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RESUMEN 

Se considera a lo glicina como· un neurotransmisor inhibidor en diferentes 

óreas del sistema nervioso central. incluyendo la retina. En los retinas de los 

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

propiedad esencial de lo transmisión sinóptica e'j, la eliminación del neurotransmisor 

liberado. que se realizo por medio de un tronsporle de alto afinidad dependiente 

de sodio que llevo acabo lo remoción del neurotransmisor del espacio sinóptico. Lo 

inhibición o estimuloción del transporte puede ser un n,ecanismo que regule los 

niveles del neurotransmisor liberado y su acción postsináptico. La fosforiloción de 

proteínas es un mecanismo general de regulación y estos transportadores de glicina 

presentan sitios posibles de fo~forilación . 

. En el presente trabajo se caracterizó. en la r"etino de la rano el transporte de 

glicina de olla otinidoct asi corno sus posibles mecanismos de regulación. Nuestros 

resultados indican que la acumulación de glicino-·-,1-1 se lleva acabo a través de un 

mecanismo saturable. de alta afinidad y dependiente de Na·.. y no parece 

regularse por la actividad de la proteína cinaso C. La diferente susceptibilidad o 

sorcosina sugiere que existen diferentes sistemas de transporte de glicina en los 

fracciones sinoptosomoles provenientes de las capos plexiformcs externo e interna 

de la retino. 
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INTRODUCCION 

La retino es uno porción del sistema nervioso central .. cuya función 

consiste en lo capturo de fotones y la conversión de esto energía en 

impulsos eléctricos. que se transmiten o los centros superiores del cerebro. 

En particular el estudio de lo retino es muy interesante. desde el punto de 

vista neurobiológico. ya que presenta un arreglo en estratos celulares con 

funciones definidas. que aunado o su fócil acceso. ta hoce un modelo 

interesante poro estudiar los mecanismos de transmisión e integración de 

lo información en el sistema nervioso central (SNC). 

Diversos estudios morfológicos han demostrado que las retinas de 

todos los vertebrados presentan un patrón estructural común y solamente 

se han observado pequeñas 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 lo denominado copo óptico (Fig.1). El globo ocular 

presenta varios copos tisulares. lo más externo de recubrimiento. formo en 

la porte posterior la esclerótico y en lo anterior lo córneo. Lo siguiente 

copo tisular es lo coroides que contiene el tejido vascular que irrigo el ojo; 

la coroides formo en la porte anterior del globo ocular al iris y la pupilo. Del 

iris se encuentra pendiente el cristalino que por los movimientos del 

primero. concentro Jos rayos luminosos que penetran al ojo y se proyectan 



en lo retino. Después de lo coroides. se encuentro el epitelio pigmentario 

de lo retino (EPR}. que se separa de la primera por uno lámina basal o de 

Bruch. El EPR se denomina de tal manero por que sus células producen y 

almacenan melanina la que le do una coloración negra característica. 

Este epitelio. protege de los niveles excesivos de luz Incidente sobre lo 

retino. posee una actividad fagocitica periodica. que participa en lo 

renovación de los segmentos externos (SE} de los fotorreceptores. y formo 

porte de lo barrera hemato-retiniono (Fober y Adler. 1986). 

Lo siguiente copa hacia el interior del globo ocular es la retino. cuyo 

composición consiste en seis tipos de neuronas localizados en estratos o 

copos: Lo capa de fotorreceptores. to capa nuclear interno formado por 

los somos de los células bipolares. horizontales. omocrinos e 

interplexiformes. y la copa de células ganglibnores que se encuentran en 

el margen interno de la retino cuyos axones constituyen el nervio óptico 

(Fig. 2) (Dowling.1978) 

Los terminales de los fotorreceptores forman contactos sinópticos 

con los células horizontales y bipolares. los que constituyen lo copo 

plexiforme externo (CPE). Lo capa plexiforme interna (CPl). está formado 

por los sinópsis entre los células bipolares. omocrinos y ganglionares. 
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Figura 1. Diagrama del ojo de los vertebrados 
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Figura 2. los tipos neuronales y las capas en que se disponen 

en la retina de los ver1ebrados. Fotorreceptores: conos (C) y 

bastones (R): células bipolares (BJ. células horizontales (H). 

células amacrinas (Am) células lnterplexiformes (1) y células 

ganglionares (G). La letra (M) corresponde a la célula de 

Müller que es la más prominente de las células gllales en la 

retina. 
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Los estudios electrofislológicos demostraron que la retino al ser 

expuesta o un estímulo luminoso. produce uno respuesto eléctrico r6pida. 

denominada ando a. correspondiente o lo hiperpolorización de los 

fotorreceptores. esto onda. es seguido por una onda lento. positiva~ 

denominado onda b. la cual se pienso es generado en los células de lo 

copo interno(Rg. 3). Frecuentemente se observo uno onda c. que parece 

corresponder a lo actividad del epitelio pigmentario de la retino 

(Brown. 1968). 

El estímulo luminoso actúa sobre lo célula fotorreceptora y su 

respuesta (onda a) es transmitida en sentido vertical hacia las células 

bipolares y ganglionares. Esta transmisión es modulada por Jos células 

horizontales y ornocrinos. 
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Flgura3. Electrorretinogromo de un mamífero. Se muesfTon todos los ondas de que se 

compone. 



DESARROLLO EMBRIONARIO 

Lo retino. se desarrolla. al igual que el cerebro. o partir de lo placa 

neurol del ectodermo anterior. Lo placa neurol presenta uno depresión en 

su centro llamado surco neural. cuyos bordes se fusionan gradualmente y 

forman el tubo neurol. La parte anterior del tubo neural presenta tres 

dilataciones conocidas como vesículas primarias: el proscencéfalo, el 

mesencéfolo y rombencéfalo (Farber y Adler. 1986). El proscencéfolo. o su 

vez. se subdivide en telencéfalo y diencéfalo. éste ultimo da origen a los 

vesículas ópticas. cuerpos geniculados laterales. tollos ópticos y al 

quiasmo. La superficie de las vesiculas ópticas prolifera y se invagino en la 

copo óptica. en cuyo interior se desarrollo· el cristalino que deriva del 

ectodermo. La pared externa de la copa óptico permanece como una 

copo de células cuboidales que don origen al epitelio pigmentario de la 

retino. cuerpo ciliar e iris. La pared interna de lo copo óptico prolifero y da 

origen o la retino. al epitelio ciliar no pigmentado y al epitelio posterior del 

iris (Fig. 4). 
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Vesícula óptico que Induce al ectodermo superlldol o formar el cristalino. C. Copo óptico 

embrionario (Tomado de Forbef" y Adler. l 986J 
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Existen estudios que han demostrado lo aparición de los distintos 

tipos celulares de lo retino en tiempos específicos durante el desarrollo. Los 

células ganglionares son los primerOs en diíerenciarse. seguidas por las 

amocrinos. bipolares. horizontales y por último los fotorreceptores. Lo 

aparición del los sinopsis. así como lo presencio de los diferentes 

neurotransmisores. corresponde con la aparición de los distintos tipos 

celulares y lo formación de los sinopsis correspondientes (Fung. et al. 1982; 

Grun. 1982; More. 1986). Sin embargo aun no se conocen con precisión los 

distintos líneos celulares. ni el tiempo en que el precursor adquiere 

característicos morfológicos y fisiológicos definidas. 

NEUROTRANSMISION 

La comunicación entre las diferentes neuronas se llevo o cabo en lo 

sinopsis que se considero una unidad anatómico exclusivo de las células 

nerviosos. Esta sinopsis puede ser de dos tipos. eléctrico y químico. Lo 

transmisión preferente en lo retino es de tipo químico. Esto se llevo o cabo 

mediante la liberación de una molécula al espacio intersináptico. la cual. 

al interactuar con un receptor en la membrana de lo célula postsináptico. 

genero una señal eléctrico que puede ser transmitido o lo siguiente célula. 

Paro poder considerar cualquier molécula como neurotransmisor. 

éste debe de cumplir ciertos características que pueden resumirse de lo 

siguiente manero (Werman.1966). 



o) Estor presente en los sinopsis donde supuestamente ejerce su 

acción. 

b) En lo sinopsis deben existir mecanismos de síntesis y degradación 

del supuesto neurotransmisor. 

e) Ser liberado de lo terminal sinóptico por estimulas despolorizontes 

d) El compuesto debe producir cambios eléctricos en lo membrana 

postsináptico similores a los que provoco lo liberación del transmisor 

natural. con idénticos propiedades en cuanto a conductancia a los 

especies iónicos que participan y con lo mismo sensibilidad 

farmacológico. 

e) Ser inoctivado o nivel sinóptico ya sea por transformación 

químico. difusión o recaptura. 

En la retina. uno variedad de compuestos reúnen estas 

coracteristicas. así se consideran como posibles neurotransmisores o la 

acetilcolina (Ach). al glutamato. ol asportato. lo glicina. ol ácido-gamma 

aminobutírico (GABA}. etc. Se tiene evidencia que lo Ach y dopomino son 

sustancias neurotransmisoras retinianos. liberados de diferentes 

poblaciones de células amocrtnas. el glutámico y/o el ospártico son 

neurotransmisores liberados de los fotorreceptores. las células bipolares y 

las ganglionares. Los ominoácidos GABA y glicina se liberan de neuronas 

inhibidoras: células horizontales y amacrinas (Margan. 1985). 

Lo función de estos neurotransmisores inhibidores en la modulación 

de to transmisión de tipo horizontal en la retino aún requiere de mayor 

estudio. 
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LA GLICINA 

Lo glicina. el ominoócldo estructuralmente más sencíllo. odemós de 

constituir porte de las proteínas. es metobólicomente activo. participo en 

lo síntesis de bases púricos y de otros aminoácidos. 

Adicional o su función metabólico. lo glicina se considero como un 

neurotransmisor inhibidor en diferentes áreas del SNC .. incluyendo la retino 

(More. 1985). 

Los niveles de este aminoácido en la retino de varios especies vorion 

de 1 o 7 µmol/g. valores semejantes o los encontrados en lo médula 

espinel de los vertebrados (3 y 5 µmol/g). 

Lo glicina se forma o partir de lo serino. de lo cual se conocen dos 

rutas de síntesis: uno fosforiloción. que utilizo lo deshidrogenaso del ácido 

fosfoglicérico. y por la deshidrogenación del D-gliceroto. La primera 

reacción ha sido demostrada en extractos libres de células. y es 

probablemente lo ruto principal de síntesis. yo que está ampliamente 

distribuida en los diferentes regiones del SNC. Lo enzima que participo en 

esta reacción catoliza la oxidación del 3-fosfoglicerato. dependiente de 

NAD. la síntesis de la serina se completa por subsecuente tronsaminoción 

e hidrólisis (Fig. 5). Esta reacción es catolizada por lo serina hidroximetil 

tronsferasa (SMHT} y requiere la presencia de fosfato de piridoxal (FP). 

tetrohidrofo~oto (FH4) y iones de manganeso (Solceda 1988). Esto enzima 

se presenta en todos los tejidos. sin embargo en el tejido nervioso. incluida 

la retina. su actividad es de dos a tres veces mayor con respecto o tejidos 

no glicinérgicos (More. 1985). 
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Son varios los estudios que indican que lo glicina funciona como 

neurotransmisor en la copa plexiforme interno de la retina de los 

mamíferos. Los estudios outorradiográficos demostraron que la glicina se 

acumulo en los células omocrinos. ganglionares y por ciertos células 

bipolares en la retina del gato (Pourcho y Goebel. 1990). En las retinas de 

los peces y anfibios. lo glicina parece actuar como neurotransmisor en la 

capas plexiformes externo e interno. Lo glicina se acumula en Ja capo 

plexiforme externo en sitios discretos en la retino del pez dorado (More. 

1985). Xenopus (Rayborn et al. 1981) y la rana (Marshall y Voaden. 1976: 

Salceda. 1988). Así mismo lo glicina afecto los potenciales de membrana y 

lo respuesta o la luz en tos células horizontales de peces y de Xenopus 

(Negishi y Drijan. 1979: Wu y Dowling. 1980 y Stone y witkowsky. 1984). 

Lo liberación de glicina por estimulación eléctrico. lumínico y 

despolarizante se ha demostrado en lo retino de varios especies (Bouer. 

1977; Salceda. 1989: López-Colomé et al. 1978a. 1978b). 

El efecto postsináptico de la glicina. es mediado por la 

presencia de un receptor que es un canal de CI-. el cual es ontogonizado 

especificomente por estricnina. Los estudios imnunohistoquimicos han 

revelado la presencia del receptor postsináptico de glicina en la zona 

interna de la retina de los mamíferos (Grünert y WOssle. 1993) y en ambas 

copas plexiformes de la retina de lo rano (Pérez-León y Salceda. 1995). 

Adicional al efecto hiperpolarizante de la glicina. mediado por el 

receptor postsináptico sensible o estricnina. se ha demostrado que ésto 
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actúo como coogonlsto del glutomoto en los receptores de tipo N-metll­

D-osportoto (NMDA) (Johnson y Ascher.1987). 

Los primeros estudios que demostraron lo existencia de un sistema de 

transporte de glicina capaz de eliminar o ésta del espacio sinóptico. se 

realizaron en lo médula espinal de diferentes especies de vertebrados 

(Neol y Pickles. 1969). Más tarde se encontró la presencio de dos sistemas 

de transporte uno de bajo afinidad presente en todos los tejidos. con uno 

Km = 923 µM y es conocido como sistema de transporte ''A''. que es 

inhibido por olanina y serina: y un sistema de transporte de alta afinidad 

asociado o neuronas. con uno Km = 26 µM {Legan y Snyder. 1972). El 

sistema de transporte de boja afinidad. está asociado al metabolismo 

general de los tejidos. que incluye su nutrición y procesos de 

destoxificoción. Mientras que el sistema de transporte de glicina. de alto 

afinidad. se considero que está asociado a lo eliminación rapido del 

neurotransmisor del espacio sinóptico (Legan y Snyder. l 972). 

Los sistemas de transporte de glicina de alto afinidad. se han descrito 

en lo médula espinal. en el cerebro. y en el tectum óptico de la rana 

(Dovidoff y Adoir. 1976; Müller y Snyder. 1978) osi como en la retina de 

varios clases de vertebrados (More. 1985) (Tabla 1). 

13 



Tablo l. Acumulación de glicina por el sistema de 

transporte de alto afinidad en tejidos del SNC. 

v....,. 
Tepdo Km(µM) (pmol/min/g) Referencia 

Médula espinal de 20 NOº Bennett et 

rato ª'· 1972 

Médula espinal de 26 NOº Oavidoffy 

rano Adair. 1976 

Brunn y 

Retino de conejo 28 150 Ehlnger. 

1972 

Vooden oC.?t 

Retino de rano 17 6 ª'· 1974 
Chlnylom. 

Retino del pez dorado 8 9 1980 

•No determinado 
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El uso de las técnicas de Jo biología molecular han permitido lo 

clonación de los transportadores de diversos aminoácidos. El primer 

transportador de aminoácidos que se clonó. secuenció y expresó fue el del 

GABA, que se obtuvo del cerebro de lo roto (Guastella et al. 1990) y 

siguiendo este método. posteriormente se han clonado otros 

transportadores incluyendo al de glicina (Smith et al.1992: Liu et al 1992: 

Guastella et al. 1992). 

Estos estudios han llevado a la identificación de dos familias de 

transportadores de neurotransmisores. Lo primero comprende al 

transportador de glutomoto acoplado a uno corriente de sodio y potasio. 

La segunda familia incluyen los transportadores del GABA. glicina. taurino. 

norepinefrina. dopomino y serotonino; estos transportadores son 

dependientes de sodio y cloro y no es necesario el ion K+ para su 

funcionamiento (Fig. 6)(Kanner.1994: Amaro y Kuhar. 1993: Rudnick y Clark. 

1993: Nelson y Lill. 1994: Worral y Willioms. 1994). 
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Figuro. 6 Representación de les 12 hélices tronsmembt"cnoles y los osas de los 

tronspor1odores. Tomado de Nelson y Ull( 1994). 

Los transportadores de lo segundo familia poseen uno identidad en 

secuencio del 30 o 65% y comporten similitud en estructuro. Están 

constituidos oproximadomente por 600 aminoácidos arreglados en 12 
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segmentos 1ronsmembronoles. su extremo omino y corboxilo son 

citoplosmicos. y contienen en esto región uno secuencio peq·ueño de 

ominoácldos con sitios posibles de fosforiloci6n y con uno gran oso 

potencialmente glucosilodo entre los helices 111 y IV. (Nelson y Lill 1994). 

Con base en esto homología. lo familia puede ser subdividido en 

cuatro subgrupos: o) transportadores de ominas b1ogénicos 

(norodrenolino, dopomino y serotonino); b) varios transportadores de 

GASA. taurino y creolino: c) transportadores de prolino y glicina: y d) los 

transportadores huérfonos. (Konner. 1994) 

Dos tipos de lronsportodores de glicina (GL YT) se han clonado: el 

GL YT 1 y el GL YT2. con un peso de SO o 70 y 90 o 11 O kDo. respectivamente. 

El GLYTl tiene tres variantes GLYTlo. GLYTlb y GLYTlc que difieren en su 

secuencia del amino terminal como resultado de un procesamiento del 

ARNm diferente (Fig. 6) (Smilh et al. 1992; Guoslello el al. 1990: Liu et al 

1992) 

Los transportadores GL YTl y GL YT2 presentan de un 48 a un 50% de 

homología en cuanto a su contenido de aminoácidos. Sin embargo varían 

entre si en su estructura terciario. especificidad de tejido y propiedades 

farmacológicas (Fig.7). Así el GLYTl se expreso en concentraciones altos en 

la médula espinal. tallo cerebral. diencéfolo y la retina de lo rota. y en 

menor grado en el bulbo olfatorio y los hemisferios cerebrales (Zafra et al 

1995). Para el GLYT2 su expresión esto restringida o lo médula espinal. tollo 

cerebral y cerebelo (Zofra el al 1995). 

17 



F'"tgu,.o 7. ESQuemo de lo estructu,.o secundario de los dos diterenles tipos de 

tronsportodOf"eS de alto ofink:lod de gllcino AJ GL YT 1 Y BJ GL YT2. 

En los últimos oños. se ho considerdo a los mensajeros introcelulores 

como posibles elementos regulatorios de los sistemos de transporte. 

Gomezo y colaboradores (1996}. demostroron en cultivos de ostrocitos. 

que los octivodores de lo proteína cinasa C (PKCJ regulan el transporte de 
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GABA: osi el forbol 12-miristroto 13-ocetoto (PMA) causó uno inhibición del 

transporte de GABA de manero dependiente de Jo concentración y del 

tiempo de incubación. Estos resultados se confirmaron en sinaptosomos de 

corteza cerebral de rota y en ovocitos de X. leovis, donde se observó que 

el 12-0-telrodeconoil forbol 13-ocetoto (TPA). otro octivodor de lo PKC. 

también inhibe Jo recaptura de GABA mediado por el transportador GAT-1 

(Osowo et al 1994). 

Gomezo y colooborodores (1996). demostraron que el GLYTl 

incorporado en lineas celulares de neuroblastomos (C6J es inhibido por 

ésteres de forbol. 

En lo retina de lo rana no se ha identificado lo presencia del GL YTl y 

el GLYT2. sin embargo reportaron que el GLYT1 está presente en células 

glioles y el GL YT2 en neuronas. (Jursky y Nelson. 1996) 
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OBJETIVO 

Con base en lo expuesto el presente trabajo tiene como objetivo lo 

coracterizoción del sistema de transporte de glicina de alto afinidad. en lo 

retino de la rana e identificar si en la retino el transportador de glicina es 

modulado por lo actividad de lo proteína cinaso e (PKC) o por segundos 

mensajeros como son los nucleótidos cíclicos y/o el calcio 
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METODOS 

Aislomiento del tejido 

Los retinas se obtuvieron de rones (Rano pipiens). adoptados 

previamente o lo obscuridad durante dos horas. bajo luz tenue rojo. los 

animales se sacrificaron por decapitación y se extrajo el globo ocular. éste 

se cortó o nivel ecuatorial. se separó lo porción anterior y con la ayudo de 

unos pinzas se aisló la retino. 

Los retinas uno vez aisladas se colocaron en Ringar Krebs­

Bicorbonoto (RKB) con uno composición (en mM) de NoCI 118: KCI 4.7: 

KH2P0.1.2: CoCl22.5: Mgso. 1.17: Glucoso 5.6: NoHC0,25 o un pH de 7.4. 

Aislamiento de sinaptosomos 

Los sinoptosomos se aislaron según el método reportado por 

Salcedo (1989). Las retinas en RKB se agitaron durante un minuto. con el 

objeto de eliminar los segmentos externos de los fotorreceptores: después. 

las retinas se homogenizaron al 1 0% en una solución de sacarosa 0.28 M y 

en presencia de MgSQ, 100 µM. El homogenado se centrifugó a 1,000 g 

durante 10 minutos. Se conservó el sobrenadante y el sedimento se 

resuspendió con el mismo volumen de la solución de sacarosa-MgSO,. Se 

repitió la centrifugación y el botón se conservó como la fracción Pl. 

enriquecida en sinaptosomas de la capa plexiforme externa. La mezcla de 

los sobrenadontes se centrifugó o 11,000g durante 20 minutos. el botón. 
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fracción P2. estó enriquecido en slnoptosomos correspondientes o 

terminales de lo copo plexiforme interno. 

Acumulación de glicina en lo retino 

Lo acumulación de glicino-3H se realizó o 37ºC en lo obscuridad. El 

tejido se incubó a diferentes tiempos en 1 mi de RKB que contenía glicino-

3H (0.25 µCi. New England Nuclear) o uno concentración final de 10 µM. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación respectivo se lavó et tejido a 

4°C. se pesó y digirió con 0.5 mi de dodecil sulfata de sodio (SDS) al 13 a 

4C°C durante 30 minutos. Una vez digerido el tejido se le agregaron 5 mi de 

Tritosol (Fricke. 1975) y lo radioactividad acumulado se determinó en un 

contador de centelleo liquido (Beckman. LS 1701 ). 

Acumulación de glicina-3H en las fracciones sinaptosomoles 

Lo acumulación de glicino-3H en las fracciones sinoptosomoles de lo 

retina de lo rana. se llevó a cabo incubándolas o 37ºC en RKB (36 o 80 µg 

de proteína/mi) en presencia de glicina-"H (10 µM). Después de 10 minutos 

de incubación se centrifugó o 1.000 rpm durante 30 segundos. el 

sedimento se lavó superficialmente con medio frío. Lo radioactividad 

incorporada se determinó por centelleo líquido como se mencionó. 

Cuando se estudió el efecto de diferentes drogas. éstos se 

agregaron al mismo tiempo que lo glicino-3H excepto cuando se indique 

lo contrario en el texto. El efecto de No• en lo acumulación de glicina se 
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estudió sustituyendo éste por cloruro de colino o cloruro de litio y por 

KHCO>. 

En los experimentos en que se estudió el efecto del pH en lo 

captación de glicina. se substituyó el NoHCO, por el HEPES (ócido N'-2-

etonolsulfonico N-2 hldroxietilpiperozino). 

Lo estourosporino y el forbol 12-miristroto 13- acetato (PMA) se 

disolvieron en dimetilsuJfóx.ido (OMSO) y la concentración final de éste en 

el medio fue de 0.013. concentración o lo que no tuvo efecto sobre lo 

acumulación de gllcina-3H. 

Determinación de nucleótidos cíclicos 

Los niveles de los nucleótidos cíclicos AMPc y GMPc. se 

determinaron en estratos perclóricos por un método de 

rodioinmunoensoyo. utilizando los reactivos comerciales de Amersham 

Determinación de proteínas 

Lo concentración de proteínas de los fracciones sinoptosomoles se 

determinó de acuerdo al método de Lowry (1951). (se uso uno solución de 

albúmina como estándar). 
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RESULTADOS 

Lo ocumuloción de glicino-3H fue lineal durante los primeros 10 

minutos y alcanzo los niveles máximos o los 20 minutos de incubación (17.8 

nmol/mg)(Fig. 8). 

Con el objeto de conocer la dependencia del Na• en Jo 

acumulación de glicina-3 H se probaron diferentes concentraciones de éste 

en el medio de incubación. Lo ausencia de Na• causó uno inhibición del 

1003 en la acumulación de glicino-3H. Se requiere 70 mM de Na• poro 

obtener el 50% de la acumulación máxima de glicina-3H. La substitución de 

éste por cloruro de litio no permitió lo acumulación de glicino-3H (Fig. 9). 

Por medio del programo inplot4. se calculó el coeficiente de Hill de los 

datos presentados en lo figura 9 y se encontró que el número de sitios 

para No• en el transportador es de 2. 

El transporte de glicina-3H se inhibió en un 403 en presencio de 1 mM 

de N-mefilglicino (sarcosina). inhibición que no aumentó aún a 

concentraciones diez veces mayores (Fig. 10). Lo estricnina. antagonista 

del receptor postsináptico de la glicina. no afectó la acumulación de 

glicina-"H (Fig. 11 ). 

Con el fin de saber si el transportador de glicina está modulado por 

segundos mensajeros. se probaron diversos compuestos que modifican los 

niveles de nucleótidos cíclicos (AMPc y GMPcJ y drogas que inhiben la 

actividad de la PKC. 
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Lo ocumuloción de glicina..3H aumentó en un 70% en presencio de 

1 mM de teofilino. la cual se conoce que elevo los niveles de los 

nucle6tidos cíclicos por inhibir lo actividad de lo enzima que los convierte 

en AMP y GMP (lo fosfodiesteroso). Sin emborgo ni lo forskollno. octlvodor 

de la adelinoto ciclase enzima que catolizo lo formación del AMPc a partir 

de ATP. ni lo IBMX (isobutil-metll-xontlno) lnhibldor de lo fosfodiesteroso 

tuvieron efecto en lo ocumuloci6n de gllclno-3H. 

La acumulación de glicino-3H no se modificó en presencia de 

estourosporino o de diferentes concentraciones de PMA. aún sl estos 

drogas se adicionaron 45 minutos antes que lo glicino-3H. Resultados 

similores se obtuvieron en lo retino de la rota (Tablo. 11) 

El pH no parece afectar el sistema de transporte de glicino-3H. yo 

que cuondo el medio se ocidificó (6.5) o olcolinizó (7.9) lo ocumuloción de 

glicina no se alteró. Asimismo el calcio no parece influir en el transporte de 

gliclno-"H. pues to presencio de 2 mM de EGTA o del ionóforo de colcio 

A23187 (19 µM). no modificoron los niveles de ocumuloción de glicino-"H 

en lo retino (Toblo. 111) 

La acumulación de glicino-3H en los fracciones sinoptosomoles Pl y 

P2. presentó saturación en función del tiempo de incuboci6n y alcanzó a 

los 10 minutos de incubación. valores de 1.58 y 2.29 nmol/mg proteína 

respectivamente. 

Esta acumulación no se modificó en presencio de teofilina (1 mM). 

forskolino (10 µM). PMA (0.5 µM) o estourosportno (1 µM) (Tablo. IV). 
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El efecto de Jo sorcosino en Jo acumulación de glicino-3H se estudió 

o dlfererntes concentraciones. y se observó uno ICso de 40 µM y 60 µM en 

los fracciones sinoptosomoles PI y P2 respectivamente (Ag. 12). 
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Tablo 11. Efecto de vorios f6rmocos en lo acumulación de gllcino-'H en lo 
retino. 

ACUMULACION (nmol/gr) 

FARMACOS 5 minutos 20minutos 

Control 7.31 ±0.32 17.8±1.46 

Teofilino (lmM) 13.0± 1.5• 29.1 ±2.9• 

Foskolino (10 µM) 6.16 ±0.39 17.35±2.16 

IBMX(lmM) 7.81±1.14 17.51±1.53 

Lo acumulación de glicino-'H ( 1 OµM ) se realizó en lo retina o 37"C. o los 5 
y 20 minutos de incubación. Los resultados son el promedio de 10 
experimentos independientes± error estondor. • p < 0.001 
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Tabla 111. Efecto del pH o del co•• en la ocumufoción de glicino..3H en lo 
retino. 

ACUMULACJON fnmol/orl 

Control 17.8±1.46 

pH6.5 16.5±3.7 

pH 7.9 18 ± 4.4 

EGTA 16.8±3.0 
12mMI 

A23187 19 ±2.5 
(19µM) 

Lo acumulación de glicino-3H (10 µM ) se realizó a 37ªC~ o los 20 minutos 
de incubación. Los resultados son el promedio de 4 experimentos 
independientes ± error estandor. 

JO 



Tablo IV. Efecto de diferentes fármacos en lo ocumuloclón de glicino-"H en 
los frocciones sinoptosomoles de lo retino Pl y P2. 

ACUMULACION (nmol/mg proteína) 

FAR MACOS Pl P2 

Control 1.58±0.12 2.3±0.26 

Teofilino ( 1 mM) 1.49±0.19 2.29 ±0.27 

Forskolino 
1.32 ±0.44 1.80 ± 0.14 

(lOµM) 

PMA(SµM) 1.27±0.34 1.97 ± 0.16 

Estourosporino ( 1 µM) 1.42±0.29 1.92±0.13 

-- -- - -
Lo ocumuloción de glicino-"H ( 1 o µM) .se reolizá duronte lo minutos o 37ºC. 
Los resultados son el promedio, de- 5 experimentos independientes ± error 
estándar. 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

De acuerdo con Wermon (1966) una de los característicos paro 

considerar o un compuesto como neurotransmisor es lo presencio de 

mecanismos especiricos para su eliminación del espacio sinóptico. yo sea 

por medio de uno actividad enzimotica que degrade el neurotransmisor o 

bien por un mecanismo de recapturo. Este último se considero que ocurre 

o través de un sistema de transporte de alta afinidad dependiente de Na•. 

Lo dirección del transportador depende del gradiente de Na• a través de 

lo membrana. y por fo tonto depende de lo actividad de lo ATPoso de 

No•/K• (Müller y Snyder. 1978; Kuhor y Zarbin. 1978) 

Algunas estudios previos realizados en el laboratorio demostrar .... ·-.. en 

la retino de fo rana. lo presencio de un sistema de transporte especifico y 

de alto afinidad para lo glicina-.JH (Salceda. 1989}. En el presente trabajo 

se determinó que la acumulación de glicina depende de la presencio de 

Na•. Jo acumulación máxima de glicina-.JH se observó a uno 

concentración de 100 mM en el medio de incubación. El requerimiento de 

Na• es absoluto y éste no es substituido por u· (Fig. 9}. Es interesante que el 

transportador de glicina. presente en lo retina de la rano. tenga un sitio 

poro glicina (Salcedo. 1989) y 2 poro No• (éste lrabojo). Zofra reportó que 

el transportador de glicina en el cerebro tiene uno estequiometrio de 2 

No• por uno molécula de glicina. Así mismo. el efecto del Na• en la 

acumulación de glicina sugiere que puede ser un mecanismo cooperativo 

(Fig. 9). 

lS 



El hecho de que lo ocumuloción de gllclno-"H no se modificó por 

cambfos en el pH ni por lo presencio de ca··~ sugiere que lo acumulación 

de glicina en lo retino está mediado por el mismo tipo de transportador 

reportodo en lo médula y/o cerebro ( Lul et ol 1992) 

Lo coroctertzoción del sistema de transporte de glicina de cito 

afinidad en el SNC se ha realizado mediante el uso de drogas y análogos 

estructurales. Se considera o la sarcosina como el mejor inhibidor del 

transporte de glicina de alfa afinidad. sin embargo este análogo 

estructural causo uno inhibición parcial del 65% o concentraciones de 

sorcosina 100 veces mayores que la constante de afinidad del 

transportador por glicina (Johnson y Jversen. 1971). De acuerdo con estos 

resultados en lo retina de la rano la sorcosina ( 1 mMJ causó uno inhibición 

del 403 en lo acumulación de glicina {Fig. 1 O } . Lo sarcosina inhibió en 

uno proporción diferente la acumulación de glicina en los fracciones 

sinoptosomoles de lo retino de la rano. esta diferente susceptibilidad o la 

sorcosina sugiere la existencia de distintos sistemas de transporte de glicina 

en Jos copas plexiformes externo e interno de lo retina de lo rano. Por otra 

porte existe evidencio de que el transportador de glicina Gl YT2 no se 

inhibe por sorcosino. o diferencio del GL YTl ( Liu el al 1993) 

La eliminación del neurotransmisor del espacio sinóptico depende. 

aparentemente. de la actividad del transportador. por lo que resulta obvio 

que esta actividad debe estor regulada. Efectivamente estos proteínas 

presentan posibles sitios de fosoforilación. como se ha reportado poro el 

GABA •. poro el coso del GLYTJ se conocen 3 sitios posibles de fosforilación 
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(Guastello et al 1992). Gomeza et ol (1995) reportaron que el transportador 

de glicina GLYTl clonado de médula espinal y expresodo en células de 

origen glial. presento una regulación negativa mediada por lo PKC. Este 

efecto se debe a que estas proteínas tienen residuos que pueden ser 

fosforilados. principalmente de serina. Recientemente algunos estudios 

inmunohistoquimicos demostraron lo presencia del GLYTl en la retina de la 

rota (Zofra et al. 1995) 

Nuestros resultados no concuerdan con lo reportado por estos 

autores. yo que el PMA (activodor de la PKC).o una concentración 200 nm 

o 1 µM o de estaurosporina l µM (inhibidor de lo PKC) no tuvieron efecto en 

lo acumulación de glicina-3H en la retino de la rana. ni en fracciones 

sinaptosomoles de ésta ni en la retina de lo rata albino. 

Estos resultados no indican uno deficiencia en nuestro procedimiento 

experimental. ya que en nuestros condiciones. el PMA causó una inhibición 

en la acumulación de GABA-3H en la retina de lo rata. de igual manera o 

lo reportado por el grupo de Corey y colaboradores (1994). Congruente 

con nuestros resultados recientemfitnte Dowd y Robinson (1996}. reportaron 

que el GL YTl expresado en células C6 no es modulado por lo presencia de 

PMA. 

El transporte de glicina en la retino de to rana puede presentar otros 

tipos de regulación. El aumento en lo acumulación de glicina observado 

en presencio de teofilina (Tabla. 11) podría explicar un regulación en lo 

actividad del transportador de glicina por medio de la actividad de la 

proteína cinosa A (PKA). yo que se ha demostrado que lo teofilino 

incremento los niveles de AMPc. debido a que es un inhibidor de lo 
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fosfodiesteroso y un agonista de los receptores de adenosino tipo A 1 

(Thompson. 1991). 

Nuestro resultados apoyan lo presencia de un sistema de transporte 

de glicina de alto afinidad. dependiente de No• y que es sensible o 

sorcosino. 

Sin embargo y debido o que lo caracterización farmacológico y 

estequiometrfco de los transportadores GLYTJ y GLYT2 es limitado. no 

podemos definir cual de ellos existe en lo retino. Aunque los estudios 

inmunohistoquírnicos demostraron la presencia de GLYTJ en Jo retina de la 

rota (Zafra et al 1995} y este transportador se modulo por PKC en células 

de glioma .. nosotros al igual que Dowd y Robinson no confirmamos este 

tipo de regulación. Nuestros resultados sugieren que en lo retino de lo rano 

o no existe el GLYTJ o éste se regulo de manera diferente al de la medula 

espinal. 
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