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RESUMEN

La glicina actla como neurotransmisor inhibidor en diferentes regiones del
Sistema Nervioso Central, incluyendo a ia retina. La glicina actia sobre un
receptor postsindptico, que es un canal de cloro, que hiperpolariza a la membrana
plasmatica de las neuronas glicinoceptivas. La estricnina es el antagonista

especifico def receptor de gficina (RGly).

Estudios autorradiogréficos e inmunchistoquimicos demuestran la presencia de
glicina en varios tipos celulares que constituyen a la retina, como son las células
amacrinas, interplexiformes, bipolares y gangtionares. En particular, las células
amacrinas inhibidoras regulan ta actividad de células bipolares, ganglionares y
células amacrinas excitadoras. E! receptor postsinédptico de glicina presenta sitios
potenciales de fasforilacion, que pueden modular la actividad del RGly.

En el presente trabajo se caracterizd el receptor de glicina en la retina completa de
la rana, utilizando el método de unidn especifica de ligandos radiactivos. Las
caracteristicas del RGly resultaron son semejantes a las observadas en las
membranas aisladas de sinaptosomas. La unidn especifica de dlicina y estricnina
se afecté por la presencia de!l ion Na' y cambios en la temperatura. Asimismo, la
unitn de ambos ligandos radiactivos se modificé por drogas que inhiben o activan
a las proteinas cinasas A y C, lo que sugiere una posible regulacion def RGly, a
través de su fosforilacion.
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INTRODUCCION
La fototransduccion, proceso por el cual un estimulo lumingso es transformado
en una senal quimica, juega una papel importante en la supervivencia de las
especies, ya que a través de ella los organismos pueden sintetizar carbohidratos
(planfas) esenciales para su aiimentacidn, orientarse con respecto a la cantidad
de luz que haya en el medio {Chlamydomonas) o reconocer el medio gue los
rodea, asi como a sus depredadores y presas (artrépodos y vertebrados). La
fofolransduccion es el primer paso del proceso visual, el cual lleva a cabo una
funcién de percepcién e interpretacién de formas y colores. Dicha funcién se
lleva a cabo en drganos especializados (la retina) presentes en Jos animales con
una organizacion tisular compleja, ya que requiere de la actividad e interaccion
de una gran cantidad de células que responden a diversos estimulos provocados
por moléculas especificas, conocidas como neurotransmisores. Con el fin de
contribuir al conocimiente del complicado proceso visual, en el presente trabajo
se estudio al receptor postsinaptico de glicina, utilizando como modelo Ia retina
de la rana.
EL QJO

La estructura del ojo permite que la luz sea enfocada sobre Ia retina y, ademés,
permite la gradacién de la intensidad luminosa (Salceda, 1991). El ojo de los
vertebrados es un érgano que desempefia una compleja actividad, por lo que
esta constituido por diferentes tejidos celuiares {Fig. 1). La capa mas externa del
ojo se denomina esclerdtica, que en la parte anterior del ojo constituye a la
cémea. La capa subsecuente, la coroides, presenta una alta vascularizacion y

esta encargada de proveer de nutrientes a los tefidos oculares; ademas, en la
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Figura 1. Esquema del ojo de los vertebrados (modificado de Hubel, 1986).



parte anterior forma el cuerpo ciliar, del cual depende la posicion del lente. la
continuacién de! cuerpo ciliar constituye el iris y divide al segmento anterior del
ojo en las cadmaras anterior y posterior. La primera estd llena de un liquido
fransparente o humor acuoso. La camara posterior estd llena de una sustancia
transparente viscosa, denominada humor vitreo. Ambas camaras estan
conectadas a través de la abertura del iris, la pupila, la cual puede dilatarse o

contraerse y de ésta manera, regular la cantidad de luz que entra al gjo.

E! epitelio pigmentario de la retina (EPR) tiene contacto directo con la coroides
por fa lamina basal. £l EPR protege a la retina de los niveles excesivos de luz
(gracias al alto contenido de grénulos de melanina), favorece la renovacién de
los segmentos externos de los fotorreceptores (debido a su actividad fagocitica)
y forma parte de la barrera hemato-retiniana. La retina es un érgano fotosensible
que se [ocaliza en e! fondo del globo ocular, en su parte distat hace contacto con

el EPR (Farber y Adler,1988).

El ojo se mueve por la actividad de seis musculos extraoculares, los cuales
consisten de tres pares que se mueven de manera opuesta y que se adhieren al
tallo dptico. Las motoneuronas del nicleo oculo-motor que provienen del
cerebro, hacen contacto con la fibras musculares. Los impulsos de dichas
motoneuronas provacan que los ojos se muevan de manera coordinada y
simultdnea; por ejemplo, cuando miramos hacia la derecha el ojo izquierdo gira
hacia adentro y ¢l ojo derecho gira hacia afuera, sucediendo ambos eventos al

mismo tiempo (Hubel!, 1988).



DESARROLLO DE LA RETINA
L.a placa neural del ectodermo anterior forma el tubo neural, del cual se forman
las tres vesiculas primarias llamadas procencéfalo, mesencéfalo y rombencefalo

{Martin, 1989). El procencéfalo se subdivide, posteriormente, en telencéfalo y

diencéfalo.

El primordio optico aparece a los 21 dias de gestacién del humano, como
resultade de una evaginacion de la pared del diencéfalo (Fig. 2a). La vesicula
optica, al hacer contacto con la superficie del ectodermo, induce la formacién del
primordio del cristatino (Fig. 2b) (Salceda, 1991). La vesicula dptica esta
formada por dos capas (Fig. 2c), la externa, que daré lugar al EPR y el cuerpo
ciliar y la intema, que dara lugar a la retina neural, el epitelio ciliar no pigmentado
y el epitelio posterior del iris. Ambas capas confinGan su crecimiento hacia lo
que, proximamente, sera la ora serrata (donde se desarrollara el iris), y la regién
del tallo dptico (futuro nervie optico) (Farber y Adler, 1986). El tallo Sptico forma
un continue con la capa externa de la reting, el cual sirve como camino para [os

axones hacia el cerebro (Salceda, 1981).

El neuroepitelio de la capa intema de la copa Optica aparece como una
formacién homogénea de células epiteliales en proliferacion, las cuales se
extienden desde la region vitrea hasta la capa esclerdtica. A la par de la
proliferacion celular las células comienzan a moverse y desarrollar fibras
nerviosas {Farber y Adler, 1886). Las células comienzan a diferenciarse una

vez que se ha formado la copa dptica, presentédndose distintos gradeos de
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maduracion; diferenciandose primero la parte central de la retina y despueés la
periférica, cercana a la ora serrata (Salceda, 1991). Las primeras células en
diferenciarse son las ganglionares, seguidas de las amacrinas, horizontales,
conos, bipolares, células de Miller y bastones. Las conexiones entre las células
dependen de la aparicion de moléculas de reconocimiento que presenten un
patrén de localizacion especifico (Salceda, 1998). La funcionalidad de Ia retina
se da paralelamente al desarrcllo y formacidn de las sinapsis.
LA RETINA

Estructura.

La relina es un tejido que forma parte del Sistema Nervioso Central (SNC} y
presenta una citoarquitectura organizada en diferentes capas celulares (Fig. 3).
La primer capa estd formada por los fotorreceptores, [os cuales se localizan
adyacentes at EPR. La siguiente capa esté formada por los somas de las células
horizontales, bipolares, interplexiformes y amacrinas, que forman la capa nuclear
interna (bNI). Finalmente, se encuentra la capa de células ganglionares (CG)
cuyos axones constituyen el nervio optico. Las células gliales de Mdller se

localizan a lo largo de las capas de la retina (Farber y Adler,1986).

La retina presenta dos regiones de union sindptica entre las células: fa capa
plexiforme externa (CPE), donde hacen sinapsis los fotorreceptores con las
células bipolares y horizontales; y la capa plexiforme interna {CPI), donde hacen
contacto sindptico los axones de las células bipolares y amacrinas con las
células ganglionares. Las células interplexiformes extienden sus procesos hacia

fas capas plexiforme interna y externa (Farber y Adler, 1986).



Epitelio
Pigmantario

Bastones

Conos &

Céluins Horizontales

Célutas Amacrinas
Células Bipolares

Figura 2. Esquema de las capas y tipos neuronales que constituyen a la retina
de los vertebrados. A} Sagmentos externos (SE); B} capa nuclear externa
{CNE); C) capa plexiforme externa (CPE); D) capa nuclear interna (CNI); E) capa
plexiforme interna (CPL) ¥ F) capa de células ganglionares (CCG) (modificado
de Hubel, 1986).



Funcién.

La luz que entra al cjo a través de la pupila llega a los fotarreceptores (conos y
bastones) y estos convierten la sefial luminosa en impulsos eléctricos, los cuales
son enviados hacia el cerebro a través del nervio oplico {Salceda, 1991). El

proceso de transformacion de un foton en sefial eléctrica se conoce como

fototransduccion.

La fototransduccién a nivel molecular se lleva cabo por una serie de reacciones
quimicas (Fig. 4) que inician c¢on la absorcién de un fotdn de iuz por la
rodopsina (una proteina integral de membrana), que conduce a la
fotoisomerizacion del 11-cis-retinal en todo-trans-retinal y su posterior
descomposicién en opsina (proteina) y su croméfora, el retinaldehido {Hubbard
y Wald, 1952; Furtterman y Adrews, 1964). La rodopsina activa a la transducina
(proteina G), la cual se une al trifosfato de guanosina (GTP), ésta activa a su vez
a la fosfodiesterasa (enzima que convierte el monofosfato de guanosina ciclico

(GMPc) en monofosfato de guanosina (GMP).

Los fotomeceptores presentan en su segmente externo un canal catidnico que
produce una comriente entrante de Na', que en la oscuridad mantiene
despolarizadas a las células fotorreceptoras, favoreciendo la liberacién de
glutdmico de fa terminal sindptica. Este canal se abre en presencia de GMPc¢; en
la oscuridad los canales se mantienen abiertos, debido a que la concentracion

de GMPc es alta. La absorcidn de luz por parte de la rodopsina da como

10
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resultado el cierre de los canales y la hipemolarizacion de la célula, la cual

reduce la liberacién del neurotransmisor (Farber, 1995).

Estudios electrofisioldgicos han demostrado que bajo un estimulo luminoso la
retina presenta una respuesta eléclrica inicial de fipo negativo (Fig. 5),
denominada onda "a". Esta comesponde a la hiperpolarizacion de los
fotorreceptores. Posteriormente, se presenta una respuesta lenta de ftipo
positivo, denominada onda "b", y que corresponde & la repuesta de las células

de la capa nuclear interna. Con frecuencia se observa una tercer repuesta u

onda "c”, correspondiente a la actividad del epitelio pigmentario (Brown, 1968).

La transmision que se da entre los fotorreceplores, células bipolares y
ganglionares se conoce como comunicacion vertical de la retina. Los
fotorreceptores responden con una hiperpolarizacién gradual {onda a), que es
proporcional a la intensidad luminosa. Las células bipolares responden a una
despolarizacién o una hiperpolarizacion sostenida, sin generar un potencial de
accion. Finalmente, las células ganglionares responden a la estimulacion de las
bipolares generando un potencial de accion. La modulacidn de dicha transmisién
se debe a dos tipos de interneuronas: las células horizontales y la amacrinas

{Pasantes-Morales y Moran, 1988).

12
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Figura 5. Registro del eletroretinograma del gato. El inicio y término de!l estimulo
estan indicados por una linea vertical de! registro inferior, las letrag muestran las
diferentes ondas por las cuales esta compuesto (medificacién de Brown, 1968).
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NEUROTRANSMISION EN LA RETINA
En la retina se presentan dos tipos de comunicacién sindptica, la primera es de
tipo eléctrico y ocurre a través de uniones comunicantes; la segunda es tipo
quimico y se presenta en la sinapsis entre las terminales de las células y esta
mediada por un mensajero, ésta ditima es el tipo de comunicacion preferente en
la retina. Un impulsc nervioso induce la liberacion del mensajero o
neurotransmisor, el cual viaja a través del espacio sinaptico hasta interactuar con
un receptor especifico de la neurona postsinaptica. Dicha interaccion puede
provocar un cambio en la permeabilidad de la membrana & distintos lones,

induciendo una respuesta de tipo inhibitorio o excitatorio (Kandel, 1991).

En 1966, Werman establecié los siguientes criterios para considerar a una
sustancia como neurotransmisor:

1.- Anatémico: la presencia del transmisor en las terminales nerviosas.

2.-Bioguimicos: la existencia de mecanismos de sintesis y
almacenamiento del neurotransmisor, asi como mecanismos de eliminacién del
espacio sindptico y de liberacion de las terminales sindpticas como resultado de
la estimulacion presinaptica.

3.- Fisiologicos: Identidad de accién, implica que el supuesto transmisor
debe reproducir los procesos ionicos membranales evocados por la liberacién
del transmisor natural.

4.- Farmacoldgicos: agentes farmacecldgicos que inhiben especificamente
la sintesis, eliminacién del espacio sindptico, liberacion o interaccién con el

receptor postsindptico deben inhibir fa transmisién sinéptica.

14



Estudios anteriores en la retina han reportado como posibles neurotransmisores
a la acelilcolina (ACh), el acido glutamico, al écido aspértico, el acido-gama
aminobutiico (GABA), la serotoning, la glicina, enfre otros. El glutamato, el
GABA y la glicina funcionan en el 90% de las sinapsis de la retina de los

vertebrados (Morgan, 1985; Wu y Maple, 1998).

Existen evidencias bioguimicas y electrofisiolégicas que apoyan la participacion
del glutamato y/o aspartato como neurotransmisores en los fotorreceptores,
células bipolares y ganglionares. El GABA es el neurotransmisor caracteristico
de las células amacrinas y horizontales. Algunos subtipos de célula amacrinas
presentan a ofros neurotransmisores como la ACh, dopamina, serotonina,
epinefrina y norepinefrina. La glicina es, también, un neurotransmisor
caracteristico de fas células amacrinas, interplexiformes y ganglionares (luvone,

1995; Wu y Maple, 1998).

LA GLICINA COMO NEUROTRANSMISOR EN LA RETINA
La glicina es el aminoacido mas senciilo y esta presente en todos los tejidos;
ademds, participa en un gran nimero de reacciones metabdlicas y se ha
propuesto como transmisor inhibidor de varias regiones del SNC, incluyendo a la

retina (Salceda, 1983; Marc, 1985).

La retina de los vertebrados presenta grandes concentraciones de glicina que
van de 1 a 7 pmolfg, lo cual coincide con los valores reportados para la médula

espinal (3 a 5 umol/g) (Marc, 1985).

15



Los niveles de glicina en el tejido nervioso se mantienen por ia alimentacidn a
través de los vasos capilares o por sus sintesis a partir de glucosa, serina o
glioxalato. La glicina se forma a partir de la serina; en la sintesis de ésta, se han
descrito dos rutas principales: la primera involucra un proceso de fosforilacion,
utilizando la deshidrogenasa del acido fosfoglicérico; la segunda implica la
deshidrogenacién del D-gliceralo. En la primera reaccidn, el 3-fosfoglicerato es
oxidado por una enzima dependiente de NAD” y [a sintesis de serina esta dada

por una subsecuente transaminacién e hidrdlisis.

La sintesis de glicina a partir de serina (Fig. 6) ocurre a través de dos reacciones
principales: la primera reaccidn se lleva a cabo por la serina hidroximetil
transferasa (SHMT), Ia cual utiliza como cofactores al fosfato de piridoxal (FP), al
tetrahidrofolato (FH4) y al manganeso. Probablemente, esta via sea la ruta
principal de sintesis de glicina en el SNC, ya que su distribucién esta
correlacionada con la presencia de glicina. Adema:s, su actividad es de dos a
tres veces mayor que en los tejidos no glicinérgicos (Salceda, 1983; Aprison y
Daly, 1978). La SHMT presenta dos isoformas, una de ellas se localiza en la
mitocondria y la otra es citosol. La sintesis de! neurctrasmisor glicina, a partir de

serina, ocurre en la mitocondria (Fig. 7).

Estudios anteriores han demostrade que la glicina se libera de la retina de los
diferentes vertebrados, que es dependiente de calcio y se produce por estimulos
despolarizantes, eléctricos y luminicos (Tabla 1) (Bauer, 1977, Lopez-Colomé et

al, 1978a y 1978b; Marc, 1985; Salceda, 1989).

16
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Neurona Presinaptica

Astrocito

Neurona Postsindptica

Figura 7. Esquema de una sinapsis axodendritica glicinérgica. La glicina se
sintetiza en la mitocondria de las terminales presindpticas por la enzima serina-
hidroxi-metil-transferasa (SHMT), es acumulada en las vesiculas sinapticas por
una proteina dependiente de! fransporte de protones y es liberada al espacio
sinaptico. El potencial inhibitorio postsinéptico se genera por una corriente de cloro
producida por la activacion del recepto de glicina (RGly). La accién de la glicina es
terminada por los transportadores especificos dependientes de Na' y Cf,
focalizados en la membrana plasmatica de la presindpsis (GLYT2) y de la glia
(GLYT1). La glicina es degrada en [a mitocondria de Ia astroglia por el sistema de
degradacion de la glicina {(GCS) (medificado de Zaffa, 1997).
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Tabla 1. Liberacién de ¢
Organismo

Pez dorado

Rana
{sinaptosomas}
Xenopus laevis

Pallo {sinaptosomas)

Rata

Conejo

Gato (in vivo)

Estimulo

40, 56 mM K'
Espontanea

50mM K

56 mM K

40 mM K

24 mM A23187

O mMK

6 Hz de destellos luminosos
Destellos luminosos,
40mMK

10 uM Glutamato

10 uM Glicina
Destellos lJuminosos

ticina en la retina de los vertebrados.

Dependiente
de Ca"
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si

Si

Si
No

Modificada de Marc, 1985.

19



La glicina, ademas, es removida del espacio sinaptico & través de un mecanismo
de transporte de alta afinidad (Km de 20 a 100 uM) dependiente de Na* (Logan y
Snyder, 1972), presente en la retina de los diferentes vertebrados (Salceda,

1989; Lépez-Vera, 1997).

La degradacitn de la glicina en el SNC ocurre a través de un heteroligémero
(GCS) que se asocia a la membrana interna de la mitocondria y esta formado
por cuatro proteinas {denominadas proteinas P, H, Ty L). La proteina P cataliza
la descarboxilacién de la glicina (reaccion dependiente de fosfato de piridoxal) y
transfiere a la glicina al residuo metalico del grupo lipoprostético de ta proteina
H. La proteina T cataliza la formacién de amonio a partir del intermediario
anclado a la proteina H. Finamente, la proteina L oxida a ta proteina H

(Okamura-lkeda et al, 1992).

Esludios de autorradiografia e inmunohistoquimica han demostrado que la
glicina se acumula en las células amacrinas (varias subpoblaciones) de la retina
de diferentes vertebrados. Ademas, existen otros tipos celulares que son
considerados como glicinérgicos. En los anfibios particutarmente, la glicina se
localiza en dos tipos de células amacrinas, en células ganglionares,

interplexiformes y bipolares (Morgan, 1985; Pourcho y Goebal, 1990).
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EL RECEPTOR DE GLICINA.
Evidencias electrofisiologicas han demostrado gue la glicina induce un potencial
postsinaptico inhibitorio (Werman, 1968, Curtis, 1968) debido a que activa una
corriente de Ci (Curtis, 1974). Evidencias de tipo farmacoldgico, bioguimico,
inmunolégico y molecular indican que la gficina aciia de manera especifica
sobre un receptor postsindptico, a través de! cual, permea el CI" hacia el interior
de las célutas, induciendo una hiperpolarizacién (Betz y col., 1994). Al analizar
la corriente inducida por glicina sobre el canal de CI', se demostré que este
canal pasa por diferentes subestados de conductancia y que su apertura

depende de la unién de dos moléculas del agonista (Bormann, 1990).

La estricnina, un alcaloide convulsivante extraido de la planta Strychnos
nuxvomica, ha sido una herramienta de gran utilidad para la caracterizacion del
receptor postsindptico de glicina (RGly), debide a que es e} antagonista
especifico que pravoca una inhibicion de la respuesta electrofisiolégica inducida
por glicina. En la médula espinal, la estricnina presenta una union de alta
afinidad saturable, con una canstante de inhibicidn (Ki) de 5 a 10nM. La unicn de
estricnina radiactiva a dicho receptor es de fipo alostérica, ya que el
desplazamiento de una molécula de estricnina se efectia por dos moléculas de
glicina (Yong y Snyder, 1974a); sin embargo los sitios de reconocimiento de
ambas moléculas no son los mismos (Marvizon y col., 1986). Ademas, dentro de
los estudios de caracterizacién del receptor en la retina se encontré que la unién
de estricnina radiactiva fue inhibida por p-alanina, L-serina, L-alanina, D-alanina

y taurina (Pérez-Leén y Salceda,1996); las cuales son consideradas como
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agonistas de dicho receptor, debido a que producen ia misma respuesta

electrofisiologica que la glicina en neurona aisladas del telencéfalo (Tokutomi y

col. 1989).

Utilizando el receptor de glicina de Ja médula espinal purificado y solubilizado, y
con ayuda de la 2-amino estricnina acoplada a una matriz de agarosa (Pfeiffer y
col, 1982) se pudo conocer la estequiomeatria del mismo. Con estos resultados,
se propuso un modelo estequiométrico para el receptor de glicina (Fig. 8)
formado por una estructura pentamérica constituida, generalmente, por dos
subunidades fransmembranales o de 48 kDa vy 3 subunidades
transmembranales p de 58 kDa (Langosh y col)., 1988). Esta Ultima se encuentra
asociada a una proteina intracelular denominada gefirina, la cual tiene un peso
molecular de 93 kDa y estd asociada directamente al citoesqueleto (Pfeiffer vy
col., 1982; Schmilt, 1987). Esta proteina es determinante para formar agregados
del receptor de glicina en Ias terminales postsinapticas de las ¢élulas (Froehner,

1993).

Existe una semejanza del 50 al 70% en la estructura primaria de ias
subunidades o y P del RGly (Fig. 9). Los cuatros segmentos hidrofébicos
inframembranales (M1-M4}); los cuales se extienden a través de fa membrana
formande estructuras de fipo o« hélice, estan altamente conservados.
{Grenningloh y col., 1987). El arreglo anterior es semejante al observado en el
receptor nicotinico de ACh (RnACh) (Noda y col., 1882), el receptor tipo 3 de
serofonina (R5HT3) (Maricq y col., 1991), el canal de cloro inducido por
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Figura 8. Esquema de la estructura oligomérica del receptor postsingptico
de glicina (RGly). Los sitios de reconocimiento del agonista se localizan
sobre [as subunidades de 48kDa v la subunidad de 93kDa sirve para
anclar ! complejo al citoesquelefo (fomado de Storm-Mathisen, 1990).
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Figura 9. Esquema de la estructura de la subunidad o1 del RGly. Los
rectangulos representan los dominios transmembranales M1-M4. La G254
ocupa el sitio mas estrecho del canal de cloro en el segmento M2. Los
recténgulos pequefios del extremo amino terminal representan los sitios
involucrados en el ensamblaje de las subunidades. La glicosilacion ocurre
en el residuo N38 y la fosforilacion, probablemente, en el S§391. Los
residucs 1111 y A212 forman parte del sitio de unién de baja afinidad para
la B-alanina y la taurina; asf como, el D148 modula fa unién de estricnSina
(tomado de Zaffra, 1997).
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glutamato de Caenorhabdits efegans (Cully y col., 1994) y el receptor tipo A de
GABA (RGABA,) (Schofield y cal., 1987); los cuales, junto con el RGly (Pfeiffer y
col, 1982), forman parte de la superfamilia de canales ibnicas activados por

ligando (Grenningloh y col., 1987; Schofield y col., 1987).

El pape! de la gefirina.

La gefirina es una proteina citoplasmica que se localiza tanto en las membranas
postsinépticas glicinérgicas (Triller y col., 1985, Altschuler y col., 1986}, como en
las GABAérgicas (Sassoé-Pognetto y col., 1995). Asimismo, la gefirina se une a
la tubulina y/e a los microtibulos con una alta afinidad (Kirsch y col,, 1891), por
lo que se ha propuesto que esta proteina es importante para la formacion de
agregados del RGly en las terminales postsinapticas (Kirsch y cal, 1993b), asi

como de fa inmobilizacién del receptor en la membrana (Betz y col., 1994).

La subunidad 8.

La subunidad § del RGly, al ser expresada homologamente en ovocitos de
Xenopus, fue capaz de responder al estimulo por glicina, generando una
corriente de Ci sensible a estricnina (Grenningloh y col., 1990b). Estos
experimentos indican que la subunidad P es necesaria para la formacion del
receptor; sin embargo, es posible encontrar receptores con subunidades
homdlogas { o © B), ya que la subunidad f se ha encontrado (por métodos
inmunohistoquimicos) en regiones donde no se localiza a la subunidad «, por lo
que es posible que existan ofras isoformas de la subunidad o o que se

encuentren homoligdbmeros de la subunidad B (Betz, 1991). Sin embargo, el
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mayor estado de conductancia se obfiene cuando se forma el heteroligémero
(Pérez-Ledn y Salceda, 1996), ademas, errores de traduccion de la subunidad f§
(productos de una mutacion) (Mulhatdt y col,, 1924) disminuyen el numero de
receptores, lo cual indica gque es importante para un eficiente ensamblaje del
RGly (White y Heller, 1982; Becker y col,, 1892). También, se ha encontrado
que, en el dominio transmembranal de la subunidad § se localiza una secuencia
de aminodcidos que participa en el reconocimiento entre las diferentes

subunidades para su posterior asociacion (Kushe y col., 1993).

Por otro lado, la subunidad B, en su segmento transmembranal M2, presenta un
sitio insensible a picrotroxina {un bloqueador de canales de cloro), ya que se ha
observado que esta droga es un antagonista competitivo de la glicina en Ia
subunidad o1 (Lync y col. 1995); y no asi, en el heteraligémero o/f (Pribilla y
col, 1892). Ademas, en la subunidad p se encuentra e! sitio de interaccién con
la gefirina, localizado en el asa intracelular M3-M4 (aminoAcidos 394-411)

{Meyer y col., 1995),

La subunidad a.

Los primeros experimentos de fotoafinidad con estricnina-H3 sobre el RGly
demastraron que el sitio de union de ligandos se localiza en la subunidad o
(Graham y col., 1981 y 1983). La estricnina a concentraciones nanomolares
bloquea la apertura del canal de cloro provocada por glicina en la subunidad o
de! RGly expresada heterdlogamente en ovocitos de Xenopus (Schmieden y col.,

1989). Experimentos de tipo bioquimico y con DNA complementaric (DNAc) han
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reporiado varios subfipos de la subunidad o; las secuencias de dichas

subunidades presentan una alta homologia con la subunidad a1 del adulto.

El primer subtipo (a2) fue encontrado al observar el desarrollo ontogenélico de la
médula espinal; éste se expresa durante las etapas embrionaria y neonatal. El
o2 difiere en su afinidad por el antagonista, en su masa molecular (48kDa) y en
los anticuerpos que lo reconocen. Durante las dos primeras semanas
postnatales el RGly neonatal se reemplaza completamente por la isoforma

adulta (1) (Becker y col., 1988).

Por medio de blsquedas en librerias gendmicas, se encontraron ofras
isoformas, denominadas a3 y o4, la primera se obtuvo de una libreria genémica
de la rata y que se expresa diferencialmente tanto en la rata como en el humano
(Kushe y col, 1980ab); v la a4 proviene de cerebro del ratdon adulto
(Matzenbach y col., 1994). EI RNAm de la subunidad o3 se expresa
principalmente en estadios postnatales (Kuche y col., 1890a}. Se desconoce el
estadio en el cual se expresa el RNAm de ia subunidad a4, ya que en el cerebro

del roedor adulto se encuentra en bajas concentraciones (Betz, 1991).

Los transcritos de a1, o2 y a3 expresados en ovocitos de Xenopus formaron
canales de CI" que se bloguean por concentraciones nanomolares de estricnina
{Schmieden y col., 1989; Sontheimer y col., 1989; Grenningloh y col.,, 1890;
Kushe y col., 1890b). Ademas, se encontrd una variante de la subunidad o2 que

disminuye hasta 500 veces su afinidad por [a estricnina y que corresponde a una
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isoforma que se expresa en estadios neonatales en la médula espinal de ia rata.

Esta isoforma se denominé a2*, la cual presenta un cambio en la glicina 167 por

glutamato (Kushe y col., 1990a).

Los transcritos de la subunidad o1 se han encontrado principaimente en la
médula espinal, el tallo cerebral y el coliculo; en el caso de o2, ésta se expresa
en diferentes regiones del cerebro como ¢! hipocampo, la corteza cerebral v el
talamo. La subunidad «3 se ha observado en el bulbo cifatorio, el hipocampo y
cerebelo. Por ofro lado, fa subunidad  se expresa homogeneamente en el

cerebro y Ia médula espinal (Betz, 1990).

En la reting, a través de experimentos de inmunohistoquimica, se demostré que
la subunidades ¢ v B se expresan en Ja CP! de la retina de los mamiferos (Jager
y Wiéssel, 1993). Particularmente, en la retina de la rata, se ha demostrado que
los mensajeros de las subunidades ol y o2 se localizan en la parte externa e
intema de la CNJ, respectivamente, y en las células ganglionares. También, se
encontré la colocalizacion de las subunidades o3, § y de la gefirinaenla CNiy la

capa de células ganglionares {(Greferath y col., 1984),

En el caso de los anfibios, se observo la presencia de las subunidades a3 y B
en las CP1 y CPE (Smiley y Yazulla, 1990; Yazulla y Studhalme, 1991; Yang y
Wu, 1993; Pérez-Ledn y Salceda, 1998) . Asi mismo, las células de Miller se

han marcado con anticuerpos que reconocen a las diferentes subunidades del
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RGly (Pérez-Ledn y Salceda, 1998); sin embargo, no se conoce el tipo de

isoformas que presentan.

La regulacion del RGly.

A través de experimentos de mutagénesis se demostrd que la glicina-160 forma
parte del sitio de unién de alta afinidad de glicina (Kushe y col,, 1990a) y la
isoleucina-111 y alanina-212 son parte del sitio de union de baja afinidad (y al
que se unen Ja B-alanina y la taurina) (Fig. 10); otros residuos importantes para
la unién del antagonista son la tirosina-202 y la lisina-200 (Schofield y col.,
1896). Adicionalmente, las citeinas-198 y 208 parecen ser importantes para
mantener la conformacion de la proteina y, por lo tanto, su funcién (Schofield y

col., 1996).

El estado de mayor conductancia del RGly de la médula espinal se presenta
cuando se forman receptores heterdlogos o/p. Sin embargo, en la seccién
transmembranal M2 de la subunidad a se localiza un sitio (aminoacido 254)
importante para la determinacién de estadas de conductancia en las distintas
isoformas (glicina en al subunidad ol y Ja alanina en la a2 y «3); asimismo
existe un sitio que le confiere sensibilidad al cianotrifenilborato {bloqueador no

competitivo del cana! de RGly) (Schofield y col., 1996).

El sitio de activacion de la comiente del receptor se localiza en la arginina-271,
ya que transformaciones de este silio, causan que el efecto de ia p-alanina y la
taurina sobre fe receptor se vuelva antagénica (Rajendra y col, 1995a).
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Ademas, dicha transformacion disminuye la corriente provocada por glicina en
foda la célula. Asimismo, transformaciones hechas en amincéacidos del asa
extracelular localizada entre los segmentos M2 y M3 disminuyen la transduccién

de sefiales provocadas por los agonistas {Lynch y col., 1995; Schofield y col,,

1996).

Por otro lado, se ha demostrado que en distintos ambientes de oxidacion y
reduccién la union de estricnina-H3 se modifica (Ruiz-Gomez y col., 1991a), por

lo que se puede suponer que dichos ambientes modulan el funcionamiento del

RGly.

Estudios electrofisioldgicos del receptor expresado en ovocitos de Xenopus,
demostraron que la actividad de la proteina cinasa C (PKC) inhibe la corriente de
CI" producida por la glicina; observandose un efecto contrario al activar a fa
proteina cinasa A (PKA) (Vaello y col., 1994). Este mismo efecto fue observado
en la médula espinal de la rata {Song y Huang, 1990; Uchiyama y col, 1994). Sin
embargo, en ¢élulas aisladas del hipocampo, la PKA no produje un cambio en la
corriente de CI” del receptor de glicina, pero si se observé un efecto estimulatorio
por parte de la PKC (Schénrock y Bormann, 1995). Actualmente se sabe que la
serina-319 de la subunidad « puede ser fosforilada por la PKC (Ruiz-Gémez y
col., 1991b). Se desconoce el sitio especifico de fosforilacion del RGly silvestre
por la PKA; sin embargo, existe una secuencia consenso, {a cual es producto de
una edicion alternativa del RGly, en la cual puede actuar fa PKA (Malosio y col.

1991a).
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La gefiina, también, es susceptible de ser fosforilada pero a través de
mecanismos que involucran cinasas dependientes de calmodulina, donde éstas
al fosforilar a la tubulina, la vuelve incapaz de interactuar con proteinas
asociadas y de autoensambiarse; lo cual seria un factor importante en la

regulacion de la gefirina {Langosh y col., 1992).

Por medio de experimentos de desplazamiento se determiné que, los esteroides
se unen de manera competitiva al RGly, sobre un sitio diferente a los que se
conocen para los agonistas y antagonistas (Wu y col., 1890); ademds, cierto tipo
de esleroides son capaces de aumentar la afinidad por el receptor (Prince y

Simmonds, 1992).

El zinc es un metal que puede localizarse en las vesiculas sindpticas donde se
almacenan los neurotransmisores (Assaf y Chung, 1984). Se ha visto que bajas
concentraciones de zinc (menor de 10uM) aumentan la respuesta por glicina;
contrariamente, altas concentraciones de zinc (mayor de 100pM) inhiben dicha
respuesta (Bloomenthal y col,, 1995). El zinc es capaz de regular al RGly debido
a que en la regién amine terminal de la subunidad o se localiza en el sitio de

union de dicho metal (Laube y col., 1995).

Actividad de !a glicina sobre el receptor de tipo NMDA,

La glicina puede actuar como agonista sobre un sitio especifico dentro de los
receptores de giutamato que responden al N-metil-D-aspartato (NMDA) (Gasic y

Hollmann, 1992). La repuesta electrofisiolégica que produce Ia glicina sobre el
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receptor de NMDA, se presenta a concenfraciones mayores de 0.1uM; ademas,
este sitio de union de la glicina se puede distinguir debido a gue es insensible a
estricnina. Por otro lado, la serina y la alanina (agonista del RGly)} (Sarensaari y
Oja, 1992) son agonistas de a glicina en el receptor NMDA; mientras que, el HA-
966, el acido 7-clorokinurénico y el zinc son antagonistas. La glicina reduce la
unién de los antagonistas del glutamato, pero aumenta la union de éste diimo;
por lo tanto, es capaz de regular la actividad fisiolégica del receptor (Leeson y
Iversen, 1994). El receptor de tipc NMDA participa en procesos de plasticidad
neurcnal, aprendizaje, desarrollo y muerte neuronal (Nakanishi, 1992), Estudios
de ensayos de unién de glicina-H® y glutamico-H® demostraron que e! receptor
de tipo NMDA no se encuentra en las fracciones sinaptosomales de la retina de

la rana (Pérez-Ledn, 1999).
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OBJETIVGS
El objetivo general de este trabajo es caracterizar al receptor postsinaptico de
glicina en la retina completa de la rana y demostrar su posible modulacién por la
actividad de las proteinas cinasas A o C. Para ello se tienen los siguientes
objetivos particulares:
» Caracterizar la cinélica de unién especifica de glicina-H® y estricnina-H® al
RGly en la retina completa.
» Caracterizar farmacoldogicamente al RGly utilizando agonistas y antagenisias.
» Identificar una posible modulacién por fosforitacion debido al efecto de las

PKA v PKC sobre Ia unién especifica de glicina-H® y estricnina-H>.
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METODOLOGIA

QObtencidn del teiido.

Las ranas {Rana moctezuma) fueron adaptadas a la oscuridad con un minimo de
dos horas. Posteriormente, se sacrificaron por decapitacion y se obtuvo el globo
ocular, el cual se hemisectd y la retina se separé de la copa optica en Ringer
Krebs-Bicarbonato (RKB; NaCl 118mM; KCI 4.7mM; KH2PO4 1.2mM; CaCl;
2.5mM; MgSO, 1.17mM; glucosa 5.6mM; NaHCO, 25mM; pH 7.4). El

procedimiento se realizé bajo luz tenue roja.

Obtencion de rebanadas de médula espinal de rata.

Las ratas (cepa Long-Evans) se sacrificaron por decapitacién y se disecé una
fraccién cervical de la médula espinal, la cual se conservd en RKB frio.
Posteriormente, con ayuda de un rebanador Mclilwain (Mickle Laboratory

Engineering), se hicieron cortes transversales de 250 a 400 pm de grosor.

Ensayo de unién de glicina y estricnina.

El tejido se incubd en RKB durante 10 minutos a diferentes temperaturas en
presencia de 10nM de glicina-H> {43, 45 Ci/mmola) o estricnina-H® (23
Cifmmola); en condiciones de oscuridad, @ unién especifica se determind
utilizando sistemas de incubacion paralelos, en los cuales se incubd el tejido en
presencia del compuesto radiactivo y de glicina 1TmM o estricnina 100 uM

respectivamente. Al término de la incubacién el tejido se lavé a 4°C en 3ml de
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RKB durante 2 minutos, se peso y digirié a 48°C en 500 pl de dodecil sulfato de
sodic (éDS) al 1% por 30-40 minutos. Mas tarde, se agrego al tejido 5ml de
tritosol (Fricke, 1975) y se determind ia radiactividad en un contador de centelleo
liquido, Beckman LS 1701. El andlisis de Rosenthal se realizé con ayuda del

programa computacional ORIGIN version 3.0.

Cuando se estudié el efecto de diferentes drogas sobre la unién de glicina-H® y
estricnina-H®, éstas se agregaron al mismo tiempo que los compuestos
radiactivos. El efecto del Na* sobre la unidn especifica de giicina-H® y estricnina-
H® se estudioé sustituyendo et NaCl por diferentes concentraciones de cloruro de

colina o cloruro de litio.

La forskolina, estaurosporina y el 12-miristrato-13-acetato (PMA) se disolvieron
en dimetilsulféxido (DMSO) y la concentracién final del solvente no fue mayor de
0.001%. La 3-iscbutil-1-metil xantina (IBMX) y la teofilina fueron disueltas en

una solucién alcalina.

Niveles de nucledtidos ciclicos.

El tejido se incubd en un RK sin Na' a temperatura ambiente (25°C) por 10
minutos, en presencia de 10nM de glicina y/o de drogas que modifican los
niveles de nucledtidos ciclicos (AMPc y GMPc). Al término de la incubacion, las
retinas se homogeneizaron en 500 pl de 0.4M de HCLO, y las proteinas se

sedimentaron por centrifugacién a 1500 r.p.m. El sobrenadante se neutralizé con
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100pl de KOH, 1.4M + KHCQO; 1.2M y el sedimento se elimind por
centrifugacion. La determinacion en extractos percloricos de los niveles de
nucledtidos ciclicos se hizo a través de un radicinmunoensayo, utilizando los

reactivos comerciales de Amersham.

Cuantificacién de proteinas.

Las proteinas ‘precipitadas con HCLO; se disolvieron con NaOH 1N y se
determind su concentracion en un microensayo, con los reactivos comerciales de
Bio-Rad, basado en e! método reportade por Lowry y colaboradores (1951),

utilizando albtimina de suero bovino como estandar.

36



RESULTADOS
Ensayos de unién de glicina-H v estricnina-H>.
Con el fin de determinar eficientemente la unién de glicina y asegurar que ésta no
corresponde a los sitios del transportador, las  incubaciones se realizaron a
temperaturas de 4°C y 25°C. Sin embargo, se desconoce si a 4°C e} transportador
une a la glicina. Dado que el transporte de glicina depende de Na*, realizamos los

experimentos en presencia y ausencia del mismo.

En la retina de la rana, los experimentos de unidn de ligandos radiactivos,
realizados en un medio carente de Na’, demostraron que la union especifica de
glicina-H3, a una concentracién de 10nM, presenta valores de 0.66 + 0.09 pmol/g
de tejido y de 1.21 + 0.09 pmol/g de tejido a 4° y 25°C, respectivamente; dichos

valores representan el 30% de la radiactividad total unida.

La unién especifica de glicina-H® se estudié a 4°C en presencia de diferentes
concentraciones y presentd una cinética hiperbdlica, la cual es saturable a una
concentracion de 2uM (Fig. 10a). A través del andlisis de Rosenthal (Fig. 10b), se
determiné la presencia de dos sitios de union; los cuales presentan constantes de
alta afinidad (Kp= 517.43nM y Kp=8.93nM) y valores de unién maxima (Bmax) de
225 pmol/g de tejido y 3.7 pmollg de tefido, respectivamente. A 25°C, |a unién
especifica de glicina-H® presenté una cinética hiperbdlica {Fig. 10a) y se saturd a
una concentracién de 4pM; & altas concentraciones, ta unién especifica es mayor

que a 4°C. Por medio del andlisis de Rosenthal, se pudo observar la presencia de

37



() cH-euiay ep oy dedse ugun
o o wr om W o

opfn Bows Jgg <78
W LoELe =

opfe) Browd sz m g

Wu e L'y
fo P-4

(v} cH-wuiR)iB op eagioedes ugiupn

O¥: OZZ OOT 08k 09 OFk OTF ODF OF B Or OO
F O S R S S o W T

onile) Bowd g2z e @
WY SKLLT aTy

Dot

Bl

3z
105 UOTLN feoiioadsaugun

8t

“Jepuglss Joua
T sajuslpuadapul  sojuswuadxe €| B € 8p olpawod
18 uos soEp $07 '£6°0=%) A 26°0=",1 B BpUOP 'SOPEIPEND
sotyujw Jod gzieai 6s aisnfe {3 '0.GZ B epegnoul eupal B
U3 ugIun Sp BOIPUID B 3D [BLUSSOY Bp SISIBUY (D "106'0=3,)
A £bg0=', Se| epuop ‘sopeipeno sowluw Jod 9zed!
as aysnfe |3 'D.F © Bpeqnoul Bunas B US uoluh ap BaRsui
e| op reyussoy ap sisifeuy (g 'Wwi eupyb ep elouasald
ue guiuLelep 85 BSYIDadse ugiun B " BN 8p epussne us A H
-eUoNB ap SEUOIBIUSIUDD SalLIGIajP op euasald ue ‘0,62
Q o B SOJNUIL () SjueINp oandw ©s opile} (3 'euel e) ap
Bujes B ua H-eu b ap ugun ap eogeuD (v 0L eunbiy

(Wu) cH-Bue
i o vz i g
L ¢
.}
1§
-

- m m

Db @ Lo =

D62 W




dos sitios de union de alta afinidad (Kp= 813.01nM y Kp= 13.68nM) y valores de

B g€ 25 y 357 pmolig de tejido (Fig. 10c).

tos valores de union especifida de estricnina-H® (10nM), resuitaron ser
semejantes a los de la glicina (0.64 + 0.11 pmol/g de tejido y 0.8 £ 0.06 pmol/g de
tejido) a 4° y 25°C respectivamente; sin embargo, éstos valores representan el

20% de la radiactividad total unida.

La unidn especifica de estricnina-H®, fambién, se estudid a diferentes
concentraciones y presentd una cinética hiperbdlica, que fue saturable a una
concentracién de 1uM (Fig. 11a). Al realizar el andlisis de Rosenthal, se observo la
presencia de 2 sitios de unién de alta afinidad (Kp=95.24 y Ko=250nM) vy los
valores de B, fueron de 63 pmol/g de tejido y 81 pmol/g de tefido (Fig. 11b).
Cuando se incubd el tejido a 25°C, la unidn especifica aumentd 10% en presencia
de altas concentraciones del ligando; dicha unién se saturé a una concentracion
de 600nM de estricnina-H>; observéndose, nuevamente, dos sitios de unién pero
con valores de Kg de 166.66nM v 1uM v Bmay de 59 y 195 pmollg de tejido,

respectivamente (Figura 11c).

Efecto de cationes monovalentes sobre la unién de glicina-H® v estricnina-H®.

El efecto del Na* en ta unién especifica de glicina y estricnina se estudié a4°C y a

una concentracion de ligando de 10nM. La unién especifica de glicina fue mayor

al incubar el tejido en presencia de Na' (3.31 + 0.4 pmollg de tejido), que en
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ausencia de Na* (0.68 + 0.02 pmol/g de tejido) (Fig. 12b). Dicho efecto no fue

observado al sustituir el Na* por la misma concentracion de Li*.

Por el contrario, la unién especifica de estricnina-H® fue mayor cuando las retinas
se incubaron en up medio carente de Na® {Fig. 12a); dicha unién disminuyd hasta
en un 50% en presencia de bajas concentraciones de Na* (30mM). Mientras que
ja union total de estricnina-H® tiende a aumentar al incubar el tejido en presencia
de Na*, la union especifica disminuye. La unitn especifica de estricnina-H® es
igualmente afectada por la presencia de Li"; es decir, la substitucién del Na* por

Li* causé disminucion en la union de estricnina-H>.

Con el objeto de conocer |a especificidad del efecto del Na* en la unién de glicina-
H? y estricnina-H® en la retina, se realizaron experimentos similares en rebanadas
de médula espinal de la rata; las rebanadas se incubaron a 4°C con glicina-H’ o
estricnina-H® {10nM) en presencia y ausencia de Na'. En estos experimentos
observamos (Tabla 2) gue la unién total de glicina-H3 aumenté cuando se incubé
en presencia de Na’. Sin embargo, la unién especifica fue la misma en presencia
y en ausencia de Na’. Por otro lado, los valores de la unidn total y especifica de
estricnina-H? en las rebanadas de médula espinal no se modificaron en presencia

o en ausencia de Na’ (Tabla 3).
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Figura 12. Efecto de cationes monovalentes sobre fa unién especifica
de (A) glicina-H® y (B) estricnina-H® en [a retina de la rana. El tejido
se incubd en la oscuridad durante 10 minutos en presencia de
diferentes concentraciones de Na* o Li* en el medio de incubacién y
en presencia de los ligandos radiactivos. La unién especifica se
determind en presencia de glicina 1mM o estricnina  100uM
respectivamente. Los datos son €l promedio de 3 a 16 experimentos
independientes + error estandar.
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Tabla 2. Unién de glicina-H® en rebanadas de médula espinal de la rata y en
retina de la rana.

Médula espinal Retina
Union Total Especifica Total Especifica
{pmol / g tejido) {(pmol / g tejido)
Con Na+ 2.28 +0.17 0.58 £0.38 6.51 20.68 3.31 £0.40
Sin Na+ 1.14 £0.16 0.55+0.11 2.42 +0.29 0.68 £0.02

La incubacidn de las rebanadas de médula espinal se llevé a cabo a 4°C durante 30
minutos y la de la retina se realizo en la oscuridad durante 10 minutos. Ambos tejidos se
incubaron en presencia 10nM del ligando radiactivo. La concentracién de Na® en ! medio
de incubacién es de 128mM y en el medio sin Na*, el NaCl fue sustituido por cloruro de
colina. Los valores de unién especifica se obtuvieron incubando en presencia de 100pM
de estricnina. Los datos son el promedio de 3 experimentos independientes + error

estandar.

Tabla 3. Unidn de estricnina-H® en rebanadas de médula espinal de larata y
en la retina de la rana.

Médula espinal Retina
Unién Total Especifica Total Especifica
(pmal/g tejido) (prol/g tejido)

ConNa+  2841031(4) 0.4410.13(4) 6.02:0.50(7) 0.6420.03(5)
Sin Na+ 3.3210.28(4) 0.4910.17(4) 3.5810.28(9) 1.25+0.25 (6)

ta incubacién de las rebanadas de médula espinal se llevé a cabo a 4°C durante 30
minutos y la de la retina se realizé en la oscuridad durante 10 minutos. Ambos tejidos se
incubaron en presencia 10nM del ligando radiactivo. |.a concentracién de Na* en el medio
de incubacién es de 128mM y en el medio sin Na*, el NaCl fue sustituido por cloruro de
colina. Los valores de union especifica se obtuvieron incubando en presencia de 1mM de
_glicina. Los datos son e promedio de {n)} experimentos independientes * error estandar.
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Debido a que se observé un incremento en la union especifica de glicina al incubar
la retina en un medio con Na*, lo cual puede corresponder a una posible unidn al
transportador, los subsecuentes experimentos de unidn se realizaron a 4°C en

medios carentes de Na".

Farmacologia de la unidn de glicina-H® v estricnina-H®.

Con el fin de completar a caracterizacion del RGly se realizaron ensayos de union
de glicina-H® y estricnina-H® (10nM) en presencia de agonistas (glicina y p-
alanina), el antagonista especifico del receptor (la esfricnina) y el inhibidor
especifico de! transportador (la sarcosina). Los experimentos se realizaron a 4°C y
25°C (Tabla 4). La unién especifica de glicina-H® se desplaz6 por estricnina,
sarcosina y la propia glicina a ambas temperaturas. Las combinaciones de
sarcosina méas glicina, sarcosina-estricnina y la B-alanina presentaron un mayor

desplazamiento, comparado con la propia glicina.

La unién especifica de estricnina-H? fue desplazada a 4°C por glicina en un 77%.
Por el contrario, la sarcosina y las combinaciones de sarcosina-glicina y sarcosina-
estricnina no desplazaron significativamente a la estricnina-H®. Sin embargo, a

25°C, estas mismas combinaciones lograron desplazar 50% méas que la propia

estricnina.
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Tabla 4, Unién especifica de glicina-H® y estricnina-H® en laretina de la

rana.
Glicina-H’ Estricnina-H*
4°C 25°C 4°C 25°C
Desplazador {pmal / g tejido) {(pmol / g tejido)
Glicina 1mM 0.6610.09 (6) 1.21009(13) 0.8310.09(8) 0.390.05(§)

Estricnina100pM  0.58 20.024 (6)  1.30 20.11 (8) 0.6410.11 (12)  0.80 £0.06 (16)

Sarcosina 1mM  0.73 £0.04 {12)  1.14 £0.07 (6) 00.00 (18) 0.15 10.14 (9)

Sarcosina 1mM (.93 £0.13 {7) 1.62 012 (6) 0.07 0.01 (12) 1.83£0.13 (6)
+ Glicina 1mM

SarcosinalmM+ 0.930.14(7)  0.97 0.07 (6) 00.00 {15} 1.38 £0.16 (6)
Estricnina100uM

p-alanina imM  1.28#020(4)  1.42:0.10 4) 16640.17(4) 2.1610.17 (4)

La incubacién del tejido se llevé a cabo a 4°C en la oscuridad, durante 10 minutos en
presencia 10nM del ligando radiactive. Los valores de unidn especifica se obtuvieron
jncubando en presencia de 1mM de glicina. Los datos son el promedio de (n)
experimentos independientes + erfor esténdar.

Por otro lado, se realizaron experimentos de unién de glicina-H® y estricnina-H® a
una concentracion de 2nM (Tabla 5). A ésta concentracidn, 1a unidn de la glicina-
H® presenté valores similares cuando se usdé como desplazador a la propia
glicina, la sarcosina y las combinaciones de sarcosina-glicina y sarcosina-
estricnina. Sin embargo, la estricnina solamente desplazd un 7% de la unidn total
de glicina. En el caso de la unién de estricnina-H°, ésta no se desplazd por

glicina, sarcosina y las combinaciones sarcosina-glicina y sarcosina-estricnina.
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Tabla 5. Union especifica de glicina-H’ y estricnina-H’ en la retina de la rana.

Glicina-H° Estricnina-H**

Desplazador (pmol / g tejido) (pmol / g tejido)
Glicina 1TmM 0.253 £ 0.046 Nd
Estricnina 100pM 0.047 +0.013 . 0.20 +0.014
Sarcosina 1mM 0.234 £ 0.014 : Nd
SarcosinatmM+Glicina
1mM 0.242 +0.014 0.04 +0.005
Sarcosina1mM+ Estricnina
100M 0.207 + 0.031 0.013+0.01

La incubacién del tejido se Ilevé a cabo a 4°C en la oscuridad, durante 10 minutos en
presencia 2nM del ligando radiactivo. Los datos son el promedio de 4 a 9 experimentos
independientes + error estandar. Nd= no detectado.

Efecto de drogas gue inhiben o activan proteinas cinasas en la unién especifica de

glicina-H® v estricnina-H>.

Para determinar la posible modulacién del receptor de glicina por proteinas
cinasas, se realizaron ensayos de unién de glicina-H® y estricnina-H® (10nM) a
25°C en presencia de drogas que modifican la actividad de las proteinas cinasas A
y C. La presencia de 1mM de [BMX o de teofilina (inhibidores de la
fosfodiesterasa); asi como de forskolina (10pM, activador de la adenilato ciclasa)
en el medio de incubacion, causaron una disminucién de méas del 50% en la unién
especifica de glicina-H® (Fig. 13). El mismo efecto se observé en presencia de!

activador de la PKC, el PMA. Sin embargo, un inhibidor de la PKC, la
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Forskolina 10pM

Figura 13. Efecto de activadores e inhibidores de las proteinas
cinasas C y A sobre la unién especifica de glicina-H® en Ia retina de
la rana. E! tejido se incubdé en la oscuridad durante 10 minutos a
25°C en presencia del ligando radiactivo y las diferentes drogas. La
unién especifica se determind en presencia de glicina 1mM. Los
datos son el promedio de 3 a 7 experimentos independientes +
error esténdar.
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estaurosporina, no produjo ninglin cambio en la unidn especifica de glicina-H® con

respecto al control.

Asimismo, la unién especifica de estricnina-H> (10nM) (Fig. 14) se disminuyd
notablemente en presencia de IBMX, teofilina, forskolina y de PMA. Mientras que,

la estaurosporing, causd una disminucion del 50% en la union especifica de

estricnina.

Paralelamente a éstos experimentos, bajo las mismas condiciones de incubacidn
se evaluaron los niveles de nucledtidos ciclicos en la retina de la rana. Como se
puede ver en la figura 15, diferentes concentraciones de glicina no modificaron los
niveles de AMPc comparados con los del control. Aungue la IBMX provocd un
auments del 70% en los niveles de AMPc; [a teofilina y la forskolina no

modificaron significativamente dichos niveles.

Por otro lado, los niveles de GMPc no se modificaron significativamente en

ninguna de éstas condiciones con respecto al control (Fig. 18),
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Figura 14. Efecto de activadores e inhibidores de las proteinas
cinasas C y A sobre la unién especifica de estricnina-H? en Ia retina
de {a rana. El tejido se incubd en la oscuridad durante 10 minutos a
25°C en presencia de! ligando radiactivo y las diferentes drogas. La
unién especifica se determind en presencia de estricnina 100uM.
Los datos son el promedio de 3 a 7 experimentos independientes +
error estandar.
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Glicina 10nM
Glicina 200nM
Glicina 500nM
Farskolina 10uM
IBMX 1mM
Teofilina 1mM

Figura 15. Efecto de la glicina y diferentes drogas sobre los
niveles de AMPc en fa retina de la rana. E! tejido se incubd en la
oscuridad durante 10 minutos en presencia de distintas
concentraciones de glicina, forskolina 10pM, IBMX 1mM o teofilina
1mM. Los datos son el promedio de 3 a ¢ experimentos
independientes + error estandar.
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Figura 16. Efecto de la glicina y diferentes drogas sobre los niveles
de GMPc en la retina de la rana. El tejido se incubd en la oscuridad
durante 10 minutos en presencia de distintas concentraciones de
glicina, forskolina 10uM o IBMX 1mM. Los datos son el
promedio de 2a 5 experimentos independientes + error esténdar.
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DISCUSION
El receptor de glicina ha sido caracterizado en las membranas totales de la
corteza cerebra! de la rana (Miller y Snyder, 1973) y de la retina del bovino (Borbe
y col., 1981) y en membranas sinaptosomales de la retina de [a rana, a través de
ensayos de unidn con ligandos radiactivos (glicina-H® y estricnina-H>) (Pérez-Ledn
y Salceda, 1995). En el presente trabajo se observé un comportamiento similar de

la unidn de gticina—H3 Y estricnina-H, pero en la retina completa de la rana.

La unién especifica de glicina presenté una cinéfica de saturacion. Las
concentraciones relativamente altas de glicina requeridas para la saturacién (2uM,
Fig. 10a) indican un aumento de 10 veces los valores reportados en las
membranas sinaptosomales de la retina de la rana (Pérez-Ledn y Salceda, 1995),

{o cual sugiere un mayor nimero de sitios de unidn en el tejido completo.

Contrario a lo observado en las membranas sinaptosomales, la union de glicina-H?
presentd dos sitios de alta afinidad (Kp de 517.43nM y 8.93nM, Fig. 10b). Ambos
valores se encueniran de dos a tres ordenes de magnitud por debajo de los
reportados para el transportador de glicina en las membranas sinaptosomales de
las capas plexiforme externa (100uM) e interna (46.5uM) de la retina de fa rana
(Salceda, 1989). Ademas, uno de los componentes presenta valores semejantes
a |os reportados para ¢! receptor de glicina en la fraccién P1 de la retina de la rana
(Ko 12nM; Pérez-Ledn v Salceda 1995); el cual se asemeja al reportado (< 60nM)

en las membranas sinaptosomales del cerebro de la rata (Paudice y col., 1998). La
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ofra constante de afinidad presenta valores semejantes a los reportados para el
receptor de glicina insensible a estricnina (NMDAT, Kp 217nM) en las membranas
fotales de la retina de pollo (Boje, 1992) y ofros tejidos del SNC (Kishimoto y col.
1981; Marvizon y col., 1989). Sin embargo, a través de estudics farmacoldgicos,
se demostré que drogas que actian sobre el sitio de glicina insensible a estricnina
dentro del receptor tipo NMDA, no fueron capaces de desplazar la unién de
estricnina-H® en las membranas sinaptosomales de la retina de la rana (Pérez-
Le6n y Salceda 1995); asimismo, la glicina no favorecié la union de glutamico-H’
a dichas membranas (Pérez-Ledn y Salceda, 1998), lo que sugiere que el

receptor de tipo NMDA es pocq abundante o ausente en la retina de la rana.

En la retina completa de la rana, uno de los problemas mas importantes para
determinar la unién especifica de glicina a su receptor es la presencia del
transportador de glicina; el cual es de alta afinidad y dependiente de Na" vy
temperatura. Los resuitados del presente trabajo indican que la unién especifica a
bajas concentraciones de glicina no dependen de la temperatura (Fig. 10a), ya que
a 25°C, el andlisis de Rosenthal revel6 la presencia de los dos sitios de union (Kp
13.68nM y Kp 813 nM, Fig. 10b y c); resultados que estén de acuerdo con lo
observado en las membranas sinaptosomales de |a retina de la rana (Pérez-Le6n

y Salceda, 1995).

ta unién especifica de estricninina-H? representa el 15% y 25% de la unién total a
4° y 25°C, respectivamente; dicha unién demostr6 ser saturable airededor de una

concentracion de 500nM (Fig. 11a). Asimismo, el porcentaje de unién de estricnina
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es semejante al de glicina a ambas temperaturas. Por medio del andlisis de
Rosenthal (Fig. 11b), se determind que existen dos sistemas de union de
estricnina, uno de alta afinidad (Kpy 95.24nM) y otro de baja afinidad (Ko 250nM);
ambos con valores de Bmax similares (63 y 81 pmol/g de tejido). Ei nimero de sitios
de unidn a estricnina es 10 veces mayor al reportado en las membranas
sinaptosomales de la retina de la rana (Pérez-Ledn y Salceda, 1995). A 25°C se
observaron nuevamente dos componentes de unién, uno de alta afinidad (Ko
166.66nM) que semeja a lo observado a 4°C y ofro componente de menor afinidad
{Kp 1uM). Estos resultados podrian explicarse por un cambio en la estructura
tridimensional del receptor en el cual e! sitio de alta afinidad por ef ligando cambia
a un sitio de baja afinidad. Ademas, el nimero de sitios de unién varia de tres a

cuatro veces (Bmax de 59 y 195 pmolfg de tejido).

La uni6n especifica de glicina a 4° y 25°C es similar a la observada para estricnina
a 25°C; sin embarge, a 4°C, la union especifica de estricnina es menor. El efecto
de 1a temperatura sobre la unidén de antagonistas al RGly ha sido estudiado en las
membranas sinaptosomales de la médufa espinal de 1a rata, donde demostraron
que la unién de estricnina aumenta con respecto a la temperatura (Ruiz-Gémez y
col., 1989), la cual parece afectar la afinidad y las interacciones alostéricas con el
RGly. Aunado a nuestros resultados, esto nos indica que tanto la glicina como la
estricnina se unen a la misma molécula receptora pero en diferentes sitios; y que,

solo uno de ellos es sensible a la temperatura.
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El efecto de! Na® sobre la union especifica de glicina-H® y estricnina-H® en la retina
de la rana es contrario para ambos ligandos (Fig. 12). Mientras que la unién
especifica de glicina-H® se ve favorecida en presencia de Na* (Fig. 12b) la de
estricnina es inhibida. Estudios anteriores han demostrado que el transporte de
glicina en la retina de la rana es dependiente de Na', tanto en lag membranas
sinaptosomales (Salceda, 1989), como en el tejido completo (L.6pez-Vera, 1998).
El hecho de que a 4°C el Na* pero no el Li*, incremente la unién de glicina, sugiere

que el ion se requiere o favorece la union de glicina al transportador.

Por el contrario, la unién especifica de estricnina-H® disminuye aproximadamente
80% al incubar &l tejido en presencia de 118mM de NaCl (Fig. 12a). En el caso de
las membranas sinaptosomales de la médula espinal de [a rata se observo que la
unién de estricnina-H® disminuye al eliminar el Na* (Snyder, 1975). Asimismo, se
ha reportado que los aniones inhiben la unidn de estricnina-H®, mientras que los
cationes (Na*, K" y Li") aumentan dicha unién, en el caso particular del cloruro de
sodio, abservaron un efecto bifasico, en donde a aitas concentraciones (0.2M)
aumentan la unién especifica de estricnina-H® y menores concentraciones (0.1M)

la inhiben (Marvizén, 1986).

Et Li* no fue capaz de sustituir al Na* en su efecto sobre [a unién de glicina, pero si
lo hizo sobre la unidn de estricnina (Fig. 12). En membranas sinaptosomales de [a
médula espinal de la rata se ha observado que el Li* y K* substituyen el efecto
potenciador del Na* sobre la unién especifica de estricnina-H? sin embargo, el

aumento en Ja unidn se observa a partir de 200mM de NaCl (Young y Snyder,
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1974a), las cuales estan por arriba de las utilizadas en el presente trabajo. Se ha
propuesto que las altas concentraciones de sodio favorecen la unién especifica de
estricnina al receptor, ya que al aumentar la fuerza idnica se evidencian los sitios
de unién del ligando (Marvizén, 1986). Sin embargo en nuestro trabajo, el sodio

presenta un efecto contrario al reportado sobre la unidn de estrichina.

Existen evidencias de que en la subunidad o1 de! RGly recombinante de humano
el Zn** puede potenciar la unién de agonistas (como la taurina y glicina), sin
afectar la corriente inhibitoria del mismo (Lynch y col., 1998). Asimismo, al
expresada en la linea celular embrionaria 293 de rifidn de humano se observé que
bajas concentraciones de Zn"* aumentan la probabilidad de apertura del canal del
RGly, mientras que altas concentraciones la disminuyen, sin tener un efecto sobre
la corriente (Laube y col., 1998). Esto mismo se observa en células ganglionares
donde la corriente inducida por glicina se estimula a bajas concentraciones (<2uM)
de Zn** y se inhibe a altas concentraciones (>10pM) (Han y Wu, 1999). En la
retina de la rana es probable que e! Na+ se& comporte como un regulador
alostérico, que al unirse al receptor regule positivamente los sitios de unidn del

agonista (glicina) y negativamente los del antagonista (estricnina).

E! hecho de que en las rebanadas de la médula espinal, la unién especifica de
glicina y estricnina no se haya modificado por la presencia o ausencia de Na*,
sugiere que el receptor de glicina presente en la médula espinal de la rata es

diferente al receptor de la retina de la rana. Los diferentes tipos de subunidades
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del receptor pueden conferirle caracteristicas farmacoldgicas distintas; por
ejemplo, la subunidad o2 es menos sensible a la estricnina que las demés

subunidades. Asimismo, los homoligbmeros del RGly son més sensibles a

picotroxina; dicha sensibilidad, se reduce hasta 500 veces en los heteroligébmeros

de o/p {Legendre, 1997).

Estudios anteriores, demostraron que la glicina-H® se desplaza 12% por estricnina
y la unidn de estricnina-H® se desplaza por glicina en un 30%; [o cual indica que
los silios de unién para ambos ligandos son diferentes dentro del RGly (Pérez-
Ledn y Salceda, 1995). De manera semejante, en este trabajo observamos
diferencias en e! desplazamiento de ambos ligandos en presencia de glicina y

estricnina frias (Tabla 4 y 5).

La sarcosina es una droga que se considera e! inhibidor especifico dal
transportador de glicina; sin embargo, no se tienen reportes con respecto a! efecto
que pueda tener sobre el receptor postsinéptico de glicina. En el presente trabajo
Ja sarcosina desplazé a la glicina-H® con la misma potencia que la propia glicina;
lo cual puede explicarse por una posible competencia, ya que ambas moféculas
comparten una estructura tridimensional semejante. Existe la posibilidad de que la
sarcosina se una al sitic del transportador, en tal caso la afinidad de la unién de
glicina al transportador serfa mayor que Ia reportada (Salceda, 1989). Por ofro
lado, la sarcosing desplaza a la estricnina, unicamente a 25°C lo que,

probablemente se debe a que la sarcosina s& une de manera alostérica al RGly,

57



afectando su conformacion, con lo que se favorece la exposicion del sitio de union

de estricnina.

La p-alanina es el agonista mas potente del RGly en la médula espinal (Morgan,
1985), en la retina de |a rana es capaz de desplazar en un 80% la unién de glicina-
H® a las membranas sinaptosomales de la retina de la rana (Pérez-Ledn y
Salceda,1995). Las células gliales, amacrinas y ganglionares de la retina de los
vertebrados acumulan B-atanina; la cual es liberada por estimulos luminosos, altas
concentraciones de K' y por GABA y f-alanina (Morgan, 1985). En el presente
trabajo, la p-alanina resultd ser el mejor desplazador tanto de la glicina-H® como
de la estricnina-H® es posible que la glicina y la estricnina interaccionen de

manera adicional con sitios de unién correspondientes a la -alanina.

En este sentido, con base en la farmacologia de la unidn de glicina en las
membranas sinaptosomales de la refina de la rana (Pérez-Ledn y Salceda, 1995),
a la respuesta farmacolégica diferencial a la picotroxina en células progenitoras de
cligodendrocitos (Belachew y col., 1998) y en las células Mauthner de larvas del
pez cebra (Legendre, 1997), a la respuesta electrofisioldgica provocada por glicina
en presencia de estricnina y 5,7-dicloroguinureico en células ganglionares (Zhang
y col, 1897}y a la funcidn de fa glicina y la estricnina como agonistas del receptor
de acetilcolina (nAChR) expresado en ovocitos de Xenopus (Rothlin y col., 1999),
se ha propuesto la existencia de sitos de unidn para la glicina diferentes a los

reportados en el RGly.
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Los diferentes sitios de unién dei RGly podrian madificarse adicionalmente por la
actividad misma de la célula; asi, estudios electrofisiologicos realizados en la
subunidad o de! RGly expresada en ovocitios de Xenopus, sugieren que éste
puede ser fosforilado en respuesta a la actividad de la PKA o PKC (Vaello y col.,
1694). En neuronas aisladas del area tegmental central del cerebro de la rata, se
observé que la actividad de la PKA aumenta la afinidad de! RGly por la glicina
(Ren y col.,, 1998). Adicionalmente, en células del hipocampo se encontré que la
actividad del RGly es modulada por la PKC (Schénrock y Bormann, 1995).
Nuestros resultados de la unidn especifica de glicina-H® y estricnina-H® en
presencia de drogas que modifican la actividad de la PKA y PKC sugieren la

participacion de ambas enzimas en la regutacién del RGly.

Los efectos de la diferentes drogas empleadas en los ensayos de unién de glicina
y estricnina, resuitaron ser especificos para los niveles de AMPc, ya que no se
observé ningin cambio en los niveles de GMPc. La IBMX, inhibidor de Ia
fosfodiesterasa, logré aumentar significativamente los niveles de AMPc, no asi la
forskolina, activador de [a adenilato ciclasa (Fig. 15); estos resultados podrian ser
indicativos de que la velocidad de sintesis del AMP¢ (Vmax) €5 menor que la de su
degradacién. Sin embargo, la teofilina, un inhibidor de la fosfodiesterasa y
agonista del receptor de adenosina (Stefanovich, 1979} no modificd

significativamente los niveles de nucleétidos ciclicos, a pesar de disminuir

. considerablemente la unidn especifica de glicina y estrichina.
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La regulacion por proteina cinasas favoreceria la unidn de ligaridos al receptor
cuando éste no se encuentre fosforilado. Estudios de inmunchistoquimica
demostraron la presencia del RGly en las capas Pl de ia retina de mamiferos y en
las capas Pl y PE de la retina de la rana (Pérez-Ledn y Salceda, 1998). Las PKCs
que posiblemente son responsables de la fosforilacion del RGly, son las del tipo p
y v, las cuales se demostro su presencia en las células bipolares y ganglionares,

respectivamente, en la retina de la rana {(Wood y col., 1986).
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CONCLUSIONES

En Ia retina completa de la rana:

El receptor de postsinaptico de glicina puede ser estudiado a través de la unidn
de agonistas (glicina) y antagonistas (estricnina) radiactivos; en un medio de
incubacién carente de sodio.

Las caracteristicas del receptor postsinéptico de glicina son semejantes a las
observadas en [a membranas sinaptosomaies.

El receptor de glicina puede ser modulado por el ion Na®.

La unién especifica de glicina y estricnina al receptor postsinaptico de glicina

es posiblemente modulada por la actividad de las proteinas cinasas Ay C.
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