan, 1985).

La funcion de estos neurotransmisores inhibidores en lo modulacion

de la transmision de tipo horizontal en la retina aun requiere de mayor
estudio.



LA GLICINA

La glicina. el aminodcido estructuralmente mads sencillo, ademas de
constituir parte de las proteinas. es metabdlicamente activo., participa en
la sintesis de bases puricas y de otros aminodcidos.

Adicional a su funcion metabdlica. o glicina se considera como un
neurotfransmisor inhibidor en diferentes dreas del SNC, incluyendo ia retina
{Marc. 1985). ;

Los niveles de este aminodcido en la retina de vaorias especies varnon
de 1 a 7 pmol/g. valores semejantes a los encontrados en lao médulo
espinal de los vertebrados {3 y 5 ymol/g).

La glicina se forma a partir de lo serina, de 1a cual se conocen dos
rutas de sintesis: una fosforilacion., que utiliza 1o deshidrogenasa del acido
fosfoglicérico. v por la deshidrogenacién del D-gliceroto. Lo primera
reaccidn ha sido demostrada en extractos libres de célulos. y es
probablemente la rutoc principal de sintesis, ya que estd ampliomente
distribuida en 1as diferentes regiones del SNC. La enzima que participa en
esta reaccion cataliza la oxidacidon del 3-fosfoglicerato. dependiente de
NAD. 1a sintesis de 1a serina se completa por subsecuente transaminacion
e hidrdlisis (Fig. 5). Esta reaccidon es catalizada por la serina hidroximetil
transferasa (SMHT} y requiere lo presencia de fosfato de pindoxal (FP).
1e'rchidrofo[oto {FH4) y iones de manganeso (Salceda 1988). Esta enzima
se presentia en todos los tejidos. sin embargo en el tejido nervioso, incluida

laretina, su octividad es de dos a tres veces mayor con respecto a tejidos
no glicinérgicos {Marc,1985).
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Figura 5. La sintesis y degradocidn de la glicing se lleva o cabo por la serina-hidroxi-metil-
transferasa {SHMT). Tomado de Salceda {1988).



Son varios los estudios que indican que la glicina funciona como
neurotronsmisor en la capa plexiforme interna de la retina de los
mamiferos. Los estudios cutorrodiogré:ﬁcos demostraron que la glicina se
acumula en las células amacrinas. ganglionares vy por ciertas células
bipolares en la retina del gato {Pourcho y Goebel, 1990). En las retinas de
los peces y anfibios, la glicina parece actuar como neurotransmisor en la
capas plexiformes externa e interna. La glicina se acumula en la capa
plexiforrme externa en sitios discretos en la retina del pez dorado (Marc,
1985). Xenopus (Rayborn et al, 1981} vy la rana (Marshall y Voaden, 1976;
Salceda. 1988). Asi mismo la glicina afecta los potencicles de membrana y
la respuesta a la luz en las células horizontales de peces y de Xenopus
(Negishi y Drijan, 1979: Wu y Dowling, 1980 y Stone y witkowsky, 1984},

La liberacién de glicina por estimulacion eléctrica. luminica Yy
despolarizante se ha demostrado en la retina de varias especies (Bauer,
1977: Salceda. 1989: Lopez-Colomé et al, 19780.1978b).

El efecto postsindptico de la glicina. es mediado por la
presencio de un receptor que es un canal de CI-, el cual es antagonizado
especificamente por estricnina. Los estudios imnunohistoquimicos hon
revelado lo presencia del receptor postsindptico de glicina en la zona
interna de la retina de los mamiferos {Grionert y Wdassle, 1993) y en ambas

capas plexiformes de la retina de la rana (Pérez-Ledn y Salceda. 1995).

Adicional al efecto hiperpolarnzante de la glicina. mediado por el

receptor postsindptico sensible a estricnina, se ha demostrado que ésta
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actia como coagonista del glutamato en los receptores de tipo N-metil-
D-aspartato (NMDA) (Johnson y Ascher,1987}.

Los primeros estudios que demostraron la existencia de un sistema de
transporte de glicina capaz de eliminar a ésta del espacio sindptico, se
reqlizaron en la médula espinal de diterentes especies de veriebrados
(Neal y Pickles, 1969). Mds tarde se encontré la presencia de dos sistemas
de transporte uno de bgja afinidad presente en todos los tejidos. con una
Km = 923 pM y es conocido como sisterma de transporte "A“, que es
inhibido por alanina y serna: y un sisterma de transporte de alta afinidad
asociado a neuronas. con una Km = 26 pM {Logan y Snyder, 1972). EI
sistema de transporte de baja afinidad. estd asociado al metabolismo
general de los tejidos. que incluye su nutricidn y procesos de
destoxificacion. Mientras que el sistema de transporte de glicina, de aita
afinidad, se considera que estd asociodo a la eliminacidon rapida del
neurotransmisor del espacio sindaptico (Logan y Snyder, 1972},

Los sistemas de transporte de glicina de alta afinidad, se han descrito
en la médula espinal. en el cerebro. y en el tectum &ptico de la rana
{Davidoff y Adair, 1976; MUller y Snyder, 1978) asi como en !a retina de
varias clases de vertebrados (Marc. 1985) (Tabla 1).



Tabla I. Acumulacidon de glicina por el sistema de

transporte de alta afinidad en tejidos del SNC.

V"\Gl
Tejido Km{pM} {pmol/min/g) Referencia
Médula espinal de 20 ND* Bennett et
rata al, 1972
Médula . espinal..’- de 26 ND* Davidoff y
rana } Adair, 1976
. R Brunny
Retino de conefé 28 150 Ehinger,
Tl 1972
Voaden =t
Refina de rona . 17 6 al, 1974
7 Chiny tam.
Retina del pez dorado 8 k4 1980

*No determinado



€l uso de las técnicaos de la biologia molecular han permitido Ia
clonacidn de los transportadores de diversos aminodcidos. El primer
transportador de aminodacidos que se clond. secuencid y expresd fue el del
GABA, que se obtuvo del cerebro de la rata (Guastella et al. 1990) y
siguiendo este método, posteriormente se hon clonado otros
transportadores incluyendo al de glicina {Smith et al.1992: Liv et al 1992;
Guastella et al. 1992).

Estos estudios han llevado a lo identificacién de dos familias de
transportadores de neurotransmisores. La primera comprende al
transportador de glutamato acoplado a una comente de sodio y potasio.
La segunda familia incluyen los transportadores del GABA, glicinag, taurna,
norepinefrina. dopomina Yy serotonina: estos transportadores son
dependientes de sodio y cioro y no es necesario el ion K* para su
funcionamiento {Fig. é}(Kanner.1994; Amara y Kuhar, 1993; Rudnick y Clark,
1993: Nelson vy Lill. 1994: Worral y Williams. 1994).
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Figura. 6 Representocidn de las 12 hélices transmemiranales ¥ las asas de los
transporiadores. Tomado de Nelson y Lill{1994).

Los transportadores de la segunda familia poseen una identidad en
secuencia del 30 a 5% y comparten similitud en estructura. Estan
constituidos aproximadamente por 600 aminodcidos ameglados en 12
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segmentos transmembranales. su extremo amino y carboxilo son
citoplasmicos. y contienen en esta regidn una secuencia. peqgquena de
aminodcidos con sitios posibles de fosforilacion  y con una gran asa
potencialmente glucosilada entre las helices Il y IV, (Nelson y Lill 1994).

Con base en esta homologia, la familia puede ser subdividida en
cuatro subgrupos: a) transportadores de aminas biogénicas
{noradrenalina, dopamina y serotoning); b) varios transportadores de
GABA. taurina y creatina: c) transportadores de prolina vy ghcinc. y d) los
transportadores huérfanos. (Kanner, 1994)

Dos tipos de transportadores de glicina (GLYT} se han clonado: el
GLYT! y el GLYT2. con un peso de 50 a 70 y 90 a 110 kDa. respectivamente.
El GLYT) tiene tres varantes GLYT1la. GLYTIb y GLYT1c que difieren en su
secuencia del amino terminal como resuitado de un procesamiento del

ARNmM diferente (Fig. &) (Smith et al. 1992; Guastella et al. 1990: Liv et al
1992)

Los transportadores GLYT1 y GLYT2 presentan de un 48 a un 50% de
homologia en cuanto a su contenido de aminodcidos. Sin embargo varian
entre si en su estructura terciaria. especificidad de tejido y propiedades
farmaocolégicas (Fig.7). Asi el GLYT? se expresa en concentraciones attas en
1a médula espinal, tallo cerebral. diencéfalo y la retina de la rata. y en
menor grado en el bulbo olfatorio y los hemisferios cerebrales (Zafra et al
1995). Para el GLYT2 su expresion esta restringida a la médula espinal. tallo
cerebral y cerebelo (Zafra et al 1995).



Figura 7. E£squema de

la estructura secundaric de

los dos diferentes tlipos de
transportadores de alta afinklad de glicina A} GLYT) Y 8) GLYT2.

En los Oltimos anos. se ha considerdo a los mensajeros introcelulares

como posibles elementos regulatorios de los sistemas de transporte.

Gomeza y colaboradores {(1994). demosiraron en cultivos de astrocitos,

que los activadores de la proteina cinasa C (PKC) regulon el transporte de



GABA: asi el forbol 12-miristrato 13-acetato (PMA) cousd una inhibicién del
transporte de GABA de manera dependiente de la concentracién y del
tiempo de incubacion. Estos resultados se confirmaron en sinaptosomas cde
corteza cerebral de rata y en ovocitos de X. leavis., donde se observd que
el 12-O-tetradecanoil forbol 13-acetato (TPA). otro activador de ia PKC,
también inhibe lo recaptura de GABA mediada por el transportador GAT-1

{Osawa et al 1994).

Gomeza y coloaboradores ({1996). demostraron qQue el GLYT1
incorporado en lineas celulares de neuroblastomas (Cé) es inhibido por

ésteres de forbol.

En la retina de la rana no se ho identificado la presencia del GLYT] y
el GLYT2, sin embargo reportaron que el GLYT! esta presente en céluias
gliales y el GLYT2 en neuronas. (Jursky y Nelson., 1996}



OBJETIVO

Con base en lo expuesto el presente trabgjo tiene como objetivo la
caracterizaciéon del sistema de transporte de glicina de alta afinidad, en ia
retino de la rana e identificar si en la reting el transportador de glicina es
modulado por la actividad de ia proteina cinasa C (PKC) o por segundos
mensajeros como son 1os nucledtidos ciclicos y/o el calcio
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METODOS

Alstamiento del tejido

Las retinas se obtuvieron de ranas (Rana pipiens). adoptadas
previamente a la obscuridad duraonte dos horas. bajo luz tenue roja. los
animales se sacrificaron por decapitacién y se extrajo el giobo ocular, éste
se cortd a nivel ecuatorial. se separd la porcidn anterior y con la ayuda de
unas pinzas se aisld la retina.

Las retings una wvez aqisladas se colocaron en Ringer Krebs-
Bicarbonato [RKB) con una composicidn (en mM) de NaCt 118: KCI 4.7;
KH2PO4 1.2: CaClz22.5: MgSO41.17; Glucosa 5.6: NaHCO325 a un pH de 7.4,

Aislamiento de sinaptosomas

Los sinoptosomas se aislaron segun el método reportado por
Salceda (1989). Las retinas en RKB se agitaron durante un minuto, con el
objeto de eliminar los segmentos externos de los fotormreceptores: después,
las retinas se homogenizaron al 10% en una solucion de sacarosa 0.28 M y
en presencia de MgSO. 100 pM. El homogenado se centrifugd a 1,000 g
durante 10 minutos. Se conservéd el sobrenadanie y el sedimento se
resuspendid con el mismo volumen de la solucidon de sacarosa-MgsSQ.. Se
repitid la centrifugacidn y el botdn se conservd como la fraoccidon PI,
enriquecida en sinaptosomas de la capa plexiforme externa. La mezcia de

los sobrenadantes se centrifugd o 11,000g durante 20 minutos. el boton,
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fraccidn P2, esid enriquecido en sinaptosomas correspondientes a
terminoies de ia capa plexiforme interna. :

Acumulacidon de glicina en fa retina

La acumulacidn de glicina-H se realizé a 37°C en |la obscuridad. El
tejido se incubd o diferentes tiempos en 1 ml de RKB que contenia glicina-
3H {0.25 uCi. New England Nuclear) a una concentracion final de 10 pM.
Una vez franscurido el tiempo de incubacion respectivo se lavd el tejido a
4°C. se pesd y digind con 0.5 mil de dodecil sulfato de sodio (SDS) a! 1% a
40°C durante 30 minutos. Una vez digerido el tejido se le agregaron 5 mi de
Tritosol (Fricke, 1975) vy lo rodioactividad acumulada se determind en un
contador de centelleo liquido (Beckman. LS 1701).

Acumulacion de glicina-3H en las fracciones sinaptosomales

Lo acumulacidn de glicina-3H en las fracciones sinaptosomales de 1o
retina de la rana. se llevd a cabo incubdandolas a 37°C en RKB {36 a 80 ug
de proteina/mi) en presencia de glicina-"H (10 pM). Después de 10 minutos
de incubacion se centrifugd a 1.000 rpm durante 30 segundos. el

sedimento se lavd superficiaimente con medio frio. La radioactividad

incorporada se determind por centelleo liquido como se menciond.

Cuando se estudid el efecto de diferentes drogas, éstas se
agregaron ol mismo tiempo que la glicina-?H excepto cuando se indique

1o contrario en el texto. El efecto de Na* en la acumulacidén de glicina se
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estudié sustituyendo éste por cloruro de colina o cloruro de litio y por
KHCOs.

En los expermentos en que se estudid el efecto del pH en la
coptacion de glicina, se substituyd el NaHCOs por el HEPES (Gcido N*-2-
etanolsulfonico N-2 hidroxietilpiperazing).

La estaurosporing y el forbol 12-mirstrato 13- acetato (PMA) se
disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO} vy la concentracidn final de éste en
el medio fue de 0.01%, concentracidén a o que no tuvo efecto sobre Ia
acumulacion de glicina-3H.

Determinacion de nucledtidos ciclicos

Los niveles de los nucledtidos ciclicos AMPc y GMPc. se
determinaron en estratos percloricos por un método de

radiocinmunoensayo. utilizando los reactivos comerciales de Amersham

Determinacion de proteinas

La concentracidn de proteinas de las fracciones sinaptosomales se
determind de acuerdo al método de Lowry (1951). (se uso una solucidn de
olbumina como estdndar).
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RESULTADOS

La acumulacion de glicina-3H fue lineol durante los primeros 10
minutos y alcanza 1os niveles maximos a los 20 minutos de incubacion (17.8

nmoi/mg){Fig. 8).

Con el objeto de conocer loa dependencia del Na* en la
acumulacion de glicina-?H se probaron diferentes concentraciones de éste
en el medio de incubacion. La ausencia de Na* causd una inhibicidon del
100% en la acumulacion de glicina-3H. Se requiere 70 mMM de Na* para
obtener el 50% de la acumulacion maxima de glicina-3H. La substitucidon de
éste por cloruro de litio no permitid la acumulacidon de glicina-*H (Fig. 9).
Por medio del programa inplot4. se calculd el coeficiente de Hill de los
datos presentados en Ia figura 9 y se enconird que el nimero de sitios

para Na* en el transportador es de 2,

€l transporte de glicina-3H se inhibié en un 40% en presencia de 1MM
de N-metilglicina (sarcosina). inhibicidn que no aumentd adn a
concentraciones diez veces mayores (Fig. 10). La estricnina. antagonista
del receptor postsinaptico de la glicina, no afectd la acumulacion de

glicina-3H (Fig. 11).

Con el fin de sabersi el transportadoer de glicina esta modulodo por
segundos mensagjeros, se probaron diversos compuestos que maodifican los
niveles de nucledtidos ciclicos (AMPc y GMPc) vy drogas que inhiben ia

actividad de la PKC.
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La acumulacidn de glicina-3H aumentd en un 70% en presencia de
1TmM de teofilina, la cual se conoce que eleva los niveles de los
nucledtidos ciclicos por inhibir la actividad de 1a enzima que los convierte
en AMP y GMP (lo fostodiesterasa). Sin embargo ni la forskolina., activador
de la adelinato ciclasa enzima que catalizo la formacidon del AMPc a partir
de ATP, ni lo IBMX (isobutil-metil-xantina) inhibidor de la fostodiesterasc
tuvieron efecto en la acumulaciéon de glicina-2H.

La ocumulacion de glicina-*H no se modificd en presencia de
estaurosporina © de diferentes concentraciones de PMA,

adn st estas
drogos se adicionaron 45 minutos antes que

la glicina-*H. Resuitados
similares se obtuvieron en la retina de ta rata (Tabia. Il)

€l pH no parece afectar el sistema de transporte de glicino-3H, ya
que cuando el medio se acidificd (6.5) o alcalinizd (7.9) la acumulacion de
glicina no se alterd. Asimismo el calcio no porece infivir en el tfransporte de
glicina-*H, pues la presencia de 2 mM de EGTA o del iondforo de calcio

A23187 {19 pM). no modificaron 1os niveles de acumulacién de giicina-3H
en la retina (Tablao. 1)

Lo ccumulacion de glicina-3H en las fracciones sinaptosomales Pl y
P2, presentd saturacidn en funcion del fiempo de incubaciéon y alcanzd a

los 10 minutos de incubacion, valores de 1.58 y 2.29 nmol/mg proteina
respectivamente.

Esta acumulacion no se modificd en presencia de teofilina (1 mm),
forskolina {10 pM), PMA (0.5 pM) o estaurosporna (1 uM) (Tabla. V).
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El efecto de la sarcosina en la acumulacion de glicina-2H se estudid
a difererntes concentraciones. y se observd una ICse de 40 uM y 60 uM en
Ias frocciones sinaptosomales Pl y P2 respectivamente ( Fig. 12).
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Figura 8. Curso temporal de la acumulacion de glicina-2H (10 uM ) en la retina incubada a
37°C en la obscuridad. Los volores en cada liempo son el promedio de 8 expetimentos

independientes t error estandar.
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Figura 9. Dependencia de Na* en la acumulacion de glicina-3H incubada a 37*C. En
cuanto a la osmolaridad se substituyo el NaCl por cloruro de colina. Los valores en cada
punto son el promedio de 4 experimentos independientes + efrror estandar.
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Tabla Ui. Efecto de varios faGrmacos en la acumulacion de glicina-*H en la

retina.

ACUMULACION {nmal/gr)

FARMACOS 5 minutos 20 minutos

Control 7.3 £0.32 178+ 1.46

Teofilina {1mM) 13.0+1.5° 291 2 29°*
Foskolina (10 pM) 6.16 + 0.39 1735+ 2.6
IBMX {1mM}) 7.81£1.14 17.51 £1.53

|

Lo acumulacion de glicina-3H (10pM ) se realizd en la retina a 37°C. alos 5

y 20 minutos de

incubacion. Los resultados son el
experimentos independientes + error estandar. * p < 0.001

promedio de 10
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Tabla . Efecto del pH o del Ca** en la acumulaciéon de glicihc-’H en la
retina.

ACUMULACION {nmol/gr}

Controtl 17.8x1.46
PpH 6.5 16.5£3.7

PH 7.9 18 + 4.4

EGTA 16.8+ 3.0
(2mM)
A23187 19 2.5
(19PuM)

La acumulacién de glicina-H (10 pM ) se realizd a 37°C., a ios 20 minutos
de incubacién. Los resultados son el promedio de. 4 experimentos
independientes + error estandar.
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Tabla V. Efecto de diferentes farmacos en la acumulacién de glicinao-*H en
las fracciones sinaptosomales de la retina P1 y P2,

ACUMU’LAvC'IKOVN {nmol/mg proteina)

FARMACOS P P2
Control 1.58+0.12 23026
Teofilina (1MM) 1.49 £ 0.19 2.29 £ 0.27

Forskolina
1.32 £ 0.44 1.80+0.14
(10uM)

PMA (S5pM) . 1.27 = 034 . : 1.97+£0.16
Estaurosporina (1uM) | - razz P 1.92£0.13

La acumulacién de glicina-3H (10 uM) se recllzo durcme 10 minutos a 37°C.
Los resultados son el promedlo de 5 expenmentos independientes + error
estandar. : 2
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glicina-3H . Los resuitados son el promedio de 7 experimentos
+ error estandar
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Figura 12. Efecto de la sarcosina en la acumulacidn de
glicina-3H en las fracciones sinaptosomales Pl y P2, Los
resultados son el promedio de 4 experimentos
independientes + error est&ndar. Se determind una ICso de 40
MM Y &0 uM para las fracciones P1 y P2 respectivamente.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo con Werman (1966} una de las caracteristicas para
considerar @ un compuesto como neurotransmisor es la presencia de
mecanismos especificos para su eliminacion del espacio sindptico. ya sea
por medio de una actividad enzimatica que degrade el neurotransmisor o
bien por un mecanismo de recaptura. Este Ultimo se considera que ocurre
a traveés de un sistema de transporte de olto afinidad dependiente de Na*.
La direccion del transportador depende del gradiente de Na* a través de
la membrana, y por lo tanto depende de lg actividad de lc ATPosa de

Na+*/K* {(MOHer y Snyder. 1978; Kuhar y Zarbin, 1978)

Ailgunos estudios previos realizados en el laboratorio demostrarc-.. en
la retina de Ia rana, la presencia de un sistema de tronsporte especifico y
de alta afinidad para Ia glicina-?H (Saiceda, 1989}. En el presente trabgjo
se determind que la acumulacion de glicina depende de la presencia de
Na*., la acumulacién madaxima de glicina-H se observd a una
concentracion de 100 mMmM en el medio de incubacidn. El requerimiento de
Na* es absoluto y éste no es substituido por Li* {Fig. ?). Es interesante que el
transportador de glicina. presente en la retina de la rana, tenga un sitio
para glicina { Salcedo. 1989} y 2 para Na* (éste trabagjo). Zafra reportd que
el transportador de glicina en el cerebro tiene una estequiometna de 2
Na* por una molécula de glicina. Asi mismo. el efecto del Na* en ia
acumulacion de glicina sugiere que puede ser un mMecanismo cooperativo

(Fig. 9}.
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El hecho de que ia ocumulacidon de glicina-*H no se modificd por
cambios en el pH ni por la presencio de Ca**, sugiere que la acumulacién
de glicina en la retino estd mediada por el mismo tipo de trcmsporicdor

reportado en la médula y/o cerebro { Lui et al 1992)

La caracterizacidn del sistema de transporte de glicina de alta

afinidad en e! SNC se ha realizodo mediante el uso de drogas y andalogos
sarcosina como el mejor inhibidor del

estructurales. Se considera a la
sin embargo este andlogo

transporte de glicina de alta afinidad,
parcial del 65% a concentraciones de

estructural causa una inhibicion
la constante de afinidad del

sarcosina 100 veces mayores que
transportador por glicina (Johnson y iversen. 1971). De acuerdo con estos
resultados en la retina de la rana la sarcosina {1mM) causd una inhibicion
del 40% en lo acumulacidn de glicina {Fig. 10 ) . La sarcosina inhibié en
una proporcidon diferente la acumulacidon de glicina en las fracciones
sinoptosomales de la retina de la rona. esta diferente susceptibilidad a la
sarcosina sugiere la existencia de distintos sistemas de transporte de glicina
en las capas plexiformes externa e interna de la retina de ia rana. Por otra
parte existe evidencia de que el transportador de glicina GLYT2 no se
inhibe por sarcosina. a diferencia dei GLYTI ( Liv et al 1993}

La eliminacién del neurotransmisor del espacio sindptico depende,
aparentemente, de la actividad del transportador. por lo que resulta obvio
que esta octividad debe estar regulada. Efectivamente estas proteinas
presentan posibles sitios de fosoforilacidn., como se ha reportado para el
GABA. . para el caso del GLYTI se conocen 3 sitios posibles de fosforilacion
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{Guastella et al 1992). Gomeza et al {1995) reportaron que el transportador
de glicina GLYTI clonado de médulo espinal y expresodo en células de
origen glial. presenta una regulacién negativa mediada por la PKC. Este
efecto se debe a que estas proteinas tienen residuos que pueden ser
fosforilados. principalmente de sering. Recientemente algunos estudios
inmunohistogquimicos demostraron la presencia del GLYT1 en la retina de la
rata (Zafra et al. 1995)

Nuestros resultados no concuerdan con lo reportado por estos
autores, ya que el PMA (activador de lo PKC).a una concentracion 200 nm
a 1pM o de estaurosporina 1pM (inhibidor de la PKC) no tuvieron efecto en
la ccumulacién de glicina-*H en la retina de la rana. ni en fracciones
sinaptosomoles de ésta ni en la retina de la rata albina.

Estos resultados no indican una deficiencia en nuesiro procedimiento
experimental, ya que en nuestras condiciones, el PMA causd una inhibicion
en la acumulacidon de GABA-3H en la retina de la rata, de igual manerao a
io reportado por el grupo de Corey y colaboradores (1994). Congruente
con nuestros resultados recientemente Dowd y Robinson (19946). reportaron
qQue el GLYT1 expresado en células Cé no es modulado por la presencia de
PMA,

El transporte de glicina en la retina de la rana puede presentar otros
tipos de regulacion. El aumento en la acumulacion de glicina observado
en presencia de teofilina {Tabla. I} podria explicar un regulacion en la
actividad del transporicdor de glicina por medio de la actividad de la
proteina cinasa A (PKA), ya que se ha demostrado que la tecfilina
incrementa los niveles de AMPc, debido a que es un inhibidor de la
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fosfodiesterasa y un agonista de los receptores de adenosina tipo . Al

{Thompson. 1991). -

Nuestro resuitados apoyan la presencia de un sisterma de tronsporte
de glicina de alta afinidad. dependiente de Na* y que es sensible a

sarcosing .

Sin embargo y debido a que la caracterizacion farmacolbgica y
estequiometrica de los transportadores GLYT1 y GLYT2 es limitada, no
podemos definir cual de ellos existe en lo retina. Aunque los estudios
inmunochistoqQuimicos demostraron la presencia de GLYT] en la retina de la
rata (Zafra et al 1995} y este transportador se modula por PKC en células
de glioma.. nosotros al igual que Dowd y Robinson no confirmamos este
tipo de regulacion. Nuestros resullados sugieren Que en la retina de la rana

o no existe el GLYTI o éste se regula de manera diferente al de la medula

espinal.
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