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RESUMEN

La glicina funciona como neurotransmisor inhibitorio en la médula espinal y en ofras regiones del
sistema nervioso central (SNC), incluyendo la retina. Su accion es mediada por un receptor
postsinéptico (RGly), constituido por tres subunidades a (la subunidad o presenta cuatro isoformas
‘al-a4") y dos B que forman un canal selectivo al Cl- que se antagoniza por el alcaloide estricnina.
En la retina de los mamiferos, la inmunolocalizacion de las isoformas a1, a2 y a3 se demostrd en
las capas plexiformes intema (CPI) y externa (CPE), sin embargo, poco se sabe acerca de las
caracteristicas farmacolégicas del RGly en este tejido. Por lo que en este estudio, se caracterizo la
union especifica de 3H-glicina y 3H-estricnina en las membranas totales de la retina de la rata adulta.
La union especifica de 3H-glicina presentd una cinética sigmoide, aunque el andlisis de Hill reveld
una Kp de 112 nM. La 3H-glicina se desplazé en un 100% por glicina, L-serina, D-serina y en menor
grado por B-alanina y taurina; la estricnina desplazé esta unién en un 25 %. La unioén especifica de
3H-estricnina mostré un sitio de alta afinidad, con una Kp de 94.4 nM. La union de *H-estricnina se
desplazé unicamente por la estricnina.

La utilizacion de los agentes reductores dithiotreitol y el {2-(Trimetilamonio)-etil} metanothiosulfunato
no tuvieron efecto en la unién especifica de 3H-glicina, lo que podria sugerir que la concentracion
empleada (1mM) no fue suficiente para reducir los grupos thiol del RGly. La presencia de 1mM de
zinc causé una reduccion del 50 % en la unién especifica de glicina, lo que sugiere la presencia de
receptores formados por las subunidades a1y 2.

La union especifica de *H-glicina se determiné en las membranas totales de la retina de la rata a los
siete y quince dias postnatales. A los siete dias, la unién especifica de 3H-glicina presenté una
cinética no saturable, mientras que a los quince dias postnatales la cinética fue de tipo sigmoide. El
analisis de Hill demostro una Kpde 18y 80 nM alos 7 y a los 15 dias postnatales, respectivamente.
Nuestros resultados indican la presencia del RGly, en la retina de la rata, con caracteristicas
farmacologicas semejantes a las reportadas en otras regiones del SNC. Asimismo, la presencia del
RGly previa a la formacion de las sinapsis, apoya la hipotesis de que la glicina puede funcionar como
factor tréfico en etapas tempranas del desarrollo y posteriormente como neurotransmisor.



1. INTRODUCCION.

1.1. La vision de los vertebrados.

El proceso de recepcion sensorial se inicia en los érganos de los sentidos, lo que permite a los
organismos percibir el mundo que les rodea y con esto, responder a una serie de condiciones que
cambian constantemente (Diaz-Cintra, 1995).

Uno de los procesos sensoriales de mayor relevancia en los organismos en general y en el hombre
en particular es la vision, ya que el cerebro ha desarrollado una serie de mecanismos complejos y
eficientes que le permiten analizar las imagenes presentadas por la retina y, a partir de este andlisis,
construir el mundo visual (Salceda, 1995).

El proceso visual se inicia cuando la luz penetra a través de la cornea y se proyecta sobre la parte
posterior del ojo; donde un érgano especializado, la retina, la convierte en sefiales eléctricas, que a
continuacién son enviadas a través del nervio 6ptico hacia los centros superiores del cerebro donde
sufren un nuevo procesamiento necesario para la percepcion. A diferencia de ofras estructuras
sensitivas, como algunos receptores somaticos de la piel, la retina no es un érgano periférico sino
que forma parte del sistema nervioso central (SNC). La retina contiene seis clases de neuronas que
se encuentran unidas mediante un intrincado pero ordenado patrén de conexiones, dando como
resultado una organizacion anatémica en laminas celulares perfectamente definidas (Dowling, 1992).

1.1.1. Estructura del ojo.

El ojo de los vertebrados esta formado por varios tejidos que se dividen en tres capas principales. La
capa mas externa o esclerética, en la porcién anterior se convierte en la comea (Fig. 1). La capa
media 0 Uvea, esta subdividida en dos regiones: la porcion posterior o coroides, que es un tejido
vascularizado encargado de proporcionar los nutrientes necesarios a la retina y la region anterior
formada por el cuerpo ciliar y el iris, que produce el humor acuoso y regula la cantidad de luz que
entra al 0jo, respectivamente. La capa interna del ojo es la retina que cubre el fondo de éste; en su
parte proximal esta en contacto con el vitreo y en su porcion distal con la coroides.

La parte interna del ojo esta compuesta de dos grandes compartimientos separados por el cuerpo
ciliar, los ligamentos suspensorios del cristalino y el propio cristalino. El compartimiento anterior esta
ocupado por el humor acuoso, el cual regula la presion intraocular por medio de la variacion de su
volumen, y el posterior por el humor vitreo, un gel que da consistencia al globo ocular.



Esclerotica

Fig.1. Estructura del ojo humano. El ojo de los vertebrados esta formado por varios tejidos que se dividen en
tres capas principales. La capa mas externa o esclerética, en la porcién anterior se convierte en la comea; la
capa media o Uvea y la retina que es la capa interna del ojo que cubre el fondo de éste (Tomado de
http:/www.uam.es/personal_pdi/psicologia/travieso/web_percepcion/sistemav.htm).

1.1.2. Estructura de la retina.

La retina de los vertebrados consiste de dos componentes, el epitelio pigmentario de la retina (EPR)
y la retina neural (Fig. 2). El EPR esta constituido por una monocapa de células neuroepiteliales
interpuesta entre los capilares de la coroides y los fotorreceptores de la retina neural. La retina esta
compuesta de seis distintos tipos celulares organizados en capas. La capa nuclear externa esta
formada por células fotorreceptoras (conos y bastones), cuyos segmentos externos se localizan en
aposicion con el epitelio pigmentario de la retina; la capa nuclear interna (CNI), en la que se
encuentran los somas de células bipolares, horizontales, amacrinas e interplexiformes; y la capa de
células ganglionares. Interconectando estas tres capas estan la capa sinaptica o plexiforme externa
(sinapsis entre fotorreceptores y células de la CNI) y la interna (sinapsis entre las células de la CNI y
las ganglionares). La capa plexiforme interna (CPI) ha sido subdividida en cinco estratos (s1-5). El
estrato externo (s1-2) comprende la sublamina a, en donde se llevan a cabo las conexiones
sinépticas sobre las dendritas de las células ganglionares OFF (se activan si los fotorreceptores de
la de su campo receptivo son activados por la luz); mientras que el estrato inteno, s3-5, forma la
sublamina b que contiene las sinapsis sobre las células ganglionares ON (se activan si los
fotorreceptores del centro de su campo receptivo son activados por la luz) (Pourcho y Goebel,
1990). Los axones de las células ganglionares forman el nervio Optico. Las células gliales de Miller
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se extienden en todo el grosor de la retina, sus pies forman la membrana limitante interna y en su
region distal forman la membrana limitante externa, donde rodean a los segmentos internos de los

fotorreceptores (Salceda, 1998).

\W Conosy

Fotorreceptores

ie@*hastones
S 3 Membrana Limitante
g Ex!ema
Capa Nuclear
Capa Plexiforme Externa
Células bipolares, ; i ; §
horizontales y % 3 R T S LRSI AR 80 Capa Nuclear
amacrinas. ;g 10 L N b T
Sublaminaa R 3 SRRy :
Sinapsis G-OFF 1 L e - i Capa Plexiforme
Sublamina b : =% ;
Sinapsis G-ON

Pies de las células

gliales de Miiller | Membrana Limitante

Interna

Fig. 2. Corte histolégico de la retina humana en la que se muestra su estructura laminar (Modificado de
http:/Awebvision.ed.utah.edu/imageswv/husect.jpeq).

1.1.3. Desarrollo de Ia retina.

El desarrollo general del ojo y de la retina es semejante en la mayoria de los vertebrados, aunque el
curso temporal de los eventos de morfogénesis y neurogénesis esta determinado por la duracién del
periodo de gestacion. En algunas especies la retina estd completamente desarrollada al momento
del nacimiento, sin embargo, en otras especies, como la rata, el desarrollo concluye postnatalmente
(Salceda, 1998).

En el hombre, el primordio Optico aparece alrededor de los 22 dias de gestacion, como
evaginaciones bilaterales del neuroectodermo del cerebro anterior (Fig. 3-1). Las células de estas
evaginaciones contintan proliferando hasta convertirse a los 27 dias de gestacion en las vesiculas

= lis



oOpticas primarias. Cuando estas vesiculas alcanzan la superficie del ectodermo, la depresion del
neuroectodermo induce la formacion del primordio del cristalino (Fig. 3-2). Una depresion aparece en
la superficie inferior de cada vesicula formandose la copa éptica (dia 33 de gestacion). Las dos
capas de la copa dptica empiezan a diferenciarse en distintas direcciones; las células de la capa
externa se convierten en el epitelio pigmentario de la retina (EPR), cuerpo ciliar y el iris; mientras que
la capa interna da origen a la retina neural (Fig. 3-3). Durante la doceava semana aparecen los
rudimentos de los fotorreceptores cuyo desarrollo contintia hasta después del nacimiento (Salceda,
1998).

Dia 22 Dia 27 Dia 33

Tubo Neural 3 Vg

Tubo Neural Superficie del ectodermo  1ubo neural

Cerebro

Ectodermo Neural Vesiculas Opticas

Fig.3. Desarrollo del ojo de los humanos. En el hombre, el primordio 6ptico aparece alrededor de los 22 dias
de gestacion, el cual va a dar origen a las vesiculas dpticas primarias. La copa 6ptica se forma hasta el dia 33
de gestacion (Modificado de http:/webvision.med.utha.edu/imagesw/dev1-3.jpeg).

Los procesos que llevan a la formacion general de la retina se han establecido pero no asi los
eventos moleculares que llevan a la especificidad de sus diferentes tipos celulares (Salceda, 1998).
La capa interna de la copa éptica primitiva es un epitelio columnar pseudoestratificado de células
ventriculares fusiformes. Antes de cada division mitética, las células pierden sus uniones con la
membrana limitante intema y se redondean. Si los productos de la division mitotica son destinados a
ser ventriculares sus procesos se unen a la membrana limitante externa, de lo contrario migran
radialmente (Salceda, 1998).

En todas las especies estudiadas se ha observado un patrén general de neurogénesis, en el que los
distintos tipos celulares aparecen en una secuencia ordenada, aunque existen variaciones
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especificas (Fig. 4) (Salceda, 1998). Los diferentes tipos celulares derivan de una poblacion
homogénea de células neuroepiteliales proliferantes. Las células ganglionares son las primeras en
diferenciarse, después de su ultima mitosis migran hacia la membrana limitante interna y se
diferencian rapidamente. Las capas celulares se separan horizontalmente debido a la diferenciacion
de las células ganglionares que presentan elaboradas dendritas que constituyen mas tarde la capa
sinaptica interna (Salceda, 1998).

Fig. 4 Secuencia de aparicidn de los distintos tipos celulares de la retina. ¥, célula ventricular; G, célula
ganglionar; A, célula amacrina; H, célula horizontal; C, fotorreceptor de tipo cono; B, fotorreceptor de tipo
baston; M, célula de Miiller (Tomado de Salceda, 1998).

Las células amacrinas aparecen como células pequefias y redondeadas en el margen proximal de la
capa nuclear interna. Paralelamente, la presencia de una poblacion de células grandes distribuidas
en la capa distal de neuroblastos indica la aparicion de las células horizontales, seguidas de los
conos. El estado inicial del desarrollo de la capa sinaptica externa se evidencia por el crecimiento de
dendritas de las células horizontales que contactan con los axones de los conos. Mas tarde, la
aparicion de las células bipolares induce un aumento en la dimension y complejidad de la capa
nuclear interna y de la sinéptica interna (Salceda, 1998).

Posteriormente, los somas de las células de Miller empiezan a distinguirse en la capa nuclear
interna, las cuales extienden sus procesos a través del grosor de la retina y lateralmente en las
capas nuclear extena e interna. Paralelamente, los bastones empiezan a migrar hacia su destino
final, siendo los ultimos en alcanzar la diferenciacion (Salceda, 1998).

El desarrollo del cristalino, el iris, la cormea y el resto de los elementos del globo ocular son

sincronicos a la morfologia de la retina.



1.1.4. Sinaptogénesis.

En el SNC, la sinaptogénesis comienza antes de que la neurogénesis se haya completado; las
neuronas migran a su posicion final eludiendo a aquellas que ya han establecido sus sinapsis o que
se encuentran en proceso de formacion. El establecimiento de las sinapsis requiere de la aparicion
de componentes esenciales, tanto en las membranas presinapticas como en las postsinapticas
(Jacobson, 1991).

La correlacion entre la estructura y la funcion de las sinapsis en el desarrollo, muestra de manera
general, que la funcion precede a la formacion de estructuras sinapticas especializadas; por ejemplo,
las células de Purkinje, del cerebelo, responden a diferentes neurotransmisores desde los dos
primeros dias postnatales, mientras que las estructuras de las sinapsis son aparentes hasta el tercer
dia postnatal (Jacobson, 1991).

Durante el desarrollo de la retina de la rata, la aparicion de las primeras sinapsis en la CPE es
alrededor del quinto dia postnatal, mientras que en la CPI, es aproximadamente hasta el dia once
(Weldman y Kuwabara, 1968; Horsburgh y Sefton, 1987). Sin embargo, por medio de microscopia
electronica, Sassoe-Pognetto y Wassle (1997), demostraron la presencia de contactos
especializados entre las neuronas de la CPl a los tres y siete dias postnatales, aunque no
observaron la presencia de vesiculas sinapticas. La presencia de este tipo de contactos neuronales,
fue descrita durante el desarrollo de la CPI de diferentes especies de mamiferos (mono: Nishimura y
Rakic, 1985, 1987; gato: Maslim y Stone, 1986; rata: Horsburgh y Sefton, 1987), lo que indica que la
sinaptogénesis ocurre de manera similar en las diferentes especies y que éste es un proceso

gradual.

1.1.5. Comunicacion neuronal en la retina.

De acuerdo con la estructura estratificada de la retina, el estimulo nervioso que se genera en las
células fotorreceptoras se transmite a las células bipolares, y ganglionares, cuyos axones vigjan al
cerebro a través del nervio Optico (Pérez-Ledn y Salceda, 1998). El impulso se modula dentro de la
retina por la actividad de las células horizontales, amacrinas e interplexiformes (Pérez-Leon y
Salceda, 1997).

Los fotorreceptores establecen sinapsis con las dendritas de las células bipolares y horizontales en
la CPE. Las células bipolares extienden sus axones dentro de la CPl, en donde hacen contacto

sinaptico con las dendritas de las células ganglionares; el flujo de informacion trineuronal entre un
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fotorreceptor, una célula bipolar y una ganglionar se conoce como la via vertical de la retina. Las
células horizontales, las amacrinas e interplexiformes median la via horizontal de la retina. Las
interneuronas retinianas realizan una integracion primaria del impulso nervioso antes de ser
transmitido al encéfalo (Pérez-Ledn y Salceda, 1997).

El area de fotorreceptores que al ser excitados producen una respuesta en una neurona
determinada, se conoce como el campo receptivo de ésta. Si un estimulo luminoso es lo
suficientemente pequefio para ser detectado por un solo fotorreceptor, éste solamente activara a una
sola célula bipolar (circuito ON). Si el estimulo abarca a otra célula fotorreceptora, la respuesta de la
célula bipolar y de la ganglionar, dentro de la via vertical del primer fotorreceptor, se reducira hasta
desaparecer (circuito OFF), mientras que la respuesta de las células de la via vertical del segundo
fotorreceptor empezara a aumentar. Debido a que la activacion de un circuito coincide con la
inhibicion del adyacente, se dice que los circuitos refinianos son antagonicos; por lo general se
encuentra un circuito ON adyacente a uno OFF. Esto significa que un estimulo luminoso dentro del
campo receptivo de una neurona activa una via de inhibicion sobre los circuitos adyacentes. Las vias
horizontales en la retina representan vias de inhibicion, y los neurotransmisores que liberan las
células horizontales amacrinas e interplexiformes son de tipo inhibitorio (Pérez-Ledn y Salceda,
1997).

En la retina existen dos tipos de células bipolares, el primero se excita bajo la estimulacion luminosa
y se conoce como ceélula bipolar ON; el segundo tipo de célula bipolar se denomina OFF, ya que al
dejar de recibir el mensaje excitatorio durante la estimulacion luminosa se inhibe (Pérez-Leon y
Salceda, 1997). Las células bipolares mantienen el signo de la sinapsis primaria: si se excitaron por
la estimulacion luminosa, excitan, a su vez, a la célula ganglionar con la que hacen sinapsis, de
forma que las bipolares ON conectan con células ganglionares ON vy las bipolares OFF con células
ganglionares OFF (Pérez-Ledn y Salceda, 1997).

Las respuestas electrofisiologicas provocadas por la luz en cada interneurona retiniana son
diferentes, las Unicas células que generan potenciales de accion dentro de la retina son las células
amacrinas y ganglionares, el resto de las interneuronas despliegan su respuesta en forma de
cambios graduales y sostenidos en su potencial de membrana, ya sea despolarizante o
hiperpolarizante (Pérez-Leon, 1994).



1.1.6. Neurotransmisores en /a retina.

La codificacion de la informacion sensorial en la retina de los vertebrados ocurre por medio de la
interaccion de los diferentes tipos neuronales que la componen y que utilizan principaimente tres
aminoacidos como neurotransmisores: el glutamato (neurotransmisor excitador), el acido y-
aminobutirico (GABA) y la glicina (neurotransmisores inhibitorios). El glutamato es el
neurotransmisor de la via vertical de la retina (células fotorreceptoras— células bipolares— células
ganglionares), mientras que el GABA y la glicina son neurotransmisores de la via horizontal de la
retina (células horizontales, amacrinas e interplexiformes) (Kalloniatis y Tomisich, 1999).

Ademas de estos neurotransmisores, se tiene evidencia de que otras moléculas tales como: la
dopamina, la serotonina, la acetilcolina y diferentes péptidos, estan involucradas en la
neurotransmision quimica de la retina de los vertebrados (Kalloniatis y Tomisich, 1999).

Aunque otros aminoacidos como el aspartato y la taurina han sido propuestos como posibles
neurotransmisores, se ha observado que funcionan principalmente como precursores de otras
moléculas o como osmorreguladores (Kalloniatis y Tomisich, 1999).

1.2. La glicina en el sistema nervioso central.

La glicina es el principal neurotransmisor inhibitorio en la médula espinal y el tallo cerebral; regiones
en las que alcanza concentraciones de 3.62 y 1.3 umol / g-' de tejido, respectivamente (Daly, 1990).
Ademas ejerce un efecto inhibitorio en la retina y otras regiones especificas del cerebro (Laube et
al., 2002). La glicina se acumula en las vesiculas sinapticas por medio de un sistema de transporte
que es dependiente de protones y se libera por estimulacion despolarizante a través de un
mecanismo dependiente de calcio. Su accion es mediada por el RGly, el cual pertenece a la
superfamilia de receptores activados por un ligando. La glicina se elimina del espacio sinaptico, por
la actividad de un transportador especifico dependiente de Na*y CI- (Fig. 5) (Zafra et al., 1997).



NEURONA PRESINAPTICA

ASTROCITO

NEURONA POSTSINAPTICA

Fig. 5. Esquema de una sinapsis axodendritica. La glicina es sintetizada en la mitocondria de las terminales
presinapticas por medio de la enzima serina-hidroximetil-transferasa (SHMT); la glicina es liberada y
acumulada en vesiculas sinépticas por medio de un mecanismo de transporte dependiente de H*y se libera al
espacio sinaptico por despolarizacion. Los potenciales inhibitorios postsinapticos son generados por
corrientes de Cl- que son producidas por la activacion del receptor de glicina (RGly). La accion sinaptica de la
glicina es finalizada por medio un mecanismo de transporte dependiente de Na* y Cl localizado en la
membrana presinaptica (GLYT2) y en la glia (GLYT1). Finalmente, la glicina es degradada en las mitocondrias
del astrocito por medio de un sistema degradativo de glicina (SDG). Abreviaturas.THF: tetrahidrofolato; TNF:
NN'0-metilén-tetrahidrofolato; Gefirina: Proteina periférica de membrana encargada del anclaje del receptor
postsinaptico de glicina al citoesqueleto (Modificado de Zafra et al., 1997).
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1.2.1. Sintesis y metabolismo.

En las neuronas, la glicina se sintetiza directamente a partir de la serina y del hidroxipiruvato. En el
cerebro, la sintesis de glicina que se destina a la funcion sinaptica ocurre a través de la via de la
serina (Fig. 6). La serina-hidroximetil-transferasa (SHMT) hidroliza el grupo metilo de la serina y
produce glicina. Esta enzima requiere como co-factores al fosfato de piridoxal, al acido folico y al
Mn+. La concentracion de la SHMT se correlaciona con los niveles elevados de glicina en las
neuronas propuestas como glicinérgicas con un enriquecimiento de 20 veces sobre tejidos no
neurales (Pérez-Ledn, 1994; Daly, 1990).
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Fig.6. Esquema del metabolismo de la glicina. El mecanismo de sintesis de la glicina se lleva a cabo por la
enzima SHMT. En el SNC la presencia de la SHMT es exclusivamente mitocondrial, por lo que se ha sugerido
que la sintesis de glicina a partir de la serina en el SNC ocurre en la mitocondria (Modificado de Pérez-Ledn,
1994).

En el higado se han identificado dos isoformas de la SHMT, una citoplasmica y otra mitocondrial,
mientras que en el SNC solo se ha encontrado esta ultima (Daly, 1990), por lo que se ha sugerido
que la sintesis de glicina a partir de la serina en el SNC ocurre en la mitocondria (Zafra et al., 1997).
Adicionalmente, existe un sistema de degradacion de glicina, que ocurre a través de un especifico
sistema degradativo de glicina (SDG), inicialmente caracterizado en el higado. Este sistema es
un complejo de cuatro proteinas que, al igual que la SHMT mitocondrial, se encuentra en la
membrana interna. La actividad del SDG no es dependiente de NAD*, de THF*, ni de fosfato de
piridoxal. Durante la degradacion de glicina se libera Metilén-THF, el cual forma parte de la via de la
sintesis de glicina (Daly, 1990).
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1.3. La glicina como neurotransmisor en la retina de los vertebrados.

1.3.1. Presencia de glicina.

Por medio de estudios autorradiograficos, Pourcho y Goebel (1990) han demostrado la localizacion
de 3H-glicina en la retina de diferentes especies de vertebrados. Las neuronas retinianas que se
proponen como glicinérgicas, con base a la acumulacién de este radioactivo, se muestran en la
Tabla 1.

En la retina de los vertebrados, las células amacrinas son las neuronas que presentan mayor
acumulacion de glicina. En algunas especies se han caracterizado diferentes subpoblaciones de
éstas, no (inicamente por caracteristicas morfologicas y sinapticas, sino también por el contenido de
glicina que presentan (Pourcho y Goebel, 1990).

En la retina del gato, las células amacrina que poseen mayor contenido de glicina son las A-8; estas
células reciben sinapsis de bipolares de conos y de bastones y son biestratificadas, es decir, que se
ramifica en las sublaminas a y b (Pérez-Ledn, 1994). Las células amacrinas A-3 y A-4 ramifican
primariamente en la sublamina a, en donde la A-4 interactia con bipolares de conos y con células
ganglionares-OFF. Por medio de autorradiografia, en conjunto con la técnica de Golgi, se demostro
la presencia de 3H-glicina en las tipo A-4, en menor medida las A-3 y mas débilmente en las All
(Pourcho y Goebel 1990). Las célula amacrinas All son el tipo celular mejor caracterizado en la
retina del gato, estas células se encuentran asociadas a bastones y sufren una despolarizacion
mucho més rapida en respuesta a la luz, en relacion a otros tipos de respuestas dominadas por
bastones. En la retina del humano y del mono, las células amacrinas homologas a la All del gato,
presentan mayores niveles de glicina que, lo que refieja ciertas diferencias en la funcién de este
amino &cido en las amacrinas de bastones de diversas especies (Pourcho y Goebel, 1990).

Para la mayoria de las especies de mamiferos se ha reportado la presencia de glicina en las células
bipolares, sin embargo, las células bipolares son consideradas excitadoras, pues liberan glutamato
como transmisor (Pourcho y Goebel, 1990). A este respecto, Pourcho y Goebel (1990) propusieron
que las células bipolares actian a través de una célula amacrina intermedia y que la glicina funciona
como un neuromodulador, potenciando la respuesta del receptor glutamatérgico de tipo N-metil- D-
aspartato (NMDA).
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Tabla 1. Localizacion de *H-glicina en la retina de vertebrados.

Acumulacién de 3H-glicina

AM BP CIP CCG CPI
Especies
No mamiferos
Peces no teledsteos * - + - -
Rana + - - + -
Sapo (Bufo marininus) + - + & -
Xenopus + - + + -
Salamandra * - - & +
Salamandra tigre & + - + -
Tortuga * - - - -
Paloma e + " " -
Pollo + - - - -
Mamiferos
Cobayo + - - + -
Rata + - - + -
Conejo + - - + -
Gato + - - + -
Primates
Humano + - - - -
Mono Rhesus + - - - -
Macaco + - - - -

Abreviaturas: AM, amacrina; BP, bipolares; CIP, células interplexiformes; CCG, capa de las células
ganglionares; CPI, capa plexiforme intema. Modificado de Pourcho y Goebel (1990).

1.3.2. Liberacion de glicina.

En respuesta a un estimulo despolarizante, las neuronas liberan un neurotransmisor a través de un
mecanismo dependiente de calcio. La entrada de calcio en la terminal presinaptica lleva a la fusion
de las vesiculas que contienen el neurotransmisor con la membrana plasmatica, y la liberacion de su
contenido al espacio sinaptico (Zafra et al., 1997). La liberacion de glicina de las neuronas retinianas
en respuesta a un estimulo despolarizante, seialaria que ésta se utiliza como neurotransmisor y, en
efecto, la glicina puede ser liberada de la retina por despolarizacion por potasio (30-60mM) (Pérez-
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Ledn, 1994), como se observo en los sinaptosomas aislados de la retina del pollo (Lopez-Colomé et
al., 1978) y de la rana (Salceda, 1989). Esta liberacion inducida por potasio puede ser inhibida por la
incubacion del tejido en un medio libre de calcio, sin embargo, se ha observado la liberacion de
glicina provocada por estimulos despolarizantes en medios carentes de calcio; por lo que se sugiere
la existencia de otro mecanismo de liberacién que no es dependendiente de Ca2*(Zafra et al., 1997).
Por otro lado, se ha confirmado la liberacion de glicina estimulada por la luz en la retina de diversas
especies (Marc, 1985). La liberacion de glicina de las células amacrinas se demostré en la retina de
la rana (Salceda, 1989).

1.3.3. Mecanismos de transporte de glicina.

Una de las ideas basicas en la transmision sinéptica es la terminacion répida de la actividad del
neurotransmisor después de su liberacion. Para la mayoria de los neurotransmisores, incluyendo a
la glicina, la terminacion de la actividad sinaptica se lleva a cabo por un mecanismo de captura de
alta afinidad que es dependiente de Na*y que se encuentra en la terminal presinaptica, asi como en
las células gliales circundantes (Pérez-Ledn et al, 2004). De acuerdo a este principio, la
caracterizacion y localizacion del sistema de transporte de glicina se ha utilizado para definir a las
vias glicinérgicas (Pérez-Leon y Salceda, 1997).

Dos sistemas de transporte de alta afinidad especificos para glicina han sido identificados en las
terminales nerviosas y en las células gliales en diferentes regiones del SNC (Km de 20 a 100 puM). El
transportador de glicina de tipo1 (GLYT1) presenta tres isoformas que son codificadas por un solo
gen: GLYT1a, 1by 1c. Los tres polipéptidos difieren Unicamente en sus secuencias amino terminal;
no asi, en sus propiedades de transporte. Sin embargo, cada una de las isoformas presenta distintos
patrones de expresion en el SNC y tejidos periféricos, sugiriendo que cada una posee funciones
especializadas (Zafra et al., 1997).

Por otro lado, el transportador para glicina de tipo 2 (GLYT2) es codificado por un gen y que
presenta 48% de identidad amino acidica con el GLYT1. El GLYT1 y el GLYT2 pueden distinguirse
farmacolégicamente por la inhibicion que presentan las tres isoformas del GLYT1 por el anélogo de
la glicina, la sarcosina (Zafra et al., 1997).

La expresion de los transportadores GLYT1 y GLYT2 ocurre principalmente en las areas caudales
del cerebro, aunque ambos ftransportadores se encuentran expresados también en el cerebro
anterior. Estos datos indican una clara asociacion de ambas proteinas con la neurotransmision
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glicinérgica. Mientras el GLYT1 esta expresado principalmente en astrocitos y en los procesos de la
materia blanca y gris, el GLYT2 se encuentra exclusivamente en neuronas del tallo cerebral y en la
médula espinal (Lopez-Corcuera et al., 1998; Goebel, 1996). Por medio de inmunocitoquimica y
ensayos de union de estricnina (antagonista especifico del RGly) se ha detectado la colocalizacion
del GLYT2 con el receptor de glicina, encontrandose los niveles méas altos del GLYT2 en las astas
dorsales y ventrales de la médula espinal, en el sistema auditivo y en el nicleo de los nervios
craneales (Zafra et al., 1997). En la retina, la localizacion del GLYT1 se demostré con técnicas
inmunohistoquimicas en una subpoblacion de células amacrinas, mientras que no se ha podido
determinar la presencia del GLYT2. Aunque poco se conoce de las caracteristicas del transporte de
glicina en la retina, la presencia de un transporte de alta afinidad, dependiente de Na*y CI, se
demostro en la retina de la rana (Pérez-Leén et al., 2004).

En cuanto a la estequiometria del transporte, para el transportador GLYT1 son 2Na*/CH/glicina,
mientras que para el GLYT2 se necesitan 3Na*/Cl-fglicina (Garcia-Lopez, 1999).

1.3.4. El receptor de glicina.

La investigacion sobre la transmision glicinérgica ha desembocado en la caracterizacion minuciosa
del receptor postsinaptico de glicina que media su accion, el cual es uno de los representantes
arquetipicos del grupo de los receptores ionotropicos (Pérez-Leon, 1994).

La glicina actla a través del RGly, produciendo una corriente de cloruro (Cl) que es antagonizada
especifica y reversiblemente por el alcaloide estricnina (Pérez-Leon y Salceda, 1995). Desde las
primeras investigaciones de la transmision sinaptica en la médula espinal, un resultado consistente
fue el antagonismo de la estricnina, tanto contra la accion del transmisor natural, como de la glicina
aplicada iontoforéticamente (técnica basada en la aplicacion de iones y moléculas ionizadas por via
transcutanea, aplicando una corriente eléctrica); por lo tanto, la glicina y la estricnina actian como
agonista y antagonista, respectivamente, sobre la misma proteina, el RGly. El antagonismo de la
estricnina, es el criterio farmacolégico al que se recurre con mayor frecuencia para proponer que una
respuesta electrofisiolégica es provocada por la glicina (Pérez-Ledn y Salceda, 1996).

El RGly es una proteina de membrana compuesta por tres subunidades o y dos B que forman el
canal de cloruro que es activado por la glicina. La expresion de las subunidades a., que contienen
los sitios de union del agonista y antagonista, genera homo-oligomeros funcionales, mientras que la
subunidad B requiere ser coexpresada con la subunidad o para formar hetero-oligbmeros de
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estequiometria definida (oaB2) (Fig. 8) (Griffon et al., 1999). El RGly se ancla al citoesqueleto por
medio de una proteina periférica de membrana llamada gefirina, que interactia con las proteinas del
citoesqueleto tubulina y F-actina, sin embargo, la gefirina no es una proteina de anclaje especifica
para el RGly, pues también esta involucrada en el anclaje del receptor GABAa (Sola et al., 2004;
Griinert, 2000).

Hasta ahora, se han identificado cuatro genes para la subunidad o (o1-oe4) y uno que codifica para
la subunidad B del RGly. La homologia entre cada una de las variantes de la subunidad o es alta, la
subunidad o4 presenta 91% y 85% de homologia con respecto a la subunidad a2 y af,
respectivamente; mientras que la homologia entre los polipéptidos a1y a2 es del 80% (Matzenbach
et al., 1994). Aunque las diferentes variantes de la subunidad o difieren en su secuencia amino
acidica, todas presentan alta afinidad por la unién de estricnina, el desplazamiento de ésta por
glicina y otros agonistas y generan corrientes de cloruro (Pérez-Leon, 1994). Sin embargo, las
variantes a1 y o2 presentan diferencias en su sensibilidad a los diversos agonistas del RGly. Los
RGly formados por la subunidad a1 y expresados en ovocitos de Xenopus, responden a la B-alanina
y a la taurina, con ICso de 150 y 310 uM, respectivamente (De Saint Jan et al., 2001), mientras que
los RGly formados por la subunidad a2 responden a concentraciones 30 veces mas elevadas.
Ademas, pese a que ambos tipos de variantes responden en el mismo intervalo de concentraciones
de glicina, las corrientes generadas son siempre tres 0 mas veces mayores en |a variante o2 que en
la a1 (Pérez-Ledn, 1994). En estudios realizados in vitro, se observo que las subunidades a1, a3y
o4 producen canales con cinéticas rapidas, mientras que la expresion de la subunidad o2 produce
canales con una cinética lenta (Vitanova et al., 2004).

Por otro lado, los RGly con la subunidad o3 presentan una afinidad menor a la glicina y a la taurina
en comparacion a los RGly formados de las variantes a1 y a2 (Matzenbach et al., 1994).

La subunidad a2 tiene una variante («2*) que difiere Ginicamente por un aminoéacido en la posicion
167, en donde hay un glutamico en lugar de glicina. La variante a2* genera corrientes de Cl
activadas por glicina, que no pueden ser antagonizadas por estricnina a concentraciones menores
de 1uM, cuando en el resto de las subunidades la afinidad por el alcaloide es del orden nanomolar.
El ARN mensajero de la subunidad o2* es el mas abundante en la médula espinal de la rata durante
los primeros dias de vida, y se sugiere que ello explica la insensibilidad de los roedores a la
estricnina durante los primeros diez dias de vida (Pérez-Ledn, 1994).
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La localizacion temporal y espacial de las variantes de la subunidad a. es diferente; la subunidad a1
se encuentra en la médula espinal y en el tallo cerebral del organismo adulto; la subunidad o2, en la
médula espinal y en el cerebro de los embriones y neonatos; la subunidad a3, en la médula espinal
y en el cerebro anterior en los primeros estadios postnatales, asi como en el organismo adulto
(Matzenbach ef al., 1994; Pérez-Le6n, 1994; Kuhse et al., 1990). La subunidad a4, se encuentra
localizada en la médula espinal, en el ganglio de la raiz dorsal, en el ganglio simpatico y en los
genitales masculinos del pollo en etapa embrionaria (Harvey, 2000).

La localizacion de los RGly en la retina de los mamiferos ha sido estudiada por medio de tres
anticuerpos monoclonales (mAbs): el mAb2b reconoce la subunidad o1, el mAb4a reconoce a las
subunidades a1, o2, a3, a4y, en menor medida, a la subunidad B; y el mAb7a que reconoce a las
diferentes isoformas de la gefirina (Wassle et al., 2004).

En la retina adulta de diferentes especies de mamiferos se ha observado que existe una distribucion
diferencial de las isoformas de la subunidad o del RGly. La mayoria de las sinapsis que involucran a
la subunidad a1 del RGly son entre células bipolares y células amacrinas de tipo All (la via de los
bastones), aunque se ha observado su expresion en algunos subtipos de células ganglionares. En la
CNI se ha observado la expresion de la subunidad o2 principalmente en las células amacrinas y en
casi todas las células de la capa de las células ganglionares (CCG). Por otro lado, la subunidad a3
se expresa en la CNl en la via de los conos y en menor medida en la CCG (Griinert, 2000). Ademas,
se piensa que las sinapsis glicinérgicas tienen una funcion especifica en la transmision de las
sefiales para la adaptacion a la oscuridad a través de los canales OFF de la via de los bastones (de
las células bipolares-OFF— células amacrinas—células ganglionares-OFF).

Ademéas de estos resultados, en la retina de la rana y de la rata, por medio de estudios
inmunohistoquimicos, se determiné la presencia de RGly formados por las subunidades o y B en la
capas plexiformes interna y externa, asi como en las células gliales de Miller (Pérez-Ledn y
Salceda, 2000).

Existen diversos procesos que modifican a la actividad de una proteina, sea ésta una enzima, un
transportador o un receptor de membrana (Zafra et al., 1997). Estudios recientes han sugerido que
diferentes receptores ionotropicos pueden ser regulados por la incorporacion de grupos fosfato en
sitios especificos de la proteina. El RGly, al igual que otros miembros de la familia de canales ionicos
activados por el ligando, presenta sitios especificos susceptibles a la fosforilacion. La subunidad o
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del RGly se fosforila en neuronas intactas de la médula espinal por la proteina cinasa C (PKC), como
por la proteina cinasa A (PKA). La activacion de la PKA, incrementa las respuestas a la glicina,
mientras que la activacion de la PKC las disminuye. Sin embargo, en las neuronas del hipocampo no
se observa ninguna relacion entre la respuesta producida por la glicina y la activacion de la PKA,
aunque si por la PKC. Estas diferencias en la regulacion del RGly, han sido atribuidas a la presencia
de diferentes isoformas del RGly en el SNC. Por otra parte, en el RGly purificado de la médula
espinal, la fosforilacion mediada por la PKC en la subunidad o1 del RGly ocurre en el residuo
citoplasmico 391 (serina), mientras que el sitio de fosforilacion de la PKA no se conoce (Zafra et al.,
1997).

Fig.8 Receptor postsinaptico de glicina (RGly). Tomado de
http://www.biophysics.org.au/pics/GlyRChanL ab.qif

Por otra parte, se ha observado que los grupos sulfhidrilo tienen una funcién importante en la
modulacion de diferentes receptores a neurotransmisores, incluyendo el RGly. Los grupos sulfihidrilo
modulan la interaccion que existe entre diferentes sitios de union para la glicina en el RGly, para
llevar a cabo el desplazamiento de la unién de 3H-estricnina; lo que sugiere que el funcionamiento
del RGly in vivo es regulado por reacciones de oxido reduccion, como ya se demostrd para los
receptores de glutamato de tipo NMDA. Ademas, sugiere que los cambios conformacionales que
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afectan a los grupos sulfhidrilo estan relacionados en la activacion del receptor por diferentes
agonistas (Ruiz-Gémez et al., 1991).

En diferentes regiones del cerebro y de la médula espinal de mamiferos, el zinc (Zn?*) se encuentra
en altas concentraciones en las vesiculas sinapticas de diferentes subpoblaciones neuronales,
liberandose por despolarizacion de la neurona presinaptica y modulando las respuestas
postsinapticas de diferentes receptores a neurotransmisores (Lynch, 2004). Bajas concentraciones
de ZnZ*, menores a 10 uM, incrementan las corrientes mediadas por la glicina, aparentemente
debido a que incrementa la afinidad de ésta al RGly, mientras que altas concentraciones de Zn2*
(0.01- 1mM), tienen un efecto contrario (Laube et al., 2002).

1.3.5. El sitio de unién de la glicina en el receptor de glutamato de tipo NMDA.

El receptor glutamatérgico de tipo NMDA es el unico receptor ionotropico que es permeable a calcio
y sodio. Su dependencia al voltaje es regulada por magnesio y necesita de dos co-agonistas, el
glutamato y la glicina, para la activacion del canal. La concentracion de glicina necesaria para activar
de manera normal al receptor de glutamato tipo NMDA es menor de 0.1uM. El sitio de unién de la
glicina en el receptor de glutamato de tipo NMDA, a diferencia del RGly, es insensible a estricnina
(Zafraet al., 1997).

Diversas evidencias indican que la glicina funciona como neurotransmisor inhibitorio en la retina de
los vertebrados. La identificacion y caracterizacion del RGly es una evidencia indispensable para
proponer a la glicina como neurotransmisor en un tejido. Estudios inmunocitoquimicos demostraron
la presencia de las isoformas o1, a2 y 3 en la retina de diferentes mamiferos (Haverkamp, 2004;
Haverkamp, 2003; Griinert, 2000).

La caracterizacion farmacolégica del RGly se estudié en la retina de la rana y en membranas
aisladas de las fracciones sinaptosomales de la misma (Aguirre-Ramirez, 2000; Pérez-Leon y
Salceda, 1995). Estos estudios revelaron la presencia de sitios de union al RGly de alta afinidad,
semejante a la reportada en la médula espinal. Aunque en la retina del bovino y de la rata se reportd
la presencia de sitios de union de estricnina (Borbe et al., 1981; Schaeffer y Anderson, 1980), la
caracterizacion farmacolégica del RGly no se ha estudiado.

La retina de la rata es un modelo adecuado para el estudio de las caracteristicas farmacolégicas del
RGly y de su establecimiento dentro del desarrollo, ya que éste ocurre postnatalmente.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1. Hipotesis.

Las caracteristicas farmacologicas del RGly en la retina de la rata, son semejantes a las reportadas
en la médula espinal, y su presencia correlacionara con el desarrollo de la retina.

2.2. Objetivo general.

Conocer las caracteristicas farmacologicas del RGly en la retina de la rata, y su expresion durante el

desarrollo de la misma.

2.3. Objetivos particulares.
1. -Caracterizar la union de glicina y de estricnina en membranas totales de la retina de la rata
adulta.

2. -Caracterizar la unién de glicina en membranas totales de la retina de la rata durante el
desarrollo.

3. - Estudiar el efecto de agentes reductores y el efecto del zinc sobre la unién de glicina en
membranas totales de la retina de la rata adulta.
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3. METODOLOGIA.

3.1. Animales.

Los experimentos se realizaron en ratas Long-Evans de siete y quince dias postnatales, asi como en
el organismo adulto. Los animales se mantuvieron en el bioterio bajo condiciones de luz y oscuridad
12:12 hrs.; con alimento y agua ad /ibitum.

3.2. Reactivos.

La 3H-glicina (56.4 - 60.0 Ci/mmola) y la ®H-estricnina (23 Ci/mmola) se obtuvieron de NEN Life
Science Products, Inc. La estricnina, los aminoacidos y los agentes reductores: {2-(Trimetilamonio)-
etilmetanothiosulfunato (MTSET) y el ditiothreitol (DTT) se obtuvieron de Sigma; el sulfato de Zinc
(ZnS04) se obtuvo de Baker. Todos los otros reactivos fueron de grado analitico.

3.3. Aislamiento de membranas.

Las ratas se sacrificaron por decapitacion, entre las 10 y 12 horas del dia. El globo ocular se extrajo,
se hemisect6 y se separé la region anterior. De la copa ptica se separo la retina con ayuda de unas
pinzas.

Las retinas se homogenizaron en 20 volimenes de agua (peso/volumen) con un homogenizador de
vidrio; el homogenado se centrifugd a 71,000 g durante 25 minutos a 4°C, el precipitado se lavo y
centrifugd a la misma velocidad, en cuatro ocasiones. El Gltimo boton se congel6 a -20°C hasta que
se utilizé para el ensayo de union de ligandos radioactivos.

3.4. Ensayos de union del ligando radioactivo.

Las membranas se descongelaron, se resuspendieron en 20 volumenes de agua y se centrifugaron
a 71,000 g, durante 25 minutos a 4°C. El sobrenadante se deseché y las membranas se
resuspendieron en un amortiguador (Tris 10mM MgSOs 1.17mM; KH2PO4 1.2mM y KCI 4.7mM; pH
7.4). El ensayo de union especifica se llevd a cabo por una modificacion del método de Young y
Snyder (1973). Las membranas (30-70 ug de proteina), se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente, en presencia de diferentes concentraciones de 3H-glicina 6 3H-estricnina en
un volumen final de 175 pl. La incubacion se detuvo por centrifugacion en una aerofuga Beckman a
20 psi durante 4 minutos; se desech¢ el sobrenadante y el boton se lavo superficialmente con 100 pl
de agua fria. El boton se resuspendio en 100 pl de SDS al 0.1% durante 10 minutos, se transfirié a
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un vial y se le agregaron 5 ml de liquido de centelleo (Tritosol). La radioactividad en las membranas
se determind en un contador de centelleo liquido, Beckman S1500.

La unién especifica de glicina y estricnina se determin6 incubando en paralelo las membranas con
los ligandos radioactivos en presencia de 1mM de gliciha o de 200 uM de estricnina
respectivamente.

La concentracion de proteina se determin6 por el método de Lowry (1951), utilizando albimina de
suero bovino como estandar. Se midié la absorbancia a 690 nm. en un lector de microplacas

(usando un kit comercial de Bio Rad).

3.5 Analisis de resultados.

El andlisis de Scatchard es un método de linearizacién de los datos obtenidos en la curva de
saturacion de la union del ligando al receptor. Este es obtenido graficando en las abcisas el cociente
de la union del ligando entre la concentracion libre del ligando ([S], / [S}) y en la ordenada, la unién
especifica del sustrato ([S)). Cuando la grafica de Scatchard es lineal, la intercepcion de la curva en
las abscisas es igual a la Bwax / Kb, mientras que la intercepcion en las ordenadas es igual a la Buax.
Sin embargo, cuando la grafica obtenida es una curva, no se pueden obtener los valores de la Buax
ni de la Kp directamente de la curva. Esto indica que existe cooperatividad en el sistema en estudio
(Segel, 1975).

El célculo de los parametros de la constante de afinidad (Ko) y del niimero de sitios union (Buax) de
3H-estricnina y de 3H-glicina, en las membranas totales de la retina de la rata, se realiz6 por medio
del programa computacional GraphPad Prism 4. Los resultados obtenidos para la unién especifica
de 3H-glicina no se pudieron ajustar a una recta, por lo que su andlisis se realiz6 manualmente.

El andlisis de Hill, al igual que el andlisis de Scatchard, es un método de linearizacion de los datos
obtenidos de la curva de saturacion, donde la grafica del log v / (Vmax — v) contra el log [S] da como
resultado una linea recta. A partir de esta gréfica, se puede calcular directamente el valor de n (el
numero de sitios de unién del ligando presentes en el receptor) y la Kp. La pendiente es n. Cuando
v = Y2 Vwax, v/ (Vmax - v) =1y el log v/ (Vmax — v) = 0, la posicion correspondiente en el eje del log
[S], da el log de la concentracion del sustrato que se necesita para alcanzar el 50% de la Viax
(ISls0) (Segel, 1968).

El analisis estadistico de los resultados obtenidos en este estudio, se realizé por medio del programa
de computo GraphPad Prismd, aplicando una prueba de “t" o prueba no paramétrica.
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4. RESULTADOS.

4.1. Union de 3H-glicina a las membranas totales de la retina.

Con el proposito de conocer cual es la temperatura optima de la union especifica de 3H-glicina, se
llevé a cabo la caracterizacion de la union especifica del radioligando a diferentes temperaturas.

La unién especifica de 3H-glicina se estudio en las membranas totales de la retina de la rata adulta a
4°, 25° y 37 °C. Los valores de union optimos fueron observados a 25°C, por lo que todos los
demas experimentos se realizaron en esta condicion.

La unién especifica de glicina representé el 62+4.7% de la unién total de 3H-glicina.
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Fig. 9. Union especifica de 3H-glicina a las membranas totales de la retina de la rata. Los ensayos de union se
efectuaron incubando las membranas en una solucién Ringer Tris 10mM que contenia 10 nM de 3H-glicina,
durante 30 minutos a las temperaturas indicadas; la unién especifica se calcul6 incubando en presencia de
1mM de glicina como se indic6 en los métodos. Los valores representan el promedio de dos experimentos
llevados a cabo por triplicado.

Para determinar la cinética de union especifica de 3H-glicina en las membranas totales de la retina
de la rata adulta, se incub6 en presencia de varias concentraciones de 3H-glicina, en un intervalo de
10 a 460 nM. La figura 10-A muestra una curva de tipo sigmoide, la cual se satura a una
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concentracion de 460nM. El analisis de Scatchard mostré cooperatividad en el sistema (Segel, 1968)
(Fig. 10-B). El analisis de Hill revel6 un coeficiente (ny) de 0.83, y la existencia de un sistema de alta
afinidad con una Ko- 112 nM (Fig. 11).
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Fig.10. La union especifica de H-glicina a las membranas totales de la retina de la rata adulta. A) Las
membranas se incubaron durante 30 minutos a 25°C, en presencia de diferentes concentraciones de 3H-

glicina. La unién especifica se determin6 en presencia de 1mM de glicina como se indicé en los métodos. B)
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Andlisis de Scatchard. Los datos se tomaron de la figura 10-A. Los valores son la media de tres a cinco

experimentos + el error estandar.
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Fig.11. Anélisis de Hill de la union especifica de 3H-glicina en la retina de la rata adulta. El coeficiente de Hill

(nu) es igual a la pendiente de la recta, la cual se obtiene entre los valores de vVmax=0.1y viVwax=1.0. La Ko
se obtiene por la interseccion de a en el eje de las x (Segel, 1975). Los valores se tomaron de la figura 10-A.

4.2. Desplazamiento de la union de *H-glicina.

Con base al perfil farmacolégico del RGly de la médula espinal (Young y Snyder, 1973), estudiamos
el desplazamiento de la unién especifica de 3H-glicina (40 nM) por los amino acidos B-alanina, L-
serina, D-serina, taurina y glicina, a una concentracion de 1mM y por 200 1M de estricnina.

La unién de 3H-glicina fue igualmente desplazada por glicina, L-serina, D-serina y B- alanina, y en
menor grado por la taurina; la estricnina desplazo la union de 3H-glicina en un 25% (Tabla Il).
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Tabla II.- Desplazamiento de la union especifica de 3H-glicina en las membranas totales de la retina de la

rata adulta.

Desplazadores Porcentaje de Desplazamiento
Glicina 1mM 100+ 7.5
B-alanina  1mM 78+125
L-serina 1mM 105 + 0.49
D-serina  1mM 100+ 3.0
Taurina 1mM 68+ 7.0
Estricnina 200pM 25+10.0

Las membranas totales se incubaron en presencia de 40 nM de 3H-glicina. Los datos son el promedio + error

estandar al menos de tres experimentos.

4.3. Efecto de los agentes reductores, DTT y MTSET, y del zinc, en la unién de *H-glicina.

Con el objeto de conocer si el RGly en la retina estd regulado por las condiciones de o6xido-
reduccion, se estudio el efecto de agentes reductores en la union especifica de glicina a las
membranas totales de la retina de la rata adulta. La presencia de los agentes reductores DTT y
MTSET no afect6 la union especifica de *H-glicina (Fig. 12).

Por otra parte, diferentes estudios muestran que el zinc es un modulador del RGly. En este estudio,
el zinc a concentraciones de 1mM causé una disminucion del 50% de la union especifica de 3H-

glicina en las membranas totales de la retina del organismo adulto (Fig. 12).
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Fig. 12. Las membranas totales de la retina se preincubaron durante 30 minutos en ausencia (control) o la
presencia de 1mM de DTT, MTSET 6 Zinc, posteriormente la union especifica de *H-glicina (40 nM) se
determin6 como se describi6 en los métodos. Los datos son el promedio de 3 6 4 experimentos + el error

estandar. *(p< .05; t student vs control).

4.4. Uni6n de *H-estricnina a las membranas totales de la retina.

La union de 3H-estricnina se estudio en condiciones semejantes a las establecidas para la unién de
3H-glicina. En estas condiciones la union especifica de 3H-estricnina represent6 el 27 + 2.85 % de la
union total de 3H-estricnina. La cinética de la unién especifica de 3H-estricnina a concentraciones de
40- 460 nM revel6 un sistema saturable. El andlisis de Scatchard mostré la existencia de un sitio de
union con una Kp=94.4 nM y una Buax= 3.93 pmolas/mg de proteina (Fig. 13). El analisis de Hill revelo
un nk= 0.5y una Ko- 71 nM (Fig. 14) (Segel 1968).

La glicina y los agonistas B-alanina, L-serina, D-serina y taurina, a concentraciones de 1mM no

desplazaron la uniéon de 3H-estricnina.

=



Unidn especifica pmol/ mg proteina

Fig.13.

BMAX | 3.292
KD 94.40
3+
Anilisis de Scatchard
24 .g 004
d 003
€
;‘, 002
1‘ : 001
2
5 000 4 —_—
L] ] 2 3 4
Unidn especifica de 3.estricnina (pmolimg proteina)
o 1] 1] L] L4 1 1]
0 100 200 300 400 500

Cinética de wunion de S3H-estricnina en

[3H- estrieninJ (nM)

las membranas totales de la retina de la

rata adulta. La cinética de unién de ®Hestricnina resulté ser un proceso saturable y de alta afinidad. El andlisis
de Scatchard indico una Kp de 94.4 nM y una Buax de 3.292. Los valores son el promedio de 4 a 7
experimentos + el error estandar.

1.09—2 10
Ymax-y
>
%
(v »
= :
g :
> 1
g 0.5+ E.
. i
1
A0d—Y gy —nm e =
Vmax-v :
1
|
v l . 2 ]
8 Bz 7 P

10g[ H-estricning] (nM)

Fig.14. El anélisis de Hill en las membranas totales de la retina de la rata mostro un coeficiente de 0.5 y una

Kode 71 nM.
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4.5. Union de *H-glicina a las membranas totales de la retina de la rata durante el desarrollo.

Con el propésito de determinar el establecimiento de las conexiones glicinérgicas en la retina
durante el desarrollo, se determiné la union especifica de 3H-glicina en las membranas totales de la
retina de la rata de siete y quince dias postnatales.

La unién especifica de 3H-glicina en las membranas de la retina de la rata de 7 dias de edad (P7)
representd el 50 + 6.8 % de la unién total de 3H-glicina. La union de 3H-glicina se estudié a
concentraciones de 40 a 1000 nM del radioligando. Bajo estas condiciones no se demostrd
saturacion del sistema (Fig. 15). El anélisis de Hill indicé un coeficiente de 0.6 y una Kp= 18 nM (Fig.
16).

La estricnina desplazé la unién de 40 nM de 3H-glicina en un 26 + 6 % (3.145 + 0.69 pmol/mg
proteina, control; 0.89 + 0.35 pmol/mgproteina, en presencia de 200 uM de estricnina).
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Fig.15. Cinética de la union de ®H-glicina a las membranas totales de la retina de la rata P7. La unién
especifica de 3H-glicina en las membranas totales de la retina de la rata P7 no se satur6 a las
concentraciones empleadas. Los valores son el promedio de 3 a 4 experimentos por duplicado + el error

estandar.
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Fig.16. En las membranas totales de la retina de la rata P7 el analisis de Hill indicé un coeficiente de 0.6 y una
Ko de 18 nM. Los datos se tomaron de la figura 15.

En las membranas de la retina de rata de 15 dias postnatales (P15), la unién especifica de glicina
represent6 el 40 + 4.4 % de la union total de 3H-glicina. La cinética de la union de 3H-glicina se
estudio en un intervalo de concentraciones de 80 a 1000 nM. La union especifica de 3H-glicina
presentd una cinética de tipo sigmoide (Fig. 17), y el analisis de Hill reveld un coeficiente de 1.1y
una Kp= 80 nM (Fig. 18).

La unién especifica de 80 nM de 3H-glicina se desplazé en un 36 + 9 % por 200 uM de estricnina.
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Fig.18. El analisis de Hill en las membranas totales de la retina de la rata P15 revel6 un coeficiente de 1.1y

una Kp de 80 nM. Los datos se tomaron de la figura 17.
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5. DISCUSION.

Uno de los criterios que se toman en cuenta para poder determinar que una molécula funciona como
neurotransmisor, es la presencia de un receptor postsinaptico que medie su accion (Werman y
Aprison, 1968). En la retina de diferentes vertebrados, estudios inmunocitoquimicos demostraron la
presencia del RGly; el mismo tipo de estudios corroboré la presencia de las isoformas a1, a2, y a3
del RGly en la retina de los mamiferos (Jusuf et al., 2005; Haverkamp, 2004; Haverkamp, 2003;
Griinert, 2000). Con el objeto de profundizar en el estudio de la transmision glicinérgica en la retina,
se realizaron estudios preliminares acerca de la caracterizacion de la unién especifica de los
radioligandos 3H-glicina y 3H-estricnina al RGly en la retina de la rata.

La union especifica de 3H-glicina en las membranas totales de la retina de la rata represent6 el 60 %

de la union total. Este valor es semejante al que se reportd en otras regiones del SNC, aunque es
relativamente bajo comparado con el de las membranas totales y sinaptosomales de la retina de la
rana (90%) (Pérez-Ledn, 1994), lo que sugiere que la densidad de receptores en la retina de la rata
podria ser menor.
La unién de 3H-glicina a las membranas totales de la retina de la rata adulta presenté de manera
general las mismas caracteristicas farmacologicas reportadas para el RGly en la médula espinal y
ofras regiones del SNC; asi, la union especifica de 3H-glicina se desplazé por la glicina, la L-serina,
la D-serina, la B-alanina, y en menor medida por la taurina. El desplazamiento de la union de glicina
por la D-serina es confradictorio. La D-serina actua como agonista del sitio de la glicina en el
receptor de tipo NMDA en diversos tejidos nerviosos (Katsuki et al., 2004) y no en el RGly. Estos
resultados podrian sugerir que al menos una proporcion de la union especifica de 3H-glicina ocurre
en el receptor de glutamato de tipo NMDA, o bien que el RGly en la retina de la rata presenta
caracteristicas farmacolégicas diferentes.

La unién de 3H-glicina en las membranas totales de la retina de la rata adulta revelé una cinética de
unién de tipo sigmoide. En un trabajo anterior, realizado en el laboratorio (Pérez-Ledn, 1994), la
unién especifica de 3H-glicina en las membranas sinaptosomales de la retina de la rana presentd
una cinética de tipo sigmoide, efecto que se logro abatir después de varios pasos de congelacion y
lavado. En las membranas totales de la retina de la rata, a pesar de que el tejido se congeld y se
lavo en repetidas ocasiones, no se pudo eliminar dicho efecto, indicando que el RGly presenta un
comportamiento de tipo sigmoide. El analisis de Scatchard mostré una gréfica caracteristica de un



sistema en el que existen al menos dos sitios de union para el ligando que son cooperativos (Segel,
1975). Este comportamiento implica que la unién al receptor de una segunda molécula de glicina
depende de la union de la primera, lo que quiere decir que la glicina actia como un activador (Beato
et al., 2004). El andlisis de Scatchard no pudo determinarse en el programa computacional Graph
Pad Prism 4, por lo que los resultados se procesaron manualmente. Una posibilidad de calcular las
Ko es a través de la grafica de Hill, adicional a la identificacion del nimero de sitios de union del
ligando al receptor (Segel, 1968). El anélisis de Hill reveld una Kp de 112 nM, valor semejante al
reportado en otros sistemas glicinérgicos, en donde la Kp se reporté entre 8 y 800 nM (Kishimoto et
al., 1981; Marvizon et al., 1989; Boje et al., 1992; Pérez-Leon y Salceda, 1995; Aguirre-Ramirez,
2000).

Adicionalmente, la union especifica de 3H-estricnina represent6 el 27+ 2.85% de la union total. Este
valor es menor a la union especifica que se reportd en las membranas sinaptosomales de la retina
del bovino (47%) y de la rana (90%) (Borbe et al., 1980; Pérez-Leon y Salceda, 1995). La union
especifica de 3H-estricnina se desplazé nicamente por estricnina. Cabe mencionar, que en las
membranas sinaptosomales de la retina de la rana, la Unica molécula capaz de desplazar
significativamente la unioén de 3H-estricnina, fue su analogo estructural, la 2NHz-estricnina (Pérez-
Ledn y Salceda, 1995). Estos resultados podrian sugerir nuevamente un nimero menor de
receptores en la retina de la rata.

La cinética de union de 3H-estricnina resultd ser un proceso saturable y de alta afinidad. El anélisis
de Scatchard y el anlisis de Hill indicaron la presencia de un sitio con una Kp= 944 nM y 71 nM,
respectivamente. Estos resultados estan de acuerdo a lo que se reporté en la médula espinal y en
otras regiones del SNC (Young y Snyder, 1973; Schaeffer y Anderson, 1980; Borbe et al., 1981,
Pérez-Leon y Salceda, 1995; Aguirre-Ramirez, 2000). Asimismo, el niimero de sitios de union (Bmax)
es similar al observado en los sinaptosomas de la retina de la rana (Pérez-Leén y Salceda, 1995)
aunque es 10 veces menor al valor reportado en la médula espinal (Young y Snyder, 1973).

Algunos estudios han demostrado que la formacién de uniones disulfuro, en el dominio amino
terminal del RGly, que posee dos cisteinas altamente conservadas, Cys-198-Cys-209, es importante
para la unién de sus ligandos. La sustitucion de estas cisteinas por serina, causé la inhibicion de la
unién de estricnina y de la corriente producida por los agonistas del RGly (Rajendra et al., 1995).
Adicionalmente, en las membranas totales de la médula espinal de la rata, se reportd que la
utilizacion de agentes quimicos capaces de reducir los grupos S-S, tales como el DTT y el glutation,
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asi como el agente alquilante N- etiimaleimida (NEM), causaron una disminucion de la union de 3H-
estricnina al RGly; efecto que no se observd cuando las membranas se preincubaron con los
agonistas del RGly (glicina y B-alanina) (Ruiz-Gomez et al., 1991). En nuestro estudio la incubacion
de las membranas totales de la retina de la rata con los agentes reductores DTT y MTSET, no
tuvieron ningin efecto en la unién de 3H-glicina. Esto podria deberse a que la concentracion
empleada (1mM), no fue suficiente para reducir los grupos thiol de los RGly, ya que en las
membranas totales de la médula espinal de la rata la concentracion que se utilizo fue de 5 mM (Ruiz-
Gomez et al., 1991),

Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que bajas concentraciones de zinc, menores de
10 pM, potencian las corrientes producidas por glicina, aparentemente por el incremento en la
afinidad de ésta por su receptor; por el contrario, altas concentraciones de zinc (0.01-1 mM), inhiben
la corriente producida por glicina. Este patron de accion del zinc ha sido observado en receptores
nativos, asi como en RGly recombinantes de las isoformas a1, a2 y a1B (Laube et al, 1995).
Asimismo, Simon (1993) demostré una inhibicion total de la corriente producida por glicina en RGly
nativos, mientras que la corriente producida por glicina en RGly formados por la subunidad a1y a2,
expresados en la linea celular HEK-239 se inhibio en un 55+5 % (De Saint et al., 2001), lo que
sugiere que las distintas isoformas pudieran tener diferente sensibilidad al zinc. De acuerdo a estos
resultados en la retina de la rata la inhibicion del 50% en la unién de glicina a su receptor causada
por Zn2+, pudiera sugerir la presencia de receptores formados por las subunidades a1 y o2.

El RGly media la neurotransmision glicinérgica, por lo que estudiamos la presencia del RGly durante
el desarrollo de la retina de la rata. La retina de la rata se desarrolla postnataimente, por lo que
resulta un modelo adecuado para este estudio.

La union especifica de 3H-glicina en las membranas totales de la retina de la rata de P7 y P15
representd el 50 y 40 %, respectivamente. Aunque la union especifica de 3H-glicina en las
membranas totales de la retina de la rata P7 no se saturd a las concentraciones empleadas el
andlisis de Hill reveld una Kp similar a la reportada para el RGly en otras regiones del SNC
incluyendo la retina de la rana (Ko de 8-800 nM) (Kishimoto et al., 1981; Marvizon et al., 1989; Boje
et al,, 1992; Pérez-Leon y Salceda, 1995; Aguirre-Ramirez, 2000). Estos resultados podrian sugerir
la presencia de un gran niimero de sitios de union del ligando.

La cinética de union de 3H-glicina en las membranas de la retina de la rata P15 presento,
caracteristicas cinéticas semejantes a las observadas en el adulto. Estos resultados indican la
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presencia del RGly en etapas tempranas del desarrollo de la retina, previas a la formacion de
sinapsis. En la rata, durante las dos primeras semanas postnatales, la capa plexiforme interna de la
retina aumenta continuamente en grosor, aunque las primeras sinapsis aparecen a los 11 dias
postnatales y la mayoria de éstas se forman entre los 12 y 14 (Fletcher y Kalloniatis, 1997). La retina
se desarrolla completamente y es morfologicamente comparable a la del adulto alrededor de los 30
dias. De acuerdo a estos resultados Fletcher y Kalloniatis (1997) demostraron con estudios
inmonucitoquimicos la presencia de glicina en la retina de la rata durante las dos primeras semanas
postnatales. Estos autores sugieren que la glicina actia como factor tréfico en los primeros dias
postnatales y posteriormente como neurotransmisor.

Nuestros resultados indican la presencia del RGly, en la retina de la rata, con caracteristicas
farmacologicas semejantes a las reportadas en otras regiones del SNC. Asimismo, la presencia del
RGly previa a la formacion de las sinapsis, apoya la hipotesis de que la glicina puede funcionar como
factor trofico en etapas tempranas del desarrollo y posteriormente como neurotransmisor.
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6. CONCLUSIONES

1. La temperatura 6ptima de la unién especifica de ®H-glicina en las membranas totales de la retina
de la rata fue a 25°C.

2. La cinética de tipo sigmoide que se encontré para la unién especifica de 3H-glicina en la retina de
la rata adulta y de quince dias postnatales, indica la presencia de un sistema de union del
radioligando de tipo cooperativo.

3. Nuestros resultados indican la presencia del RGly, en la retina de la rata, con caracteristicas
farmacologicas semejantes a las reportadas en otras regiones del SNC.

4. Los agentes reductores DTT y MTSET no tuvieron efecto en la unién de 3H-glicina en la retina
adulta.

5. EI RGly en la retina de la rata, al igual que en la médula espinal, es modulado por Zn2+,

6. En laretina, se demostré la presencia del RGly previa a la formacion de las sinapsis.
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