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I. RESUMEN

Las células de Miiller pertenecen a la glia radial (Bartlett et al., 1981), se
encuentran a todo lo large de la retina de los vertebrados (Robinson y Dreher,
1990) y frecuentemente estin en intlma asociacién con las células neurales de
la retina, donde se sabe que el glutamato (Glu) es uno de los
neurotransmisores mas importantes (Steward et al., 1985). Las células de
Miuiller presentan receptores a aminodcidos excitadores (Lépez-Colomé y Romo-
de-Vivar, 1991) que al ser activados forman cascadas de segundos mensajeros
(Ldpez-Colomé et al., 1993), lo que da pauta a sugerir que pueden presentar
respuestas a largo plazo (Vogt y Bos, 1989). Los resultados abtenidos indican
que la activacion de los receptores a Glu del tipo lonotrépico en células gliales
de Miiller induce la formacién del factor de transcripeién AP-1 (Morgan y
Curran, 1991), en una forma dependicnte de la dosis, tenlendo el siguiente
orden de potencia en su respuesta: NMDA2 Glu> KA> AMPA> Quis; el tiempo
6ptimo de estimulacion fue de una hora y manteniéndose constante hasta dos
horas, a excepcion de la activacion dada con AMPA, donde sélo se obtuvd
respuesta a tiempos muy cortos; la respuesta disminuyé cuando se aplicaron
los antagonistas CPP y CNQX antes de los agonistas, por lo que se puede
concluir que la respuesta que se observé fue dada de manera especifica por la
activacion de receptores a Glu; estos resultados permiten sugerir que las
células de Mtiller son capaces de responder de manera especifica tanto a corto
como a largo plazo a estimulos que existen en el ambiente en que se
encuentran en la retina.
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II. INTRODUCCION

1.0RGANIZACION GENERAL DE LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS
a. MORFOLOGIA

La retina de vertebrados debido a su organizacién laminar y a que esta
constituida por relattvamente pocos tipos celulares, representa un buen modelo
para estudiar al sistema nervioso central (SNC) (Farber y Adler, 1986). La
retina es la capa interna de 1a pared del globo ocular, adyacente al epitelio
plgmentado; estd contituida por cinco tipos de células neurales: los
fotorreceptores (conos y bastones), las células bipolares, las células
ganglionales, las células horizontales y las células amacrinas, y por dos
subtipos de células gliales: las células de Miiller, las cuales atraviesan a todo
1o largo de la retina y los astrocitos (Newman, 1985) {figura 1).

<« Borde
Epltelio pigmentado coroideo
Fotorreceplor
Capa nuclear externa
Capa plexiforme externa
Capa nuclear intema
Capa plexforme interna

Borde

Nervio éptico  vitreo

Figura 1. Diagrama de las capas de la retina de vertebrado y sus relaciones sindplicas. C,
conos; R, bastones; H, células horizontales; B, células bipolares: A, c¢lulas amacrinas:
G, ctlulas ganglionales y M, células de Maller (Farber y Adler, 1986).
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En la retina se pueden observar dos capas en las que se establecen
relaciones sindpticas: la capa plexiforme externa (fotorreceptores, células
bipolares y células horizontales) y la capa plexiforme interna (células bipolares,
amacrinas y ganglionales), entre estas dos capas se localiza la capa nuclear
interna (Dowling, 1970} (figura 1).

En los fotorreceptores se pueden distinguir dos regiones: el segmento
externo, el cual contiene los pigmentos que absorben a diferentes longitudes de
onda de la luz, y el segmento interno, el cual contiene los organelos
subcelulares y tiene terminales sinapticas que conectan con células
horizontales y bipolares. El segmento externo de los bastones contiene el
pigmento rodopsina que absorbe Ia luz a una longitud de onda de 500 nm, y es
responsable de Ia percepcion de luz-obscuridad. Los conos son las células
responsables de la vision en color; existen varios tipos de conos, cada uno de
los cuales contienen un pigmento que absorbe a diferente longitud de onda
(Nathans, 1987). Las células bipolares son la via vertical que transmiten la
informacién visual de la capa plexiforme externa a la capa plexiforme interna,
donde hacen sinapsis con las células ganglionares; los axones de las células
ganglionales corren sobre la superflcie Interna de la retina para converger en
un punto y formar el nervio éptico, en este sitio no existen células
neurosensoriales, por lo que representa un punto ciego del campo visual
(Dowling, 1970).

b. FISIOLOGIA DE LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS

La respuesta visual se inicfa cuando la luz isomeriza el grupo 11-cis-
retinal de la rodopsina a todo-trans retinal (Wald, 1968). En la membrana del
segmento externo de los fotorreceptores existen canales de sodio
constantemente activados por GMPc en la obscuridad, los iones sodio fluyen
hacla adentro del segmento externo debido al gradiente electroquimico de sodio
que existe, este gradiente es mantenido por la bomba ATPasa de Nat+-K+
localizada en el segmento interno; cuando existe un estimulo luminoso, la luz
induce cambios en la permeabilidad de la membrana del segmento externo del
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fotorreceptor, una vez que 1a rodopsina es fotoexcitada, es capaz de activar a la
transducina (miembro de la familia de proteinas G) y ésta a su vez, activar a
una fosofodlesterasa la cual hidroliza GMPe, al bajar la concentracién de
GMPc, los canales de sodlo activados por éste, se clerran y da por resultado la
hiperpolarizacién de la membrana del fotorreceptor, constituyendo el primer
paso en el proceso visual (Schnapf, 1987) (figura 2).

segmento £xterng

o\
cloptesma _| <—————2_1 ..
membeans ——
plasmitics < Discos =
— e |
1 ¥
S ==1 .
——
Lm Fi 2, DI d basté
— gura 2. Diagrama de un bastén,
Kt camente oscurs En la obscurldad existe una
)-: ged, corriente de Na+ dada por canales de
Kt s eamento interma Nat activados por GMPe. La luz
amen activa al fotopigmento rodopsina
{Ro*) e induce que los canales de Na#*
i activados en la obscuridad se
clerren, decreciendo el flujo de Na+.
terminat sinéptice (Lamb, 1986},

Por técnicas electrofisologicas se demaoastrd que existen dos tipos de
células bipolares, unas que se hiperpolarizan y otras que se despolarizan en
respuesta a la estimulacién por luz. Las células bipolares que se despolarizan
(D) estan conectadas a células ganglionales ON, mientras que las células
bipolares que se hiperpolarizan (H) activan células ganglionales OFF, células
ganglionales ON-OFF reciben informacién de ambos tipos de células bipolares.
La nomenclatura ON y OFF corresponde al tipo de campo receptivo de las
células ganglionales que se active. El campo receptivo de una simple unidad, es
el 4drea de la retina en la que, al reciblr un estimulo luminoso, causa una
descarga eléctrica en una célula ganglional a la cual estd funclonalmente
conectada. En todos los campos receptivos existe una regién central que da un
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patrén de descarga eléctrica opuesto al que se obtiene en la periferia; siendo
una célula ON si se despolariza u OFF si se hiperpolariza ante un estimulo
luminoso, el centro puede ser OFF y la periferia ON y viceversa (Kuffler, 1953,
Hubel y Wiesel, 1960).

En la capa plexiforme externa de la retina las interacclones sindpticas
son potenciales graduados, en la capa plexiforme interna la informacion que
dan las células bipolares a las ganglionales también es graduada, mientras que
las células ganglionales y algunas células amacrinas generan potenciales de
accion que son transmitidos al nicleo del geniculado lateral en el talamo,
donde la segregacién de la informacién de los dos canales ON y OFF aun se
conserva, incluso, hasta la corteza visual primaria (Stone, 1983),

La via vertical de los fotorreceptores a células bipolares y de éstas a las
células ganglionales no estd aislada, existen dos tipos de Interacciones
laterales: en la capa plexiforme externa por las células horizontales y las
células amacrinas en la capa plexdforme {nterna.

Las células horizontales reciben informacién de varios conos y bastones
y hacen sinapsis con células bipolares adyacentes o sobre otras células
horizontales mediante uniones comunicantes, debido a que no se han
observado sinapsis con fotorreceptores, se supone que las interacciones
laterales mediadas por las células horizontales sélo actuan sobre las dendritas
de las células bipolares, sin embargo. por estudios de microscopia se propone
que la iInteraccién entre células bipolares y horizontales ocurre en las
invaginaciones del receptor, lo cual podria sugerir que no sélo las dendritas de
las células bipolares son directamente activadas por los fotorreceptores, sino
que también existe una influencia a las células horizontales adyacentes
(Dowling, 1970); la funci6n de las células horizontales es la de hiperpolarizar a
las vias que se encuentran alrededor de una via ON despolarizante, formando
parte de la reglén OFF de alrededor, o por el contrario, puede contribuir a un
alrededor ON de un centro OFF (Wassle y Boycott, 1991).

Se han descrito diferentes tipos de células amacrinas, estableciéndose
que las diferentes formas celulares corresponden a distintas unidades
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funcionales. El hecho de que exista una gran variedad de ellas hace posible que
se puedan crear conexiones especificas con células ganglionales. Se ha visto
que las células amacrinas extlenden sus dendritas a la capa plexiforme
interna, donde justamente hacen sinapsis con las células ganglionales. La
mayoria de las células amacrinas posee campos receptivos con una
organizacién centro ON u OFF, y son capaces de generar potenciales de accién.
Un primer grupo de células amacrinas en las que se encuentran las llamadas
All, modulan Ia respuesta que les llega de las células bipolares estimuladas por
bastones a las células ganglionales, funcionando como un puente de
comunicacién celular entre ellas, debido a que no existe un contacto directo
entre esas células (Masland, 1988). Un segundo grupo lo constituyen células
amacrinas que extienden sus dendritas largas distancias a través de la retina,
tienen una densidad baja y tienen funclones reguladoras no especificas, ya que
una sola célula amacrina puede hacer sinapsis con un gran ntimero de células
ganglionales. Existe otro grupo heterogéneo de células amacrinas que atin no
se han definido bien sus caracteristicas pero que parecen estar involucradas en
la tarea de la adaptacion a la obscuridad (Masland, 1988).

2, NEUROTRANSMISORES EN LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS.

Para muchos de los subtipos neurales de la retina se ha descrito que solo
actia un tipo de neurotransmisor, sin embargo, para otros subtipos celulares
se han descrito varies tipos de neurotransmisores; esta informacién se ha
obtenido de estudios farmacologicos usando agonistas y antagonistas del
transmisor tnvolucrado (Daw et al,, 1989),

Los fotorreceptores en la obscuridad se encuentran parclalemente
despolarizados y existe un flujo continuo de neurotransmisor sobre las células
bipolares y horizontales adyacentes. Cuande incide la Iuz, la membrana del
fotorreceptor se hiperpolariza y se suprime la liberacién del neurotransmisor,
esto causa la hiperpolarizacién de las células horizontales y de las células
bipolares tipo OFF, al mismo tiempo que despolariza a las células bipolares
tipo ON, Existen evidencias que apoyan la idea de que los neurotransmisores
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liberados por los fotorreceptores de retinas de vertebrados, son los aminoacidos
excitadores el Acido glutamico (Glu) y el acldo aspartico (Asp) (Steward,
Bloomfleld y Dowling, 1985).

En la retina del ajolote, un analogo del 4cldo glutamlco, el dcido L-2-
amino-4-fosfobutirico (L-AP4), en concentraciones micromolares es capaz de
bloquear de manera especifica células bipolares de la via ON, sin afectar la via
OFF y a otras neuronas que no dependen de la despolarizacién de la célula
bipolar (Slaughter y Miller, 1981).

Steward y colaboradores (1985), hactendo registros electrofisioldgicos
intracelulares y estudios farmacolégicos en retinas aisladas de conejo,
mostraron que el Asp y el Glu mimetizan la accién del transmisor de los
fotorreceptores sobre neuronas de la capa plexiforme externa, células bipolares
¥ células horizontales. Al usar analogos del Glu, el kainato (KA) y el acido
quiscuélico {Quis), encontraron que también mimetizan la acclon del

neurotransmisor endégeno, mientras que los antagonistas a-metil glutamato,

a-amino adipato y el diéster de glutamato, muestran una débil fnhibicién sobre
el efecto del fototransmisor a las neuronas de la capa plexiforme externa
(Steward et al., 1985).

Los aminodcidos excitadores parecen estar Involucrados como
transmisores en algunos tipos de células amacrinas y en células ganglionales
estudiadas en retina de conejo, donde tanto el L- aspartato (L-Asp) como el L-
glutamato (L-Glu), muestran una accién excitadora sobre la actividad de estas
células, siendo mas fuerte el efecto del KA y Quis ya que se requiere de ellos
concentractones 200 veces menores que del Glu (Steward et al., 1985). Aunque
es dificll distinguir el efecto del L-Glu y del L-Asp, se ha visto que el primero
actiia sobre células bipolares y horizontales aisladas a concentraciones mucho
menores que el L-Asp, lo que suglere que el Glu es el transmisor endégeno de
los fotorreceptores. Aminoacidos excitadores también actuin directamente
sobre células ganglionales y muchas células amacrinas (Daw et al., 1989).

La inhiblcion lateral que se observa dada por las células horizontales en
la capa plexforme externa y algunas células amacrinas en la capa plexiforme
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interna se llevp a cabo por la liberacién de transmisores como el dcido y-amino
butirico (GABA) y 1a glicina (Gly) (Brandon, 1985).

Para Identificar neuronas de la retina que usan al GABA como
neurotransmisor, Brandon (1985}, usando técnicas de inmunocitoquimica y a
la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) como marcador (debido a que es la
enzima responsable del tiltimo paso de la biosintesis del GABA), encontré que,
en todas las especies de vertebrados estudiadas (desde teleosteos hasta
primates), la GAD estaba presente en la capa plexiforme intema y por medio de
microscopia electrénica se pudieron identificar seis tipos de células amacrinas
con esta caracteristica. No en todas las especies estudiadas se encontrd
inmunorreactividad de 1a GAD, sélo en células horizontales H-1 {las cuales se
hiperpolarizan en respuesta a la luz roja) de peces, tortugas y pollos (Brandon,
1985). En vertebrados superiores, sélo una poblacion de células horizontales se
ha descrito que contienen GABA como transmisor (Chun y Wassle, 1989).

En la obscuridad, las células horizontales en su estado despolarizado
continuamente liberan GABA, el cual tiende a hiperpolarizar la terminal del
fotorreceptor; cuando existe un estimulo luminoso, las células horizontales
comienzan a hiperpolarizarse y dejan de liberar GABA, el fotorreceptor que
recibia el transmisor de csas células comienza a despolarizarse y a liberar Glu,
que a su vez, hiperpolariza a las células bipolares H o centro OFF que se
encuentran en la periferia de las células bipolares ON, por lo tanto, la
iluminacién difusa que le llega a la regiéon periférica del campo receptivo
antagoniza el efecto de la luz brillante en el grupo central de fotorreceptores
centro ON (Wassle y Boycott, 1991),

Existen varios tipos de células amacrinas, todas ellas con diferentes
formas, neurotransmisores y funciones, Varios tipos de células amacrinas
presentan inmunoreactividad a GAD, confirmandose de esta manera que son
células GABAérgicas (Brandon, 1985). Otro tipo de células amacrinas utilizan
como neurotransmisor a la Gly, las llamadas All son las mejor estudiadas,
ellas reciben informacién de células bipolares estimuladas por bastones; las
células amacrinas All hace sinapsis eléctricas por medio de las uniones
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comunicantes con c€lulas bipolares de la via ON en la mitad de la capa
plexiforme interna y en la parte externa de la capa plexiforme interna, sinapsis
quimica con células bipolares de la via OFF, de esta manera modula la mutua
inhibicién entre la via ON y la via OFF (Wassle y Boycott, 1991).

La dopamina es la principal catecolamina encontrada en la retina de
vertebrados, por medio de estudios de autorradiografia se identificé que la
acumulactén de [3H) dopamina estaba en la capa nuclear intérna y en la capa
plexiforme interna y que corresponde a células amacrinas (Pourcho, 1982).
Poco se sabe de su funcién, pero se les ha identificado junto con células
amacrinas que usan somatostatina y sustancia P, en la adaptacién a la
obscuridad (Masland, 1988).

Asi también, por medio de métodos autorradiogrificos, se encontrd que
células amacrinas de retina de pollo eran capaces de capturar colina y
sintetizar acetilcolina (Baughman, 1977), Células amacrinas colinérgicas
también presentan Inmunoreactividad para el GABA, lo cual sugiere que un
solo tipo celular es capaz de realizar funciones inhibidoras y excitadoras sobre
una misma célula, esta propiedad daria la informacién a las células
ganglionales para la direcclon selectliva del movimiento {(Wassle y Boycott,
1991, Brecha et al., 1988).

3,FUNCION DE LA GLIA EN EL SISTEMA NERVIOSO
a. TIPOS DE CELULAS GLIALES

Tanto neuronas como células gliales en el cerebro de los mamiferas
derivan de neuroepltelio del tubo neural primitive. Por su origen ontogenético,
la glla se clasifica en: microglia de origen mesodérmico y la macroglia de origen
ectodérmico que incluye a tres famillas, astrocitos tipo 1, astrocitos tipo 2y los
oligodendrocitos (Cameron y Rakic, 1991).

Los astrocitos tipo 1, son inmunopositives para la proteina fibrilar acida
de la glia (GFAP), proteina especifica de los filamentos intermedios de
astrocitos, inmunopositivos para la fibronectina, la laminina y al anticuerpo
Ran2, son células polimérficas que se encuentran predominantemente en
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materia gris. De los astrocitos tipo 1 deriva la glia radial. La glia radial se
caracteriza por una forma alargada y que durante el desarrollo de la corteza
cerebral se extienden en la pared cerebral, del ventriculo a la superficie pial;
dentro de la glia radial se incluyen a las células ependimales, células gliales de
Bergmann en cl cerebelo y las células de Miiller en la retina (Bartlett et al.,
1981).

Los astrocites tipo 2 y los oligodendrocitos derivan del mismo progenitor,
las células O-2A. Los astrocitos tipo 2, son Inmunopositivos a la GFAP y al
anticuerpo A2B5 y mnegatlvos al anticuerpo Ran2; se encuentran
predominantemente en materia blanca y probablemente sean los llamados
astrocitos flbrosos. Por iiltimo, los oligodendrocitos se identifican
inmunoquimicamente al detectar el antigeno 04 y la presencia del
galatocerebrosido GalC. El estado maduro de los oligodendrocitos se indica por
la aparicion de glicoproteinas asocladas a mielina y la proteina mielinica
bésica (Gard y Pfeiffer, 1989).

b. FUNCIONES GENERALES DE LAS CELULAS GLIALES

Hallazgos reclentes indican que las células gliales, aunque no son
capaces de generar potenciales de accidn, debido a que su potencial de
membrana es muy electronegativo, realizan muchas mas funciones de las que
se pensaba hace tiempo y que modulan la actividad neural. El potencial de
membrana de las células gliales es alrededor de -75 mV y esta determinado por
el potenclal de equilibrio del K+, ya que presenta una alta y selectiva
permeabilidad por este 16n y una baja permeabilidad al Na+. Las células gliales
pueden responder a las actividades neuronales; impulsos nerviosos causan una
lenta despolarizacién de las células gliales adyacentes, debido a que durante la
acividad neural se acumula K+ en el espacio intersinaptico y éste es capaz de
despolarizar a la membrana de las células gliales cercanas que
poseen una alta conductancia al K+ (Orkand, 1966); gracias a su alta
conductancla al K+, los astrocitos tienen la funcién de ser un sistema
amortiguador de las concentraciones de K+ en el medio extracelular,
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capturdndo de las regiones con una alta concentracién y liberandolo en
reglones distales, donde la concentracién del {6n es menor {Orkand, 19686).

Las células gliales tienen sistemas de captura de neurotransmisores. En
cultivos primarios de cerebro de rata, por medio de autorradiografia se detect6
la captura de [3H] serotonina en astrocitos, la cual era sensible a la omisién de
Na+ en el medio, slendo el sistema de captura de serotonina de alta afinidad y
dependiente de Na+ (Kimelberg, 1985).

Presentan también, un sistema de captura de Glu, en el cual, la captura
de un Glu se acompaiia de dos Na+y por el antitransporte de un K+ y un -OH o
blen un HCOs-, In vivo, la captura del Glu genera la alcalinizacién del medio
extracelular y la acldificacién intracelular, por lo que de manera indirecta, las
células gliales pueden regular los cambios extracelulares de pH Inductdos por
la actividad neural (Bouvier et al., 1992). La regulacion del pH por las células
gllales tamblén se confirma por la presencia de la anhidrasa carbénica C en
astrocitos y oligodendrocitos, enzima responsable de regular el estado acido-
base mediante la conversién de CO; a HCO3- (Roussel, 1979).

Otra consecuencia de la captura del Glu por las células gliales, es que
mantiene niveles bajos de Glu en el medio extracelular, que no son téxicos
para las células (Chol, 1988). Una vez que es capturado el Glu, la glia posee la
enzima glutamina sintectasa (Norenberg, 1979), para transformar ¢l Glu a
glutamina, que puede ser liberada y capturada por neuronas glutamaérgicas y
gabaérgicas, ya que la glutamina es el precursor para la sintesis de Glu y GABA
(Hertz, 1986).

Las células gliales pueden liberar factores tréflcos como resultado de
estimulos dados por las neuronas: factor de crecimiento glial (GGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante
B (TGF-P) y factor de crecimiento fibroblastico {(LoPachin, 1993), ademas de
esteroldes (Kabbadj, 1993), péptidos, proteinglucanos (Dow et al., 1993),
elcosanoides y moléculas que forman parte de la matriz extracelular.

Los astrocitos junto con células endoteliales de los capliares,
constituyen un sistema de proteccién del SNC formando parte de la llamada
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barrera hematoencefalica, incluso, se ha propuesto que los asctrocitos inducen
a células endoteliales no neurales a formar caplilares delgados para formar la
barrera hematocefalica (Janzer y Raff, 1987). Asi también, por estar en
contacto con capilares sanguineos se ha visto que tienen un papel iImportante
en la regulacién del suministro de sustanclas metdbolicas a las neuronas.
(Bontlla, 1985).

La microglia son células de tamario pequefio y se encuentran en la
vecindad de capilares sanguineps. Cuando s¢ produce un dafio en el SNC, la
microglia reactiva prolifera y emigra al area lesionada, no se sabe bien su
funclén, pero se postula que desemperian una funcién macréfaga digiriendo el
tejido nervioso dafiado {Thomas, 1992).

Los oligodendrocitos son los responsables de la formacién de mielina de
los axones en el SNC, mientras que las células de Schwann forman la mielina
de los axones en el SNP; también, se han Identificade astrocitos tipo 2
especializados en procesos de mielinizaclén (firench-Constant y Raff, 1986).

c. CANALES IONICOS EN LAS CELULAS GLIALES

Muchos de lo que se conoce actualmente scbre los canales 16nicos de las
células gliales se ha obtenido de estudios bloquimicos y electrofisiolégicos
hechos en cultivos celulares primarios. En los astrocitos tipo 1 se han decrito
corrientes de sodio, ealclo, potasio y cloro (Bevan, 1990). Sélo se han descrito
canales 16nicos dependientes de voltaje en glla, en particular cuatro tipos de
canales de K+: canales de K+ de corriente rectificante (Igkgr), que abren a
potenciales de membrana de reposo (-80 mV) y que permiten la entrada de
fones que contrarresten el movimiento del ién K+ al exterior, por lo tanto son
los responsables de la conductancia en reposo de las células gliales (Bevan,
1990); Corrlente rectificante retardada (Ix), se activan cuando la célula se
despolariza a mas de -40 mV y son de lenta Inactivacién, se bloquean con
tetraetilamonio (TEA); canales de K+ 1,, se activan a potenclales mas negativos
y se inactivan rapidamente (10 miliscgundos), son sensibles al bloqueo por 4-
aminopiridina (4-AP), por ultimo, canales de K+ que se activan por elevacién de



J.Murbartidn/GluRs y Factores de Transcripeién 13

concentraciones internas de calclo (Ig(cq) (Bevan, 1990).

In vitro, se han descrito en glia canales de calcio dependientes de voltaje:
canales de Ca2+ tipo transiente (Icqm), se activa al despolarizarse la membrana
a -60 mV y tiene una inactivacién rapida y canales de Ca2+ que se activan a -30
mV y se inactivan lentamente (Icay). Canales de Cl-y de Na+ dependientes de
voltaje también se han descrito en células gliales, aunque su densidad es muy
baja, se activan cuando la membrana se despolariza a mas de -30 mV, de
hecho, los canales de Na+ son muy similares a los descritos en neuronas y son
sensibles al blogueo por tetrodotoxina {TTX) (Barres, 1991, Bevan, 1990).

En general, la densidad de canales de K+ en células gliales es similar a
las neuronas, sin embargo, la densidad de canales de Na+ y canales de Ca2+ en
gha es mucho menor que en neuronas (Barres, 1991).

Mediante una nueva técnica desarrollada por Barres y colaboradores
(1990), llamada "impresion de tejidos” han logrado dilucidar los tipos de
canales lonicos y las caracteristicas que presentan in vivo las células gliales,
esta técnica permite que las células que se adhirieron a una membrana de
nitrocelulosa y que se disociaron enzimiticamente conserven las
caracteristicas in situ de sus prolongaciones, haclendolas accesibles para su
estudio con técnicas de inmunocitoquimica y patch-clamp; practicamente, casi
todos los canales ionicos deseritos in vltro se han identificado (n vivo, en
astrdcltos tipo 1 se encontraron dos corrientes de K+ dependientes de voltaje:
Tkng de 470 pA y otra de 130 pA Ik, una corriente de Na* sensible a TTXy no se
encontraron corrientes de Ca2+ tipo L (Barres et al., 1990).

d. RECEPTORES A NEURGTRANSMISORES EN GLIA

Medlante una gran varicdad de técnicas experimentales en las que se
incluyen reglstros electrofisiolégicos, union del ligando a su receptor y estudios
bloquimicos de los segundos mensajeros que se inducen cuando se activa el
receptor, se ha podido dilucidar la presencia de receptores a transmisores en
células gliales; para hacer los estudlos antes mencionados, por lo general, se
utilizan cultivos primarios de células gliales (Murphy, 1987).
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Existe evidencia de que astrocitos poseen receptores a noradrenalina,
tanto del subtipo o« como B (Ebersolt, 1981), H8sll y colaboradores {1982),
observaron que la noradrenalina despolariza de manera dosis dependiente a la
membrana de astrocitos en cultivo, asi también tanto la fenilefrina, un
agonista del receptor tipo «;, como la clonldina un agonista de receptor tipo az
despolarizan a gran numero de células gliales; cuando utilizaron umn
antagonista de los receptores o adrenérgicos, la fentolamina, observaron que
era capaz de bloquear la despolarizacién producida por la adrenalina. Por otro
lado, al utllizar isoprenalina, un agonista de los receptores adrenérgicos tipo f
observaron una hiperpolarizacién de la membrana de astrocitos, efecto que se
bloqued con el atenolol, antagonista a este tipo de receptor (Hosli et al,, 1982).

En cultivos primarios de astrocitos existe evidencia de receptores a
acetilcolina de tipo muscarinico ya que presentaron unién a [3H]
quinoclidinilbenzilato, un agonista de este tipo de receptor colinérgico (Repke,
1982). Receptores a histamina y a 5-hidroxitriptamina (5-HT) también se han
descrito en astrocitos, en algunos casos se ha reportado que la activaclén de
receptores a 5-HT inducen la hidrélisis de fosfaditil inositol y en algunos otros
estimulan la producién de AMPe (Murphy, 1987). Hansson y colaboradores
{1984), reportan la existencla de receptores dopaminérgicos en cultivos de
astrocitos que incrementan de manera dosis dependiente el nivel de AMPc
intracelular, y que existe una interaccién entre el receptor a dopamina con el
receptor B adrenérgico en la elevacién del nivel de AMPc en este tipo celular
{Hansson et al., 1984).

Canales {6nicos que se abren por GABA y permiten una corriente de CI-
han sido descritos en astrocitos {Kettenmann et al., 1987). El GABA induce
una respuesta dependiente de la dosis en cultivos de astrocitos; cuando se dié
un pulso de GABA en un intervalo de tiempo menor de un minuto a uno
anterior, no se presentd una segunda respuesta a GABA, lo que indica que el
receptor a GABA se desensibilizé, Al utilizar muscimol, un agonista del subtipo
de receptor GABA, se obtuvd una respuesta similar a la del GABA, mientras
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que el bacoflen, un agonista del subtipc de receptor GABAR no alteré el
potencial de membrana de los astrocitos; antagonistas del receptor GABA,,
picrotoxina y bicuculina, reducen la respuesta al GABA en mas de! 90%, lo que
indica la especificidad del receptor (Kettenmann y Schachner, 1985).

El Glu induce corriente iénicas tanto en astrocitos tipo 1 como en los
tipo 2. En cultivos primarios de astrocitos tipo 2, los receptores a Glu
activados por Glu y sus agonistas, Quis y KA, inducen conductancias iénicas
similares a las descritas en neuronas {Usowics, 1989); el Glu y aspartato
producen una despolarizacién de la membrana de astrocitos tipo 2 de manera
dosis dependiente, el efecto fue menor con KA y Quis: cuando se colocé GABA y
Glu a estas células gliales el efecto de despolarizacién de la membrana fue
aditivo, lo que indica que son dos mecanismos distintos que pueden interferir
uno con otro (Kettenmann y Schachner, 1985).

En cultivo de células gliales de cerebelo de rata, por medio de patch,
clamp, se observé que, ¢l Glu, Quis, AMPA facido [s)-a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-tsoxazol propiénico) y KA producen una corriente entrante en
astrocitos tipo 2; Asp y NMDA no producen ninguna respuesta en esta células,
aun en presencia de Gly y sin Mg2+ libre. En astrocitos tipo 1, Quis, KA y
NMDA producen una corriente detectable a los 7 dias (n vitro (DIV) (Wyllie,
1991). Al utilizar anélisis de imagenes de fluorescencia y el indicador
fluorescente de calcio fluo-3 Jensen y Chiu (1991), detectaron cambios
intracelulares de Ca2+ producldos por la activacién de receptores a Glu en
células gliales de corteza cerebral de rata; en astrocitos identificados como tipo
2, presentaron una elevacién lenta y sostenida en la concentracién de Ca2+
Intracelular inducida por agonistas del receptor a Glu de tipo {onotrépico,
AMPA y KA, y se Inhibi6 el efecto por la adicion de CNQX (L-6-clano-7-
nitroquinoxalina-2,3-diona), este efecto fue dependiente del calcio extracelular;
los astrocitos tipo 1 presentaron un incremento en la concentracion de Ca2+
intracelular de manera répida y transiente, el efecto del AMPA, KA y CNQX en
ésta células fue menor gque en astrocitos tipo 2 y no dependian de ia
concentracién externa de calcio. En ambos tipos celulares presentaron una
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corriente entrante de Na+, aunque mayor en astrocitos tipo 2, este incremento
fue reducido por CNQX, lo que suglere que el Incremento de Ca?+ intracelular
fue mediado, al menos en parte por receptores a Glu ionotrépicos (Jensen y
Chiu, 1991). Por ultimo, también existe evidencia de receptores para péptidos,
hormonas y oploldes en cultivos primarios de astrocitos (Murphy, 1987).

Los efectos inmediatos de la activacion del receptor en astrocitos, al
igual que. en otros tipos celulares son: una alteracién en el flujo de lones y la
generacion de segundos mensajeros como el adenosin monofosfato ciclico
{AMPc), inositol trifosfato (1P3) y diacilglicerol (DG). En astrocitos, la
activaciéon de receptores adrenérgicos o) y oz, receptor a histamina H; y
receptores a Glu y GABA, inducen despolarizacién de la membrana, mientras
que, el receptor § adrenérgico, el receptor a histamina Hz, y el receptor 5-HT
producen una hiperpolarizacién de la membrana de astrocitos {Murphy, 19687}

En cultivos de astrocitos de corteza cerebral de rata, el péptido intestinal
vasoactivo (VIP), la secretina y el isoproterenol (agonista del receptor §
adrenérgico), inducen una acumulacién AMPe en éstas células; 1a norepinefrina
y epinefrina, agonistas del receptor adrenérgico ¢z, inhiben la acumulacién de
. AMPc inducida por isoproterenol (Evans, 1984). Las receptores a glucagon,
histamina Hg y prostaglandinas, tamblén activan a la adenilato ciclasa,
mientras que, adenosina A y melatonina inhiben la actividad de la enzima
(Murphy. 1987).

La activaci6n del receptor colinérgico de tipo muscarinico y del receptor
adrenérgico «; inducen la acumulacién de inositol fosfato; astrocitos
incubados con [3Hj myo-inositel, en presencia de los agonistas carbacol y
noradrenalina inducen la acumulacién de Inositol fosfato, el efecto fue
inhibido por los antagonistas prazosina y atropina respectivamente {Pearce et

al., 1985); los tipos de inositol fosfato que se acumulan por el efecto de la
noradrenalina y el carbacol en los astrocitos corresponden a 1P3 en mayor

proporcién a inositol bifosfato ({IP2) e Inositol monofosfato (IPy), también se ha
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visto, que en este caso, se requiere de Ca2+ extracelular, ya que al quitar el
Caz+ extracelular con EGTA, la acumulaci6n de inositol fosfato producida por
estos agonistas, disminuye (Pearce, 1986). Otros receptores que estan
involucrados en la hidrélisis de fosfoinositidos de membrana son, el receptor a
histamina, 5-HT (Murphy, 1987) y algunos receptores a Glu (Jensen, 1991).

4. GLIA DE LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS
a, ASTROCITOS

Por estudlos de microscopia se han identificado dos tipos de células
gliales en la retina de vertebrados: las células de Miiller y las células gliales
astrociticas, éstas tilimas sélo sl las retinas son vascularizadas (Rasmussen,
1974). Los astrocitos son células pequerfias que se encuentran en la capa
interna de la retina y en namero elevado cerca del disco 6ptico. El nucleo de
los astrocitos de la retina se localiza entre los axones de la capa de fibras
nerviosas; por medio de microscopia electrénica se puede ver gue el nucleo de
los astrocitos tiene una apariencia granulosa fina y la cromatina se encucentra
distribuida de manera homégenea, los filamentos se localizan separadamente
en el citoplasma; se han identiflcado contactos Intercelulares entre las
prolongaciones de los astrocitos del tipo de las uniones comunicantes. En la
porcién intraocular del nervio Gptico, la astroglia forma la glia limitante que
separa el nervio éptico del cuerpo vitreo y es la responsable de formar la
llamada barrera hematoencefilica en la retina en la porcién intraccular del
nervio optico (Bussow, 1980).

b. CELULAS DE MULLER

Las células de Miiller son una forma especializada de los astrocitos tipo
1, son inmunopositivas para la GFAP (Blgnami, 1984) y constituyen el
elemento glial mas abundante de la retina de los vertebrados {(Bussow, 1980)
{Figura 3). Las células de Milller se orlentan radialmente a lo largo de la retina,
desde la capa de los fotorreceptores hasta la capa de células ganglionales. Son
células bipolares y su niicleo esta a nivel de la capa nuclear interna, en esta
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capa se ha visto que las células de Milller envuelven parcialmente neuronas
adyacentes, mientras que, en la capa nuclear externa y en la capa de las
células ganglionales las envuelve totalmente {(Robinson y Dreher, 1980). El
papel de las células de Milller en estas capas no se conoce, se propone que
provean a las neuronas adyacentes nutrientes, tal como el glucégeno,
particularmente en retinas avasculares (Bussow, 1980). Estudios
inmunohistoquimicos han mostrado que numerosas prolongactones de las
células de Muller se extienden lateralmente a través de las capas plexiformes y
frecuentemente estan en intima asoclaciéon con las dendritas neurales y
sinapsis (Robinson y Dreher, 1990),

CFN
CCG

CPI

CNI
CPE

CNE

Si

Figura 3. Dibujos en cAmara licida de células de Mtiller y su ubicaclén respecto a las
diferentes capas de la retina, CFN, capa de flbras nerviosas; CCG, capas de células
ganglionales; CPI, capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa
plexiforme externa; CNE, capa nuclear externa; Sl, segmento interno del folorreceptor
(Robinson y Dreher, 1990).

Existe un acople lateral entre las células de Miiller mediante uniones
comunicantes; en retina de ajolote, al inyectar luciferina dentro de una célula
de Miiller la fluorescencia después de un tiempo se encontré difundida en las



J.MurbartidrvGluRs y Factores da Transcripeidn 19

células de Miiller que rodeaban a la célula inyectada, lo cual suglere que existe
un mecanismo de comunicacién entre ellas {Mobbs, 1988); estas
comunicaciones también han sido confirmadas por microscopia electrénica
(Bussow, 1980).

No se distinguen diferencias morfologicas significativas entre células de
Muiller de diferentes retinas vascularizadas y avasculares (Rasmussen, 1974).
El potencial de membrana de las células de Miiller varia muy poco segan las
especles, pero es alreadedor de ~80 mV y esta dado por la concentractén externa
de K+ ya que tiene una alta permeabilidad a este i6n, y la permeabilidad al Na+
es muy pequefia {(Newman, 1985), por tener un potencial de membrana tan
electronegativo, las células de Miiller no pueden generar potenciales de accion
por lo que se les consideraba hace tiempo eléctricamente inexcitables (Conner
et al., 1985).

En las células de Miiller, la conductancia al K+ no es uniforme en toda la
célula. El exceso de K+ producido por la actividad neural de la retina es
capturado por las células de Miiller y la salida de este {6n ocurre
principalmente en el ple terminal de la célula glial, donde la conductancia al
K+ es mayor, y es conducido de la retina al humor vitreo y a los capilares del
SNC. En especies con retinas vascularizadas, la conductancia es mayor en la
porcién de la célula que corresponde a la capa nuclear interna, en esta misma
regién, los capilares rodean a las prolongaciones de las células de Miiller, por
lo que se propone que en esta zona las células de Miller liberan el K+ hacla los
vasos sanguineos. En especies con retinas avasculares, la mayor conductancia
se presenta en el ple terminal de las células de Miiller, por lo que el exceso de
K+ lo liberan al humor vitreo {Newman, 1987).

Las células de Miller poseen en su citoplasma a la enzima anhidrasa
carbdnica, por lo que ayudan a eliminar el CO, de la retina al convertirlo a
HCOj3-. (Mussen y Rosen, 1973). También se ha detectado 1a enzima glutamina
sintetasa en células de Milller de rata adulta (Riepe y Norenberg, 1978), por lo
que estas células son capaces de convertir el Glu capturado en glutamina.

Otra caracteristica importante de las células de Milller es que al igual
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que otros tipos de células gliales, tamblén poseen canales i6nicos sensibles a
voltaje; con estudios de fijacion de voltaje en células de Maller alsladas
enzimiticamente, se han identificado cuatro tipos de canales i6nicos
dependientes de voltaje: canales de Ca2+ sensible al verapamil, canales de K+
activados por Ca2+, canal de K+ I y un canal de K+ de corriente entrante
rectificante; parece ser que éste tltimo es el uinico que se activa en condiciones
fislolégicas normales y puede ser el que esté involucrado en regular los niveles
extracelulares de K+ en Ia retina (Newman, 1985).

8, CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES A AMINOACIDOS
EXCITADORES,

El Glu es el neurotransmisor excitador mas abundante en el SNC de los
vertebrados (Cotman et al., 1987). Se ha reportado que juega un papel
importante en el desarrollo neural (Hestrin, 1992), en la plasticidad sinptica
(Collingridge y Singer, 1990), aprendizaje y memoria (Bliss y Collingridge, 1993)
y en procesos de toxicidad y enfermedades degenerativas del sistema nerviose
(Chol, 1988). Esta diversidad de funciones del Glu se debe, en gran medida, a
los diferentes tipos de receptores especificos con los que interactua.

Estudios farmacolégicos y moleculares han demostrado que los
receptores a Glu pueden clasificarse en dos grandes grupos a) receptores
fonotropicos, donde el ligando abre un canal i6nico intrinseco, el cual es una.
proteina heteromérica que puede estar compuesta por subunidades
heterogéneas y b) receptores metabotrdpicos, los cuales estan acoplados a
efectores celulares por medio de una proteina que une GTP (proteina G) (Gasic
y Hollmann, 1992}. En muchas sinapsis del SNC, Ia liberacién de Glu produce
una corriente postsinaptica excitadora con dos componentes, una corriente
rdpida y transiente, de la cual son responsables los receptores ionotrépicos no-
NMDA,‘ y una corriente lenta que decae después de varios milisegundos
inducida por los receptores NMDA; los receptores a Glu metabotrépicos
funcionan en aspectos celulares a mas largo tiempo por una via de proteinas G
y varios sistemnas de segundos mensajeros (Gasic y Hollmann, 1992) (figura 4).
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Figura 4, Analogos del 4cido glutémico.

a. RECEPTORES JONOTROPICOS

Los receptores {onotrépicos comprenden cuatro tipos definidos por sus
agonistas, receptor a NMDA, receptor a AMPA, receptor a KA y receptor a L-AP4
(Cotman e Iversen, 1987). La activacién de estos receptores da como resultado
la apertura de canales {onicos intrinsecos del receptor, que permiten el paso de
Na+, K+ y Ca?+, Las cuatro clases de receptores mencionadas han sido
caracterizadas por estudios electrofisiolégicos, bioquimicos y moleculares;
estos canales tienen diferentes propiedades con respecto a su apertura,
permeabilidad i6nica, conductancia y farmacologia (Cotman e Iversen, 1987).
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1.RECEPTOR NMDA.,

El receptor NMDA presenta una alta permeabilidad a Ca2+ y Na+, se sabe
que la despolarizacién inducida por el Glu en estos receptores esti asociada
con un incremento en la concentracién Ca2+ intracelular; el canal del receptor
NMDA esta bloqueado por Mg2+ de manera voltaje dependiente, en soluciones
libres de Mg2+, agonistas del NMDA abren canales catiénicos con una relacién
lineal corriente-voltaje y un potencial de inversién cercano a 0 mV, cuando se
agrega Mpg2+ se produce una reduccién de la corriente Inducida por NMDA, este
bloqueo se suprime cuando se despolariza la membrana (Ascher y Nowak,
1987).

El receptor NMDA presenta un sitio alostérico positivo para la Gly; bajas
concentraclones de Gly son suficientes para potenciar la respuesta a NMDA,
ademas parece ser obligatoria su presencia para la apertura del canal, lo cual
indica que es un coactivador del receptor NMDA (Ascher y Nowak, 1987). El
canal del receptor NMDA puede ser bloqueado no competitivamente por Zn2+ y
a diferencia del Mg2+, no es dependiente del voltaje, la accién del Zn2+ es
antagonizar alostéricamente la respuesta a NMDA. Las pollaminas también
regulan el canal i6nico del receptor NMDA, incrementando la unién de los
bloqueadores del canal iénico y al sitio de Gly (Lodge y Johnson, 1990).

El receptor NMDA se activa por los neurotransmisores endogenos L-Glu y
L-Asp, no se activa por AMPA ni KA (Watkins et al., 1990}, La accién del Glu
en los receptores NMDA puede ser selectivamente antagonizada de manera
competitiva por el acldo 3- {{+)-2-carboxipiperazin-4-il)-propll-1-fosfénico (CPP)
y por el D-(-)-2-amino-5-fosfonovalerato (AFV} o no competitivamente con el 7-
clorokinurenato (7-Cl-kyn) que actaa en el sitio de union a la Gly, o en el sitlo
donde se abre el canal con el (+)-5-metil-10,11- dihidro-5H-dibenzo (a.d)
ciclohepteno-5,10-iminomaleato (MK-801), que es el antagonista mas potente
del receptor NMDA que se ha reportado (Watkins y Olverman, 1987).

Los receptores NMDA se han encontrado por medio de autorradiografia
practicamente en todo el SNC, predominantemente en el telencéfalo, en el area
CA3 del hipocampo y en menor proporcion en el giro dentado (Cotman et al.,
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1987), esta distribucién sugiere que pueden jugar un papel importante en la
conducta, el aprendizaje y la memoria, ya que en estas regiones se ha
caracterizado que se llevan a cabo dichas funciones (Bliss y Collingridge, 1993).

2. RECEPTOR AMPA

Originalmente el receptor AMPA fuec llamado receptor a Quis, sin
embargo se ha demostrado que el Quis no es un ligando selectivo ya que
presenta alta afinidad por los receptores a KA y metabotrépicos (Young y Fagg,
1990). Agonistas especificos del receptor AMPA son los andlogos del acido
iboténico, como el Acido 3-hidroxi-4,5,6,7-tetrahidroxdsoxazolo [5,4-¢c]-piridina-
6~ carboxilico (5-HPCA); no se han reportado antagonistas especificos para este
receptor, sin embargo, las quinoxalinas L-6-clano-7- nitroquinoxalina-2,3-
diona (CNQX) y la 6,7-dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX) muestran una
selectiva y relativamente alta afinidad para unirse a sitios AMPA y bloquear 1a
excitacién inducida por AMPA y Quis (Watkins et al., 1990).

Los receptores a AMPA se han localizado en el SNC de una manera
paralela a la distribucién de los receptores NMDA (Cotman et al., 1987); en
rata se han encontrado principalmente en regiones del telencéfalo, con altos
niveles en el hipocampo, en las capas 1, Il y lll de la corteza cerebral, en el
estriado y cerebelo (Young y Fagg., 1990). Los receptores a AMPA estan
involucrados en el componente rapido de los potenciales postsindpticos
excitadores (Gasic y Hollmann, 1992); son selectivos para cationes
monovalentes y se pueden diferenciar de los receptores a KA en que los
receptores a AMPA se desensibilizan rapidamente, a diferencia de los de KA que
su desensibilizacion es extremadamente lenta (Barnard y Henley, 1990).

3. RECEPTOR KAINATO

Es dificil discernir entre los receptores de AMPA de los receptores de KAa
pesar de que se han identificado sitios de unién selectivos usando KA marcado
radioactivamente; sin embargo, varios investigadores sugieren que el efecto
neurofisiolégico del KA puede ser mediado por el receptor AMPA; existe
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evidencia a favor, por ejemplo, [3H]KA se une a sitios de alta y baja afinidad en
membranas de cerebro de rata, con una Kq en el rango de nanomolar, sin
embargo, se requieren concentraciones micromolares para inducir una
respuesta excitadora y a estas concentraciones el KA también interactia con el
sitio de unién a [3HJAMPA (Young y Fagg, 1990). Asimismo, los antagonistas
CNQ@X y DN@X que inhiben al receptor de KA, son inhibidores mas potentes
del receptor AMPA (Watkins et al., 1990).

Se han identificado sitlos de unién a KA de alta afinidad, los cuales son
insensibles a Quis y AMPA (Barnard y Henley, 1990). En rata presentan una
distribucién complementaria a los sitios NMDA, predominantemente en el
telencéfalo, en lugares donde la densidad de sitios NMDA es muy baja, en el
hipocampo, en la regién final de la fibra musgosa, en el estrato licido, en la
corteza cerebral en las capas V y VI, en el hipotdlamo y en el nucleo reticular
del talamo. También existen sitios de unién a KA que pueden superponerse con
sitios NMDA; en el giro dentado de la formacién hipocampal, por ejemplo, KAy
NMDA se localizan en la capa molecular interna, mientras que en el cerebelo,
ambos receptores estan en la capa granular més que en la capa melecular, por
otra parte, los sitios de unién a AMPA se encuentran en mayor namero en la
capa molecular (Cotman et al., 1987).

4. RECEPTOR L-AP4

El receptor L-AP4 fue descubierto porque el L-AP4, es un potente
antagonista de una subpoblacién de respuestas excltadoras sindpticas en la
retina (Slaughter y Miller, 1981); parece ser que ¢l L-AP4 mimetiza la accién del
transmisor enddgeno en células bipolares ON, y no bloquea la respuesta
excitadora producida por NMDA, Quis o KA en la via OFF (Young y Fagg,
1990). Se sugiere que el recetor L-AP4 en esas células actua via proteina G
incrementando la hidrélists de GMPe, lo cual permite la actlvacién de canales
que dan una corrriente entrante (Gasic y Hollman, 1992).

Un sitio de unién especifico de L-AP4 en membranas de las células
bipolares no ha sido identificade, sin embargo, un sitio de unién a Glu
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dependiente de Cl- parece ser el receptor L-AP4 {Young y Fagg, 1990} y estdn
localizados presindpticamente; aunque no se han ldentificado agonistas y
antagonistas especificos para este tipo de receptor, sus agonistas son el L-AP4,
el L-Glu y la L-D-fosfoserina y su efecto no es antagonizado totalmente por
CNQX (Watkins et al., 1990},

b. RECEPTORES METABOTROPICOS

Los receptores metabotropicos estan acoplados a una proteina G ¥
generan cascadas de segundos mensajeros, en algunos casos estimulan la
hidrélisis de fosfatidil inositol, para la formacion de 1Ps y DG (Berridge, 1984} o
blen activan o inhiben a la adenilato ciclasa, enzima responsable de la
formacion de AMPc (Pleroni et al., 1993}

Los receptores metabotrépicos a Glu forman una familia con una
secuencia altamente conservada; todos .ellos poseen slete segmentos
transmembranales con el extremo N-terminal extracelular (Tanabe et al.,
1992}, Pueden ser estudiados e identificados por medio de un agonista selectivo
de receptores acoplados a la hidrélists de fosfaditil inositol, el dcido trans-1-
amino-clelopentil-1,3-dicarboxilico (tACPD) (Palmer, 1989), y de manera no tan
selectiva por el Quis y el L-Glu pero no por AMPA {Schoepp et al., 1990); el
efecto inducido puede ser antagonizado por ‘el L-AP4, el L-2-amino-3-
fosfonoproplonato (AP3); el acido 2-amino-5-fosfonopentanoico (APS), por otra
parte, se ha reportado que su estimulacién puede inhibir el efecto de la
activacion por el NMDA {Schoepp et al., 1990).

6. BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS RECEPTORES A AMINOACIDOS
EXCITADORES
a. BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS RECEPTORES IONOTROPICOS
1, RECEPTORES NMDA .

La primera secuencia que codifica para una subunidad que constituye al
receptor NMDA, NMDA-R1, fue clonada a partir de una biblioteca de DNAc de
cerebro anterlor de rata y caracterizada en ovocitos de Xenopus (Moriyoshi et
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al., 1991); otras cuatro secuenclas que codifican para cuatro subunidades de
este receptor (NMDA-R24, B, C, D) fueron clonadas con base en su homologia
con NMDA-R1 y haclendo oligos por media de la técnica de amplificacién por Ia
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Monyer et al., 1992, Wisden y
Seeburg, 1993). La expresién de NMDA-R1 en ovocitos de Xenopus demostré
que este canal homo-oligomérico presenta muchas de las propiedades del
receptor nativo NMDA (Nakanishi et al., 1992), Sin embargo, existe evidencia
que el receptor a NMDA nativo €s un canal heteromérico, esto se ha dilucidado
mediante la coexpresién de la subunidad NMDA-R1 con miembros de la familia
de la subunidad NMDA-R2 (Monyer et al., 1992); se ha visto que 1a eficiencia
de ensamblaje de las subunidades dentro de los canales heteroméricos
funclonales es mayor, la corrlente que se expresa es cien veces mayor que en
los ovocitos donde sélo se expresaron receptores homo-oligoméricos NMDA-R1
y las propledades de modulacién del heterémero esta particularmente en la
subunidad NMDA-R2, donde se incluye el fuerte bloqueo por Mg2+, sensibilidad .
a Gly y la cinética de apertura del canal (Wisden y Seeburg, 1993). La
permeabilidad del canal del receptor NMDA se encuentra en el residuo de
asparagina del segmento transmembranal 2 (TM2) de NMDA-R1 y de NMDA-R2
{Bumashev et al., 1992); En la subunidad NMDA-R1 la sustitucién del residuo
de asparagina por una glutamina decrece la permeabilidad a Ca2+, mientras
que la misma sustitucién en la subunidad NMDA-R2 reduce fuertemente el
bloqueo por Mg2+ (Sakurada et al,, 1993).

La estructura propuesta para el receptor NMDA con base a todos los
estudios moleculares que se han hecho, y por analogia con otros canales
16nicos sensibles a ligando, se propone que este receptor posea un dominio
N-terminal extracelular donde se une el ligando, seguido de cuatro dominlos
transmembranales y un dominio C-terminal extracelular; el dominlo
transmembranal TM2 formaria el poro del canal del receptor, donde el residuo
de asparagina presente en TM2 es Importante para la selectividad lénica
{Nakanishi et al., 1992}, presenta un dominio intracelular que contienen la
secuencia consenso comun para una proteina cinasa dependiente de
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Ca2?+/calmodulina (PKCa2+/CaM), asi como de una proteina cinasa C (PKC), el
dominio N-terminal extracelular contlene 10 sitios posibles de glicosilacion
(Karp et al., 1993),

Se propone que el receptor NMDA funcional consiste de la subunidad
NMDA-R1 y de al menos una subunidad NMDA-R2; la subunidad NMDA-R1 se
ha encontrado practicamente en todas las neuronas, mientras que la
subunidad NMDA-R2 se expresa de manera especiflca en diferentes partes del
SNC (Monyer et al., 1992); ¥ es la que da las propledades especificas para cada
subtipo de canal del receptor NMDA. Se han encontrado al menos siete formas
(NMDA-R1A-NMDA-RIG) de la subunidad NMDA-RI expresadas per ediclén
alternativa de manera especifica: todas estas isoformas fueron capaces de
inducir una corriente entrante en respuesta a la aplicacién de 100 pM de
NMDA en un medio lbre de Mg2+ y con 10 pM de Gly (Durand et al., 1992,
Sugihara et al., 1992); las diferencias de las secuencias se encucntran
principalmente en el dominio extracelular amino terminal y en la porclén
hidrofébica del amino terminal, lo que le podria dar las diferentes
sensibilidades a agonistas y antagonistas, asf las diferencias en las propiedades
alostéricas del receptor (Wisden y Seeburg, 1993). Reclentemente, el grupo de
Nakanishi (1993) ha clonado la secuencla que codifica para la subunidad
NMDA-R1 del receptor NMDA de humano, la cual presenta una homologia
mayor de un 90% con respecto a la subunidad NMDA-R1 de rata, y sus
caracteristicas electrofisiologicas y bioquimicas al expresarlo en ovocitos de
Xenopus son muy similares a las descritas para el receptor NMDA-R1 de rata; el
gene gue codifica para el receptor NMDA-R1 de humano ha sido localizado en
el cromosoma 9 en su reglon q34.3 (Karp et al., 1993).

2. RECEPTORES NO-NMDA

Desde que Hollmann y coiaboradores (19689) clonaron la primera
secuencia que codifica para una subunidad del receptor AMPA/KA (Hollmann
et al., 1989), una familia de subunidades relacionadas que forman un complejo
canal-receptor AMPA/KA han sido identificadas por hibridizacién cruzada y por
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técnicas de amplificacién del DNA como la PCR (Nakanishi, 1992). Es un poco
dificil lograr separar a los receptores a AMPA de los receptores a KA, ya que
muchas veces les dos agonistas son capaces de induclr una respuesta en un
mismo receptor. Sin embargo, se han categorizado como receptores diferentes
ya que existen sitios de unién de alta afinidad para KA y para AMPA, con una
distribucién anatémica diferente {Gasic y Hollman, 1992).

Las subunidades de los receptores no-NMDA pueden ser subclasificados
en tres grupos: el primero consiste de 4 subunidades (GluR1-4), que muestran
una alta afinidad por AMPA, mientras quec los otros dos grupos son dos
difrentes formas de subunidades selectivas para KA (GIuR5-7 y KA-1 y KA-2)
(Nakanishi, 1992).

i. Receptor AMPA

En 1989, el grupo de Heinemann clond, per primera vez, una secuencia
que codifica para un subtipo de receptor a Glu de una biblioteca de DNAc de
cerebro anterlor de rata; al expresarlo en ovocitos de Xenopus, se encontré un
receptor funclonal con las propiedades farmacoldgicas del subtipo AMPA/KA,
que no se desensibiliza en presencia de su agonista por tiempos prolongados
(Hollemann, 1989). Analizando 1a secuencia del DNAc se puede predecir una
estructura similar a otros receptores fonotropicos sensibles a ligando. con el
dominio N-terminal extracelular con 6 posibles sitios de glicosilacion, cuatro
dominlos transmembranales, donde ¢l TM2 formaria el canal iénico del
receptor, en la regién intracelular que se locallza entre los segmentos TM3 y
TM4 pose varias sccuencias consenso de regulacién por fosforilacion
(Nakanishi, 1992) y el extremo C-terminal extracelular; este receptor se localizé
en rata de manera abundantc en corteza cerebral, cerebelo e hipocampo
{Hollemann, 1989).

Se han clonado otras tres secuencias que codifican para otras
subunidades del receptor lonotrépico de alta afinidad a AMPA por tres grupos
independientes: GluR1-4 para el grupo de Heinemann, GluRA-D para Seeburgy
GluRK1- GluRK4 para Nakanishi {Boulter et al., 1990, Kelnfimen, 1990 y
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Nakanighi et al., 1990). Todas ellas han sido aisladas de DNAc de cerebro de
rata y al expresarlos en ovocltos de Xenopus son receptores homoméricos
funclonales, que se activan por AMPA, Quis y en menor proporcién por KA,
pero no se activan con NMDA, lo que indica que es un receptor tipo no NMDA
(Wisden y Seeburg, 1993).

Las subunidades GluR1-4 presentan una estructura muy similar entre
ellas y con otras subunidades clonadas de receptores fonotréplcos sensibles a
ligando (Nakanishi, 1982), tienen un peso molccular aproximado de 98 Kd y
estan constituidas de aproximadamente 860 a 880 aminodcidos {Gasic y
Hollmann, 1992).

La coexpresion de pares heterogéneos de subunidades delreceptor
ionotrépico tipo AMPA, da como resultado un receptor con propiedades en la
conductancia que difiere de aquellas cuando son expresadas de manera
independiente, y que se parece mucho mas a las propicdades eletrofisiolégicas
expresadas en el receptor nativo, lo que sugiere que el receptor AMPA sea
heteromérico (Nakanishi et al., 1990). Cuande se expresan las subunidades
GluR1 con GIuR3 en ovocitos de Xenopus en una solucién Ringer normal, se
presenta una corriente entrante rectificante, que no se presenta cuando se
expresa GluR2 con cualquiera de ellas, lo que suglere que la subunidad GluR2
domina las propiedades de flujo iénico del receptor (Nakanishi et al., 1990,
Wusden y Seeburg, 1993). En una solucién Ringer normal todes las GluR
presentan una corriente entrante de Na+ y una corriente salientec cuando existe
un potencial de membrana positivo. lo que Indica que se trata de un flujo de
K+: en una solucién libre de Nat y K+, pero adicionada con Ca2+, GluR1, GluR3
y GluR1+R3 presentan una corriente entrante significativa, cuando es inducida
por AMPA, Quis, KA y domoato, mientras que, GluR2+R1 ¢ R3 esta corriente
fue eliminada, lo que suglere que GluRl y GluR3 son permeables a Ca2+
{Hollman et al., 1991). Esto se apoya en el hecho de que. en glla de Bergmann
se ha descrito un flujo de Ca?+ al ser estimulado por AMPA y mediante
hibridacion in situ se identiflcaron las subunidades GluR1 y GluR4 pero no
GluR2 (Wisden y Seeburg, 1993). Asl mismo, en glia de Bergmann y en glia de
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Milller, por medio de de hibridizacién con oliges especificos de GluR1-4 se
identificarén las subunidades GluR1, GluR3 y GluR4 pero no se detecté sedial
de GluR2 (Lipez et al.,, 1994).

Se sugiere que en el segmento transmembranal TM2 se encuentra la
selectividad i6nica del canal del receptor. Se ha identificado un sitio llamado
Q/R responsable de esta actividad, y corresponde a una glutamina en las
subunidades GluR1, R3 y R4 en las posiciones 582, 590 y 587 respectivamente,
Y una arginina en el sitio equivalente 586, en la subunidad GluR2 (Verdoorn et
al., 1891). Por medio de mutagénesis dirigida, en la subunidad GiuR2 se
cambié la arginina por una glutamina, y se observé que en respuesta a KA
present6 una corriente entrante de Ca2+, lo que dio pauta para proponer que la
permeabilidad al Ca2+ esta dada por un aminodcido en una posicién
sumamente conservada (Hume, 1991). Cuando se anailizd et DNA genémico que
codifica para el segmento TM2 de la subunidad GluR2, no se encontré el codon
para la arginina, sino que estaba presente el de la glutamina; sin embargo, con
excepetén del camblo de una arginina por glutamina, la secuencia del exén es
igual al DNAc de GluR2, lo que sugiere que el cambic de glutamina por
arginina se genera post-transcripcionalmente por edicion del RNA (Sommer et
al., 1991)

Adicionalmente a la familia de receptores de alta afinidad a AMPA,
GluR1-4, cada uno de los receptores existe en dos formas moleculares que
difieren en su secuencia por la Insercién de un segmento que precede a la
regién transmembranal cercana al carboxilo terminal, lo que les da las dos
versiones llamadas flip y flop, ese segmento de 115 pares de bases (pb) se da a
través del uso alternativo de dos secuencias exdnicas presentes en el transcrito
primario de los genes de ¢sta familia (Sommer et al.,, 1990). Las formas flip y
flop difieren un poco en su respuesta a L-Glu y a AMPA en relacion al KA, con
respecto a la corriente inducida por el ligando y no por la unién del ligando al
receptor; mientras que en células que expresan la versién flip, a soluciones
saturadas de KA y L-Glu provocan corrientes con amplitudes similares, en las
versiones flop, el KA provoca corientes mucho mayores que aquellas producldas
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por L-Glu; estas observaciones conflrman que tanto AMPA como KA actuén
sobre un receptor comtiin, y que dependiendo del tipo de subunidades que
conforman el receptor, éste tendra una afinidad y una conductancia diferente
(Sommer et al., 1990).

La expresion de las diferentes subunidades dentro del SNC difieren un
poco, no sélo anatémicamente sino que también durante el desarrollo (Monyer
et al., 1991), Los RNA mensajeros (RNAms) de las subunidades GluR1-4 han
sido detectados en el cerebro de embrién de rata, siendo la mas abundante
GIuR2; en estado posnatal es mucho mas abundante el RNAm de la versién flip
en corteza e hipecampo (giro dentado, CAl y CA3), mientras que los RNAms de
las versiones flop se detectan en etapas posteriores a la etapa posnatal en el
cerebelo; ambas versiones estan presentes durante todo el desarrollo ¢
incrementan gradualmente durante la maduracion del organismo (Monyer et
al., 1991). En rata, GluR2 se encuentra uniformemente en todas las capas de
la corteza, mientras que GluR1 y GIuR3 en las capas Il y IV, en la capade las
células plramidales del giro dentado y GluR4 se localiza en corteza entorrinal,
en CAl y piro dentado, todas las subunidades estan presentes en la formacién
hipocampal {Keininen et al., 1990).

Los genes que codiflcan para las subunidades del receptor {onotrépico
AMPA de humano, GluR1-4, han sido localizados en los cromosomas 5q32-33,
4q32-33, Xq25-26 y 11q22-23 respectivamente (McNamara et al., 1992).

El grupo de Mishina ha clonado de una biblioteca de DNAc¢ de cerebro
anterlor de ratén, secuencias que codifican para toda una familla de
subunidades de los receptores lonotrépicos del tipo no- NMDA, todas ellas con
una estructura similar a otras subunidades de este tipo de receptor. Las

subunidades «l y o2 correspoenden a las subunidades GluRl y GluR2
respectivamente, p2 a GIuR6, y y2 y 61 forman un cada una un grupo

diferente ya que su homologia con otras subunidades descritas es muy baja
(Yamazaki et al,, 1992).
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i, Receptor a kainato

La primera proteina que une KA (KBP) con baja afinidad fue aislada de
cerebelo de pollo, y es insensible a Quis y NMDA (Gregor et al., 1988); por
medio de anticuerpos monoclonales sélo se localiz6 en la membrana de la glia
de Bergmann (Somogyl et al., 1990). La estructura de la KBP propuesta con
base a su DNAc, es que es un solo polipéptido, de un peso de 49 Kd con 4
dominios transmembranales, presenta sitios posibles de fosforilacion en el
dominio intramembranal (Gregor et al., 1989), de hecho la KBP in vitro ¢s
fosforilada por una proteina cinasa dependiente de AMPc {PKA) (Ortega y
Teichberg, 1990); por las caracteristicas antes mencionadas existe la
posibilidad de que esta proteina pueda formar parte de un canal idnico y puede
ser una subunidad de un receptor a Glu tipo KA (Gregor et al., 1989). Sin
embargo, cuando se expresden ovocitos de Xenopus no se encontrd respuesta
fisiologica.

Por otra parte Hampson y Wenthold (1988}, purificaron una KBP de
cerebro de rana de un peso molecular 48 Kd, con una estructura similar a la
KBP en cerebelo de pollo, y al igual que esta ultima, cuando se expresa en
células COS-7, no forma un canal funcional (Wada et al., 1989).

La subunidad del receptor a Glu de tipo ionotrépico KA-1, se aislé de
una biblioteca de DNAc de cerebro de rata. KA-1 tiene un peso molecular de
105.2 Kd y es un polipéptido de 936 aminoacidos (Werner ¢t al., 1981); tlene
una secuencia de aminoicidos similar en un 53% a las subunidades GluR1-4,
y de un 37% de similitud con KBP de pollo y la KBP de rana, sobre todo en la
mitad de la secuencla hacia el extreno C-terminal. Por su baja homologia con
los grupos antes mencionados se les asigné un grupo aparte. El andlisis del
DNAc suglere que la estructura de la proteina, tlene cuatro dominios
transmembranales, con el extremo N-terminal extracelular con secuenclas
consenso de N-glicosllacién. KA-1 no muestra union a AMPA y la unién a KA
es reversible y saturable y aunque tamblén responde en menor medida a Quis y
a Glu, se le ha designado como un receptor de alta aflnidad a KA. Por medio de
hibridacién in situ en rata, KA-1 se localizd en la region CA3 del hipocampo, en
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las capas 1I, Vy V1 de la corteza cerebral y en las células de Purkinje del
cerebelo (Werner et al., 1991).

Otra subunjdad que une KA con una alta afinidad, fue clonada de
cerebro de rata y es la llamada KA-2, cuando se expresé en ovocitos de Xenopus
el homdmero no genera un canal sensible al agonista, pero al coexpresarlo con
las subunidades GluR5 o GIuR6 fue posible observar una corriente iénica
entrante, diferente a la gue se observa cuando se expresan las subunidades de
manera independiente; cuando se coexpresan KA-2 y GluR6 el AMPA es capaz
de inducir una corriente no desensibilizante (Herb et al., 1992). KA-2 es una
proteina de 109 Kd, con un 68% de identidad con KA-1 y un 42% de homologia
con GluR5 o GluRS, tlene una afinidad mayor por KA y en menor proporclén
por Quis, domoato y Giu, no es sensible a AMPA; en rata se ha localizado en
las capas 1i/111 y V/V1 de corteza cerebral, en el complejo hipocampal y en la
capa granular del cerebelo (Herb et al., 1992).

El otro grupe de subunidades de los receptores que unen KA con una
alta afinidad, lo forman las subunidades GluR5-7, todas ellas fueron atsladas
de DNAc de cerebro de rata, y tienen una estructura muy similar, el extremo N-
terminal en {a regién extracelular, con varios sitios consenso de N-
glucosilacién, seguidos por cuatro segmentos transmenbranales (Nakanishi,
1992).

La subunidad GiluR5 tlene un 40% de homologia con las subunidades
AMPA/KA GluR!1-4, forma un canal iénico homomérico funcional en ovocitos
de Xenopus que responde muy débilmente a Glu y que se desensibiliza muy
réapidamente en presencia del agonista. El DNAc de GIuR5 tiene una secuencia
altamente conservada, en la mitad del extremo N-terminal tiene una secuencia
altamente hidrofdbica y se propone que se podria expander en la membrana. Es
un polipéptido de 830 aminoacidos y tiene un peso de 100.9 Kd. Se expresa en
corteza cerebelar, hipocampo, ganglio de Ia raiz dorsal y en retina (Bettler et
al., 1990). El gen humano que codifica para la subunidad GluR5 ha sido
identificado en el cromosoma 21 en la region q21.1-22.1 {Eubanks et al., 1993].

El DNAc de la subunidad GluR6 al ser expresado en ovocitos, presenté
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un canal funcional con una alta aflnidad por KA, y con propiedades similares a
las de GluR5. Es un polipéptido de 884 aminoacidos y de un peso molecular de
96.2 Kd, posee un 40% de homologia con las subunidades GluR1-4 y con
GIuR5 una homologia de un 80%. Por medio de hibridacién in sifu en rata, se
ha identificado en el l6bulo olfatorio, en la corteza piriforme, en el giro dentado
del hipocampo y en la capa de células granulares del cerebelo (Egebjerg et al.,
1991). GluR5 y GluR6 tienen dos formas, la diferencia radica en el dominio
transmembranal TM2, que por edicion de RNA puede presentar una arginina o
una glutamina en el sitio Q/R, lo que le da diferentes propledades en la
selectividad i6nica del canal. También, se han identficado dos residuos en el
dominio transmembranal TM1 de GluR6 que pueden ser alterados por ediclén
de RNA (Gasic y Hollman, 1992).

Por 1ultimo, el grupo de Heinemann también clond la secuencia que
codifica para la subunidad GluR7; GluR7 tiene un 75% de homologia con
GIuRS y GluRS, es un polipéptido de 88 aminoacidos y de un peso molecular de .
100 Kd. En membranas de células de HeLa transfectadas con el plasmido que
expresa a GIuR? se obsevd que la unién de [3H] KA es especifica y saturable.
Cuando se expresd en ovocitas de Xenopus, forma un canal homomérico
funcional, con una rapida desensibilizacién en presencia del agonista y
presenta una alta actividad con domoato y KA, en menor proporcién a L-Glu y
Quis y no presenta actividad con AMPA (Bettler ct al., 1992). Se sabe que el
aminoacido responsable de la permeabilidad del canal de los receptores GluR2,
GIuR5 y GluR6 es una arginina en el segmento transmembranal TM2 en el
sitio Q/R, generada de manera postranscripcional por edicién del RNA
(Sommer et al., 1991), mientras que GluR7 presenta una glutamina en ese sitio
{Bettler et al., 1992).

b. BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS RECEPTORES METABOTROPICOS

Por medio de técnicas de hibridizacién cruzada y PCR, se han clonado al
menos 6 secuencias que codifican para 6 subtipos de receptores metabotrépicos
a Glu (mGIuR1-6) (Nakanish{, 1992).
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Segan su secuencia y por el Hpo de efector que induce, los receptores
metabotrépicos pueden ser divididos en tres grupos:

Grupo 1: que incluye a mGluRlg, mGirR1l y mGIuR5. Su activacién

estimula la formacién de IP3 y son activados por Quis>Gluz
ibotenato>tACPD, son poco sensibles a la toxina pertusis.

Grupo 2: mGluR2 y mGIluR3, su activacion induce un decremento en los
niveles Intracelulares de AMPc; son activados por
Glu=tACPD>ibotenato>Quis.

Grupo 3: mGluR4 y mGluRS, su activaclon inhibe la acumulactén de AMPe
inducida por forskolina, son activados preferencialmente por
AP4>Glu>>tACPD. (Nakanishi, 1992, Tanabe et al., 1993).

La primera secuenica clonada que codifica para un receptor
metabotrépico (mGluR1a) se obtuvé de una biblloteca de DNAc de cerebelo de
rata y se clond por medio de un ensayo de expresién en ovocitos de Xenopus
(Masu et al., 1991). Su activaclén induce la forinacién de 1P; y la mobilizacion

de Ca2+, es pocec sensible a la toxina pertusis, y se activa preferentemente por
Quis, Glu, ibotenato y tACPD (Masu, et al,,1991); por medio de hibridizacién in
sftu en rata se han identificado en células de Purkinje del cerebelo, en el bulbo
olfatorio, células granulares del giro dentado, células piramidales de las
regiones CA2 y CA4 del hipocampo y en neuronas del tAlamo (Shigemoto et al..
1992).

Se ha aislado una forma alternativa de mGluR1, la mGluR1g, generada

como resultado de la insercién de un segmento de DNA que contiene un coddén
de terminacién en la regién que sigue del altimo segmento transmembranal
(Pickering et al., 1993},

Los tres receptores mGluR2-mGluR4 fueron aislados de una biblioteca de
DNAc de cerebro de rata por medio de hibridizacién cruzada con el DNAc de
mGluR1 (Tanabe et al., 1992). Las secuencias de aminoacidos de los mGluR2-
4, estdn compuestas de 872, 879 y 912 reslducs de aminoacidos y las proteinas
tienen un peso molecular de 95,77, 98.96 y 101.81 Kd respectivamente; todos
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ellos conservan entre si una homologia de un 40% en la secuencia de sus
aminodcidos; presentan residuos de cisteina altamente conservados en el
dominio N-terminal extracelular, en 1a regidn extracelular entre el primero y
segundo segmento transmembranal y en el quinto y sexto segmento
transmembranal, lo que sugiere que los residuos de cisteina son tmportantes
en la formacién estructural de Ios mGluRs; poseen secuencias consenso de
N-glicosilacién en el exiremo amino terminal y muchos residuos de serina y
treonina para posible regulacién por fosforilacién en el extremo C-terminal
intracelular (Tanabe et al., 1992).

La estimulacién de los receptores mGIluR2, mGIluR3 y mGluR4 induce
una disminucién en los niveles de AMPe intracelulares. En rata mGIuR2 se
localiza en células de Golgl de cerebelo, células granulares del giro dentado,
corteza cerebral y bulbo olfatorio, la distribucién del receptor mGiuR3 es
preferentemente en corteza cerebral, nucleo reticular del tilamo, células
granulares del giro dentado y células ghiales, y mGIluR4 se localiza en células
granulares del cerebelo, neuronas del talamo y bulbo olfatorio (Tanabe, 1993).

El receptor mGIluRS fue alslado por medio de Ia técnica de PCR usando
como iniciadores secnencias conservadas de los receptores metabotrépicos a
Glu. mGIluR5 presenta una alta homologia (87%) con la secuencia de
aminoacidos de mGluR1, y esta acoplada a Ia hidrélisis de fosfatidil inositol,
se estimula por Quis>L- Glu>tACPD, por hibridacién {n situ se ha localizado en
corteza cerebral, nicleo olfatorio anterior y en el estriado, hipocampo y talamo
de rata (Abe et al., 1992). mGluR6 se localiza predominantemente en retina, no
existe un agonista selectivo para este receptor y su activacion induce una
disminucién en la concentracién de AMPc intracelular (Nakanishd, 1992).

7. EFECTOS A LARGO PLAZO POR LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES
A AMINO ACIDOS EXCITADORES,

La activacién de los receptores a neurotransmisores no sélo produce
cambios a corto plazo en las células del SNC, sino también por medio de la
acclén de segundos mensajeros, puede dar lugar a eventos a largo plazo que
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alteran el fenotipo celular. Poco se sabe al respecto, sin embargo, muchos
investigadores se han dedicado a investigar el papel de clertos protoc-oncogenes
_ inducibles que se expresan tempranamente y que sus productos son factores de
transeripelén necesarios para la activacién de otros genes tardios (Morgan y
Curran, 1991),

a, GENES TEMPRANOS Y FACTORES DE TRANSCRIPCION

Muchos de los proto-ontogenes celulares descritos actuan en varios
procesos celulares. Los productos de los proto-oncogenes fos y jun (Fos y Jun
respectivamente), son factores de transcripcion que pueden ser inducibles por
senales extracelulares y que regulan la expresion de genes blancos selectivos,
convirtiendo sefiales de corto plazo en respuestas a largo plazo (Curran, 1988).

El proto-oncogen c-fos se describié primero como el oncogen codificado
por el virus de osteosarcoma Finkel-Biskis-Jinkins de ratén (FBJ-MSV), posee
varios elementos que regulan su expresion, que se localizan hacia arriba de la
regién 5' del gene y comprende al elemento responsivo a suero (SRE) a -310 que
funciona como un elemento activador inducible y une una proteina nuclear de
67 kDa llamada factor responsivo a suero {SRF) (Morgan y Curran, 19381). Otro
elemento que regula la expresion de c-fos se localiza a -60 y es el elemento
responsivo a AMP¢ (CRE), al cual se le une una proteina que se une une al
elemento responsivo a AMPc (CREB), 1a cual se activa por una PKCa2+/CaM
(Morgan et al., 1991). c-fos codifica para una proteina de 62 kD llamada Fos,
que funciona como un activador de la expresion de genes (Curran, 1988).

El prote-oncogen cijun fue identificado como el oncogen de virus de
sarcoma de ave 17 (ASV-17) y tlene una alta homologia (44%) en la regién C-
terminal con la secuencia de aminoicldos de la proteina activadora
transcripcional GCN4 de levadura (Bohmann et al., 1987). Codifica para la
proteina Jun de 40 Kd que es capaz de formar homodimeros y unirse al DNA.
El gen c-jun consiste de un solo exén y tiene varlos elementos en la regién 5'
que regula su expresién: un elemento parecido a la caja TATA, la caja CAAT y
un sitlo de unién AP-1 entre estos dos elementos, 10 que suglere que jun regula
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su propfa transcripcidn, en la region 3' contlene varios polt {A) y secuencias
ATTTA que indican que su RNAm de jun tiene una vida media corta (Vogt y Bos,
1989). Existe toda una familia de Jun, en la que se incluye jun B y jun D que
tienen una aita homologia con cjun en el dominio activador de la transeripeién
¥ en el dominio de unién al DNA y pueden formar homodimeros capaces de
unirse de manera funcional a 1a secuenica AP-1 det DNA (Vogt y Bos, 1989).

Fos y Jun funcionan directamente como reguladores de la transcripelon
al formar la proteina activadora 1 (AP-1) (Morgan y Curran, 1991). La secuencia
consenso AP-1 TGACTCA se encuentra simétricamente en el DNA, lo que
suglere que las proteinas que se unen a efla lo hagan en forma de dimeros.
Pueden formarse heterodimeros Fos-Jun, o bien heterodimeros con otros
miembros de la familla de jun (jJun B y jun D), también se pueden formar
homodimeros de Jun que son funcionales no asi los homodimeros de Fos (Vogt
¥ Bus, 1989). Por otra parte se sabe que Jun es capaz de formar heterodimeros
con algunos miembros de la familia de CREB (CRE-BP1), sin embargo, no se
ha visto que sean capaces de inducir la transcripeion, ademds de que se unen
preferenclalmente a la secuencia consenso de CRE (TGAGCTCA) que a la de AP-
1 {Benbrook y Jones, 1990). Todas estas proteinas poseen una secuencla
altamente conservada que les permite Interactuar entre ellas formando el
llamado cierre de leucinas {Lamb y McKnight, 1990).

Los clerres de leucina son a-hélices anfipaticas orientadas paralelamente
¥ que contienen 4 6 5 leucinas en un intervalo de cada siete residuos. La
dimerizacion es mediada por interaciones hidrofébicas entre las cadenas de
leucinas de los dominios de las dos proteinas (Lamb y McKnight, 1991).
Adyacente a la region N-terminal del dominio del cierre, existen regiones
basicas altamente conservadas que se propone, sean las que Interactiian
directamente con el DNA activando genes que posean en su promotor la
secuencia consenso AP-1 (Morgan y Curran, 1991).
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b. SEGUNDOS MENSAJEROS Y ACTIVACION DE GENES TEMPRANOS
MEDIADOS POR LA ACTIVACION DE RECEPTORES A GLUTAMATO

Varios estudios han probade la existencia de vias de segundos
mensajeros que incrementan la concentracién intracelular de Ca2+y que estan
involucradas en la activacion de los genes tempranos (Morgan y Curran, 1991).
Al menos tres sistemas distintos pueden actlvar a c-fos, PKC, PKA y por
PKCa?+/CaM).

La PKC es una proteina cinasa que fosforila en serina o treonina y su
activacién depende del segundo mensajero DG compuesto derivado de la
hidrolisis de fosfatidil inositol-4,5 bifosfato (PIPy) (Berridge, 1984) y de Ca2+

(Bell, 1984). La PKA es un tetramero compuesto de dos subunidades cataliticas
y dos subunidades reguladoras y una vez que es activado por AMPc es capaz
entonces de fosforilar a sus sustratos en residuos de serina y treonina (Nairn et
al., 1985). El AMPc se forma a partir de ATP por medio de la enzima adenilato
ciclasa, la cual es activada por una proteina G que transduce la sefnal que le
llega via un receptor que se localiza en la membrana celular (Pieroni et al.,
1993). Existe una gran variedad de proteinas cinasa cuya activacion depende de
Ca2+ y de CaM, la CaM cinasa II, que es una proteina cinasa multifuncional y
que es la mejor caracterizada, y otras CaM cinasa la, Iby IV que aunque estin
menos caracterizadas, también son capaces de fosforilar multiples sustratos
(Nairn et al., 1985, Schulman, 1993).

Se ha descrito que la activacién de receptores a Glu induce la
transcripeidn de genes tempranos {(Sonnenberg et al., 1989). La activacién de
receptores a Glu tipo ionotrépicos, NMDA y KA induce un aumento en la
transcripeién de c-fos, poco se sabe de la via entre la activacién del receptor y
la expresién de los genes tempranos, sin embargo, lo que se sabe es que al
activarse estos receptores existe un aumento en los niveles intracelulares de
calcio, ya sea que el i6n sea de origen extracelular o liberado de pozas
intracelulares (Penner et al, 1993), y por los resultados de estudios biogimicas
se propone que para el caso del receptor NMDA existe una estimulacién de la
actividad de la fosfolipasa Az (PLA2) que da como resultade un aumento en los
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niveles intracelulares de protaglandinas (Piomelll, 1993), que incrementan la
actividad de la enzima adenilato ciclasa ya que son capaces de afectar la
actividad enddgena de GTPasa de la proteina G que activa a la adenilato
clclasa permitiendo que incremente su actividad lo que da como resultado un
aumento en los niveles de AMPc y por consigulente también aumenta la
actividad de la PKA (Nairn et al., 1985). Por otra parte, la activacién de los
receptores a KA Induce la formacién del compieja calcio-CaM que es capaz de
actlvar una forma de adenilato ciclasa (Chol ct al., 1993) y llegando a un punto
en comun con el receptor NMDA en la activacién de la PKA que como ya se
mencioneé, se ha visto que regula la transcripcién de cfos (Lerea y McNamara,
1993).

La activacién de los receptores a Glu tipo metabotrépicos induce la
transcripcién de genes tempranos, ya que aumentan la hidrélisis de
fosfolnositidos de membrana para formar [Pz que libera Ca2+ de pozas

intracelulares (Hughes y Michell, 1993}, este calcio junto cen el DG, el otro .
compuesto derivado de 1a hidrélisis de PIP; (Berridge, 1984), activan a la PKC,
cinasa que también regula la expresién de los genes tempranos (Mayer y Miller,
1990, Morgan y Curran, 1991).
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III. ANTECEDENTES

1. RECEPTORES A AAE EN LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS

Existen varlas evidenclas que apoyan el hecho de que existen receptores
a aminoacidos excitadores (AAE) en la retina de los vertebrados (Coleman et
al,, 1986). Se propone que el Glu y el Asp son los neurotransmisores endégenos
en la retina (Steward et al., 1985) ya que las células de la retina presentan
inmunorreactividad ante el Glu (Marc et al., 1990).

La activacién de receptores L-AP4 en células bipolares ON, bloquea la
respuesta a la luz en células horizontales, se propone que clerra de manera
directa canales Idnicos, ya que la resistencia de la membrana celular de estas
células incrementa cuando se adiciona L-AP4 (Slaughter y Miller, 1981},

En retina de anfibios, células bipolares y horizontales presentan una
alta sensibilidad a KA y Quis y no por NMDA; cuando se aplicé el Acido cis-2,3
plperidina descarboxilico (PDA), un antagonista no especifico de los receptores
fonotropicos a glutamato, la respuesta a la aplicacién exégena de KA de las
células horizontales asl como células bipolares de tipo OFF fue suprimida
{(Miller y Slaughter, 1986). La respuesta de las células bipolares tipo ON se
inhibe con la aplicaién de CNQX (Hensley et al., 1993). También se ha descrito
que las células amacrinas de anfiblos se despolarizan cuando se les aplica KA,
Quis y NMDA (Miller y Slaughter, 1986) y en células ganglionales ON-OFF, el
CN@X es capaz de bloquear la respuesta de estas células ante la luz (Hensley
etal,, 1993).

En células ganglionales de mamiferos, el KA induce corlentes entrantes
que se antagonizan con el 4cido kinurénico, mientras que la corrriente
inducida por el Quis no fue antagonizada por el dctdo kinurénico, sin embargo,
este antagonista es capaz de bloquear el efecto del NMDA en estas células
(Atzenman et al., 1988, Massey y Miller, 1990). Las células horizontales y las
bipolares tipo OFF poseen receptores a glutamato tipo KA, mientras que
células amacrinas poseen receptores tanto para KA como para Quis y NMDA
(Coloeman et al., 1986).
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. En retina de rata por medio de hibridizaci6n in situ, se ha visto que los 5
genes que codifican para las subunidades de los receptores ionétropicos tipo no
NMDA GluR1-5, se expresan de manera diferencial (Maller et al., 1992).
Células ganglionales expresan las subunidades GluR1-4, GluR2 y GluR4 y se
localizan en la capa nuclear interna, mientras que las células amacrinas
parecen expresar todas las subunidades {Miiller et al., 1992). En retina
también se ha visto que se expresa de manera abundante el receptor
metabotrépico mGluR6 (Nakanishi, 1992).

En la retina de pollo, se ha identiflcado sitios de union de Glu {Lépez-
Colomé, 1981), uno dependiente de sodio y sensible a la congelacién que
corresponde a un sitio de captura, y otro que es independiente de sodio, que no
es sensible a la congelacién que representa a los receptores sinapticos (Lopez-
Colomé, 1981). Estos receptores a Glu se han localizado preferenclalmente en
células amacrinas, ganglionales y células horizontales, aunque en menor
propocién en células bipolares (Lopez-Colomé y Somohano, 1984). Los
receptores a2 Glu en membranas de célutas de retina de pollo se han
caracterizado mediante la unién de un ligando marcado radioactivamente; se
han descrito receptores para Glu, Asp, KA, NMDA y Quis, su expresién y
propledades farmacolégicas varian durante los diferentes estados del desarrolllo
embrionario (Somohano et al., 1988).

2, RECEPTORES A AAE EN CELULAS DE MULLER DF LA RETINA

En membranas de células de Miiller de la retina de pollos, se
identificaron tres poblaciones de receptores a Glu, mediante ensayos de unién
de [SH] Asp: la dos primeras poblaciones de receptores con una Kb de 40y 200
nM se presentarén a 1 DIV y cuando los cultivos estaban en confluencia a los
12 DIV, s6lo se expresé la poblacién de receptores con una Kb de 200 nM junto
con otra poblacién con una Kb de 1300 nM, todos estos receptores presentan
una alta sensibilidad a AMPA (Lépez-Colomé y Romo-de-Vivar, 1991).

Se ha propuesto que las células de Miiller puedan presentar sistemas de
segundos mensajeros similares a los que poscen las neuronas y que se activen



J.Murbantidn/GluRs y Factores da Transcripcidn 43

cuando se estimulan receptores a AAE. En cultivos primarios de células de
Miiller de retina de pollos, cuando se estimulan con analogos de AAE, se
induce la acumulacitn de fosfoinositidos (Lépez-Colomé et al., 1993), tenfendo
el sigulente orden en la eficiencla L-Glu>L-Asp>NMDA>Quis=KA, el efecto es
dependiente de Ca2+ externo y de Ca?+ liberado de pozas intracelulares (Lpez-
Colomé et al,, 1983). Por medio de hibridizacién con oligonucleétidos
especificos para las subunidades GluR1-4 de los receptores a AMPA, tanto en
glia de Miiller como en glia de Bergmann, se detectaron las subunidades
GluR1, 3 y 4, pero no a la subunidad GluR2 (Lopez et al., 1994), 1o que sugiere
que ambos tipos celulares comparten caracteristicas por derivar del mismo
linaje celular ya que ambas son glia radial (Bartlett et al., 1981).

Por otra parte también en células de Miiller se ha descrito que el Glu
puede modular la conductancia a K+ por dos vias, una ripida quizas por medio
de una fosforilacién del canal de K+ y otra lenta activando receptores
metabotrépices; cuando se aplicd Quis, 1S-3R ACPD se observé un aumento en
los niveles de AMPe, no asi cuando se aplicd AMPA y KA, proponiendo que este
AMPe active a una PKA que inhiba a los canales de K+ (Schwartz, 1993).
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IV. OBJETIVO

Debide a que las células gliales de Miiller se localizan radialmente a todo
lo largo de la retina de los vertebrados (Robinson y Dreher, 1990) y entre las
células neurales de la retina exiten vias glutamaérgicas (Steward et al., 1985)
es posible que ¢l Glu interactie con receptores especificos en las células de
Milller modulando la actividad de estas células gliales y que a su vez las
células de Miiller respondan a esta estimulacién. Esto se apoya en el hecho de
que por medio de estudios bldquimicos y moleculares se han identificado
receptores especificos a Glu en cultivos primarios de células de Miiller (Lopez-
Colomé y Romo-de-Vivar, 1991, Lopez et al., 1994).

Se ha reportado que la activacién de receptores a Glu tanto ionotréplcos
como metabotrépicos inducen cambios en la actividad celular tanto a corto
como a lago plazo mediante la formacién de cascadas de segundos mensajeros
(Lépez-Colomeé et al., 1993, Schwartz, 1993) y la activacién de genes tempranos
inducibles como c-fos (Lerea y McNamara, 1993), esto trae como consecuencia
que los productos de estos genes tempranos que forman factores de
transcripeién como la proteina activadora 1 (AP-1) puedan modular la
transcripcién de otros genes tardios que tengan la secuencla consenso para
AP-1 en su promotor (Vogty Bos, 1989).

El objetivo de este trabajo fue el de identificar si la activacion de los
receptores a Glu en células gliales de Muiller es capaz de inducir la formacion
de factores de transcripcion (AP-1) via especifica, al igual que en los sistemas
neurales donde se ha descrito (Lerea y McNamara, 1993), y que esto nos
permita proponer qué significado puede tener el hecho de que las células de
Miiller puedan responder a estimulos neurales reflejJada en la expresién
selectiva de genes en relaclon a las interacciones sinapticas que existen en el
ambiente en que se encuentran las células de Miiller ¢n la retina.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. REACTIVOS

El [y32P] ATP (3000 Ci/mmo)) fue obtenido de New England Nuclear; el
AMPA, AP5, CNQX, 7CIKyn, CPP, KA, MK-801, NMDA y Quis fueron
comprados de Tocris Neurcamin, los sistemas de deteccién de proteinas que
unen AP-1 o CRE fueron de GIBCO, las mini columnas de Sephadex G-50 se
compraron de Boehringer y todos los demds reactivos fueron obtenidos de
Sigma.

2. CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE GLIA DE MULLER DE RETINA DE
POLLO

El método de cultivo primario de células en este trabalo se hiz6 en base a
la técnica descrita por Adler y colaboradores (1982) y modificada por Lépez-
Colomé y Romo-de-Vivar (1981},

Se usaron embriones de pollo de 7 dias. Se extrajeron las retinas
separandolas del epitelio pigmentado y se lavaron dos veces en solucién de
Hank libre de Ca2+ y Mg2+ (0.8 g NaCl, 0.04 g KCl, 0.006 g KHoPO4, 0.0125 g
NagtHPO4, 2.0 mg rojo de fenol, 0.1 g glucosa en 100 ml de agua). Después de
lavadas 1as retinas se Incubaron 20 minutos en tripsina 0.25% en solucion de
Hank a 37°C. La reaccitn enzimatica se detuvo con L-MEM (1.338 g de medio
de Dulbecco Eagle, al cual se le adicloné 0.05 g glucosa, 0.022 g de NaHCOg3,
0.025% de pentamicina, 0.025% de gentamicina en 100 ml de agua) + 1% de
albimina bovina (BSA). Las células se disoclaron mecanicamente usando una
pipeta Pasteur y se flltraron a través de una red de nylon de 50 pm, se
diluyeron en H-MEM (misma férmula de L-MEM pero con 0.22 g de NaHCO3)
sin suero. Se sembraron las células en cajas falcon de 75 cm?2, colocando el
mismo volumen de medio H-MEM con 20% de suero fetal bovino, para obtener
H-MEM con 10% de suero.

Las células de los cultivos fueron identificadas como glia de Miiller ya
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que los cultivos fueron Inmunopositivos para el anticuerpo policlonal contra
la GFAP que se une a los fllamentos intermedios de los astrocitos tipo 1y
como las retinas de los pollos no poseen astrocltos por ser retinas avasculares
(Rasmussen, 1974), la marca corresponde a la glia de Maller (Lépez-Colomé y
Romo-de-Vivar, 1991).

El medio de cultivo (H-MEM 10% suero) se cambié cada tercer dia, hasta
que los cultivos tuvieron 12 DIV tlempo al cual el cultivo estaba en
confluencia. '

A los 12 DIV al cultivo primario se le cambié el medio de cultivo por
medio H-MEM sin suero 8 horas antes de utilizarios para el ensayo. En este
mismo medio se colocaron al Glu y sus agonistas (AMPA, Quis, NMDA, KA) por
dos horas: cuando se usaron antagonistas (CPP, AP-5, CNQX, MK-801 y
7CIKyn) éstos se colocaron 30 minutos antes que los agonistas, cuando se
estimularen los cultivos con NMDA se colocé 15 minutos antes Gly a una
concentracion final de 10 pM. En los cursos temporates se aplico el agonista
por el tiempo indlcado y después el medio de cultivo se cambié por medio nuevo
sin suero, y se dejaron los cultivos hasta completar las dos horas; las
concentraciones de los agonistas y antagonistas varian en los diferentes
ensayos. Una vez que pasé el tiempo de estimulacién se procedié a hacer los
miniextractos nucleares.

3. MINIEXTRACTOS NUCLEARES

Para realizar la unién de DNA a proteinas nucleares de células de
mamifero se utilizé6 la técnica de Dignam (1983), maodificada por Schaffner
{Schreiber et al., 1989), 1a cual permite una ripida preparacién de extracto
nuclear, con una buena actividad de unién de DNA a partir de un nimero
pequeiio de células. La monocapa de células se lavd con una solucién tampén
de fosfatos salino (PBS) frio, se cosecharon adiclonando 5 ml de PBS frio y se
obtuvd el paquete celular centrifugando 5 minutos a 2000 rpm en una
centrifuga clinica; el sobrenadante se retiré y el botén se resuspendié en 400 pl
de 1a solucién tampén A fria (10 mM HEPES-HCI pH 7.9, 10 mM KCl, 1 mM
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EDTA, 1 mM EGTA, PMSF 0.1 mM, DTT 0.1 mM, 0.5 pl/ml mezcla de
inhibidores de proteasas (IP) 4 mg/ml [aprotinina, lenpeptina, pepstatinal, 1
mM NagMoOQy). La suspensi6n se pasé a un tubo eppendorf de 1.5 mi y se
mantuvo en hiele por 15 minutos, después de esto se agregaron 25 pl de una
solucién de NP-40 al 10% y se agité en un vortex violentamente por 10
segundos, La fracclén nuclear se obtuvé centrifugando la muestra anterior por
30 segundos a 15,000 rpm en frio, el sobrenadante se retiré con ayuda de una
bomba de vacio y al botén de niicleos se le afiadié 50 ul de la soluclén tampén
C fria (20 mM HEPES-HC! pH 7.9, 400 mM NacCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
PMSF 0.5 mM, 2 ul DTT 1 mM, 1 pl/ml mezcla IP 4 mg/ml, 10 mM NazMoO4).
La suspension de niicleos se agitd por 15 minutos a muy baja velocidad en frio
y terminado este tiempo el extracto nuclear se obtuvé centrifugando por 5
minutos a aproximadamente 15,000 rpm. El botén se descartd y al extracto
nuclear se le determiné la concentracién de proteina por la microtéenica de
Bradford (1976). Los extractos fueron congelados rdpidamente en nitrégeno
liquido y almacenados a -B0°C hasta su uso.

4. MARCAJE DE OLIGONUCLEOTIDOS DE DOBLE CADENA

Para el analisis in vitro de la interacelén DNA-proteina se utilizé DNA
con la secuencia consenso de unién para AP-1 TGACTCA o con la secuencia
para CRE TGACTCA marcado radioactivamente. La secuencia de los
oligonuclestidos de doble cadena (dc) fue la siguiente:

AP-1 5-GATCCTTCGTGACTCAGCGGGATCCTTCGTGACTCAGCGG-3'
3-GAAGCACTGAGTCGCCCTAGBAAGCACTGAGTCGCCCTAG-S
CRE 5-GATCTGACGCTATGACTGACGTCATGACTGACGTCATCA-3
3-ACTGCAGTACTGACTGCAGTACTGACTGCAGTAGTCTAG-5'

El oligonucleétido fue marcado en los extremos 5' por fosforilacién con
[y62PJATP con la enzima T4 polinuclestido cinasa. En un tubo eppendorf nuevo
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de 1.5 m! se adicionaron: 1 pl eligonucledtido de dc equivalente a 5 ng AP-1 o
CRE, 5 yl del tampén 5x de la polinucleétido cinasa; 10 pl [{32PIATP (10
uCi/pl), 9 Wl agua bidestilada y 1 pl T4 polinuciestido cinasa (5 unidades). La
mezcla de reaccién se incub6 por 45 minutos a 37°C: al término de este tlempo
se diluyé la mezcla agregando 24 pl de Tris-HCl 50 mM pH 7.5. El
oligonuclestido marcado se separdé del [¥32PJATP libre utilizando una mini
columna de Sephadex G-50, que previamente fue centrifugada para
compactarla (5 minutos 90 rpm en la centrifuga clinica). El eluido se vuelve a
pasar por la columna y a una alicuota de 1 pl se le determiné las cuentas por

minuto (cpm) por la técnica de Cerenkov, cbteniendo una incorporacién de un
30%.

B. ENSAYO DE RETARDO DE ENTRADA AL GEL

En este ensayo el DNA al interactuar con las proteinas nucleares
modifica su movilidad en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante, de tal
manera que se retarda la entrada del complejo {y32PJDNA -proteina al gel. Para
reducir la unién inespecifica de proteinas €l ensayo se reallzd en presencla de
poli(didC). El ensayo fue originalmente desarrollado para el analisis de
proteinas reguladoras de genes de procariontes (Fried, 1981). Brevemente, la
reaccién de unién se lleva a cabo a 4°C y la mezcla de reaccién contliene: 10 pg
de proteina del extracto nuclear, 1 ug/pl de poli(didC), 4mM de espermidina y 4
mM de MgCly, el volumen se ajusté con la solucion tampén D (20 mM HEPES
pH 7.9, 60 mM KCl, glicerol al 20%, 0.25 mM EDTA, 0.125 mM EGTA, 1 mM
DTT} considerando un volumen final de 20 pl incluyendo al DNA marcado
radioacativamente. Esta mezcla se incubd 10 minutos. Al término de este
tiempo se agregaron de 0,5-1.0 x 105 ¢cpm del DNA marcado (aproximadamente
1 ng de DNA marcado) y se contini6 la Incubacién por 10 minutos maés. Las
muestras se separaron en un gel de poliacrilamida 6% no desnaturalizante
previamente corrido 45 minutos a 100 volts. En un carrll extremo se agrego el
colorante (azul de bromofenol 0.1 % en glicerol 20 %), y posteriormente el gel
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s¢ corrié a 100 voits en 50 mM de Tris/50 mM de acido borico/1 mM EDTA
hasta que el frente del colorante recorrié mas del 80% de 1a longitud del gel.
Una vez que terminé la corrida, €l gel se fijé en etanol 10%: acético 10% por 15
minutos. El gel se seco y se expuso ante una pelicula X-Omat {Kodak).

Por ultimo, para el anilisis de los datos, las autorradiografias se pasaron
per un densitémetro (GelScan XL, Pharmacla), para medir la absorbancla de
cada uno de ellos y procesar los datos.
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VI. RESULTADOS

Con el objeto de determinar si la activacién de los receptores a Glu en
células gliales de Miller produce efectos a largo plaze por la activaclon de
proto-oncogenes, se determiné la unién de los factores de transcripcién
formados con los productos proteicos de estos genes, a sondas de DNA con las
secuencias consenso para los factores de transeripcion AP-1 y CRE.

Es de hacer notar que prévio a los tratamientos se eliminé del medio de
cultivo el suero, ya que se ha reportado que existen factores en el suero que
inducen la expresién de genes tempranos involucrados en la formacién de
factores de transcripcién (Morgan y Curran, 1991) y que pudieran interferir con
nuestros resultados,

Para tener un control positivo de nuestro sistema se estimuié a las
células de Miuiller con acetato de tetradecanoil-forbol (TPA), ya que se sabe que
el TPA es un potente inductor de genes de respuesta temprana (Lim et al.,
1989). En la figura 5 se observa que, en respuesta al tratamiento con TPA 0.1
UM, se aument6 la formacion del factor AP-1, tal como se esperaba. Asimismo
se demuestra que las células de Miiller presentan niveles basales del factor de
transcripeidon AP-1 y que la estimulacién de Glu y KA, ambos en concentracién
1 mM durante 2 horas, incrementa la formacién de AP-1.

No se observé un efecto sobre la union al DNA del factor de transcripclén
CRE en células de Miller coma resultado de la estimulacion de agonistas del
Glu. La figura 6 muestra que concentraciones 1 mM de Glu, NMDA, KA y AMPA
no inducen cambios en la formacién del factor CRE de manera significativa en
células de Miller después de dos horas de estimulacion, ademas de que las
células de Miiller poseen niveles basales de este factor de transcripeién. Como
control positivo del sistema se colocaron extractos nucleares de células de
Hela, que se conoce expresan de manera constitutiva altos niveles de factores
de transcripclén (Dignam, 1983) y efectivamente se observa una unién del
factor de transcripclén a la secuencia consenso CRE en estas células.
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Figura 5, Retardo de entrada al gel
del factor de transcripcién AP-1, en
células de Moller de retina de pollo,
medlada por la activacién de
receptores a Glu,

Figura 6. Retardo de entrada al gel
del factor de transcripcién CRE en
células de Miller de retina de pollo.
La sehal es producto de la activacién
de receptores a Glu por los diferentes
agonistas.
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El efecto del Glu en la induccién de genes tempranos que forman el
factor de transcripcién AP-1 fue dependlente de la dosis (figura 7) teniendo su
maximo efecto a una concentraclén de 1 mM.
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Figura 7. Relacitn dosis-respuesta del efecto del Glu sobre la induccién de genes
tempranos, medida como la unidn del factor AP-1 a su secuencla consenso cn ¢l DNA,
en ctlulas de Maller de retina de pollo.

La formacién del factor AP-1 mediado por la activacién de los receptores
a Glu con 1 mM del agonista, fue detectable desde los 15 minutos de
estimulacién, alcanzando su méxima respuesta a los 60 minutos y
manteniéndose constante al menos hasta los 120 minutos tlempo méximo de
estimulacién que se probd (figura 8).
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Figura 8. Curso temporal de la formacién del factor AP-1 dada por la expresién de genes
tcmprﬁmos inducidos por la activacidn de receptores a Glu en células de Miiler de retina
* de pollo.

Para peoder dilucidar que tipos de receptores a Glu en las células de
Miiller estaban involucrados en la induccién de genes tempranos, cuyos
productos forman el factor de transcripeién AP-1, se colocaron diferentes
antagonistas especiflcos que bloquean la respuesta inducida por el Glu. La
figura 9 muestra que tanto el CPP como la CNGQX a una concentracién del pM
inhiben la respuesta inducida por €l Glu, lo que sugiere que al menos dos
clases de receptores a Glu estan involucrados en la induccitn a largo plazo en
este tipo celular, receptores tipo NMDA y receptores tipo AMPA/KA.
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Figura 9, Inhibicién de la respuesta inducida por 1 mM de Glu, mediate la accién de
antagonistas especificos, CPP, L-AP3 CNQX (0. 1pM) adicionados 30 minuios antes que el
Glu, mediada como la unlén del faclor de transcripeién AP-1 a su secuencia consenso
en el DNA, en células de Maller de retina de pollo.

El KA Induce respuestas a largo plazo mediante la activacién de
receptores especificos en células de Miiller, ya que induce la transcripeion de
genes tempranos, que forman factores de transcripeién como AP-1, reflejando
como un incremento en la unién del factor AP-1 al DNA con la secuencia
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consenso para AP-1 de una forma dependiente de la dosis (figura 10), tentendo
su méximo efecto con 1mM del agonista.
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Figura 10. Efecto dependiente de la dosls de 1a actlvacién de receptores a Glu tipo
KA en células gliales de Maller, medido por la unién del factor de transcripcién
AP-1 a su secuencia consenso.

Al tratar de investigar si el AMPA inducia la formacién del factor de
transcripetén AP-1 en células de Miller, por la activacién de receptores a Glu
del tipc AMPA, no se detectd efecto alguno después de 2 horas de estimulacion
con 1 mM de AMPA, sin embargo, como se observa en la figura 11 el efecto sélo
se observé al minuto de estimulacién, lo cual suglere que los receptores a
AMPA se desensibilizan rapidamente en presencia del agonista por tiempo
prolongado.
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Figura 11, Curso temporal de 1a inducclén de genes tempranos que forman al factor de
transcripcién AP-1 mediada por 1a activacién de receptores AMPA en células de Maller de
retina de pollo,

Muchas veces es dificll distinguir a los receptores AMPA de los de KA
debido a que no existen antagonistas especificos para cada uno de ellos y
también a que ambos agonistas pueden actuar en los dos tlpos de receptores
(Watkins et al., 1990). Para poder distinguir el efecto producido sélo por los
receptores a KA, se desensibilizaron primeros los receptores a AMPA colocando
30 minutos antes de la aplicacién del KA, 100 pM de AMPA. El resultado
obtenido se muestra en la figura 12, donde se puede distinguir que la inducclén
de genes tempranos cuyos productes forman el factor de transcripeién AP-1 a
las dos horas de estimulacién con estos agonistas, fue efecto de la activacion
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unicamente de los receptores tipo KA, ademas, dicho efecto fue dependiente de
la dosis,

.
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Figura 12. Efecto dependiente de la dosis de la induccién de genes tempranos, medido
como la unidn de AP-1 a su secuencla consenso mediada por la actlvacién de los
receplores a KA.

Para comprobar que el efecto observado en las células de Miiller cuando
se les estimuldé con el AMPA y el KA correspondia a la activacién de los
receptores especificos AMPA/KA, se colocaron antagonistas especificos de los
receptores 30 minutos antes que la aplicacién del agonista, para que
bloquearan la respuesta inducida por la activaclén de estos receptores. La tabla
1 muestra que 1 pM de CNQX antagonista de los receptores AMPA/KA
disminuyé en un 50 por clento el efecto producido por la activacién dei receptor
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a KA, milentras que el CPP (10 pM) antagonistas de los receptores tipo NMDA
no tuvo efecto alguno sobre la inducién mediada por la activacién del receptor
KA, lo que sugiere que la activacién de genes tempranos que codifican para las
proteinas que forman al factor de transcripelén AP-1 cuando se estimulan con
KA, esta dado de manera especifica por 1a activacién de este tipo de receptor.,

"TABLA I

A G ONTIGSTA

A NINGUNO GLU NMDA KA QA

};_1 NINGUNO 100 182 180 132 127
A LAP3 1M 136 162 N.D. ND. N.D,
G

O CNQXO.1uM 103  N.D. 56 118 143

N 1M 100 75 120 62 N.D.
1

S CPP: 1aM 165 128 95 ND. N.D.
T - 10uM 107 N.D. 100 134 138

A

S 7CIKyn 1pM 130 N.D. 107 N.D. N.D.

Tabla 1. Formacién del factor de transcripcién AP-1 dado por Ja activaclién de genes
tempranos, inducidos por la activaclén de receptores a Glu por sus agonistas (KA,
NMDA, Quis ¥y Glu} a una concentracién 1 mM y su Inhibicién por antagonisias
especificos. N.D.= no deterrninado. Los valores representan un experimento tipico y s¢
expresan como porcentaje del control.

La figura 9 da pauta para sugerir que existe al menos otro tipo de
receptor a Glu cuya activacién induce una respuesta a largo plazo en las
células de Milller, €l receptor tipo NMDA. El efecto del NMDA en las células de
Miuller de retina de pollo fue dependlente de 1a dosis (figura 13), Induciendo en
un 250 % la formacién del factor de transcripclon AP-1 respecto al control, con
1 mM de NMDA y dos horas de estimulacion.
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Figura 13. Efecto dependlente de la dosis de la activacién de receptores a Glu tipo NMDA
en ctiulas gllales de Maller, medido como la unién del factor AP-1 a su secuencia
consenso,

Ademds, esta inducclon es especifiea por la activacion de este receptor ya
que el CPP, antagonista competitivo de los receptores NMDA, a una
concentracién de 1 pM reduce en un 52 % la respuesta inducida por el NMDA,
mientras que Ja CNQX a la misma concentracién no tiene un efecto tan
pronunciado. El receptor NMDA posee un sitio de regulacién alostérico positivo
para la Gly; al aplicar Gly 10 uM 15 minutos antes de la aplicacion del NMDA
la respuesta inducida por el NMDA se potencié en un 50 % (los datos no se
muestran) por 1o que en todos los casos se utiliz6 NMDA en presencia de Gly.
Cuando se colocé el 7 ClKyn antagonista para el sitio de la Gly a una
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concentracién de 1 ptM no se observé que tuviera un efecto en la induccién
dada por el NMPA (Tabla 1).

El quiscualato, otro andlogo del Glu se une a receptores de tipo AMPA y
a receptores metabotrépicos {Young y Fagg, 1990}, induce muy poco la
activacién de genes tempranos para la formacién del factor de transcripcion AP-
1 comparado con la induccldh dada por otros analogos del Glu (Figura 14) y no
presenta inthibicién por CPP ni por CNQX (tabla 1), lo que podria sugerir que se
tratara de la activacion del receptor tipo metabotrdpico y no lonotrépico,

250 y
.B. 200 GLU
| KA
8 150 -
o NMDA+Gly
; 100 < KA+AMPA
Quis
Bo 1 L] ¥ L]
0.0001 0.001 0.01 0.1 1

Cone,(mM}

Figura 14. Inducclén de genes tempranos, cuyos productos forman el factor de
transcripeidn AP-1 dado por la activacién de los diferentes tipos de receptores a Glu en
células de Mdlier de retina de pollo.

De la figura 9 se puede deducir que la activacion de receptores tipe
metabotrépico no es muy significativa en las células de Miiller, ya que el L-AP3
antagonista no competitivo de los receptores metabotrépicos disminuye muy
poco el efecto producido por el Glu en estas células (figura 9).

La figura 14 muestra que lé maxima Induccién de la formacion del factor
de transcripcién AP-1 en células de Miiller de retina de pollo con dos horas de
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_estimulacién en presencia de los agonistas esta dada por el Glu, y de manera
muy similar por el NMDA, sigufendo en potencia la induccién dada porel KAy
en mucho menor propocién el Quis; el AMPA induce una respuesta
aproximadamente de un 200% en las cé€lulas de Milller solo apreciable al
minuto de la estimulacién (figura 14).
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VII. DISCUSION

Las células de Miiller forman parte de la glla radial y se encuentran
localizadas a todo lo largo de la retina (Robinson y Dreher, 1890), donde se
conoce existen vias glutamatérgicas entre los ¢lementos neurales de la retina
(Steward et al., 1985}, por lo que se propone, que ese mismo Glu sea capaz de
activar receptores especificos en las células gliales adyacentes.

Por estudios previos se ha demostrado que las células de Maller poseen
receptores a aminodcidos excitadores (Lopez-Colomé y Romo-de-Vivar, 1891,
Lépez ct al., 1994), y que su activacién induce cambios a corto plazo como la
formaci6n de fosfoinositidos, cambios en los niveles intracelulares de Ca2+y
translocaclén de la PKC a membranas de células intactas (Lapez-Colomé et al.,
1993). Por otra parte, en otros tipos celulares s¢ ha descrito que la activacién
de receptores a Glu Induce cambios a largo plazo, iniciando con la activacién
de genes temparanos inducibles (Sonnenberg, 1989), como c-fosy cfun cuyos
productos proteicos forman el factores de transeripcién como AP-1 (Morgan y
Curran, 1991), que posteriormente regulan la activacién de los llamados genes
tardios si poseen en su promaotor la secuencia consenso para que se una AP-1
{Lerea y McNamara, 1993).

El objetivo de este trabajo fue investigar sl Ia’ activacién de los receptores
a Glu induce camblios a largo plazo en las células gliales de Miiller, midiendo la
formacidén de factores de transeripcién como AP-1 y CREB que son producto de
la activacién de genes tempranos, como un paso necesario para la
transcripelon de genes tardios, en la perspectiva de la relevancia que pueda
tener el hecho de que las células gliales de Miiller puedan responder a
estimulos dados por neurotransmisores y que de alguna manera modulen la
actividad sinaptica que {nvivo se presenta adyacente a las células de Miiller.

Resultados obtenidos indican que la estimulacién de las células de
Milller de retina de pollo in vitro por aminoacidos excitadores induce la trans-
cripeién de genes tempranos que forman factores de trancripcién, medido como
la unjén del complejo AP-1 o CRE formado a su secuencia consenso al DNA.
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Las secuencias eonsenso para la unién del factor de transcripcién CREB
se encuentran en la reglén reguladora de varios genes tempranos incluyendo a
c:fos (Morgan et al., 1991). Los resultados obtentdes indican que en las células
de Miller no hay una formacién significativa del factor de transcripcion CREB
(figura 6) producto de la transcripeién de genes tempranos inducidos por la
actlvaclén de receptores a Glu, por lo que se sugiere que su expresién sea
unicamente constitutiva, ya que las células de Miiler sin estimulacién
presentan niveles basales de CREB. A diferencia de los genes tempranos, cuyos
productos forman al factor de transcripcién AP-1 {figura 5) que sl son
inducibles por la activacién de receptores a Glu especiflcos en estas células.

La Induccién de genes de respuesta temprana en células de Muller fue
mediada por la activacién de receptores sensibles a L-Glu; el efecto se midio
como la unién del factor de trancripeidn AP-1 a su secuencia consenso Este
efecto fue dependiente de la dosis {fig 7), teniendo el maximo aumento del
factor de transcripcién AP-1 al estimular a las células de Mitller con 1| mM de
Glu, esta respuesta se presentd desde los 60 minutos de estimulacion y
permanecid constante hasta las dos horas (flgura 8), tiempo mdaximo de
estimulacién que se probd, debido a que s¢ ha reportado que la sintesls de las
proteinas de los genes tempranos como c-fos después de la expresién de su
RNAm tiene una vida media de dos horas (Morgan y Curran, 1991).

+ Se ha descrito que las células de Miiller a los 12 DIV, tiempo al cual los
cultivos primarios estan confluentes, presentan sitios de union especificos para
NMDA. Quis, KA y en menor proporcion a AMPA (Lopez-Colomé y Romo-de-
Vivar, 1981}, Cuando se activaron estos recepiores de las células de Miiller con
los analogos del Glu, NMDA, KA, AMPA y Quis se observé que la induceién det
factor de transeripcién AP-1 en todos los casos fue dependiente de 1a dosis; la
respuesta de las células de Miller después de dos horas de estimulacién con
los diferentes agonistas fue mayor cuando se aplico NMDA, induciendo una
respuesta similar a la que se presenté cuando se estimulé con Glu, en menor
proporeton fue la respuesta inducida con KAy el Quis practicamente no induce
respuesta (figura 14). El efecto inducido por la estimulacién de las células de
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Maller con AMPA, sélo fue detectable al minuto de la estimulacién y no a las
dos horas como en los demas casos (figura 11}, lo que suglere que estos
receptores se desensibilizan ripldamente cuando estan en presencia del
agonista por tiempo prolongado ([Jonas y Sakmann, 1992).

Es dificil distinguir a los receptores KA de los de AMPA ya que ambes
receptores no tienen antagenistas especificos y también a que ambos agonistas
pueden interactuar con los dos tipos de receptores (Watkins et al., 1990). Sin
embargo, por los resultados antes mencionados, a las dos horas de
estimulacién sélo se distingue la respuesta que corresponde a los receptores a
KA cuando se estimula con KA, ya que los recepteres a AMPA se desensibilizan
rdpidamente; para poder dilucidar sl el KA sdlo actiia con un tipo de receptor,
se colocd 30 minutos antes de la estimulacion con KA, 100 pM de AMPA con el
propésito de desensibilizar los receptores a AMPA y s6lo ver el efecto del KA
{Jonas y Sakmann, 19892}, la respuesta que se obtiene es ligeramente menor
que a la observada por la aplicacién de KA sin AMPA (fig 14), 1o que suglere que
la respuesta dada por la aplicaclén de KA, solo estd dada por la activacién de
este tipo de receptor, La inducclén de la formacién del factor de transcripeién
mediada por la activacién del receptor tipo KA disminuy6 en un 50 % con
CNQX., antagonista de los rcceptores AMPA/KA, mientras que el CPP
antagonlistas de los receptores NMDA a una concentracién de 10 uM no tlene
efecto sobre la respuesta inducida por el KA (Tabla 1), lo que sugiere que la
respuesta inducida por el KA es via un receptor especifico.

Por los resultados obtenidos, al menos otro receptor esta involucrado en
ia Induccién de genes de respuesta temprana en las células de Muiller, el
receptor tipp NMDA. El efecto del NMDA en las células de Miiller fue
dependiente de la dosis (figura 13), siendo ¢l NMDA el que induce una
respuesta mayor en relacion a los otros analogos del Glu {figura 14). La
induccién de genes temprancs mediada por el NMDA fue disminuida en un 52%
por CPP y por CN@QX de manera no especiflca, ademas cuando se aplicé el
7CIKyn, un antagonista que actda en el sitio alostérico positivo de la Gly, no
se observd que tuviera efecto alguno sobre la inducclén dada por el NMDA
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{tabla 1). En células de glia de Bergmann se describlé un receptor NMDA que
no es sensible a Gly ni a Mg2+, sin embargo, el receptor NMDA en células de
Miller si es sensible a Gly (Lopez-Colomé et al., 1993}, cuando se aplicé Gly 10
uM 15 minutos antes de la aplicacién del NMDA, la induccién de la formacién
del factor de transcripcion AP-1 fue mayor en un 50% respecto a cuando sélo se
estimulé con el NMDA. Por otra parte, se ha descrito que en células de Miiller
el NMDA induce la acumulacién de fosfoinositidos {Lopez-Colomé et al., 1993),
caracteristica que s6lo estaba descrita para receptores de tipo metahotrépico
(Nakanishi, 1992), lo que permite sugerir que el receptor NMDA en células de
Miiller posee otras caracteristicas diferentes a las descritas para el receptor
NMDA en neuronas {Ascher y Norak, 1987).

La induccion de genes tempranos que {forman el factor de transcripeién
AP-1 mediada por el Quis (agonista no selectivo de los receptores a Glu) en
células de glla de Miller estd dado por la activacion de receptores de tipo
metabotrépico y no per los de tipp AMPA, ya que la CNQX no inhibe la
respuesta inducida por el Quis. La induccién de la formacién del factor de
transcripcién AP-1 mediada por el Quis es mucho menor a la inducida por
otros analogos del Glu (figura 14), lo que podria sugerir que la activacion de los
receptores metabotropicos no es muy significativa en estas células ya que
cuando se aplicé L-AP3 un antagonista no competitivo de los recepiores
metabotrépicos practicamente no reduce la respuesta inducida por el Glu en
células de Muiller {figura 9).

El hecho de que células gliales de Miiller presenten receptores a AAE
funcionales sugiere que esas ¢¢lulas pueden participar en la modulacién de las
sinapsis entre los elementos neurales de la retina, ya que son capaces no sélo
de recibir un estimulo dado sino de responder a él. Las células de Miilier
presentan respuestas a corto y a largo plazo mediados por la activacién de
genes tempranos que forman factores de transcripcion, necesarios para la
regulacién de la expresidn de genes tardios que son los que al final van a
producir las proteinas efectoras de la respuesta.

Los resultados de este trabajo permiten Inferir que al menos tres tipos de
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receptores estin involucrados en la inducelén del factor de trancripeién AP-1,
todos ellos receptores del tipo lonotrépicos KA, NMDA Y AMPA, sobre todo la
activacién del receptor NMDA es la que tiene un efecto mayor en la inducccién
de la formacién del factor de transcripcién AP-1. Ahora lo que quedaria por
resolver es deflnir justamente la via que existe entre la activacién de un
receptor en la membrana celular hasta el micleo donde se da la trancripeion de
genes tempranos como c:fos y cjun que forman el factor de transcripcion AP-1
,» cudles son los mecanismos de segundos mensajeros involucrados en la
transmisi6n de la serial y qué tipos de proto-oncogenes se estin activando, ya
que el factor de transcripcién AP-1 puede ser formado con los productos
proteicos de diferentes miembros de la familia de Jun, incluse, sin la
participacién de la proteina Fos, ya que el homodimero de Jun es capaz de
formar un AP-1 funcional (Vogt y Bus, 1989). En cultives primarios de células
de Miiller la activacion de receptores a Glu activa cascadas de segundos
mensaferos como la de hidrélisis de fosfatidilinositol para la formacién de
fosfoinositidos como el IP3, elevaclén en los niveles Intracelulares de Ca%+y la
traslocaclén de PKC a la membrana (Lopez-Colomé et al., 1993), la activacién
de la PKC podria estimular la transcripelon de genes tempranos como a c;fos en
donde tiene un elemento responsivo a suero (SRE) al cual se une un factor
fosforilado por PKC (SREB) (Morgan y Curran, 1991).

En conclusién los resultados obtenidos en este trabajo indican que la
activacion de receptores a Glu en células gliales de Miiller de la retina, esta
ligada a la regulacion de la expresion de genes que estarian implicados en la
respuesta a largo plazo de estas células y que esto les conflera la capacidad de
modular de alguna manera la actividad sindptica de las células neurales de la
retina.,
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