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RESUMEN 

 
El epitelio pigmentado de la retina (EPR) es un tejido monoestratificado que se 

localiza entre la retina neural y los capilares sanguíneos de la coroides. Está 

diferenciado en un epitelio secretor, cuyas funciones son esenciales para 

mantener la viabilidad y función de la retina neural. En ciertas enfermedades 

proliferativas, asociadas con la pérdida de la visión, las células del EPR sufren 

cambios importantes que las llevan a migrar y desdiferenciarse. Se ha observado 

que el glutamato, el principal neurotransmisor en la retina neural, puede inducir 

estos cambios, probablemente mediante la activación de los receptores tanto de 

tipo  N-metil-D-aspartato (NMDA) como metabotrópicos. Dado que la glicina es un 

gonista obligado del glutamato en los receptores de NMDA, la alteración de su 

transporte podría modular los efectos del glutamato sobre el EPR. El objetivo de 

este trabajo fue caracterizar bioquímica, cinética y farmacológicamente el 

transporte de glicina en cultivos de EPR de rata, así como identificar los 

transportadores específicos de glicina que se expresan en el EPR. Los resultados 

demuestran, por primera vez, que las células de EPR de rata expresan 

transportadores de glicina, cuya actividad depende de energía y es sensible a los 

cambios de pH en el medio. El análisis cinético de la curva de saturación reveló 

que existen dos componentes en el transporte: uno de alta y uno de baja afinidad. 

Ambos sistemas dependen del sodio extracelular, y el de alta afinidad también 

depende de cloro. La actividad del transportador de alta afinidad se inhibe por 

sarcosina, un derivado de la glicina que inhibe competitivamente a GlyT1. Por 

medio de la técnica de RT-PCR se identificó a GlyT1a como la isoforma del 

transportador que se expresa en estas células. 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 
 

La Retina de los Vertebrados 
 

La retina, localizada en el fondo del globo ocular, es el tejido nervioso 

especializado donde ocurren los primeros pasos del proceso visual. Su función es 

transducir los estímulos luminosos en señales eléctricas que serán enviadas a 

centros superiores de integración a través del nervio óptico (Tessier-Lavigne, 

2000).  

 

La retina, a diferencia de otros órganos sensoriales periféricos, forma parte del 

Sistema Nervioso Central (SNC). Durante el desarrollo, la vesícula óptica, formada 

a partir del diencéfalo, sufre un proceso de invaginación que da lugar a una 

estructura denominada copa óptica. La hoja interna de la copa óptica se desarrolla 

en la retina neural, mientras que la hoja externa se diferencia en el epitelio 

pigmentado (Purves et al., 1997).  

 

La retina de los vertebrados es un tejido formado por cinco grandes grupos de 

neuronas: fotorreceptores, células bipolares, células ganglionares, células 

horizontales y células amacrinas; así como dos tipos de células gliales: glía de 

Müller y astrocitos (Tessier-Lavigne, 2000). Estas células se organizan en capas: 

la de los fotorreceptores, la nuclear externa, la plexiforme externa, la nuclear 

interna, la plexiforme interna y la ganglionar. Los cuerpos neuronales en la retina 

se localizan en tres estratos: la capa nuclear externa, la capa nuclear interna y la 

capa de las células ganglionares (Tessier-Lavigne, 2000; Figura I).  

 



 
Figura I. Localización y estructura de la retina. La retina se ubica en la parte posterior del 
ojo y está formada por cinco grupos de neuronas que se organizan en estratos 
(Modificado de Purves et al, 1997).   
 

Los fotorreceptores (conos y bastones) se localizan frente al epitelio pigmentado y 

constituyen la parte más distal del tejido. Los conos y bastones están formados 

por un segmento externo donde se localiza el fotopigmento, un segmento interno 

donde se localiza el núcleo y la maquinaria biosintética, y una terminal sináptica. 

Cuando la luz incide en el fotopigmento, se desencadena una serie de reacciones 

que tendrán como consecuencia cambios en la liberación de neurotransmisores de 

la terminal sináptica. Los fotorreceptores hacen contacto directo con las células 

bipolares y éstas con las ganglionares, constituyendo la vía vertical de 

neurotransmisión. Las células horizontales y amacrinas median los contactos 

laterales en las capas plexiforme externa y plexiforme interna, respectivamente. 

Los axones de las células ganglionares se unen para formar el nervio óptico que 

transmite la información visual hasta centros de integración cerebrales (Tessier-

Lavigne, 2000).  

 



El proceso visual comienza cuando la luz se enfoca en la cornea y las lentes del 

ojo, atraviesa el humor vítreo y llega hasta la retina. En la retina de los 

vertebrados, la luz atraviesa todas las capas neuronales hasta llegar a los 

segmentos externos de los fotorreceptores; los axones de estas neuronas no 

están mielinizados, lo que evita la absorción de luz y la distorsión de la imagen 

(Tessier-Lavigne, 2000).  

 

La fototransducción es el resultado de una cascada de eventos bioquímicos que 

ocurren en los fotorreceptores como consecuencia de un estímulo luminoso. La 

absorción de la luz produce cambios en los flujos iónicos de la célula y por lo tanto 

en el potencial de membrana. Es posible separar el evento de fototransducción en 

tres etapas: 1) la luz que llega a la retina activa los pigmentos visuales; 2) la 

activación de los fotopigmentos provoca una reducción de la concentración 

citoplasmática de guanosín 3´,5-monofosfato cíclico (GMPc); 3) la reducción de la 

concentración intracelular de GMPc provoca el cierre de canales iónicos, por lo 

que la célula se hiperpolariza (Tessier-Lavigne, 2000).   

 

En la oscuridad, la membrana de los fotorreceptores está despolarizada. El 

estímulo luminoso provoca la hiperpolarización de su membrana, de modo que el 

nivel del neurotransmisor liberado se reduce. La despolarización de los 

fotorreceptores en la oscuridad se debe a la presencia de canales iónicos 

membranales que permiten el paso de los cationes sodio, calcio y magnesio. La 

probabilidad de que estos canales se abran o cierren está regulada por los niveles 

de GMPc. En condiciones de iluminación, la concentración de GMPc baja y los 

canales catiónicos regulados por GMPc se cierran, esto provoca la 

hiperpolarización del receptor. El fotopigmento en los discos del receptor contiene 

11-cis-retinal acoplado a una proteína, la opsina. Los diferentes componentes 

proteicos del fotopigmento en los conos y bastones contribuyen críticamente a la 

especialización funcional de los dos tipos de receptores. El fotopigmento de los 

bastones es la rodopsina, cuya conformación cambia por la incidencia de un fotón, 

lo que induce la activación de la transducina, una proteína G que actúa como 



mensajero intracelular, que a su vez activa a la fosfodiesterasa que hidroliza el 

GMPc. La transducina tiene actividad de GTPasa por lo que se autorregula. La 

disminución de GMPc provoca el cierre de canales iónicos y la hiperpolarización 

de la célula. Esta cascada genera la amplificación de la señal inicial. Se ha 

estimado que la absorción de un sólo fotón puede cerrar hasta 300 canales 

iónicos, equivalentes al 3% de los canales que permanecen abiertos en un bastón 

en la oscuridad (Purves et al., 1997).      

 

El campo receptivo es el área de la retina controlada por las células ganglionares. 

Tiene forma circular y en él se pueden localizar dos regiones: un centro receptivo y 

el halo circundante. Se han identificado dos clases de células ganglionares con 

base en su respuesta ante estímulos luminosos. Las células ganglionares de 

centro-ON se excitan cuando la luz se dirige al centro del campo receptivo y se 

inhiben si se dirige hacia el anillo circundante. Por el contrario, las células 

ganglionares de centro-OFF se inhiben si la luz se dirige al centro y se excitan si 

se dirige hacia el área circundante. Ambos tipos de células ganglionares 

establecen vías paralelas de transmisión de la información, siendo importantes en 

la percepción del contraste. Las células ganglionares están interconectadas con 

células bipolares de tipo ON y OFF correspondientes (Tessier-Lavigne, 2000).  
 

La vía vertical de los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las 

células ganglionares es excitadora, y está modulada en sentido lateral por dos 

tipos de interneuronas inhibidoras: las células horizontales y las células amacrinas 

(López-Colomé y Murbartián, 1994). En la retina, la neurotransmisión excitadora 

está mediada por glutamato y/o aspartato, mientras que los principales 

neurotransmisores inhibidores son el ácido γ-aminobutírico (GABA) y la glicina 

(Copenhagen, 1991). 

  

Las células de la glía radial de Müller poseen largas extensiones citoplasmáticas 

que se extienden en todos los estratos de la retina, desde la membrana limitante 

interna hasta los fotorreceptores; sus núcleos están localizados en la capa nuclear 



interna (Schwartz, 1993). Al igual que las neuronas de la vía vertical de la retina, 

las células de Müller expresan receptores funcionales ionotrópicos y 

metabotrópicos de glutamato, acoplados a la activación de vías intracelulares de 

señalamiento que controlan tanto la actividad de los transportadores 

membranales, como su expresión génica (López-Colomé et al., 1993a). 

Adicionalmente, se ha demostrado que en condiciones fisiológicas específicas, 

estas células liberan glutamato y pueden contribuir al efecto excitotóxico del 

mismo en la retina (Szatkwoski et al., 1990).    

  
El Epitelio Pigmentado de la Retina 
 

El epitelio pigmentado de la retina (EPR) es un tejido monoestratificado que se 

localiza entre la retina neural y los capilares sanguíneos de la coroides. A pesar de 

que tiene el mismo origen embrionario que la retina, está diferenciado en un 

epitelio secretor. Se observa como un mosaico en el que las células tienen forma 

poligonal. Éstas pueden variar en tamaño, con un diámetro de aproximadamente 

10 a 14 μm las que se localizan en la región macular, y hasta de 60 μm aquellas 

situadas en la periferia (Marmor, 1998).  

 

Las células del EPR están polarizadas, morfológica y funcionalmente, en una 

región apical y una basolateral. La membrana apical tiene numerosas 

microvellosidades que se extienden y envuelven parcialmente a los segmentos 

externos de los fotorreceptores. El citoplasma apical contiene microfilamentos y 

microtúbulos y la mayor cantidad de gránulos de melanina. La membrana basal 

presenta pequeñas microvellocidades que incrementan el área de absorción y 

secreción; en ella se localizan las integrinas responsables de la adhesión del EPR 

a la membrana de Bruch1. El citoplasma en la porción media de la célula contiene 

el núcleo, y la maquinaria sintética, así como una fracción considerable de 

vesículas lisosomales (Marmor, 1998; Figura II). 

                                                 
1 La membrana de Bruch es una capa de tejido conectivo que separa al EPR del endotelio de los 
capilares sanguíneos de la coroides (Strauss, 2005; Ehrlich et al., 2008).  



Figura II. Estructura del epitelio pigmentado de la retina. Las células del EPR están 

polarizadas en una región apical y una basolateral. La membrana apical tiene 

microvellosidades que se extienden y envuelven parcialmente a los segmentos externos 

de los fotorreceptores.   

 
El EPR es esencial para mantener la viabilidad y función de la retina neural, por lo 

que desempeña diversas funciones que se enlistan a continuación:  

 

1. Absorbe la luz excedente y protege a la retina neural del daño oxidativo.  

 

En el EPR, el principal pigmento responsable de la absorción de luz es la 

melanina, que confiere un color oscuro al epitelio (Strauss, 2005). La melanina 

capta la luz no absorbida por los fotorreceptores, previniendo que se refleje desde 

la parte posterior del ojo y altere la calidad de la visión. Además, los gránulos de 

melanina o melanosomas sirven como un estabilizador de radicales libres y 

capturan una gran diversidad de toxinas (Marmor, 1998; Strauss, 2005). 



Según Strauss (2005) los fotorreceptores y la melanina del EPR absorben el 60% 

de la luz que incide en el ojo, por lo que sugiere la existencia de otros pigmentos 

aún no descritos. La lipofuscina, un compuesto que se deposita de manera 

acumulativa en el epitelio pigmentado, podría tener esta función. Se piensa que se 

origina a partir de la ingestión de segmentos lipídicos procedentes de células que 

han sufrido daño oxidativo en su membrana plasmática (Marmor, 1998) y se ha 

reportado que con la edad, su acumulación en el EPR puede alcanzar niveles 

tóxicos para el tejido (Strauss, 2005).  

 

El EPR también previene la fotooxidación de la retina mediante la producción de 

antioxidantes. En el epitelio se sintetizan las enzimas superóxido dismutasa y 

catalasa, además se acumulan antioxidantes no enzimáticos como carotenoides, 

ascorbato y α-tocoferol (Strauss, 2005).  

 

2. Participa en el ciclo visual.  

 

El EPR provee a los fotorreceptores de los pigmentos necesarios para la 

transducción de la luz. Durante la fotorrecepción, el 11-cis-retinal contenido en 

conos y bastones se isomeriza a all-trans-retinol (vitamina A). Para recuperar la 

forma funcional del pigmento, la vitamina A se transporta al EPR, donde ocurre 

una reisomerización del 11-cis-retinal a su forma all-trans-retinol. Posteriormente, 

el retinol se transporta de nuevo a los fotoreceptores, con lo que se completa el 

ciclo. En la isomerización del retinol interviene la proteína RPE65, considerada un 

marcador bioquímico de las células de EPR (Strauss, 2005). 

 

Adicionalmente, el EPR interviene en la recuperación del pigmento visual, debido 

a que transporta vitamina A desde el torrente sanguíneo y la incorpora al ciclo 

visual (Strauss, 2005).   



3. Fagocita a los segmentos externos de los fotorreceptores.  

 

Los segmentos externos de los fotorreceptores están expuestos a luz radiante y a 

un ambiente rico en oxígeno. Estos factores promueven la producción de radicales 

libres y la consecuente fotooxidación. Es por esto que las membranas de los 

fotorreceptores deben regenerarse constantemente (Marmor, 1998). El EPR 

fagocita y digiere los discos desechados, reciclando algunas sustancias como la 

vitamina A (Strauss, 2005).   

 

4. Transporta moléculas entre la retina neural y la coroides, además de controlar el 

ambiente del espacio subrretiniano. 

 

El EPR, junto con la membrana de Bruch y las células de Müller, forma la barrera 

hematorretiniana (Cunha-Vaz, 1997; Strauss, 2005). Las uniones estrechas del 

epitelio pigmentado impiden el paso libre de moléculas desde la circulación hasta 

la retina neural (Marmor, 1998). El EPR transporta agua, iones y productos 

metabólicos desde el espacio subrretiniano hasta los capilares de la coroides. 

También lleva nutrientes, como glucosa, retinol y ácidos grasos, del torrente 

sanguíneo a los fotorreceptores (Strauss, 2005). Para tal efecto posee una gran 

variedad de receptores, canales iónicos y transportadores de metabolitos, cuya  

distribución en la célula está polarizada (Marmor, 1998). 

  

Como una característica distintiva, que las diferencia de otras células epiteliales, 

las células del EPR poseen una ATPasa de Na+/K+ que se localiza en la 

membrana apical, dónde se ubican asimismo canales de K+, el cotransportador 

Na+/K+/2Cl-, el cotranspotador de NaHCO3, el cotransportador de H-lactato, el 

cotrasportador Na+/anión, el intercambiador de Na+/H+ y el receptor adrenérgico de 

epinefrina. En la membrana basolateral se localiza un sistema de recaptura de 

Na+, canales de Cl- y K+, el intercambiador Cl-/HCO3, el cotransportador de 

NaHCO3 y el cotransportador de Na+/lactato. Una de sus funciones principales es 

el mantenimiento del ambiente iónico (Marmor, 1998).  



5. Mantiene la estructura de la retina.  

 

El EPR secreta factores de crecimiento que son fundamentales para mantener la 

estructura íntegra de la retina y de la coroides (Strauss, 2005). Además contribuye 

a la formación y mantenimiento de la matriz interfotorreceptora, que es crítica para 

la adhesión retiniana (Marmor, 1998). 

 

Los receptores de glutamato 
 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el SNC. Se le relaciona 

con numerosas funciones, tales como el desarrollo neuronal; los procesos de 

aprendizaje y memoria; y la plasticidad cerebral. En el SNC existen distintas 

poblaciones de receptores de glutamato, lo que explica la diversidad de los efectos 

producidos por dicho neurotransmisor (Michaelis, 1998). En la retina modula la 

transmisión en la vía vertical: desde los fotorreceptores a las células horizontales y 

bipolares y, desde las células bipolares a las células ganglionares y amacrinas 

(Barnstable, 1993).    

 

El glutamato también se ha relacionado con diversos eventos neuropatológicos, 

inducidos por la activación aberrante de los receptores de aminoácidos 

excitadores (Purves et al., 1997).  

 

Los receptores de glutamato pueden clasificarse en dos grandes grupos: 

ionotrópicos y metabotrópicos. Los primeros forman un canal iónico que permite el 

paso de cationes (Na+, K+ y Ca2+) a través de la membrana plasmática; mientras 

que los últimos están aclopados a proteínas G triméricas y activan vías de 

segundos mensajeros (Michaelis, 1998). 



Receptores ionotrópicos 
 

Los receptores ionotrópicos de glutamato (iGluR) están formados por proteínas 

con cuatro dominios transmembranales y un extremo amino terminal localizado en 

la región extracelular. Los iGluR se dividen en tres tipos conforme a su afinidad 

por agonistas: 1) receptores activados por α-amino-3-hidroxi-5-metil-

4isoxazolepropionico (AMPA), 2) receptores activados por ácido kaínico (KA) y 3) 

receptores activados por N-metil-D-aspartato (NMDA). Los receptores de KA y 

AMPA forman canales iónicos que se desensibilizan rápidamente, por lo que 

participan en la neurotransmisión rápida. Por el contrario, los receptores de NMDA 

responden al glutamato con mayor lentitud, y su respuesta es prolongada 

(Michaelis, 1997; Figura III). 

 

                      
 
Figura III. Receptores ionotrópicos de glutamato. Los receptores de AMPA y KA forman 
canales permeables a NA+ y K+. Los receptores de NMDA permiten el paso de los iones 
Ca2+, K+ y Na+ a través de la membrana; tienen sitios de regulación para glicina, Zn2+, 
PCP, MK801 y Mg2+ (Modificado de Kandel y Siegelbaum, 2000).      
 

Los receptores de tipo NMDA (NMDAR), permiten el paso de cationes 

monovalentes y son permeables al Ca2+. Son proteínas tetraméricas que 

usualmente se componen de dos subunidades NR1 que forman el canal iónico, y 



dos subunidades NR2 que regulan su actividad. Se conocen ocho variantes 

postranscripcionales de la subunidad NR1 (NR1a-NR1h), codificadas por un solo 

gen, y cuatro subtipos de la subunidad NR2 (NR2A-NR2D), codificadas por cuatro 

genes distintos. Además, en algunos receptores se ha identificado la subunidad 

NR3. Ésta tiene dos variantes (NR3A-NR3B) que son producto de dos genes 

distintos. La subunidad NR3 afecta la sensibilidad del receptor al magnesio y su 

permeabilidad al calcio (Cull-Candy et al., 2001). Además se han descrito 

receptores formados por NR1 y NR3 que se activan únicamente por glicina 

(Chatterton et al, 2002).   

 

El magnesio tiene un sitio de unión al interior del canal y su efecto es supresor, por 

lo que la completa activación del receptor ocurre si se elimina del medio 

extracelular (Michaelis, 1997; Thoreson y Witkovsky, 1999). En el exterior del 

canal existe un sitio que funciona como modulador positivo y es ocupado 

comúnmente por el Zn2+ (Thoreson y Witkovsky, 1999). Adicionalmente, el 

receptor tiene otros sitios de regulación: uno en la parte interna del canal que 

interactúa con los inhibidores fenilciclidina, ketamina, y 5-metil-10,11-dehidro-5H-

diibenzo-ciclohepten-5,10-imina (MK801); y un sitio alostérico intracelular al que se 

unen poliaminas como la espermidina, aumentando la afinidad del receptor por la 

glicina (Thoreson y Witkovsky, 1999; Kew y Kemp, 2005; Figura III). 
 

La activación de los receptores de NMDA requiere de la unión conjunta de L-

glutamato y de su coagonista, la glicina o la D-serina (Kalbaugh et al., 2009). La 

glicina se une a la subunidad NR1, mientras que el sitio de interacción del 

glutamato reside principalmente en la subunidad NR2 (Anson et al., 1998; Anson 

et al., 2000; Kuryatov et al., 1994; Laube et al., 1998). 



Receptores metabotrópicos 
 

Los receptores metabotrópicos de glutamato (mGluR) son proteínas con siete 

dominios transmembranales. El sitio de unión al agonista se localiza en el extremo 

amino terminal, en la cara extracelular de la membrana plasmática; mientras que 

el extremo carboxilo se localiza en la región intracelular. Existen ocho tipos de 

mGluR que, con base en su secuencia de aminoácidos, propiedades 

farmacológicas y mecanismos de transducción de señales, se clasifican en tres 

grupos (I, II y III; Michaelis, 1998; Figura IV). 

 

  
Figura IV. Receptores metabotrópicos de glutamato. Los receptores metabotrópicos de 

glutamato son proteínas con siete dominios transmembranales acopladas a proteínas G 

triméricas, al activarse desencadenan vías de segundos mensajeros (Modificado de 

Kandel y Siegelbaum, 2000).    

 

El grupo I (mGluR1 y mGluR5) corresponde a receptores acoplados a la 

fosfolipasa C (PLC). Su principal agonista es el quisqualato, seguido del glutamato 

(Michaelis, 1998). La activación de este tipo de receptores provoca la formación de 

inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) a partir de L-3-

fosfatidilmioinositol-4,5-bifosfato (PIP2). El IP3 incrementa los niveles de Ca2+ 



intracelular por medio de su liberación del retículo endoplásmico; mientras que el 

DAG activa la proteína cinasa C (PKC); a lo que el Ca2+ contribuye de manera 

sinérgica (Purves et al., 1997). Algunas isoformas del grupo I (mGluR1a, mGluR5a 

y mGluR5b) pueden activar a la adenilil ciclasa (AC; Michaelis, 1998).  

 

El grupo II (mGluR2 y mGluR3) inhibe a la AC, provocando la disminución de la 

concentración de 3´5´-adenosín monofosfato cíclico (AMPc). Uno de sus agonistas 

más potentes es la (2S,1'S,2'S)-2-(carboxiciclopropil) glicina (L-CCG-1; Michaelis, 

1998).   

 

El grupo III (mGluR4 y mGluR6-8) también inhibe a la AC, pero se puede 

identificar por su afinidad por agonistas específicos como el L-2-amino-4-

fosfonobutilato (L-AP4; Michaelis, 1998 y Chaki et al., 2006).     

 

Efecto del glutamato sobre el EPR 
 
Existen distintas poblaciones de receptores de glutamato en el EPR. Mediante 

ensayos farmacológicos se identificó a los receptores de tipo NMDA y receptores 

de glutamato metabotrópicos en células de EPR de pollo y de humano (López-

Colomé et al., 1993b; López-Colomé et al., 1994); posteriormente en cultivos de 

EPR de pollo se describió la presencia de mGluR del grupo I (Fragoso y López-

Colomé, 1999); en cultivos de EPR de rata se detectó la expresión proteica de 

diversas subunidades del receptor de AMPA y de la  subunidad NR1 del receptor 

de NMDA, así como el grupo I de los mGluR (Pacheco-Domínguez et al., 2008).  

 
A pesar de que el EPR es un tejido mitóticamente inactivo, existen ciertas 

patologías en las que las células del epitelio proliferan y migran. Cuando esto 

ocurre, se observan cambios importantes entre los que destaca una transición 

epitelio-mesénquima (Lee et al., 2001). Este fenómeno se relaciona con diversas 

enfermedades en las que generalmente se pierde la función visual. Entre ellas 

destaca la vitreorretinopatía proliferativa (VRP), caracterizada por la migración de 



las células del EPR hacia la cavidad vítrea, la consecuente formación de 

membranas contráctiles y el desprendimiento de la retina neural. La VRP puede 

presentarse de manera espontánea o inducida, y es la causa del fracaso de un 

número considerable de cirugías de retina (Pastor et al., 2002). 

 

Los cambios en la proliferación del EPR se han asociado con el rompimiento de la 

barrera hematorretiniana y la consecuente exposición del epitelio a los 

componentes del suero (factores de crecimiento, citocinas y neurotransmisores; 

Abe et al., 1996). Además existen reportes que indican que en ciertas patologías 

proliferativas, el EPR se expone a concentraciones elevadas de glutamato; éste 

puede provenir del suero o ser liberado desde las células gliales y la retina neural 

(Pacheco-Domínguez et al., 2008). Diederen y colaboradores (2006) reportaron 

que los pacientes con desprendimiento retiniano presentan concentraciones 

elevadas de glutamato en el vítreo (16.6 +5.6 μM); y Pulido y colaboradores (2007) 

encontraron que también ocurre en personas con retinopatía diabética. En 2008, 

Bertram y colaboradores midieron la concentración media de aminoácidos en el 

espacio subrretiniano y en el vítreo de pacientes con desprendimiento de retina, y 

encontraron que el glutamato (27.0 +1.7 μM)  y la glicina (4.1 +4.0 μM) aumentan 

significativamente en el espacio subrretiniano y que la concentración de glutamato 

(13.4 +11.9 μM) también se eleva en el vítreo. Estos datos sugieren que el 

glutamato se libera de las retinas isquémicas.   

 

Pacheco-Domínguez y colaboradores (2008) demostraron que la estimulación con 

glutamato induce la proliferación de las células del EPR, mediante la activación de 

los receptores de AMPA y NMDA, y en menor medida de los mGluR.   
 

Se han estudiado diversas vías de señalamiento relacionadas con estos 

receptores. Uchida y colaboradores (1998) demostraron que la activación 

prolongada de los receptores de NMDA, induce la liberación del factor de 

crecimiento fibroblástico básico (b-FGF), que a su vez estimula la proliferación del 

EPR de rata, esto en relación directa con la concentración de glutamato en el 



medio. Recientemente se ha demostrado que el glutamato, a través de los 

receptores de NMDA, promueve la proliferación en forma directa, por la activación 

de la PKC (García et al., 2008; Pacheco-Domínguez et al., 2008).  

 
Los transportadores de neurotransmisores  
 

En el SNC los transportadores de neurotransmisores juegan un papel importante 

en la terminación de la transmisión sináptica. Una de sus principales funciones es 

recapturar al neurotransmisor, promoviendo su rápida inactivación y permitiendo 

su reciclaje. Los transportadores evitan la difusión de los neurotransmisores y 

minimizan la probabilidad de que activen sinapsis adyacentes. Los transportadores 

de neurotransmisores dependientes de sodio son el principal medio por el cual se 

elimina el neurotransmisor del espacio sináptico. Al respecto, Jursky (1994) señaló 

que los transportadores localizados en la membrana plasmática de las células 

neuronales y de la glía también participan en la desintoxicación, protección y 

nutrición neuronal. Cabe mencionar que en ciertas condiciones fisiológicas, así 

como en ciertas patologías, los transportadores pueden funcionar en sentido 

inverso, liberando al neurotransmisor. Se ha reportado que las concentraciones 

elevadas de aminoácidos excitadores inducen muerte neuronal por 

excitotoxicidad. La entrada de Ca2+ a través de los receptores de NMDA es un 

evento crítico para la muerte neuronal inducida por glutamato. Una de las 

principales funciones de los transportadores de glutamato es evitar que éste se 

eleve a niveles neurotóxicos.   



Los transportadores de glicina 
 
La glicina es un aminoácido de estructura simple que desempeña diversas 

funciones en el organismo. En el sistema nervioso central tiene una actividad dual. 

Por un lado se le ha catalogado como un neurotransmisor inhibidor, debido a que 

activa a los receptores de glicina sensibles a estrictina (GlyRs). Dichos receptores 

se han asociado, entre otras funciones, con el procesamiento de las señales 

sensoriales, con la coordinación de la respuesta refleja y con la percepción de la 

sensación de dolor. Además, junto con el glutamato, participa en la 

neurotransmisión excitadora, ya que la glicina actúa como coagonista obligado de 

los receptores de tipo NMDA (Zafra y Giménez, 2008).   

 

Por su importancia fisiológica, la concentración de glicina en el medio extracelular, 

y particularmente en la sinapsis, debe estar regulada. Existen diversos 

mecanismos para este fin, entre ellos la recaptura del neurotransmisor a través de 

transportadores membranales. Se han identificado diversos sistemas de transporte 

de glicina, que a grandes rasgos pueden dividirse en transportadores de alta 

afinidad y transportadores de baja afinidad. 

 

Transportadores de glicina de alta afinidad 
 

Los transportadores de glicina de alta afinidad (GlyTs) pertenecen a la familia de 

transportadores dependientes de Na+ y Cl- (familia SLC6). Ésta es una familia 

diversa que incluye a los transportadores de monoaminas (serotonina, 

norepinefrina y dopamina); de los osmolitos betaína y taurina; del aminoácido 

inhibidor GABA y del metabolito creatina (Nian-Hang et al., 2004). La 

conformación de estos transportadores se ha deducido utilizando como base la 

estructura cristalográfica de un transportador homólogo de origen eucarionte: 

LeuTAa (transportador de leucina de Aquifex aeolicus). Como el resto de la familia 

SLC6, los transportadores de glicina se han descrito como proteínas con 12 

dominios transmembranales (TM) altamente conservados, y dominios terminales 



amino y carboxilo ubicados en la cara citosólica de la membrana. Se caracterizan 

por tener un asa altamente glicosilada, ubicada en la zona extracelular, entre los 

dominios TM3 y TM4 (Miller et al., 1997).  

 

Hasta la fecha se han identificado dos tipos de transportadores de glicina de alta 

afinidad: GlyT1 y GlyT2. Dichos transportadores se codifican en genes distintos y 

tienen cerca del 50% de homología en su secuencia de aminoácidos (Malandro y 

Kilbeg, 1996; Volker et al., 2005; Figura V). 

  

 
Figura V. Transportadores de glicina de alta afinidad. Los GlyTs tienen 12 dominios 

transmembranales altamente conservados y un asa glicosilada entre TM3 y TM4. Existen 

tres isoformas de GlyT1 (a-c) y tres isoformas de GlyT2 (a-c), que se diferencian en los 

primeros aminoácidos de la terminal amino (Modificado de Volker et al., 2005).    

 

En rata y ratón se han caracterizado dos isoformas de GlyT1: GlyT1a y GlyT1b, 

que resultan de diferencias en el anclaje al sitio promotor (Borowsky y Hoffman, 

1998). Las proteínas de ambos transportadores son muy similares entre sí, 

difiriendo únicamente en los primeros aminoácidos de la región amino: GlyT1a 

posee 10 aminoácidos característicos (Met-Val-Gly-Lys-Gly-Ala-Lys-Gly-Met-Leu), 

mientras que GlyT1b posee 15 (Met-Ala-Val-Ala-His-Gly-Pro-Val-Ala-Thr-Ser-Ser-

Pro-Glu-Gln). El gene está constituido por 15 exones: el primero es específico 

para GlyT1a, el segundo sólo se expresa en GlyT1b y los 13 exones restantes son 

comunes para todas las isoformas (Liu et al., 1993; Borowsky y Hoffman, 1998). 



Kim y colaboradores (1994) caracterizaron el gen de GlyT1 en humano y, además 

de la forma homóloga de los transportadores caracterizados en rata, encontraron 

una tercera isoforma funcional que denominaron GlyT1c. Ésta se genera por corte 

y empalme alternativo. La proteína comparte los primeros 15 aminoácidos con 

GlyT1b, pero posee una extensión de 54 aminoácidos más. Cabe señalar que 

distintos autores, en su descripción del gene de GlyT1 de rata, han incluido una 

región homóloga al exón de GlyT1c, pero no existe evidencia de la expresión de 

un mensajero maduro de esta isoforma (Adams et al, 1995; Borowsky y Hoffman, 

1998).      

 

Según Adams y colaboradores (1995) la expresión de las isoformas cambia 

durante el desarrollo. Además Borowsky y colaboradores (1993) detectaron la 

expresión de GlyT1a en la materia gris y tejidos periféricos de rata adulta, y la 

expresión del ARNm de GlyT1b únicamente en la materia blanca. Por su parte, la 

proteína de GlyT1c sólo se ha detectado en cerebro de humano mediante la 

técnica de Northern-Blot (Kim et al., 1994).  

 

El transportador GlyT2 se diferencia de GlyT1 por tener una extensión de 13 

aminoácidos en el extremo carboxilo-terminal y una región de 160 aminoácidos 

distintos en la terminal amino. Se han identificado tres isoformas de GlyT2, 

designadas como GlyT2a, GlyT2b y GlyT2c. Estas variantes se forman por corte y 

empalme alternativo a partir de un gene que consta de 18 exones (gene SLC6A5; 

Ebihara et al., 2004; Volker et al., 2005). La secuencia característica de cada 

isoforma se localiza en la región amino terminal de la proteína; los exones 1a, 1b y 

1c son específicos para las variantes GlyT2a, GlyT2b y GlyT2c, respectivamente. 

Las isoformas GlyT2a y GlyT2b se han caracterizado en cerebro de rata, mientras 

que la variante GlyT2c sólo se ha reportado en ratón. El transportador GlyT2b de 

rata se diferencia de GlyT2a por poseer una extensión de cinco aminoácidos en la 

región amino terminal (Ponce et al., 1998). Por su parte, Ebihara y colaboradores 

(2004) reportaron que las isoformas GlyT2b y GlyT2c de ratón son distintas a las 



de rata y poseen ocho aminoácidos menos que la variante GlyT1a caracterizada 

en ratón.  

 

Las tres isoformas conocidas de GlyT2 tienen patrones de distribución y 

características cinéticas similares. En la región amino terminal se han identificado 

sitios potenciales de fosforilación por la proteína cinasa C, la cinasa dependiente 

de AMPc y la cinasa dependiente de calmodulina. Además posee más de nueve 

sitios consenso de fosforilación para la PKC en la región carboxilo. El asa 

extracelular ubicada entre los dominios transmembranales 3 y 4 es más larga que 

la del transportador GlyT1 y en ella existen cuatro sitios de glicosilación (Liu et al., 

1993). 

 

GlyT1 es predominantemente glial, aunque se expresa en neuronas. Se le ha 

asociado con el control de las sinapsis glutamatérgicas, tanto por su patrón de 

distribución como por estudios que muestran que forma complejos de 

inmunoprecipitación con los receptores de NMDA; y que la inhibición 

farmacológica de GlyT1 incrementa la concentración extracelular de glicina, al 

tiempo que potencia la respuesta de los NMDAR (Cubelos et al., 2005; Zafra y 

Giménez, 2008). En la retina se expresa en la glia Müller y en células amacrinas 

(Gadea et al., 1999; Pow y Hendrickson, 1999). GlyT2 se ha detectado 

exclusivamente en células neuronales, mayoritariamente en las terminales 

presinápticas que contienen grandes concentraciones de glicina. Se localiza 

principalmente en el cerebelo, puente, tallo y médula espinal, aunque también se 

ha observado que los estímulos acústicos incrementan su expresión en el núcleo 

coclear (Liu et al., 1993; Barmack et al., 1999; Gadea y López-Colomé, 2001). Al 

respecto, Zafra y Giménez (2008) concluyen que, de manera general GlyT1 se 

distribuye en zonas donde pueda regular la activación de los receptores de tipo 

NMDA, controlando la cantidad de glicina disponible para unirse a dichos 

receptores. Mientras que GlyT2 está relacionado con la regulación de la actividad 

de los receptores de glicina sensibles a estrictina.  

 



GlyT1 y GlyT2 también difieren en sus características estequiométricas y 

comportamiento farmacológico (Liu et al., 1993; Supplisson y Roux, 2002). 

 

El funcionamiento de ambos  transportadores depende del gradiente de sodio que 

se mantiene por la ATPasa de Na+/K+. GlyT1 cotransporta dos átomos de Na+ y un 

átomo de Cl- por cada molécula de glicina, mientras que GlyT2 transporta 3 

átomos de Na+, un átomo de Cl- y una molécula del neurotransmisor (Volker et al., 

2005). Debido a sus características estequiométricas, la capacidad de GlyT1 para 

funcionar en sentido inverso es mayor que la de GlyT2. El transportador puede 

liberar glicina desde el citoplasma bajo ciertas condiciones patológicas en las que 

se altera el potencial de membrana o el gradiente iónico (Supplisson y Roux, 

2002).   

 

Los transportadores de glicina se diferencian por su sensibilidad farmacológica a 

la sarcosina (α-metil-glicina) que actúa como un inhibidor competitivo, uniéndose 

con mayor afinidad a GlyT1 que a GlyT2 (Harsing et al., 2003). En contraste, la 

amoxapina inhibe a GlyT2a, teniendo un efecto 10 veces menor sobre GlyT1 

(Núñez et al., 2000). Se han sintetizado inhibidores específicos de ambos 

transportadores: Org-24598 y CP-802079 para GlyT1 y Org-25543 para GlyT2 

(Volker et al., 2005).  

 

Recientemente se han acumulado datos que indican los posibles mecanismos de 

regulación de estos transportadores. Respecto a su control transcripcional, se 

sabe que la expresión de GlyT1 está regulada por factores de transcripción de la 

familia HMGN3, abundantes en la retina (West, 2004). También se sabe que Trb-

1, un factor transcripcional específico de neuronas, se une a la región 5´ del 

promotor de GlyT1 (Wang, 2004).  

 

Diversos mecanismos de regulación afectan el número de transportadores 

maduros en la membrana plasmática. Una de las vías de señalamiento más 

estudiadas es la de la PKC, que regula la actividad de GlyT2 promoviendo su 



internalización (Fornés et al., 2008). Debido a que los receptores de tipo NMDA 

activan a la PKC, ésta es una vía importante que pudiera regular la actividad de 

los receptores de glutamato (Volker, 2005). Se ha estudiado la participación de 

proteínas que puedan promover el tráfico intercelular de los transportadores. Se 

detectó una relación entre la sintaxina 1A (proteína SNARE) y los transportadores 

de glicina 1 y 2, probablemente mediada por la PKC, que resulta en una reducción 

en el número de transportadores en la membrana plasmática (Gadea y López-

Colomé, 2001). Además se reportó que la sintaxina 1A es esencial para la 

inserción de GlyT2 en la membrana celular (Volker, 2005). El forbol 12-miristato-

13-acetato (PMA), un éster de forbol que activa de manera general a la familia de 

las PKC, promueve la exclusión de los GlyTs de las balsas lipídicas (Fornés, 

2008).  

 

Estudios realizados en la glia de Müller de la retina, demostraron que existe una 

relación entre las enzimas dependientes de calcio/calmodulina y los 

transportadores de glicina. La inhibición específica de la proteína cinasa 

dependiente de calcio/calmodulina II (CaMKII) provoca que el transporte de glicina 

mediado por GlyT1 se inactive. Hasta la fecha no se ha esclarecido si GlyT1 

posee sitios consenso de fosforilación para la CaMKII o si ésta regula al 

transportador de manera indirecta: ya sea por la activación de un sistema de 

señalamiento o por la fosforilación de proteínas del citoesqueleto implicadas en el 

tráfico de los transportadores de membrana (Gadea et al., 2002).  

 

Otra vía de regulación es la del ácido araquidónico, que inhibe de modo directo el 

transporte de glicina de alta afinidad (Volker, 2005). El ión Zn2+ se libera de las 

neuronas excitadoras junto con el glutamato; se ha observado que a bajas 

concentraciones inhibe a GlyT1, pero no a GlyT2. El ión metálico se une a 

residuos extracelulares de GlyT1, impidiendo que la proteína sufra cambios 

conformacionales (Volker et al., 2005). Estos moduladores también se relacionan 

con la actividad de los NMDAR, lo que sugiere la regulación coordinada entre los 

transportadores y las respuestas mediadas por dichos receptores.  



Por su parte, Aubrey y colaboradores (2000) reportaron que el pH tiene un efecto 

modulador sobre GlyT1, y que éste depende de la presencia del residuo His421 

del transportador. 

 

Geerlings y colaboradores (2001) encontraron que la concentración de Ca2+ 

intracelular modula el número de transportadores GlyT2 en la superficie de las 

células. Cuando se provoca un flujo constante de calcio, se favorece la remoción 

de GlyT2 de la membrana plasmática. Se ha propuesto que el mecanismo pudiera 

relacionarse con la activación de la PKC (Volker et al., 2005). Se ha sugerido que 

la PKC no actúa sobre GlyT1 de manera directa, debido a que el efecto de los 

ésteres de forbol no cambia si se mutan todos los sitios consenso de fosforilación 

por PKC en GlyT1. Así mismo, si se mutan los aminoácidos cargados en el 

segmento IL2 de GlyT2 se evita la internalización provocada por ésteres de forbol. 

 
La extensión amino terminal de GlyT2 contiene nueve sitios potenciales de 

fosforilación por PKC, posiblemente esto es la base de los mecanismos de 

regulación que no actúan en las isoformas de GlyT1 (Malandro y Kilberg, 1996).    

 

Transportadores de glicina de baja afinidad  
 
La glicina también se recaptura por medio de otros sistemas de transporte 

distintos a los de la familia SLC6. Estos transportadores no son específicos para la 

glicina y su actividad depende de sodio.   

 

Tal es el caso del sistema A, un transportador de aminoácidos neutros de la 

familia SLC38 (Javitt et al., 2005). El sistema A transporta aminoácidos con 

cadena lateral corta, como alanina, glicina, serina, prolina, cisteína y glutamina; 

además de los aminoácidos sintéticos aminoisobutirato (AIB), N-

acetilaminoisobutirato (AcAIB) y metilaminoisobutirato (MeAIB). Su actividad 

depende de sodio en una relación estequiométrica 1:1 (Na+:aa) y es muy sensible 

a cambios de pH.  



También existe el sistema ASC, que transporta aminoácidos de cadena lateral 

corta, pero no aminoácidos N-metilados. Los sustratos de este transportador son 

los aminoácidos alanina, serina, glicina, treonina y cisteína. Se han identificado 

tres isoformas en hombre y ratón (O´Brein et al., 2005).   

 



HIPÓTESIS 
 

En ciertas patologías oculares de tipo proliferativo relacionadas con la alteración 

de la barrera hematorretiniana, el EPR se expone a concentraciones elevadas de 

glutamato (Pacheco-Domínguez et al., 2008). Entre los padecimientos que llevan a 

la pérdida de la visión, la vitreorretinopatía proliferativa es la causa del fracaso de 

un alto porcentaje de las cirugías para corregir el desprendimiento de retina. Este 

padecimiento se caracteriza por la desdiferenciación, proliferación y migración de 

las células del EPR (Pastor et al., 2002). Por otro lado, se ha demostrado que el 

glutamato, mediante la activación de los receptores de NMDA, induce la 

proliferación de las células del EPR (Pacheco-Domínguez et al., 2008).  

 

Dado que la glicina actúa como coagonista obligado del glutamato en los 

receptores de tipo NMDA, el EPR requiere sistemas de transporte que regulen la 

concentración extracelular del coagonista  y en consecuencia, los efectos del 

glutamato sobre el epitelio pigmentado de la retina.  

 
OBJETIVOS 

 
El objetivo general de este trabajo es caracterizar bioquímica, cinética y 

farmacológicamente el transporte de glicina en cultivos de EPR de rata.  

 

Los objetivos particulares, derivados del anterior, son los siguientes:  

 

1) Demostrar que el EPR expresa transportadores de glicina de alta afinidad.  

 

2) Identificar los transportadores de glicina presentes en el modelo de estudio, 

mediante la caracterización bioquímica y farmacológica del transporte de 

glicina en células de EPR de rata en cultivo.   

 



MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Cultivo de EPR de rata 
 

Para obtener cultivos primarios de EPR se utilizaron ratas Long-Evans de 6 a 8 

días de edad. En condiciones de esterilidad, los globos oculares se extrajeron e 

incubaron durante 30 minutos con dispasa al 2% en medio DMEM (Dulbecco´s 

modified Eagle´s medium; Gibco  BRL) suplementado con penicilina 0.0125%, 

estreptomicina 0.0125% y neomicina 0.025%. Posteriormente, se extrajo el EPR y 

se incubó durante 5 minutos en tripsina al 0.1%. Una vez que las células se 

disociaron, se les colocó en medio Opti-MEM (Gibco BRL) con suero fetal bovino 

al 4%. En una campana de flujo laminar, se sembraron las células a una densidad 

aproximada de 30,000 células/cm2 en placas de cultivo de 6 ó 12 pozos. El primer 

pasaje se realizó después de 5 ó 6 días de incubación a 37ºC y 5% de CO2, con 

los cultivos en estado de confluencia. Posteriormente, se retiró el medio y las 

células se desprendieron de las placas mediante una digestión con tripsina-EDTA 

al 0.1% durante 2 minutos. Las células se suspendieron en medio Opti-MEM con 

suero fetal bovino y se sembraron en las condiciones antes descritas. Todos los 

ensayos se realizaron en el primer pasaje celular.  

 

Ensayo de transporte de glicina  
 

Los ensayos de transporte se hicieron en cultivos confluentes de EPR de rata, en 

medio Krebs Ringer bicarbonato (KRB) que contenía: NaCl 118 mM, KH2PO4 1.2 

mM, KCl 4.7 mM, CaCl2 2.5 mM, NaHCO3 25 mM, C6H12O6 5.6 mM y MgSO4 1.4 

mM. Para determinar la dependencia iónica del transporte, el NaCl se sustituyó 

por una cantidad isosmótica de gluconato de potasio o cloruro de colina. Antes de 

cada ensayo, se retiró el medio de cultivo y las células se lavaron tres veces con 

KRB a 37ºC, dejándolas preincubar 5 minutos con el medio y a la temperatura 

mencionados. Posteriormente, las células se incubaron a 37ºC en KRB que 



contenía [3H]-Gly/Gly 1:25000 (56 Ci/mmol), durante los tiempos indicados. Al 

finalizar cada ensayo, las células se lavaron tres veces con medio KRB a 4ºC. La 

monocapa celular se desprendió con 1 mL de HCl 1 N y se colocó en viales. Para 

facilitar la hidrólisis del tejido, los viales se colocaron en una parrilla hasta que las 

muestras hirvieron. Se agregó 1 mL de NaOH 1 N para neutralizar el ácido y se 

añadieron 5 mL de tritosol a cada vial. La cantidad de glicina capturada se calculó 

a partir de la radioactividad medida en un contador de centelleo líquido (Beckman; 

LS-6000). Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se hicieron al menos 

tres repeticiones de cada ensayo. Los resultados se analizaron estadísticamente 

mediante el programa GraphPad Prism 4. Se determinó la cantidad de proteína 

mediante el Método de Bradford (1976).   

 

Extracción de ARN  
 

A partir de cultivos confluentes de EPR de rata, se obtuvo ARN total por medio del 

Método de Trizol, según el protocolo de Gibco. Las células en cultivo se 

desprendieron de las placas con 1 mL de trizol por cada 200 mg de tejido, y se 

colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Las muestras se homogenizaron con un 

vortex y se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos. Se agregó 

cloroformo a cada muestra, en una relación 1: 5 (cloroformo: trizol), se agitaron las 

muestras y se colocaron a temperatura ambiente hasta que las fases de la mezcla 

se separaron. Las muestras se centrifugaron a 8,000 rpm durante 8 minutos a 4ºC. 

Posteriormente se recuperó la fase acuosa. Se agregaron 500 μL de isopropanol 

frío a cada tubo y tras una agitación suave, se esperó a que el ARN precipitara (15 

minutos aproximadamente). Las muestras se centrifugaron a 8,000 rpm durante 8 

minutos a 4ºC. El sobrenadante se descartó y cada muestra se lavó con 1 mL de 

etanol frío al 75%. Los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos a 

4ºC. Se quitó la mayor cantidad de etanol posible y el ARN extraído se 

resuspendió en 20 μL de TE (Tris-Cl 10mM, EDTA 1 mM), pH= 8. La integridad del 

ARN se determinó mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.   

 



Transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa 
 

La síntesis de ADNc se llevó a cabo con oligonucleótidos poliT de 12 a 18 bases 

(Invitrogen Corporation). En cada reacción se incubaron 2 μg de ARN total con los 

oligonucleótidos a 70ºC durante 2 minutos. La retrotrascripción se efectuó a 42ºC 

durante una hora, utilizando una mezcla de reacción que contenía: 100 unidades 

de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen Corporation), 0.5 mM de cada dNTP y 

la solución amortiguadora recomendada por el fabricante (Tris-HCl 50 mM a pH= 

8.3, KCl 75 mM, MgCl2 3 mM y DTT).  

 

Para identificar las isoformas de los GlyTs presentes en el modelo de estudio, se 

hicieron reacciones en cadena de la polimerasa en un Termociclador Eppendorf 

(MJ Research, Waltham). Se diseñaron oligonucleótidos específicos en el 

programa Amplify 3X, a partir de las secuencias reportadas para GlyT1 (GenBank, 

No. Acceso: M95413.1) y GlyT2 (GenBank, No. Acceso: L21672 y AY547309). Los 

oligonucleótidos para β-actina fueron descritos anteriormente (Lee-Rivera et al., 

2003; Tabla 1) y se usaron como controles positivos. La mezcla de reacción 

contenía: 2 μL de ADNc, 2.5 U de Taq Polimerasa (Invitrogen Corporation), 0.5 μM 

de cada oligonucleótido, 0.5 mM de cada dNTP, 1.66 mM de MgCl2 y la solución 

amortiguadora recomendada por el fabricante (Tris-HCl 20 mM, pH= 8.4 y KCl 50 

mM). Las muestras se incubaron a 94ºC para una desnaturalización inicial del 

ADN e inmediatamente después se sometieron a 22 ciclos de amplificación con el 

protocolo siguiente: 94ºC por 30 segundos (desnaturalización); 55ºC por 30 

segundos (alineación) y 72ºC durante 45 segundos (polimerización). Al finalizar la 

reacción las muestras se mantuvieron a 4ºC.  

 

 

 

 

 

 



Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en las reacciones en cadena de la polimerasa 

Oligo Secuencia (5´→ 3´) Producto 
esperado 

GlyT-1a (F) ATGGTAGGAAAAGGTGCCAAAGGGATGTTG 399 pb 

GlyT-1b (F) ATGGCCGCGGCTCATGGACCTGTGGCCCCC 414 pb 

GlyT-1c (F) CCACCCTTTTCTGGAGCCACTCCCTCTACT 495 pb 

GlyT-1 (R) GTAGTAGAAGGCGATGCAGATGACC  

GlyT-2a (F) ATGGATTGCAGTGCTCCCAAGGAA 824 pb 

GlyT-2b (F) ATGAATAAACCACCAACCAACATC 800 pb 

GlyT-2 (R) CCACAGCCCTGCAGAGCTGGG  

β-actina (F) CAAACATGATATGGGTCATCTTCTC  
(Lee-Rivera et al., 2003) 

328 pb 

β-actina (R) GCTCGTCGTCGACAACGGCT  
(Lee-Rivera et al., 2003) 

 

  

Electroforesis en gel de agarosa  
 

Los productos de PCR se cargaron en geles de agarosa al 1% elaborados con 

TBE, pH= 8.3 (Tris 10.8 g, ácido bórico 5.5 g, EDTA 0.744 g/litro). La electroforesis 

se llevó a cabo en una cámara con una intensidad de 50 a 70 V. Se utilizó 

marcador de bajo peso molecular (Low DNA Mass Ladder; Invitrogen Corporation) 

para calcular el tamaño de los productos amplificados y se comparó con el peso 

molecular esperado, preestablecido cuando se diseñaron los oligonucleótidos. Los 

geles se tiñeron con bromuro de etidio a una concentración final de 0.5 μg/mL y se 

digitalizaron en un transiluminador UV (Vilber Lourmat) con cámara digital de 7.1 

mega pixeles (Canon; PowerShot G6).    

 
 
 
 
 

 



RESULTADOS 

 

Caracterización Bioquímica del Transporte de Glicina 
 
1. Curva temporal  
 

Para obtener la curva temporal se midió el transporte de glicina desde los cinco a 

los 70 minutos. En todos los casos se utilizó una concentración final de 1 mM de 

glicina (3H-Gly/Gly 1:25000). Se observó que el transporte es saturable en el 

tiempo, alcanzando su máximo a los 50 minutos y describiendo un 

comportamiento lineal a los 10 minutos. Por lo tanto, el tiempo de incubación de 

los ensayos de transporte subsecuentes fue de 10 minutos (Figura 1).  
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Fig 1. Curva temporal del transporte de glicina. Las células se incubaron con Gly 1 mM 
durante los tiempos indicados.  
 



2. Dependencia del pH 
 

El pH del medio puede inducir cambios conformacionales en los transportadores 

membranales y por lo tanto modificar su actividad. Para determinar si el transporte 

de glicina depende del pH, se utilizó medio Krebs ajustado a diferentes valores (de 

pH= 5 a 9). Las células se incubaron con glicina 1 mM (3H-Gly/Gly 1:25000) 

durante 10 minutos. Se encontró que el transporte de glicina es sensible a los 

cambios de pH, el máximo transporte ocurre en condiciones fisiológicas (pH= 7.4), 

siendo estable en un intervalo de 6 a 8 (Figura 2). 

 

4 5 6 7 8 9 10
0

10

20

30

40

50

60

pH

Tr
an

sp
or

te
 d

e 
gl

ic
in

a
(n

m
ol

/m
g 

pr
ot

/1
0 

m
in

)

Fig 2. Efecto del pH sobre el transporte de glicina. Las células se incubaron con Gly 1mM 
durante 10 minutos.  
 
3. Dependencia de energía 
 

Para determinar si el transporte de glicina en el modelo de estudio depende de 

energía, las células se preincubaron durante 12 horas con diferentes inhibidores 

metabólicos. Después de este periodo, se cambió el medio Krebs y se agregó 

glicina 25 μM (3H-Gly/Gly 1:25000) durante 10 minutos. Mediante una prueba t de 

Student se encontró que el transporte se inhibió significativamente por la inclusión 

simultánea de cianuro de potasio y ouabaína, condición en la que se observó una 



disminución del 26% (control: 5.82 nmol/mg proteína/10 min + 0.21; 

KCN/ouabaína: 4.26 nmol/mg proteína/10 min + 0.35; Figura 4).    
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Fig 4. Efecto de inhibidores metabólicos sobre el transporte de glicina. Las células se 
preincubaron durante 12 horas en medio KRB que contenía KCN, Ouabaína y/o DNP 
(dinitrofenol) a una concentración 200 μM. El ensayo de transporte se efectuó en 
presencia de Gly 25 μM. Existen diferencias significativas respecto al control (KRB12hrs) en 
** P< 0.001, aplicando una prueba t de Student.  
 
4. Curva de saturación 
 

Para obtener la curva de saturación del transporte de glicina, las células en 

confluencia se incubaron con concentraciones crecientes de glicina, de 0.01 mM a 

2 mM (3H-Gly/Gly 1: 25000), durante 10 minutos. Los valores se analizaron 

mediante la ecuación Y= Bmax1*X/(Kd1+X)+Bmax2*X/(Kd2+X), con lo que se 

obtuvieron las constantes de dos sistemas de transporte independientes: Km1= 

54.48 μM, Vmax= 399.9 nmol/mg prot y Km2= 2.58 mM, Vmax= 1564 nmol/mg 

prot. Los datos se transformaron con la ecuación de Eadie-Hofstee, en el 

programa GraphPad Prism 4 (Figura 5). Las características cinéticas del sistema 

de alta afinidad son similares a las que reportan Okamoto y colaboradores (2009) 

para el transportador GlyT1 de la línea celular de epitelio endotelial de retina de 

rata (TR-iBRB2).   

 

Debido a que la curva de saturación develó dos sistemas de transporte los 

ensayos subsecuentes se hicieron empleando dos concentraciones distintas de 



glicina: 25 μM y 1 mM, que corresponden al transporte de alta y baja afinidad, 

respectivamente.  
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Fig 5. Curva de saturación del transporte de glicina. Las células se incubaron en medio 
KRB en presencia de glicina a diferentes concentraciones, en un intervalo de 0.01 a 2 
mM. Las constantes Km y Vmax se obtuvieron por medio de la ecuación Y= 
Bmax1*X/(Kd1+X)+Bmax2*X/(Kd2+X), los datos se transformaron con la ecuación de Eadie-
Hofstee.  
 

5. Dependencia iónica  
 

Para identificar a los sistemas de transporte presentes en el modelo de estudio, se 

realizó un ensayo de dependencia iónica. Los datos demuestran que el sistema de 

transporte de alta afinidad es dependiente de los iones Na+ y Cl-. El promedio de 

transporte del control fue de 2.54 nmol/mg proteína/10 min + 0.15, mientras que 

en el medio sin sodio el transporte bajó 54 % (1.16 nmol/mg proteína/10 min + 

0.07), y en el medio sin cloro 44 % (1.41 nmol/mg proteína/10 min + 0.02 ). De 

acuerdo a una prueba t de Student, las diferencias son significativas (Figura 5a). 

Ésta es una característica de la familia SLC6, que incluye a los transportadores de 

glicina de alta afinidad GlyT1 y GlyT2, así como transportadores específicos de 



otros compuestos como las monoaminas serotonina, norepinefrina y dopamina; y 

los aminoácidos GABA y prolina (Niang-Hang et al., 2004).    

 

El sistema de baja afinidad depende únicamente del ion sodio. En el ensayo se 

encontró que en las condiciones del control el transporte promedio es de 33.02 

nmol/mg proteína/10 min + 2.77, mientras que en el medio sin cloro no se 

observaron cambios significativos (31.08 nmol/mg proteína/10 min + 1.80), sin 

embargo en el medio sin sodio el transporte disminuyó un 34%, mostrando un 

promedio de 21.73 nmol/mg proteína/10 min + 1.10 (Figura 6b). Se conocen dos 

transportadores de glicina de baja afinidad cuya actividad depende del sodio 

extracelular: el sistema A y el sistema ASC (Javitt et al., 2005; O`Brein et al., 

2005).  
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Fig 6. Dependencia iónica del transporte de glicina. Las células se incubaron con a) Gly 
25 μM y con b) Gly 1 mM en medio KRB al que se le reemplazó el NaCl 118 mM por una 
cantidad isosmótica de cloruro de colina o gluconato de sodio. Existen diferencias 
significativas respecto al control en *P < 0.01 y ***P < 0.0001, aplicando una prueba t de 
Student.  
 
6. Caracterización farmacológica del transportador 
 

El ensayo de dependencia iónica sugiere que el transporte de alta afinidad está 

mediado por un transportador de aminoácidos de la familia dependiente de sodio y 

cloro. La sarcosina es un derivado de la glicina que inhibe específicamente al 

transportador GlyT1 (Harsing et al., 2003). En la figura 7a se observa que el 



sistema de transporte de alta afinidad disminuye en un 37% cuando se agrega el 

inhibidor al medio (control: 13.04 nmol/mg proteína/10 min + 0.58; sarcosina: 8.19 

nmol/mg proteína/10 min + 0.50). Dicha disminución es estadísticamente 

significativa, de acuerdo a la prueba t de Student.  

 

En el sistema de transporte de baja afinidad no se presentan cambios 

significativos entre el medio con sarcosina y el medio control (control: 109.00 

nmol/mg proteína/10 min + 4.16; sarcosina: 103.60 nmol/mg proteína/10 min + 

3.56; Figura 7b).  
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Fig 7. Efecto de la sarcosina sobre el transporte de glicina. Las células se incubaron con 
sarcosina 100 μM durante 15 minutos, inmediatamente después se agregó a) Gly 25 μM y 
b) Gly 1 mM. Existen diferencias significativas respecto al control en ***P < 0.0001, 
aplicando una prueba t de Student.   
 
El transporte de baja afinidad podría ser el resultado de la expresión de 

transportadores de aminoácidos no específicos. Por este motivo, se probó la 

especificidad del transporte incubando a las células con distintos aminoácidos y 

derivados sintéticos. El transporte de alta afinidad no mostró cambios 

significativos, mientras que el transporte de baja afinidad disminuyó 25% cuando 

se agregó alanina al medio (control: 39.95+ 3.028 nmol/mg prot/10 min; alanina: 

29.92+ 2.929 nmol/mg prot/10 min), pero no cuando se agregó serina (36.28+ 

5.033 nmol/mg prot/10 min). La serina es uno de los sustratos del sistema de 

transporte ASC, pero no del sistema A. La alanina, por ser un sustrato del sistema 

A podría inhibir el transporte de glicina mediante competencia (Figura 8).   
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Fig 8. Especificidad del transporte de glicina. Las células se preincubaron durante 15 
minutos en presencia de los aminoácidos AIB, Ala o Ser a una concentración 5 mM. 
Inmediatamente después se realizó el ensayo, incubando a las células con a) glicina 25 
μM o b) Gly 1 mM. Existen diferencias significativas respecto al control en *P < 0.01, 
aplicando una prueba t de Student.  
 
Identificación molecular de las isoformas de los transportadores 

. Expresión del mGlyT1 en el EPR 

a inhibición con sarcosina indica que el transporte de alta afinidad está mediado 

de glicina de alta afinidad 
 

1
 
L

por GlyT1. Existen tres isoformas de dicho transportador (GlyT1a, GlyT1b y 

GlyT1c). Éstas no presentan diferencias significativas en cuanto a sus 

características cinéticas y no se conocen compuestos específicos que permitan 

identificarlas mediante inhibición farmacológica. Sin embargo, se sabe que todas 

difieren en sus extremos amino terminal y las secuencias de los mensajeros están 

reportadas. Se diseñaron oligos específicos para cada isoforma del transportador 

GlyT1. Por medio de un ensayo de RT-PCR se amplificó la región amino de la 

variante GlyT1a, pero no de GlyT1b, ni de GlyT1c. También se usaron 

oligonucleótidos específicos para actina, como un control positivo del ensayo de 

PCR. El peso molecular de los productos de PCR corresponde al esperado, según 



el diseño de los oligonucleótidos. El peso molecular esperado para GlyT1a fue de 

399 pb y para la actina de 328 pb (Figura 9).    

 
MPM Actina 1a 1b 1cMPM Actina 1a 1b 1c

Figura 9. Amplificación de las isoformas de GlyT1 mediante RT-PCR. Se detectó la 
expresión de la isoforma GlyT1a en cultivos confluentes de EPR de rata, mediante la 
amplificación de su región amino terminal. Las flecha (→) indica un peso molecular de 400 
pb.  
  

2. Expresión del mGlyT2 en el EPR 
 

Se sabe que el gen de GlyT2 de rata expresa dos isoformas del transportador: 

GlyT2a y GlyT2b. Para determinar si las células de EPR expresan alguna de las 

variantes, se diseñaron oligos específicos para la región amino terminal de los 

transportadores. Las reacciones de RT-PCR revelaron que las células de EPR no 

expresan a ninguna de las isoformas de GlyT2. Con el fin de determinar si las 

condiciones de amplificación eran correctas, se utilizó tallo cerebral de rata como 

control positivo, con lo que se elimina la posibilidad de tener un falso negativo 

(Figura 10).  

 

 



 
   MPM    Actina    2a*      2b*        2aº       2bº       

Figura 10. Amplificación de las isoformas de GlyT2 mediante RT-PCR. No se detectó 
ninguna de las isoformas de GlyT2 en las células de EPR (*). Se amplificaron los 
transportadores GlyT2a y GlyT2b en tallo cerebral (º), con el fin de eliminar falsos 
negativos. Las flecha (→) indica un peso molecular de 800 pb.  
 



DISCUSIÓN 
 

El epitelio pigmentado de la retina es una monocapa celular cuya función principal 

es mantener la viabilidad y funcionamiento de la retina neural (Strauss, 2005). El 

EPR está diferenciado en un epitelio secretor que es mitóticamente inactivo. Sin 

embargo, en ciertas condiciones patológicas, sufre una transdiferenciación 

epitelio-mesénquima, que resulta en la proliferación y migración de sus células 

(Lee et al., 2001). Diversos trabajos han sugerido que uno de los factores que 

induce estos cambios es el aumento en la concentración de glutamato por la 

ruptura de la barrera hematorretiniana (Abe et al., 1996). Además, ciertos 

estímulos como la falta de oxígeno, pueden inducir a la retina a liberar el 

glutamato contenido en sus neuronas (Osborne et al., 1999).  

 

El EPR expresa receptores de glutamato, particularmente receptores ionotrópicos 

de AMPA y de NMDA, y en menor medida receptores metabotrópicos del grupo I 

(mGluR1). Se ha observado que el glutamato induce la proliferación del tejido 

mediante la activación aberrante de los receptores de tipo NMDA (Pacheco-

Domínguez et al., 2008). La activación de dichos receptores requiere de la unión 

conjunta de glutamato y de su coagonista, la glicina (Paoletti y Neyton, 2007). Por 

lo que se ha propuesto que, en ciertas retinopatías de tipo proliferativo, el 

coagonista también juega un papel importante en el desarrollo de la 

excitotoxicidad (Hama, 2006). Debido a la importancia fisiológica de la glicina, el 

EPR debe de expresar sistemas de transporte que regulen la concentración 

extracelular del coagonista  y en consecuencia, los efectos del glutamato sobre el 

epitelio.  

 

Es por eso que el presente trabajo tuvo como objetivo principal caracterizar 

bioquímica, cinética y farmacológicamente el transporte de glicina en cultivos de 

EPR de rata.  

 



Se demostró la presencia de dos sistemas de transporte de glicina. Uno de alta 

afinidad, que corresponde al transportador de glicina tipo 1, específicamente a la 

isoforma GlyT1a, y un componente de baja afinidad cuyas características 

farmacológicas corresponden con el sistema ASC. Nos centramos en la 

identificación del transportador de alta afinidad, debido a que éstos 

transportadores son los principales responsables de regular la cantidad 

extracelular de neurotransmisores en el SNC (Pow, 2001).   

 

El transporte de glicina en los cultivos de EPR depende de energía metabólica y 

es sensible a los cambios de pH. El transporte disminuyó significativamente por la 

inclusión simultánea de los inhibidores metabólicos cianuro de potasio y ouabaína. 

Probablemente, este efecto tenga que ver con la modificación en la actividad de la 

ATPasa Na+/K+. Mientras que los cambios de pH, deben de modificar la 

conformación tridimensional de la proteína, y en consecuencia su actividad.   

 

El análisis cinético de la curva de saturación reveló que el sistema de alta afinidad 

tiene una Km de 54.48 μM y una Vmax de 399.9 nmol/mg prot. Dichas constantes 

son similares a las reportadas por Guastella y colaboradores (1992) para la 

isoforma GlyT1a en la línea celular C6 de glioma de rata (Km= 44.70 μM), y más 

aún a las reportadas por Okamoto y colaboradores (2009) para la isoforma GlyT1 

de la línea celular TR-iBRB2 utilizada como un modelo de barrera 

hematorretiniana interna (55.40 μM).    

 

Además, el componente de alta afinidad requiere de la presencia extracelular de 

los iones sodio y cloro, lo que corresponde a las características de la familia de 

transportadores de glicina de alta afinidad. Debido a que GlyT1 cotransporta los 

iones sodio y cloro junto con la glicina, este tipo de transportadores podría 

contribuir a mantener el gradiente iónico característico del EPR.  

 

El transporte de alta afinidad se inhibió en presencia de sarcosina, un derivado de 

la glicina que inhibe de manera específica a GlyT1. Este resultado es congruente 



con lo encontrado en la amplificación con la técnica de RT-PCR. Con lo que se 

concluyó que las células de EPR expresan al transportador GlyT1 y no a GlyT2. 

 

Por su parte, el transportador de baja afinidad corresponde con el sistema ASC. 

La actividad de dicho transportador depende de sodio extracelular y se inhibe con 

el aminoácido neutro alanina (O´Brein et al., 2005). Existen pocos estudios sobre 

la función de los transportadores de neurotransmisores de baja afinidad en el 

SNC, pero se ha propuesto que, además de tener funciones metabólicas, podrían 

colaborar con los transportadores de alta afinidad en la recaptura del 

neurotransmisor poco tiempo después de su liberación, cuando las 

concentraciones son elevadas (Gadea, 2002).  

  
Zafra y colaboradores (1995) sugirieron que en la retina, el único tipo celular que 

presenta transportadores de glicina son las células amacrinas; por su parte Gadea 

y colaboradores (1999) describieron un transportador de glicina de alta afinidad en 

la glía de Müller. En el presente trabajo se demostró que el epitelio pigmentado de 

la retina también expresa transportadores de neurotransmisores de alta afinidad, 

particularmente la isoforma a del transportador de glicina tipo 1 (GlyT1a).  

 
Todos los ensayos se hicieron en cultivos de EPR de rata. Éste resulta un buen 

modelo pues permite manipular las condiciones del medio de manera eficiente. 

Adicionalmente, el pasaje de las células permite descartar otros tipos celulares 

que coexisten con las células de EPR en los cultivos primarios. Es importante 

aclarar que las células mantuvieron características esenciales del EPR in vivo 

como la expresión del marcador RPE65.  

 
Tanto el glutamato, como la glicina, son neurotransmisores esenciales en la retina 

(Pow, 2001). La glicina, junto con GABA, regula la inhibición lateral, mientras que 

el glutamato participa en la neurotransmisión de la vía excitadora, desde los 

fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las amacrinas (Copenhagen, 

1991; López-Colomé y Murbartián, 1994). Debido a la íntima relación del EPR con 



los fotorreceptores, el glutamato liberado de la vía excitadora podría por difusión, 

entrar en contacto con el epitelio pigmentado y podría activar a los receptores 

presentes en el tejido. Por lo anterior, la expresión de transportadores de glicina 

también es importante en condiciones fisiológicas. 

 
En el sistema nervioso central, la presencia de GlyT1 se relaciona con áreas 

donde predomina la expresión de receptores de NMDA y la transmisión 

excitadora. Estudios hechos en células gliales han demostrado que GlyT1 juega 

un papel importante en mantener la concentración local de glicina por debajo de 

los niveles de saturación para los receptores de NMDA, de manera que el 

incremento en la concentración extracelular del aminoácido es capaz de potenciar 

la actividad de estos receptores (Supplisson y Bergman, 1997; Bergeron et al., 

1998).  

 
En el presente trabajo se caracterizó el transporte de glicina en el epitelio 

pigmentado de la retina en condiciones fisiológicas. Estos resultados nos 

permitirán el análisis de las vías de señalamiento intracelular que regulan la 

actividad y expresión de los transportadores de glicina de alta afinidad, así como 

determinar si la elevación del glutamato extracelular altera las vías de 

señalamiento intracelular que controlan el transporte de glicina en condiciones 

patológicas. Este análisis, a sumar, es indispensable para investigar la posible 

intervención de la glicina en la inducción de la proliferación del EPR a través de la 

activación de los receptores de NMDA.  
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