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l. RESUMEN 

Las células de Müller pertenecen a la glla radial (Bartlett et al., 1981), se 
encuentran a todo lo largo de la retina de los vertebrados (Roblnson y Dreher, 

1990) y frecuentemente están en íntima asociación con las células neurales de 
la retina, donde se sabe que el glutamato (Glu) es uno de los 

neurotransmisores más Importantes (Steward et al., 1985). Las células de 
Müller presentan receptores a amtnoácldos excitadores (López-Colomé y Romo­

de-Vivar, 1991) que al ser activados forman cascadas de segundos mensajeros 
(López-Colomé et al., 1993), lo que da pauta a sugerir que pueden presentar 
respuestas a largo plazo (Vogt y Bos. 1989). Los resultados obtenidos Indican 
que la activación de los receptores a Glu del tipo lonotróplco en células gllales 

de Müller Induce la formación del factor de transcripción AP-1 (Margan y 
Curran, 1991), en una forma dependiente de la dosis, teniendo el siguiente 

orden de potencia en su respuesta: NMD& Glu> KA> AMPA> Quls: el tiempo 
óptimo de estlmulaclón fue de una hora y manteniéndose constante hasta dos 
horas, a excepción de la activación dada con AMPA, donde sólo se obtuvó 
respuesta a tiempos muy cortos: la respuesta dlsmtnuyó cuando se aplicaron 

los antagonistas CPP y CNQX antes de los agonistas, por lo que se puede 
concluir que la respuesta que se observó fue dada de manera específica por la 

activación de receptores a Glu; estos resultados permiten sugerir que las 
células de Müller son capaces de responder de manera especifica tanto a corto 

como a largo plazo a estímulos que existen en el ambiente en que se 
encuentran en la retina. 
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II. INTRODUCCION 

l.ORGANIZAClON GENERAL DE LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS 

a. MORFOLOGIA 

2 

La retina de vertebrados debido a su organización laminar y a que está 
constituida por relativamente pocos tipos celulares, represenla un buen modelo 

para estudiar al sistema nervioso central (SNC) (Farber y Adler. 1986). La 

retina es la capa Interna de la pared del globo ocular. adyacente al epitelio 

pigmentado; está contituida por cinco tipos de células neurales: los 
fotorreceptores (conos y bastones). las células bipolares. las células 

gangllonales, las células horizontales y las células arnacrlnas, y por dos 

subtipos de células gllales: las células de Müller, las cuales atraviesan a todo 

Jo largo de la retina y Jos astrocltos (Newman, 1985) (figura 1). 

Epitelio pfgmenlado 

Ft>/orreceptor 

Capa plextforme externa 

Capa rwclear interna 

Capa plextforme ln1ema 

Nero!Dópliro 

+-Borde 

roro Ideo 

Borde 

+- vilrro 

Ftgura l. Diagrama de Jas capas de la retina de vertebrado y sus relaciones slm\ptlcas. C, 
conos: R. bastones: H. células hortzonlalcs: B, células bipolares: A, células arnacrtnas: 
G, cflulas gangUonales y M, cflulas de Müller (Farber y Adler. 1986). 
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En la retina se pueden obseivar dos capas en las que se establecen 
relaciones slnáptJcas: la capa plexlforme externa (fotorreceptores, células 

bipolares y células horizontales) y la capa plexlforme Interna (células bipolares, 
amacrlnas y gangllonales), entre estas dos capas se localiza la capa nuclear 
Interna (Dowllng, 1970) (figura 1). 

En los fotorreceptores se pueden distinguir dos reglones: 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 slnáptlcas que conectan con células 
horizontales y bipolares. El segmento externo de los bastones contiene el 

pigmento rodopslna que absorbe la luz a una longitud de onda de 500 nm, y es 
responsable de la percepción de luz-obscuridad. Los conos son las células 
responsables de la visión 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 
Información visual de la capa plexlforme externa a la capa plexlforme Interna, 

donde hacen sinapsis con las células ganglionares; los axones de las células 
gangllonales corren sobre la superficie Interna de la retina para converger en 

un punto y formar el nervio óptico, en este sitio no existen células 
neurosensorlales, por lo que representa un punto ciego del campo visual 
(Dowllng, 1970). 

b. FISIOLOGIA DE LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS 

La respuesta visual se Inicia cuando la luz lsomerlza el grupo 11-cls­

retlnal de la rodopslna a todo-trans retina! (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 
hacia adentro del segmento externo debido al gradiente electroquímico de sodio 

que existe, este gradiente es mantenido por la bomba ATPasa de Na+-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 la rodopslna es fotoexcltada, es capaz de activar a la 
transduclna (miembro de la familia de proteínas G) y ésta a su vez, activar a 

una fosofodiesterasa la cual hldrollza GMPc, al bajar la concentración de 
GMPc, los canales de sodio activados por éste, se cierran y da por resultado la 

hiperpolarizaclón de la membrana del fotorreceptor, constituyendo el prtmer 
paso en el proceso visual (Schnapf, 1987) (figura 2). 

dtoplHml 
membr1n1 

pl11mitlt1-

.. •.. 

•egmcntoexterno 

e::=:=::::::- eerndo 
~Ro:> 
e::::(==:> =-·9· ~¡ 

~~I ... .. ........ " .. 
dreulante ··-

termlnalalnlplfc. 

Figura 2. Diagrama de un bastón. 
En Ja obscuridad existe una 
corriente de Na+ dada por canales de 
Na+ acttvados por GMPc. La luz 
activa al fotoplgmento rodopslna 
(Ro•) e induce que los canales de Na+ 
activados en Ja obscuridad se 
cierren, decreciendo el nujo de Na+. 
(Lamb, 1986}. 

Por técnicas electroflsológlcas se demostró que existen dos tipos de 
células bipolares, unas que se hiperpolarlzan y otras que se despolarizan en 
respuesta a la estlmulaclón por luz. Las células bipolares que se despolarizan 

(D) están conectadas a células gangllonales ON, mientras que las células 
bipolares que se hiperpolarizan (H) activan células gangllonales OFF, células 

gangllonales ON-OFF reciben Información de ambos tipos de células bipolares. 
La nomenclatura ON y OFF corresponde al tipo de campo receptivo de las 

células gangllonales que se active. El campo receptivo de una simple unidad, es 
el área de la retina en la que, al recibir un estimulo luminoso, causa una 

descarga eléctrica en una célula gangllonal a la cual está funcionalmente 
conectada. En todos los campos receptivos existe una reglón central que da un 
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patrón de descarga eléctrica opuesto al que se obtiene en la periferia; siendo 
una célula ON si se despolariza u OFF si se hlperpolarlza ante un estimulo 

luminoso, el centro puede ser OFF y la periferia ON y viceversa (Kuffier, 1953, 
HubelyWlesel, 1960). 

En la capa plexlforme externa de la retina las Interacciones slnáptlcas 
son potenciales graduados, en la capa plexlforme Interna la Información que 

dan las células bipolares a las gangUonales también es graduada, mientras que 
las células gangllonales y algunas células amacrlnas generan potenciales de 
acción que son transmitidos al núcleo del genlculado lateral en el tálamo, 
donde la segregación de la Información de los dos canales ON y OFF aún se 

conserva, Incluso, hasta la corteza visual primaria (Stone, 1983). 
La vla vertical de los fotorreceptores a células bipolares y de éstas a las 

células gangllonales no está aislada, existen dos tipos de Interacciones 
laterales: en la capa plexiforme externa por las células horizontales y las 

células amacrlnas en la capa plexlforme Interna. 
Las células horizontales reciben Información 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 sólo actuán sobre las dendritas 

de las células bipolares, sin embargo, por estudios de microscopía se propone 
que la Interacción entre células bipolares y horizontales ocurre en las 
Invaginaciones del receptor, Jo cual podría sugerir que no sólo las dendritas de 
las células bipolares son directamente activadas por los fotorreceptores, sino 

que también existe una Influencia a las células horizontales adyacentes 
(Dowllng, 1970); la función de las células horizontales es la de hlperpolarlzar a 

las vías que se encuentran alrededor de una vía ON despolarlzante, formando 
parte de la reglón 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 amacrlnas, 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 especiflcas con células gangllonales. Se ha visto 
que las células amacrlnas extienden sus dendritas a la capa plexlforme 
Interna, donde justamente hacen sinapsis con las células gangllonales. La 

mayoría de las células amacrlnas posee campos receptivos con una 
organización centro ON u OFF, y son capaces de generar potenciales de acción. 

Un primer grupo de células amacrtnas en las que se encuentran las llamadas 
Ali, modulan la respuesta que les llega de las células bipolares estimuladas por 
bastones a las células gangllonales, funcionando como un puente de 
comunicación celular entre ellas, debido a que no existe un contacto directo 

entre esas células (Masland, 1988). Un segundo grupo lo constituyen células 
amacrlnas que extienden sus dendtitas largas distancias a través de la retina, 
tienen una densidad baja y tienen funciones reguladoras no especiflcas, ya que 
una sola célula amacrlna puede hacer sinapsis con un gran número de células 

gangllonales. EXiste otro grupo heterogéneo de células amactinas que aún no 
se han definido bien sus caractetistlcas pero que parecen estar Involucradas en 
la tarea de la adaptación a la obscutidad (Masland, 1988). 

2. NEUROTRANSMISORES EN LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS. 
Para muchos de los subtipos neurales de la retina se ha desctito que sólo 

actúa un tipo de neurotransmisor, sin embargo, para otros subtipos celulares 
se han desctito vatios tipos de neurotransmisores: esta Información se ha 

obtenido de estudios farmacológicos usando agonistas y antagonistas del 
transmisor Involucrado (Daw et al., 1989). 

Los fotorreceptores en la obscutidad se encuentran parclalemente 
despolarizados y existe un flujo continuo de neurotransmisor sobre las células 

bipolares y hotizontales adyacentes. Cuando Incide la luz, la membrana del 
fotorreceptor se hlperpolarlza y se suprime la liberación del neurotransmisor, 

esto causa la htperpolartzaclón 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 aminoácidos 
excitadores el ácido glutárnlco (Glu) y el ácido aspártlco (Asp) (Steward, 
Bloomlleld y Dowllng, 1985). 

En la retina del ajolote, un análogo del ácido glutámlco, el ácido L-2-
amlno-4-fosfobutirtco (L-AP4), en concentraciones mlcromolares es capaz de 
bloquear de manera específica células bipolares de la vía ON, sin afectar la vía 

OFF y a otras neuronas que no dependen de la despolarización de la célula 
bipolar (Slaughter y Mlller, 1981). 

Steward y colaboradores (1985), haciendo registros electrofislológicos 
Intracelulares y estudios farmacológicos en retinas aisladas de conejo, 
mostraron que el Asp y el Glu mimetizan la acción del transmisor de los 
fotorreceptores sobre neuronas de la capa plexlforme externa, células bipolares 

y células hortzontales. Al usar análogos del Glu, el kalnato (KA) y el ácido 
qulscuállco (Quls), encontraron que también mimetizan la acción del 

neurotransmisor endógeno, mientras que los antagonistas a-metll glutarnato, 

a-amino adlpato y el dléster de glutamato, muestran una débil Inhibición sobre 

el efecto del fototransmlsor a las neuronas de la capa plexlforme externa 
(Steward et al., 1985). 

Los aminoácidos excitadores parecen. estar Involucrados como 
transmisores en algunos Upas de células amacrtnas y en células gangllonales 

estudiadas en retina de conejo, donde tanto el L- aspartato (L-Asp) como el L­
glutamato (L-Glu), muestran una acción excitadora sobre la actividad de estas 

células, siendo más fuerte el efecto del KA y Quls ya que se requiere de ellos 
concentraciones 200 veces menores que del Glu (Steward et al., 1985). Aunque 
es dificil distinguir el efecto del L-Glu y del L-Asp, se ha visto que el primero 
actúa sobre células bipolares y hortwntales aisladas a concentraciones mucho 

menores que el L-Asp, lo que sugiere que el Glu es el transmisor endógeno de 
los fotorreceptores. Aminoácidos excitadores también actuán directamente 

sobre células ganglJonales y muchas células arnacrtnas (Daw et al., 1989). 
La Inhibición lateral que se observa dada por las células hortwntales en 

la capa plexlforme externa y algunas células amacrlnas en la capa plexlforme 
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Interna se llev:i a cabo por la liberación de transmisores como el ácido y-amino 

butlrlco (GABA) y la glicina (Gly) (Brandon, 1985). 

Para identificar neuronas de la retina que usan al GABA como 
neurotransmisor, Brandon (1985), usando técnicas de lnmunocltoquimlca y a 
la enzima glutamato descarboxllasa (GAD) como marcador (debido a que es la 
enzima responsable del último paso de la blosintesls del GABA), encontró que, 

en todas las especies de vertebrados estudiadas (desde teleosteos hasta 
primates), la GAD estaba presente en la capa plexlforme Interna y por medio de 

microscopia electrónica se pudieron Identificar seis tipos de células amacrlnas 
con esta característica. No en todas las especies estudiadas se encontró 

lrununorreactlvldad de la GAD, sólo en células horizontales H-1 (las cuales se 
hlperpolarlzan en respuesta a la luz roja) de peces, tortugas y pollos (Brandon, 

1985). En vertebrados superiores, sólo una población de células horizontales se 
ha descrtto 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 hlperpolarizar la terminal ~el 

fotorreceptor: cuando existe un estimulo luminoso, las células hortzontales 
comienzan a hlperpolarlzarse y dejan de liberar GABA. el fotorreceptor que 

recibía el transmisor de esas células comienza a despolarizarse y a liberar Glu, 
que a su vez, hlperpolarlza a las células bipolares H o centro OFF que se 

encuentran en la periferia de las células bipolares ON, por lo tanto, la 
Iluminación difusa que le llega a la reglón periférica del campo receptivo 

antagonlza el efecto de la luz brillante en el grupo central de fotorreceptores 

centro ON (Wassle y Boycott, 1991). 
Existen varios tipos de células amacrlnas, todas ellas con diferentes 

formas, neurotransmisores y funciones. Varios tipos de células amacrlnas 

presentan lrununoreactlvldad a GAD. confirmándose de esta manera que son 
células GABAérglcas (Brandon, 1985). Otro Upo de células amacrlnas utilizan 

como neurotransmisor a la Gly, las llamadas Ali son las mejor estudiadas, 
ellas reciben Información de células bipolares estimuladas por bastones: las 

células amacrlnas Ali hace sinapsis eléctricas por medio de las uniones 
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comunicantes con células bipolares de la vía ON en la mitad de la capa 
plexlfonne Interna y en la parte externa de la capa plexlfonne Interna, sinapsis 

química con células bipolares de la vía OFF, de esta manera modula la mutua 
Inhibición entre la vía ON y la vía OFF (Wassle y Boycott, 1991). 

La dopamlna es la principal catecolamlna encontrada en la retina de 
vertebrados, por medio de estudios de autorrad!ografia se Identificó que la 
acumulación de (3H) dopamlna estaba en la capa nuclear Interna y en la capa 
plexlfonne Interna y que corresponde a células amacrinas lPourcho, 1982). 

Poco se sabe de su función, pero se les ha Identificado junto con células 
amacrlnas que usan somatostaUna y sustancia P, en la adaptación a la 

obscuridad lMasland, 1988). 
As! también, por medio de métodos autorradlográficos, se encontró que 

células amacrlnas de retina de pollo eran capaces de capturar colina y 
sintetizar aceUlcollna (Baughman, 1977). Células amacrinas collnérglcas 

también presentan lnmunoreacUvldad para el GABA, lo cual sugiere que un 
solo Upo celular es capaz de realizar funciones lnhlbldoras y excitadoras sobre 

una misma célula, esta propiedad daría la Información a las células 
gangllonales para la dirección selecllva 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 gllales en el cerebro de los mamíferos 
derivan de neuroepitelio del tubo neural primitivo. Por su origen ontogenéUco, 

la glla se claslflca en: mlcroglla de origen mesodérmico y la macroglla de origen 
ectodérmico que Incluye a tres famlllas, astrocltos Upo 1, astrocltos Upo 2 y los 

oligodendrocltos (Cameron y Raklc. 1991). 
Los astrocltos Upo l, son !nmunoposlUvos para la proteína fibrilar ácida 

de la glla lGFAP), protelna especifica de los filamentos Intermedios de 
astrocltos, lnmunopos!Uvos para la fibronecUna, la lam!nlna y al anticuerpo 

Ran2, son células pollmórflcas que se encuentran predominantemente en 
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materia gris. De los astrocltos tipo 1 deriva ta glla radial. La glla radial se 
caracteriza por una forma alargada y que durante el desarrollo de ta corteza 

cerebral se extienden en la pared cerebral, del ventriculo a ta superilcle plal; 
dentro de la glla radial se Incluyen a las células ependlmales, células gllales de 

Bergmann en el cerebelo y las células de Müller en ta retina (Barilett et al., 
1981). 

Los astrocltos tipo 2 y tos ollgodendrocltos derivan del mismo progenitor, 
tas células 0-2A. Los astrocltos tipo 2, son lnmunoposltlvos a la GFAP y al 

anticuerpo A2B5 y negativos al anticuerpo Ran2; se encuentran 
predominantemente en materia blanca y probablemente sean los llamados 

astrocltos fibrosos. Por último, los ollgodendrocltos se Identifican 
lnmunoquimlcamente al detectar et antígeno 04 y la presencia del 

galatocerebrosldo GalC. El estado maduro de los ollgodendrocltos se indica por 
ta aparición de gllcoproteinas asociadas a mielina y la proteína mlelinlca 
básica (Gard y Píelffer, 1989). 

b. FUNCIONES GENERALES DE LAS CELUl..AS GLIALES 
Hallazgos recientes Indican que las células gllales. aunque no son 

capaces de generar potenciales de acción, debido a que su potencial de 
membrana es muy electronegativo, realizan muchas más funciones de las que 

se pensaba hace tiempo y que modulan ta actividad neural. El potencia! de 
membrana de las células gllales es alrededor de -75 mVy esta determinado por 

el potencia! de equlllbrio del K +, ya que presenta una alta y selectiva 
permeabllldad por este Ión y una baja permeabllldad al Na•. Las células gllales 

pueden responder a las actividades neuronales: Impulsos nerviosos causan una 
lenta despolarlzaclón de las células gllales adyacentes, debido a que durante la 

aclvldad neural se acumula K• en el espacio lnterslnáptlco y éste es capaz de 
despolarizar a la membrana de las células gllales cercanas que 
poseen una alta conductancla al K• (Orkand. 1966): gracias a su alta 
conductancla al K+, los astrocltos tienen la función de ser un sistema 

amortiguador de las concentraciones de K + en el medio extracelular, 
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capturándo de las reglones con una alta concentración y liberándolo en 
reglones distales, donde la concentración del Ión es menor (Orkand, 1966). 

Las células gliales tienen sistemas de captura de neurotransmisores. En 
cultivos primarios de cerebro de rata, por medio de autorradlografia se detectó 
la captura de (3HJ serotonlna en astrocllos, Ja cual era sensible a Ja omisión de 
Na+ en el medio, siendo el sistema de captura de serotonlna de alta afinldad y 

dependiente de Na+ (Klmelberg, 1985). 

Presentan también, un sistema de captura de Glu, en el cual, la captura 
de un Glu se acompaña de dos Na+ y por el antltransporte de un K+ y un -OH o 
bien un HC03-, In vivo, la captura del Glu genera la alcalinización del medio 

extracelular y la acidificación Intracelular, por lo que de manera Indirecta, las 
células gllales pueden regular los cambios extracelulares de pH Inducidos por 

la actividad neural (Bouvler et al., 1992). La regulación del pH por las células 
gllales también se confirma por la presencia de la anhldrasa carbónica C en 

astrocltos y ollgodendrocltos, enzima responsable de regular el estado ácido­
base mediante la conversión de C02 a HC03- (Roussel, 1979). 

Otra consecuencia de la captura del Glu por las células gllales, es que 
mantiene niveles bajos de Glu en el medio extracelular, que no son tóxicos 

para las células (Chal, 1988). Una vez que es capturado el Glu, la glla posee la 
enzima glutamlna slntetasa (Norenberg, 1979), para transformar el Glu a 

glutiunlna, que puede ser liberada y capturada por neuronas glutamaérglcas y 
gabaérglcas, ya que la glutamlna es el precursor para la slntesls de Glu y GABA 

(Hertz, 1986). 

Las células gllales pueden liberar factores tróficos como resultado de 

estímulos dados por las neuronas: factor de crecimiento gllal (GGF), factor de 
creclmlento derivado de plaquetas (PDGF), factor de creclmlento transformante 

ll (TGF-1}) y factor de crecimiento fibroblástico (LoPachln, 1993), además de 

esteroldes (Kabbadj, 1993), péptldos, proteinglucanos (Dow et al., 1993), 

elcosanoldes y moléculas que forman parte de la matriz extracelular. 
Los astrocltos junto con células endotellales de los capilares, 

constituyen un sistema de protección del SNC formando parte de la llamada 
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barrera hematoencefállca, Incluso, se ha propuesto que tos asctrocitos Inducen 
a células endotellales no neurales a formar capllares delgados para formar la 
barrera hematocefállca (Janzer y Raff, 1987). Asl también, por estar en 
contacto con capilares sanguíneos se ha visto que tienen un papel importante 

en la regulación del suministro de sustancias metábollcas a las neuronas. 
(Bonllla, 1985). 

La mlcroglla son células de tamaño pequeño y se encuentran en la 
vecindad de capilares sanguíneos. Cuando se produce un daño en el SNC, la 

mlcroglla reactiva prolifera y emigra al área lesionada, no se sabe bien su 
función, pero se postula que desempeñan una función macrófaga digiriendo el 

tejido nervioso dañado O'homas, 1992). 
Los ollgodendrocltos son tos responsables de ta formación de mlellna de 

tos axones en el SNC, mientras que las células de Schwann forman ta mielina 
de los axones en el SNP; también, se han identificado astrocltos tipo 2 

especla!Jzados en procesos de mlellnlzación (ffrench·Constant y Raff, 1986). 

c. CANALES lONICOS EN LAS CELULAS GL!ALES 
Muchos de lo que se conoce actualmente sobre los canales lónlcos de las 

células gllales se ha obtenido de estudios bioquímicos y etectroflslológlcos 
hechos en cultivos celulares primarios. En los astrocitos tipo 1 se han decrito 
comentes de sodio, calcio, potasio y cloro (Bevan, 1990). Sólo se han descrito 
canales tónicos dependientes de voltaje en glla, en particular cuatro tipos de 

canales de K+: canales de K+ de comente rectlflcante (IKuRJ), que abren a 

potenciales de membrana de reposo (-80 mV) y que permiten la entrada de 

Iones que contrarresten et movimiento del Ión K+ al exterior, por lo tanto son 
los responsables de la conductancla en reposo de las células gllales (Bevan, 

1990); Comente rectifican te retardada UKl, se activan cuando la célula se 

despolariza a más de -40 mV y son de lenta inactlvaclón, se bloquean con 

tetraetllamonlo [TEA); canales de K+ JA, se activan a potenciales más negativos 

y se lnactlvan rápidamente (1 O mlllségundos), son sensibles al bloqueo por 4· 

amlnoplrldlna (4-AP), por último, canales de K+ que se activan por elevación de 
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concentraciones Internas de calcio llK1ca1l (Bevan, 1990). 

In vttro, se han descrito en glla canales de calcio dependientes de voltaje: 
canales de Ca2+ tipo translente llcaml. se activa al despolarizarse la membrana 

a -60 mV y tiene una lnactlvaclón rápida y canales de Ca•+ que se activan a -30 

mV y se lnactlvan lentamente UcnlLJl. Canales de Cl-y de Na+ dependientes de 

voltaje también se han descrito en células gllales, aunque su densidad es muy 
baja, se activan cuando la membrana se despolariza a más de -30 mV, de 
hecho, los canales de Na+ son muy similares a los descritos en neuronas y son 

sensibles al bloqueo por tetrodotOJ<lna IJTIO (Barres, 1991. Bevan, 1990). 
En general, la densidad de canales de K+ en células gllales es similar a 

las neuronas, sin embargo, la densidad de canales de Na+ y canales de Ca2+ en 
glla es mucho menor que en neuronas (Barres, 1991). 

Mediante una nueva técnica desarrollada por Barres y colaboradores 
(1990), llamada "Impresión de tejidos" han logrado d!lucldar los tipos de 

canales lonlcos y las características que presentan in v!vo las células gllales, 
esta técnica pennlte que las células que se adhirieron a una membrana de 

nitrocelulosa y que se disociaron enzlmátlcamente conserven las 
características in sttu de sus prolongaciones, haclendolas accesibles para su 
estudio con técnicas de inmunocltoquimlca y patch-clamp; prácticamente, casi 
todos los canales tónicos descritos in ultra se han identificado !n vivo, en 

astrocltos tipo 1 se encontraron dos corrientes de K+ dependientes de voltaje: 
IKOR) de 470 pAy otra de 130 pA IK, una corriente de Na+ sensible a 1TXy no se 

encontraron corrientes de ca2+ tipo L (Barres et al., 1990). 

d. RECEPTORES A NEUROTRANSMISORES EN GLIA 

Mediante una gran variedad de técnicas experimentales en las que se 

Incluyen registros electrollslológlcos, unión del ligando a su receptor y estudios 
bioquímicos de los segundos mensajeros que se Inducen cuando se activa el 

receptor, se ha podido dilucidar la presencia de receptores a transmisores en 
células gllales; para hacer los estudios antes mencionados, por lo general, se 

utilizan cultivos primarios de células gllales (Murphy, 1987). 
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Existe evidencia de que astrocltos poseen receptores a noradrenallna, 

tanto del subtlpo a como !} (Ebersolt, 1981), H6sll y colaboradores (1982), 

observaron que la noradrenallna despolariza de manera dosis dependiente a la 
membrana de astrocltos en cultlvo, asl también tanto la fenllefrlna, un 

agonista del receptor Upo a,, como la clonldlna un agonista de receptor Upo a2 

despolarizan a gran número de células gllales: cuando utlllzaron un 

antagonista de los receptores a adrenérglcos, la fentolarnlna, obseivaron que 

era capaz de bloquear la despolarización producida por la adrenalina. Por otro 

lado, al utilizar lsoprenallna, un agonista de los receptores adrenérglcos tipo !} 

observaron una hiperpolarlzaclón de la membrana de astrocltos, efecto que se 
bloqueó con el atenolol, antagonista a este Upo de receptor (H6sll et al., 1982). 

En cu!Uvos primarios de astrocltos existe evidencia de receptores a 
acetllcollna de Upo muscarinlco ya que presentaron unión a (3H] 

qulnoclldlnilbenzllato, un agonista de este Upo de receptor collnérglco (Repke, 
1982). Receptores a hlstamlna y a 5-hldroxltrlptamlna (5-H11 también se han 

descrito en astrocltos, en algunos casos se ha reportado que la actlvaclón de 
receptare¡¡ a 5-HT Inducen la hidrólisis de fosfadltll lnosltol y en algunos otros 

estlmulan la produclón de AMPc (Murphy, 1987). Hansson y colaboradores 
(1984), reportan la existencia de receptores dopamlnérglcos en cultlvos de 

astrocltos que Incrementan de manera dosis dependiente el nivel de AMPc 
Intracelular, y que existe una Interacción entre el receptor a dopamlna con el 

receptor B adrenérglco en la elevación del nivel de AMPc en este tipo celular 

(Hansson et al .. 1984). 
Canales lónlcos que se abren por GABA y permiten una corriente de CI· 

han sido descritos en astrocltos (Kettenmann et al., 1987). El GABA Induce 

una respuesta dependiente de la dosis en cu!Uvos de as trocitos; cuando se dló 
un pulso de GABA en un Intervalo de Uempo menor de un minuto a uno 

anterior, no se presentó una segunda respuesta a GABA, lo que Indica que el 
receptor a GABA se desenslblllzó. Al utilizar musclmol, un agonista del subtlpo 

de receptor GABAA se obtuvó una respuesta similar a la del GABA. mientras 
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que el bacoflen, un agonista del subtipo de receptor GABAe no alteró el 

potencial de membrana de los astrocltos: antagonistas del receptor GABA,... 

plcrotoxlna y blcucuUna, reducen la respuesta al GABA en más del 90%, Jo que 
Indica la especfflcfdad del receptor (Kettenmann y Schachner, 1985). 

El Glu Induce comente fónicas tanto en astrocftos Upo l como en los 
Upo 2. En cu!Uvos primarios de astrocftos Upo 2, los receptores a Glu 
activados por Glu y sus agonistas, Qufs y KA, Inducen conductancfas fónicas 
similares a las descritas en neuronas (Usowfcs, 1989); el Glu y aspartato 

producen una despolarización de la membrana de astrocftos Upo 2 de manera 
dosis dependiente, el efecto fue menor con KA y Qufs; cuando se colocó GABA y 

Glu a estas células gliales el efecto de despolarización de la membrana fue 
aditivo, lo que Indica que son dos mecanismos distintos que pueden fnteñerlr 
uno con otro (Kettenmann y Schachner, 1985). 

En cultivo de células gliales de cerebelo de rata, por medio de patch. 

clamp, se observó que, el Glu, Qufs, AMPA (ácido (s)-o:-amfno-3-hldroxf-5-

metfl-4-fsoxazol propfónfco) y KA producen una corriente entrante en 

astrocftos Upo 2; Asp y NMDA no producen ninguna respuesta en esta células, 
aún en presencia de Gly y sin Mg>+ libre. En astrocltos Upo l. Qufs, KA y 

NMDA producen una comente detectable a los 7 días !rt vltro (DIV) (Wyllle, 
1991). Al uUUzar análisis de fmagenes de fluorescencia y el Indicador 
fluorescente de calcio fluo-3 Jensen y Chlu (1991), detectaron cambios 
Intracelulares de Ca2+ producidos por la acUvacfón de receptores a Glu en 

células gllales de corleza cerebral de rata: en astrocltos fdentlflcados como Upo 
2, presentaron una elevación lenta y sostenida en la concentración de Ca2+ 

Intracelular Inducida por agonistas del receptor a Glu de Upo fonotrópfco, 
AMPA y KA, y se Inhibió el efecto por la adición de CNQX (L-6-cfano-7-

nltroqulnoxalina-2,3-dfona), este efecto fue dependiente del calcio extracelular: 
los astrocltos Upo l presentaron un Incremento en la concentraclon de ca2+ 

Intracelular de manera rápida y translente, el efecto del AMPA, KA y CNQX en 
ésta células fue menor que en astrocftos tipo 2 y no dependían de la 

concentración externa de calcio. En ambos Upes celulares presentaron una 
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comente entrante de Na+, aunque mayor en astrocltos Upo 2, este Incremento 
fue reducido por CNQX, lo que sugiere que el Incremento de Ca2+ Intracelular 

fue mediado, al menos en parte por receptores a Glu lonotróplcos (Jensen y 
Chlu, 1991). Por último, también existe evidencia de receptores para péptldos, 

hormonas y oploldes en cultivos primarios de astrocltos (Murphy, 1987). 
Los efectos Inmediatos de la activación del receptor en astrocltos, al 

Igual que. en otros tipos celulares son: una alteración en el flujo de Iones y la 
generación de segundos mens·ajeros como el adenosln monofosfato cíclico 

lAMPc), lnosltol trlfosfato (IP3 ) y dlacllgllcerol (DG). En astrocltos, la 

activación de receptores adrenérglcos a 1 y a 2, receptor a hlstamlna H 1 y 

receptores a Glu y ClABA, Inducen despolruizaclón de la membrana, mientras 

que, el receptor fl adrcnérglco, el receptor a hlstamlna H2, y el receptor 5-HT 

producen una hlperpolarlzaclón de la membrana de astrocltos !Murphy, 1987). 
En cultivos de astrocltos de corteza cerebral de rata, el péptldo Intestinal 

vasoactlvo (VJP), la secretlna y el lsoproterenol !agonista del receptor fl 
adrenérglco), Inducen una acumulación AMPc en éstas células; la noreplnefrlna 

y eplnefrlna, agontstas del receptor adrenérglco a 2, Inhiben la acumulación de 

AMPc Inducida por lsoproterenol (Evans, 1984). Los receptores a glucagon, 
hlstamlna H 2 y prostaglandlnas, también activan a la adenllato clc\asa, 

mientras que, adenoslna A2 y melatonlna Inhiben la actividad de la enzima 

(Murphy, 1987). 

La activación del receptor collnérglco de Upo muscarinlco y del receptor 

adrenérglco a 1 Inducen la acumulación de lnosltol fosfato; astrocltos 

Incubados con (3HI myo-lnosltol, en presencia de los agonistas carbacol Y 

noradrenallna Inducen la acumulación de lnosltol fosfato, el efecto fue 
Inhibido por los antagonistas prazoslna y atropina respectivamente !Pearce et 

al .. 1985); los tipos de lnosltol fosfato que se acumulan por el efecto de la 
noradrenallna y el carbacol en los astrocltos corresponden a IPa en mayor 

proporción a lnosltol blfosfato (IP2) e lnosltol monofosfato !IP1). también se ha 
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visto, que en este caso, se requiere de Ca•+ extracelular, ya que al quitar el 
Ca•+ extracelular con EGTA, la acumulación de lnosttol fosfato producida por 

estos agonistas, disminuye (Pearce, 1986). Otros receptores que están 
Involucrados en la hidrólisis de fosfolnositidos de membrana son, el receptor a 

hlstamtna, 5-1-IT (Murphy, 1987) y algunos receptores a Glu (Jensen, 1991). 

4. GLIA DE LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS 

a. ASfROCITOS 

Por estudios de microscopia se han Identificado dos tipos de células 
gllales en la retina de vertebrados: las células de Müller y las células gUales 

astrociticas, éstas últimas sólo si las retinas son vascularlzadas (Rasmussen, 
1974). Los astrocttos son células pequeñas que se encuentran en la capa 

Interna de la retina y en número elevado cerca del disco óptico. El núcleo de 
los astrocltos de la retina se localiza entre los axones de la capa de fibras 

nerviosas; por medio de microscopia electrónica se puede ver que el núcleo de 
los astrocltos tiene una apariencia granulosa fina y la cromatina se encuentra 
dlsbibuida de manera homógenea, los lllamentos se localizan separadamente 
en el citoplasma; se han Identificado contactos Intercelulares entre las 

prolongaciones de los astrocltos del tipo de las uniones comunicantes. En la 
porción Intraocular del nervio óptico, la astroglla fonna la glta llmltante que 

separa el nervio óptico del cuerpo vítreo y es la responsable de formar la 
llamada banera hematoencefállca en la retina en la porción Intraocular del 

nervio óptico (Bussow, 1980). 

b. CELULAS DE MÜLLER 
Las células de Müller son una forma especializada de los astrocltos Upo 

l. son lnmunoposltlvas para la GFAP (Blgnarnl, 1984) y constituyen el 
elemento gllal más abundante de la retina de los vertebrados (Bussow, 1980) 

(Figura 3). Las células de Müller se 01ientan radlalmente a lo largo de la retina, 
desde la capa de los fotorreceptores hasta la capa de células gangUonales. Son 

células bipolares y su núcleo está a nivel de la capa nuclear Interna, en esta 
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capa se ha Visto que las células de Müller envuelven parcialmente neuronas 
adyacentes, mientras que, en la capa nuclear externa y en Ja capa de las 
células ganglfonales las envuelve totalmente (Roblnson y Dreher, 1990). El 
papel de las células de Müller en estas capas no se conoce, se propone que 

provean a las neuronas adyacentes nutrientes, tal como el glucógeno, 
particularmente en retinas avasculares (Bussow, 1980). Estudios 

lnmunohlstoquimlcos han mostrado que numerosas prolongaciones de las 
células de Müller se extienden lateralmente a través de las capas plexlfonnes y 

frecuentemente están en intima asociación con las dendritas neurales y 
stnapsls (Robtnson y Dreher, 1990). 

CFN 
CCG 

CPI 

CNI 

CPE 

CNE 

SI 

-

Figura 3. Dibujos en cdmara lúcida de dlulas de MO!ler y su ubicación respecto a las 
diferentes capas de la retina. CFN, capa de fibras nerviosas: cea, capas de cc!lulas 
ganglJonales: CPI. capa plextforme externa: CNJ, capa nuclear Interna: CPE. capa 
plcxtfonne externa: CNE, capa nuclear externa: SI, segmento Interno del fotorreceptor 
(Roblnson y Ore her, 1990). 

Existe un acople lateral entre las células de Müller mediante uniones 
comunicantes; en retina de ajolote, al Inyectar luciferina dentro de una célula 

de Müller la fluorescencia después de un tiempo se encontró difundida en las 
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células de Müller que rodeaban a la célula Inyectada, lo cual sugiere que existe 
un mecanismo de comunicación entre ellas (Mobbs, 1988); estas 
comunicaciones también han sido conflrmadas por microscopia electrónica 
(Bussow, 1980). 

No se dlsUnguen diferencias morfológicas slgnlflcaUvas entre células de 
Müller de diferentes reUnas vascularlzadas y avasculares (Rasmussen, 1974). 

El potencial de membrana de las células de Müller varia muy poco según las 
especies, pero es alreadedor de -80 mV y esta dado por la concentración externa 

de K+ ya que Uene una alta penneabilldad a este Ión, y la permeabilidad al Na+ 
es muy pequeña (Newman, 1985), por tener un potencial de membrana tan 
electronegaUvo, las células de Müller no pueden generar potenciales de acción 
por lo que se les consideraba hace Uempo eléctricamente lnexcltables (Conner 
et al., 1985). 

En las células de Müller. la conductancla al K+ no es uniforme en toda la 

célula. El exceso de K + producido por la acUvldad neural de la re Una es 
capturado por las células de Müller y la salida de este Ión ocurre 

prlnclpalmente en el ple terminal de la célula gllal, donde la conductancla al 
K+ es mayor, y es conducido de la reUna al humor vítreo y a los capilares del 

SNC. En especies con reunas vascularlzadas, la conductancla es mayor en la 
porción de la célula que corresponde a la capa nuclear Interna, en esta misma 

reglón, los capilares rodean a las prolongaciones de las células de Müller, por 
lo que se propone que en esta zona las células de Müller liberan el K+ hacia los 

vasos sanguíneos. En especies con reunas avasculares, la mayor conduc!<IJ1cla 
se presenta en el ple terminal de las células de Müller, por lo que el exceso de 
K+ lo liberan al humor vitreo (Newman, 1987). 

Las células de Müller poseen en su citoplasma a la enzima anhldrasa 

carbónica, por lo que ayudan a eliminar el C02 de la reUna al convertirlo a 

HCO,-. (Mussen y Rosen, 1973). También se ha detectado la enzima glutamlna 

slntetasa en células de Müller de rata adulta (Rlepe y Norenberg, 1978), por lo 
que estas células son capaces de converur el Glu capturado en glutamlna. 

Otra caracterísUca Importante de las células de Müller es que al Igual 
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que otros Upes de células gllales, también poseen canales lónlcos sensibles a 
voltaje; con estudios de fijación de voltaje en células de Müller aisladas 

enzlmáUcamente, se han Identificado cuatro Upes de canales fónicos 
dependientes de voltaje: canales de Ca2+ sensible al vcrapamll, canales de K+ 
activados por Ca2+, canal de K+ IA y un canal de K+ de corriente entrante 

rectlflcante; parece ser que éste último es el único que se activa en condiciones 

fisiológicas normales y puede ser el que esté Involucrado en regular los niveles 
extracelulares de K+ en la retina· (Newman, 1985). 

5, CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES A AMINOACIDOS 

EXCITADORES. 

El Glu es el neurotransmisor excitador más abundante en el SNC de los 
vertebrados (Cotman et al., 1987). Se ha reportado que juega un papel 
Importante en el desarrollo neural (Hestrln, 1992), en la plasticidad slnáptlca 

(Colllngrldge y Slnger, 1990), aprendizaje y memoria (BUss y Colllngrtdge, 1993) 

y en procesos de toxicidad y enfermedades degenerativas del sistema nervioso 

(Cho!, 1988). Esta diversidad de funciones del Glu se debe, en gran medida, a 
los diferentes tipos de receptores especillcos con los que lnteractua. 

Estudios farmacológicos y moleculares han demostrado que los 
receptores a Glu pueden clasificarse en dos grandes grupos a) receptores 

lonotróplcos, donde el ligando abre un canal tónico lntrinseco, el cual es una. 
proteína heteromértca que puede estar compuesta por subunldades 
heterogéneas y b) receptores metabotróplcos, los cuales están acoplados a 
efectores celulares por medio de una proteína que une GTP (proteína G) (Gaste 

y Hollmann, 1992). En muchas sinapsis del SNC, la liberación de Glu produce 
una corriente postslnaptlca excitadora con dos componentes, una corriente 
rápida y translente, de la cual son responsables los receptores lonotróptcos no· 
NMDA, y una corriente lenta que decae después de varios milisegundos 

Inducida por los receptores NMDA; los receptores a Glu metabotróplcos 
funcionan en aspectos celulares a más largo tiempo por una vía de proteínas G 

y varios sistemas de segundos mensajeros (Gaslc y Hollmann, 1992) (figura 4). 
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Los receptores lonotróplcos comprenden cuatro tipos definidos por sus 

agonistas, receptor a NMDA, receptor a AMPA, receptor a KA y receptor a L-AP4 

(Colman e lversen, 1987). La activación de estos receptores da como resultado 

la apertura de canales tónicos intrinsecos del receptor, que pennlten el paso de 

Na+, K• y Ca••. Las cuatro clases de receptores mencionadas han sido 

caracterizadas por estudios electroflsiológtcos, bioquímicos y moleculares; 

estos canales tienen diferentes propiedades con respecto a su apertura, 

permeabilidad fónica, conduclancla y farmacologla (Cotman e !versen, 1987). 
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1.RECEPTOR NMDA. 

El receptor NMDA presenta una alta permeabilidad a Ca•+ y Na+, se sabe 

que la despolarización inducida por el Glu en estos receptores está asociada 
con un Incremento en la concentración Ca2+ intracelular; el canal del receptor 

NMDA está bloqueado por Mg2+ de manera voltaje dependiente, en soluciones 
Ubres de Mg2+, agonistas del NMDA abren canales catlónicos con una relación 

lineal corriente-voltaje y un potencial de Inversión cercano a o mV, cuando se 
agrega Mg2+ se produce una reducción de la corriente Inducida por NMDA, este 
bloqueo se suprime cuando se despolariza la membrana (Ascher y Nowak. 
1987). 

El receptor NMDA presenta un stuo alostérlco positivo para la Gly; bajas 
concentraciones de Gly son suficientes para potenciar la respuesta a NMDA, 

además parece ser obligatoria su presencia para la apertura del canal, lo cual 
indica que es un coactlvador del receptor NMDA (Ascher y Nowak, 1987). El 

canal del receptor NMDA puede ser bloqueado no compctltlvamente por zn2+ y 
a diferencia del Mg2+, no es dependiente del voltaje, la acción del Zn2+ es 

antagonizar alostérlcamente la respuesta a NMDA. Las pollaminas también 
regulan el canal tónico del receptor NMDA, incrementando la unión de los 

bloqueadores del canal tónico y al sitio de Gly (Lodge y Johnson, 1990). 
El receptor NMDA se activa por los neurotransmisores endógenos L-Glu y 

L-Asp, no se activa por AMPA ni KA (Watklns et al .. 1990). La acción del Glu 
en los receptores NMDA puede ser selectivamente antagonizada de manera 
competltlva por el ácido 3- ((±)-2-carboxlpiperazln-4-il)-propll-l-fosfónico (CPP) 
y por el D-(-)-2-amlno-5-fosfonovalerato (APV) o no competltlvamente con el 7-

clorokinurenato (7-Cl-kyn) que actúa en el sitio de unión a la Gly, o en el sitio 
donde se abre el canal con el (+)-5-metll-10.11- dlhidro-5H-dibenzo (a,d) 

ciclohepteno-5,10-tmlnomaleato (MK-801). que es el antagonista más potente 
del receptor NMDA que se ha reportado (Watkins y Olverman, 1987). 

Los receptores NMDA se han encontrado por medio de autorradiografia 
practlcamente en todo el SNC, predominantemente en el telencéfalo, en el área 

CA3 del hipocampo y en menor proporción en el giro dentado (Colman et al .. 
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1987), esta distribución sugiere que pueden jugar un papel Importante en la 
conducta, el aprendizaje y la memoria, ya que en estas reglones se ha 

caracterizado que se llevan a cabo dichas funciones (Bllss y Colllngridge, 1993). 

2. RECEPTOR AMPA 

Orfgfnalmente el receptor AMPA fue llamado receptor a Qufs, sin 

embargo se ha demostrado que el Quls no es un ligando selectivo ya que 
presenta alta afinidad por los receptores a KA y metabotróplcos (Young y Fagg, 

1990). Agonistas específicos del receptor AMPA son los análogos del ácido 
fboténJco, como el ácido 3-hldroxf-4,5,6,7-tetrahfdroxtsoxazolo (5,4-cJ-plridlna-

5- carboxiUco (5-HPCA); no se han reportado antagonistas específicos para este 
receptor, sin embargo, las qulnoxalfnas L-6-clano-7- nltroqulnoxallna-2,3-

dfona (CNQX) y la 6,7-dfnftroqulnoxallna-2,3-dfona (DNQX) muestran una 

selectiva y relativamente alta afinidad para unirse a sitios AMPA y bloquear la 

excitación tnduclda por AMPAy Quls (Watklns et al., 1990). 
Los receptores a AMPA se han localizado en el SNC de una manera 

paralela a la distribución de los receptores NMDA (Colman et al., 1987); en 
rata se han encontrado principalmente en reglones del telencéfalo, con altos 

niveles en el hipocampo, en las capas 1, 11 y lll de la corteza cerebral, en el 
estriado y cerebelo (Young y Fagg. 1990). Los receptores a AMPA están 

Involucrados en el componente rápido de los potenciales postsfnápticos 
excitadores (Gaslc y Hollmann, 1992); son selectivos para cationes 

monovalentes y se pueden diferenciar de los receptores a KA en que los 
receptores a AMPA se desensfblllzan rápidamente, a diferencia de los de KA que 

su desensfbflfzacfón es extremadamente lenta (Bamard y Henley. 1990(. 

3. RECEPTOR KAINATO 

Es dfficfl discernir entre los receptores de AMPA de los receptores de KA a 

pesar de que se han Identificado sfUos de unJón selectivos usando KA marcado 
radloactivamente; sin embargo, vartos tnvesugad.ores sugieren que el efecto 

neuroflsfológlco 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 Kd en el rango de nanomolar, stn 

embargo, se requieren concentraciones mlcromolares para Inducir una 
respuesta excitadora y a estas concentraciones el KA también tnteractúa con el 

sitio de unión a (3H)AMPA (Young y Fagg, 1990). Asimismo, los antagonistas 
CNQX y DNQX que tnhlben al receptor de KA, son lnhlbldores más potentes 
del receptor AMPA (Watklns et al., 1990). 

Se han ldentlftcado s!Uos de unión a KA de alta afinidad, los cuales son 

tnsenslbles a Quls y AMPA (Barnard y Henley, 1990). En rata presentan una 
distribución complementarla a los sitios NMDA, predominantemente er. el 

telencéfalo, en lugares donde la densidad de sitios NMDA es muy baja, en el 
hlpocampo, en la reglón final de la fibra musgosa, en el estrato lúcido, en la 

corteza cerebral en las capas V y VI, en el hipotálamo y en el núcleo reticular 
del tálamo. También existen sitios de unión a KA que pueden superponerse con 

sitios NMDA; en el giro dentado de la formación hlpocampal, por ejemplo, KA y 
NMDA se localizan en la capa molecular tnterna, mientras que en el cerebelo, 

ambos receptores están en la capa granular más que en la capa molecular, por 
otra parte, los sitios de unión a AMPA se encuentran en mayor número en la 

capa molecular (Colman et al .. 1987). 

4, RECEPTOR LrAP4 

El receptor L-AP4 fue descubierto porque el L-AP4, es un potente 

antagonista de una subpoblaclón de respuestas excitadoras slnáptlcas en la 
retina (Slaughter y Mlller, 1981); parece ser que el L-AP4 mimetiza la acción del 

transmisor endógeno en células bipolares ON, y no bloquea la respuesta 
excitadora producida por NMDA, Quls o KA en la vía OFF (Young y Fagg, 

1990). Se sugiere que el recetar L-AP4 en esas células actua vía proteína G 
tncrementando la hldróllsls de GMPc, lo cual permite la activación de canales 

que dan una corrrlente entrante (Gaslc y Hollman, 1992). 
Un sitio de unión específico de L-AP4 en membranas de las células 

bipolares no ha sido Identificado, sin embargo, un sitio de unión a Glu 
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dependiente de Cl· parece ser el receptor L-AP4 (Young y Fagg, 1990) y están 
localizados preslnápUcamente; aunque no se han Identificado agonistas y 
antagonistas específicos para este Upo de receptor, sus agonistas son el L-AP4, 
el L-Glu y la L-D-fosfoserina y su efecto no es antagonlzado totalmente por 
CNQX {Watklns et al., 1990). 

b. RECEPTORES METABOTROP!COS 

Los receptores metabotróplcos están acoplados a una proteína G y 

generan cascadas de segundos mensajeros, en algunos casos estimulan la 
hidrólisis de fosfatldU lnosltol, para la formación de JP3 y DG (Berridge, 1984) o 

bien activan o Inhiben a la adenllato clclasa, enzima responsable de la 
formación de AMPc (Pleronl et al .. 1993). 

Los receptores metabotróplcos a Glu forman una famllla con una 
secuencia altamente conservada; todos ellos poseen siete segmentos 

transmembranales con el extremo N-tennlnal extracelular (Tanabe et al., 
1992). Pueden ser estudiados e Identificados por medio de un agonista selectivo 

de receptores acoplados a la hidrólisis de fosfadltll lnosltol, el ácido trans-l­
arnlno-clclopentll-1,3-dlcarboxíllco (tACPD) (Palmer, 1989), y de manera no tan 

selectiva por el Quls y el L-Glu pero no por AMPA (Schoepp et al., 1990); el 
efecto Inducido puede ser antagonlzado por ·et L-AP4, el L-2-amlno·3-

fosf<inoproplonato (AP3); el ácido 2-amlno-5-fosfonopentanoíco (AP5), por otra 
parte, se ha reportado que su estlmulaclón puede Inhibir el efecto de la 

activación por el NMDA (Schoepp et al., 1990). 

6. DlOLOGIA MOLECULAR DE LOS RECEPTORES A AMINOACIDOS 

EXCITADORES 

a. BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS RECEPTORES JONOTROPICOS 

J, RECEPTORES NMDA 

La primera secuencia que codifica para una subunldad que constituye al 
receptor NMDA. NMDA-Rl, fue clonada a partir de una biblioteca de DNAc de 

cerebro anterior de rata y caracterizada en ovocltos de Xerwpus (Moriyoshl et 
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al., 1991); otras cuatro secuencias que codifican para cuatro subunldades de 
este receptor (NMDA-R2A, B. C, D) fueron clonadas con base en su homología 

con NMDA-Rl y haciendo ollgos por medio de la técnica de amplificación por la 
reacción en cadena de la pollmerasa (PCR) (Monyer et al., 1992, Wlsden y 
Seeburg, 1993). La expresión de NMDA-Rl en ovocltos de Xenopus demostró 
que este canal homo-ollgomérico presenta muchas de las propiedades del 

receptor nativo NMDA (Nakanlshl et al., 1992). Sin embargo, existe evidencia 
que el receptor a NMDA nativo es un canal heteromérlco, esto se ha dilucidado 

mediante la coexpreslón de la subunldad NMDA-Rl con miembros de la familia 
de la subunidad NMDA-R2 (Monyer et al., 1992); se ha visto que la eficiencia 

de ensamblaje de las subunldades dentro de los canales heteromérlcos 
funclonales es mayor, la corriente que se expresa es cien veces mayor que en 
los ovocltos donde sólo se expresaron receptores homo-ollgomérlcos NMDA-Rl 
y las propiedades de modulación del heterómero está particularmente en la 

subunldad NMDA-R2, donde se Incluye el fuerte bloqueo por M¡(-!+, sensibilidad 
a Gly y la ctnétlca de apertura del canal (Wlsden y Seeburg, 1993). La 

permeabilidad del canal del receptor NMDA se encuentra en el residuo de 
asparaglna del segmento transmembranal 2 (TM2) de NMDA-Rl y de NMDA-R2 

(Bumashev et al., 1992); En la subunldad NMDA-Rl la sustitución del residuo 
de asparaglna por una glutamlna decrece la permeabilidad a Ca2+, mientras 

que la misma sustitución en la subunldad NMDA-R2 reduce fuertemente el 
bloqueo por M¡(-!+ (Sakurada et al., 1993). 

La estructura propuesta para el receptor NMDA con base a todos los 
estudios moleculares que se han hecho, y por analogía con otros canales 

lónlcos sensibles a ligando, se propone que este receptor posea un dominio 
N-tennlnal extracelular donde se une el ligando, seguido de cuatro dominios 

transmembranales y un dominio e-terminal extracelular; el dominio 
transmembranal TM2 formarla el poro del canal del receptor, donde el residuo 

de asparaglna presente en TM2 es Importante para la selectividad lónlca 
(Nakanlshl et al., 1992), presenta un dominio Intracelular que contienen la 

secuencia consenso común para una proteína clnasa dependiente de 
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Ca2+/calmodullna (PKCa2+/CaM), ast como de una proteína ctnasa C (PKC), el 
dominio N-termtnal extracelular contiene 10 sitios posibles de gllcosllaclón 
(Karp et al., 1993). 

Se propone que el receptor NMDA funcional consiste de la subunldad 

NMDA-Rl y de al menos una subunldad NMDA-R2: la subunldad NMDA-Rl se 
ha encontrado prácticamente en todas las neuronas, mientras que la 

subunldad NMDA-R2 se expresa de manera especíllca en diferentes partes del 
SNC (Monyer et al., 1992): y es la que da las propiedades especíllcas para cada 

subtipo de canal del receptor NMDA. Se han encontrado al menos siete formas 
(NMDA-RlA-NMDA-RlG) de la subunldad NMDA-Rl expresadas por edición 

alternativa de manera especíllca: todas estas lsoformas fueron capaces de 
Inducir una corriente entrante en respuesta a la aplicación de 100 µM de 

NMDA en un medio libre de Mg.>+ y con JO µM de Gly (Durand et al., 1992, 
Suglhara et al., 1992): las diferencias de las secuencias se encuentran 

principalmente en el dominio extracelular amino terminal y en la porción 
hldrofóblca del amino terminal, lo que le podría dar las diferentes 

sensibilidades a agonistas y antagonistas, asl las diferencias en las propiedades 
alostérlcas del receptor (Wtsden y Sceburg, 1993). Recientemente, el grupo de 

Nakanlshl (1993) ha clonado la secuencia que codifica para la subunldad 
NMDA-Rl del receptor NMDA de humano, la cual presenta una homología 

mayor de un 90% con respecto a la subunldad NMDA-Rl de rata, y sus 

caracteristlcas electrofislológlcas y bioquímicas al expresarlo en ovocltos de 

Xenopus son muy similares a las descritas para el receptor NMDA-Rl de rata: el 
gene que codifica para el receptor NMDA-Rl de humano ha sido localizado en 

el cromosoma 9 en su reglón q34.3 (Karp et al., 1993). 

2. RECEPTORES NO-NMDA 

Desde que Hollmann y colaboradores (1989) clonaron la primera 

secuencia que codifica para una subunldad del receptor AMPA/KA (Hollmann 
et al., 1989), una familia de subunldades relacionadas que forman un complejo 

canal-receptor AMPA/KA han sido Identificadas por hlbrldlzaclón cruzada y por 
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técnicas de ampllftcaclón del DNA como la PCR (Nakanlshi, 1992). Es un poco 
dificil lograr separar a los receptores a AMPA de los receptores a KA, ya que 

muchas veces los dos agonistas son capaces de inducir una respuesta en un 
mismo receptor. Sin embargo, se han categortzado como receptores diferentes 

ya que existen sitios de unión de alta afinidad para KA y para AMPA. con una 
distribución anatómica diferente (Gasic y Hollman, 1992). 

Las subunidades de los receptores no-NMDA pueden ser subclasificados 
en tres grupos: el primero consiste de 4 subunidades (GluRl-4), que muestran 

una aita afinidad por AMPA, mientras que los otros dos grupos son dos 
dlfrentes formas de subunldades selectivas para KA (GluR5-7 y KA-1 y KA-2) 

(Nakanlshl, 1992). 

l. Receptor AMPA 
En 1989, el grupo de Heinemann clonó, por primera vez, una secuencia 

que codifica para un subtipo de receptor a Glu de una biblioteca de DNAc de 
cerebro anterior de rata; al expresarlo en ovocitos de Xerwpus, se encontró un 

receptor funcional con las propiedades farmacológicas del subtipo AMPA/KA, 
que no se desensiblliza en presencia de su agonista por tiempos prolongados 

(Hollemann, 1989). Analizando la secuencia del DNAc se puede predecir una 
estructura similar a otros receptores lonotróplcos sensibles a ligando, con el 

dominio N-termlnal extracelular con 6 posibles sitios de gllcosllación, cuatro 
dominios transmembranales, donde el TM2 formaría el canal iónlco del 

receptor, en la reglón intracelular que se localiza entre los segmentos TM3 y 
TM4 pose varias secuencias consenso de regulación por fosforllación 

(Nakanlshl, 1992) y el extremo e-terminal extracelular: este receptor se localizó 
en rata de manera abundante en corteza cerebral, cerebelo e hipocampo 

(Hollemann, 1989). 
Se han clonado otras tres secuencias que codifican para otras 

subunidades del receptor lonotrópico de alta afinidad a AMPA por tres grupos 
independientes: GluRl-4 para el grupo de Heinemann, GluRA-D para Seeburg y 

GluRKl- GluRK4 para Nakanlshl (Boulter et al., 1990, Kclnfunen, 1990 y 
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Nakanlshl et al., 1990). Tudas ellas han sido aisladas de DNAc de cerebro de 

rata y al expresarlos en ovocltos de Xenopus son receptores homomérlcos 

funcionales, que se activan por AMPA. Quls y en menor proporción por KA, 

pero no se activan con NMDA, lo que Indica que es un receptor tipo no NMDA 

(Wlsden y Seeburg, 1993). 

Las subunldades GluRl-4 presentan una estructura muy similar entre 

ellas y con otras subunldades clonadas de receptores lonotróplcos sensibles a 
ligando (Nakanlshl, 1992), tienen un peso molecular aproximado de 98 Kd y 
están constituidas de aproximadamente 860 a 880 aminoácidos (Gaslc y 

Hollmann, 1992). 

La coexpreslón de pares heterogéneos de subunldades delreceptor 

lonotróplco tipo AMPA, da como resultado un receptor con propiedades en la 

conductancla que difiere de aquellas cuando son expresadas de manera 

independiente, y que se parece mucho más a las propiedades eletrofislológlcas 

expresadas en el receptor nativo, lo que sugiere que el receptor AMPA sea 
heteromérlco (Nakanlshl et al., 1990). Cuando se expresan las subunldades 

GluRl con GluR3 en ovocltos de Xenopus en una solución Rlnger normal, se 

presenta una corriente entrante reetlficante, que no se presenta cuando se 

expresa GluR2 con cualquiera de ellas, lo que sugiere que la subunldad GluR2 

domina las propiedades de !lujo lónlco del receptor (Nakanlshl et al., 1990, 

Wusden y Seeburg. 1993). En una solución Rlnger normal todos las GluR 
presentan una corriente entrante de Na+ y una corriente saliente cuando existe 

un potencial de membrana positivo, lo que Indica que se trata de un !lujo de 
K+; en una solución libre de Na• y K•, pero adicionada con Ca2+, GluRl, GluR3 

y GluRl+R3 presentan una corriente entrante significativa, cuando es Inducida 
por AMPA, Quls, KA y domoato, mientras que, GluR2+Rl o R3 esta corriente 

fue eliminada, lo que sugiere que GluRI y GluR3 son permeables a Ca•• 

(Hollman et al., 1991). Esto se apoya en el hecho de que, en glla de Bergmann 

se ha descrito un flujo de Ca2+ al ser estimulado por AMPA y mediante 

hibridación In sltu se Identificaron las subunldades GluRI y GluR4 pero no 

GluR2 (Wlsden y Seeburg, 1993). As! mismo, en glla de Bergmann y en glla de 
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Müller, por medio de de hlbridlzaclón con ollgos específicos de GluRl-4 se 
ldentlllcarón las subunldades GluRI, GluR3 y GluR4 pero no se detectó señal 

de GluR2 (López et al .. 1994). 

Se sugiere que en el segmento transmembranal TM2 se encuentra la 

selectividad lónlca del canal del receptor. Se ha Identificado un sitio llamado 

Q/R responsable de esta actividad, y corresponde a una glutamlna en las 

subunldades GluRl, R3 y R4 en las posiciones 582, 590 y 587 respectivamente, 

y una arglnlna en el sitio equivalente 586, en la subunldad GluR2 (Verdoom et 

al., 1991). Por medio de mutagénesls dirigida, en la subunidad GluR2 se 
cambió la arglnlna por una glutamlna, y se observó que en respuesta a KA 

presentó una corriente entrante de Ca2+, lo que dio pauta para proponer que la 

permeabilidad al ca2+ está dada por un aminoácido en una posición 

sumamente conservada (Hume, 1991). Cuando se analizó el DNA genómlco que 

codlJlca para el segmento 1M2 de la subunldad GluR2, no se encontró el codón 

para la arglnlna, sino que estaba presente el de la glulamlna; sin embargo, con 

excepción del cambio de una arg~1lna por glutamlna, la secuencia del exón es 

Igual al DNAc de GluR2, lo que sugiere que el cambio de glutamlna por 

arglnlna se genera post-transcrlpclonalmente por edición del RNA (Sommer et 

al., 1991) 

Adicionalmente a la familia de receptores de alta afinidad a AMPA, 

GluRl-4, cada uno de los receptores existe en dos formas moleculares que 

difieren en su secuencia por la Inserción de un segmento que precede a la 

reglón transmembranal cercana al carboxllo terminal, lo que les da las dos 
versiones llamadas fllp y flop, ese segmento de 115 pares de bases (pb) se da a 

través del uso alternativo de dos secuencias exónlcas presentes en el transcrito 

primario de los genes de esta familia (Sommer et al.. 1990). Las formas fllp y 

flap difieren un poco en su respuesta a L-Glu y a AMPA en relación al KA. con 

respecto a la corriente Inducida por el ligando y no por la unión del ligando al 

receptor; mientras que en células que expresan la versión fllp, a soluciones 

saturadas de KA y L-Glu provocan corrientes con amplltudes similares, en las 

versiones flop, el KA provoca corlentes mucho mayores que aquellas producidas 
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por L-Glu: estas observaciones confirman que tanto AMPA como KA actuán 
sobre un receptor común, y que dependiendo del Upo de subunldades que 

conforman el receptor, éste tendra una afln!dad y una conductancla diferente 
(Sommer et al .. 1990). 

La expresión de las diferentes subunldades dentro del SNC difieren un 
poco, no sólo anatómicamente sino que también durante el desarrollo (Monyer 

et al,, 1991). Los RNA mensajeros (RNAms) de las subunldades GluRl-4 han 

sido detectados en el cerebro de embrión de rata, siendo la más abundante 

GluR2; en estado posnatal es mucho más abundante el RNAm de la versión lllp 
en corteza e hipocampo (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 están presentes durante todo el desarrollo e 

Incrementan gradualmente durante la maduración del organismo (Monyer et 
al,, 1991). En rata, GluR2 se encuentra uniformemente en todas las capas de 

la corteza, mientras que GluRl y GluR3 en las capas 11 y IV, en la capa de las 
células piramidales del giro dentado y GluR4 se localiza en corteza entorrlnal, 

en CAl y giro dentado, todas las subunldades están presentes en la formación 
hlpocampal (Kelnl!nen et al., 1990). 

Los genes que codifican para las subunldades del receptor lonotróplco 
AMPA de humano, GluRl-4, han sido localizados en los cromosomas 5q32-33, 

4q32-33, Xq25-26 y l lq22-23 respectivamente (McNamara et al., 1992). 
El grupo de Mlshlna ha clonado de una blblloteca de DNAc de cerebro 

anterior de ratón, secuencias que codifican para toda una familia de 
subunldades de los receptores lonotróplcos del tlpo no- NMDA, todas ellas con 

una estructura similar a otras subunldades de este Upo de receptor. Las 

subunldades al y a2 corresponden a las subunldades GluRl y GluR2 

respectivamente, Jl2 a GluR6, y y2 y li l forman un cada una un grupo 

diferente ya que su homología con otras subunldades descritas es muy baja 

(Yamazakl et al., 1992). 
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U.Receptor a kalnato 
La primera proteina que une KA (KBPJ con baja afinidad fue alslada de 

cerebelo de pollo, y es Insensible a Quls y NMDA (Gregor et al., 1988); por 
medio de anticuerpos monoclonales sólo se localizó 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 polipéptldo, de un peso de 49 Kd con 4 

dominios transmembranales, presenta sitios posibles de fosforllaclón en el 
dominio lntramembranal (Gregor et al., 1989), de hecho la KBP in uitro es 

fosforllada por una proteína clnasa dependiente de AMPc (PKA) (Ortega y 

Telchberg, 1990); por las características antes mencionadas existe. la 

posibilidad de que esta proteína pueda formar parte de un canal iónico y puede 
ser una subunldad de un receptor a Glu tipo KA (Gregor et al., 1989). Sin 

embargo, cuando se expresóen ovocitos de Xerwpus no se encontró respuesta 
llslológlca. 

Por otra parte Hampson y Wenthold (1988), purillcaron una KBP de 
cerebro de rana de un peso molecular 48 Kd, con una estructura slrnilar a la 

KBP en cerebelo de pollo, y al igual que esta última, cuando se expresa en 
células COS-7, no forma un canal funcional (Wada et al., 1989). 

La subunidad del receptor a Glu de Upo lonotrópico KA-1, se aisló de 
una biblioteca de DNAc de cerebro de rata. KA-1 tiene un peso molecular de 

105.2 Kd y es un polipéptldo de 936 aminoácidos (Werner et al., 1991); tiene 
una secuencia de aminoácidos similar en un 53% a las subunldades GluRl-4, 

y de un 37% de similitud con KBP de pollo y la KBP de rana, sobre todo en la 
mitad de la secuencia hacia el extreno e-terminal. Por su baja homología con 

los grupos antes mencionados se les asignó un grupo aparte. El análisis del 
DNAc sugiere que la estructura de la proteína, tiene cuatro dominios 

transmembranales, con el extremo N-termlnal extracelular con secuencias 
consenso de N-glicosllación. KA·! no muestra unión a AMPA y la unión a KA 

es reversible y saturable y aunque también responde en menor medida a Quls y 
a Glu, se le ha designado como un receptor de alta afinidad a KA. Por medio de 

hibridación In sUu en rata, KA-! se locallzó en la región CA3 del hipocampo, en 
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las capas 11, V y VI de la corteza cerebral y en las células de Purklnje del 
cerebelo (Werner et al .. 1991). 

Otra subunldad que une KA con una alta afinidad, fue clonada de 
cerebro de rata y es la llamada KA-2, cuando se expresó en ovocltos de XeMpus 

el homómero no genera un canal sensible al agonista, pero al coexpresarlo con 
las subunldades GluR5 o GluR6 fue posible observar una comente lónlca 

entrante, diferente a la que se observa cuando se expresan las subunldades de 
manera lndependlente; cuando se coexpresan KA-2 y GluR6 el AMPA es capaz 

de lnduclr una comente no desenslblllzante (Herb et al., 1992). KA-2 es una 
proteína de 109 Kd, con un 68% de identidad con KA-1 y un 42% de homología 

con GluR5 o GluR6, tiene una afinidad mayor por KA y en menor proporción 
por Quls, domoato y Glu, no es sensible a AMPA: en rata se ha Jocallzado en 

las capas Il/111 y V /VI de corteza cerebral, en el complejo hlpocampal y en la 
capa granular del cerebelo (Herb et al., 1992). 

El otro grupo de subunldades de los receptores que unen KA con una 
alta afinidad. lo forman las subunldades GluR5-7, todas ellas fueron aisladas 

de DNAc de cerebro de rata, y tienen una estructura muy similar, el extremo N­
termlnal en la reglón extracelular, con varios sltlos consenso de N­
glucosllaclón, seguidos por cuatro segmentos transmenbranales (Nakanlshl, 
1992). 

La subunldad GluR5 tiene un 40% de homología con las subunldades 
AMPA/KA GluRl-4, forma un canal lónico homomérlco funcional en ovocltos 

de Xenopus que responde muy débilmente a Glu y que se desenslblllza muy 
rápidamente en presencia del agonista. El DNAc de GluR5 tiene una secuencia 

altamente conservada, en la mitad del extremo N-terrnlnal tiene una secuencia 
altamente hldrofóblca y se propone que se podría expander en la membrana. Es 

un pollpéptido de 890 aminoácidos y tiene un peso de 100.9 Kd. Se expresa en 
corleza cerebelar, hipocampo. gangllo de la raíz dorsal y en retina (Bettler et 

al., 1990). El gen humano que codifica para la subunldad GluR5 ha sido 
Identificado en el cromosoma 21 en la reglón q2l.l-22.I (Eubanks et al., 1993). 

El DNAc de la subunldad GluR6 al ser expresado en ovocltos, presentó 
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un canal funcional con una alta afinidad por KA, y con propiedades similares a 

las de GluR5. Es un pollpéptido de 884 aminoácidos y de un peso molecular de 

96.2 Kd, posee un 40% de homología con las subunldades GluRl-4 y con 

GluR5 una homología de un 80%. Por medio de hibridación in sib.l en rata, se 

ha identificado en el lóbulo 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 edición de RNA puede presentar una arglnlna o 

una glutamlna en el sitio Q/R, lo que le da diferentes propiedades en la 

selectividad lónlca del canal. También, se han Identificado dos residuos en el 

dominio transmembranal TM l de GluR6 que pueden ser alterados por edición 
de RNA (Gaslc y Hollman, 1992). 

Por último, el grupo de Helnemann también clonó Ja secuencia que 
codifica para la subunldad GluR7; GluR7 tiene un 75% de homología con 

GluR5 y GluR6, es un pollpéptido de 88 aminoácidos y de un peso molecular de 

100 Kd. En membranas de células de HeLa transfectadas con el plásmldo que 

expresa a GluR7 se obsevó que la unión de [3H) KA es especifica y saturable. 

Cuando se expresó en ovocltos de Xerwpus, forma un canal homomérlco 

funcional, con una rápida desenslblllzaclón en presencia del agonista y 
presenta una alta actividad con domoato y KA, en menor proporción a L-Glu y 

Quls y no presenta actividad con AMPA (Bettler et al., 1992). Se sabe que el 

aminoácido responsable de la permeabilidad del canal de los receptores GluR2, 

GluR5 y GluR6 es una arglnlna en el segmento transmembranal TM2 en el 

sitio Q/R, generada de manera postranscrlpclonal por edición del RNA 

(Sommer et al., 1991), mientras que GluR7 presenta una glutamlna en ese sitio 

(Bettler et al., 1992). 

b. BlOLOGIA MOLECULAR DE LOS RECEPTORES METABOTROPlCOS 

Por medio de técnicas de hlbrldlzaclón cruzada y PCR, se han clonado al 

menos 6 secuencias que codifican para 6 subtipos de receptores metabotróplcos 

a Glu (mGluRl-6) (Nakanlshl, 1992). 
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Según su secuencia y por el Upo de efector que Induce, los receptores 
metabotróplcos pueden ser dlvldldos en tres grupos: 

Grupo 1: que Incluye a mGluRla. mGlrRlp y mGluR5. Su activación 

estimula la formación de IP3 y son activados por Quls>Glu;, 

lbotenato>tACPD, son poco sensibles a la toxina pertusls. 

Grupo 2: mGluR2 y mGluR3, su activación tnduce un decremento en los 
niveles tntracelulares de AMPc; son activados por 

Glu=tACPD>lbotenato>Quls. 
Gru.po 3: mGluR4 y mGluR6, su activación Inhibe la acumulación de AMPc 

Inducida por forskollna, son activados preferenclalmente por 
AP4>Glu»tACPD. (Nakanlshl, 1992, Tanabe et al., 1993). 

La primera secuenlca clonada que codifica para un receptor 

metabotróplco (mGluRla) se obtuvó de una biblioteca de DNAc de cerebelo de 

rata y se clonó por medio de un ensayo de expresión en ovocltos de Xenopus 

(Masu et al., 1991). Su aetlvaclón Induce la fonnaclón de IP3 y la moblllzaclón 

de ca2+, es poco sensible a la toxina pertusls, y se activa preferentemente por 
Quls. Glu, lbotenato y tACPD (Masu. et al.,1991); por medio de hlbrldlzaclón in 

sfb.l en rata se han ldentlftcado en células de Purktnje del cerebelo, en el bulbo 

olfatorio, células granulares del giro dentado, células piramidales de las 

reglones CA2 y CA4 del hipocampo y en neuronas del tálamo (Shlgemoto et al.. 
1992). 

Se ha aislado una forma alternativa de mGluRl. la mGluRle, generada 

como resultado de la Inserción de un segmento de DNA que contiene un codón 
de terminación en la reglón que sigue del último segmento transmembranal 

(Plckerlng et al., 1993). 
Los tres receptores mGluR2-mGluR4 fueron aislados de una biblioteca de 

DNAc de cerebro de rata por medio de hlbrldlzación cruzada con el DNAc de 
mGluRl rranabe et al., 1992). Las secuencias de aminoácidos de los mGluR2-

4, están compuestas de 872, 879 y912 residuos de aminoácidos y las proteínas 
tienen un peso molecular de 95.77, 98.96 y 101.81 Kd respectivamente; todos 
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ellos conservan entre si una homología de un 40% en la secuencia de sus 
aminoácidos; presentan residuos de clsteina altamente conservados en el 

domlnlo N-termlnal extracelular, en la reglón extracelular entre el primero y 
segundo segmento transmembranal y en el quinto y sexto segmento 

transmembranal, lo que sugiere que los residuos de clsteina son Importantes 

en la formación estructural de los mGluRs; poseen secuencias consenso de 

N-gllcosllaclón en el extremo amino terminal y muchos residuos de serlna y 
treoruna para posible regulación por fosfmilactón en el extremo C-tennlnal 

Intracelular (Tanabe et al., 1992). 

La estlmulaclón de los receptores mGluR2, mGluR3 y mGluR4 Induce 

una disminución en los niveles de AMPc Intracelulares. En rata mGluR2 se 
localiza en células de Golgl de cerebelo, células granulares del giro dentado, 

corteza cerebral y bulbo olfatorio, la distribución del receptor mGluR3 es 

preferentemente en corteza cerebral, núcleo reticular del tálamo, células 

granulares del giro dentado y células gUales, y mGluR4 se loeallza en células 
granulares del cerebelo, neuronas del tálamo y bulbo olfatorio (Tanabe, 1993). 

El receptor mGluRS fue aislado por medio de la técnica de PCR usando 

como Iniciadores secuencias conservadas de los receptores metabotróplcos a 

Glu. mGluR5 presenta una alta homología (87%) con la secuencia de 

aminoácidos de mGluRl, y esta acoplada a la hidrólisis de fosfaUdll lnosltol, 

se estimula por Quis>lr Glu>tACPD, por hibridación út sttu se ha localizado en 

corteza cerebral, núcleo olfatorio anterior y en el estriado, hipocampo y tálamo 

de rata (Abe et al., 1992). mGluR6 se localiza predominantemente en retina, no 

existe un agonista selectivo para este receptor y su activación Induce una 

disminución en la concentración de AMPc Intracelular (Nakanlshi, 1992). 

7. EFECTOS A LARGO PLAZO POR LA ACTIVACION DE LOS RECEPTORES 

A AMINO ACIDOS EXCITADORES. 

La activación de los receptores a neurotransmisores no sólo produce 
cambios a corto plazo en las células del SNC, sino también por medio de la 

acción 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 
lnvesllgadores se han dedicado a tnvesllgar el papel de ciertos proto-oncogenes 

tnduclbles que se expresan tempranamente y que sus productos son factores de 

transcripción necesarios para la activación de otros genes tardíos (Morgan y 
Curran, 1991). 

a. GENES TEMPRANOS Y FACTORES DE TRANSCRIPClON 

Muchos de los proto-oncogenes celulares descritos actuán en varios 

procesos celulares. Los productos de los proto-oncogenes jos y jun (Fos y Jun 
respectivamente), son factores de transcripción que pueden ser Induclbles por 

señales extracelulares y que regulan la expresión de genes blancos selectivos, 

convirtiendo señales de corto plazo en respuestas a largo plazo (Curran, 1988). 

El proto-oncogen cjos se describió primero como el encogen codificado 

por el vtrus de osteosarcoma Flnkel-Blskls.Jlnklns de ratón (FBJ-MSV], posee 

varios elementos que regulan su expresión, que se localizan hacia arriba de la 

reglón 5' del gene y comprende al elemento responsivo a suero (SRE) a -310 que 

funciona como un elemento acllvador Induclble y une una proteína nuclear de 

67 kDa llamada factor responsivo a suero (SRF) (Morgan y Curran, 1991). Otro 

elemento que regula la e>.-preslón de cjos se localiza a -60 y es el elemento 

responsivo a AMPc (CRE), al cual se le une una proteína que se une une al 

elemento responsivo a AMPc (CREB), la cual se activa por una PKCa2+/CaM 

(Margan et al .. 1991). cfos codifica para una proteína de 62 kD llamada Fos, 

que funciona como un acllvador de la expresión de genes (Curran. 1988). 
El proto-oncogen c:}un fue Identificado como el encogen de virus de 

sarcoma de ave 17 (ASV-17) y llene una alta homología (44%) en la reglón C­

termlnal con la secuencia de aminoácidos de la proteína actlvadora 

transcrlpclonal GCN4 de levadura (Bohmann et al., 1987). Codifica para la 

proteína Jun de 40 Kd que es capaz de formar homodimeros y unirse al DNA. 

El gen c:}un consiste de un solo exón y llene varios elementos en la reglón 5' 

que regula su expresión: un elemento parecido a la caja TATA. la caja CAAT y 

un sitio de unión AP-1 entre estos dos elementos, lo que sugiere que jun regula 
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su propia transcripción, en la reglón 3' contiene varios poli (A) y secuencias 
A'ITIA que Indican que su RNAm dejun tiene una vida media corta (Vogt y Bos, 
1989). Existe toda una famllla dejun, en Ja que se Jncluyejun B yjun D que 
tienen una alta homologla con c-jun en el dominio acttvador de la transcripción 

y en el dominio de unión al DNA y pueden formar homodímeros capaces de 
unirse de manera funcional a Ja secuenlca AP-1 del DNA (Vogt y Bos, 1989). 

Fos y Jun funcionan directamente· como reguladores de la transcripción 
al formar Ja proteína actlvadora J (AP-1) (Margan y Curran, 1991). La secuencia 

consenso AP-1 TGACTCA se encuentra simétricamente en el DNA, lo que 
sugiere que las proteínas que se unen a ella lo hagan en forma de dímeros. 

Pueden formarse heterodímeros Fos-Jun, o bien heterodímeros con otros 
miembros de la familla de )un Uun By jun D), también se pueden formar 

homodimeros de Jun que son funcionales no as! los homodímeros de Fos (Vogt 
y Bus, 1989). Por otra parte se sabe que Jun es capaz de formar heterodímeros 

con algunos mJembros de Ja familia de CREB (CRE-BPI), sin embargo, no se 
ha visto que sean capaces de Inducir la transcripción, además de que se unen 

preferenclalmente a la secuencia consenso de CRE (TGAGCTCA) que a la de AP-
1 (Benbrook y Jones, 1990). Todas estas proteínas poseen una secuencia 

altamente conservada que les permite Interactuar entre ellas formando el 
llamado cierre de leucínas (Lamb y McKnlght, 1990). 

Los cierres de leuclna son cx-héllces anflpáttcas orientadas paralelamente 

y que contienen 4 ó 5 leuclnas en un Intervalo de cada siete residuos. La 

dlmerlzaclón es mediada por lnteraclones hldrofóblcas entre las cadenas de 
leuclnas de los dominios de las dos proteínas (Lamb y McKnlght, 1991). 
Adyacente a la reglón N-terminal del dominio del cierre, existen reglones 
básicas altamente conservadas que se propone. sean las que Interactúan 

directamente con el ONA activando genes que posean en su promotor la 

secuencia consenso AP-1 (Margan y Curran, 1991). 
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b. SEGUNDOS MENSAJEROS Y ACTIVACION DE GENES TEMPRANOS 

MEDIADOS POR U\ ACTIVACION DE RECEPTORES A GLUTAMATO 

Varios estudios han probado la existencia de vlas de segundos 
mensajeros que Incrementan la concentración Intracelular de Ca•• y que están 

Involucradas en la activación de los genes tempranos (Morgan y Curran, 1991). 

Al menos tres sistemas distintos pueden activar a c-fos, PKC, PKA y por 

PKCa2+/CaM). 

La PKC es una proteína clnasa que fosfortla en serlna o treonlna y su 

activación depende del segundo mensajero DG compuesto derivado de la 

hidrólisis de fosfatldil lnosltol-4,5 blfosfato (PIP2) (Berrtdge, 1984) y de Ca2+ 

(BeU, 1984). La PKA es un tetrámero compuesto de dos subunldades catalíticas 
y dos subunidades reguladoras y una vez que es activado por AMPc es capaz 

entonces de fosforilar a sus sustratos en residuos de serlna y treonlna (Nalm et 

al., 1985). El AMPc se fom1a a partir de ATP por medio de la enzima adenilato 

clclasa, la cual es activada por una proteína G que transduce la señal que le 

llega vía un receptor que se localiza en la membrana celular (Pleronl et al., 

1993). Existe una gran variedad de proteínas clnasa cuya activación depende de 

ca2+ y de CaM, la CaM clnasa 11, que es una proteína clnasa multlfunclonal y 

que es la mejor caracterizada, y otras CaM clnasa la, lb y IV que aunque están 
menos caractertzadas, también son capaces de fosforllar multlples sustratos 

(Nalm et al., 1985, Schulman, 1993). 

Se ha descrito que la activación de receptores a Glu Induce la 

transcripción de genes tempranos (Sonnenberg et al., 1989). La activación de 

receptores a Glu tipo lonotróplcos, NMDA y KA Induce un aumento en la 

transcripción de e-jos, poco se sabe de la vía entre la activación del receptor y 

la expresión 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 Ión sea de ortgen extracelular o liberado de pozas 

tntracelulares (Penner et al, 1993), y por los resultados de estudios bloqimlcos 

se propone que para el caso del receptor NMDA existe una estlmulaclón de la 

actividad de la fosfoUpasa A2 (PLA:i) que da como resultado un aumento en los 
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niveles Intracelulares de protaglandtnas (Plomelli, 1993), que Incrementan la 
actividad de la enzima adenilato clclasa ya que son capaces de afectar la 

actividad endógena de GTPasa de la proteína 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 consiguiente también aumenta la 
actividad de la PICA !Natrn et al., 1985). Por otra parte, la activación de los 

receptores a KA Induce la formación del complejo calclo-CaM que es capaz de 
activar una forma de adenilato clclasa !Cho! et al., 1993) y llegando a un punto 

en común con el receptor NMDA en la activación de la PKA que como ya se 
mencionó, se ha visto que regula la transcripción de cfos lLerea y McNamara, 

1993). 
La activación de los receptores a Glu tipo metabotróplcos induce la 

transcripción de genes tempranos, ya que aumentan la hidrólisis de 
fosfolnosiUdos de membrana para formar IP3 que libera ca2+ de pozas 

Intracelulares (Hughes y MlcheU, 1993), este calcio junto con el DG, el otro 
compuesto derivado de la hldróUsls de PIP2 {Berrldge, 1984), activan a la PKC, 

clnasa que también regula la expresión de los genes tempranos lMayer y Mlller, 
1990, Margan y Curran, 1991). 
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ID. ANTECEDENTES 

l. RECEPTORES A AAE EN LA RETINA DE LOS VERTEBRADOS 

Existen varias evidencias que apoyan el hecho de que existen receptores 

a aminoácidos excitadores (ME) en la retina de los vertebrados (Coleman et 
al., 1986). Se propone que el Glu y el Asp son los neurotransmisores endógenos 
en la retina (Steward et al .. 1985) ya que las células de la retina presentan 
!nmunorreactlvtdad ante el Glu (Marc et al., 1990). 

La activación de receptores L-AP4 en células bipolares ON, bloquea la 
respuesta a la luz en células horizontales, se propone que cierra de manera 

directa canales fónicos, 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 aplicó el ácido cls-2,3 

plperidlna descarboxillco (PDA), un antagonista no especifico de los receptores 
ionotrópicos a glutamato, la respuesta a la aplicación exógena de KA de las 

células horizontales as! como células bipolares de Upo OFF fue suprimida 
(Miller y Slaughter, 1986). La respuesta de las células bipolares tipo ON se 

inhibe con la aplicalón de CNQX (Hensley et al., 1993). También se ha descrito 

que las células amacrlnas de anfibios se despolarizan cuando se les aplica KA, 

Quis y NMDA (Miller y Slaughter, 1986) y en células ganglionales ON-OFF, el 
CNQX es capaz de bloquear la respuesta de estas células ante la luz (Henslcy 

et al., 1993). 
En células ganglionales de mamíferos, el KA induce corientes entrantes 

que se antagonizan con el ácido klnurénlco, mientras que la corrriente 
Inducida por el Quls no fue antagonlzada por el ácido klnurénlco, sin embargo. 

este antagonista es capaz de bloquear el efecto del NMDA en estas células 
(Alzenman et al., 1988, Massey y Mlller, 1990). Las células horizontales y las 

bipolares tipo OFF poseen receptores a glutamato Upo KA, mientras que 
células amacrinas poseen receptores tanto para KA como para Quis y NMDA 

(Coloeman et al., 1986). 
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En retlna de rata por medio de hlbrldlzaclón ln sttu. se ha visto que los 5 
genes que codifican para las subunldades de los receptores lonótroplcos tipo no 

NMDA GluRl-5, se expresan de manera diferencial (Müller et al .. 1992). 
Células gangllonales expresan las subunldades GluRl-4, GluR2 y GluR4 y se 
localizan en la capa nuclear Interna, mientras que las células amacrlnas 
parecen expresar todas las subunldades (Müller et al., 1992). En retina 

también se ha visto que se expresa de manera abundante el receptor 
metabotróplco mGluR6 (Nakanlshl, 1992). 

En la retina de pollo, se ha Identificado sitios de unión de Glu (López­
Colomé, 1981), uno dependiente de sodio y sensible a la congelación que 

corresponde a un sitio de captura, y otro que es independiente de sodio, que no 
es sensible a la congelación que representa a los receptores slnáptlcos (López­

Colomé, 1981). Estos receptores a Glu se han localizado preferenclalmente en 
células amacrlnas, gangllonales y células horizontales, aunque en menor 

propoclón en células bipolares (López-Colomé y Somohano, 1984). Los 
receptores a Glu en membranas de células de retina de pollo se han 

caracterizado mediante la unión de un ligando marcado radloactlvamente; se 
han descrito receptores para Glu, Asp, KA, NMDA y Quls, su expresión y 

propiedades farmacológicas vartan durante los diferentes estados del desarrolllo 
embrionario (Somohano et al., 1988). 

2. RECEPTORES A AAE EN CELULAB DE MULLER DE LA RETINA 

En membranas de células de Müller de la retina de pollos, se 
Identificaron tres poblaciones de receptores a Glu, mediante ensayos de unión 

de (SHf Asp; ta dos primeras poblaciones de receptores con una Kb de 40 y 200 
nM se presentarán a 1 DIV y cuando los cultivos estaban en confluencia a los 

12 DIV, sólo se expresó la población de receptores con una Kb de 200 nMjunto 
con otra población con una Kb de 1300 nM, todos estos receptores presentan 

una alta sensibilidad a AMPA (López-Colomé y Romo-de-Vivar, 1991). 
Se ha propuesto que las células de Müller puedan presentar sistemas de 

segundos mensajeros similares a los que poseen las neuronas y que se activen 
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cuando se estimulan receptores a ME. En cultivos primarios de células de 
Müller de retina de pollos, cuando se estimulan con análogos de AAE, se 

Induce la acumulación de fosfolnosiUdos (López-Colomé et al., 1993), teniendo 
el siguiente orden en la eficiencia L-Glu>L-Asp>NMDA>Quls=KA, el efecto es 

dependiente de Ca2+ externo y de Ca2+ liberado de pozas Intracelulares (López­
Colomé et al., 1993). Por medio de hlbrldlzaclón con ollgonucleótldos 

especiflcos para las subunldades GluRl-4 de los receptores a AMPA, tanto en 

glla de Müller como en glla de Bergmann, se detectaron las subunldades 

GluRl, 3 y 4, pero no a la subunldad GluR2 (López et al., 1994), lo que sugiere 
que ambos tipos celulares comparlcn características por derivar del mismo 

linaje celular ya que ambas son glia radial (BarUett et al., 1981). 
Por otra parte también en células de Müller se ha descrito que el Glu 

puede modular la conductancla a K+ por dos vías, una rápida quizás por medio 
de una fosfortlaclón del canal de K+ y otra lenta activando receptores 

metabotróplcos: cuando se aplicó Quls, 1S-3R ACPD se observó un aumento en 
los niveles de AMPc, no asl cuando se aplicó AMPAy KA, proponiendo que este 

AMPc active a una PKA que Inhiba a los canales de K + (Schwartz, 1993). 



J.Murbsrlltfn/GluRs y Factores de Transcrlpcfón 4 4 

IV. OBJETIVO 
Debido a que las células gliales de Müller se localizan radlalmente a todo 

lo largo de la retina de los vertebrados (Roblnson y Dreher, 1990) y entre las 
células neurales de la retina exiten vías glutamaérglcas (Steward et al .. 1985) 

es posible que el Glu lnteractüe con receptores especiflcos en las células de 
Müller modulando la actividad de estas células gllales y que a su vez las 

células de MüJler respondan a esta estimulaclón. Esto se apoya en el hecho de 
que por medio de estudios bioquímicos y moleculares se han Identificado 

receptores especiflcos a Glu en cultivos primarios de células de Müller (López­
Colomé y Romo-de-Vivar, 1991, López et al., 1994). 

Se ha reportado que la activación de receptores a Glu tanto lonotróplcos 
como metabotróplcos tnducen cambios en la actividad celular tanto a corto 

como a lago plazo mediante la formación de cascadas de segundos mensajeros 
(López-Colomé et al.. 1993, Schwartz, 1993) y la activación de genes tempranos 

tnductbles como c:[os (Lerea y McNamara, 1993), esto trae como consecuencia 
que Jos productos de estos genes tempranos que forman factores de 

transcripción como Ja proteína actlvadora 1 (AP-1) puedan modular Ja 
transcripción de otros genes tardíos que tengan la secuencia consenso para 
AP-1 en su promotor (Vogt y Bos, 1989). 

El objetivo de este trabajo fue el de Identificar si la activación de los 

receptores a Glu en células gllales de MüJler es capaz de Inducir Ja formación 
de factores de transcripción (AP-1) vía especifica, al Igual que en Jos 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 

Müller puedan responder a estimulas neurales reflejada en Ja expresión 
selectiva de genes en relación a las Interacciones slnáptlcas que existen en el 

ambiente en que se encuentran las células de MüJler en Ja retina. 
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V. MATERIALES Y METODOS 

l. REACTIVOS 

El ['f32PJ ATP [3000 Cl/mmol) fue obtenido de New England Nuclear: el 

AMPA, AP5, CNQX, 7C1Kyn, CPP, KA, MK-801, NMDA y Quls fueron 
comprados de Tocrls Neuroarnln, los sistemas de detección de proteínas que 

unen AP-1 o CRE fueron de GIBCO, las mini columnas de Sephadex G-50 se 

compraron de Boehrlngcr y todos. los demás 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 trabajo se hizó en base a 
la técnica descrita por Adler y colaboradores [1982) y modificada por López­

Colomé y Romo-de-Vivar [1991). 

Se usaron embriones de pollo de 7 días. Se extrajeron las retinas 

separándolas del epitelio pigmentado y se lavaron dos veces en solución de 

Hank libre de Ca2+ y Mg2+ [0.8 g NaCl, 0.04 g KCI. 0.006 g KH2P04, 0.0125 g 

Na2HP04, 2.0 mg rojo de fenal, 0.1 g glucosa en.100 mi de agua). Después de 

lavadas las retinas se Incubaron 20 minutos en trlpslna 0.25% en solución de 

Hank a 37ºC. La reacción enzimática se detuvo con L-MEM [1.338 g de medio 

de Dulbecco Eagle, al cual se le adicionó 0.05 g glucosa, 0.022 g de NaHC03, 

0.025% de pentamlclna, 0.025% de gentarntclna en 100 mi de agua) + 1% de 

albúmina bovina (BSA). Las células se disociaron mecánicamente usando una 

pipeta Pasteur y se filtraron a través de una red de nylon de 50 µm, se 

diluyeron en H-MEM (misma fórmula de L-MEM pero con 0.22 g de NaHC03) 

sin suero. Se sembraron las células en cajas falcan de 75 cm2, 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 glla de Müller ya 
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que los cultivos fueron lnmunoposltlvos para el anticuerpo pollclonal contra 
la GFAP que se une a los filamentos Intermedios de los astrocltos tipo l y 

como las retinas de los pollos no poseen astrocltos por ser retinas avasculares 
(Rasmussen, 1974), la marca corresponde a la glla de Müller (López-Colomé y 
Romo-de-Vivar. 1991). 

El medio de cultivo (H-MEM 10% suero) se cambió cada tercer día, hasta 
que los cultivos tuvieron 12 D!V tiempo al cual el cultivo estaba en 
confluencia. 

A los 12 D!V al cultivo primario se le cambió el medio de cultivo por 
medio H-MEM sin suero 8 horas antes de utilizarlos para el ensayo. En este 

mismo medio se colocaron al Glu y sus agonistas (AMPA. Quls, 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 
estimularon los cultivos con NMDA se colocó 15 mlnutos ante.s Gly a una 

concentración final de l O µM. En los cursos temporales se aplicó el agonista 
por el tiempo Indicado y después el medio de cultivo se cambió por medio nuevo 

sin suero, y se dejaron los cultivos hasta completar las dos horas; las 
concentraciones de los agonistas y antagonistas varlan en los diferentes 

ensayos. Una vez que pasó el tiempo de estlmulaclón se procedió a hacer los 

mlniextractos nucleares. 

3. MINIEXTRACTOS NUCLEARES 

Para realizar la unión de DNA a proteínas nucleares de células de 
mamífero se utilizó la técnica de Dlgnam (1983), modificada por Schaffner 

(Schrelber et al., 1989), la cual pernúte una rápida preparación de extracto 
nuclear, con una buena actividad de unión de DNA a partir de un número 

peque"º de células. La monocapa de células se lavó con una solución tampón 
de fosfatos salino (PBS) frío, se cosecharon adicionando 5 mi de PBS fria y se 

obtuvó el paquete celular centrifugando 5 minutos a 2000 rpm en una 
centrifuga clínica; el sobrenadante se retiró y el botón se resuspendló en 400 µ1 

de la solución tampón A fria (10 mM HEPES-HCI pH 7.9, 10 mM KCI, l mM 
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EDTA, 1 mM EGTA, PMSF 0.1 mM, DTT 0.1 mM, 0.5 µl/ml mezcla de 
lnhlbldores de proteasas (IP) 4 mg/ml [aprotlnlna, leupeptlna, pepstatlna), 1 

mM Na2Mo04). La suspensión se pasó a un tubo eppendorf de 1.5 ml y se 

mantuvo en Welo por 15 mtnutos, después de esto se agregaron 25 µI de una 

solución de NP-40 al 10% y se agitó en un vortex violentamente por 10 

segundos, La fracción nuclear se obtuvó centrifugando la muestra anterior por 

30 segundos a 15,000 rpm en frio, el sobrenadante se retiró con ayuda de una 

bomba de vacío y al botón de núcleos se le añadió 50 µI de la solución tampón 

C fria (20 mM HEPES-HCI pH 7.9, 400 mM NaCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 

PMSF 0.5 mM, 2 µI DTT 1 mM, 1 µ!/mi mezcla IP 4 mg/ml, 10 mM Na2Mo04), 

La suspensión de núcleos se agitó por 15 mtnutos a muy baja velocidad en frío 

y termtnado este tiempo el extracto nuclear se obtuvó centrifugando por 5 

minutos a aproximadamente 15,000 rpm. El botón se descartó y al extracto 

nuclear se le determinó la concentración de proteína por la mlcrotécnlca de 

Bradford (1976). Los extractos fueron congelados rápidamente en nitrógeno 

liquido y almacenados a ·BOºC hasta su uso. 

4, MARCAJE DE OLIGONUCLEOTIDOS DE DOBLE CADENA 

Para el análisis in vUro de la Interacción DNA-proteina se uWlzó DNA 
con la secuencia consenso de unión para AP-1 'Í'GACTCA o con la secuencia 

para CRE TGACTCA marcado radloactlvamente. La secuencia de los 

ollgonucleótldos de doble cadena (de) fue la siguiente: 

AP·l 5'-GATCCTICGTGACTCAGCGGGATCCTICGTGACTCAGCGG-3' 

3'·GMGCACTGAGTCGCCCTAGGMGCACTGAGTCGCCCTAG·5' 

CRE 5'-GATCTGACGCTATGACTGACGTCATGACTGACGTCATCA-3' 

3'·ACTGCAGTACTGACTGCAGTACTGACTGCAGTAGTCTAG·5' 

El ollgonucleótldo fue marcado en los extremos 5' por fosfor!laclón con 

[)02P]ATP con la enzima T4 pollnucleótldo ctnasa. En un tubo eppendorf nuevo 
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de 1.5 mi se adicionaron: 1 µI ollgonucleótldo de de equivalente a 5 ng AP-1 o 

CRE, 5 µI del tampón 5x de la pollnucleótldo clnasa; 10 µI (y32PJATP (10 

µCl/µl), 9 µl agua bldestllada y l µI T4 pollnucleótldo clnasa (5 unidades). La 
mezcla de reacción se Incubó por 45 minutos a 37ºC; al término de este tiempo 

se dlluyó la mezcla agregando 24 µI de Trls-HCI 50 mM pH 7.5. El 

ollgonucleótldo marcado se separó del (y32P)ATP libre utilizando una mini 

columna de Sephadex G-50, que previamente fue centrifugada para 
compactarla (5 minutos 90 rpm en la centrifuga clínica). El eluído se vuelve a 

pasar por la columna y a una alícuota de l µl se le determinó las cuentas por 
minuto (cpm) por la técnica de Cerenkov, obteniendo una Incorporación de un 
30%. 

IS. ENSAYO DE RETARDO DE ENTRADA AL GEL 

En este ensayo el DNA al Interactuar con las proteínas nucleares 

modifica su movilidad en un gel de pollacrllarnlda no desnaturaltzante, de tal 

manera que se retarda la entrada del complejo [)<l•PJDNA -proteína al gel. Para 

reducir la unión tnespecíflca de proteínas el ensayo se realizó en presencia de 
poll(dldC). El ensayo fue originalmente desarrollado para el análisis de 

proteínas reguladoras de genes de procariontes (Frled, 1981). Brevemente, la 
reacción de unión se lleva a cabo a 4ºC y la mezcla de reacción contiene: 10 µg 

de proteína del extracto nuclear, l µg/µl de poll(dldC). 4mM de espennldlna y 4 
mM de MgCI., el volumen se ajustó con la solución tampón D (20 mM HEPES 

pH 7.9, 60 mM KCI. glicerol al 20%, 0.25 mM EDTA, 0.125 mM EGTA. l mM 

D'IT) considerando un volumen final de 20 µI Incluyendo al DNA marcado 

radloacatlvarnente. Esta mezcla se Incubó 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 contlnúó la Incubación por 10 minutos más. Las 
muestras se separaron en un gel de pollacrllarnlda 6% no desnaturallzante 

previamente corrido 45 minutos a 100 volts. En un carril extremo se agregó el 
colorante (azul de bromofenol 0.1 % en glicerol 20 %), y posteriormente el gel 
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se corrió a 100 volts en 50 mM de Trls/50 mM de ácido bórlco/l mM EDTA 

hasta que el frente del colorante recorrió más del 80% de la longitud del gel. 

Una vez que termtnó la corrida, el gel se fijó en etanol 10%: acético 10% por 15 

minutos. El gel se secó y se expuso ante una película X-Omat (Kodak). 

Por último, para el análisis de los datos, las autorradlografias se pasaron 
por un densltómetro (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 activación de los receptores a Glu en 
células gllales de Milller produce efectos a largo plazo por la activación de 

proto-oncogenes, se determinó la unión de los factores de transcripción 
formados con los productos proteicos de estos genes, a sondas de DNA con las 
secuencias consenso para los factores de transcripción AP-1 y CRE. 

Es de hacer notar que previo a los tratamientos se eliminó del medio de 

cultivo el suero, ya que se ha reportado que existen factores en el suero que 
inducen la expresión de genes tempranos Involucrados en la formación de 

factores de transcripción (Morgan y Curran, 199 l) y que pudieran Interferir con 
nuestros resultados. 

Para tener un control positivo de nuestro sistema se estimuló a las 
células de Müller con acetato de tetradecanoll-forbol (TPA), ya que se sabe que 

el TPA es un potente Inductor de genes de respuesta temprana (Llm et al., 
1989). En la figura 5 se observa que, en respuesta al tratamiento con TPA 0.1 

µM, se aumentó la formación del factor AP-1, tal como se esperaba. Asimismo 
se demuestra que las células de Müller presentan niveles basales del factor de 

transcripción AP-1 y que la estimulaclón de Glu y KA, ambos en concentración 
1 mM durante 2 horas, Incrementa la formación de AP-1. 

No se observó un efecto sobre la unión al DNA del factor de transcripción 
CRE en células de Müller como resultado de la estimulaclón de agonistas del 

Glu. La figura 6 muestra que concentraciones 1 mM de Glu, NMDA. KA y AMPA 
no Inducen cambios en la formación del factor CRE de manera significativa en 

células de Müller después de dos horas de estimulaclón, además de que las 
células de Müller poseen niveles basales de este factor de transcripción. 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 transcripción (Dlgnam, 1983) y efectivamente se observa una unión del 

factor de transcripción a la secuencia consenso CRE en estas células. 



·~ 

CELULAS DE MULLER DE RETNi\ CEPO.LO 
l.•Sondo AP~I 
z,eontrol 
l-Glt.1lmM 
4·KA lmM 
"°TPAOl}IM 

.... , ... 
CELULAS DE MIJU..ER 0E RETIN4 
l·Hllo 
!.lo!wlo 
l·Cowol 
<t•Glwlll'M 

5-NMOAlnlM 
l!-KAlmM 
7.·AMPAt KAllw!M 
11.-f'oti• !JN 

J.Murbartldn/GtuRs y Factores d• TraMcrlpcldn 6 1 

.. 

Figura 5. Retardo de entrada al gel 
del factor de transcrlpcl6n AP-1. en 
c~lulas de MOUer de retina de pollo, 
mediada por la activación de 
receptores a Glu. 

Figura 6. Retardo de entrada aJ gel 
del íactor de transcrtpclOn CRE en 
d:lulas de MOller de retina de pollo. 
La scftal es pcoducto de la acUvaclOn 
de receptores a Olu por los diferentes 
¡q¡onlatas. 
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El efecto del Glu en la Inducción de genes tempranos que forman el 
factor de transcripción AP-1 fue dependiente de la dosis (figura 7) teniendo su 
máximo efecto a una concentración de 1 mM. 
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Figura 7. RctactOn dosis-respuesta del efecto del Glu sobre la Inducción de genes 
tempranos, medida como la unlOn del factor AP-1 a su secuencio consenso en el DNA. 
en ttlulas de MOUer de retina de pollo. 

La formación del factor AP-1 mediado por la activación de los receptores 
a Glu con 1 mM del agonista, fue detectable desde los 15 minutos de 

estlmulaclón, alcanzando su máxima respuesta a los 60 minutos y 

manteniéndose constante al menos hasta los 120 minutos tiempo máximo de 
estlmulaclón que se probó (figura 8). 
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Figura 8. Curso temporal de la formación del íactor AP· l dada por la expresión de genes 
tempranos Inducidos por la acUvaclón de receptores a Glu en c~lulas de MOUer de retina 
de pollo. 

Para poder dilucidar que tipos de receptores a Glu en las células de 
Müller estaban Involucrados en la Inducción de genes tempranos, cuyos 
productos forman el factor de transcripción AP-1, se colocaron diferentes 

antagonistas especificos que bloquean la respuesta Inducida por el Glu. La 
figura 9 muestra que tanto el CPP como la CNQX a una concentración del µM 

Inhiben la respuesta Inducida por el Glu. lo que sugiere que al menos dos 
clases de receptores a Glu están Involucrados en la Inducción a largo plazo en 

este tipo celular, receptores tipo NMDAy receptores tipo AMPA/KA. 
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Figura 9. Inhibición de In respuesta Inducida por 1 mM de Glu, medlate la acción de 
antagonistas especfflcos. CPP. L--AP3 CNQX (0. lµM) adicionados 30 minutos antes que el 
Glu, mediada como Ja unión del factor de transcr1pct0n AP-1 a su secuencia consenso 
en el DNA. en c~lulas de MOller de retina de pollo. 

El KA Induce respuestas a largo plazo mediante la activación de 
receptores especillcos en células de Müller, ya que Induce la transcrlpclón de 

genes tempranos, que forman factores de transcrlpclón como AP-1. reflejando 

como un Incremento en la unión del factor AP-1 al DNA con la secuencia 
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consenso paraAP-1 de una forma dependiente de la dosis (figura 10), teniendo 
su máximo efecto con 1 rnM del agonista. 
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Figura 10. Erecto dependiente de la dosis de la activación de receptores a Olu Upo 
KA en células glloles de Maller. medido por Ja unión del factor de transcrtpclón 
AP-1 a su secuencia consenso. 

Al tratar de lnvesugar si el AMPA Inducia la formación del factor de 
transcripción AP-1 en células de MQIJer, por la acUvaclón de receptores a Glu 

del Upo AMPA, no se detectó efecto alguno después de 2 horas de esUmulaclón 
con 1 mM de AMPA, sin embargo, como se observa en la figura 11 el efecto sólo 

se observó al minuto de esUmulaclón, lo cual sugiere que los receptores a 
AMPA se desenslbllizan rápidamente en presencia del agonista por Uempo 

prolongado. 
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Figura 11. Curso temporal de la tnduccJón de genes tempranos que fonnnn al factor de 
transcripción APe 1 mediada por la acUvaclOn de receptores AMPA en celulas de M011er de 
rcttna de po11o. 

Muchas veces es dificil dlsUngulr a los receptores AMPA de los de KA 

debido a que no existen antagonistas específicos para cada uno de ellos y 
también a que ambos agonistas pueden actuar en los dos Upas de receptores 

(Watklns et al .. 1990). Para poder dlsUngulr el efecto producido sólo por los 
receptores a KA, se desenslbUizaron primeros los receptores a AMPA colocando 

30 minutos antes de la aplicación del KA, 100 µM de AMPA. El resultado 
obtenido se muestra en la figura 12, donde se puede distinguir que la inducción 

de genes tempranos cuyos productos forman el factor de transcripción AP-1 a 
las dos horas de estlmulaclón con estos agonistas, fue efecto de la activación 
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unlcamente de los receptores Upo KA, además, dicho efecto fue dependiente de 
la dosis. 
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Figura 12. Efecto dependiente de la dosis de la Inducción de genes tempranos, medido 
como Ja untOn de AP· I a su secuencia consenso mediada por la activación de tos 
receptores a KA. 

Para comprobar que el efecto obseivado en las células de Müller cuando 
se les estimuló con el AMPA y el KA correspondía a la activación de los 

receptores específicos AMPA/KA, se colocaron antagonistas especificas de los 
receptores 30 minutos antes que la aplicación del agonista, para que 

bloquearan la respuesta tnduclda por la activación de estos receptores. La tabla 
1 muestra que 1 µM de CNQX antagonista de los receptores AMPA/KA 

dlsmtnuyó en un 50 por ciento el efecto producido por la activación del receptor 
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a KA, mientras que el CPP (10 µM) antagonistas de los receptores tipo NMDA 

no tuvo efecto alguno sobre la lnduclón mediada por la activación del receptor 

KA, lo que sugiere que la activación de genes tempranos que codifican para las 

proteínas que forman al factor de transcripción AP-1 cuando se estimulan con 

KA, está dado de manera especifica por la activación de este tipo de receptor . 

A 
N 
T 
A 
G 
o 
N 
1 
s 
T 
A 
s 

. TABLA 

A G O N S T A 

NINGUNO GLU NMDA KA QA 
NINGUNO 100 182 180 132 127 

L-AP3 1 µM 136 162 N.D. N.D. N.O. 

CNQXO.l µM 103 N.D. 56 118 143 
1 µM 100 75 120 62 N.O. 

cpp .. 1 µM 165 128 95 N.D. N.O. 
lOµM 107 N.D. 100 134 138 

7CIKyn 1 µM 130 N.D. 107 N.D. N.D. 

Tabla l. Formación del íaclor de transcrtpctón AP-1 dado por la activación de genes 
tempranos, Inducidos por la acttvact6n de receptores a Glu por sus agonistas (KA. 
NMDA. Quls y Glu} o una concentración 1 mM y su Inhibición por antagonistas 
especlflcos. N.D.= no dctennlnodo. Los valores representan un experimento Uptco y se 
expresan como porcentaje del control. 

La figura 9 da pauta para sugerir que existe al menos otro tipo de 

receptor a Glu cuya activación Induce una respuesta a largo plazo en las 

células de Müller, el receptor tipo NMDA. El efecto del NMDA en las células de 

Müller de retina de pollo fue dependiente de la dosis (figura 13), Induciendo en 

un 250 % Ja formación del factor de transcripción AP-1 respecto al control, con 

1 mM de NMDA y dos horas de estlmulaclón. 
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Figura 13. Efecto dependiente de la dosis de la acUvaC:lón de receptores a Glu Upo NMDA 
en cc!lulas g1lnles de MOlter, medido como Ja unión del factor AP· l a su secuencia 
consenso. 

Además. esta inducción es especifica por la activación de este receptor ya 

que el CPP, antagonista competitivo de los receptores NMDA, a una 
concentración de 1 µM reduce en un 52 % la respuesta Inducida por el NMDA, 

mientras que la CNQX a la misma concentración no tiene un efecto tan 
pronunciado. El receptor NMDA posee un sitio de regulación alostérlco positivo 

para la Gly; al aplicar Gly 10 µM 15 minutos antes de la aplicación del NMDA 
la respuesta inducida por el NMDA se potenció en un 50 % Oos datos no se 

muestran) por lo que en todos los casos se utilizó NMDA en presencia de Gly. 
Cuando se colocó el 7 ClKyn antagonista para el sitio de la Gly a una 
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concentración de 1 µM no se obseivó que tuviera un efecto en la Inducción 
dada por el NMDA O'abla 1). 

El qulscualato, otro análogo del Glu se une a receptores de tipo AMPA y 
a receptores metabotróplcos (Young y Fagg, 1990), Induce muy poco la 

activación de genes tempranos para la formación del factor de transclipclón AP-
1 comparado con la tnducclón dada por otros analogos del Glu (Figura 14) y no 

presenta Inhibición por CPP nJ por CNQX (tabla 1), lo que podría sugertr que se 
tratara de la activación del receptor tipo metabotróplco y no lonotróplco, 

2110 

-0-- GLU 

--<>- KA 

····O···· NMDA+Gly 

-6- KA+AMPA 

---m--- Quia 

110-.---~~--~---~--~ 
0.0001 0.001 0.01 0.1 1 

Conc,(mM) 

Figura 14, Inducción de genes tempranos, cuyos productos forman el factor de 
transcr1pclón AP-l dado por la ncUvaclOn de Jos diferentes tipos de receptores a Glu en 
células de MOller de rcUna de pollo. 

De la figura 9 se puede deducir que la activación de receptores tipo 
metabotróplco no es muy significativa en las células de Müller, ya que el L-AP3 

antagonista no competitivo de los receptores metabotróplcos disminuye muy 
poco el efecto producido por el Glu en estas células (figura 9). 

La figura 14 muestra que la máxima Inducción de la formación del factor 
de transcripción AP-1 en células de Müller de retina de pollo con dos horas de 
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estlmulaclón en presencia de los agonistas esta dada por el Glu, y de manera 
muy similar por el NMDA, siguiendo en potencia la Inducción dada por el KA y 

en mucho menor propoclón el Quia; el AMPA Induce una respuesta 
aproximadamente de un 200% en las células de Müller solo apreciable al 

minuto de la estimulaclón (figura 14). 
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VU. DISCUSION 

Las células de Milller forman parte de la glla radial y se encuentran 
localizadas a todo lo largo de la retina (Roblnson y Dreher, 1990), donde se 
conoce existen vias glutamatérglcas entre los elementos neurales de la retina 
(Steward et al., 1985), por lo que se propone, que ese mismo Glu sea capaz de 

activar receptores especificas en las células gUales adyacentes. 
Por estudios previos se ha demostrado que las células de Milller poseen 

receptores a aminoácidos excitadores (López-Colomé y Romo-de-Vivar, 1991, 
López et al., 1994), y que su activación Induce cambios a corto plazo como la 

formación de fosfolnosítidos, cambios en los niveles Intracelulares de ca2+ y 
translocaclón de la PKC a membranas de células Intactas (López-Colomé et al., 

1993). Por otra parte, en otros tipos celulares se ha descrtto que la activación 
de receptores a Glu Induce cambios a largo plazo, Iniciando con la activación 
de genes temparanos lnduclbles (Sonnenberg, 1989), como c-fos y c-jwi cuyos 
productos proteicos forman el factores de transcrtpclón como AP-1 (Margan y 

Curran, 1991), que postertormente regulan la activación de los llamados genes 
tardíos si poseen en su promotor la secuencia consenso para que se una AP-1 
(Lerea y McNamara, 1993). 

El objetivo de este trabajo fue Investigar si la activación de los receptores 

a Glu Induce cambios a largo plazo en las células gllales de Müller, midiendo la 
formación de factores de transcrtpclón como AP-1 y CREB que son producto de 

la activación de genes tempranos, como un paso necesario para la 
transcrtpclón de genes tardíos. en la perspectiva de la relevancia que pueda 

tener el hecho de que las células gllales de Milller puedan responder a 
estimulas dados por neurotransmisores y que de alguna manera modulen la 
actividad slnáptica que In vivo se presenta adyacente a las células de Milller. 

Resultados obtenidos Indican que la estimulaclón de las células de 

Milller de retina de pollo tn vUro por aminoácidos excitadores Induce la trans­
crtpclón de genes tempranos que forman factores de trancrtpclón, medido como 

la unión del complejo AP-1 o CRE formado a su secuencia consenso al DNA. 
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Las secuencias consenso para la unión del factor de transcripción CREB 
se encuentran en la reglón reguladora de varios genes tempranos incluyendo a 

c-fos (Morgan et al., 1991). Los resultados obtenidos indican que en las células 

de Müller no hay una formación slgnlJlcativa del factor de transcripción CREB 

(figura 6) producto de la transcripción de genes tempranos inducidos por la 
activación de receptores a Glu, por lo que se sugiere que su expresión sea 

únicamente constitutiva, ya que las células de Müller sin estimulaclón 

presentan niveles basales de CREB. A diferencia de los genes tempranos, cuyos 

productos forman al factor de transcripción AP-1 (figura 5) que si son 

lnduclbles por la activación de receptores a Glu especificas en estas células. 

La Inducción de genes de respuesta temprana en células de Müller fue 
mediada por la activación de receptores sensibles a L-Glu; el efecto se midió 

como la unión del factor de trancrlpclón AP-1 a su secuencia consenso Este 

efecto fue dependiente de la dosis (fig 7), teniendo el máximo aumento del 

factor de transcripción AP-1 al estimular a las células de Müller con l mM de 

Glu, esta respuesta se presentó desde los 60 minutos de estimulación y 

permaneció constante hasta las dos horas (figura 8), tiempo máximo de 

est!mulaclón que se probó, debido a que se ha reporlado que la síntesis de las 

proteínas de los genes tempranos como cfos después de la expresión de su 
RNAm tiene una vida media de dos horas (Margan y Curran, 1991). 

Se ha descrito que las células de Müller a los 12 DIV, tiempo al cual los 

cultivos primarios están confluentes, presentan sltlos de unión especiflcos para 

NMDA. Quls, KA y en menor proporción a AMPA (López-Colomé y Romo-de­
Vlvar, 1991). Cuando se activaron estos receptores de las células de Müller con 

los análogos del Glu, NMDA, KA, AMPAy Quls se observó que la Inducción del 

factor de transcripción AP-1 en todos los casos fue dependiente de la dosis; la 

respuesta de las células de Müller después de dos horas de estimulaclón con 
los diferentes agonistas fue mayor cuando se apllcó NMDA, induciendo una 

respuesta similar a la que se presentó cuando se estimuló con Glu, en menor 

proporción fue la respuesta inducida con KA y el Quls prácticamente no induce 

respuesta (figura 14). El efecto inducido por la estlmulaclón de las células de 
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M!lller con AMPA, sólo fue detectable al minuto de la estlmulaclón y no a las 
dos horas como en los demás casos (figura 11), lo que sugiere que estos 

receptores se desenslblllzan rápidamente cuando están en presencia del 
agonista por tiempo prolongado (Jonas y Sakmann, 1992). 

Es dificil distinguir a los receptores KA de los de AMPA ya que ambos 
receptores no tienen antagonistas especificas y también a que ambos agonistas 
pueden Interactuar con los dos tipos de receptores (Watklns et al., 1990). Sin 
embargo, por los resultados antes mencionados, a las dos horas de 

estlmulaclón sólo se distingue la respuesta que corresponde a los receptores a 
KA cuando se estimula con KA, ya que los receptores a AMPA se desenslbillzan 

rápidamente: para poder dilucidar si el KA sólo actúa con un tipo de receptor, 
se colocó 30 minutos antes de la estlmulaclón con KA, 100 µM de AMPA con el 

propósito de desenslblllzar los receptores a AMPA y sólo ver el efecto del KA 
(Jonas y Sakmann, 1992), la respuesta que se obtiene es ligeramente menor 

que a la observada por la aplicación de !CA sin AMPA (fig 14), lo que sugiere que 
la respuesta dada por la aplicación de KA, sólo está dada por la activación de 

este tipo de receptor. La inducción de la formación del factor de transcripción 
mediada por la activación del receptor tipo KA disminuyó en un 50 % con 

CNQX, antagonista de los receptores AMPA/KA. mientras que el CPP 
antagonistas de los receptores NMDA a una concentración de 10 µM no tiene 
efecto sobre la respuesta Inducida por el KA rrabla 1), lo que sugiere que la 
respuesta Inducida por el KA es vía un receptor específico. 

Por los resultados obtenidos, al menos otro receptor está Involucrado en 
la Inducción de genes de respuesta temprana en las células de Milller, el 

receptor tipo NMDA. El efecto del NMDA en las células de Milller fue 
dependiente de la dosis (figura 13), siendo el NMDA el que Induce una 

respuesta mayor en relación a los otros análogos del Glu (figura 14). La 

inducción de genes tempranos mediada por el NMDA fue disminuida en un 52% 

por CPP y por CNQX de manera no específica, además cuando se aplicó el 
7CIKyn, un antagonista que actúa en el sitio alostérlco positivo de la Gly, no 

se observó que tuviera efecto alguno sobre la Inducción dada por el NMDA 
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(tabla 1), En células de gUa de Bergmann se describió un receptor NMDA que 
no es sensible a Gly nJ a Mg2+, sin embargo, el receptor NMDA en células de 

Mílller si es sensible a Gly (López-Colomé et al .. 1993), cuando se aplicó Gly 1 O 
µM 15 minutos antes de la aplicación del NMDA, la Inducción de la formación 

del factor de transeripclón AP-1 fue mayor en un 50% respecto a cuando sólo se 
estimuló con el NMDA. Por otra parie, se ha descrito que en células de Müller 

el NMDA Induce la acumulación de fosfo!nosíUdos (López-Colomé et al., 1993), 
caracterisUca que sólo estaba descrita para receptores de Upo metabotróplco 
(NakanlshJ. 1992). lo que permite sugerir que el receptor NMDA en células de 
Müller posee otras características diferentes a las descritas para el receptor 
NMDA en neuronas (Aschery Norak, 1987). 

La inducción de genes tempranos que forman el factor de transcripción 

AP-1 mediada por el Quls (agonista no selecUvo de los receptores a Glu) en 
células de glla de Müller está dado por la activación de receptores de Upo 

metabotróplco y no por los de Upo AMPA, ya que la CNQX no inWbe la 
respuesta inducida por el Quis. La inducción de la formación del factor de 

transcripción AP-1 mediada por el Quls es mucho menor a la inducida por 
otros análogos del Glu (ílgura 14), lo que podría sugerir que la acUvación de los 

receptores metabotrópicos no es muy significauva en estas células ya que 
cuando se aplicó L-AP3 un antagonista no competiUvo de los receptores 

metabotrópicos prácUcamente no reduce la respuesta inducida por el Glu en 
células de Müller (figura 9). 

El hecho de que células gllales de Müller presenten receptores a AAE 
funcionales sugiere que esas células pueden parUcipar en la modulación de las 

sinapsis entre los elementos neurales de la reUna, ya que son capaces no sólo 
de recibir un estimulo dado sino de responder a él. Las células de Müller 

presentan respuestas a corto y a largo plazo mediados por la acUvación de 
genes tempranos que forman factores de transcripción, necesarios para la 

regulación de la expresión de genes tardíos que son los que al final van a 
producir las proteínas efectoras de la respuesta. 

Los resultados de este trabajo permiten Inferir que al menos tres Upos de 
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receptores están Involucrados en la Inducción del factor de trancrlpclón AP-1, 
todos ellos receptores del tipo lonotróplcos KA, NMDA Y AMPA, sobre todo la 

activación del receptor NMDA es la que tiene un efecto mayor en la lnduccclón 

de la formación del factor de transcripción AP-1. Ahora lo que quedaría por 

resolver es definir justamente la vía que existe entre la activación de un 

receptor en la membrana celular hasta el núcleo donde se da la trancrlpclón de 

genes tempranos como e-jos y c:Jun que forman el factor de transcripción AP-1 

, cuáles son los mecanismos de segundos mensajeros Involucrados en la 

transmisión de la señal y qué Upas de proto-oncogenes se están activando, ya 

que el factor de transcripción AP-1 puede ser formado con los productos 

proteicos de diferentes miembros de la familia de Jun, Incluso, sin la 

participación de la proteína Fos, ya que el homodímero de Jun es capaz de 

formar un AP-1 funcional (Vogt y Bus, 1989). En cultivos primarios de células 

de Müller la activación de receptores a Glu activa cascadas de segundos 

mensajeros como la de hldróllsls de fosfatldlllnosltol para la formación de 

fosfolnosltldos como el lP3, elevación en los niveles Intracelulares de Ca2+ y la 

traslocaclón de PKC a la membrana (López-Colomé et al., 1993), la activación 

de la PKC podría estimular la transcripción de genes tempranos como a e-Jos en 

donde tiene un elemento responsivo a suero (SRE) al cual se une un factor 

fosforllado por PKC (SREBJ (Margan y Curran, 1991). 

En conclusión los resultados obtenidos en este trabajo Indican que la 

activación de receptores a Glu en células gllales de Müller de la retina, está 

ligada a la regulación de la expresión de genes que estarían lmpllcados en la 
respuesta a largo plazo de estas células y que esto les confiera la capacidad de 

modular de alguna manera la actividad slnáptlca de las células neurales de la 

retina. 
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