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FMN = Flavin mononucleétido.
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GMPc= Guanosin 3°,5° monofosfato ciclico,

Hepes = Acido N(2-hidroxietil)piperazin-N’-(2-etanosulfonico).
iGIuR = Receptores ionotropicos.

INOS = NOS inducible.



IP, = Inositol 1,4,5-trifosfato.

KA = Kainato.

L-Glu = L-glutamato.

mGluR = Receptor metabotropico glutamatérgico.
MK-801 = Maleato de dizocilpina.

mRNA = RNA mensajero.

NADPH = Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato,
NANC = No-adrenérgicos y no-colinérgicos.
NMDA = N-metil-D-aspartato.

NNA = N-nitro-L-arginina.

NOS = Sintasa det ON.

ON = Oxido nitrico.

PIH2 = Pollos de 2 dias de edad.

PKC = Proteina cinasa C.

SNC = Sistema nervioso central.



RESUMEN

El 6xido nitrico (ON) es un gas con una vida media de segundos
(Snyder y Bredt, 1992), que desempefia diversas funciones en las células. El
ON actia como mensajero en tres importantes sistemas: en el sistema inmune,
como mediador de algunos factores citotoxicos de neutréfilos y macréfagos
(Kuo y Schroeder, 1995); en el sistema cardiovascular, como un factor
relajante derivado del endotelio (FRDE), como mediador de la agregacion de
plaquetas (Stewart et al., 1994) y del incremento local del flujo sanguineo
cuando aumenta el metabolismo cerebral (Faraci y Brian, 1994). En el
sistema nervioso central (SNC) el ON actiia como neurotransmisor {Snyder y
Bredt, 1992; Dawson y Snyder, 1994), relacionado con procesos de
neurotoxicidad (Dawson, 1994), de potenciacién a largo plazo (Harley et al.,
1992) y de depresion a largo plazo (Shibuki y Okada, 1991).

En el cerebelo, el hipocampo y la retina, la estimulacion de los
receptores de glutamato del tipo NMDA aumenta la sintesis de ON, que a su
vez activa a la guanilato ciclasa soluble y eleva la concentracién de GMPc.

En este trabajo se cuantifico la sintesis de ON durante el desarrollo
embrionario (DE) de la retina de pollo, con el fin de establecer el tipo de
receptores ionotrépicos de glutamato involucrados en el proceso. La sintesis
de ON alcanza un maximo en la retina de embriones de 8 y 14 dias de DE y
disminuye gradualmente hacia el dia de la eclosidn, lo que demuestra cambios

en la actividad de 1a NOS.



Se estudio el efecto del NMIDA sobre la sintesis de ON, estimulando la
retina con diferentes concentraciones de este agonista del glutamato. A
concentraciones de 50 y 100puM, el NMDA aument6 la sintesis de ON
respecto al control (sin drogas); 500pM y lmM de NMDA no tuvieron efecto,
mientras que a una concentracién de 5mM, el NMDA inhibié
considerablemente la sintesis de ON.

Con el fin de establecer la participacion de los receptores ionotrdpicos
de glutamato del tipo NMDA en la regulacién de la sintesis de ON en
condiciones basales, se probé el efecto del MK-801, bloqueador del canal
ionico de los receptores del tipo NMDA. El compuesto no modifico la sintesis
basal de ON, pero abolié la inhibicién producida por NMDA 5mM en retina
de embriones de 14 dias de DE.

Se investigd la posible participacién de ofros tipos de receptores de
glutamato en la regulacién de la sintesis de ON. Se observé que el efecto del
KA, agonista de los receptores de tipo AMPA/KA, fue similar al efecto del
NMDA: concentraciones de 50uM y 100pM estimularon la sintesis de ON
sobre el control; 500pM y 1mM no tuvieron efecto, y a una concentracion de
SmM, se observé una inhibicién de la sintesis de ON aunque, en este caso,
podria deberse a un efecto citotdxico.

La mayor sintesis de ON en etapas tempranas del DE y el aumento de la
sintesis al estimular los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y
AMPA/KA, sugieren que el glutamato podria participar en procesos de

diferenciacion en la retina a través de la regulacion de la sintesis de ON.



El ON como neurotransmisor

El 6xido nitrico (ON) es un gas con vida media de fan solo unos
segundos (Snyder y Bredt, 1992), que desempefia diversas funciones en las
células. El ON actha como mensajero en tres importantes sistemas: en el
sistema inmune, actta como mediador de algunos factores citotdxicos de
neutrofilos y macréfagos (Kuo y Schroeder, 1995); en el sistema
cardiovascular, actia como un factor relajante derivado del endotelio
(FRDE), como mediador de ia agregacion de plaquetas (Stewart et al., 1994)
y del incremento local del flujo sanguineo cuando aumenta el metabolismo
cerebral (Faraci y Brian, 1994). En el sistema nervioso central (SNC) el ON
actlla como neurotransmisor (Snyder y Bredt, 1992; Dawson y Snyder,
1994), y se relaciona con procesos de neurotoxicidad (Dawson, 1994), de
potenciacion a largo plazo (Harley et al., 1992) y de depresion a largo plazo
(Shibuki y Okada, 1991).

En el sistema nervioso periférico, el ON es el neurotransmisor liberado
por nervios no-adrenérgicos y no-colinérgicos (NANC). Los precursores de
esta idea fueron Gillespie y colaboradores, a partir de estudios en el musculo
anocoxigeo de roedor y en el musculo retractor del pene de bovino. En este
sistema, la estimulacion de nervios NANC (en presencia de agentes
bloqueadores adrenérgicos) causa la relajacién de los misculos, efecto que
no puede atribuirse a ningln transmisor conocido. Asimismo se demostré
que la hemoglobina es un antagonista muy potente de este efecto, y que el
GMPc¢ (guanosin 3°,5° monofosfato ciclico) es el segundo mensajero

responsable de la relajacion. Estudios posteriores demostraron que, tanto el



efecto relajante del llamado “factor inhibidor” como el del factor relajante
derivado del endotelio (FRDE) en respuesta a la estimulacion del nervio, se
bloquean por inhibidores de la sintasa del ON (NOS) no sélo en estos
misculos, sino también en muchos otros (Garthwaite, 1991). En
concordancia con estos resultados, la NOS se ha localizado en fibras
nerviosas que inervan al intestino, a la retina, a la médula adrenal y a vasos
sanguineos (Bredt et al., 1990). '

El efecto de muchos vasodilatadores sobre el misculo liso vascular se
debe a la activaciéon de la NOS endotelial y a la subsecuente liberaciéon del
ON o FRDE que actiaa a nivel del miisculo liso vascular (Schmidt y Walter,
1994). El ON reacciona con el ién ferroso del grupo prostético hemo de la
guanilato ciclasa soluble, activando asi a la enzima; el resultado es el
incremento de GMPc, que a su vez induce la relajacién del musculo liso
vascular asf como la inhibicién de la adhesion y agregacién de las plaquetas
{Moncada y Higgs, 1993).

En el sistema nervioso se ha propuesto dos modelos para explicar la
accion del ON. EIl primero, basado en el efecto del ON sobre los nervios
NANC periféricos, propone que el ON se sintetiza en la presinapsis, como
respuesta a los potenciales de accién y al aumento consecuente en la
concentracién intracelular de calcio (Ca®"); el ON formado se difundiria a
sus células blanco, Hasta shora, este mecanismo solo se ha demostrado en
las células del misculo liso (Martin y Gillespie, 1990).

El segundo modelo esté representado por las sinapsis glutamatérgicas,

en las que el ON opera de una manera diferente (Figura 1). El ON se forma



guanilato
ciclasa

NADPH

L-cit

Postsinapsis

Presinapsis

Figura 1. Sinapsis glutamatérgicas. En la presinapsis se libera glutamato (G), este neuro-
transmaisor se difunde e interactia con los receptores NMDA (@) de la postsinapsis que
est4n acoplados a canales de Ca?'. Elcomplejo Ca®*/CaM acfiva a la NOS. El ON
sintetizado se difunde e interactiia con las células cercanas, como la neurona presinaptica.
El ON estimula a [a guanilato ciclasa y la formacién de GMPe.
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en la postsinapsis por la activacién de los receptores a glutamato, y activa a
la guanilato ciclasa soluble en las estructuras anatomicamente cercanas: la
terminal presinaptica y los procesos astrociticos (Garthwaite, 1991). La
identificacién de las isoformas neuronal y vascular de la NOS, sugiere que el
ON puede actuar también como un mensajero en la comunicacién
intercelular, incluyendo la neurotransmision.

Una vez formado, el ON es un gas altamente reactivo debido a su
electron no pareado, y es muy poco soluble en agua. Su vida media en los
tcjidos varia de 10 a 60 segundos (Kiechle y Malinski, 1993) y se difunde
rapidamente a través de las membranas celulares.

La idea de que un gas toxico e inestable funcione como transmisor
genera muchas preguntas relacionadas con la naturaleza de la
neurotransmision. Asi tanto el ON, como el mondxido de carbono (CO) y el
sulfuro de hidrogeno (SH), gases propuestos como neurotransmisores,
constituyen una excepcién a la definicidn clasica de un neurotransmisor. Las
diferencias entre el ON y los neurotransmisores tradicionales son numerosas:
¢l ON no se almacena en las células, no se libera por exocitosis, no existe un
proceso activo que termine su accion, no interactiia con receptores especificos
en la membrana de la célula blanco, y regula la funcién de las terminales

presindpticas a la neurona en la que se sintetiza.
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Sintesis del ON.

El ON se genera por la actividad de fa NOS a partir de la regién
terminal, nitrégeno guanidino, de la L-arginina. La NOS requiere de 5
electrones para la sintesis de ON y L-citrulina; como producto intermedio de
esta reaccion se obtiene la N%hidroxi-L-arginina (Marletta, 1994) (Figura
2). La NOS es una enzima oxidativa poco comin, ya que la mayoria de
estas enzimas requieren de 1 a 2 electrones para funciones similares. Los
cofactores requeridos para la reaccién son la calmodulipa (CaM),
nicotinamida adenina  dinucledtido  fosfato (NADPH), 5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH,) y flavin adenina dinucleétido (FAD) o flavin
mononucledtido (FMN; Dawson y Snyder, 1994; Morris y Billiar, 1994). El
grupo hemo de la NOS reacciona con el monéxido de carbono para formar
moléculas que absorben la luz a 445 nm, lo que indica que la NOS es una
enzima del tipo citocromo P-450 (Dawson y Snyder, 1994). El ON formado
por la NOS parece interactuar con el grupo hemo de esta enzima,
provocando la inhibicién de la sintesis del propio ON, lo que constituye un
mecanismo de regulacién por retroalimentacién negativa (Rengasamy y
Johns, 1993).

Sintasa del 6xido nitrico (NOS)

La NOS existe en tres isoformas (Tabla 1). Dos de ellas, neuronal
(NOS-1o nNOS) y endotelial (NOS-III o eNOS) son constitutivas y se
designan como cNOS. La tercera isoforma (NOS-II) es inducible, iNOS, y
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N ® #N® NHon ‘0 N,
NH NH NH
N0
— i O
0 0 o A
N coo® HN coo® N 7 coo®
Arginina NeHidroxiarginina Citrulina  Oxido nitrico

Figura 2. Via de sintesis del ON. La conversién de L-arg a ON y L-cit por la actividad
de la NOS requiere dela oxidacién de 5 electrones. En el primer Ppaso se requiere la
oxidacion de 2 electrones y hay una hidroxilacién que forma a la N®-hidroxi-L-arg. En
el segundo paso se requiere la oxidacion de 3 electrones para formar la L-cit y ¢l radical
libre ON que se forma a partir de la N®-hidroxi-L-arg,
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se expresa en células activadas tales como macréfagos, en donde la enzima
se activa por sefiales inmunoldgicas (Bredt y Snyder, 1994a; Knowles y
Moncada, 1994; Garthwaite, 1995) (Figura 3). La nNOS y la eNOS
particulada comparten los cofactores y sustratos ya mencionados; la eNOS
soluble sélo requiere NADPH y el complejo Ca?*/CaM. La iNOS solubie
de neutrofilos requiere de todos los cofactores excepto CaM, y la iNOS
particulada Gnicamente requiere NADPH (Figura 4). Por otra parte, todas
las isoformas de la NOS se inhiben por anélogos de la L-arginina como la
N%-monometil-L-arginina (Harald et al., 1993). Los genes que codifican
para ¢cNOS y iNOS se localizan en diferentes cromosomas humanos: la
endotelial en el 7, Ia neuronal en el 12 y la iNOS en el 17. La union de CaM
y Ca®* es el mecanismo més importante de control de la ¢NOS, sin embargo,
no es esencial para la activacién de la INOS, ya que el control de esta dltima
se da a nivel de la expresién de su mRNA (Nathan y Xie , 1994ab). La
activacion de la cNOS es breve (horas), y va seguida de una fase refractaria
(lag phase) de muchas horas; el ON liberado por la activacion de la iNOS,
en cambio, puede mantenerse por varios dias, tal vez porque la cantidad de
ON formado por la iNOS es mucho mayor que la formada por la ¢cNOS. La
iNOS se estimula por citocinas, incluyendo lipopolisacérido, interferén y el
factor de necrosis tumoral (Nathan y Xie, 1994ab). Estas diferencias de
regulacién entre cNOS y iINOS explican sus distintas funciones en la
homeostasis: ‘mientras que las isoformas de la ¢NOS regulan fenomenos a
corto plazo, la iNOS participa en funciones citotéxicas largas y duraderas

asi como en reacciones inmunolégicas (Nathan y Xie, 1994ab),
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Neurona presindptica

Macréfago/Microglia

Astrocito
Neurona postsiniptica

Figura 3. ElON en el sistema nervioso. En respuesta a un estimulo se incrementa la
concentracién del Ca®® intracelular, se activa la CaM unidaala nNOS o ¢NOS y se
sintetiza ON. En neuronas, el ON se puede sintetizar en la pre- o en la postsinapsis, y
actuar como neurotransmisor. En células endoteliales €l ON sintetizado puede producir
una relajacién en las células del misculo liso, a través de la estimulacién de la guanilato
ciclasa (GC) que genera GMPc. La iNOS se activa en respuesta a una variedad de
estimulos y sintetiza ON en macrofagos, microglia y astrocitos.
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7/ 4
Arginine BH, Heme CaM FMN FAD NADPH

nNOS - | .
161 kDa N2 % % ﬁ 7 coor
Myr

enos|  wel [NNENY VY U AN o
133 kDa A
iNOS [

NN

Citocromo P450 NH2 9 /

COOH
reductasa //J

Figura 4. Organizacion de los dominios de la NOS. La NOS contiene 2 dominios: oxigenasa
y reductasa. El dominio oxigenasa contiene sitios de unién para heme, L-arg y BHyy es
responsable de la oxidacién det sustrate L-arg. El dominio reductasa tiene sitios de unidn
para NADPH y flavinas (FMN y FAD). EI dominio para CaM se localiza entre los dominios
oxigenasa y reductasa. Las 3 isoformas de la NOS tienen una estructura del dominio
reductasa similar a la del citocromo P430.
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Localizacién de 1a NOS en la retina

Tanto la NOS como la NADPH diaforasa catalizan la sintesis de ON,
por lo que se ha propuesto que la NOS y la NADPH diaforasa pudieran ser
la misma enzima (Hope et al., 1991). La reduccion del azul de tetrazolio por
la actividad enziméatica de la NADPH diaforasa en presencia de NADPH, se
ha utilizado como indicador de la presencia de la NOS (Dawson et al.,
1991a); esta tincidén ha permitido determinar la amplia distribucién de la
enzima (Vincent y Hope, 1992). La actividad de 1a NOS y de la NADPH
diaforasa se ha observado en [a retina de muchas especies (Sandell, 1985;
Sagar, 1986; Provis y Mitrofanis, 1990). En la retina de ratas y ratones, la
NOS se localiza de manera predominante en las células amacrinas, en
células amacrinas desplazadas a la capa de células ganglionares, en algunas
células bipolares de la capa nuclear interna y en las capas plexiformes
externa e interna (Huang et al., 1993; Yamamoto et al., 1993b). En la retina,
en particular en células horizontales H1 de peces teledsteos, se ha
identificado tanto la NADPH diaforasa (Liepe et al., 1994; Weiler y Kewitz,
1993) como la NOS (Liepe et al., 1994). En la retina humana, se ha
demostrado la expresion del mRNA para la ¢NOS y la iNOS (Park et al,
1994).

La actividad de la NOS dependiente de Ca®*/CaM se induce por
denervaci6n parasimpética pterigopalatina en las células ganglionares de la
retina, en axones de las fibras nerviosas de la retina y en el nervio dptico de
fa rata (Yamamoto et al., 1993a). El descubrimiento de la actividad de la

NOS (a través de la actividad de la diaforasa o por andlisis de Southern blot
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utilizando cDNA) en el desarrollo del tectum de pollo proximo a los axones
de la retina (Williams et al.,, 1994), permitid sugerir- que la NOS juega un
papel importante en el desarrollo de la retina. Existe evidencia de que las
isoformas nNOS y eNOS estan involucradas en la sinaptogénesis de la
retina, ya que se demostré la presencia de estas enzimas en algunas
poblaciones neuronales (células amacrinas y células ganglionares) en
diferentes etapas del desarrollo embrionario del pollo (Goureau et al., 1997).

La presencia de NOS en los fotorreceptores no estd claramente
demostrada. Aunque en estudios inmunocitoquimicos y por la técnica
histoquimica basada en la actividad de la NADPH diaforasa no se habia
comprobado actividad de la NOS dentro de los fotorreceptores, se identifico
actividad de la ¢NOS en extractos de segmentos externos de fotorreceptores
de bovino (Venturini et al., 1991). Esta discrepancia podria deberse a
diferencias en las condiciones experimentales, o bieh, a la sensibilidad
limitada de la tincién paia la NADPH diaforasa. Por otra parte, en un
estudio en el cual la actividad de la NADPH diaforasa de la retina de bovino
se midio indirectamente, a través del cambio en la absorcion de
oxihemoglobina debido a su oxidaci6n a metahemoglobina por la accion del
ON, se determiné que la enzima depende de Ca”’ y CaM, requiere NADPH,
utiliza a la L-arginina como sustrato y se inhibe por andlogos de la misma
(Venturini et al., 1991), propiedades que corresponden a la cNOS. Otros
investigadores localizaron a Ja ¢NOS, mediante anticuerpos especificos, en
regiones elipsoideas del segmento interno de los receptores de bovino. La

guanilato ciclasa soluble se localiza muy cerca de los cuerpos celulares de
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Jos conos de la retina (Koch et al., 1994). Estos descubrimientos sugieren que
la NOS puede tener un papel neuromodulador en la transduccion visual.

En la retina de pollo, estudios recientes empleando histoquimica basada
en la actividad de la NADPH-diaforasa e inmunohistoquimica, demuestran la
presencia y actividad de la nNOS y eNOS en diferentes poblaciones
neuronales (fotorreceptores, células amacrinas y células ganglionares) asi
como en regiones sinpticas de la misma (Paes de Carvalho et al,, 1996;

Goureau et al., 1997).

El ON como transmisor en la retina

Aunque la funcién del ON y de la elevacién subsecuente de la
concentraciéon de GMPc en la retina apenas empieza a explorarse, se ha
demostrado que modula la funcién de canales idnicos en las células
horizontales (Miyachi et al., 1990), en células bipotares (Shiells y Falk, 1992),
en fotorreceptores (Kurenny et al, 1994; Noll et al.,1994) y en células
ganglionares (Ahmad et al., 1994); ademas, participa en los efectos citotoxicos
provocados por isquemia en la retina (Zeevalk y Nicklas, 1994). La NOS se ha
identificado también en otros tipos celulares que tienen contacto con las
células horizontales, como son los fotorreceptores y las células bipolares
(Liepe et al., 1994). Asi, el ON'y el GMPc tienen efectos moduladores en las
sinapsis eléctricas entre las células horizontales, que constituyen la via mds
importante de comunicacion entre ellas. Tanto la estimulacion de la NOS con

L-arginina, como la aplicacion de anélogos del GMPc inhiben el acoplamiento
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eléctrico entre las células (DeVries y Schwartz, 1989; McMahon, 1994b;
Mivachi et al., 1990, 1991).

En neuronas del cerebro, el ON induce una disminucidn de la respuesta
de los receptores de tipo AMPA y NMDA (Crepel y Jaillard, 1990; Manzoni
et al., 1992; Shibuki y Okada, 1991). En la retina, la via ON/GMPc modula a
los receptores AMPA de las células horizontales, lo que provoca la reduccién
de su respuesta al glutamato (MeMsahon y Ponomareva, 1996). Este
mecanismo podria servir para modular la sensibilidad sinaptica y proteger a
las células horizontales de la excitotoxicidad. Por otro lado, dada la amplia
distribucién de las enzimas responsables de la sintesis del ON y de los
receptores AMPA en la retina, podria pensarse que este mecanismo interviene
ampliamente en la transmisién sindptica en este tejido (McMahon y

Ponomareva, 1996).

El glutamato como transmisor cn Ia retina

El glutamato se considera el neurotransmisor excitador mas importante
en el SNC. En la retina ejerce importantes influencias tréficas sobre el
desarrollo y diferenciacién de las neuronas, el crecimiento de neuritas y el
desarrollo de los conos de crecimiento, asi como en la supervivencia,
migraciéon y estratificacion celular (Lipton y Kater, 1989; Lauder, 1993;
Davenport et al,, 1994). El glutamato ejerce muchos de estos efectos
alterando la concentracion de calcio intracelular ([Caz"]i) (Pearce et al., 1987,
Rashid y Cambray-Deakin, 1992; Hartley et al., 1993; Komuro y Rakic, 1993}

a través de la activacion de dos clases de receptores ionotrdpicos: NMDA y
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no-NMDA o AMPA/KA. La permeabilidad del Ca®* a través de los
receptores de NMDA esta bien establecida (MacDermott et al., 1986; Mayer y
Westbrook, 1987; Ascher y Nowak, 1988; Bliss y Collingridge, 1993) y se ha
demostrado que los receptores AMPA/KA también pueden formar canales
permeables al Ca’" en varios tipos de neuronas y células gliales (Murphy y
Miller, 1989; Iino et al., 1990; Gilbertson et al., 1991; Pruss et al,, 1991;
Burnashev et al, 1992a), Tanto las propiedades eléctricas como la
permeabilidad al Ca®* de los receptores ionotropicos dependen de las
subunidades que los componen. Hasta la fecha, se ha clonado 4 diferentes
subunidades de los receptores de glutamato activados preferentemente por
AMPA: GluR1, GIuR3 y GluR4, que forman canales que son permeables al
Ca® mientras que la subunidad GIuR2 sola o en combinacién con otras
subunidades, tiene una baja permeabilidad a este cation (Hollmann et al, 1991;
Burnashev et al., 1992b). Las subunidades de los receptores a glutamato con
alta afinidad por el KA, GluR5-7, son moderadamente permeables al Ca®™, a
través de un mecanismo similar al de los receptores a AMPA GIluR2
(Bumashev et al., 1995). Los canales de los receptores a NMDA y
AMPA/KA difieren entre si, en que los de NMDA, y no asi los de AMPA/KA,
estan blogueados por Mg®* en condiciones fisiologicas (potenciales de
membrana negativos) por lo que se requiere de una despolarizacion previa
para su activacion (Mayer et al., 1984). Por lo anterior, en etapas tempranas
del desarrollo, los receptores de AMPA/KA son la principal via para la

entrada de Ca® a las neuronas (Allcorn et al., 1996).
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El glutamato y sus analogos, tales como el KA y el NMDA, producen
efectos excitotéxicos en algunos tipos celulares como resultado del flujo de
Ca® por los canales de los receptores AMPA/KA y NMDA (Brorson et al.,
1994; Yin et al., 1994). El KA, agonista en los receptores AMPA/KA, es una
excitotoxina muy potente tanto en el cerebro como en la retina de los
vertebrados (Schwarcz y Coyle, 1977; Ehlrich y Morgan, 1980; Ingham y
Morgan, 1983; Olney et al., 1986, Catsicas y Clarke, 1987). En el cerebro
anterior de la rata, la densidad de los receptores NMDA y AMPA/KA es
mayor en etapas tempranas del desarrollo y declina hacia la edad adulta (60
dias; McDonald et al., 1988; Insel et al., 1990; Miller et al., 1990). Pellegrini-
Giampietro y colaboradores (1991,1992) demostraron que en el cerebro de
rata, la relacion entre los mRNAs que codifican para los receptores de
glutamato del tipo AMPA/KA, permeables y ¢ impermeables al Ca®*, decrece
con la edad. Estos datos sugieren que la permeabilidad diferencial al Ca** de
los receptores AMPA/KA, que depende del tipo de cadenas proteicas que los
integran, podria jugar un papel importante durante el desarrollo del SNC. En
la retina de pollo existen diferencias claras, en etapas tempranas del desarrollo
embrionario (7 dias) los receptores AMPA estdn en mayor densidad,
declinando en un 50% los dias subsecuentes; los receptores L-glutamato {L-
Glu) se encuentra en bajas densidades hasta el dia 11 del desarrollo
embrionario, lo mismo se observa para los receptores L-aspartato (Asp) y
NMDA observandose un incremento en su densidad los dias 14 y 18,
respectivamente. Somohano y colaboradores (1988) demostraron que estos

receptores sufren un incremento en la especificidad farmacolégica, mientras
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que sdlo en los receptores AMPA existe un cambio importante en la afinidad

durante la ontogenia.

Receptores de glutamato acoplados a la sintesis de ON.

L.os aminoacidos excitadores representados por el giutamato, juegan un
papel esencial en fendmenos importantes tales como la memoria y la
neurotoxicidad. Los receptores de glutamato tienen una funcién clave en el
modelo elemental de aprendizaje y en la potenciacion a largo plazo (Kennedy,
1989; Collingridge y Singer, 1990).

En el cerebelo y en el hipocampo, la induccidn de la sintesis del ON se
produce a través de la estimulacion de los receptores de glutamato del tipo N-
metil D-aspartato (NMDA); el ON formado, activa a fa guanilato ciclasa
soluble (Garthwaite, 1991; Garthwaite et al., 1988) y eleva, asi, la
concentracion de GMPc (Figura 1). El ON participa en procesos como la
interaccion neurona-glia (Garthwaite, 1991), la plasticidad sinaptica (Gally et
al., 1990) vy, especialmente, la depresiéon a largo plazo (Shibuki y Okada,
1991) y la desensibilizaciéon de los receptores al acido (RS)-a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) en el cerebelo (Ito y Karachot,
1990).

A través de la cuantificacién de GMPc en rebanadas de cerebro, se ha
demostrado que los agonistas del glutamato en los receptores ionotropicos
(iGluR), tales como NMDA, AMPA y KA (kainato), activan a la NOS
mediante la entrada de calcio del espacio extracelular (Garthwaite y

Garthwaite, 1989; Garthwaite et al., 1988; Bredt y Snyder, 1989; Southam et
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al,,1991;).  Asimismo, la activacion de los receptores metabotropicos
(mGIuR), en  especial por el 4cido  trams-(x)-l-aminol,3-
ciclopentancdicarboxilico (ACPD; Palmer et al., 1989), acoplados al sistema
de transduccion de la hidrélisis de fosfoinositidos, induce la sintesis de GMPc
a través de la activacion de la NOS (Okada, 1992), por lo que se sugiere que la
estimulacion de la NOS por la activacion de los mGluR no depende del calcio
extracelular, pero si del Ca® intracelular que se libera de compartimientos

intracelulares por la accion del inositol 1,4,5-trifosfato (IP;3).

Estimulacion de Ia sintesis de ON por la activacién de los receptores de
glutamato.

El GMPc es una molécula esencial involucrada en la transduccién
visual en la retina. La rodopsina de los fotorreceptores se activa por
estimulacion luminosa y a su vez activa a una proteina G, la transducina. La
activacion subsecuente de la fosfodiesterasa del GMPc por la transducina
reduce la concentracion de GMPc, lo que ocasiona el cierre de los canales de
Na" y la hiperpolarizacion del receptor. Cuando hay un estimulo luminoso,
disminuye la concentracion de Ca*' intracelular (Yau y Nakatani, 1985; Koch
y Stryer, 1988), aumenta la actividad de la guanilato ciclasa en el segmento
externo de los bastones en sapo y bovino (Pepe et al.,, 1986; Koch y Stryer,
1988) y se inhibe la actividad de la fosfodiesterasa (Kawamura y Murakami,
1991).

Los aminoacidos excitadores, kainato (KA), quiscualato y NMDA

estimulan la sintesis de GMPc en la retina (Anand et al., 1985). En varias
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regiones del cerebro se ha demostrado que la sintesis de GMPc inducida por
aminoacidos excitadores se debe a la accién del ON y, por lo tanto, a la
estimulacién de la guanilato ciclasa soluble (Garthwaite et al., 1989a;b; Bredt
y Snyder, 1989).

Zeevalk y Nicklas (1994) enconiraron que estos aminoacidos
excitadores estimulan Ia sintests del GMPc en la retina de pollo, lo que
concuerda con los resultados previos de Anand et al. (1985). Tanto el curso
temporal de la estimulacién de la sintesis de GMPc por NMDA como la
dependencia de la dosis de este proceso en la retina es similar en ambos
trabajos, 1o cual sugiere que la induccion de la sintesis de GMPc en la retina,
como en otras regiones del SNC, involucra la accion del ON (Garthwaite et
al.,, 1989a;b; Bredt y Snyder, 1989). El ON estimula a la guanilato ciclasa
soluble, o que aumenta la concentracién de GMPc, en forma dependiente del
Ca®* extracelular (Mayer et al., 1989), de NADPH y de CaM intracelular
(Stuehr et al., 1989; Palmer y Moncada, 1989; Forstermann et al., 1990). La
activacion de Ia NOS por los receptores a glutamato, se debe al incremento del
flujo de Ca?* que activa a la NOS dependiente del complejo Ca’*/CaM para
sintetizar ON.

El papel inductor del ON en el aumento de la concentracién de GMPe
como consecuencia de la estimulacion por aminodcidos excitadores en la
retina de pollo, se basa en tres descubrimientos: primero, el incremento de
GMPc inducido por aminoicidos excitadores se inhibe por la N-nitro-L-
arginina (NNA), inhibidor de la NOS; la sintesis de ON por la estimulacion de

los receptores NMDA, asi como la sintesis de GMPc se bloquea con la
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hemoglobina. Segundo, de manera similar a lo encontrado en rebanadas de
cerebro (Garthwaite et al.,, 1989a), la L-arginina por si sola no tiene efecto,
pero aumenta [a sintesis de GMPc estimulada por NMDA. Y, por ultimo, la
L-arginina revierte la inhibicion causada por la NNA.

La sintesis de GMP¢ inducida por aminoacidos excitadores se produce a
través de la estimulacién de receptores especificos. El bloqueo de los
receptores de NMDA con MK-801 (dizocilpina) impide el aumento del GMP¢
estimulado por NMDA, mientras que la L-6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3
diona (CNQX), antagonista de los receptores AMPA/KA, bloquea el aumento
de GMPc provocado por BOAA (B-oxalil-amino-L-alanina), KA y DO (4cido
domoico; Zeevalk y Nicklas, 1994). El aumento de la sintesis de GMPc
producido por el glutamato se inhibe parcialmente, tanto por el MK-801 como
por la CNQX, lo que indica que el glutamato enddgeno estimula la sintesis de

GMPc a través de miltiples subtipos de receptores (Zeevalk y Nicklas, 1994).
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es cuantificar la sintesis de ON durante el
desarrollo embrionario de la retina de pollo con el fin de establecer la relacion
entre la sintesis del ON y el desarrollo de la retina, es decir, definir la etapa
del desarrollo embrionario en la que se presenta una mayor sintesis de este
neurotransmisor.

Asimismo se pretende caracterizar farmacologicamente a los receptores
ionotrépicos de glutamato involucrados en la induccion de la sintesis de ON

en la retina de embriones de pollo.
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MATERIALES Y METODOS.

Extraccién e incubacion del tejido de embriones de 8 y 14 dias del DE y de
pollos de dos dias de edad,

Se extrajeron los ojos de embriones de 8 y 14 dias de desarrollo
embrionario y de pollos de 2 dias de edad (E8, E14 y PH2, respectivamente);
se hizo un corte ecuatorial del globo ocular y se elimind el humor vitreo y la
rcgion anterior del ojo. Las retinas se extrajeron libres de epitelio pigmentado
y se colocaron en medio Krebs frio (NaCl 118 mM, KH,PO, 1.2 mM, KCl 4.7
mM, CaCl; 2.5 mM, SOMg 1.17 mM, NaHCO; 25 mM, glucosa 5.6 mM).

Cuantificacion de citruling (medida indirecta de la sintesis de ON).
Las retinas de E8, E14 y PH2 se incubaron por separado en | ml de
Krebs y arginina-[H’] (14Ci) a 37°C durante 30 minutos. La reaccién se par6
extrayendo las retinas del medio de incubacién y lavéndolas en 2 ml de
Hepes/EDTA (20mM y 2mM respectivamente) a pH 5.5. El tejido se
homogeneizé en 2 ml de Hepes/EDTA a alta velocidad. Para obtener la
fraccion citosélica, el homogeneizado se centrifugd a 28,000 r.p.m. durante 20
minutos. El sobrenadante se pasé a través de una columna con resina de
intercambio idnico Dowex AG 50W-X8 (forma sddica) y se eluyd con 2 ml de
agua; la radiactividad del eluado se cuantificé en el espectrofotémetro de
centelleo liquido empleando tritosol como liquido de centelleo.
Se realiz6 una cromatografia de capa fina para asegurar que la arginina-

[H"] se une a la resina Dowex AG 50W-X8 (forma sédica), y que en el eluado
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solamente se cuantifica la citrulina-[H’]. Se prepard una alicuota con arginina
y citrulina, que pasé a través de la columna. En una placa cromatogréfica con
silica gel se pusieron como control arginina y citrulina, asi como también la
mezcla de estos aminoacidos que previamente pasé a través de la columna.
Se coloco la placa en una cAmara cromatografica utilizando como solvente
butanol: etanol:acido acético: agua (3:1:1:2); la placa se reveld con ninhidrina
para observar las diferentes marcas de cada aminoacido. De la mezcla de
aminoacidos que pas6 a través de la columna, la marca corresponde a la
citrulina. De esta forma se comprobé que a la resina Unicamente se une

arginina.

Efecto del NMDA sobre la sintesis de ON.

Las retinas de El4 y de PH2, se incubaron como se describio
anteriormente, pero en este caso se incluydé NMDA (ImM o 5mM) a dos
tiempos: 5 y 30 minutos. Cuando el tiempo de incubacién fue de 30 minutos,
el NMDA se incluyé durante los 5 minutos antes de parar la reaccion.

Se estudio el efecto del MK-801 sobre la sintesis de ON inducida por
NMDA 5mM. Las retinas se preincubaron 10 minutos en presencia de MK-
801 5uM, posteriormente se incluyé el NMDA SmM y se incubaron las

retinas durante 30 minutos.

Efecto de diferentes concentraciones de NMDA sobre la sintesis de ON.

Las retinas de E14 se incubaron en 1 ml de Krebs y arginina~[H3]
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(InCi) a 37°C durante 30 minutos y en el minuto 25 se agregé el NMDA
(30uM, 100uM, 500puM, ImM y SmM).

Efecto del MK-801 sobre la sintesis de ON.

Las retinas de E14 se incubaron como en los ensayos anteriores, en el
minute 15 se agregd MK-801 5uM y en el minuto 25 se agregé NMDA
(100pM y SmM).

Efecto de diferentes concentraciones de KA sobre la sintesis de ON.
Las retinas de El4 se incubaron en 1 ml de Krebs y arginina-[H*]
(1uCi) a 37°C durante 30 minutos. E1 KA (50uM, 100uM, 500uM, 1mM y

5mM) se agregd en el minuto 25.

Estadistica
Las graficas y el analisis de datos se hicieron con el programa Prism 2.0
(GraphPad Software, Inc.).

Reactivos

Todos los reactivos para preparar las soluciones, el medio Krebs y la
resina Dowex AG 50W-X8 se obtuvieron de Sigma. Los agonistas NMDA y
KA, y el antagonista MK-801 se obtuvieron de Tocris Cookson (Bristol,
Ingl.). La arginina-[H’] (actividad especifica de 44.2 y 38.5 Ci/mmol) se
obtuvo de NEN (Boston, MA).
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RESULTADOS.
1. Sintesis de ON en condiciones basales.

Estos experimentos se realizaron con el fin de cuantificar la sintesis de
oxido nitrico durante el desarrollo embrionario de la retina de pollo. La
sintesis de ON se determind midiendo la concentracién de citrulina-[H’]
derivada de la arginina-[H] por la reaccién: arginina=> citrulina + ON. Como
se observa en la grafica |, la sintesis de ON es mayor en etapas tempranas del
desarrolio embrionario, y disminuye después de la eclosion. La sintesis de
ON en la retina de embriones de 8 (E8) y de 14 dias (E14) se mantiene
constante, y disminuye significativamente en la retina de pollos de 2 dias de
edad (PH2).

2. Efecto del NMDA sobre la sintesis de ON.
A. Retina de embriones de 14 dias de desarrollo.

Para determinar el efecto del NMDA sobre la sintesis de ON, se
incub6 a las retinas 5 y 30 minutos en presencia de NMDA 1mM. No se
observé cambio respecto al control (Gréfica 2). A una concentracién de 5SmM
el NMDA, en las mismas condiciones, inhibié aproximadamente 30% la
sintesis de ON. Se estudi6 el efecto del MK-801 (dizocilpina), un antagonista
no competitivo de los receptores de tipo NMDA, sobre la inhibicién de la
sintesis de ON inducida por NMDA (Grafica 3). Las retinas se preincubaron
en presencia de MK-801 5uM por 10 minutos, seguida de una incubacién por
30 minutos, después de la inclusién de NMDA 5mM. El MK-801 bloque el
efecto inhibidor del NMDA.
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Sintesis de ON
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Gridfica 1. Sintesis de ON en la retina de pollo en diferentes etapas del desarrollo
embrionario. E8, embriones de 8 dias; B14, embriones de 14 dias; PH2, pollos de 2 dias de
edad. Los resultados son el promedio + ES de 6-11 experimentos. P<0.05, tde
Student.
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Grifica 2. Efecto de! NMDA 1mM y SmM sobre b sintesis de ON en embriones de 14 dias. El
control en ausencia de NMDA (100%); las retinas se ncubaron 5 y 30 minutos en en presencia de
NMDA tmMy SmM. Los resultades se expresan como elporcentaje de sintesis de ON respecto al
control  Los datos san el promedio * ES de 4-5 experimentos. P<0.05, t de Student, (*) diferencia
significativa.
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Grifica 3. Efecto del NMDA y el MK-801 sobre k sintesis de ON en retinm de embriones de 14 dias,
Controt en ausencia de NMDA (100%); ks retimas se incubaron 30 minutcs en presencia de NMDA
(ImM y 5mM); el MK-801 se mchiyd 10 miutos antes de agregar el NMDA. Los resultados se

expresan en porcentaje de sintesis de ON respecto al control  Se presenta el promedio + ES de 3-5
experimentes. P<0.05, t de Student, (*) diferencia significativa.
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B. Retina de pollos de 2 dias de edad,

Se estudid el efecto de diferentes concentraciones de NMDA (ImM y
SmM) sobre la sintesis de ON en la retina de pollos de 2 dias de edad. El
NMDA SmM inhibi6 la sintesis de ON, respecto al control, mientras que a la
concentracién de 1mM, no tuvo efecto (Grafica 4). Fl MK-801, antagonista
no competitivo det NMDA, no afecta la inhibicién por NMDA 5mM en la
retina de pollos de 2 dias de edad (Grafica 4), a diferencia del efecto
observado en las retinas de embriones de 14 dias de desarrollo embrionario
(Grafica 3), en las que el antagonista del receptor revierte la inhibicién
inducida por NMDA.

C. Efecto de diferentes concentraciones de NMDA sobre la sintesis de ON.
Se probo el efecto de diferentes concentraciones de NMDA sobre Ia
sintesis de ON: 50pM, 100uM, 500pM, 1mM y SmM. Las retinas de
embriones de 14 dias de desarrollo embrionario, se incubaron en presencia de
la droga por 5 minutos. A concentraciones de 50pM y 100pM, el NMDA
estimul$ la sintesis de ON 56% y 45%, respectivamente, sobre el control.
Mientras que 500pM de NMDA sélo induce una estimulacion del 16% sobre
el control. El NMDA ImM no modificé la concentracién basal de ON,
mientras que a 5SmM, el compuesto inhibié 32% Ia sintesis del ON respecto a

la condicion normal (Gréfica 5).

3. Efecto del MK-801 sobre la sintesis de ON.

Para explorar la participacién de los receptores de glutamato del tipo
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NMDA, en la regulacién del nivel basal de ON, se inhibié la activacion de los
mismos con el antagonista MK-801 (Grafica 6); el compuesto no modificé la
concentracion de ON respecto al control, lo que indica que el glutamato no
participa en el mantenimiento de la concentracién basal de ON a través de los
receptores NMDA.

Por otra parte, el MK-801 inhibié tanto la estimulacién producida por

NMDA 100uM como la inhibicién observada en presencia de NMDA SmM.

4. Efecto del KA sobre la sintesis de ON.

Con el fin de determinar la participacion de otros tipos de receptores de
glutamato en la regulacion de la sintesis de ON, se probd el efecto del KA
que es un agonista del glutamato para los receptores de tipo AMPA/KA. Se
incubd a las retinas por 5 minutos (Grafica 7) con concentraciones de 50uM,
100puM, 500puM, 1mM y 5mM de KA. El efecto del KA sobre la sintesis de
ON, fue similar al efecto del NMDA; es decir, concentraciones de 50uM y
100uM estimularon la sintesis de ON, 55% y 56% respectivamente, sobre el
control. 500puM y ImM de KA no tuvieron efecto, y 5SmM inhibié 30% la
sintesis de ON (Grifica 7).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El desarrollo de la retina de pollo se divide en tres etapas: la primera
(primeros 6 dias de desarrollo embrionario) se distingue por una proliferacion
celular activa; en la segunda etapa, del dia 7 al 12, la sintesis de DNA y
eventos mitdticos declinan progresivamente, mientras que incrementa el
volumen y peso del tejido; en retinas de 7 dias la estratificacion celular
caracteristica de este tejido ain no ha comenzado. Los eventos de
diferenciacién empiezan durante esta segunda etapa y continGan durante la
tercera etapa, hasta la eclosién (Tesoriere et al., 1995).

Goureau y colaboradores (1997) demostraron que en alicuotas de retina
de polio (contenido de proteinas conocido en donde previamente se eliminé la
arginina endogena), la menor actividad de la sintasa del 6xido nitrico (NOS),
tanto en citosol como en extractos membranales, se observa en etapas
tempranas del desarrollo embrionario (DE), incrementéandose en los dias 12y
14, y una mayor actividad cn el dia 18 DE y 8 dias después de la eclosion.
Ientile y colaboradores (1996), por el contrario, demostraron que en
fragmentos de retina y en preparaciones citosélicas, la actividad de la NOS es
mayor en etapas tempranas del DE, y esta actividad disminuye a partir del dia
13 DE hasta la eclosion.

En este trabajo, empleando la retina completa de embriones de 8 y 14
dias DE (E8 y E14) y de pollos de 2 dias de nacidos (PH2), se observé que, al
ipual que Ientile y colaboradores, la mayor sintesis de ON es en etapas

tempranas del DE, y disminuye después de la eclosién (Gréfica 1).
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La variacién de la actividad de la NOS durante el desarrollo de la retina
parece ser un indicador que pone en evidencia la participaciéon del ON en
procesos de proliferacién celular, en el incremento en peso y volumen del
tejido, asi como en la diferenciacion celular. El hecho de que en las primeras
etapas del DE (E8) la sintesis de ON sea mayor en la retina y en el cerebro,
antes de la sinaptogénesis, sugiere que el ON participa en el desarrolio de
células neuronales y no neuronales. La mayor concentracion ‘de receptores a
AMPA se presenta al dia 7 DE, declinando su concentracién en los dias
subsecuentes. La unién especifica de L-glutamato-[H’] y de NMDA-[H’] a
los receptores es baja hasta el dia 11 DE, a partir del cual, aumenta la densidad
ce fos mismos hasta alcanzar un maximo al dia 18 DE (Somohano et al.,
1988). De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, se puede decir
que los receptores AMPA estan involucrados en la sintesis de ON en la
primera ¢tapa del DE (8 dias), y los receptores NMDA en la segunda etapa
del DE (14-18 dias).

En la retina de pollo, al igual que en el cerebelo y en el hipocampo
(Garthwaite, 1991; Garthwaite et al., 1988), la sintesis de ON se estimula con
NMDA (50uM y 100puM, Grafica 5). El efecto del NMDA se debe a la
estimulacién de los receptores ionotropicos de glutamato del tipo NMDA.
Estos receptores provocan un incremento en la concentracién intracelular de
Ca® que activa a la NOS que depende del complejo Ca*'/CaM para sintetizar
ON.

Cuando se empleé NMDA 5mM se observd una inhibicion en la sintesis

de ON (Grafica 5). A este respecto, cabe mencionar que cualquier estimulo
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que incremente los niveles de Ca®* provaca la activacién de la CaM, cofactor
de las isoformas constitutivas de la NOS (NOSn y NOSe; Nazkane et al., 1991;
Bredt et al.,, 1992). La CaM también puede activar a la cinasa II dependiente
de CaM (CaMKII} que fosforila a la NOS teniendo como resultado una rapida
reduccion en la actividad de la enzima (Nakane et al., 1991; Bredt et al.,
1992); esta fosforilacién también se observa cuando entra Ca®' a la célula por
medio del iondforo A23187 (Bredt et al., 1992; Dinerman et al,, 1994). La
CaM también activa a la calcineurina que desfosforila a la NOS para
incrementar su actividad catalitica (Steiner et al., 1992; Dawson et al., 1993).
La proteina cinasa C (PKC) también puede fosforilar a 1a NOS para disminuir
su actividad (Bredt et al., 1992), por lo que, dependiendo de la concentracion
de NMDA, puede observarse una activacién o una inhibicién de la actividad
de la NOS.

Asimismo la activacién de la NOS genera ON, que activa a la guanilato
ciclasa soluble y por lo tanto se elevan los niveles intracelulares de GMPc
(Garthwaite, 1991; Garthwaite et al., 1988). Este incremento de GMPc
estimula a la cinasa dependiente de GMPc provocando la fosforilacién de la
NOS y un decremento en la actividad de ésta (Nakane et al., 1991; Bredt et al.,
1992). Un nivel adicional de complejidad en la regulacién de la NOS, es que
la enzima estd sujeta a la inhibicién por su producto final, el ON,
probablemente a través de la interaccién del ON con el hierro del cofactor
hemo de la enzima (Griffith y Stuehr, 1995). A la fecha, no se sabe si este
mecanismo de regulacién juega un papel importante in vivo. (Hu y El-
Fakahany, 1996).
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La activaciéon de la NOS a través de los receptores de tipo NMDA
puede activar dos mecanismos: (1) un incremento en los niveles del Ca? y (2)
la activacion de la PKC (Marin et al., 1992). A este respecto, se sabe que en
la estimulacién de los receptores de glutamato, la activacién de la PKC puede
ser mas duradera que el aumento del Ca®* intracelular {Martinson et al., 1990;
Nishizuka, 1992).

El efecto del NMDA sobre los receptores ionotrépicos del tipo NMDA
es especifico, ya que en la retina de El14, el MK-801 (bloqueador de canal
abierto de este tipo de receptores) revierte tanto la estimulacién como la
inhibicion causada por el NMDA (Gréfica 3). En la retina de PH2, el MK-801
no revierte la inhibicién del NMDA 5mM (Gréfica 4), posiblemente porque en
la etapa adulta los receptores de tipo NMDA tienen baja afinidad por este
antagonista no competitivo (Boje et al., 1992), lo que sugiere un cambio en la
composicién heteromérica de los receptores durante el desarrollo de la retina.

Es probable que el NMDA no tenga efecto excitotéxico en Ia retina, ya
que no hay diferencias de la sintesis de ON, con respecto al tiempo de
exposicion del tejido a la droga (Grafica 2).

Al estimular con KA (50pM y 100pM), agonista de los ‘receptores
ionotropicos de glutamato del tipo AMPA/KA, la sintesis del ON aument6 con
respecto a la sintesis en condiciones basales (Gréfica 7). A este respecto, se
sabe que al estimular estos receptores se produce un incremento en los niveles
de Ca’" intracelular, lo que provoca la activacién de la CaM por la formacién
del complejo Ca®**/CaM, aumentando la actividad de la NOS constitutiva
(Zeevalk y Nicklas, 1994; Mayer et al., 1989; Forstermann et al., 1990).
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Los canales de los receptores a NMDA y de los AMPA/KA difieren
entre si, en que los de NMDA, y no asi los de AMPA/KA, estan bloqueados
por Mg®* en condiciones fisiolégicas, por lo que se requiere de una
despolarizacién previa para su activacién. Por lo anterior, Allcorn y
colaboradores (1996) han propuesto que en etapas tempranas del desarrollo,
los receptores de AMPA/KA son Ia principal via de entrada del Ca®™* a las
neuronas. Nuestros resultados apoyan esta hipdtesis ya que indican que en
esta etapa temprana del DE de la retina hay un aumento en la sintesis de ON
provocada por el KA 50uM y 100uM (Gréafica 7).

Como el glutamato y otros aminoacidos excitadores, el KA actia como
una neurotoxina muy potente pero selectiva cuando se aplica en ojos de
vertebrados tanto en etapas embrionarias como en adultos (Goto et al., 1981;
Hampton et al., 1981; Ingham y Morgan, 1983; Morgan y Ingham, 1981;
Shwarez y Coyle, 1977, Yazulla y Kleinschmidt, 1980). Las retinas expuestas
al KA durante un periodo largo de tiempo o bien a altas concentraciones de
KA, sufren un dafio en las neuronas de la capa nuclear interna asi como en la
capa de células ganglionares; ademas, se observan grandes vacuolas en las
capas plexiformes interna y externa (Ingham y Morgan, 1983; Morgan y
Ingham, 1981). La inhibicion de la sintesis de ON inducida por 5mM de KA
podria deberse a un efecto excitotoxico del mismo (Grafica 7), ya que en esta
ctapa del DE (entre 8 y 15 dias) se incrementa la sensibilidad de la retina al
KA, debido a un aumento en la concentracién y eficiencia de los sitios de

unién para el KA asi como a una distribucion mas amplia de los mismos
(Gibson y Reif-Lehrer, 1984).
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Los resultados de este trabajo apoyan la idea de que el ON participa en
el DE de la retina de pollo. Posiblemente este neurotransmisor estd
involucrado en procesos de proliferacion y diferenciacién celular, ya que en
esta etapa del DE (8-14 dias) la sintesis de ON es mayor (Grafica 1).

Por otro lado, en este trabajo también se demostr6 que la sintesis de ON
se estimula por la activacién de los receptores ionotrépicos de glutamato del
tipo NMDA y KA. Posiblemente esto se deba a que al activar estos receptores
hay un incremento en la concentracién de Ca®* intracelular que activa a la
NOS dependiente del complejo Ca**/CaM.

La retina es un excelente modelo para estudiar los cambios en la sintesis
de ON, tanto la basal como la inducida por NMDA y KA, durante el
desarrollo de este tejido, para de esta manera elucidar el papel del ON en ¢l

desarrollo neuronal.
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