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ABREVIATURAS.
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KA = Kainato.

MK-801 = Dizocilpina.

mGluR = Receptor metabotrépico glutamatérgico.
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NMDA = Acido N-metil-D-aspartico.

ODC = Ornitina descarboxilasa

R1, R2 = Subunidades del receptor tipo NMDA

SDS = Dodecil sulfato sodico

SNC = Sistema nervioso central.
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I. RESUMEN.

Recientemente se ha propuesto que poliaminas endégenas, como la
espermina y la espermidina podrian funcionar como neuromoduladores en
la transmision sinaptica, puesto que estimulan o inhiben varios procesos
mediados por receptores ionotropicos, tanto aniénicos como catiénicos, en
preparaciones bioquimicas y electrofisiologicas. Su interaccion con los
receptores de NMDA genera diferentes respuestas, lo que sugiere la
- presencia de mas de un sitio de unién para dichas moléculas en este
receptor canal. Algunos de estos efectos son la llamada "estimulacion
dependiente de glicina”, que consiste en un aumento en la afinidad del
receptor por la glicina y la "estimulacion independiente de glicina”, en la
que a concentraciones saturantes de glicina las poliaminas incrementan la
corriente entrante en condiciones normales, o la unién de bloqueadores de
canal posiblemente por el aumento de la frecuencia de aperturta del
mismo.

En este trabajo, empleando membranas sinaptosomales de las capas
plexiformes de la retina de pollo, se encontro un efecto inhibidor de la
espermina sobre la unién de glicina-H’> que se correlaciona con los
receptores de tipo NMDA. La espermina inhibe dicha unién en forma
dependiente de la concentracidén y de manera no competitiva, sugiriendo
asi que en este tejido estos receptores presentan caracteristicas de

modulacién distintas a las que se conocen en el sistema nervioso central

(SNC).



1. INTRODUCCION.

1. Metabolismo de las poliaminas

Las poliaminas enddgenas tales como la putrescina (diaminobutano)
y sus derivados, espermidina y espermina son moléculas policationicas
que se encuentran en todos los seres vivos. Estos policationes interactan
con moléculas cargadas negativamente como lo son algunas proteinas,
acidos nucleicos y fosfolipidos, ya que presentan cargas positivas
distribuidas a lo largo de la cadena flexible que forma el esqueleto de la
molécula (Figura 1).

Se ha propuesto que estas poliaminas desempefian multiples
funciones en el proceso de crecimiento celular y replicacion (Seiler, 1981),
debido a que in vitro estas moléculas afectan a todas las reacciones que
involucran acidos nucleicos, como la replicacion, transcripcion y la
traduccion de la informacién genética. Dentro de este contexio se tiene
evidencia de la participacion de las poliaminas en el crecimiento de
tumores, por lo que esta en estudio la sintesis de inhibidores especificos de
{a biosintesis de éstas moléculas, favoreciendo asi el cese de la
proliferacién celular y manteniendo a las células en la fase G1 del ciclo

celular (Seiler, 1981). Por otro lado, también se ha encontrado que
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especificamente la espermina y la espermidina posiblemente funcionan
como neuromoduladores o neurotransmisores en el sistema nervioso
central (SNC) (Seiler, 1981; Rock y McDonald, 1995).

En los mamiferos la putrescina se forma exclusivamente por la
descarboxilacion de la omitina mediante la enzima ornitina descarboxilasa
(ODC), mientras que la espermidina se origina por la transferencia a la
putrescina, con la ayuda de la enzima espermidina sintasa, de un grupo
propilamina que tiene su origen en la adenosilmetionina; si la espermidina
recibe otro grupo propilamina por medio de la espermina sintasa entonces
se produce espermina (Figura 2). Estas reacciones son reversibles y el paso
limitante en la biosintesis de estas poliaminas es la conversion de la
ornitina en putrescina por la ODC, por lo que es de esperarse que los
niveles intracelulares de estas moléculas dependan de la sintesis y
actividad de dicha enzima. La ODC es una enzima dependiente de fosfato
de piridoxal, no siendo asi las dos aminopropiltransferasas (espermidina
sintasa y espermina sintasa}, que son enzimas que no requieren un cofactor
para su catalisis. Estas dos ultimas enzimas se encuentran en mayor
proporcion en el cerebro en comparacidn con otros tejidos (Raina et al.,
1976), apoyando asi la idea de que las poliaminas en este tejido no sélo

estan involucradas en procesos de crecimiento y replicacion celular



coo-
ATP PP, H,N—C—H

N\ / ('IJH2 S-Adenosilmenionina
|

i
*${ Rdenes |
.
CHy NH,
HyN—CH,—CH,—CH,—CH—~COO~  Omitina
adaMet
descarboxilasa {~+ COp PLP
Orniting
descarboxilasa [~ COy
HaN‘—'CHn + +
{ HyN—(CHg},—NH, Puirescina
i
(.:H" pmpiminoum.d:r?s:l\
“${ oo | I~ ity Adensi ]
|
CH,4 Metiltioadenosina
AdoMet
g . .
d“““’r xilada HyN—(CH,);—NH—(CH,),—NH, Espermidina
mavihmimltam
~—— CH;—§

*
HaN—(CH,); —NH—(CH,), —NH—(CH,)y —-I:iHa

Espermina

Figura 2. Ruta metabolica para la sintesis de poliaminas endogenas a

partir de la ornitina en celulas de mamiferos.



durante el desarrollo, sino que también participan en la transmision
sinaptica. Contrario a ésto, se ha reportado que la concentracién de
poliaminas en el cerebro es del mismo orden de magnitud que en otros
tejidos, por lo que no pueden alcanzarse conclusiones acerca de la funcién
de estos compuestos basindose Unicamente en datos de distribucién
(Seiler, 1981). Por otra parte Harman y Shaw (1981), utilizando rebanadas
de corteza cerebral de rata, demuestran la presencia de dos sistemas de
captura de espermina de alta afinidad y con caracteristicas similares a las
observadas en los sistemas de transporte para los neurotransmisores
noradrenalina y 4cido y-aminobutirico (GABA). Ademas Fage er al. (1992)
demuestran que hay liberacidn selectiva al medio extracelular de
espermina y espermidina por la activacion de receptores de tipo NMDA en
el cuerpo estriado de rata, por lo que la participacion de estas moléculas
como neuromoduladores o neurotransmisores cada vez tiene mas
aceptacion.

La espermina estd concentrada en estructuras del SNC ricas en
células nerviosas, mientras que en la materia blanca, la médula espinal y en
nervios periféricos a espermidina se encuentra en mayor cantidad, al igual
que la putrescina (Seiler, 1981). Seiler y Lamberty (1975) encontraron que
en el desarrollo del SNC los niveles de putrescina son elevados; acorde

con esto Williams-Ashman y Canellakis (1979), asi como Jinne er al.



(1978), reportaron que el maximo de la actividad de la ODC en el cerebro
corresponde con el momento en que se tiene la maxima proliferacién de
células nerviosas.

Las propiedades farmacologicas de la espermina y espermidina en el
SNC son cualitativamente las mismas con la diferencia de que la primera
actia a concentraciones mas bajas. La putrescina también produce alguno

de los efectos de estas dos poltaminas pero a concentraciones elevadas.

2. Efecto modulador de las poliaminas sobre proteinas membranales
del sistema nervioso central.

Se tiene evidencia de que la espermina y la espermidina, asi como
politaminas que funcionan como toxinas en el sistema nervioso, interactan
con componentes estructurales de la membrana plasmatica como las
proteinas y los fosfolipidos. Estas poliaminas estabilizan la membrana
celular al interactuar con los fosfolipidos que la componen (Ballas et al.,
1983), posiblemente ocasionando la modulacién indirecta de la actividad
de proteinas membranales tales como los canales i6nicos, enzimas y
j proteinas G. También se ha reportado que estas moléculas modulan
directamente a canales cationicos tanto dependientes de voltaje (Scott et
al., 1993; Johnson, 1996), como activados por ligando (Ransom y Stec,

1988; Kerry er al.,, 1988). Asimismo existen resultados que indican que
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dichas poliaminas modifican la actividad de canales anionicos como el
receptor de GABA (Scott et al., 1992).

Los mecanismos por los cuales las poliaminas modulan directa o
indirectamente a estas proteinas membranales no estan bien estudiados,
pero en general se han propuesto mecanismos que involucran, como ya se
menciond, a ]a membrana plasmatica, asi como procesos de bloqueo de
canal ¢ interaccion directa con las proteinas tanto del lado extracelular

como del intracelular.

3. Los receptores a amino#cidos excitadores.

Los neurotransmisores pueden ser clasificados como excitadores o
inhibidores dependiendo de su efecto sobre las células blanco, ya sea
despolarizacién o hiperpolarizacién. Dentro de este contexto, los
aminoscidos glutamato y aspartato se han propuesto como los candidatos
mas idéneos para ser los transmisores excitadores por excelencia en el
SNC (revisado en Somohano y Lopez-Colomé, 1990). Estos aminoécidos
interactian en el SNC con tres tipos de receptores que deben su nombre a
un analogo del aspartato, el N-metil-D-aspartato (NMIDA), que se une a un
tipo y no con los otros; de esta manecra estos receptores, llamados
ionotrépicos se han agrupado en: receptores de tipo NMDA (que en otro

apartado se revisaran) y receptores de tipo NO-NMDA. Asimismo existe

11



un grupo de receptores metabotrépicos de glutamato. Los ionotropicos se
caracterizan por estar acoplados a un canal catiénico inespecifico,
principalmente de Na® y de K' (aunque ciertas combinaciones de
subunidades generan canales permeables también a Ca’"), mientras que los
metabotropicos inducen a través de la activacion de una proteina G, la
hidrélisis del fosfatidil inositol bifosfato y la activacién o inhibicion de la
adenilato ciclasa. A los receptores ionotropicos de tipo NO-NMDA
también se les ha clasificado de acuerdo con el agonista mas potente para
cada tipo, teniendo asi a los de Kainato (KA) o de AMPA {(a-amino-3-
hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato). La activacion de los receptores
AMPA/KA no depende del voltaje y genera una respuesta rapida y de corta
duracion (revisado en Somochano y Lopez-Colomé, 1990; Lopez-Colomé,
1995).

Los receptores ionotropicos de tipo NO-NMDA agrupan a nueve
subunidades proteicas (GluR). Estas subunidades poseen cuatro segmentos
transmembranales, aunque el segundo no atraviesa la membrana
plasmatica, quedando el grupo carboxilo terminal en el [ado intracelular y
el amino en el extracelular. Dichas subunidades se pueden agrupar por la
homologia entre ellas asi como por su afinidad por AMPA o KA. De la
cadena GluR1 a la GluR4, ademas de mostrar un alto grado de similitud

entre si, muestran alta afinidad por el AMPA y baja por el KA; mientras
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que las cadenas GluRS a GluR7, presentan mucha similitud entre ellas pero
no asi con las de la otra serie, ademas de tener una afinidad moderada por
el KA (revisado en Lépez-Colomé, 1995). Es probable que estas tres
altimas subunidades estén formando, junto con dos subunidades a las que
se ha denominado KAl y KA2, los receptroes de tipo KA (revisado en
Huettner, 1997).

Dentro de esta familia de subunidades la GluR2 determina las
propiedades de permeabilidad y de conductancia de! canal catiénico. Esta
cadena contiene un residuo de arginina en su segundo segmento
transmembranal, mientras que las otras subunidades GluR poseen una
glutamina en la misma posicién. Dentro de este contexto también se tiene
informacion que indica que al menos cuatro subunidades de los receptores
AMPA presentan un segmento, de 9 a 11 aminoacidos, después de la
seccion transmembranal 4, que determina dos distintas conformaciones
denominadas “flip” y “flop”, que le confieren diferentes propiedades
farmacologicas y cinéticas a las corrientes idnicas inducidas por L-
Glutamato y AMPA, pero no asi las que son inducidas por el KA (revisado
en Laopez-Colomé, 1995), v que se expresan de manera diferencial en el
tiempo y en el espacio.

Dentro de los receptores metabotropicos de glutamato (mGluR) se

han identificado hasta la fecha ocho diferentes subunidades codificadas por

-
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distintos genes, ademas de dos variantes producto del corte selectivo post-
transcripcional que sufre la subunidad mGluR1. Las subunidades de la
familia de mGluRs tienen siete segmentos transmembranales y un dominio
extracelular amino terminal considerablemente largo. Las cadenas 1 y 5
estan acopladas a la hidrélisis de fosfoinositidos, mientras que las cadenas
2,3, 4 y 6 lo estan a la inhibicidn de la adenilato ciclasa. También se tiene
evidencia de que estos receptores participan en la producciéon de 6xido
nitrico asi como en la activacion de protoncogenes y modulacién de

canales ionicos (revisado en Lopez-Colomé, 1995).

4. Los receptores a NMDA: caracteristicas moleculares.

Los receptores del tipo NMDA estan ampliamente distribuidos en el
SNC. Estos complejos proteicos son estructuras pentaméricas formadas por
dos tipos de subunidades: la NMDARI (R1) y la NMDAR2 (R2), que
presentan cuatro dominios transmembranales en la misma posicién que los
receptores de tipo AMPA/KA. Es probable que también existan receptores
homomeéricos constituidos inicamente por subunidades RI, pero por
medio de la clonacion molecular se comprobd que estos receptores son de
baja actividad (Monyer et al., 1992; Kutsuwada et al., 1992, Meguro et al.,

1992; Nakanishi, 1992; Ishii er al., 1993).



La familia R1 comprende ocho diferentes subunidades que son
producto del empalme alternativo que sufre el mRNA del gen que codifica
para dicha subunidad (Rla-h), mientras que las cuatro subunidades que
constituyen a la familia R2 se originan a partir de cuatro genes diferentes
(R2A-D). Las posibles combinaciones de ensamble entre las diferentes
subunidades de las dos familias existentes, le confieren al receptor
propiedades farmacolégicas particulares que in vivo se han podido
distinguir en las diferentes regiones del SNC (Monyer et al., 1992), asi
como en diferentes etapas del desarrollio (Subramaniam et al., 1994).

Los receptores de NMDA tienen sitios de union para glutamato, que
actla como neurotransmisor; para un coagonista, que en este caso es la
glicina; para bloqueadores de canal abierto y para el Zn®". Las poliaminas
como la espermina y la espermidina modulan la actividad del receptor
(Ransom y Stec, 1988; Ransom y Deschenes, 1990; Benveniste y Mayer,
1993; Williams et al., 1994; Rock y McDonald, 1995). En estado de
reposo el canal esta bloqueado por Mg y sélo cuando la membrana esta
suficientemente despolarizada puede haber corriente entrante tanto de Na®
como de Ca** (Figura 3). Es importante mencionar que la sustitucién de
una asparagina por una glutamina en el segundo dominio

transmembranal de las subunidades R1 y R2 regula respectivamente
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Figura 3. Activacion de los receptores de NMDA. (A) Cuando las

neuronas estin cerca de su potencial de reboso, la corriente 16nica fluye
principalmente a través de los receptores de tipo AMPA/KA (Q/K) debido
a que los de tipo NMDA estan blogueados por un ion Mgz". (B) Cuando la
celula se despolariza {por la activacion de los receptores de AMPA/KA) el
cambio en el potencial de membrana produce la salida del Mg del canal,
permitiendo la entrada de Ca™ a la célula cuando e! receptor de NMDA ha
sido activado por glutamate (Glu). La glicina incrementa la probabilidad
de apertura del canal de los receptores de NMDA acuvados por el

glutamato.



la permeabilidad al Ca® y el bloqueo por Mg?* (revisado en Lépez-
Colomé, 1995).

Un tema actual de gran discusion es la naturaleza estructural de
estos receptores, que se piensa, como ya se menciond, forman un complejo
pentamérico que esta consituido en su forma nativa por subunidades R1 y
R2. Wafford et al. (1993) propusieron que e! arreglo estructural de estos
receptores posiblemente esté dado por tres diferentes subunidades, una R1
y dos variantes de la R2, contrario al esquema que se tenia, en el que sélo
se contemplaba una estructura heteromérica constituida por la subunidad
R1 y una sola variante de las subunidades R2 para formar el pentamero.

Lynch et al. (1994) han propuesto que la subunidad R]1 (Rla} es la
encargada de formar el sitio de union para antagonistas de la glicina, y que
la subunidad Rla mds la R2A son necesarias para la formacion de
receptores con sitios de unién para antagonistas del glutamato, asi como
sitios para bloqueadores de canal como el MK-801 (malato de dizocilpina).
Es importante tener en cuenta que estos resultados son muy particulares, ya
que no se hizo un estudio mas amplio con las diferentes subunidades que
se han descrito. Ademas Moriyoshi et al. (1991), de acuerdo con otros
grupos, demuestran {a formacion de un canal y de sitios de unién para
agonistas de! glutamato en receptores homomeéricos constituidos por

subunidades R1. Es probable que estas contradicciones se deban al tipo de
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células que usd cada grupo para obtener las clonas, o bien, a las
subunidades que se analizaron en cada estudio.

Con respecto a las poliaminas espermina y espermidina, Lynch er
al (1994) sugieren que para que el receptor sea sensible a estas moléculas
es necesario que coexistan la subunidad Rla con alguna R2, mientras que
Guylaine er al. {1993) demuestran que receptores homoméricos Rl
adquieran sensibilidad a la espermina, por la presencia de un inserto 5', que
puede perderse en algunas subunidades R1 por el empalme alternativo. Por
otro lado Traynelis et al. (1995) ademas han demostrado la existencia de
un sitio de inhibicién con el que interactian protones, que aparece cuando
no existe el exdn cinco en la subunidad R1, asi como su modulacién por
poliaminas a través de dicha subunidad. En este contexto, se ha propuesto
que se requiere de la inclusion de una variante de R1, como Rlia, en
receptores heteroméricos para la estimulacion provocada por las
poliaminas, pero la manifestacion de esta estimulacién esta controlada por
el tipo de subunidad R2 presente en el receptor (Williams et al, 1994). Asi
se puede considerar a la subunidad R| como un componente que le
confiere al receptor sus propiedades basicas, y a la subunidad R2 como una

estructura moduladora.



5. Efecto modulador de las poliaminas sobre los receptores de tipo
NMDA.

Las poliaminas modulan la actividad de los receptores de NMDA
posiblemente a través de varios sitios de unién, ya que tienen multiples
efectos sobre estos receptores (Figura 4). Algunos de estos efectos son la
llamada "estimulacién dependiente de glicina", que consiste en un aumento
en la afinidad del receptor por la glicina (Ransom er al., 1990); y la
"estimulacion independiente de glicina", en la que a concentraciones
saturantes de glicina las poliaminas incrementan la corriente entrante en
condiciones normales, o 1a unién de bloqueadores de canal posiblemente
por ¢l aumento de la frecuencia de aperturta del mismo. Este fendomeno
depende de la concentracién de la poliamina, detectandose una inhibici6n a
altas concentraciones y una estimulacién a bajas concentraciones. Se
piensa que este efecto podria deberse a que a altas concentraciones tanto la
espermina como la espermidina pueden funcionar como bloqueadores de
canal abierto (Williams et al., 1989). Asimismo, Marvizon y Baudry
(1994) identiﬁcaro;l dos sitios de union para las poliaminas: uno
‘estimulador de alta afinidad y otro inhibidor de baja afinidad; la activacion
de este tltimo conlleva una disminucion tanto de la By, como de la Kp de
la union del MK-801-H3 , o que sugiere que la espermina compite con este

bloqueador de canal abierto por el mismo sitio.
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Figura 4. Efecto modulador de la espermina sobre los receptores de
NMDA. (1) Estimulacion independiente de glicina: se requieren
concentraciones saturantes de glicina y se traduce en un incremento de la
frecuencia de apertura del canal. (2) Estimulacion dependiente de glicina:
en presencia de concentraciones subsaturantes de glicina, se observa un
incremento de la afinidad del receptor por la glicina. (3) Inhibicion
dependiente de voltaje: decremento en la conductancia del canal como
resultado de un “apantallamiento de cargas” en la boca del poro. (4)
Decremento de la afinidad del receptor por el agonista: se presenta a
concentraciones subsaturantes de NMDA o glutamato.
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Por otra parte Romano er al. (1992) basandose en el efecto de varios
agonistas, antagonistas y agonistas inversos de las poliaminas, asi como
por modelaje estructural, propusieron un modelo de interaccién de las
poliaminas con los receptores de NMDA. En este modelo las poliaminas
tienen una interaccion multiple: actividad de agonista las que interactiian
con el receptor por medio de tres grupos amino separados 5 A entre si y de
antagonista las que lo hacen sélo con dos grupos. Aquellas poliaminas que
interactian con tres grupos amino, uno de ellos separado 12 A de los otros
dos, tienen actividad de agonista inverso. Dentro de este contexto
Kashiwagi et al. (1996) identificaron un residuo de aspartato en la posicion
D669 de la subunidad R1a que esta involucrado en el reconocimiento de la
espermina. Este residuo estd en relacion directa con la estimulacion de la
espermina “independiente de glicina” en receptores heteroméricos
R1a/R2B, ya que su remocién ocasiona la pérdida de dicho efecto as{ como
la reduccién de la inhibicién provocada _por protones. Por otro lado
Gallagher ez al. (1996) demostraron que en la subunidad R2B, ¥ no asi en
la R2A, se encuentra una regién en el extremo amino terminal que
determina un efecto estimulador de la espermina sobre la frecuencia de
apertura del canal del receptor.

También se ha observado que las poliaminas tienen un efecto

inhibidor dependiente del voltaje y de la concentracién a la que se



encuentra; este fendmeno se presenta en condiciones hiperpolarizantes y a
altas concentraciones de poliaminas (Rock y McDonald, 1995). Esto
ultimo es facil de entender si se considera a la membrana celular como un
capacitor que en condiciones hiperpolarizantes almacena cargas negativas
del lado interior, atrayendo del lado exterior a moléculas con carga positiva
como las poliaminas. De esta forma, se ocasiona un bloqueo del canal del
receptor en funcion de la concentracion de las cargas positivas. Esta
inhibicion también puede ser producto de un “apantallamiento” de cargas
en la boca del canal, y no necesariamente por un bloqueo de canal abierto
{Rock y McDonald, 1992).

Un aspecto que hasta el momento ha sido poco estudiado es la
modulacién que las poliaminas pueden ejercer sobre el sitio de
reconocimiento del neurotransmisor. En principio se podria esperar que las
poliaminas modularan este sitio de manera similar a como lo hacen con el
sitio del coagonista; sin embargo Williams (1994) encontrd que en
receptores que contenian solo subunidades NR1a/NR2B, la espermina
ademas de estimular la apertura del canal y de incrementar la afinidad del
receptor por la glicina, disminuye la afinidad del receptor por el glutamato.
Es importante mencionar que utilizando varios receptores recombinantes
se demostrd que no todos los efectos ya descritos se presentan en todas las

combinaciones estudiadas (Williams, 1995; Johnson, 1996), en apoyo de la
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exitencia de varios sitios de union para las poliaminas dentro del receptor

de NMDA, ubicados en diferentes subunidades.

III. ANTECEDENTES.
1. Receptores a aminoacidos excitadores en la retina.

El ojo estd compuesto principalmente por tres capas: la mas externa
constituida por la cornea y la esclerdtica; seguida del iris, el cuerpo ciliar y
la coroides, que estd en contacto con la (ltima capa formada por la retina
neural y el epitelio pigmentado. El sistema éptico del globo ocular consta
de la cornea, la camara anterior, el ¢ristalino y el cuerpo vitreo.

La retina se estratifica en dos capas funcionales bien definidas: la
retina externa en la que los fotorreceptores hacen contacto con las células
neuronales horizontales y bipolares, y la retina interna en la cual las células
bipolares establecen contacto con las células amacrinas y las ganglionares,
de donde salen proyecciones al cuerpo geniculado lateral ya ubicado en el
cerebro. En la retina existen dos tipos fundamentates de células gliales: los
astrocitos, que no difieren mucho en sus funciones de aquellos en e] SNC,
y la glia de Miiller, un tipo de pglia radial, que participa en el
mantenimiento del ambiente idnico extracelular bombeando K', en la

estratificacion durante el desarrollo y en el acoplamiento metabolico
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durante la transmisién sinaptica, al eliminar al neurotansmisor del espacio
sindptico (revisado en Nicholls, 1994}.

La existencia de receptores a glutamato y aspartato en la retina
(Lopez-Colomé, 1981; Lopez-Colomé y Somohano, 1982) constituye una
evidencia de la funcién de estos aminoicidos como transmisores
excitadores en este oOrgano. Mediante radioligandos agonistas o
antagonistas de los diferentes subtipos de receptores para glutamato se
determiné la presencia de diferentes tipos de receptores a glutamato en la
retina. Existen receptores sensibles a NMDA y L-Aspartato en la retina
interna de bovino (citado en Loépez-Colomé, 1986), mientras que en la
retina de pollo se han caracterizado receptores que son especificos para los
agonistas L-Glutamato (L6pez-Colomé, 1986) y AMPA (Lopez-Colomé y
Somohano, 1987) asi como para 3-[(%)-2-carboxipiperazin-4-yl} propil-1-
fosfonato (CPP), que actiia como un antagonista competitivo especifico en
los receptores del tipo NMDA (Lépez-Colomé y Somohano, 1992). Por
otro lado, en la glia de Miiller se caracterizéd un sitio de unién de alta
afinidad para glutamato que corresponde, por sus propiedades cinéticas y
farmacolégicas, a un receptor metabotropico (Lépez-Colomé er al., 1991).
Asi mismo, se han descrito en estas células receptores ionotropicos de
glutamato de tipo NMDA y AMPA/KA, acoplados a la hidrélisis de
fosfoinositidos (L.opez-Colomé et al., 1993).
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Es importante mencionar que en la retina se ha demostrado que los
diferentes subtipos de receptores para L-Glutamato se expresan de manera
diferencial durante el desarrollo embrionario, paralelamente a cambios
farmacologicos que podrian deberse a diferencias en la composicién

oligomérica de estos receptores (Somohano et al., 1988).

IV. OBJETIVO Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Los receptores de tipo NMDA estan relacionados con muchas
patologias del SNC y participan en procesos de desarrollo neural,
aprendizaje y memoria, por lo que en estos ultimos afios ha sido de gran
interés conocer su estructura y farmacologia con la finalidad de controlar
su actividad. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es Ila
caracterizacién bioquimica y farmacolégica de los sitios de interaccion de
poliaminas en los receptores de NMDA de la retina, para el mejor
entendimiento de la neurotransmisién excitadora y su modulacién en este

tejido.

V.MATERIALES Y METODOS.
1. Extraccion de sinaptosomas de la retina y obtencion de membranas.
Se extrajeron las retinas, libres de epitelio pigmentado, de pollos de

1 a 3 dias de nacidos que previamente habian sido decapitados. Las retinas
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se pusieron en medio Krebs (NaCl 118 mM, KH,PQ, 1.2 mM, KCI 4.7
mM, CaCl; 2.5 mM, MgSO, 1.17 mM, NaHCO; 25 mM, glucosa 5.6 mM)
sobre hielo, y posteriormente el tejido se homogeneizo en una solucion de
sacarosa 0.32 M y MgSO, 10° M (5.6 g. de tejido/i00 ml.) a baja
velocidad. El homogenado se centrifugé (2,800 rpm, 10 minutos),
obteniendo de esta manera los sinaptosomas de la capa plexiforme
externa (P;) en el precipitado. El sobrenadante se centrifugé a 9,800 rpm,
20 minutos, para sedimentar los sinaptosomas de la capa plexiforme
interna  (P,). Tanto la fraccion P; como la P, se resuspendieron en
veinticinco volimenes (con respecto al peso original del tejido) de
amortigunador HEPES 5 mM/Tris 45 mM a un pH de 74, se
homogeneizaron a alta velocidad y se incubaron 15 minutos en hielo. De
esta manera se sometieron los sinaptosomas a un choque osmético que
permiti6 obtener las membranas de interés. Ambos homogenados se
centrifugaron (28,000 rpm, 20 minutos) y se almacenaron los precipitados
a-5% de 1 a2dias.

Para eliminar cualquier compuesto endégeno que pudiera alterar los
resultados, dichas membranas se descongelaron, se lavaron cinco veces
resuspendidas en veinticinco volimenes (peso/volumen) y se sedimentaron
a 28,000 rpm, 20 minutos, utilizando amortiguador HEPES 5 mM/Tris 4.5

mM a pH de 7.4 una vez, seguido de amortiguador HEPES 5 mM/Tris 4.5
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mM/EDTA 1 mM a un pH de 7.4 dos veces, y por ultimo amortiguador
HEPES 5mM/Tris 4.5 mM a un pH de 7.4 dos veces més. Las membranas
ya lavadas se mantuvieron a -70 °C de dos a tres semanas. El dia del
experimento las membranas se lavaron cuatro veces como ya se describid,

usando amortiguador HEPES 5 mM/Tris 4.5 mM a un pH de 7.4.

2. Experimentos dosis-respuesta.

Estos experimentos se hicieron a temperatura ambiente (25 °C) y con
un tiempo de reaccion de 2 horas, utilizando como radioligandos glicina-
H, espermina-H3 y glut::xmato—H3 a una concentracion constante de entre
20 y 25 nM, y una o varias concentraciones del inhibidor respectivo en un
volumen final de 0.175 ml de homogenado (70-190 pg de proteina) o bien
de 0.5 ml de homogenado (300-400 pg de proteina). En el primer caso, la
reaccion se detuvo por centrifugacion en una aerofuga Beckman (90,000
rpm, 2 minutos) y en el segundo, por filtracion en filtros GF/B (Whatman).
El precipitado de los tubos se disolvid en SDS (dodecil sulfato sédico) al 2
%. Los filtros GF/B (Whatman) se trataron durante una hora con
polietilenimina al 0.3 % para evitar unién inespecifica, y se lavaron dos
veces con amortiguador HEPES 5 mM/Tris 4.5 mM a un pH de 7.4 antes

de usarse. Tanto los filtros como los tubos se colocaron en viales con
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liquido de centelleo para poder cuantificar la radiactividad. Se utilizé el

método de Lowry (1951) para cuantificar la concentracién de proteinas.

A. Experimentos con glicina-H>.

Estos experimentos se hicieron fijando la concentracién del
radioligando (20 nM) y variando la concentracién de glicina, espermina o
estricnina con la finalidad de definir la potencia de inhibicién de la unién
de glicina-H’ por dichos compuestos. Para el caso de la espermina se
usaron concentraciones desde | uM hasta 1 mM; en estos experimentos no
se definid la unién inespecifica debido a que la espermina es un modulador
que no compite por el sitio de la glicina. Para el caso de la glicina se
estudio un intervalo de concentracion de 100 nM a 1 mM en presencia de
100 puM de espermina; en este caso la union inespecifica se defini6 con
ImM de glicina. En los experimentos con estricnina se emplearon
concentraciones desde 50 nM a | mM, definiéndose la union inespecifica

con 1 mM de estricnina.
B. Experimentos con glutamato-H>.

Estos experimentos también se hicieron fijando la concentracion det
radioligando (25 nM} y usando como inhibidores a la espermina y el
glutamato. En el primer caso se utilizaron concentraciones desde 1 uM
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hasta I mM y no se defini6 la uni6n inespecifica, ya que la espermina no
compite por el sitio del glutamato. En el segundo caso, se emplearon
concentraciones desde 50 nM hasta 1 mM y se definié la unién

inespecifica con 1 mM de glutamato.

C. Experimentos con espermina-H>,

Se utilizé una concentracién de espermina-H’ de 20 nM, variando la
de espermina de 25 uM hasta 1 mM. La unién inespecifica se definié con !
mM de espermina. Con este radioligando también se hicieron
experimentos en los que se empleé como competidores a diferentes
compuestos como: dietilentriamina (DET) (1 mM), MK-801 (200 uM),

glicina (1 mM), glutamato (1 mM) y NMDA (1 mM).

3. Experimentos de saturacién.

Los experimentos de saturacién se llevaron a cabo a temperatura
ambiente (25 °C); se incubd durante dos horas y la reaccién se detuvo por
centrifugacién en una aerofuga Beckman (90,000 rpm, 2 minutos). En
estos ensayos se emplearon diferentes concentraciones de glicina-H® y se
afiadio glicina no marcada para alcanzar las concentraciones mis elevadas,
en un volumen final de homogenado de P; 6 P, de 0.175 ml. La unioén
inespecifica se definid con 1| mM del ligando no marcado. Los
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experimentos se hicieron en presencia y ausencia de 100 uM de espermina,
para determinar el tipo de modulacion que ejerce la poliamina sobre el sitio

de ia glicina.

4. Experimentos de asociacion.

Para los experimentos de asociacién se midié la unién de glicina-H’
con respecto al tiempo a concentraciones de 20, 60 y 100 nM, en un
volumen final de homogenado de P, 6 P, de 0.175 ml. Después de 2 horas
a temperatura ambiente (25 °C), la reaccion se par6 por centrifugacién en
una aerofuga Beckman (90,000 rpm, 2 minutos) a los 2, 5, 10, 20, 40, 60,
90, 120 y 203 minutos. Estos experimentos se realizaron en presencia y
ausencia de espermina 50 pM. La unién inespecifica se determiné con 1

mM de glicina no marcada.

5. Anilisis de resultados.
Los resultados se analizaron con la ayuda del programa Prism 2.0%

(Graphpad Software, Inc.) utilizando un método de regresiéon no lineal,

aplicando la prueba ¢ de Student (p < 0.05).
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6. Reactivos.

La glicina-H® (42-51.1 Ci/mmol) y el glutamato-H® (41.1-57.4
Ci/mmol) se adquirieron de DuPont NEN Research Products, y la
espermina—l-l3 (60.0 Ci/mmol) de American Radiolabeled Chemicals Inc.
Los agonistas y antagonistas empleados fueron de Sigma (glicina,
glutamato, espermina, estricnina, DET y NMDA), de RBI (MK-801) y de

Tocris-Cookson (NMDA). Todos los demas reactivos fueron de Sigma.

V1. RESULTADOS.
1.- Experimentos dosis-respuesta.
A. Experimentos con glicina-H’.

Para investigar el efecto modulador de la espermina sobre los
receptores de NMDA de las capas plexiformes de la retina, a través del
sitio de la glicina que forma parte de este canal receptor, se midi6 la union
de la glicina-H3 en presencia de diferentes concentraciones de espermina
(Grafica 1). Se observé que la espermina inhibe la unién del radioligando
con una ICsp de 46 pM en Py y de 36 uMen P, y un coeficiente de Hill de
2.03 en P, y de 2.04 en P,. En estos experimentos la maxima inhibicion
producida por la espermina fue de 90% de la union total, a una
concentracién de 1 mM. Cuando se utiliz6 a la glicina como inhibidor de la

unién del radioligando en presencia de 100 pM de espermina (Grafica 2),

-
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se obtuvieron curvas bifisicas de inhibicién tanto en P, como en P,
(ICs0=3.7nM y 10 uM en Py ; IC5=2.5 nM y 1.9 pM en P,), evidencia de
que la glicina, en presencia de espermina, interactia por lo menos con dos
sitios en los receptores de tipo NMDA. Este resultado contradice lo
observado cuando sélo se utiliza a la glicina no marcada como competidor,
en donde lo que se obtiene es una curva monofésica (Lépez-Colomé et al,
1995). La unién especifica de la glicina-H’ en esta preparacion fue de entre
60% y 80% de la unidn total, aproximadamente, e insensible a la estricnina
con una IC5=155.5 pM en P; y 247.2 uyM en P, y un coeficiente de Hill

de 5.14 en P, y de 1.90 en P; (Griéfica 3).
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B. Experimentos con glutamato-H°.

Para estudiar el efecto de la espermina sobre la unién de glutamato a
sus receptores, se cuantificé la unién total de glutamato-H® a las
membranas, en presencia de diferentes concentraciones de espermina
(Grafica 4). Los resultados demuestran que la poliamina tiene un efecto
inhibidor sobre el sitio de glutamato (boeﬁciente de Hill de 1.52 en P, y de
.54 en P;); en ambas capas plexiformes, concentraciones similares de
espermina inhiben 50% la union del radioligando (IC5y=92 uM en P, y 106
UM en P,). Se observd una inhibicién maxima de la unién del glutamato-
H’ por espermina, de 60% de la union total, a una concentracién de 1 mM.
Cuando se utilizaron diferentes concentraciones de glutamato no marcado
como inhibidor de la unién del radioligando empleado (Gréfica 5), se
calculé una IC55=2.1 UM para P, y de 2.6 UM para P; {coeficiente de Hill
de 1.47 en P, y de 5.22 en P; ). La unién especifica del glutamato-H’ en

esta preparacion fue aproximadamente de 60% de la unién total.
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C. Experimentos con espermina-H’.

Se investigo la existencia de sitios especificos para espermina en
membranas de la retina (P; y P,), mediante la union de espermina-H’ en
presencia de diferentes concentraciones de espermina no marcada (Grafica
6); tanto en P, como en P; se calcul6é una [C=47 puM (coeficiente de Hill
de 1.66 en P; y de 3.23 en P,). La unidn especifica de la espermina en esta
preparacion fue de 90% de la union total. En ambas capas plexiformes, la
DET inhibié aproximadamente 40% la unién total del radioligando,
mientras que, el glutamato, la glicina, el NMDA y el MK-801 no tuvieron

efecto (Grafica 7).
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2.- Experimentos de saturacion.

Para determinar el mecanismo de la inhibicion de la unién de
glicina-H® por espermina, se realizaron experimentos de saturacién
encaminados a dilucidar si la inhibicion es de tipo competitivo,
acompetitivo o no competitivo (Grifica 8). Los resultados indican, que la
concentracion de receptores en la fraccion P, es mayor que la de la
fraccion Py (Bna=2.76£0.25 pmolas/mg de proteina en P, y 4.13+0.45
pmolas/mg de proteina en P,). Por otra parte la union de la glicina-HJ se
inhibe por espermina, en ambas capas plexiformes, de manera no
competitiva, ya que disminuye el valor de la B, (Bn.,=0.8410.16
pmolas/mg de proteina en P, y 0.811+0.16 pmolas/mg de proteina en P;),

sin alterar los valores de la K, que en las dos fracciones fue de 100-150

nM (Tabla 1).
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TABLA ]

Efecto de la espermina sobre los parametros cinéticos de la union de
glicina-H3 a membranas sinaptosomales de las capas pelxiformes de la

retina.

Los valores que se muestran representan la media + el error estandar de 2-5

experimentos de saturacion (20-2400 nM de glicina-H?), cada uno por

triplicado.

“Significativamente diferente del control, p < 0.05, prueba ¢ de Student

P
Control Espermina (100 pM)
Buma  (pmol/mg proteina) 2.76+0.25 0.84+0.167
Kg (nM) 139 .12+17.92 144.85+15.95
P,
Controt Espermina (100 uM)
Bmas (pmol/mg proteina) 4.13+0.45 0.8120.16°
108.56+12.24

Kg (aM) 133.73+11.67

a4



3.-Experimentos de asociacion.

Se midié la union de glicina-H3 con la finalidad de calcular las
constantes de asociacion (k.;) y disociacion (k.,) en ausencia y en
presencia de una concentracion constante de espermina (50 uM). Para ello
se calculo la constante de afinidad aparente o, k observada (kos), de los
experimentos que se llevaron a cabo con 20, 60 y 100 nM de glicina-H’*
(-Gréﬁca 9 y Gréfica 10). La kg en cada caso corresponde a la pendiente
de la recta que resulta de graficar el logaritmo natural (In) de la formacién
del complejo receptor-ligando con respecto al tiempo.

Las ko (Tabla 2) que se obtuvieron del analisis mencionado se
graficaron con respecto a la concentracion del radioligando empleado, para
de esta manera obtener la k. y la k, (Tabla 3), que corresponden a la

pendiente y a la ordenada al origen de la recta resultante, respectivamente.
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TABLA 2

Constantes de afinidad aparente (ko) de la union de g!icina-H" a

membranas sinaptosomales de las capas plexiformes de la retina.

Los valores que se muestran representan la media * el error estandar de 2-3
experimentos, cada uno por triplicado.

P
Control Espermina (50 uM)
Concentracion de
glicina-H> Kops (x 107 min™ )
20 nM 7.51+2.00 4.54+0.46
60 nM 14.45+2.60 8.95+2.80
100 nM 13.45+0.52 8.81+1.49
P,
Control Espermina (50 pM)
Concentracion de
glicina-H* Kops (x 107 min™ )
20 nM 9.30+1.98 7.93+1.96
60 nM 14.1910.99 9.1340.81
100 nM 15.31+0.13 11.80+0.03
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TABLA 3

Constantes de asociacién (k;) y disociacion (k) calculadas a partir de
los experimentos de asociacion.

La k,, y la k de los exerimentos de asociacion se derivaron del analisis
por regresion lineal de los valores de K5, determinados en presencia de 20,
60, y 100 nM de gllcma-H versus la concentracion de ghcma-H En
ambos casos la espermina no cambia los valores de ki, y k,y (p < 0.05,
prueba ¢ de Student)

P,
Control Espermina (50 M)
K1 (x107 nM ' min™) 7.42+3.82 4.8943.88
k. (x10”min"") 7.35+2.60 4.61+2.80
Kg= k.i/kss (nM) 98.96 94.17
P,
Control Espermina (50 pM)
k.t (%107 nM ' min™) 7.50+2.50 4.7242.54
Ky (x10”min") 8.61+1.68 6.81+1.62

Ka= k_,/ks; (nM) 114.80 144.10
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VIIL. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Lopez-Colomé et al. (1995) demostraron previamente, empleando
glicina-H® como radioligando, que en las capas plexiformes de la retina de
pollo existen receptores inhibidores de glicina de baja afinidad, sensibles a
estricnina, asi como receptores de glicina, con alta afinidad por este
aminoacido y por un agonista del sitio de glicina en los receptores de tipo
NMDA (4cido 1-aminociclopropano carboxilico 6 ACPC), que forman
parte del complejo proteico que conforma al receptor de tipo NMDA.
Dichos resultados indican que en esta preparacion se trabajd
principalmente con receptores de tipo NMDA.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran un efecto de
las poliaminas sobre los receptores de tipo NMDA, hasta ahora no descrito
en otras regiones del SNC. Claramente las poliaminas inhiben la unién de
la glicina—l—l3 de manera dependiente de la concentracion (Grafica 1) y por
un mecanismo no competitivo (Grafica 8), ya que los experimentos de
saturacion, en presencia de espermina, muestran s6lo una disminucion de
la By, v no asi de 1a Kp, en ambas capas plexiformes. Con respecto a la
union de glutamato—H3, la espermina también inhibe la union de este
radioligando de manera dependiente de la concentracion (Grafica 4),
aunque en este ¢aso no se tiene conocimiento del mecanismo por el cual se

genera la inhibicion ni los receptores glutamatérgicos involucrados, ya que
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no se han realizado los estudios cinéticos y farmacolégicos
correspondientes. Al respecto, cabe mencionar que Williams (1994)
encontré que Ia espermina disminuye la afinidad por el glutamato en los
receptores del tipo NMDA que contenian subunidades NR1a/NR2B, por lo
que no seria dificil pensar que el efecto que nosotros observamos sobre la
union de glutamato-H3 en la preparacion empleada en este trabajo, fuera
sobre receptores de dicho tipo. Ademas, existen datos que indican que la
inhibicion ocasionada por las poliaminas sobre otros receptores
glutamatérgicos, es a nivel de bloqueo de canal y no sobre el sitio de
reconocimientro del neurotransmisor (Scott et al., 1993).

Al calcular las constantes de asociacion (k,,) y de disociacién (k)
de la union de glicina-H3 (Figuras 9 y 10) se encontré que la espermina no
afecta dichas constantes cinéticas (Tabla 3). En estos experimentos de
asociacion la espermina disminuyo la union de la glicina-H® con respecto
al tiempo. Estos resultados, aunados a la diminucién de la Bpac que se
observa en los experimentos de saturacion, podrian interpretarse si la
espermina, en funcién de su concentracion, inactivara una fraceion de los
receptores en la preparacion, manteniendo al resto funcionando de manera
correcta. Esta hipotesis se podria fundamentar en el hecho de que a altas
concentraciones la espermina inhibe la unién inespecifica de ia glicina-H’

por un cambio en el ambiente idnico en los experimentos o por alteracion,



de manera inespecifica, del ambiente lipidico de la preparacion (Ballas ef
al., 1983). Si este fuera el caso la espermina estaria actuando sobre la
unién de la glicina-H> por vias indirectas y no sobre el receptor de NMDA
o la membrana lipidica que lo rodea, por lo que se hicieron los
experimentos correspondientes utilizando espermina-l—l3 para determinar si
existia unidn especifica de este polication, ya sea al receptor o sobre la
membrana lipidica. Los resultados indican que existe union especifica de
espermina-H3 con un perfil farmacologico que la define (Graficas 6 y 7),
por lo que se puede concluir que la espermina modula la unién de glicina-
H® a través de una via especifica, esto es, que esta modulacion tiene
relevancia fisiologica. Para determinar si la poliamina se une directamente
al receptor de NMDA sera necesario, en experimentos posteriores, tratar la
preparacion de membranas sinaptosomales con algin detergente que
desestabilice la fase lipidica de la membrana para ver si la unién de
espermina y su efecto sobre la union de glicina-H® persisten.

En resumen, se puede concluir que a altas concentracicnes la
espermina desestabiliza de manera inespecifica la union de la glicina-H?, al
grado de alterar la unton inespecifica de este radioligando. Este efecto no
se observa con el glutamato-H®, quizd porque su unién al receptor
involucra mas cargas, y por ende es mas estable. De igual forma a bajas

concentraciones, la espermina modula la union de la glicina-H3 y el
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glutamato-H? via receptores de tipo NMDA, considerando no sélo el
complejo proteico sino también la membrana lipidica que lo rodea.

La regresion no lineal que se calculd en los experimentos de
asociacion realizados con 20 nM del radioligando, en presencia y ausencia
de espermina, demuestra que, por lo menos en la fraccion Py, la union de
la glicina-H® se ajusta mejor a un modelo de unién a dos sitios (Graficas 9
y 10). Contrario a esto, se tiene que los experimentos de saturacion y la
regresion no lineal, asi como los experimentos de asociaciéon que se
hicieron con 60 y 100 nM de glicina-H® en presencia y ausencia de
espermina sblo indican la existencia de un sitio para glicina en estas
preparaciones.

De las observaciones anteriores podria pensarse que en los
receptores de tipo NMDA, a altas concentraciones de glicina, se presenta
un fenémeno de cooperatividad negativa entre los sitios de unién a este
aminoécido. Esto es, que a mayor concentracion del cotransmisor los sitios
de menor afinidad por la glicina ejercen un efecto inhibidor sobre los de
mayor afinidad. Es importante mencionar que el tiempo de incubacion de
los experimentos puede ser una limitante que, al menos en los
experimentos de saturacion, no permitié observar mas de un sitio de union,
ya que en fos experimentos de asociacion el tiempo méaximo de incubacitn

fué de mas de tres horas mientras que en los de saturacion la reaccion se
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detuvo a las dos horas, evitando posiblemente, que las bajas
concentraciones del radioligando llegaran a alcanzar el equilibrio con mas
de un sitio. El esclarecimiento de este efecto es uno de los principales
objetivos de trabajo actualmente en el laboratorio.

Otro aspecto interesante de este estudio se observa en las curvas
dosis-respuesta con glicina-H’. Empleando a la glicina no marcada como
competidor en presencia de 100 uM de espermina se obtiene una curva
bifasica que no se observa en su ausencia (Lopez-Colomé et al., 1995).
Esto podria explicarse proponiendo la existencia de varias poblaciones de
sitios de glicina con afinidad similar por la glicina, pero diferentes en
cuanto a su modulacién por poliaminas. Por otra parte, como el coeficiente
de Hill para la unién de espermina-H’ es mayor de 1, cabe la posibilidad de
que la modulacion ejercida por esta poliamina se de a través de su
interaccion con mas de un sitio de unién, con diferentes constantes de
inhibicién (k;) sobre la unién de glicina-H’.

Los resulados obtenidos en este trabajo evidencian un efecto
diferente de la espermina sobre los receptores de NMDA en la retina,
comparado con el efecto sobre los mismos en el SNC. Tales diferencias
pueden atribuirse a la composicién heteromérica que los receptores de
NMDA. En este sentido, Brandstitter er al. (1994), utilizando la técnica de

hibridacién in situ, demostraron que en la retina de rata adulta se sintetiza
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el mRNA que codifica para cuatro subunidades del receptor de tipo
NMDA (NR1, NR2A, NR2B y NR2C). Asimismo Monyer et al. (1992}
encontraron que en el cerebro de rata existe una sintesis diferencial del
mRNA que codifica para las diferentes subunidades del receptor para
NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C), lo que determina que estos
receptores difieran en su composicion dependiendo de la region del
cerebro en la que se expresen. Por tal motivo es de esperarse que el efecto
de la espermina sobre estos receptores dependa de la composicion
heteromérica de los mismos (Williams, 1995; Johnson, 1996). No obstante,
cabe mencionar que el efecto descrito en este trabajo no se observo en las
diferentes combinaciones de subunidades empleadas en las clonas que
Williams (1995) utiliz0 en sus estudios. Estas observaciones podrian
deberse a diferencias en la composicidon de aminodcidos de alguna
subunidad del receptor, o bien, a que la composicion heteromérica de los
mismos receptores es distinta en este tejido. A este respecto es importante
mencionar que el mRNA de la subunidad NR2C sélo se ha identificado en
el cerebelo y en la retina en el estado adulto, por lo que es p}obable que en
estas dos estructuras del SNC los receptores de NMDA sean similares.
Puede concluirse de este estudio que, en la retina de pollo, ¢l efecto
de la espermina sobre el sitio de glicina de los receptores de NMDA, es

distinto de los efectos descritos en otras regiones del SNC. Esto sugiere
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que la modulacion de la actividad de los receptores de tipo NMDA reviste
caracteristicas diferenciales en el tejido nervioso, posiblemente en relacion
con las funciones especializadas que se atribuyen a las distintas dreas del

SNC.
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