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f~ESU.\IE:'-1 

El át:ido L-glut;.ímirn !L-glul y algunos de sus an;ílogos im.lucl!n la f;1gocilllsis Je los 

discos e.Je Jos segnwntos l!.\ternos de los fotorreceplllfl'.S Jlllr el epitelio pigmentario de Ja 

1c·tina ¡ EPR l. pronahlenll'nlc a travt':; de Ja i111er:1LTit'111 L'llll un receptor. En ,•.,ta tesis ... e 

caractcri1.an>n n·l'eptores para L-glu en las memhranas de f;L~ células del epitelio 

pigmcntariu de la retina de poli•> en cultiv" pri111;1rill. cn estaJo nn confluente ( 111 DJV) y 

cunllueme t25 Dl\'1. La unil'>n cspccílka Je L-;!lu-11-' es saturable. rcwrsihlc e insensihll: 

a temperatura. fl<'lll parcialmcnte depemlientc de :-\a+. 

:\simisllll>. >e iden11lic;ir1111 receptllre., con L-:t1·ac1crislicas sinulares cn c.5Julas Jd EPR 

ln1111;1110 en u1l1iv11. pnic·edL'llll~.' dl' d1>11ad11n:.\ ¡10.1·1-1111ir1e111 de diktl'nte.\ l'lh1d,·s ih y ::'.<J 

días . ..¡ llll'Sl'S. 1) Y 1\ ;UillS). f.;IS l'al'al'lL'rÍS(Íl'aS l'Íllt'lica.\ fucrnn silllifarl'S L'n [t>lft>S ft>S 

l'd.\tlS iKJJ de l IXI .¡ l.-IX2 11:-.1: ll111;1x '"' X.I> ;¡ 1 '-1 J'lllllllllH! '"' llf'l>IL'lll:tl. u f'<'rlil 

i1>n111nípirn 1 ~:-.JDAl. rn1111H1ll:tah111r(1p1L·11 (M~IL,ihk a :\Cl'Dl. 

Tan111 L'n l'l IL'tidll 1111.iclt> c1111111 ,·n f,,_, rnl1i1·11s ,·l'fulan:s. d EJ>R 1,·cibc 1.i i111Ju,_·nc1a de 

lltrn.~ a111111tl<ícidt>.,, ill'lll'Ulransmis11n-s p11tcnciall's. c11111n la taurina. ,~f GAi!:\ y la glicina. 

Se demostr(l que en todas las prcparaci1111,~s. estos L·11111pue.\tos aunll'nlan la unit'in del L

glu-11-'. dl't.:to que d1.,111111uye 111vns;1n1en1c a la dikrenciac11'in lkl tc¡idn. J·:n l'I El'R de 

p11ll11. la taunna a11nh·nt:1 l'f mi111,·r11 d,· ... u111., l'Sfll!cílicns. mi..:ntra.\ qui: <'11 ,·J EPI~ liu111an<>. 

la _!!licina l'l1 l"<>m·,·111ral'1111w' lllll'l'l'lllllfar,·'· au111,·111a la ;11inidad dl' f,,.. l'<'l'<'f'l<>rl'' a 1.-:,!lll. 

Lt e.,1nc1111ia llll 1nl11Jx• l'I i:kc:t1> di: la gl1L·111a. pi:rn .,1 L'f 7 dlln>k11111r..:11atn. un a111ag11111.,1a 

d1.·l ... i1i\1:d11\ll;n,·,11k l.1 '.~!il'iil;l l'll •'l 1\· .. ·~·¡ 1 !.·r ,h' !qi,1 '.'\1D.\. i:i l",(ÚtHll•I ¡1¡,1,!t:i.:1d11 ¡'t•f 

la .'c!licma .... ..: 11h.'L'n·a 1a111J1ién <'11 la., lllL'lllbran;L\ di: Ja., célula;; i:n ..:s1ad11 pmlif.:r;11ivn. 

L·11111n lihrllhlas111' d,· la ,•sl·ii:r1"11L·;1 \. l.1 lin,•;i 11111111ral .-..:rnr,_ f'<'i'" 11t1 ,·n 1L·1id11-; 

d1krL'llL'1adt1s. 111 t'll l·"Jula., l''''llllil•>l1..:.1.,, c•llil" l'i ..:l'íl'flrt> y l;1 1e1111a ;1dul111s. L11s 

rc-sulladlls ;1r11y;111 /,1 p;1rt1L·1p;1L·í(>n tl<'I L-.!!IU i:n J.1 rcgulal.'1(111 de f;1 1;1!!uci1ns1s v/n Ja 

dikr,·nu;1c:11'•n l'•'hilar .i,·J l'PR. 
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l. l;'l;TRODl!CCION 

,.\, EPITELIO l'ICi.\!ETARl<J DEL:\ RETINA 

l. MORFOLOGIA DEL EPR 

El cpitclin pignw111arin de la retina 1 EPR l está fnrmado pnr una capa s1111pk de células 

cuhoiúaks. silUada entre la retina ncural y la L'11rnides. se halla en estrecha astlciaci(in con 

los fotnrrccept1>res. que s11n las c.:' lulas de la retina .scnsihks a los fot111H:s. De la superficie 

de la me111hran;1 apic;tl .,!.'. extienden prnccso.s. llamados microvellosidadcs. hac1;1 los 

.,cgmcntns cxtcrr111s d.: lo.s fotorrL'L'L'fltPrL'.S. La supcrlkit: basal. con su., numerosas 

in\'aginacinne.s. e.,t;í funL·i11naJ111,·n1c r..:laci11nada cnn la ni.:mhrana de Bnrd1 lk' la c11rniúcs. 

J:xistcn pcque1ias diferencias t'n ,.¡ tamaiio de estas ci!lulas ,·ntre l;1s distintas cs¡wc1es de 

\'L'f'll'hraÚt\S, l;J ):!l'PSl\J' rrolllt'di1l de l'St;IS n'Jt1i;1s L'S di! JI) a 25 fl111 y Ja aJtUl'a del ;t JI) 

¡1111 t ;\gu~c·n-J .,·g1, ''· 1 <J7~ l. 

Las célula.' dl'i El'R 1·st;í11 11nid;1.' l't1ll°l' sí I'"' """'"L" ~,.rLcllas q111·. 1111111> con el 

,·mlotelio de los l'llri11L·apilares. irnp1dc11 muy dicirntcrnl'ntl' el intcn:amhit1 de suhstam:ias 

EPR cornaituye una partL' 1n1pnrtar11e l'stnrctural y funcillnal de la barrera hcmato-

retiniana. Las n'lul;1.s del EPI~ t'stiln ¡u1iari1:adas lltl st'lln 111nrfllli'1gic;1 ,¡ntl 1:1111hién 

b111qu11111camentl'. 1'11r 1'JL'lllpli>. l.1 :\Tl'a.'a .'ia+-K" se il1Cali1a t:xdu.,11·amc111l' c11 la 

,upcrfic1c apical. 1111.:mra.s que '"' ll'L'q1lt1rl's para 1:1 prtlll'Ílla del suer" que un1· IL'tlllnl .se 

l'lll'Uentra l'll J;,s llll'lllhrana., rl:hmat1c;1.\ l\1.,al \' J,lll'l'al c•n "' Fl'I~ .¡,. r:l!:t ,. 1rt1n;1 lnunana 

1Zinn y ~larmor. 1117 111. 

c'Ul'arillt1ca: 

l'XiStL'nl·i;1dl'111:i.' dt• un mkko 11f11Jknh1·r~ \' Spir;1. J'l7~.I 1!;11· ,111,·111h.11~·"1'11 ;d~11nt1s 
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llrganismos c1mw la salamamlra. la rata y d bovino. un nlin11:rn significativo de c.:ilula.~ 

polinudeadas que aum..:nta con la l'dad 1 [krman y Schwi:ll. l t.J7..t ). S..: ha consid..:rado qu..: 

L'Stos núclePs pnliploidl's pul'llen ser l'I rl'sultaL111 Lle un hlnqu..:o ..:spontán..:o d..: la mitosis 

t Nguyen-Ll'gros. l 117:' ). 

Contienen micmpaoxisomas. que son org:ínulos de pequeño tamañn t0.15 a ll.25 pm 

d..: di;imetro), típinis d..: cl!lulas cnn gran acuvidad 111etah1'ilica. de transponl' y almacl!n de 

lípiLlos. Este !'actor va d..: acuerdo rnn la J'unc·i1'in del EPI~ co11111 intl'rml'diario Ll..:I 

llll'taholismo Ll..:I rl'linnl. 

Las mitnwnLlrias están hicali1adas pr111np.il111L'ntl' L'n la lllna basal d..: la c·~Jula. S1Hl uc 

un tamalio promcdi1i l'ntrl' 11.5 y l .ti pm dt: longitud. E.,tos 11rgá11ul11s til'lll'n las 1·n1imas 

necl'sarias para reali1.ar L'i ciclo de Krl'hs y l:i L'adt:na l"L'.'piratnria para sintl'ti1;1r l'i ATP. 

i.lls llll'L1111Js11111a., ·"'11 "rg;inuli" 111t11 .tl'tll!Lbnt.:., ,·n 1:1 L'llllpbs111;i d,· l.1 l'L'lul:i., d1•l 

¡~~":;. q1o.: ¡~ conlicrL'n a l!sta L:I clllor Phsrnn> carm:tcri.,til'll. 

El retículo L'llllopl;ís1111co rugosll e.'1;1 prescnt,: L'll llll'n1ir cantidau que el liso y l'.\tC 

1ilti1110 .,l' l'nL'lll'lllr.1 aL·un1ulad11 L'll l.1 /1J1!;1 ,1p1l·al y l'll la., min111·cll11sid;1d.-., dt: la ci.!lula 

tClarck. l IJXli l. 

El cit11l'squcl.:to dl' las cl!lulas del 1·p11t•li1i p1gml'ntano c1inti.:nc c1imo c11111p1•nl'Tllc ni;ís 

.1bu1Hlan1.- a la .1cun;1, aunt¡UL' t'.\tst,·n ta111J11L'll 1111n1111ihul1h 1· 1ila111c·11111s lllll'l'llll'dios 

hl'L'ht IS de \'lllll'lllllla ( D1 ll'ht:rty y L'I 11. l 11X7 l. 

2. E:\tBRll >U l(il:\ DEL Ef'R 

FI EPI~ :- l.1 1.·1111.1 11,·11i·11 t::¡ •'1'10:·.'ll .-,,1111111 .. 111111.,, .. ~.·111·.111 .k !.1 1111-111.1 plal'.1 

L'Ct11di5n11ica primi11va. L1 plaL·a l'L'tll1k'rn11l·a Sl' i11vagllla y J'11rma un surco llL'Ural. después 

·''' 11ri¡;ina L'i tub11 lll'Ur;d ,. en.'L'!;!Uida '''ll' ,,. J'<'\'l''nali1a l'll d"' 11111as. 1111 sl.'!!1111·11111 caudal 

y u1111 r11stral lfUI.' 'L' C••fll'l'rtJr;i l'll l'i l'lll'l'i';il,1. El c.\tl'L'lll" c\'l;iliL'1i .,l' ,JJvilll' L'll lli:s 

pnlluherarK·ias t:Pll1>c1d;1,, CPlllll ,.l'siúil;L' pn111an;L,, l'i prPt'.llL«.'i'al11. ,.¡ 111c.,cnc..'i'alo y l'i 

nirnh11cnL·.:falll. En L'I 111.'sarrnlhi p11stl'n1•r. L'i rrP<'ill'L'falti "' '11hdi1·it1,· 1:11 ,·1 1t•l,·nc,'falll ,. 



d dicm.:dalll. :\ c:ada lado del diem:éfal¡¡ se proyecta una ev;iginac:ilín que forma i<L~ 

1•esícula.~ (ipticas. que se extienden y hacen c:ontai.:to Clln la parte inferior del L:Ctodernlll 

exterrw. dc.spués de estahlecidll esti: L'llntac:tll la pared de la.s VL'sín1las se invagina y forma 

la copa <'•plica. de dohle parl.'d. La pared exlerna de la rnpa t'iptica se pliega y da origen a 

dos capas: la más exti:rna SL' diferi:ncia en el EPR y l;i interna t'll la retina ncural. 

La., célula.\ dl.'I EPR se Jifi:rendan tempranamente en L'I desarrollo; Jurante esta etapa 

generalmi:nte las células aumentan Je tamaño y se lleva a cabo el proceso de 

mi:lanngéne.sis En L'I pPllo la mayoría de las células dejan de dividir.se del .\ll. al 7ll. dfa de 

int·uhaeii"in. i:I c·ual se c:11111pkta al d.!L·imo cuarto dia dd lil:sarrollo emhrillnario 1Stroeva y 

~1itasilPll'. 1 'JX."l ). ;rnnque .\e ila rq1nrt:1dll la presrncia de melanina a l;i.s .J2 lloras de 

.~. CULTIVt l DEL EPR 

mediante d u.\ll de cultivns cl.'iularl's. ya que propnrl."iona gran 1nímt·ro de pohlacione.s 

puras lk los tipos ci:lulares de i111L•ró. Sin emhargo. esto intrlll..luce factores dt: wnfusii'in 

desi.:lln<1(Jd11.s. c·1111111 , .. , que ,·I enl1•car eelul:L\ en cultivo pUL'de alterar 111ud1a.s 

Cll'aetensticas e.struc·wraks y 1unc111nalc.\. 1 la .\id" dc·111m1rad11 que la.- CL'lula.s del El'R 

llumanP en cultivn rt'IJ1•n1•n 11111d1a., de J;is L·ar:iL·terística., que expn•san 111 v11·11 v 'L' han 

ll.\ado para c·,tud1ar gr;111 1·ar1eJad tk l.1., l LlllL'i1 inL'S di:I E!'R 1 Das 

.J. SISTE.\IAS DE TR:\:\SDl.'CClt J.'\ E:\' EL EPR 

l'I~< JDLTU1 i\ iJEL •\\IP..: 

:\lgunas 1111~.,11gaL·11111i:s ri:i.:ii:nti:s 1111 di:jan t!uda de que el EPR L'S un tL·1id11 hlanrn para 
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naturaleza predsa de los sistem;L-; de Lransducci(m estimulados por receptores 

memhranales y los segundos mensajeros intracelulares generados por AAE no han sidn 

aún idemilicadns. 

El EPR de primates cllntienen niveles haj11s. pero detectables de Al\·IPc (New.~omc y 

col. 197-ll y niveles endligenos similares están prnhahleml!nte presentes en el EPR de otras 

esrx:cies l Ftiedman y col, l 9X7 ). Los ni\'eles Je A.\IPc en el EPR pueden modularse pnr 

una gran variedad de agllnistas. 111 que sugiere que esws c~lulas contienen un sistema para 

la adenilatn ciclas.i similar al encnlllradn en ntrns liplls celulares. La prnducci(m de AMPc 

inlra1.:elular en el EPR cultivadll de emhrinnes de p11lln. se estimula por caternlaminas con 

el siguiente llrden de p111encia: L-isllproterenlll > l'pindrina 2 nlln!pindrina > Jnpamina 

l K11h y Chader. l 'JX-la). E.\ta n:sruesta .:s Lírica rara lns ag.:ntl!.'i fk1dren~rgi1.:lls que 

i111er:n.:lúa11 l'llll "I rccep1111· iL1dr.:11t.'rgii.:11 cx..:itaJ11r. L.i scl1al s.: traJu..:c a trav~s d.: l;i 

illlcr;i~citii; i.:t:;1 l11i.. rr11tci11a G. .:n .:st.: c;iso Gs. 111 ..:ual tiene 1.:01110 n:sultado la 

al'tivaci1)n de la adenilat11 ciclasa y la prndu~·L'i1ín dc A.\tP1.:. Las 1.:élul<L<; del EPR de 

human11 ..:1111ti.:11cn una ;1dc:nil;1t1> c1..:ias;1 .:sllmulada p1>r ag1u1isl;1s P-adr.:n0rgic11s ( Kllh y 

C:hader. llJX-lh) y rn1staglandinas !Friedman y ..:111. l'JX7l. Fri.:dman y ..:ni en l'JXl) 

demuestran que ills agllnistas dl! la adennsina .:stimulan la arnmulaci1ín de A.\IP1.: en las 

c~lul;L\ 111ta1.:tas del EPR y la :Ktividad Je la aJenilaLt1 ciclasa en rreraracillnc:s de 

membrana. ill que sugiere la rresencia Je rccept11res tir11 :\ para la auen11sina vinculauos 

c11n la aJenilat11 ciclasa en f1>rma estimulad11ra. 

l llDR! ll.ISIS DE F< lSf'< ll'.\< lSITID< >S. 

El mecanismll de hiur(1lisis J.: lllsf1>in11sitiJns utili1.a una <.:llmhin;1ci(1n ue scgundos 

mcnsaieros: 1·nsfatlls Je in,1s1t11l y dtal·il~lil'crnl. ~- ,~n una .:tara p11sh:ri11r i11m:s ca2+. h1s 

cu;1J.:s s.: g.:neran ;1 rarur Je la hiJr(ilbrs d.: -l.5-d1t'11sfat11 !'1isfatidil in11~1LPI Je la memtirana 

rl<L-;m:ítk:i tligura ltil. Estas r.:acci11nes forman rarte de un ,rstema de 



Lle prnL'l's11s l'.elulare.s que incluyen la SL'l'.íl'i:i(in. el nw1ahnlis1110. la f11to1ra11.súucd(1n y la 

prolil'erai:i(111 celular. El comp1H1i:nte inil'ial. la 11101.!i:ula reL"epwra Je la superlkie de la 

c.:Iula. lfansrniti: i11f1innaci1ín a !ra\'.:s de la me111hrana pl;1~111átka hada L'i inrninr de la 

l'L'lula por 111eúio de una rroteina G: pmldna dl' 111ernhrana que no [llJL!lk al'.tivarse a 

llll'llClS qui: se una ;d GTP ( Prister y Ctll. J <)l))). La 1mHdna G. aL'liva a la fnsfolipasa e l'll 

la cara intcrnu di: la llll'i11hrana: la fost"olipasa l' a su vez i:orta el lipiJn di: llll'mhrana 

fpsfatiúil innsilt1l ..+.5-difP,fa111 l'll diai:ilg!icerol y trifosfato di: inosilol. El IP-, al'.túa 

predominanateml'nte liberanJo Ca2+ del retírnlo .:ndnpl{1smirn. El lJCi acti\'a a una 

proteína t:inasa u ni Ja a la lllL'lllhr;111a. a la 11ue si: l.: ha d.:n11111i1wJ11 L'ina.sa C f l'KC l. b i:ual 

i'os!'Prila pn1td11a, de la membrana plasm;itiL'a 1 lkrridge e lnine. 1w:1J: < hhPrne. l1JXX1. 

< lshnrne y i.:111 ! l 'J'I 11 dL·1110s1raron la prL'SL'llci;1 de rL'cl'ptnres para acetilrnlina de tipo 

lllU.\l0 ariniL'111·11 el U'I{ de· l1t1111;:1111. l'.\ltl,, rc'CL'Jlllrl'' d, ll'L'lad11s l'll l'LJili\'11 ""·¡" ""'l'Jadns 

e.in la prnducd(111 de fP,lÚlo.s d,~ inosirol. El L'<ll'l1;1c11I a una l'OJ1L1..i111.1.:;(.,. ,!_ ,,,.; p1\; 

pmtlm:e un aUlllL'nh> L'll la cPnce1Hrai.:i1.111 ,¡.. fosfalPS de inosit.11 dé .¡ \'!:ces .\11hré el nivel 

l>;1..,;1J. y .'>U EC:;o ,., de· /!I p\1. 

Se ha den10,1rado lJllL' di\'l'L'>as '>U.'>l;111cias. e'nlrl' L'Slas 111, amino;ícidos exciradorl'.s. 

estimulan la pmduL"dún de lús(a111s d.: i11nsi1ol L'n diversas n:gion..:s del SNC. qm: induyen 

J;1 íL'l111a 111:ural (Ciha;i y< hb11rn.:. l 1JXLJ1. De c.'>Ja l11r111a. l11s AAE pueden acluar por l'i 

disparo d.: la i:a.'>L'ada de '.:gund11 . ., 111L·11.sa1..:r11 . ., adém<is de ai.:111ar canail's 11i111c11s. 

5. i:u;-.;no:-11:s DEL l:PR 

El EPI\ l"l\dl.1 :1 1111,1 .tf~H~!t;: · .. 1Jh'1l.1d ,;l . . a.'ll\1,:.:dt'"· 1jlil' :¡k:tJ\,':! !.1 l.1_'.!ll ... -)111'1'-. 

L·ap1aci1í11 y ah11an:11;m1ientn d,· íL'lllltJldl'.\. ·'e'L'IL'L'i1'>11 de l11s ro111p1u1en1L'.'> di: J;1 111t•111hn111a 

basal y L'i transp11rh.: -.ckL'ili1·n de• '>1ib,t;1111:i;1.'> enlre· ¡,,,., f11tPri'L'L't:plllíL'S 1· ¡,,., c11rini:apilare.s 

1Zinn y '.\larmPr. l 1l71J1: L'Jt:lú' 111ilu.:11c1a 1n1lic;1 ·"'tire t11r11 . ., 1e·11J•" e' 111dw.:e la 

1lifcrenci;11.:i<'in Je la i.:11roidL'.s y dl' h>s 1·"1"rn'L'l'¡>t111\''> de l;1 l'l'lina. :\.,111Ji,11111 . .:1 !'.PI~ 

•) 



a) 

b) 

éicio .. sa ...... .. Gf .....---.AMP .... , 
, ATP ~e ' .... 

/ Ca++ PDE AMP ...... 

1 Fosfotasa 

\ ¡Cf> ....:;(5 cinasa-AMPc 
p2)Y 

--- -----

Inositol 

FIGURA l. Mecanismos de trnnsdui:ci15n: a) cascada del AMPc; el ácido glutámico 
interactúa con su receptor (R) y activa a una proteína que une GTP (GJ, la cual en 
presencia de Ca2+ estimula a la ddasa dl!! AMP. generando AMPc a partir de ATP. El 
AMPc puede degradarse a AMP mediante la accrnn de una fosfodiestaasa (PDEJ, o hicn 
participar en la activación de cin:L~as, hL~ que a .~u vc1. fosforilan a diversas proteínas de la 
memhrana(S). b) Ai:tivaci1~n de la hidn~lisis de fnsfoinnsítidos dcsL·rita en el texto. 
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dcsemreria mulliples activiuadc., rclacinnadas L'on la fisiología dl! la rl'tina. L'lltre l;L' qui.! .\l! 

L'JH.:ucntra l!I transportl! dl! difcrl!Jllcs com1n1l!stos dl!sUl! los cmiocarilarl!s hacia L'i L'sp:ll:io 

suhrl!tiniano y vil'e1wsa. Algunos estudills hed10s en L'i EPR lle rana indican qul! en la 

membrana apical se ln\:ali1a una r\TP:t.'>a i\la+-K +. a.,í como un transpnne de clorn en 

diren:it'>n uruc.,ta al Jlujo tkl Slldio (retina ;1 coroides), adl!m:b dl! un transpllrtl! ul! calcio 

clln una direcciún de c11n1ides a rl'lina 1.\lilla y Stcinhcrg. l'J77aJ. Y 1ran.,ronad11rL'S 

L'S[lel'Ílil'lls rara amino:kiJos y hicarh11nato t:\1ilkr y StL'inhag. llJ7l)). En llJ77thl Milll!r 

y Steir¡hcrg. dem11strar11n que tanto l;1 llll'J11hrana apic;Ji L'lllllll la l1asal liL'llL'll una alla 

c•llllluctancia para L'I p111asio. L;1 J\'tlna d.., algt11111.\ 1·enehrad11s L't1lllll d pollo l!s 

.tl'ascular. L'll dich11 L'it.'>ll L'I papcl dcl El'!{ c·11m11 una harrc·ra sl'iel'tiva he111at11rrcti11iana es 

.nin lll:Í.\ aparentt'. En L'I EPI{ el f'L'li1111I c·11ns1iwyc11tc dl'i rigmentn fll(ll,"'nsihk th: !;is 

c'~luia.'> folt1!Tt'1'1'1'tor;1,. se llh'l;1bllii1<1. 1r;111spllllil y rl'gcnc•ra p11r medi11 '"' la ;1c·1i1·id.1d dc 

dJh r.,;,,, .!~:,l;i·.i!·,,t!L' .. ,1s;1., :• Sl! allllill'L~na en f11rma e.slcrilkada [ll'incipalnWnll! L'lllllll 

palmitalll y e.\lear;ll1>. :\simisnlll c.xi.'>ll!n en el EPI{ 1·arias proll'Ínas qu,• unl'n n·tinol y que 

¡,, 1ransp1•rlall h:1c·li1 );¡ IL'IJJlil y IÚL'f'il d.· ,·Jl;1, .:1111 111 l!LIL! .\L' i111p1de .\U L'fl'L'Jll 111.\JL'll tZinn y 

\1annor. l '171J l. 

F ,\ e; <le' 1 T t l S 1 S 

L'11:1 de la.s !Lllll'lllncs 111a.'> .\11l1n:.'itlicnte d.:I EPI{ L'S su panil'ipaciún en L'I procesll de 

f'L'nllvacii'1n de las L'l'lul;is l11t11n'l'L'l'[ll111a' .. 1,·1il'ldad c111111L·ida c11m11 l'a.!.!llL'Jlt1'>J'. 

Para la renll1'al'11·1n di: l;1.' mc·mhranas do: 111~ sc·g111i:11111s .:.\terno.~ de lm ha~toni:s (ROS J • 

.'tl 1.\\ l11h 1rr,_•L\'l'!t 1!.'"· ,;.- ~.1 .... \~'!kb1.:~J1•, ,, 'illl1.'IJ/.11l \ 1'1l•· .. 1!1lbl:111 l\.'\•'" ::-.,.: ,, \·n ~·I 

c'.\tl'L'llltl ha.'>:tl di:I \l'gJ11L'nl11 ,. inlL'l'lllitL'lliL'Jll1'nti: .,l' dl'.'>f'IL'Jldl!n l11s di'>L'•>.'> ;1p1cak., l'it:jo~ 

• Ylllln¡! 1· Bnk. l'llllf: YntJJH!. l'l/r,1. El dL'.'>f1íL'Jlll11111t:nlt1 <iL' 111' di,, ... , 1nclul't: la 

"'parac111n dL· grup11'> dl' l'llll.'>, 111., L'llak'.' "'ll 1:1.!.!11c·n:1dL>.'> p11r ,·I EPR :1dyac,•n1.: 1 Y11ung y 

B11k. l1Jll'J1 y dl'gradad11s ,·n 1:1gnli.\11~oma.'> 11.\hikawa y Yanwda. 111711: ~lar~h;tll y :\nsi.:11. 

1'171 l. 1.a fag11c1tnSJ~ d,· l11s db,·"' ,!,· ¡,,, ROS ,,. L'llll'>idaa ~1·nl'r:ilnh'lll•' u•nlll un 

11 
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pn1ce.'i11 Je pi.tslls multipks. que L'lllllJln:nden la uni(1n e.Je J11s Jis<.:os al EPR. la inge.-;ti(in e.Je 

~st11s y la.s fases de dcgraJad1in ( Y11u11g y Bnk. 1 W1lJ; Clarl'k. J <J86). ,\!U<:hll del trabajo 

r1:ciente se ha enfoe:.icJ11 al cstucJio dd r1111tr1ll J.:I dcspr.:ncJirnientn de los dis<.:ns por 

estimullls tis1lllt'1gil'11s rr.:visi1í11 de lksharse. 1'182). Por ejcmplll. el tk;.prl'ncJirnknto y 

fagndt11sis ocurren nmmalmL·nte cnnw una respt11:sta diurna que tanto in \'il'o c1H1w in 

l'itro L'st:í regulada p1ir .:1 patrún de Ju1.-llscuridad, ;Lsí l'1llllll por influencias l'in:;ícJieas 

1 La Vail. l lJ76; Ba:;ingcr y cnl. l 1J7h; Flanni:ry y Fishcr. J •J7lJ; lkshar.'ic y r1 il. 1 '180). Sin 

1•111hargo. d tratarnicnto de la., L'l'pas (1plicas e.Je .\',.1wp11s cn cultivo, c1111 ills candidatos a 

ncurotransmisnres l.-a.,partat1i \' l.·glutamat1i pnidun: un incre111ento L'll l'i 

dt:sprendi111icnto de los dISL'tlS, i11dt.:pt.:11die1ltl'rne111c de la luz tCin:t.:nbngcr y lk.,harse. 

1 '18:'i) y un au111e11to 1·n la ;1dhesil'idad ll'lina-El'R 1 DL·t'oe y rnl. J 1JX1J ). Ciertlls 

;1111in11,ic1d11.' 1111 l'\L'1tad1lf\'.\. taJ.o., •••!l'•' I·: •au11na y 1;i gliri1w. 1.1111h1t'n a111111·11ta11 d 

dcsprendim1e1110 de 1,,., discos y ra c1or1s1,~1ullc t;1g1H.:11osis de éstos pllr partl' del EPR. 

l'rod11CL'rl adl:111;is adl11:sil'idad apa1-.:n1c 1 S\1 L'att y lksharse. l 'IXX l sin ea11sar 

nc'tll'lll11X1cidad .,1g11flil'at11·a. l'lllllll i.1 que·'' ra11san lt1s t\:\I'.. 

Se ha observado q111: l'i dt.:sprl'ndi111ie11t11 d1• lm discll.' pl'll\·nradn r11r 1111 1·11 i;i,, l'npas 

úpticas. requiere dl' ( ·a+-t- L'XtracL·lular t(lrl'L'ilbl'rgcr y lksharse. 1 'l:\3 l y '" bloquea pllr 

.i111agm11sta., de l11s L';111ako; dl' C;¡.,. + ( llesh;ir.'l' y L't il. J l/~f11. 

r,_ l'AT<lJ.()(iJ.-\ DEL El'R 

RETll\ JTIS i'J(j~IE:\T< ISA 

Fl FPl~ 1.'' •:1 '1~1,1 ,!: ]:,¡1'·1~ \'!i111.1Ji.1 ,·:: ~.1 ~:: ... i: .. 1i.1 1.·11n.d !h't\·d1:.;11;1 ~:\· L: 1.i1.1 1\11~.t! 

C1iliL'gL' 11f Stll'gL'"ll' 1J~('SJ. 11111d,•I¡¡ animal de rctinlli~ pig1nent11sa. L1 RP ,.: L'<trauai1a 

¡rnr una delkIL'llL'ia ,.n la t'a~11l'Iln'1." dl' 111' paqt11'lt'' dL' disc'n' d1• l11s '''~llll'lll11' L'.\ll'rn11s 

dL' los l1rl!irrl'ú'pli1r,~s p111 p:1rtt: d.:I El'R. 

La rL'tlllit1s p1p11l'ntn'a 1'11 1111 grup1i de r,·1111npatías IIn1:dit;ma_, qut: aferta 

aprnxi111ada111t'Ill1' 1 dL' c;1da .1_1 11111 i11diYidu11.;. <.;,· ~1;1 ,•,t;1hl1'L'ld•• 1111:1 .• -::1,iliL':IL'l•"n ,·11n 
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hase i.:n las L'aractaísti<.::1s gl'néticas: dt1111im1nte. n:cl'.\ivo y formas rl'lal'it11wdas l'llfl d 

LTonwsllflla X. Lt1s ,genes <il' la rl'tinitis pig111e111t1sa a1Ho.\(imica d11111i11;111le e.\tán 

111cal_i1.uuos en el cromosoma .lq que codifica para una protdna de los fotnrreceptores. La 

R11d11psina: el cro11111s11ma (1q. i:on una dl'il'ci(in l'fl d L'Pd<~n 11X/1 19 del _;!en que coJilica 

a la Periferina. L'.'ot;í as11ciadt1 c1H1 la rctinitis ¡iigmentosa. '."t1 Sl' Cllnoce l'I cfec!li directo 

del crnmllsoma .~. que también partiL·1pa en C\ta familia Jl! :1lterado11es. La RPAD 

progresa il'nt:uncntl~ i.:n l:L\ primera., décadas de vrda. pero <.:ausa dañ(ls \'isuales sl'vems 

hasta alcanzar la ceguera compkla. 

,\U,, de -lll mutacillnes g~net1c:1s L'll la "fl·'ina de ltumano cst;ín rl'lacillfladas con 

algunas lormas de esta o:nJámedad tan ho:tcr11gé11o:a. l.11s f1•tom.•ceptores de l11s pacicrlles 

r1111 RPAD y nHHacillnes l'n d gl'n de la "lbina .\inteti1a11 la r1Jd11psina normal juntll con la 

d..: las l'l'lulas ft1l<lf'fl'l'l'fllllras. 

de menor lt111gillld que 1;1 flllf'fll:rl. ( 't111fon11c a1·;1111a J.1 edad. tafllll los l'llflllS ,·011111 lt1s 

haslOnl's se reducen L'fl númem \' hay 1111 dccn:mcnlo l'n la n:spuesta del 

,·ll'clrorretinllgrallla a l11s L'\[ffllllio.\ k1l1L't1.\, Estlls ratllflL'S Clln 1111Hai.:1onc., 1·1suail's ·'"º 
1111li1;1d11., l'<lflH• flllltlcllls par;1 ct1ncl;1l'illnar L'.\ta l'nll'rmedad l'fl huma1111.\. 

¡_ l . . 
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13. LOS Ai\ll!\'<JACIDOS EXCITADORES 

Los umino(idúos excit;1J11res <AAE> L-glut;1111ato en panil:ular. pL·ro iamhién L

a.~partato y homod.\teato. parecen ... er lo., neurntransmi.,orcs c.xdtadnres má., ahunúantes 

en el SNC Je los vertebrados t rcvi.,iones tk \Vatkins y Ev;ins. l 9S 1: Fagg y col. l 9S'.': 

Fonnum y col. l l)X 1: Cotman y mi. l ')87 J. Su., acciones se rcali:1;111 pnr medio Je por lo 

menos dnco clases út: rcceptore.,, tk l11s cuales el receptor Je N-rnctil-D-aspartato es l'I 

lllL'jor caracteri:tado ti\lonaghan y wl. l•JX<J: \Vrohlewski y Danysz. l'JX<Jl. 

l. RECEPTORES PAR:\ AAE DE TIPO Ni\ID:\ 

El estLH.lio farnwrnliígico de los fL't'eptores de lipo N-rnetil·D·a.,panato 1 !\'i\!DAl e., el 

m;ís dc.,arrollado ;1ctualmentc. ExislL'n p11r lo lllL'llos 5 si1i11s fan11;11:11l(1giramt'lll<' disti!llos 

p11r 111edio de ¡,,, cuaks din.·r·'"s L'lllllflill''1"' :"'""•-'!' alterar la ;1rti1·idad dt• '"'le rt~ceptor 

ti\kDonald y John.,011. l<J<Jll: ,\lonagha11 y c1.;, !';~:·;;, 

Estos induy<~n: 

.11 un ,¡¡¡o de unit'>n para ,·11ran,1111.,11r al ,·u;d ,¡:une l'i L·glut;im;1t1>. 

hi un .\itio alosti3rico p11,i1irn ;JI L'Ual se une la glicina. 

l.' 1 un sitio en el c1nal que une fenciclidina y otr11.\ anesti3siL'º·' disoeiatil'llS 

di un ... 11io <k uni1in en,.¡ canal para el i\tg2+. tkpcndien1c de l'lllta¡c 

e> un ,,itio para c;1t1onL'.\ divaiL'lllt'S t:Pn acL·it'>n inhihitPria al cual puede u111r.'e el zn++. 

locali1ado fut•ra del canal 1· 

11 un 'ilin Je regulaci1'111 ;il cual .,e LJllt'll las p11liamina.\. 

\11n:1dP ,¡ \•q1 1. ·! .. 11.:!i\i\ 1!l· ::!Jl1.1Jl 1!~· !i.~;1fld1h Hldll',1 ljll\' 1:.1'.• 2 .;t¡,' d\' 1:1J1tiíJ 

disllnlPs (ll estados dislintml ;1soc1aú11s con d sitin Ji: íl't:o1111<.·i111ie1J11> del 1r;111sm1.\or. uno 

<¡lll' prdt•rentenll'nle LJJIL' a.~11111,1;1' \ "Ir<> <lllL' urn: ;1111a~111_1ista.,_ El t'W.11 dt• ,.,¡,• rt'l'L'f1lllí 

l'\ p.:rmeahk al l'.12 "". \;;i ' ! 1\. ~ 1.\1Pn;1~ha11 y t:lll, 1 <JS'Jl. 

J.ihl\.\Jlll y A'cher 1 ! 'IS7) desc11t">nl'ron qut• la glil'ln;1 ;1LllllL'!lla t:• 111,1<kr;1l1k111ente In.' 

<'l°<'L'lPs de los ;1_~<'JIJ.'-1;1.' d,·1 \;\lll:\. p1·ro llllt' <'\1;1 111• 11,·nc 1'lt't"i" r••r ,¡ rn1,ma. En 
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..:orn:entracinnes tan hajas ..:rnnn 11.1 p \l. la glidna incrementa rnnsiderahkmcnte la 

respuesta dd rci.:cptnr Lle NMDA .'>in s..:r hloqucada fH>r cstrirnina. Los análisis de ..:anales 

unitarios por mcdill del "patch-..:lamp" inúican que la glkina aumenta Ja frecuem.:ia de 

apertura del rnnal. pero nn Ja amplitud di.! la corricnle y disminuye ..:1 perílldn de 

dl.!sl'nsihil izacil'in (figura 2 l. 

2. RECE1rroRES ;>ARA AAE DE TJP!) :--:<>-N:\IDA 

L1>s ;í..:i<los kainü.:o y quiscu;ílü.:o rucn111 inidal1111:nlc aisladlls <lur:'lllC la purilkad(ín dc 

Ja a1:tivi<laú antihclmínti..:a encontrada cn el ;liga l)j11,:,:1·111·a 'impil•x 1kainat1l) y l.!11 scmilla.' 

Je Ja planta Ouis<:u;ilis ÍlJ.!.IJilli 1q11isrnala11>1 1 llarncs y 1 knlcy. J 1J1J21. 

El CiDEE inhih1~ Ja r1•spu1·s1a ind11c·ida p11r quisrnalalo. p1•r11 no ;1f1•rta Ja I\''J1lil''la dl'i 

kaínato t llaldl'man y .\ kL.:nan. J •J7 2: \ h.:L1·11;111 y 1.iu. J •JS2 l. l .a .i""l:llan1a..:i(>11 

mdud<la por l'i agonista s1•lt:c1i1·0 dd ():\, l'i .·\\·il'A. s1111 1a111h1c .. l•io11'1..:au11s 

sl'ic..:tivamcnte por (iDEE ( Krllgsgaard-l.ars1:11 y ..:ol.. J 1JSO). 

Los 1·11111pu..:sl11., qui: inhiben el ct1·c111 1kl KA. pcn 1 no 1·! 1kl <)1\ s1111: ,.¡ .>;11111110--l

fosfonohutiratll !Al'll l t Davics y Watkins. J 1J71J l. -¡-D-gl11ta111il-glil'.11W 1 DCiC; l 1T1:id1herg 

y roL l'JS\J; Davil's y Watkins. lllSI 1 y c•I árido kinur~niro 1Ganong y 1·lll. )\JS.1). Los 

;u11ag11111stas mas 1·11111u111:s 1h: ¡,,, 11•c1'J'tPrc:; di.! KA y !),.\ 'ºn 111., d1·1H-;1dns de Ja 

quinnxalina: la (l-<.:1a11n- 7-111tmqu11111xal111-2 .. 1-diona 1 l':\()X l y Ja (l- 7-dinuroqumaxalín-

2J-diona 1 D0:()X 1. rq111rtad1 '' p1 •r l f 1111111~ v Dn·11•r 1 J ll:\S 1. J .;is c1111n·111ra1·i1111cs 

nlin11111t>larcs ha¡a., de 1:stos r11111¡1111•s1<" hi<>qul'an l;L\ r1:spt1L'slas del K:\ y (_lt\, peri> 

1::mhii.;n 11,•nt·n .·1·,.,.l'\i' ,,.,¡'ll' l.1-., :.,.,¡,:¡~·"1.'" :!1.\11 .. ::.J.1, ¡'1\1 '~\1JJ.\ 1 L·n1 1 h·:. f)1,·;,·1. JI)~~: 

lllake y L'lli. l'ISS; Drc•kr y ll111ll•r¿, l1J:-\Xl. En .tll.1.' c1111t:.~111ra..:i.111c., l.1 D:\C)X 

a111agoni1a J;¡ r1·spu.:sla L'l'llL'ada p11r ,.¡:\\ID:\ L'll lllla r11r111a 1111 '""'lllJ11'llli1a 1 Birch \' Lºlll. 

1 'iXS l. El ;i111;i_,;111w-ta ;idd11 l\/-d1rJ, 1r11-.\-h1dr11\1-2-q1111111\;tl1nt1L"art111\11IL'11 ha ,.,¡do 

íl'p11nad11 ..:onw blt 1qLIL'all11r "~IL'rll1·11 d.:I r.:1·1·pt11r K:\ r1111 rc'.'>JHl..:'>la 1d;it11.1 "'hrl' <)..\ 

• Frl'\' 1· 1·111. 1 llXX l. 
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La l!Structura p;:ntamérica JI.! los rl!L'l!ptores di.! tipo no-NMDA Sl!ría Cllnsistl!nle con 

las l!Slructuras reportadas pura "tms rnnall's i(mit:ns contmlaJos por ligunJns. incluyl!nJo 

d Jd ;kiJn y-arninllÍIUlfrirn tipo A tGABAAJ. la glicina y lns rcccptnrl!s para ttl'l!tilmlina 

dl' tipo nicntfnko . 

.1. RECEPTORES P:\RA At\E DE TIPO ,\IETAl30TROPICO 

AJl.!más di.! sus efectos L'n rl!L'l'pl11rl!s iono1rt1picos. 1.!I glutamato l!jl!rc,• accionl!s por 

nll'Ji11 di.! n.:cl!plorl's Jlll!lanotr(1pic"s < i'igura 2 ). En l'I ;uio l lJlJ 1, Nakanishi y col. donaron 

un DN:\ rnmplernl!tario para un rl!cc¡itt1r di.! glu1ama111 111elah11lrúpicll u11GluR 1) y 

rl!l.'il'llll'llll'ntl! aislaron dona., de ()~,\ c·ompkml!t;111rio para -l mGluRs dl' rata adicionaks 

1111CiluR2 a 111(Jlul~f1l !Tanalw : c11I. l1J1J2l. ~.lkntras qul' el mGluRI y l.'I mCiluR5 

c•.,1i11111l;i•: 1:1 hi,Jnílisis de f11.,flllípid11s de i1111.,itol. Jos rl'rq1111rl!s l111.!laho1rt'111icns restantl!s 

pa11.!Ce11 esiu; .ic11pf¡¡l111s a ,,istl'lllas dl' 1ransducri(1n dikn:nll!S. Pt1r i:.krnplo. c1111 d 

m(iluR2 y i:I 111(iluln L'Xpresadlls i:n ovoc11os di: ha111sll'I' chino SI.! l!nco1m(1 qui.! inhilicn la 

.:st1111ulaci1·1n de 101 <1di:111la111 c1clasa por J11rsk11li1w y p11r c11ns1gui1!llll' la acumulai:it'111 de 

,\f\·!Pc: y i:I mGlul~-1 parL'L'i: r111n·sp111Hli:r a un r1'l'L'pt11r rara :\PB. l11i.:ali1ado 1•n l;1 

prc.sin:íps1s. qul' rl'gula la lihl'ral.'i(1n dl'i ;h:iJo glutálllil'o 1Sd111l'pp y C1111n. l'J11.1). 

>lak;ijima y c·ol 1 l 'J'J.\ ). cara1:tl'ntarnn un nuev11 rl'cl'pl11r. i:I 111GluR6. L'lln uua alta 

ariniJaJ por c•I APB y ;1wplad11 1nluhit11riaml'llil' c·1111 la aJl'nilato ciclasa. :\s1mbm11 

Sau~stad v c11I. rqwnamn 1·11 f'lll-1 al 111Cil11R7 ,. f)11v"i'in \' ,·111 1 l1J'l'i1 .il m(lful~S. 

h11111(1log11s al rl't:L'plllr mGluR-1 . 

. \CPD: no 1!s hlt1queaJ11 por a111;1.!!11n1stas 1ll' K1Vl)r\ L'tllll•> la C\'().'\ '' l.1 t11xina dl' la 

:ira1ia :-.1.:phila L'lavata 1JST.\ l. 

Si h1l'11 .'.: d1•M.:111111i:e l;1 lunrn'•n dl'I l"L'L'L'pt11r ac11vad1• l"'í ,•I :\( 'PD. qui: rl'sulta l'll la 

fnnnac11·1n Jl' f11sfa111s dl' i1111sit11I. 1·fa una pr11tdna G ,,_.ns1hk a la toxina pntus1., 
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FIGURA 2. Representación esquemática de un receptor ionotn'ipico (NMDARJ y uno 
metabotrópico (mGluR) para L-Glu, así como su posible interrelación. N, extremo amino 
tem1inal de la pmtcfn.i: C, extremo carnoxilo tcffilinal; Prot. G, proteína que une GTP; 
PLC, fosfolipasa C; DAG, diacilgliccrol; IP, trifosfato de inosiwl; RE. retículo 
cndoplásmico; PKC, proteína cinasa C; PLP. potenciaci(Jn a largo plazn. La cstimulación 
del mGluR activa la hidr61isis <le fosfninosítidns y subsecuentcmcntc a la PKC. Esta 
enzima fosforila al NMDAR, cuya cstimulaci6n produce la ckvación del calcio citos(>lico. 
La clcvaci6n del ca++ se rclaciima con numerosos procesos norrnall!s y patológicos. 
l\fodifü:ado <le Si:hncpp y Conn, 1993. 
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!Monaghan y <.:ol. l 9X9J. hay ra1.11n para especular que este receptor juega un papel 

importante en la estahilizadi'in sináptica. En común <.:nn muchos fai.:tCJn.!s Je 

crecimiento. este n:ceptor regula la fllrma<.:ii'in di.: IP:;. ,\Jernás. la a<.:tiviJad de este 

n:c1.T'ºr disminuy<.: rapiJarn<.:nte después de la sinapwgenesis 1Nicoktti y L'ol. l 986J y 

reaparei.:e Jespués Je la desJifcreni.:iai.:itín ( Ni<.:oletti y i.:PI. 1987 J. 

La Lransi.:ripi.:iún Je cada uno Je liis rnGluRs muestra distintos patrones de expresi6n en 

el <.:erehro. 

La trans111isi(111 l'.Xci1ador~ parece incluir ai.:<.:iones mediaJas pllr uno ll m(L' 

c11111hinai.:ione., de l'.\ll.lS n:i.:epwres. i1111111r(1picos y illetahlltr(>pii.:os. hasta en l;L-; sinapsis 

simples. 

4. RELACION DE l.<>S AAE C<J:\ l..\ F·\GOCIT<>SIS 

Llls AAE i:stimuian el dL,,Pi'-11Ji;;;;~;,.,; J.: ,;,sl1.:, ,J.: lo.\ lútorrei.:eplllres 1Grei:nherger y 

Besharse. l 1JX5 J en l 11nna independiente dl'I Ca++ l 13esharse y <.:lll, l lJX(i J lll que sugiere la 

posibilidad Je que IPs ,\:\E pucda111111n1l:t11;ir l11s l'IL'Cll>s d.: un ag1.'nh: emli'1g1.•1111. 

Defoe y col l l'IX1J l. 11111s1ram11 que el dcspl"L'ndimienll > de discos inducido por L

glutamato va ai.:ompai1ad11 1k un in<.:rement11 aparenti.: i.:n la adhesividad EPl~

lotorre<.:1.!ptor. El lugar del di.:cto dd L-glutamattl. :L\i conw de ntnl\ aa .. \l>hre el 

in<.:remento de la adhesividad 11 l'I Je.,prendimil'lllll de lii.' Jisi.:lls 1111 st.: i.:111w1.·e. pern se 

1.·onshkra que pu1•1k int1.·rv1·11ir un rl'L'l'Plllr m1.•n1br:111al ¡mrqu1.· 1·1 1·fr1.·ll1 de este 

ammo:í<.:ido se blllqu..:~1 p11r el a111ago111.\ta e.,pl'l'll 11.:11 kimm:nalll l 13<.:shar.,e y Sp1 all. l LJXX ). 

5. L< >S :\:\E E~ EL DES.-\RR< >LLI) DEL s:o-;c 

l.os 1.·studios r1.·cit:ntl'~ han ri:vi:lad11 que 1:1.\ divt:r\as t.irmas 11111len1lares de los 

receptores p;1ra ..\:\E muestran i:spi:cll1.:1Jad c,·lul;1r y patr11ni:s temr"rall'' di: npri.:s11ín 

1Sonwhan11 y i:ol. l 1IXX l. :\sí. lns c:anall's 11L' ri:1.·i.:ph>res para A.\11':\ ,·xpresados 



h.:mpranamemc en el desarrollo dilkn:n en L'structura y propi..:dadL's runci11nalL's de !ns 

canal.:s expn.:sad11s L'n d i.:erehro adult11 ( S11111111..:r y Seehurg, 11JlJ2 ). 

Lns rei.:ep111rL'S para amin11üi.:idos L'Xcitad11res parecen no si>lo intervenir en la 

tra11sn1isii'>n sin:irui.:a 1111rmal .:11 las 1·ias cxcitadnras. sino wmbién panii.:ipar cn la 

moditicad1in Je l:L\ L'lllll:xiones sináptic;L\ durante el Jesarrollo ( Wrohlewski y Danysz. 

1989) y Jos i.:amhins en la dii.:ie11L'ia de Ja transmisi(1n .\ináptica a In largo de la vida 

1\Vatanatie y mi. 11JlJ2: Riuzicha y Jhamandas. 1 <NJ: Palmer y rnl. 1990). lniniL'amente, 

la sobreai.:tival'llin de receptorcs seicctiv11s tamhién Jlll'.~den i.:ausar l;i degenerad(ln 

11em11nal y hasta la muerte i:.:lular1\\'atkins y Evans. l'JXJ: Sdllll'JlJl y C11n11. J<JlJ.1) . 

. \lui:lllls dc Jos trahaj11s sPhre la rcgulai.:Hín de Jiis rel·ept11rcs para AAE durante el 

1ks:1rrolJP. se ha hasad11 ,·n IPs <'XPL'rinlL'ntPs de uniún 1k ligand11s <'S[l<'L'Ílkns y tali.:.\ 

<'.\tUdios han pn>p11ri.:i1111ad11 cvidcnc1as de l11s camhiPs L'll 1:1 nnrid:!d de rci.:cphin:s de 

glutantato en la.\ primeras si:manas de vida postnatal tSi;un y e11l. ; .',J.21. t<ci.:11:nlemente 

1·arios cswdios d,• hihridi1;1ci1in in silll han proporcionado nueva inf11r111al'i(1n .\ohre como 

'<'. r..:gula la c.\prcs11'1n d1'.I !!L'n del l\'.L'c'lll11r ,.\.\Jl':\-ka1na10 durantc .:1dcsarn1lh11S11111111er 

y Seeburg. 1 lJ<J2l. 

C. T :\ U R 1 N :\ 

La 1;1ur111a (Üt:1do ¡~-¡1111ino-etan11sulJ{1niL·o1 <'S un amino:icido amplia111.:ntc dislnbuido 

,•n l'I Prgani.,11111 l K,·ndln. 1 llS'l l. c·11n las i.:11ni.:,·n1rac·i1111,.,, 111.ís ;titas ,·n 1·1 1mi.,c:ul11 1·stnado 

~ c«1rd1aco dlux1ahk. l'iS<>: l'J:-.•i1. gl{111dul;L\ pincal y pilllllaria 1Vellan y rnl. l<J71)), 

f'l:1~!t1t'l:1-.. !.\llt::", ·!. '11 ... ! ... ·!t:i.:.-. ~·::l1·!'l.1,:, 1 hL .. ·-.. \\'11~!it. ;q~,-11. :::'~.1d1i l.1l'"lhl'll :

S111ith. l Wi8 l y la ri:tma 1Pa,an1,·s-\1 nraks y i.:111. l 'J7~ l. Se ha caraLL~ri1ad11 c1111111 un 

llUtriL'lllL' l'SL'nc1al L'1>ndil'i(lnad11 tCitil'PPlli \' rnl. l'IX::!I. \' l':trlil'IJla <'11 lllla ~ran L';mtiJad 

di: llllll'hllll'S que i11L'iu1.:11b"'1111>11\·~ulact"lfl1Thur~11>n \' c11J. J•Jl-ifll. pr11liláaL'l(111 cdular 

1ClahrtL'lian y col. 1 '1<12: (iaull y ,·111. 1<IX\1, l11Pdt1laci1ín d,·I llu111 de• c·ak111 1 Sl'liring y 

llux1:1hlc•. l1lX:"1. 1''1111111J:i,·11i11 d,• l.1 ·~!iL·,;1¡,¡, \' •7!11c1Hh'11·~<'n<'''' 1Ku!.11'.•11'"' 1· \b111ri>. 
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l <JX4 ), 11111Julaci1ín de la l'XL'itahilidad neuronal ( Bernardj. l <JX5 l. destoxitkad1ín 

( Emudianughl' y mi. l lJX>l y estahilizaci1ín memhranal ( Pasantes-Mnrales y mi. 1985). 

La taurina es el amin11ádJ11 más ahunJant.: .:n la rl'tina. su concentradí1n es J.: 1 O a 40 

111.\I en la retina Je los Vl.'rtehrad11s íPasames-Morales y cnl, 11172: C1>hl'n y col. 197:1: 

Sta1T y Voaden. 11172 ), y se cnnl.'L'ntra en los fotom!cl'pton~s más que en las capas internas 

Je la retina !C11hen y mi. l'J7J) . .-\demüs J.: los foto1Teceptores y ho; células gliales. el 

EPR y algunas células amacrinas acumulan taurina tEhinger. 11n>: Lake y c!ll. I <J77: Lakl! 

y rnl, l 97X: Pourchll. l '>81 l. la captaci"•n de la ctml es por procesos de alta y haja at'inid·1d 

1 K.:irneJy y Vo;11kn. l ll/(1; Sakcda y c"I. l 'J71J; 1Jaws11n y :--:ea!. I •184 l. 

Existe un sislL'ma dL' tansp11ne para taurina en L'I EPR tSah:eda y Salda11a. l 1J1J3). 

Si1·akan11 y col ( l '11J2 l. aislaron \'L'SÍL'Ulas de memhranas apil'ales de CL;lulas ,¡_.¡ EPR de 

hPL'llh 1 v l'l1C11ntrarnn dlls stslL'lllas de tra1bponi:: el transportador espi:i:11 ¡, .. para laurina v 

.:. ¡,·;i!''·P"'"''u"f pa1a taurina y GABA. Este tíltinw sistema Je transpnrte l'SW presl.'11íi.: <:11 

l;L' .:élulas nnnnall's 1k•I EPR. pl'rll no i:n l;Lo; CL'lulas de ralas distr(1lka.,. El sistema de 

(f;tnSpOrll' para (;turill;t L'S 1kpl'ndi1'Jl1L' d,: ii1s Jllnc.\ ('!· ! :--:a 1". qUl' S1>n ncl'l'.\arill.\ para SU 

i'1p1ima funci1·in. qul' ·'L' reali1a i:n colllra d..:! gradil'nle de cllnL'l'nlrac1i'1n dl'I ;uninll;kidn, 

los ~-aminlláddos y L'I Cl:\ll:\ puc~den in1eraL·tuar con l'Ste sistl'ma. pc·ro 1111 los fJ.

;111111111;ic1dos: ll<:nL' una alla a1imdad pnr 1;1urina l' hiplllaurina y L's un ,1stema s11nple. 

'a1i1rahll' y si:gtín lns c'sllldins r1~ali1adll., ut1h1amln \'esín1l;Lo; a1slad;L' de llll'lllhranas 

api.:ales tk EPR de• l'111·11lll. ,._,¡" ,¡stL'lll•t lil'nc• una \'111;1x = l .t1(1X Jlllllll/111111/111;." 1k pri11eína 

yunaK¡=llhp\l. 

F1tr:1n,p11rt1'1!.: 1.1ur~n.~ ·-~· h:1 ~·"n1i.!1.1d, 1 'd!i!11:1ndl' ~·~:l11Y,1-.. ¡i1i:n.1rii 1•, .:: :i\·.·:· .... 1'\ 11p11\ 

l'c~lulares y líni:as l'c•lubri:s. Edw.ird' 1 l 'IX 11 L'Sllldi(> l;ts rropi.:dade.\ di: Lt c;1placii'111 Je 

1aun11a l'n 1:ul1J1·"·' prnn;m1"; del El'R ,k r;1ta \' Jllll,lni que l;i.' .-:-lula.' ;1cu111ulan 

.1L·111·a111l.'lllL' taur111;1 :> ,.,¡,• .:' un l'r"L'•'·"' d.:p.:nd1.:11lt.! de :-\a~. te111p.:ratur.1 1· ~n.,1h1e a 

1·.:nenos mi:tat'>i'1liL·11s 1:1 s1,t1·111a .:' '1111pk• L°"ll llna K¡ di: 1 (, p.\1. 
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La pén.Jida de la l·aptaciún de taurina por d sistema 1.k alta afinidad en la retina de rntas 

RCS est:í reladonaua c1>11 la degencr~di'ln Lle In.\ fotorreceplllres <SchmiLit y lkrson, 

1978). 

La taurina es .\i1Jteti1.ada ,_·n el hígadD y L'l EPI{ la lranspnna de.\Lle el flujo sauguíneo 

L'ornidal hacia la retina. 1.khido a que la síntesis 1.k e.\te ;uninn:ícido en la r«tina no cuhre la 

concentracii'ln milimolar que existe en este tejido. Los niveles de taurina en los 

fntnrrecepton:s pndrían mamerwrse por el transpnrte dcsdi.: lns cnriocapilares \'Ía el EPR. 

mientras la retirw imerna puede sintcti1ar t:1uri11a de un1·11 (Sakeda y c11l. l'J7l.J). Se ha 

;.ugcrrdn que la fagncit11sis de lns scgment<lS cxtcrnos de los JútnITL~ci.:pto1\'S por el EPR es 

regul:tda por la rela\."i(lll melatonina-taurina en el 1•spacin dl'i interfot1uTeceplllr 11 >gino y 

col. l lJX.1). 

D. \~_;:_:;, 1 y-:\i,JINO Bl.1TlRICO 

El :kido gamma-arninnhutíricn 1Cii\ll.-\l e;.t:í virtualmente presente en cada arca del 

cL'n:b11l 1\'clla11 y ,·111. 1'1701 y L'-' :1c111111·n ;qm1.\lmadar11cnte 1H 2tl al .111•.; de la.\ ;.map . ..;1s 

del rnislllD 1lll1111111 l' l\'erson. 1'1711. l'.I G.-\BA "l' 1111e a dtlS suhtip11s dili.'rcntl'S de 

receptores y partk'ipa en una gran l'ariedad de respm·stas 1 i;.i11li'1gii:as. 

¡\ p1•;.ar de lJUL' aml,os sut,llpos dc rei:cplt•rc., pamcip;m l'll la inhihiL'IPn neurnnal. s1u1 

difen:ntes rn .\ll pi.:rtil f;ir111acol(1g1c11. di;.tnhucii'ln " i111eraccii'1n c11n iones y n11cleútid11s. 

Est11s sitio.\"' '"'[X'l'tli1·an co11111 (i,.\BA\ 1· <i:\ll:\B. 

El rei.:cpt11r lj,\IJ:\.\ 1'.s el rci.:ep111r cl;ísi,·11 1k (ii\BA. Es un i.:11mplc111 1H•>te1c11 <.:l1n 

n11!11ipl1.'\ 'l!ttl\ .!1.· ;,•l·i 11111l·1m1,·:111\ !·.! 1,·. :¡~i. r <;_\B.\ \ ,..,:n~h·~ 1,\· ¡1, ,, : 1ill.·1:.1". t:ll -..,11111 

de uni(•n al Cl:\B,\ a1·npladn al ,·anal di: n-. E.,te ri:i.:c:pt11r 111<.:lu\'l' 'll'"·' di: t11111'1n para 

ber11odiall'pinas 1· b:irbituratn., 1!1o1111-r1· 1 ,·,1J. i'l,\71. L·'·' d,,, .intac!1111i,t;1, 111;i., c11munes 

1'11 el <.:1Hllpkt11 1kl ri:n·pt11r (i.·\B:\. b1i.:11cult11a y p1<.:r11to\111;1. dism11111y,·11 la JXTlllL'al,ilidad 

de la membrana p;tra 1·1 c1- 1 Sil\'tlntti y \'i.,tn. 1111111. 

21 



Lns rct:eptores Lle! suhtipn GABA 13 th!nen un perfil l'armat:ol1'igit:0 Llistinto al ret:eplor 

Lo.~ n:t:eptores GABA13 son insensibles a hit:ut:ulina, '1arhituratns y 

henrndiazcpinas. Estos rct:eplores rnn L'stereoespccílkamenle activadns pnr hadofen y 

no l'Slán asnt.:iad" l.'11n un inni'ilúrn th: u- m;is hien parL'L'Cn estar at:oplaLl11s a canales Lle 

CA2+ y K+. El haclol'en aet(Ja sllhre este receptor disminuyendo la amplitud Lle la 

corriente de Ca2+ e i111.:rcmenlandn la rnndul.'tancia al K+. 

F (jLICJ'.'JA 

Varios l!stuLlios han tknwstrado la prL·s..:neia 1k un J\!l'l'Ptor para..:! aminoüt:ido glidna 

en el een:hro a1111:ri11r dl~ los 111a111ill'ros que l'S distin10 del receptor de glit:ina L'i{L~Ít:o 

l'lll'lllltrado en miódula l'spinal y lallo c-..·rd1ral 1 Kishim1110 y rnl. l 1JX 1: Johnson y :\sdicr. 

l<JX7). El rl'cl!pt11r dl! glicina L'n d L'l'Tl'.hro an1cr1or ,., i:N·n·oihle a la esiriL:nina y muestra 

una selel'tividad dii'L'n:nte para los a11111111;ÍL'itl11.,. LS n.:i.ü1\,,;:a.:1ll1: msensihle a la ¡3-alanina y 

taurina y más sl'nsihlc a la D-serina t Kishimoto y L'ol. 11JX 1). Estl! l'fecto lo e.ien.:e la 

glic·ina pllr 111cdi111k su 1111c•raL't.:11iu c·1111 1111 sllJll llllldUlad11r dl'I rl't.:l!pt11r dl' 11po ,\Ji\IDA de 

los AAE. 

Con L'I desrnhrimiento de que la glicina aumenta rnnsith:rahlementl! la a..:t1vacit'111 del 

receptor de :-.ii\IDA. el papel p11te111.:1al d..: la gli..:ina l'll la tran."nisi(111 de 1111.'n.,ajes en el 

S:"C sl! ha l'Xpamhdo L'llormementl', .,l! ..:ons1Lll!ra que actua ..:111110 n111dulad11r de la 

1'XL'Ítahilidad t'n 1•1 S'.'\C' por nwdin de• 'u ;1l'L'it'111 ,·011111 r11tenL·iador ·'""'°'' el rc'L'l'[llllr d1• 

:-.;i\JDA 1J11h11s1>11 y ,\sl'11,·r. l 'IX7 l. .\lil.:ntras que: :a .i..:L'iún de la gliL'ina c.:1111111 un 

l IJIJ,\). 



11. 08.IETl\'O 

Una Je h~ fum:iDnes mi~ impnnames Jl'I EPR es la de faglli:ilar paquetes de Jisws de 

lllS Sl!gmemos l!Xll!rnlls de lllS fn[O!Tl!L'l![llOn.!S. Para llevar a cabn l!Sla ru11ci1ín l'S 

necesario qlll.! exisw un mccanismn di: L·omu1Ji¡;aci(1n y se propus1í la hip1íti:sis de que i:sta 

rnmunit:aci1ín ptu.Jil!ra llevarsc a cabn p11r JlleJin Je llli:nsajems qufmil'os rnnw i:I ¡íciJn 

gluWmit:o y/o la taurina. 

Ya se ha Jcnwstrato la prcsl'ncia Ji: nxl'ptores para laurina en membranas de células 

rnltivaJas del EPR dl' c111hrionl's di: pollo 1L(1pc1.-C11lo111é y col. l1JlJI ). 1<1s l'Hali:s tii:ni:n 

¡;ara..:tcrisli..:;1s ,,i1111l;m•s a l;L, ljllL' prcscn1;1n l11s ren·ptorcs de 1ipn postsin;ip11co l.'ll ntras 

rl.'gioni:s Ji:I SNC 1Knntrny1 lja, l'JX'l). 

Por otra partL' 'L' 1.·1>llill'l.' la inilul.'ncia que cj..:rcl.'n L"il.'rtos aJllinnüridos ..:1111111 la gli..:ina 

1 Rcynolds y rnl. i 'JX7; Sndl y ..:111. 1 llX71 y l.'i Ci:\BA t WalJcn y rnl. i 'J:-i'J) en polL!ll•:i;ir I:• 

i~:·j•llc:.\,> .ie 111., .'\¡\E. 1·1 ácido glut;ímicn y ,,us an;ilogos. 

Se L'tlllSilll.'n'1 ra..:t1bll.' la posihiliJad dl! qui: tanto la taurina. L'lllllO <.!I G:\B:\ y la gli<.:ina 

.illll1L'lll.1ra11 l<i lllll1·111 de .1.:1d. > glut.í111i..:1 • .r L1., 111i:J11br;rn;1.' ai.,laJa., 1kl l:l'í\. 1:1 11hjl.'tivo 

ful! 1.·aractl!ri1.ar la 1111lul.'lll'la d1.• l.'slos ;1111irlll;i..:idos snhr1.~ la uni(>n di: glu-11-' a dos 1.•datll!s 

11\! ..:ultivo dl! l;L, ..:.'!ula.' J<.!I EPR dl' p11llo: cn un i:swdo no JitúcnciaJn 1 lfl DIV) y ,·n un 

eslado d111.'rcn..:1ado 125 DI\' 1. Para 1.·omprohar qui: la <."1111dici(1n de culti\·11 1111 allcra L'I 

c'slo., fl'L'L'J1tPres estuvic·ran prL·,..,•n·adP., 1 ilogL'fl<'ti..:amL'nll.!. El L'Sludio de 111' re..:1.•p111n•s de• 

~' -·' 



111. ,\IATERIALES Y i\l~ffODOS 

A. CliLTIVO DE EPR DE POLLO 

Se utilizaron e111hri11nes i.Je rmlh> Ul.! 7 días Ul.! i.Jesarmll11 a los cuall.!S M.: les extraj(> la 

Lºllf1a 1'lptica en c1111i.Jici1>rll'S l'Slériles. a ésta se IL' hi1.1> un c1>rte L~cuati>ri;.d, .'L' dl.!sl.!ch1í la 

parte anterior y di; la postcnor se extrajo l'i EPR. SI.! lav(> 1.!I le jii.Jo c11n RKB. c1>111pt11.:sll> 

p11r: NaCl l 18 mi\I. KCI .1.7 rn,\1. Kll2PO..¡ 1.2 mM. CaCl2 2.5 mM. i\lgSO..¡ 1.17 1111\1. 

glucosa l .h mM y NaHCO .'5 m,\1: si; ccntrifug1í 5 minuws a 51)() rpm a ll.!111f1eratura 

ambiente. la pastilla que se obutv11 se resusreni.Ji(i en soluciún Ringer frl.!sca y si.! 

di.! las célul;L-; si.! him por 111rnhaci1º1n L°IHt tripsina O.! Y.; en PBS dura111e 5 111i11utos a 

tcmpcralt1ra ambiente. Las cl'lulas se sc·mhrar1111 en i.:aja., Falc11n de 20 cm2 L°llll llll'dio d.: 

L'llltivo Dili:o TC-l'J'J ""11 111•.; dc suL·r11 dL' hovin11 fl.!tal inacti\ad11, 2 111\I di.! glutamina. 

Jt,:, Ul/ml J..: ¡-..::::.1!::1:i :.- !!::. p~in1i dc L'·,trcptomh:ina. a una dcnsidad di; 25.1111!) célul;L' 

por cm2 y se m;111tuvil'n>n a una lL'lllflL'ratura i.:onstanlc di: ."\7 °c Jur;1nti: J<1 11 25 días. El 

DIV es lihrohlástica y a llls 25 DIV L'pitl'ii;il. 

B. lTLTl\"< >DE l:l'I< DE l ll.'\IA~C l 

L11.' ojus dc h1s dt>nad11iL'.' pPsl-mortcm .'i: 11htuvii:rnn de Thi: :\a11<>11;il Di.-;.:asc 

,·pitclio p1gnh:n1an11 d,• l;1 IL'lllla 1>hlL'llldt1s pr11\·1111crllll di.! J.1nad111i:s di.! d11crL'lllt:S L'dadcs: 

1rau111:1 s.:vcni. l."·' <'Í•" 1u,T1111 ,·x1rafd11' 1· 'l.! m;1111Uv1cn>r1 ,·11 1111.•di11 ,._,1.'ril dur;1111c ..¡ 

1111a ~11luci(1n dl' ranLTL';llina r1111 11.1•: .¡,. FDT.-\. 'L' L·,·111rif11~an•11 .1 .m ·· duranlL' JO 

". 



minut11s y se lal'ill't>ll J11s 1·1.:ces c1111 111L·di11 Rl'MI f(l .. +!) c11rnplt.:mentad11 L'llll lf1'X Je suero 

de !1m·in11 fetal. glu1a111i11a (5 111:\ll. J(HJ l.'/1111 de p..:11irili11a y 1011 pg/ml JL: L'Slrt.:ptomit.:ina. 

Las c1~lulas se st.:111hrarn11 ;1 una densidad de 5 X 10-I cl!lula., por mi i:11 pl;1ca.\ de i:ul1iv11 dl.! 

.\rl 111111 inscrwdas en lil1r11s millii:t.:11-l la f .\lillip11re. Bedftlrd • .\la). Dspués de alcanzar la 

L'llllflllenl'ia. !us rélulas se lran.,Jirienin a frascos de pl;ístii:o di: 75 cm2 t BeL'tm1 Dickinson 

C11, Oxnanl. Ca US:\J. Las .:.:'lulas t.:11 cul1iv11s 111antu\'it.:n111 su m11rft1l11gía cuhoiLial sin 

;1parienL'ia fihrohl;'btica h:1s1a l11s pasajes 5 11 (1 e11 lt1s cualt.:.-; pt.:rdit.:ron la pig111entacit'1n. 

C. t IBTE;-..;CIC JN DE .\IE.\tBA;-..;:\S 

Las células dd l'.l'I{ d~ p11llt1 ,,,: L'<l.\L'L'haron a !ns dí<L\ de c:11lt1v11 111dicad11s para caLia 

c:.xpt.:rimL·n111 ( 1 (1 y 25 Dl V 1. IJL'-;puó de ,·!i111111ar d 111edi11 de rnlli 1·0 y l;11-.1r C• 111 I{ K13. las 

n!lula.-; se dt.:sprl'11diL•r1111 c1111 1111:1 ,.,p:!tula y .\l' 1vs11spt.:ndiert1n en 5 mi de RKB. La 

L'Lófulas por choque tl\lllt'>IÍL'tl. SL' L'l'lllrii'ug(l a 45.lHHJ \)! durante ,)1 minllltlS rara 

sedimentar l<L' 111eml'ira11;1s y st: lav(1 2 1·eL·c., fL'SusrcndiL·nd11 p11r li11nwgeni1aL'i(111. 

l'inal111e111e. las membranas ·'L' ..:ongt.:l;in>n dmanlL' un n1in11n11 dL' -IX ho;,1,, a -711"C. 

1.a' L"L'lulas dt.: El'!{ 1k 1111111;1110 r<'L'ihI<'l<lll un 1ra1;1m1,·n111 dl' lav;1Jt1 1'ar;1 la t1h1,·nc:i(111 

de 111eml1ranas idénliL'll ;il ht.:rht1 t.:n r~lulas de pt1ll1>. 

D. Cl '.\'.\TIFIC.-\<'l< >'i DE IU-:CEPT< llffS 

POR l.:\ Tl'C'ilC.\ DE l':\IC >'.\'. IJE e·:; LIG:\'iD< J R:\Dl:\CTI\'< l 

l.1>s íL'L'l'f'lt>rl'., ,,. m1dil'r<'11 pt1r J;¡ uni<'•n l'.,¡x·L'ific;1 de· 11n radit1li~a11tl1> 1riti;Hlt1 IL· 

glu1;11na111-I 1·11 ;1 L1.' 111eml1r;ma., .¡,. 1;1., ceiul.1., L'ti1111auas J,· la., di,...:1e111es t.:1..bdl's. L11s 

11i¡m GF/íll. L1.' 111,·mrr;rna.' ,,. 1!"111"~'·11,·i1;m111 ,·11 .1111<>rt1~uad1>r Tri,·llC'l 11.1 \I ;1 1111 

25 
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pf-1 d.: 7.-1con11 sin NaC:I 11:.¡ 111.\1y;11..:111per;1tura 1k 37 (1 -lllC. El a111int1;il:idt1 111.in.:ado 

s.: ailadi(i a una concemraci(>n 1k SO n.\1 con variacit111<.:s s..:gún el ..:xperi111ento. La uni6n 

ine~pcdlica se tom(i 1.:111110 la radi;1ctividad que permanece unida a J;L' nwrnbranas L'll 

Los filtros se disolvil'mn ..:n 1111111 J.: titosol lfricke. J1J75) y la radiactividad se midi1í 

,·n un ct1ntadm dc c.:1llL'lko liqu1d1>. 

E. CT:\'.\TIFIC:\CI< >:\DE PROTEl'.'JA 

En tt1dt1s los c·.~pcnnlL'lllth .,<.: d..:t..:nnintí la ,·amidad d.: pmtdna por el métmlo de 

l.11wry y ct1l ( l'J)I 1. u1ili1;111d11 ;dh1iln1n;1 'áic:1 de hm·111111Si!,!111a> ct111lt1.,t;ind.1rd. 

F. RE.-\CTl\'C lS 

El ;ícido L·glui;ímict1·1f.I • ,.\,·1ivid;1d l'S[lL'L'irica. ·+:i<i'.I :_,·,/,11t1tt11l s<.: t1htuvo Je 

:\mersh;un lllll'rnati11nal PLC 1 t\m,•rsh;1111. l 'K l. Los filtros dc tihra d,· vidrill tipt1 Gf/B 

,,. 1>htu1·1..:nHl de \\'h;i1n1;111. í'I 11w1h11 d.: 1:11111111 I'( ·. ¡ •11! y ,·I ,u,·n1 dl' /i111·1110 ktal se 

:1dquirinlln dc Diko 1 D1·tn111. .\lkhi¡,!a. 1 :sA l. l.it., a¡,!0111.,tas del ;íL'!dn ~lu1;írnn.:ll se 

11hwvien1n d.: Tt1..:ns :\curam1n Cha1folle St. llnst1>. BS 1 51'P. En:;lamll. l.11s demás 



IV. RESULTADOS 

:\.PRIMERA PARTE (,\RTICL'L<>S 1y2l. 

DATOS CORRESPONDIENTES AL EPR DE POLLO 

P11r Sl!I' L'l 11hje1ivo di.! L'Sla ti:sis t:I t:Sll!di11 di.! !ns rl!l!l!Jllllíl!S r;ira ;kid1l ¡!llll<Ílllil!O y su 

i111i:ra1.xi1'i11 1:1111 1llrtls ami1111:ii.:id11s i.:1msidi:raJos i11h1hidores (taurina. GABA y glil!inal. t:I 

anfi.:ul11 númern 1 1 !Jira l'11l11m~ y mi. 1911.11 muestra qu..: ..:slils tri:s ami11tJ;íi.:iJ11s 

au111..:ma11 la u11i(111 l!SJll!cilii.:a 1.kl ;kiJ11 glutámii.:11 i:n m;ís di: 10 \'t:l!t:S ..:11 nil1ivt1~ di: !(1 

DJV. si: 11hsi:n·t'í una di.,111i11ui.:i(111 rn11sidi:rahk del L'ki.:to 1.·11 rnllivos di: 25 DIV trig11ra \). 

Eslt: dt:i.:to rarL't.:L' Se'(' t:sp1.•1.•iJk11 para"' Ef'I{. ya lfllL' 1111 SI.! presi:llla e'Jl l.1 rt:li11;1 d.: p11llo 

d.~ un dia pos1-1.~i:!.1.,i1'111 ni 1·11 la di: 7 dlas di: di:s;1rn11!11 emhri1111ari11. 1a111¡i111.·11 1'\lslt: L'l1 la 

e·11n1.•1.a i.:i:ri:hral d1~ l;1 r;11a adulta e·1111111 l11 mui:.,tra t:I anin1!1111ü1111.·rn21!'i¡!ur;1 \¡ 1I..'1pl'!

('11!11111l' y i.:11! i:n pr1.•nsa1. 1:11 las llll.'lllhra11a.o; ¡¡¡_,!;idas di.'! El'R d.: p111!11 de• un día 1.k 1.·dad 

·.:'1:c.:<:i"·''"li::. si.! llllll!stra un i:i'i:i.:111 1.'qlli\'ak11ll! al i:11i.:11111ra1.lt> t:ll L'I 1·11say11 !;~·.;;,. ~.·1; 

i:ulli\'ll.\ 1.k 25 DI\' (anírnl11 2. rigma l 1. 

( '1111 e•f 11l1jc·t11 d,· ,·ii111in;11 l.1 l'•"tbilid.1,f d1• lflll! t'Slc' 1'kL'ld ,,. l'l•11Ílll1'l,l c'1'Jllll 

.:1111se1.·ui:11i.:1a d.: f;i;; 1.'!1ndici11ne•s di: 1:ul111"i1, \l.' l't.'ali1am11 1.·xri:ri11w111os e·qui\'alc~1111.•s l.'11 

El'R d1.~ i:111hri11111.·~. de p111!11 1.•11 di!'i:ri:11l1.'..\ l.'stad11s di: di:sarr111l11 i:111hri11nani1. En la !'i¡!ura 

i - .1n1i:ul11 2. _,.: 11H11•stra qui: h.iy un .1t1111e·11111 .:11 l.1 u1111·111 d.: ¡!lu1a11111."' 111dui.:1d11 pnr 

1aun11a. CJ:\BA y gli1."i11;1. la 1aurn1a "·' 1.'i 1.·11111pu1•s111 111;i., p111i:11ll.' 1·11 pr11duc1r l'I 1'll.'L"l11. El 

.n11111.·111n 1.•s m;í., l.'\'1tk11tl.' dura1111.• l11s pri1111.·r11s días 1.kl d..:san111l11 e•mhri1111;1ri11 y·''~ 1111.·nfl! 

1-.1u¡,d111.1llil..'.llk' iJ.ii..1.11..·I 11\.·111¡h1d1..·1..'1..J1•"dlill. 

1.a li~ura 2-arn1.·ult1 2 111t1,·,1r;1 ,•J .1n:ili\Í'> ci11.!ti1.·¡1 d.:I _,j,11:111:1 i:'t11diad11 1·11 ath1'11c1a \' 

pr1.·M:ncia di: taunna y g1i1.·111a a 1111;1 1.·11111.·i:111ra1.·1.-111 di: 1 111'.\I. Las c11n·a, 1k ,;1turacii'111 y 

an;tlisis d..: Si:atd1anl 1.'Pl11parat1\'11s 111111·\lran lflll! 1.·.x1stl! 1111au111t:11lll1.•11 J,,, \JIJI>\ 1k 11nii'111 

1 .1r:1 :1c1Ju glut:111111.·11. '111 ,·;1111bi11 ,·n l.1 .11i111d.1J 1kl JJl.'11r1111ans1111"1r ¡1111 '11 1•ú'l'"'r 

.:ua11d11 l'l ..:11sa~·,, '>t: l°l'ali1a 1.'ll pr1.·,1.·111."i.1 d1.· 1;1111111:1. y aparl.'L"l' 1111,11¡.,1.IL' 1111.·11"1 .11in1JaJ y 

:n1111e111;1 i:l 11ú11lt.~n1 1.k siti11' L'Uand11l'l1.•11,.1\·11 ,,. hal'l' 1'11pr1.·wn,·ia1.k :,!li,·i11;1. 
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Se esnnJi(1 ade111:1s la.-; caracterlsticas rarn1;n.:1Jl(1gicas del sistema pllr 1m:dio dl!I usn de 

.1g11nistas y anl'1gllnistas especllirns de lns receptores para L-glutamatll s11hre la uni11n 

espcdlica de glutam:1tn-H-': L y D-glut:1111ato. L y D-aspartato. como agonistas genendes. 

el dietil ester del glutamatll 1()DEE1. ;111tag1111ista de l11s rercptore., 1ip11 qui.,L·u:ilato: el 

quisrnalato ({)A). agoni.,ta de llls recept11rcs tip11 ():\;el N-nietil-D-aspartato tNMDA), 

agllnsita de los receptores tipo ,'-;,\IDA. ,:1 kai11al11 ( Kr\ l, agonista del n:ceptor tipll kainato 

y el L-glutamatll-4-mllnohidro.xamato. asl rnnw d DL-a.-;partato-13-hidnixamato como 

inhihidnres de la 1·aptacii'1n 1.kl glut:nnatll. El ,:studill ranuacol1ígicll se ili111 c11n cultivos 

de lli DIV tlal1l;11-artli.:ullll1 y 25 DI\' 1tahla 2-artlculo2). y llls resultado., nH11•.,tran que 

:1 la primera edad pn1f1ablemcnte cxi.,tan m:is dc un tipo 1.k rei.:eptllr para L-glutamatll. y a.I 

L'<llllparar Cllll i<is dat11.\ de la s1.·gund;1 cdad ·'': 11'1snv(1 un L·;unhill l'll J;1s pn1pied;1des 

rannaclli<ígii.:as. apariL'i(111de1wev"s siti11s 1K:\1 y des:1paricii'i11de1llws 11.-:\1'.lJ. 

Llli; 11hjeto de ¡~• .:!'.::· ··!'"- :.e :,q<..~:c 1;1 pre.,L'llL'ia de laurina para qui.· si.' produzca el 

L'kl'tll. la., 111embra11as se pr1.:i1ll.:uharo11 L'<>ll , .. ,tl' compucstll durante ltl y 2tl minutlls. 

l'llsll:ri11nnc111,· -.,· ,·li111in<'1 L'l ll1L'd111 d,• 111cuh.ic·11in .• ti c-.·111rifugar la., lllL'illl1r;111;1;., ! L·on la 

pastilla se prllced11'1 a n:ali1ar1.•l en.,ay11. La preini.:ul1ai.:ui11 L·11n t:1uri11a 11m~IJ1111 akctií la 

uniiín de glu-11-'. ill que c11mpnih1í que l.'f1.•i.:tiva111c11te SL' requiere para que rcalii.:i: su 

B. SEGL::'\DA Pr\lffE t ARTICL'LO 11. 

iJ.\TI l.'> C()JrnJ:SI'! >>.:IJIJ:\TLS .. d. Li'I\ tJt" 1 il \l.-\.'\,(), 

El artlt.:ul11 ' 1 l.1'•po-Cillt>ml' v c<'I. 1!)<l.t1 11111L''ll·a qu,· c11n ,•1 11bj,·t11 '"° ,·,1;111dan1:ir l'i 

t1,·111po J.: f'L'aL·L·i1í11 d.:I ,i,t.:ma dc l<'l'<'l'l11rn p;1ra :\:\E. ·'L' rcalid• ,.¡ L'Xpenmenlo 

rn1ha11do diláel!fl'S liL'lllPll' di.' llll'llh:tl'l"•il l.'llll l'I ;¡~(lflt.\t:I ftl;11i.:ad11 r;idiactllalllL'llle. De 

111., t\-sttll;tdils ••l·ll'llllltt' L'11 1.1 L'Uf'\;1 d,· tl<'lllJ'•' 'e L'<llhtd,•10 L'll 11> ,lll'L''tlil 1,·;di1ar "" 

cnsay11., con 1111 ti1.·mp11 ,k ini.:uh;11.·11'111 dL' 111 illinut1•s dL'11ido .i que ,·n ,·stt: l.tf1'" de 

.1kar11aha pr:ictii.::unl.'ntc la u11i<'•11 m;í\1111:1. 



Se muestra la pn.:seni:ia en memhrana.\ de cl!lulas rnltivadas de EPR de hu111a110 de 

sitios de uniiín para d ;kid11 glu1ámko. J;1 in1eracL'it'1n es reversihle y de alia afinidad. En 

las figuras ..¡ y 5 se 111ucs1ran la.\ nirvas de saturaci.ín en las memhranas de diferentes 

donadore,, la L"11ncen1rai:i(1n del ligandil radi;tL'liVll varia en los niveles de 25 nivl a 2 µ1\I y 

en presencia de glii:in;1 para l'I casll del dllnad11r 111;is joven. El an;'ílisis de Scatt.:hard 

(figuras ..¡ y 5) 11111s1n·, una sol.1 pilhl:1ci(1n de n.:ceplores en <.:aJa uno Je las grátk:t\ 

realizadas. En la cint.'ti<.:a comparativa en la.\ membranas del donador 1k 2') uía.\ se 

muestra que en presencia de glicina hay un a•.1n11:1110 en la afinidad Je los rl't.:L'plllre.\ para 

L-glu. 

Se estudi(i el l'fl'L"hl iiL' vari11s agn111.,1:1.' y an1agnnh1as l'.\pl'dliros de lils rL~t.:eptorL's de 

L-glu1;1111a1n: l. ~ D-glu1a111:11n. l. y D-;1.\par1a111. CiDEE. C)1\. N:\ID,\ .. .\l'V. Kt\. L

glu1:1111a10--l-mllnllhidr"xamato y l .D-aspartatll-ll-hi,ln":;1111a111 a una t.:ilnL·c111rarit'u1 Jd 

agoni,la marcad" radiaL·tivanwnh: 1üc1d11 ;:iut;11111c .. -! ¡.: 1 ue .)1i 11.\1. El nnkn en la 

p11te1wia despla1.;1111iL'lll• lll' ,·st"' L'lllllpucs111s u1ili1.adlls a una c11ncentraei(1n iiL' 1 1111\I 

IU\'ll ;tlgun;1., 1 :111;1,·1.i11,"' L'll h'laL·1,·111 ;1 l.1 1:dad dl'I d1inadnrt1al1la l 1. 

En bs figura 1 .,e mue.\lra !Jlll' b l'sti111ularn'>n cnn ~licin:1. Ci:\Bt\ y laurina prL'M'nl:t 

una rl'lat.:i1ín 1111·er."1 re.\fll'l'lil tantil ;¡ la ,·dad del donadllr t.:illllO al mính:n• de pasajes in 

1·1ln1 L'll I"' t:ulli\11:-. prne.:dc111c., dd 11m1110 tl'fiull. El L'IL'l'ltl de I;¡ glirn1a 'L' dl'lel'la en 

l'tllll'l'lllr:1L·i11ncs 1111n1111111lar1'.' de,.,,,. t.:1•111¡H11'.,lt1 lfi!.!ura 11 que provtlra 1111 :111111,·ntll ,•n la 

uni1'1n esp.:cifica del 1.-~lu pPr un L-;unhill <'.ll la afinidad de )tls 'ilills de u11i1in tfigura -1). 

¡,,¡,· l'lL'([tl 1111 ·'l' llilllhl' L'll jlf'L''L'lll'l:t ¡J,• ,·,11x11111a. 

Se '"'1udi1'1 la 1111111n dl'I li'.'::nd11 ,·n pr1•,1·11ci:1 .¡,. 1.11ir111a. (l,\BA y :~llL'in;i :n .1trn.' 

l"lllli\'llS L'..:it1l:trL':-. t1hlenid1" de d1111;tdllíl':-. )JlJIJl<JlltlS rtls(-lllllíll'lll: li11foh)aS[OS 

pr.,venit:nl<'' dl' una lí11ca '"~lul:1r y l'~lula., dl' ,._,,·kri'11iea. provcnil'llll'.' d,·I t!tlnad11r tk ~·J 

dí:1s. C111110 l.i 111d1,-.u1 l;p; gr;1Jic1., ,·11rTt:spnnd1L'nll'S 11:1111:" 111 y l\'1. L'XhlL' un ,·Jl'L·tti 

p.i.,itirn de !ti.\ A.-\E "'hrl' d aument11 <'íl la uni<'in dc frido :;lutürniL:ll. 



ARTICULO 

Specific Interaction of Glutarnate \Vith 
l\tlembranes From Cultured Retinal 
Pign1ent Epithelium 
A ... I. Llipcz-Colomt'. R. Sakcda. an<l (;, Fral!osn 
l11~rn11t11 d1..• J·p.,¡n!i1c1.1 c..·L11!1.1r. 1 · \ \ .\t \l1..'\r1..·t1. l) I· \k\11..··· 

E~citatury aminu acids 1 E.\..\l ha\'l' ht·cn 'ho\\n to 
induce phal(nc~w.,is in n·tinal pigmcnt cpithclial 
1 Rl'El rcfü. In ordcr to l'\lllorc if thi' artion is re· 
n•ptor·nwdiatcd. 11c harc iclcntifü•d ami charactcr· 
i1ccl rct•cptor., for L·i:hnarnalt' lhroui:h thc hindini: ot' 
i 'llJl.·i.:lutarnatc to mcmhrancs frurn chirli Rl'E ,·clb 
in primary culturl'. Srn·cific hinrlini: "ª·' found 'atu
rahlc. 11ith 1\ 11 = .UJn~I and B.,,..,= .l.1 pmol. mi: pro
tcin in frozen. th:mt'<i rncrnhranc~. "i:t • -indcpcndcnt 
hinrlin¡: "ª' pn:H•nt in cultun·' uf 16 ami ZS day' in 
'ilro, ami"ª' not atlcc!cd hy t1·111pcra111r1·. l'harma
rnloi:ical prolilc uf an:1loi:11cs ni' E.\.\ at 1litTcn•n1 
t :-.:"?IJlnr !'q>t'S 'iUJ!J!.•!St!-. the ,µre~enct.• oí a n1ctahotro· 
r:.: ::;¡:·: , cccptor 1 l.-glutarnatc · S-2-amino-.\-pho,. 
phonopropionatc 2-amino·~·phmpl111noh11tyn1tc 

= tr:ms·t 1 S,.\I{ l· l ·:uni1101·~ dope ni a ne· 1 ,.l·dil':trho,~·· 
late > 1¡uis1¡ualalt'I. E\rilalor;· amino al'id analogue.\ 
;1ctin¡: al the 'i\llJ.\·íl'l'l'l'lllr .11."' 1fo¡1laccd ho11111l 
L·clutanrntt'. and a notin·ahlt• ,¡j111ula1i11n of 'Pt'cilic 
hindin¡: uf thi.1 lii:and h; i:I; dne 11 ª' 'hown: this rf· 
ft•t'I 11as mimickcd hy 1l-,cri111· a11<J l·h;dro\.\-.1-
aminopyrrolidone·! ! ll.\.<U16I hui not h.• 7 -chio· 
rokynurcm11e. :111d "''" 11111 inhihited In 'tr)·l'hni111" 
Sincc taurinc and ( ;,.\ll.\ aho incrca.,cd 'Pel'ilic hind· 
ing, il is likely that modnlalion of E.-\.\ n•ceptors in 
Rl'E ditTen from rhal in ncurons. 

l 1N.\ \\ ik~·l.I\\, lnc 

Kc;· wnrds: enitator~ amino :1ricls. 1nl'lahotropk n·· 
n·pron .. phacor~t,,,¡,, '\;\1ll \ rt•t't•pl11r' 

l'iTIHIDLCTIO"i 

.. \ d1hl.' n.•l;itllHl'tllP t.'\J\h h't\\.t'l'tt th~ r.:u11.1 .mu 
tlic rct1n.tl p1~mcnt cr1tild1urn 1Rl'Ei ln•m 1111· .1n.1t,,n11· 
.:.11 ,tnd runcu11n.Jl P1llllt ')t \h.''.l -.nh·l' ''.11, i..:...•il-11•1\n1'· 
,J\l'f -.IJ,Jff..'' ttlc .... 1111e l':nnn,11t11.!11.:.11 ,·~il'rn -.~1ttl :tic :c.:t· 
HM lll \Crterir~Jtt: 'PCl.:H.."\ 1 \tund .1nd R.11dnl!UC,. l•f7•}f 
.11lli l'.'1 1.·Jp.1hlc: llf tran,d1rtcrc11t1Jt111n 1n t:Jrh .!l.'\l'l1'C'I· 

mcm~.d ''·'~l'' 1 PrnJ.:j..;, ~1 .d ~ <J1ll 1 .. 1, nl'd :1, in ,,1n.1t.: 

\.'.l~L'' tlf r1.:t1nal dam~1~c 1Dl'f\\1kr Jlhl \,Jfl U~'l'. !q~~-

l ",nilnmhre .111d C1111lt1111bfl'. 1 <lti51 . ..\JJitionally. rhe 
prl'~l·m:c 11f RPE h r~qum:d ft1r thl' l.'OrTCl't 'tra11fo.:at1on 
o11 r,·1111al ,di' durn1~ dncl11p111c11t 1 \'1•ll111erL't al . i•lK..l: 
\\",•!hure t't .d .. i 'l'll 1. .-\111.>ng the funct111ns ,u!J.,crved 
l'v Rl'E. '·' h1d1 ;11,· rl'l.11.:d t11 rL·1111.1! phy,1ology. are 1he 
;r;rn,pdn •'l fllPil'1..:uk' lrorn fllnnd \l'.,.,d-, to thc rl.!'llna. 
1 Sll~111hcrt! .111J \1Jikr. l·f7tl: I..1kc l't .11.. 1'>751. ~!, .. r1!~
ul~1t1nn 11t 111nii.: 1...·nnl'l~IHrat11111' m lhl' ... uhrctrn~i "'JlJl'l' 

•lmmcl .111J Ste111her~. l'ISl11. ·" \\<'li ;" the phagocytn"' 
• lf rll~ d1.,.\...-.. durin~ photnrl'L'('(lt11r 1 Hlll'í ... cµmcnt 'hcddmg 
'Y1111nc .111d ¡;,,,, 1'111111. Rt·~ardmc 1111, l."t funl'tton. ll 

ti;1, het:n pnn~n thar 'tlmc 1d11r·1t~1 !!•: .... ~:''"'d -.!\l'Jfawry 

,.¡¡\1111 .w1.I' 'F ·'· :\ 1 "ill'."!1 .l~ ~ .1.:1.iil' ti' •. \·. •'i<Jl1' • ._. "' .. ~;.·!J · 

.:raunn 11f íl'tmal 1.:c:lb whcn al.11111t11!-.tc:1l.li 'i)"'\tcrnrl'aJly to 
fll'\\ ht1J"'1 f ,Jh j SllkCda l'f al . J l)";'I}) \lf ,iltCl"íl;l(l\'t..'I~, 

·.d1l'n .1ppl1ed 111tr;!\ nrcally to matun: .1111111als 1 L1ire1· 
( ·1llnmc .rnd Snmnhann. !llX~: \l)~hl nr to ncurtlll..., in 

¡1ri111;w. '""ut..' 1.:ultllrl' 1/..unllf:11111 .md lf~núman. llJXJ>. 
l'11l'"iL' tmdm~' 'll~t!~"'t that fhl' .:1l1H:L·mratron oJ gluta· 

111;ote 1L-~lu1 111 lile 'uhrelrnal 'f'«l'C 'h1111ld he l11w ;inJ 

r111•:!\ tl·~ul.1ti:d 11111rt.JL'i f\1 ,J\111d r~un.11hl.\H.'lt\'10lnc\', 
!'1.~21. - - -

1 ln :he "ihcr h.111d. ,.,.~ 1rd111~ R< lS 'iledd111~. 11 h:" 
hl'cn prllpo-.l'd tt1:Jt thL' ,1~nal tre1n1 thc rctma to rhc RPE 
1,1r .1L·f1\at111'.! pl1Jl!lh:!['1"il" (1Hrld r.l· .1 d1ffu\1hll! ... uh· 
,[;llll'l' rl'k;1 ... 1..·d b\ lhl' r1...•t1r1a 1n l'lllld1t1nn ... 111 wt11ch -illl'd· 

'11tll! 1 ... mcrl'.l,l'd. 1 -.= • !1dll '11mul.1t111n 1 Holl1 ticld el al 
:

1 J°"'tJ. Y11un!!. ll'7"71 

J..(iltl, 1 - l'r.1rt.1t .. • rl.-.1,pl, "'·'· .ind :n ,J /lllllllí 

~·\!l'l1t ~~u1,qu.11,Jfl' 1f)..\ 1. 11.l\l' t'l'L'll -.11ou.n to indw.:c 

ptia~Ol'!tn'" 111 .1 i11:ht· •(irecnher!!L'r JnJ Bc~har"'· 
! q~~ 1 .111d < ·.1 · · rr11kpt'thknr 1.1,hu in 'Bc,h:tr\l' .111d 
">pr;1tt. ¡q,..,;\, Bl'.,rJJí"'IL' l'! .JJ • ! 11St11 I"h1"' inllui..·rton. J\ 

.1.t·!l .1-i !u;ht·ll1~~i..·rl.'J ¡it1:11.!'lll'.\t1''''· ~-.h1L·h 1' CJ · · de· 
l'~ndeni 1(irl'L't1rer~·:r .111d fJe,har'1'. ; •1~) 1. " blnckcd 

:.i. L', ~·; ·, l'·f ~. t I '· 
• 1: ~11 rie r ,, ; . ,,, = 

\,1.tr-:'' :~r~:n1 ·~.;-.:t"·'' :,, í)! \ \1 11 11"11· •!nrne :r1\lllUh• \k 
:·.,¡t'l¡l(lj( .::l.li.1r '- '\, \ "· \:•JnJdtl t' "'.JI ·1U>1U, 11..lo;¡r1 \fr\h.ll 

:1 f· ~.,, \k\:1.11 



h;. ihc ... rl.'l'Ific E:\.-\ n:L'L'fllllr .int•q;on1 ... r ... ~: llllrL'fl,lt\'. .1111..I 
D-0-ph"'Jlht»erine 1 fü·,liar<c el "' .. J 'l'X 1 "lm h '"~
~l.' ... h rh.11 E.\:\-1m!ui...·cd .. hl·ddrn_:! !." .i fl'i...'i...•p1or-ml.'d1.1tL'd 

f'ftlL'l.' ....... 

Ri...·cephir ... 1(1¡ E:\:\ fJ;¡\'L' h.:l.'n L'\h.'fl"I\ l'iy ... wdrt.:d 
in n.:f\nU~ lh..,lll.' (.\1nna~h.rn l'I .d .. /\JSlJ: Cl 1tmJn and 
\f11na~han. ¡qs71. lnr1t1[rnp1i...· E,.\,.\ rci...·l'r111r ... ha\·L· ~L'L'n 

cl.1"1!1cd ·" \-\klh!Í·D·'"J'·lrt.Hc 1.\.\llJ,.\1 .ind 11011-
\\lf),\ I\ i'C'· rhe l.11e'I 1ncJud11:~ 111c f; ·\. í) . .\ .. :nd pm
..,1hiy llJL' ~.:1m111n-..l·phn ... pfwnol,ut~-rar.: 1.-\PJ 1 '! f'L' • Fn .... 

f,.'r .1111..J J·.u.:_t!. ltJ~.J. \\";i1;.rn.., .tnd E·.an .... /"''il 1. \111rL' 

ri...'l'L'rlli! .• 1 lllL'lahotrnni..: \:la~ ... nt E:\.\ rt:ct.:ptnr '.\fllch h 

1.i. \ . ..,""·n ... 111\·l' hut 1'r.·.1111in11·5·ml'll1y/1...,o\,11nk·· .l·pr11p11•11· 
.1tl.' t ..\~1P \ 1-111..,cn~1t1\"l:' ha" ht:L'n 1.:h:Jfa""·ri:n1l.'ú 111 nt:11-
r11n-. r"ll!.!J~.1111a l!l .d .. JllX-:'": ~Ltdl'1.:1d, i...·t .il .. ltJS5: 
'-'i...l1111:pp ~lfht Jt1P11:-i11n. 1'>SS1 .1nJ i..:!1.tl i...·l'li' 1 \lll.1n1 l.'I 
.d J•1;-.;1J1. •.\h1d1 rJll'dialL' tilL' .tt . .'ll\alhlfl 111 lhl' 111t1'iJl\1/ 

¡1111i...ph;1h ... ' 1.:~1..,l'<IJL'. Howt:\L'r. Jhll llllh..'tl I' ~1111\\/1 íL';_.!ard-
1n.!.! thl' pn1pcrt1L'.., qf E.-\.-\ rl'L"t:p!nr' 11r '"c~¡r r:1rt1L'1pat1nn 

111 rllL' ¡'hv ... 1nh1~~ 111 RPE. 
'.l'\"l'f~11 trnd1ng'i ... urpurt lhl' rº"'1hil11~ 1lf r.umne 

¡'.trl1i...·1p.H1Pn lfl 1he ln~gl'rlrl~ 11r" ph~tgo(! tn"1' J'.11innt: 
.111d ~l~l'llll' ha\L' ht:cn ... tin\\f1rn111dui...'l' ,fll'dd1n!! t< irl'l'n

bcr.cer ;111d fk,har\l'. ¡n.1\0\ '"'·'':11t .111d lh.·"h~u..,¡,:. J1J:,;\1. 
1nd !.ltlílflt' '' ;¡l,,1 •.,1p,1t·.~l' ,q :,·· l' 1 ··¡¡~1! -~~!. ,/l 1lJh1it111111J 

phat..!tlL'Ylll~IS lllUU\.:Cu hy l:H..!IL ,.,; .. 111 ílrlll mcl~1tt1nm 10~1 -

11111 L't a! .. lqSJ1 T;rnnnL' h rl';ulily ,1\;11L1hk tP RPE. 
'1n<c 11 " l11~hly .:on.:c111rarcd 111 re11nal ROS 1 Orr c•t .1/ . 
i 1 ~-:-,,: ¡>;i..,;111tl' ... -\111r.11t.:~ t:t ,¡J.. 11>"72) .md 1 ... rc!e.1 ... ~d 
11i1rn thL''L' ... 1n11:1un.:.., h~ 11!-!ht 1S.1kL·d.1 L'! .d .. J 11!'71 
\~ h1rh 1' .i/ .. 11 !!1~ natural ln!.!gL'r t11r ¡ih;11:-!PC~ tn"" 1 J .• 1· 

\ .111. 1'17111 . ..\dullll>ll:tlly. we ha\e rr~1 l(lll'I\ de:1111n
~•r.11L'd 1ht: pr\''il.'llú.' 111 "f1L'L:llh.: l11~h-.1llJ111l~. >.°;1 ·tlldl'· 

p...:ru.knt h1t1d1r1~ 'ttc~ lor thl.'i i.'.llmpnund. •,\ h1ch (nuid 
~:!i...1 d1:trl' ~, .... H.'IHlll 111 H.PE d ... 11pc.:1-('11/t1111c l"r .d .. jiJiJ¡ 1 

'.\rnce 11 h (or11.:c1vt1hlc that ;¡ ~lutarnatt:-rl'IJtl'd L'X· 

.:1t;11t1n· .11nrno .1c1J cnuld pan1r1patl' in lhl.' 111J111.:1111n 11? 

ptl.1!.!tll'~ftl..,l'i. \\Cha\;.' lltl\I•" lfl\L''illl!~llúf lht: J'fl''il'fll'l' tll 

•('l'..:1111.: 1C:l'l'fll11r\ tnr rh1~ i...·nmpnund. u ... JIH! 1 'Jl¡t.-~lu 

h111d111!! t" nu:mhrane' lrnm d11d. RPE 'elf, 111 priman 
,·t1lrnn.· \\'l. h:i\·e 1,:i1ara ... ·1l'rl.'l'd rhL''l' -..11t'" rn 1 r11 rh·_· ;,,,,_ 
.:i...-1111i....11 .111d pt1.1rm h n111i.:11:~11 ;101111 1!/ \ti..'\\ •• rnll \\t.' 

'~l'íl:' dl'rtJtlfhtrale 1h.1t tJunnc: .111d !-!l!l'Hll' l..!íl'arl~ ... r1111t1· 
· .:\.· .'iu1.1111.1tl' 'f'L'clfic hindine. ,111:~L''rin~· !hl' ¡111"'1bd
::·. HJ ,t Jtlll\t ,h;lltlfl 1lf lhL''L' ..._111llJ1tllJlll.h ill l/ll' ll'!-'.lll.!{JllrJ 

.if ph.l;!PL'\ ltl'il\ 

\ 1 \ l'F 1U \: .•: '. '-'!l \1 FT!lllll" 
1 ·1·11 1 'ulturc 

<.'uiturl'" '.\l'íl' ... c:r tJ-.111 µ RPE lrnm "l'\l'll·d.1~-·dd 

.. h11..~ cmrir~n-.. rn1m .1 it11.:~11 ,rra111. J" dL'"l.."ílf°\l't1 d.11rl'1· 
(\1h1111l' L'f .il. / 1NI 1 E~c' \\L·rc L'OUdc..•;ilf..'ll. líL'l'd 1r,1m 
·.11rL'1111, .!lid rl't1n.1. ¡'l.h:l'd 1n 1-.1't11n11.: t\.rc~ ... f\1n~·.:r !'1-

1 ;1u1amalc Uindin~ lo Hl'E -155 

,.,rh,111arc h11ifcr1KR/l1'"'111;1111111g1111111\!1: :\JCI. 118: 
1'CJ. -1 ~: C.iCJ,, 2 5: \l~SO,. 1 JI: KH,PO" . .C.O: 
~..:allCO,. 2'. ;:Ju'""c. 5.ri. pi!- -1 •• 111d ílll'ed fn11r11111e' 
w11h rhc ,,une rmger. RPE "'ª' d"'"c1a1ed 111 TC-lll<l 
:11nlll11n .iller 111euha1111g f11r 5 111111111es 1\/lh ll. 1 JCi· 
rn J''"' 111 l'"'"f'harc t>111frrcd <ali ne. pH 7 -1. Cclls were 
'ceded .u .1 den'"' ·'I 111' ,·cfh J'er F.dc1111 FJ.i,~ .,,- 25 
1.:nr: ~nni.th .1n:a . . 111d 111i...·uh.1t1.·d ar _~:-e 1r1 TC-llJlJ mc
.J1u111 '"f'picmc111ed "'uh JI)"; hea1-111ac11,a1cd foral calf 
"'ri:·11. 2 11 m\I ~iu1.1111111e. Jllll 11111r- mi c1f pc111cilli11 ;111d 
J 1H1 m~ mi "''"l'J'[Ofll! i...·111 e ·ullurL'" !11rm .t l.'.tHlflu~nr 

1111111,.Ja~cr ar Jti da~' 111 \llr" 1f)I\ 1: ar chi., rime. cells 
.ii...'1.pllrc..: r: p11...·al i...'t1'1111dal ... hapL' and 111111;Ht: mdanmc 'Yll· 
lhc'I' /'11e pllrll\ ,,,. lile c'lllrllí•' " 111d1c:atcd hy the er1-
IÍIL'l1111,J 1l1n11 .ind píL''l'll(l' 11! j}l!-!llll'OI 1111..'\L'í! n.•ll tS.il· 
1...'l'd.1 l...'{ .ti. 11N21. 

\lc111hra11e l'rcp:1r:tlio11 

·\11,'í ló lll\'. rhe 11wd111111 '"I' rt'lllc1\t'd .111d ,·e)/, 
1ecrc• "'·"hcd 1111cc 1t11J1 KRU <"elh \\ere deraehcd frnm 
1l1e d"h 11'111~ a ruhher pnll(cm.111. p1111kd in KRB ;ind 
~r.:d1111e111ed hy '-.L'lltílfu_!.!:1t111n .it 5tHl rpm 1t1r 5 mm. Thl.' 
"llflL'r11aran1 \\,h rL'lllll\L'd .• md rhc l'L'll-pl.'!li..·t wa ... /10-
111t1~L'llll.t:d 111 2U \111 !\\ v1 111 d1"tilkd \\.;1lcr on 1c..·c. 111 
··~~kr fd 1h!ll11111:all1 "hock ihl.' L'1·¡; •. \ft·mhranl'"' \\Crt' 
rhrn ,1h1.1111ed hy .:c111nfu~a11011 ;11-l.'llllll · g for _o 111111 
.11 -te· .-\ftcr t1Hl'L' \~:t ... hc-... me111flr;1rn ... •, \\L'fL' troten tor 2 
ftl 7 day' f1ílllí IP thc hi11J111g ~1~-..a!· J'l11.: lít1ler1 pcJkts 
\\L'rl:' l!Ja\\1.•d ~rnd wa ... twd 1u1'-·L' mníl' \\!lh hufti:r prior ru 
:lil' .i-. .... 1~ rl 11p1.·1.( \1h11t1l' .111d S11rn1111.11111. ¡qs-; 1. Prn11.•lfl 

w.i.., rnc;1..,url'd h;. rhc 111cth11d 11f l.11\\~ l'I .11. ! /9511. 

llinrlim~ ..\ssay 

.\kmhrane pdfer, ''ere rc'"'rcnuctl 111 J'RIS-llCI 
hutfrr 11 IJ) ~l. pi I ~ ,¡ wuh "r \\llhlllll J 1>:111.\1 ~al'I '" 
iJlli1c.11L·d ILud:n~ .1 ...... .1;. \~.1" l''-'rf11rml'd i... pri:v111u .... i_: 
de,cnhL'<l i1 •• ipct·L"PJ11111L'. l•JXJ 1 llnctly. mcmhranc 
"ll'f1\.'fh:n11 1.'0- 'º ~1~ prnt1.•111 pl'r ·'"'ª! 1 \"ª"' mcuhared 
:11 lti.._• jlll'",i...'!11.L' 11f .°"•l 1J.\1 / 'Jf!l.·~Jll lll .1 IÍll,¡J \1lfU11ll:' ul 

1 c5 ¡d f11r rhe 111dic.11ed per111d lll 111nc J 111.\I .;11/d L-~lu 
\\,h tl~l·d l11r dctirnm.! fltlfl·'J'l'L'llic /l111d111~. In pharma-

·.~t':l' .1JdeJ 1n"te.1d 111 l·11/d :!hi!Jn1.1IL' ..1t thl' c1 1t1L'c1Hrat1on 
111d1cJlt!d 111 1.·.1ch 1...·a,L'. ThL' rl'Jl'tltlfl wa ...... roppet.i hy t.11· 
' 1.Jlt1lll ',l,)i/¡ j~JI ··! ,,,¡d ''lllh.·r .. llhl :!Jl'l!li'r;lllL'' \\l'IL' 

r~i...'il\L'rcd h~ 1iJ1rJl1t1n in ~J.1 ... , 11hrt: rihl·r-.. 1(jF Bl ~ltld 

\\,1,fll'd l'.\ll:i...· '.\1fh ~ mJ 11( ..:nid r,utll'r. hltcr.., \\l'rc..: 

.1dJl'U lfl mi"' rr110 .. n/ ¡ Fr:c:~L'. ;•J-:'5 J .111J i.:nuntcd tnr 
::1dp1,1l·f1\ 1!\ 111 .1 Hl·d.n1.1n :·t111!.J _.,,nf!l.1f1nn ,-1 111111,•r 

l llfll'~l!11íl' "•'-L'IL' !/\.tlll' !tlí •jtli...!h.:llllt.' .Hhl .,11tHl1.tl~ l!lfi

~ 1·.:ni..."~ 

\lalerhlls 

1 'H/I ·lilut.1111~11~ 1,pcc .ti..! ~:'·-_...,,, C1111moJ1 '..\~t~ 

i1h1.1:nl·d tri 1m "~l'"'-" l·n:.:1.1nd \'·1l·::.ir H1•...r11n. \1·\1 



,'·~1·¡.i: .. ~·i.I l' ;: ~. ¡-.- .. :1,; .. \ iJI\', ¡. ¡1".,. ,;-,':.1·.n 
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.iq1:i."'IJ, _ll• JU."'lllJ,"1"1tJl'qlJ,"1 ~fql'.DIJPIJ ,"'llll ''"" ... iru.1,!11JJ 

iiu1pt114 nr;l.~, il111p11•ii°;'IJ 4iu1pu1; :.u11 ........ J.ijUl ll\· 
'~""'.ti' J,1 l'flll/1'_\ ·~·~·,,! "l')lrl/1'1, ·~ .. ·1.' 

' fl' ),1 OJl'llf."'ltldllll'. )1 ,il!"''IJ 'Jq¡ tll '-lldlll,1(1 !l~l\IJd,1.'-,lJi'Pd 

lllllJ,I d"' J'llll' ll(~ ·.1uunc1 ·ou1.>i(<· '\'fl\!l "'""l·'I ••: 
ll'l\Olf' lJ;l:'lq '-1'l¡ \"~ •"' 1llh 'l'.-,'"".t1J 'lll'hf..... J'!IT' ,"1-.J1'lf'-·1 fl 
Clll),1J .;ilfl lUUJI J,1;-HJ,"1"",illl ,1tp ..,,. J.W flJlll''\ llJnl tll t/'.':l{'' 

n¡i1-~J 10 ;l\;f'.;iFIJ :itp ;;ut:infHJI .;¡y pp1n."' v~ ·..,11,..,.1 i.1r¡u1 111 
11·q1 "'l'-:'l;l;;n .. · J;1 \,) ,.,, 1q 1¡1i....1.i -.111.1 1:1,..,1 .. .,. 111•' u1 n¡;~ · ¡ 
,1:w¡d1,,lp JtHI \o,"'lllJ' Jllq illllpp.1t¡' '-.llPllllllll' \IJll;'IJlld lf.illlY. 

'\":-! J<> 111111.J.>.>\.1 .1'(1 lfll \', 'I ~Stil ',»J"'l'·'!I fllll' J,1;;J»•1 

-tJ,1,"'11!)1 p:'IJ\o;'IJ ;'IJ,1Y1 :-i11q1p,1q .. lhl 1,,,1fl;i•11l'lll' '-ll jllll' ¡q;; /1• 

J,"1,"'IJJ."'1 ;i41 4:'1!lf" UI ,1\oOljl llll" ,1,11iiP i..irn\o;t.l .;¡,,,.,u 
'>JtlJd;i."'l;l.l \':J fll ,"'l."1lJ,1 .. ,"1Jd 

,1q1 ilu1pJ1~J ... 1p 'iilllJlUltf n¡;lJfC J uu 1.i:1,11.~ 11¡¡ p.1"11q .. 

·· .. .ir;·: f';:-·· v~ ·1¡ :i¡u1~11 p,1,1~.1J.iu1 .\fll\iJ:f "'~"~el\-' _111 

-.¡¡;,: .. •IÚlUI J .. lllll Jllll' \·(Jl\~·. I·' \;'l[J;"lj1ld ·'l/I. . iiJ\ IP 

;i.1u.1c.,,1Jd ;llfJ u1 J,1,,1"11q · .. i'1'\ 111 .1.1u.1,qr ,"'IL/l w J."'l,1¡p 

11111q11" "'r" ~dV l'-llJt1;i1?1Lw '-JI pw· "'!''~·"''' ._,.,., V<ll\' 
·n1.iJl1d \¡;i¡r.J,1ptllll '"I'" ,"1J:'IV• l":[f(J!)i J,i¡,,"1-/\lfl,11f' 

-;i11!1urm¡¡¡ 1'11111!wuu· '-JI pu1· v<'i \¡1.111i:i;1d"1,"'l.1,1¡ .. '" 

,1:i1;;;ip Ulr!U,,.i r iilllJ",,¡=¡:;11 .. 'JlJ,"'IJ11d ,,,..,, ,1J.1" d"'l'·t ¡ p111· 

·nr~·c1 ·J,1·-·1 'td\' ·n "'~J.>lf 1-. ·!Id V pu1· td\' ·s 'I''" 
-n~r:wr plll! Cfd.1\-"-'Ul'Jl l'll111fü· Jtlhb."1,-q 'tdt1.JJ11qrp¡1. 

.11p ú¡ p.1."\'lfl'.I ·.11.1,11 111;1.-¡ 'P" 111;-:.·1 pL1t111q ;u11.w¡d .. r¡ 1 

J¡lj J'llfl1ldllJ()."'t )11,"IJlld ) .... \\(11 ,1!j] ll'l!l p,1)1'."'tll'll'. '"'j!IJLJ.~.),1.J 

vv:J Jº ';-id\14n' 1u.u:i.1.11p ·"'lll 11· '-hl1111;11:1m· p111· .. 1....i111•;;r· 

ll111 .... n \'i'u10."'lt!lUJl!lJd ·11~t1I ',1UIPl1'.)·/,"1d\1-¡1 l~U!J,1.1 ;iq: 

pur ltSfll ·¡1'j¡;:I pur J,..,J'º:I • ,1n"11 .1\J;'lll u1 '-J111d,"l,"'l,1J ,..,r¡ 

·dcu\, u1fü11ru1q111;1--1i11. I 1111 p:i11t1d.i.1 .-i:iu".J ,""Jtllf'" :1q1 

U! flUI~ '1.J\ll t·f~· 1 ,1,im:J Jl'/t11lJtllJl'll ,itp lit'! ¡¡>I ,11r1 ,1,"'llll'· 

p;iJl!JJ,UtlUl.1fi 0'1J' 't!'' 'lJPlj."'l!!J;'IJl/I :itp JP \illl!.JIT' t¡;;ll¡ 

;141 ·,1111J:>:i;iJ 01 i1t1!JiU14 ¡11 :·111 .. u.11.,1~.ll!t¡ . .., J.:iq1t1uv 

·11 :i¡qr.1.1 ~ • ..,J1' ,i:•.p:1d11 t{ll'' ;lu1p;."'lp ?\lll :-.J'' 
:'I\\ 1r:41 u1Hi<lurn ..... 1· ,,q1 ;:u1ullJJn .. J:itpJn_¡ · i. .... ,..,.J ¡.: 111oq:1 ,., 

,1J;l.\\ q¡r.llJP.\OJp\t¡·tf\I' f'lll' ·llf~ 'Jtlflljlt¡lll .1'•lcldll ll(c 

.1l!J. '1 IXfil "DJ,,,\\t¡.'SI '""' ~~r.1d11'"1.i4umu .11/1 ~ ,JJ\ 

.\q ;i,r;iJ.i:lp 01 u r.11u1 lloll!J'U11:-- · . '~'\ ¡,1 ,.,:"u.-i .... lJI" ;.qi 

u1 ..,,1m~Jqtu.1w tJ,"'l/oJ_¡ iÜJ1'1l p.1uu11¡ 1;)d ''! ,., t1111 i.,1:.1.11w 

~llll _IP UlllJ1~71J:"J.)l!Jl:t¡."'I f1~.11tll:lq.iolll pt11' ¡r.~11;i'P!tl~PlllJl~Ud 

' .. j • ¡ • j ' "JT . • • " ' • ·, l; . : ' ' i ·~ '.ll!l\J:''• 'd ,1q, ,"l;i::; 

·\;'I u1 J.ipJ\• u¡ 1 ~ ;;:.11 ,,.,J1' ;1U1pu1y 1u:ipu:iJ."'lp·. 1'..\ 

't111111p¡'r u1 p.1,,1111, ,,,Jr.lfl'. • .\ lll ,,: .. r.:1.1q '" · ..,,1m: 

In"' \ICI ~~ \JI HJ,1pu,1J,1ru:· ,., rur .-irq1,J,..,,,,1 · ..... 111.'I 

-,1\t .. ¡iuri1q .. ,., .. ;lLJiPlJIH r ;-.¡.~ lJI U"llll .... ."'ll);'lllJ'! ;1¡~1·: 

·llJI'• ,lt¡J llll!J! ,¡• 11.1'" , .. ¡ ~ .. ¡ tl'. r:1•:· '.'., 1.:1 ¡ ·; :·r 'u 

,'•\._ lll · ..,: Jll,\,,1¡.¡ ,l.JI ,1.,iq, j•' .i. ~f,dllU ,'¡¡U:,; .1. ·,,; .. ¡i". 

·J1HL1 J11¡d;1.~,1J ¡,1 '>;'lllJ,"ld11Jd ,1(¡¡ "'11{"' \o,1)1' ,1,,"'lt¡.J ;"llflll'l' 

lll '-p,i.i :{d~ 'f.11lp t1111¡¡ ,,"l(Jl'JlJ',U;'IHJ UI Jll,h,)J¡j ,"'\JI' :'l!l'llll'J 

-fl•,-;.-¡ J1tl '·111" ;illlPllll/ 11'1/J p,"'ljl"JJ'IJtlllJ,"'lp ;"'l\l't¡ ·"\\ 

111 .., 1, '. · rl' l."'· ,1, IJ·'( ¡, ... ¡¡i..r,¡1 .J ... ~ ; p,,Jl'i.'J:J: '·!i''"11t·' , 1 '·. 

\l; ·1~S11I ·,1,J1~q':iH pu1· J,1;;J,..,lllJ,1,1J! ,1 c..1,l11\.-..n:-t1:qd plw 

:1t11pr.1q,-Pd\q ,1."lnp111 fllll' ·,_,·r1l · ¡r l·' 1111n111i-.w1\: 
..•. . . .. i11 ,·¡ ~;,' \. .. '! '.:;;, -.: .:.¡;•; 

\,1q1 ,1,,ui.. 'lllHJ,,"'l;¡u: pu1· ;lt11pu1q 'lptiq UT P~\lll\t:I ,1q 1•1 

ui.1."'I•. \·(1 pur v~ ·d,r--1 ·n¡¡: ·¡ "111.11' 111111111' \J1llr11...,,., 

,V.J.~ ll/".f•f ''1ll'f.)1 ,1~..,:J.JJ\! 11,"'1/iJ\."'l11;Wq,f ,1q; ¡11 ,iJIJ¡I'".! 

.1q1 t 1 : Jl•1Jl'l•1.; ,..,q prnn"I t/'IU''· :ldN lll lll:'l,,"'Ud ,"'tjl' lhlfl 

·\o,i;ltll JtlJ "'lll'-ltll'q.1,"'ILtl JlJ;lJ;ljJl(J "fl~~hl ''fJl'l.)1 llJ,"1J"''" 

Ji'lll;!,1,f~IJ[I'. 1,1;;¡p .... ,..,ll! p11n"';" r \1w.111t1,"'1\,qfl' ;iUJJl'\l}.\I 

pur ·..,p,..,_, '.·Jd}f :ilp u11 ,J1lh.J,1xu .i1¡1.1;id, 411" tHJIJ:'ll~J.1JU1 

l'Ul),"'IJ ·"'41 lllllJj J,"1;itJ;i .. ..,,;ll!I I' :'l~1 rl'lll."'I fl~U4\h 'll/.I lti!Jd 
· ;-:rnh '.\ pur '1' 'fi' n1.ip~1.11!.1¡ .. \;;.1,1:1."' .. 1 q.'llJ \\ · ,..,;-;1·¡ ... 
"lljl ;;11u;i;1;11n J1'1 p.1.1111h.-i1 "! Jl~t1:i'1"' 1' JJ!t¡I p:i,11d11.1d 

11.1,"'tq ""ll p 'lh'fl'·~~u: 11q "\ \~J,"'ltJ,i ;urnh.1.1 111u ,,11111 

pu1· ,1\IJ.'·'i·'' .1~11•1 tJy,,1q" 11.1 •• \l '-l'L/ , .. ,1.1uJd .. 11p ·¡i.1\¡11\ 

·U: ,)JI' f'·'fll1i'JJ.1 .>4 111 .1(.111.ll'd .1111 Jllll' '11.10 :Jd~J '1JJ11q 

,,, ;i.11:1.m-- .1t¡1 ·u"11u'itrr1 c..u11~tu.i.i w .... mrq.1,"'1111 Jl'fll."'l.1¡ 

·111u ,1q1 q'ii11111p1r ·u1l111ui\11.i.1J ;;u1pJ1:;i,"'ln "llJ'.t-'fil ''fJT!l.l 

't1.'...t.! ·~unn.t., pur \/tH~ ~; .. !,· .• -.• :q 1 1' p111 ·11111 1 .. 1;i1, 

1q · ,-:u:purq u1111111tit1,"'l,"lJ ir ;¡u""'I· .!1111 ···11.i ...... .-.-. .i!·i .1,..,1..,11 

·flllil 1' p.1J,"1f'l'UO.' 'I '-'"PJ\."'111;-;rqtf ·1t,t>til ··p· J,"'l lltt.J.J,,ff 

·~\lf1! ·w·111p1s p111· ¡¡uq n11c¡ 1 ,""l,rd .. 11~LlJJ,,J4n.., ,1q1 lll "lhl 
·.1¡• Jti Utllll'llllllfl,"l."'tl" ,"'ltp Ú~ p;'l...rl!'.' 'Lll,1¡q1ud Jl~lltl"ll.Jlll' 

t1J ,.,¡q• \l~CljtlJd ·r1111.11 ;itp 111 thllJT:.I:'IU,i;i,1p ,1q1 ..,,..,.in¡i 

·.J' ~'.."1'1t 1 hi '-lip /11 ,"IJll!l!'I ,""lt/J ..,,,,JrJi._j,1lJ,1\ lll Ullll."'llllll 

~·,1l!·•f!lf<·. !\.l.1¡¡ 

n:•1 • \ \t1I! ·. : 1 111 11, \ 11 ,ip"T'•:::, 1; :"1¡¡¡¡.•¡;,l,~ •n:.1u:1J,1\h,) ,, I• 
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11· ,1p•1::1·wr~t'I; 1·-, /•' ,,_,¡~.h,,: .~:¡; 11, j','IJn .. 1·,1ui •1 ,., ¡-.~nptll~j 
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[ 3H - L - Glu] nM 

hL' .: '\.11ur.11111n 1..'llí\t' .111d \1...th:h;ird .111.11\ .. 1" 111 l '!f~l.'.IU· 

1.i111Jh.' h111d111c. Spcí..'lli~ h11id1111! \\,1\ mi:a"un:J 111 lrn/l'íl 

111.t\1.L'd 111t'l1Hlranl'" lrom 111 l>I\' i.:Uilurl!' .1t ;·;"C. 1fl tfll' 

. tb"l'rll l.' llf ... 11J1u111. 1 ),11.1 \l,l'íL' .111.1!~ /CJ U\Ul,l! llll' ''PU) r 

;~r:" ·'""''." •.' uf lll•I:.: :'i•."· ! ·.l 111 .1 ~ , 1:1' ~ 1 L'1..':1 ·,'11 1· ;·¡¡ 1 ·, '! l l .:: 1-

2-c·arbo.X\ pipcralln ··l · yl 1-rrnr~ 1- 1- ph11'ph.,na1c 1CPP1 
• l.1•pc1.-C11l11111~ .111d S1111111han11. J•l'J~i . .-\dJit111nall\ ~lv
,·111c. wl11d1 acts asan a1J11,1cnc mndulator at thc N\1Ll.-\ 
rc\.:1..·p1nr 1.:nmplc' 1 J11hn.\nn .111d :\'.'ld1cr. l 1f771. l11t!hh 
1r11..:rL'a'.'ll..'' .,Pl'~1ti1..· !:!lu 1.q.!olll'.'\[J h111t1111~ anU th1.., incn.•;1~c 

" 11111111<.:kcd h thc dyc:nc a~Plli'I J).,crlllc anJ !he par
t1al .l!.!.tHll'l HA-1 ~hh. htu nnt hy lh :11H~1l!u111't 7-1.:hlo-
1nh.;.i1urcrwtc .. • • .i' ha., bl.'l.'fl 'l..'l...'11 m 11cn1Hh tl"l,th! 1 fnr 
rc,1cw 'ce Thnrmnn. J'l'ltll. Thc ''te throuµh "'hich ~ly
: inl.' t'\l.'rt ... lh l'lfL'l'I \'• lltll hliH.:t..l.'d n! ... tryrhrnnc r L1hk 
111. 'u;:~c,ting that 11 1' mH .111 ini11huo~ gly(mc rct.:qi~ 
h•r !ln thl' othcr hand. "C canr11>1 d"l·anl thc P""1hd1t\ 
"' .1n .1!111'rl'ri1..· :ntl.'t\1..·t11111 thr11u~h t.rnnrh: ~L'l.':.T!ilr' 

'illl.'l.' thc'L' "il(l.''\ "ihPW h1gh .1:ftn1ty f\lr gl!l.'lnC 1 l.Pfh..'l· 
l "•lome et al. J•llJJ 1. 

l·~~·~.ird11n~ thl.' ¡"'n"1hll' f!lrh'l!11n 11t ?!w ... c rl'l't'!'l1•r ... 
t\\11 1lf thc main pn1bJl!m, tor prt1p11,111g glu ,¡, :h:: rne,. 
"t . .'11!-'!l.'f 1t1JUl.'1J1µ ,hcddinµ .ind pha!-!lll.'!lº'I" h~1\'e bl.'l.'n: l i 
: ... · !;.·:11 ,1'1: .... ::1:r.1:11·1: .¡ ...:>: '•;1\!1 : .. p111~.i '.-'! :;,¡ ... . :1 

,JudllHl \\11uld !!cncr;.1h .. ' n:unal tn\1l1t~ .. 111d :i 1he .ir· 
p.1rent lal.'" 111 'Pt:l.'1tii:1ty 11f lhc elh.:1...·1. ... 1nl'.i: 1.1unnc. 
~lyu1~1.· .111J ~lutanllrtl..' .: .. in .tl ... o 111dth.;,: ,Ju:Jdini! ( h1 1tle 
11.1'" 11f rhe d.Jta nht;11ned rn !llh --rud\'. ![ :-. tL'ruprin~ !11 

.::..:~_ .. ·l ll1L· (H''';:'::H\ !JJ.i! :lu • .:•111H• lr11111 nl·u1.JJ ll'fJ11.1 

:11 ·.c.:r;. lu\\ l.'.lHll"C.:ntra111111,, 1.:\lllld d1tllhc.: h'llll.dh hl thl' 

... uhrl.'t111;tl ... p;1i,,:c. l 'pnn ltghl ... 1m;.ul;1t1on. l.HJrlflc.: rl'll.'J'l.'d 

lrnm 1h1.• pihHnrcl'Cptur 1HJtcr 't!l!llll.'nh •.\ould irH.:r1..·:1, .. : 

:..:1u h111tl111~ h1 ¡¡.., íl'Lcprur ... 1t1 KPE ~pn..''l.'nt re ... ulh1. rhu ... 
:, !J\ 1'111:' !'i~.1!~ 11 1.'\ 111 '1" ...;?!h'~' :JI !l!l\l° llL''.! tJl'.f'''.'. 

Bouncl (dpm I mg x 10-3 ) 

1 \·l·r ... 1011 ~ l 1 pr11t:r;1m trPm < ir~1rhP:\IJ Sl11l\1,.ir1.· • .San IJ1l.'gn. 
1 ·,.\ Jldl \,·ocrtil'lcnl ~: O.St1. Dala ;1rc thc tnl.':trl .--: S E.~1 tlf 

ll\L' 1ndL'fX'fldl.'1ll 1..''.f'l.'ílllll..'lll.., pt..•rtomtl'd 11\ lrtpltL'JIC . 

rakc '!'tcm J11r 1aunnt! h..ts bccn dcr;H~.!=·~··~,;.:..; 111 i~1'E 
1 L.1k~ et al.. l '1/ 5 1. thc remo val of thc anuno acid m lhc 
.th,crKc 111 lignt \\11ulJ allnw a rcturn to ha,al (onJt1wns. 
E.\pcnmcnt' rn or<lcr to lunhcr tc't th" hypothests are 
IHJW tllllil.'r Wa\' 

. \C l\:'liOW u:nc;.\IE:'li"fS 

rJ11, \\ork '"" paniallv 'unpnMcJ h~ <lrant IN-
202.1'1 I lrnm l)(j:\P:\-l::'-J:\'.\1 to:\ :'-.1.L.C. 

1u:n:RE:-..'<'ES 

H .. ·,11.1f'l' J¡ .... pr.1111 i. l •'tL''fflcr 11\t t ¡•1·1t11 11l'.lll 1.'\11~t..·U .111tl ~JUlJ\.. 
Ll 1d 11hl:h:1.:d ,Ji.,1.: ,ht-..JJu11! h\ rntl ph11111rt·1.~p111r.., d1tíerenttJl 

.. ...:11,111\ll~ to c\tr.11..t•Jlul.1r \.·Jli.11J111 J 1·11mp \i:urul ::51 IXS-

tk ... ti.u .. i: H.·. 'i11r.1111 I 1 i•i;,,,,¡ 1 I· \\,llJT111\ 111111•11 .1~·111, .ind md photo· 

~..-1.c-r111r J,, .... hc:11thn~ Jll.tl\''" u..,111~ 'pc1..11i1.: "'~º"''!~ E'P 
l·\t' i-?t'' J- NtO t.~,¡ 

1 .·:.1:: :\,.! l .:iv1 1 r " .. !' ·1 •'o!\llft'fl.llL' 

.1nd 111flcr 1.·\, 1r.tt11n .11111011.Jt1d .111t.ti!1 '"'''' ·'' :il1'1.~Cr\ 1ll 11¡.'.ht· 

.1nJ ._,11n.th.' 'lhlU .. l'd rc1,n.1I ~•>1.I rll••lt•rl'~l'f'lo•r ¡J¡,,,: ,tJe1ld1n~ J 
f·,·'T1r '-r:urnl ~~: ~!J" iil~ 

p,,~ J 1 ).iuni! K\I• · 1·1~•11 Ph.11!1i..··.111. :·r. 1pc111t'" ''' r/11.• relJnal p1~-
''" .. ,,,.. .. ,, '. , •••••• , ! ht. 1..1 .. ! 

n.11 i'1:n:t·m t p11r1c1:t1111 1 .1:111•1:,11.•1..· '.1 \ ti. p .. i.1 l 1 .\C:t· 

.1f\ l'rc:, .... :·p ! ~·1 ¡,.,., 
~ '.m:lll'l.:n1.tr•l P h:r~.111\ JW 1 ·.n !l.' rt 1 !,, .. ,, f h 11.1111r. .1n11n11 Jl.'ILI 

dlJ!"~' C\••.,,c:J rclc.1't' .. r l'lll.JO~t·n•"l' .1:1111i.1 .1 .. i.J'I .rnd J.:e1~l
,;;.i1,nt.' 1;,•m ,h1.~ r1.·1:n.t .n .:rr,, \ ,.11n Hl'~ ~~ l.l .. <-i :xf1 

! ·1.1rk \ \11 j'l,..,h1 lht· .. t"Jl h1111o1\!', ··f :ti..- ~t·:in.1! ¡'i~mcnl c:p11hchu111. 
•• ; • 1 



i:~ )~~ ;lJ'lJI''. \l\-.',"_.f,;,,, :• .. Jl!••tJ..:,,1,)c; l<ljh1•~I' •'l p.".~\J 
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ABSTRACT 
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INTRODUCTION 
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inducti.on ot ·.:hii3 ¡;henomenon. C·n e.he othe?: hanci, ?.?E _undergoes 

phe11ot~·pic ~rzd 1neta!Jolic ~}1ang2s ~~?lat~ci t:o ~e-rlifferentiation and 
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:ncreases age-related and 

·.:ontriJ:ute infor:nat1on !:'~-~qa!:"d:.:ii;¡ :ll·2 role oE ::hese !..-ecer:tors in RPE 

·.-1e and 

pharmacologically the ei~ect of Sly and Tau on [ H)L-Glu binriing at 

',·/-2 ..l. l ,-j :~ :n ~ :1e intact 

tissue. ~;e ~ere Jer1o~str~te ::h3t Slti-bindi~g cites ~s ~ellas their 

EXPERIMENTAL PROCEDURE 
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~orm and 

Membrane Preparation 

RPE ·:ells were ha~·:~s:ed ~: lti =r 25 JI"l, f)Ool~d in KRB and 
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,-,hock. 

·L:v..-:.:; · ····2
• ~ro::en 

t·:1~ Ilk~rllo:! .·i:. : ..... :i·.·:!··_.· ·~t dl. 

Binding Assay 

.... -1 to d 

¡i; ' 1 •• ; • • •,·- : : ~: ,:, .... t 1; • 

. .. : . : . ~ .. .: .. d.:-.;.~ ..... .. ...... . 
·.·;cl;C · .. ·;:::r:~1: :1-1 , __ ·:• .: :· ·:· and 

·::ds!:es .:.. . : i;:_¡:.: 1;.:_ 



:::r~ckrnan liquid 

Materials 

::ngland :Juc_:t":dr ;t·,csto:1, :·.J.:\). :.1ic!:"0Eibre ']lass :.:lt-:::i:·:; (Gr.'/B) were 
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RESULTS 
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]l:/ .;1I1d T..:1U, f:;ecominq 

s:.-~1nificantly i!l an·/ o: ~htsc? . .:cndit:..ons (0.515..: ;),ülS ¡_:,mol/rng 

pror:ein). 

Effect of Gly, Tau, and GABA on [3H]L-Glu binding to membranes from 

retina and brain. 
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r.mol/tng prot.0in. ::Jhen G.l·/ . ..1nd :':i 1_: -.·:-2r'.;: .·!dded simultane:)U::>ly at. l mM 

Since . ..,e iLH.i pre\--iuu:::J.·_.- :ern:'Jn.St!:ated that t!le .stimu~atory 
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Effect of Gly and Tau on the pharmacological properties of ['HJL-

Glu binding. 
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jevelcpment i2·0). The r.::2.a.r.:.f.ica'c-ion of this ~:·oint must av;ait to the 
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Legends to the Figures. 

embryoni :: RPE. 

RPE ·.·;as ohtained Erorn ':hick embryos dt t~!:Je indi-.::ated age, 

clnd :nernbrdnes were pre~.::r..:::d .::¡s described ia :.1et:..t11..:.ds. [ !H] 

G.l.u bir:.ding \ ':,Q nI-!} ·,.;as r_~e~.ermi:1ed in the ¿¡f:.senc~? 

(control) o::.- prt~s>:?nc·~~ o:: 1 ll\M Gly, Tuu ot- 1:;.~2 .... \. rni'1 

un.Label<.:<i (;lu ·.·;as 1_:s•:::d fer. :~ti:1ing :-ion-spec.:..ti.:· binding. 

:. r.,.iept·;'.lnci12n t. ·:?:·.p·? r i:11en t s ·.vhi ch 

t :~lu-
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[ ·:~] L-<Jlu concentration was 50 nM, an~l ql~·cine. t.aurine or 

che absence of taurine or glycine 

ot tive e;·:periments ft-om ·jif!:e!.:ent ,_:ultures, performed in 

r!.-it:li::.:-:te. 

' •Z • - ScJ~charcl .~nalysis of 1~lu bi~ciing to :ne:nbranes frcm 

·: 1..! Ltu!:.;::s rJf ~5 nr~_: . 

• ' 1 ~ :; 1 :1° i l ! 1 ( i .. 

r:.o nM; 
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':"1able I. Sf:ec':: 0f: Taurin,~, 1_-;,:..2.-'\ and r;l'/C:7..:ie ~)ll 
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'H] L-Glu binding 

Specific ·Hj L-Glu :Jinding (pmol/mg protein) 
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Table rr:. Kinetic constants of 
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ARTICULO 3 C11rre111 Eye R<•search 

Excitatory amino acid receptors in membranes from cultured 

human retinal pigment epithelium 
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Instituto de Fisiología Celular. L"NA:'-.1. Apartado Postal 70-253. 0-1510. 1-.léxirn. D. F. ~kxico and 1lnsticutc for Basic 
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Abstrae! 

Tht.! prcsi.:n~c of :-.pedtk. s~uurahle rl!¡,:cpror sitcs for l.!.'ü .. 'itatory 
amino adds tEAAI in membrancs fn>m culture<! human retina! 
pigmcnt cpithclium tRPEi was cstablished through thc hinding 
of [·1 H)L-glutam~!c tL-Glul. The agc of thc donors rangcd from 
6 <lays to 33 years. 

The aflinity ,,f thc hmding tKn! sites was bctwccn 1.2 Jnd 1.5 
¡1:'-.I. ami <lid not changc with thc agc nf thc dolllir. \\he reas thc 
Bm.n was slightly incrcu~cd (8.6 w J3.0 pmol/mg) in mt.!m
hrancs from the JJ ycar-tJIJ cumparcd IO tl1e 29 <lay-olu donor. 
Thc cfficacy profilc of agoni~ts anLI antagnnbts <.11.:ting al EA.-\ 
rcceptors for Jisplacing [-'HJL-Glu was L-Glu = L-A,partate 
> 2-amino-4-phosphonm·alcrate (.·\P5¡ > :\-mctll)l-D-,.\spartatc 
1 :";\ID.-\ l > l-ami11ocycl11rcma0<!- l.3 dicarho.xylatc 1 trans
ACPD) > 2 -amino-3-phosphonnpropionatc rAPJ¡, Thcsc data 
suggc:-.t thc prc:-.cm.·c nf t.!ither an N.\fD:\~nxeptor 'il'n:-iiri' i.: !o 
thc mciahotropi.: agtinist trans-.-\CPD or altcrnati\·ciy. the 
prt.·~cm:e of [\\ll Jifferent populations of r1:1:i:p1or .... wilh :-iimil:ir 
atfotity for thc agonist: i\:-OID.-\ ami mctahotropk. 

Glycinc highly stimulatcd Glu-hin<ling: this cffcct was imcrscly 
rcl::ih.'J lo thc :tg.t: of lhe donor. Taurine ~md to a lc:-i~er e.xtctlt 
G.\BA. mimkkeiJ this ctfrct. Stimulation hy glyL·ine "'" dose
dcpcndi:nt. in~cn~irin: 10 ...,trn:hninc and XO'·; inhihitL'd h\ 
7-chlorokynurcnatc. Thi> cffoci was'alsn prcscm in human HP!i
dcri\'c,J tibrohlasts. human s.:kral tihrobla>b and tl1e humau 
h mphohlastnitl L'Cli linc :\876. ali cuntinut>usl\' di' i<linl! .:elh. 
·rhc rcsults furth.:r ,upport thc pthsihil ity of th~ partic·ip::1i1111 of 
E:\:\ n:c~ptors in rhc r~gulatinn of phagrn:yro:-ii~ in RPE. Curr. 
Eyc Res. IJ: 55J-5(1ll. 199-1. · 

Kl·~· \\ord~: ~xciratnr:- amind ~i...:iJ fL'l'l•ptor': l."dl culture: human 
rctinal pigmcnt cpithclium 

li 1rrt•1;i1•1:./o:c·1•: Dr fotu: .-\ ~111m•.m. lkr.1m111,:ru 1if Dl.."\l'l11pm1.•nt.i! 
Bi1'>\:h..-1111,111. h1'1!1llt\! 111r 11.,,1,· H1.''"'';m.h 1:1 Jk\\.'l11pnwm.il [)1,.1h11;u..-,. 
!l):'O hlll.."'I H11l U . .,1.t. '1.111·n J,f.1;~d. \Y 10.'i~. l S·\ 

lfrú:l\1.."~I 1111 f)"'·111i\.'r -l. J4>il1 .. 1~·ú'!'ll..".! •'11 .\l.1~ Jr,. ['l•l.! 

f hford l nht•r-.i1~ Prt"' 

lntroduction 

Thc normal function t>f RPE is a ncccssary requisite for visual 
fünction, sincc. among othcr things. in adtlition to its panidpatinn 
i11 the metabolism of visual pigmcnt ( 1 ), this ccll Iayer is in\'Olvecl 
in thc rcnewal of photorcccptor outcr scgmcnts in thc retina (2). 

Although it has becn known for 'omc time that phagocytosis 
nf thc photorcccptnr otttcr scgmcnt disks frnm thc retina is a light
trigg('rcd pl1ennmcnon. thc rnuurc of thc mc.ssagc bctwcen the 
retina ami thc RPE is still unknown. Prcvious work has suggestc<l 
tl1c inn1lvement of c.xcit:ttory amino acitls tEAAl in thc induction 
,,f this proccss ¡J -61. 

A~con..ling to thdr transJuction mcchanism. EAA rcceptors 
ha\C bccn classilkd as ionotropic ami mctahotrnpk. Thc tirst 
class incluiJcs i\·mcthyl-D- aspartatc CNMDAl. nr-aminn-5-
nwhyl ist>.xazolc--1-propionatc/quisqualatc 1 A:'-.IPA/Q,\ l. kainatc 
1 K,.\ l. and p11s;ihly thc prcsynaptic ~-amino-4-phosphnn'1hutyric 
aciiJ tAP-11 suhtypcs: sc\'cral suhunits nfthese reccptors havc becn 
.:I.111cd ami c.\prc"eiJ 17. XJ. As ti1r mctahotropk glutamatc tGluJ 
rcc·cpt11rs. si.x dilfrrcnt 'uhunits havc hcen cloncd: J{ 1 and R, 
ha,·e hccn tiiund Iinkc<l 1'1 thc stimulation of phosphoino,itidc 
1 PI l h: <lr11i) ,i,, \\hL'l"L'as the other receptor subunits are ncgati\cly 
l'nuplc.:"d to ;1dcn: !ali: ~·ycla:-ic 191. 

L-Glu. L·aspartatc 1 L-A,pl anti s11111e othcr EA.-\ analogUL'S, 
;1..., \\t!ll a:-i 1aurinl! ami gluiamirn: ha,·c hccn sht1wn to i11dUL'C 

rhat?nc:-1osis t1f 1hc rc.:"tinal m1tl.!'r :-iegmcnts hy thc RPE in a 
lighr - indt!pcndc.:"nt fashítm 1 ~. 5). and aJ...,t1 ti> incrca~c rc1ina
RPI: :«lhcsi\cnc" in an i'11iatcd '''tcm 1 IOJ. 

Phagnc)to:-iis indul·cd h: E.-\:\ cuul<l bl.' rct.:c:ptnr·ml!Jiati:ú. 
sin'-'C it is hln~kl!d h) gL'llt.!ral amagoni:-its of EA:\ r\!c1..~ptors H J. 
and abo. spe~itk n:l'ep1nr, fnr L-Glu han: bc-.!n ¡;harai..:h:ri1cd 
in mcrnhranes from ~ultur1..•d d1il'.k RPE. BinJint? to tht.!<it.! ~ite~ 
\\ J!'I fl1unJ tn he . .,L'rl!iill\ e: tn anali 1µul.!'"i \\ hil..·h inlcract \\ ith both 
il1notnlpic ;\.\1D:\ n.'l'Cpt11rs and n11..·taho1ropir f-.!l'Cplor.., .,Crl!'titive 
l" trans-ACPIJ 1 11 <. Ir' EA.·\ ar~ in\lllwd in sheJJing aml 
pha~!X:) t11!'ti'.'>. thL' prl'.'l'fh.:I! <1f E:\:\ rl'l'l:p111r.., in hunian RPE ..:11ul<l 
hL' m1..·aningful tiir tlll· llhlÍtltl!llan1..·I! tlf ;1 n11rrnal rdatinn!'thip of 
RPI.: '.\ 1th Üll' retina. ln turn .. 1 d1 .. ruptiPn uf .:11mmunic~Hi11n ;u 
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this levcl may bt:' invn)vcJ in <liscasc prrn:esscs such as retinitis 
pigmcntosa ( 12 l. 

Thc aim of this stuúy was to dcnwnstratc. using [·'HJL-Glu 
as a ligand, thc prcscncc of spccilic binding siles for EAA in 
mcmbrancs from culturcd hu:nan RPE. anú to cstablish their 
charactcristics. 

l\laterials and methods 

Ccll culture 

Post mon~m po'.'\tcrior polcs of cycs with lhc anterior scgmcms 
surgically removed wcr~ nbtained from thc National Disca::-.c 
Rcscarch lntcrchangc, Philadelphia, Pcnnsylvania. Thcsc poles 
wcrc thc result of cornea! transplantation. E yes wcrc enuclcatcd 
in a sterilc fidd within four hours. and shipped to thc labnratr.ry 
within 36 hours on wct kc. !ndividuab had no history nf chronic 
disease, wcrc nnt on any prolongcd mcdication and died rapidly 
of scvcre trauma in vehicular accidcnts. None rcccivcd any lifc 
suppon. Retina! pigment epithclial (RPEJ ccll cultures wcrc 
cstablishcd froiil donors of diffcrcnt agcs from 6 days to 33 ycars. 
as indicated in cach case. Thc RPE cclb wcrc isolatcd using a 
modification of a prcvious!y dcscribcd tcchniquc (13). Aticr 
carcful rcmoval of the vitrcous and ncural retina. the eyccup was 
rinsed with scrum-frce RPMI 1640 mcdium. •rnd tillcd with a 
10% (v/v) solution ofpancreatin in Dulbccco's modilicd Eaglc's 
mcdium (01\IE:\ll containing 0.1 ~t EDTA. Alkr 10 min at 
25'C, RPE cells were removed ami thc cyccup was washed thrcc 
cintes with mcdium containing 16~< fetal bovinc scrum íFBSl. 
Cclls wcre pelleted by centrifugation at 40xg for 10 rnin and 
washcd twice with mcdium containing l 6~f FBS. 5 mM 
glutarnine. 100 U/mi pcnicillin and 100 mg/rnl mcptomycin, and 
subsequcntly sc.:ded at a density of 5 x to" pcr mi ontn 30 mm 
:\lilliccll-HA culture platc inscns (:\lillipnrc. Bcdford, :\f,\) and 
incubatcd at 37ºC in a hurniditicd incubator, in an atmosphcre 
of air/CO~ 95:5 ~t. 

Tabll' /. 
analogu~s 

Disp1'1ccmcnt nf ['H IL·gluta1mllc by amino acid 

Spccitic him!ing (pmnl 'mg protcin) 

Agc of donor 
Ana!oguc 29 days 33 yCars 

L-Asp 0.45() ± n.o (L\25 ± 0.05 
L·Glu 0.421 ± 0.07 0.393 "' 0.05 
NMDA 0.198 ± 0.07 0.283 ± 0.05 
AP5 0.028 ~ 0.01 0.234 ± 0.09 
Trans·ACDP n.d 0.227 ± 0.07 
AP3 n.d. 0.218 0.(15 
D·Glu :\o Jbpl•tccmcnc IJ.121 !).(~JOS 

D·Asp O.OSI "' o.o:i 0.122 0.05 

E\t'!'nmcnt .. ·.i.i:rc ~rti11;i1t'd Jl .l":'"C m "xi1um·fn:I.' hulh:r. u'in~ ~11 a\I ·'H~l. 
Glu J" J li.pnJ . .-\11 Jn.il~·~u1.·!'o .,,crc J,t.k·J Jt 1 m~t ..:11m.:.:m~Jt:"n D.11.1 Jrl' 
nprt.",!<>l'J .i:-. :h1.• r.11.·an:::: S E.\I ,•f:hl' n~c.1:1 ... ,,1 ·' .:\f"'.'r::1:..::11 ... ·.1~·~ j"'l.':":•·r.~:1.«I 
in mpl!i.:.ih~ :i J = ~111t Ji;ti::-:r.ini:J 

At conflucncy cdls wcrc removed frorn thc filter using 
pancrcatin + O. 1 % EDTA and transfcrrcd to 75 cm' plastic 
tlasks. Cclls wcre passed at coníluency ata ratio nf 1 :4. Cultures 
rnaintaincd cubnidal morphology, hut stancd losing pigmcmation 
by passagc 6: at latcr passagcs thcse cclls acquircd a fibroblastic 
appcarance. as dcscribcd previously ( 11-14). Exccpc whcre 
notcd (expcriments reponed in Table lll) ali membranes wcrc 
prcparcd from RPE ce lis with cuhoidal morphology. 

Human lymphoblastoid ccll linc NB76 (obtaine<l from Dr. 
Nicho!as Bcratis) was cultured as prcviously dcscribed ( 15) in 
RPMI 1640-16'> FBS mcdium and subculturcd 1 :3 whcn ccll 
nurnbcr• rcached 1 x 1 o" viable cdls pcr mi. 
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Fi!!llrC l. Effcct 1lf ~!;.cinc. iaunni: .tr.d C'i.-\R.\ nn ¡1Jl]J..filu hinding 
to RPE mcmbranc~ frnm JonPr' Pf Jiffrrcnt agc. E.\p.:runcnt.'> \\'ere 
pcrfonrn:d .i-- Jc..,i.:rtlicJ 111 mcth1)d..,, m thi: pre .. cnct: ,lf l m~t gl)ciOL'. 

t~1urinc nr G:\R:\. F( 1r i:11n1rnl \alu1..·..,, e.xpi:rimcnt-. v.cn.~ pcrformc<l 
without Jl!d!l:11rh. 1 m\1 L-Glu \~:1' .iddi:d for dcrinmg nnn-.,pt.''-:ifo.: 
hrndm~. Rc,uit" ;_irc tht: flll.!'an 11f .~ C\í"'-'nmcnh. C'ach pcrfnrnic<l in 
tnrl11.:~1tc . .::: SE \t 11f:h1.." .l :nt.'.líl' \kmlir~HlL'' frnrn cclh in p.P .. ,agc 
5 "l'r:: u~i:J 
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:\lembranc preparalinn 

l\k111branc fraccions 11wc prcpared fro111 culcurcd RPE cclls in 
passage numbcr 5: snme cxpcrimcncs wcrc performcd 011 cells 
frorn passagcs 8 10 14. l\kdium was rc111oved and che culcurcs 
wcre washcd nncc wich Krebs Ringcr-bicarbonacc and chen 
harvcsccd in this samc buffer. Aftcr pdlccing al IOOOxg for 5 
rnin cells werc hornogenizcd in 20 mi wnccr and placed on ice 
fl>r 1 O min fnr complccc osrnocic shock. l\lcrnbranes wcre 
pcllcccd. washcd cwicc al 45 .000 x g for 20 min and frozcn uncil 
uscd for che binding ª"ªY. 

Thc frozen pelle es wcrc 1hn11 cd and washed once mnrc wich 
buffer prior 10 che assay ( 16). Prncein was deccrmincd by che 
rncchod of L<>wry cr al. ( 17). 

llinding assay 

l\!crnbrane pcllcts wcrc rc>uspcndcd in TRIS-HCI buffer 0.05 
l\I. pH 7.4 and binding was rncasurcd as prc\'Íously describcd 
(16). l\fembrane protein !30-50 µg pcr assayl was incubaccd 
in thc prcsence of 50 nl\! [3H]L-Glu in a final volumc of 175 
¡d for che indicmcd pcriods of time. Nnn-specitic binding was 
dcfincd by the addicion of 1 m!\! L-Glu. Thc reaccinn was stopped 
by dilucion with 3 mi of cnld buffer followed by filcracion on 
2lass microtibcr filccrs ami washed cwicc wich che samc huffa. 
;\fccr thc addicion of !O mi of scincillacion mixture (18). tilccrs 
wcrc counced far radioaccivicy. Correccions wcrc madc for 
qucnching an<l counting 1:ffidt:nt:y. 

:\hltcriuls 

[-'H]L-glucanmcc (spcc. ac·c. .¡5-59 Ci 111m1ol) wa; ohtaincd 
from !Jupont-NEN (Bnscon. l\fr\). Culcure media wcrc frmn 
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Figt1rt! 2. Dccn::1~c in gl:-1.:irJct·,t1mul;111on lll ¡ 1H]L·Glu binJing with 
thc agc of donor. The ~om..·cntrJ.tum nf [ 1HJL-Glu \\'1~ 50 n~L 1 m~I 
L-Glu was J(.kkd Íl'r ddining. ntm·,pccilk bimlmg. Rc'.\ult' :.irc t11c mi:an 
± S.E.~1. üfthc rrn:ans ,1fthrcc cxper1mcnl\ c~h.:h ~rium1cJ in tnpl11 .. -.1h.~. 

GIBCO/BRL. Grand fsland. NY; glass microtiber filtcrs (GF/8) 
wcrc frorn Whatm:m !nccm:uional Lid .. Maidstone. England. and 
i\!illiccll-HA Culture Place Inscns frorn Millipore. Bcdford, MA. 
E.xciracory amino acitl analogucs wcrc from Tocris-Ncuramin. 
Briswl. England. Ali other reagcncs and chcmicals were from 
Sigma. Se Louis. MO. 

Rcsults 

Binding of 50 nM [·1H]L-Glu ca RPE mcmhranes was mcasured 
ac diftcrcnc procein concencrations from 1 O ¡tg ro 100 µg per assay. 
As pre\'iously dccaminctl in che chick ( 11 ), 30-50 ¡tg was found 
10 be optima!. The lime for che rcacrion 10 reach cquilibriurn was 
dctcrmincd to be !O ± 3 rnin. Using chese assay condicions. 
spccilic bir.ding was bccween 30 and 50% oftoral binding in mosc 
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Fii;urt• 3. Do~c-Jcpt·nd~ncc of glycinc stimulation oí [lHJL-Glu wa~ 
dc1cnnincd a!-1 dc~cribc<l in ~lcthod~. \tcmhrnnc~ wcrc from a 33 ycoir
o!J donor. [·1HJL·Glu conL'cntratiiin WJ!-1 50 nM. Rc"iuhs are c.'<prc.,scd 
in pmofimg protdn and rcprc'icnt thc mean ± S.D. of thc JJH!ans of 
3 inde~mknt c.x~rimcnts c•1i:h pcrforrncd in triplkmc. BimJing in thc 
absc111.·e oi Gly V.i.t\ rakc:n ª' HXY;. 

·r.1hle 11. Effccr of glycinc and rcl:ucd compounds on [-'HJI-
glutamatc hinding 

Compound 

Control 
Glycinc clm!\ll 

Glucamace displaccab!c 
binding 
tprnoltmg prmcinl 

0.299 ± 0.06 
5.420 ± 0.34 

3-Al:mine (lml\fl 2.970 ± 0.22 
Scrychnine <I m!\f) :--;o di;placerncnr 
7-Chlorokynurcnare ( 10111\fl :'l:ll dispht•"emenc 
Glycine ílml\f¡ ... Scrychninc <lml\!15.250 ± 0.31 
Glycinc < 1 m'.\f\ -

7·Chltirokynurenacc ( IO¡t:"-.f¡ 0.512 ± 0.07 

E\[\.'nmcnt' '.'.crc pi:rfnr:ncJ J\ Jl',1.:r1t't.·J in ~k1h1xJ, ~kmhranc' \.\1.'fl' from 
J Jnno..1r ..i :Jlnnth1, ,-,!J '.!HJL-Glu .:onccr.tr~1Ulln v.a~ 50 n\I In i.:1intrnh. lm~t 
1.-Glu ~1n!~ \\J' u'L'd ª' ,!1~pl:iccr Rc,ult~ .Hl' thc ~:L';m :!:: S f:. .\1 nf !hl' mL';Uh 

11f 5 C\0rtnll'ílh c.i .. :h p(rf,'r.t:cJ 1n !nph.:.tll' 
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7'1hlc 111. Spccilie ¡ 'HJL-glutamu1c himling 10 lllL'!llbrancs frnm RPE-derived tihroblasti.: L·clls fpmol/mg prorcin) 

t\ge of <lonor 

..\ Mllmhs 9 Momhs 17 Mon!hs 5 Yt:ars 

Co111rol 0.170 :t 0.09 0.245 ± o.o.e 0.270 ± 0.06 0.231 ± 0.02 
Tuurinc 11 111:\!1 4.916 ± 0.08 4.790 ± O.O<> 5.120 ± 0.23 ..\.610 ± 0.09 
Glycinc t 1 ml\11 2.551 ± 0.10 2.422 ± 0.30 1.780 ± 0.42 1.722 ± 0.24 
G.-\B.-\ (1 m!\1) 3.738 ± 0.07 4.152 ± 0.17 3.7-18 ± 0.22 3.769 ± \l.11 

~lcmbram .. •:-. \\l.'rc 11hr.1inl'd frpr~i RPI: ..:ul1ur..: .. \\hrd1 hJd hú·onw lihrnt11,1,tk. !11.,t p1~mc::11 ;md \\1~fl.' J(l1\d~ Ji\1,/i11_:! In 1.·nm:1il '-'\fl\.'11111cr11~. 50 n,\! J 'HJI.-Glu 
w~1s 1.IJ~pl;J1.·i..·d b) 1 m~I l.·Glu. In 1.'\J'l'rinwnt' in 1bi.: rrL•,..:11l"L' ,,f 1.mn11-.'. _::l~..:mc ,,¡ G-\H.\. nn1Hf'4..'1.'ili1.· hmd1m; \\;1' aJ...n dl'lin1.·d \\i1h 1 m~I L·Cilu Hl.'!'olllh ;m: 
1hl..' 1111.•:111 ::: S.E.~I. ,,f tl1c mc:an~ t1f rnur L'\f>t.'rim~nh t'Jt:h p..:rfnrm1:lf in rriplk«l!l' 

casl.!.s. BimJing tt1 1hesl' sitcs wa~ :-.odium-irnkp!!ndcm. unlikc 
bimiing ro uptak~ "iik·~ \\ hid1 n:quires rhc.! pr~sl!ncc: of sodium. 

Plmrnmcnlogkal prn¡JCrtics of f-'llJL-Glu binding lo ltPE 
mcrnbrancs .• 

[-'H]L-Glu binúing "'ª' mcasurcd in mcmhrancs of cullurcs 
from Jtlnors of Jifforcm a!!cs (29 Ja\'s. 15 anti 33 \'carsJ. 
Displaccmcm of r3HJL-Glu by agunisrs- ami amugonhts- acring 
al E.-\.-\ receptor subrypcs al 1 m'.\I cnnccmrarion was mcasurcd 
in an a11cmp1 m c,1;1blish a cnrrclaticrn wi!h !hose pre\'iously 
charactcrizcd in ncrw cclls 119). 

Resuhs in Table 1 show mainly quanlila!il'c diangc's in !he 
pharmac.:o!ogical pro1ilc of hirn.fing to ml'mhrarll'" from dPnnr~ 
of !\\'!\ difforcnt u¡:cs. Thc general agoni>b L-Glu anJ L-Asp \\ere 
the mns! cftkic111 dhplaccrs. N!\ID.-\ anJ it' co111pc1i1i\·c 
antagonbt. 2-aininu-5-pho!-lpbumi\·akratl! e 1\PS ). \\t.'rl" <ibo actire. 
Displaccmcm by thc'c compoumls wus highcr in mcmlmmcs uf 
cuhurcs from rhe oldcr dunor. 

Thc mcrabotropic Glu-rcecptor agonist tran,- .. \CPD aml thc 
alllagonbls 2-amino-3-phosphonoprnpionarc f.-\P3i and _.\p.¡ wcrc 
als11 po1e111 Jisplat·crs of hound l;HJL-Glu. Agonhrs al 1hc 11011-
i\;~lDA immtropic n:ceptor~ \\'l'r~ al ... n tried: K:\ was without 
effect. ami A~fPA showed ncglit!ihk acti\·it~ (data ntlt sh11wn1. 
0-Is<'!llCrs of Glu ;in.! .-\sp 'howcJ nrnd1 1<111cr ac'IÍ\ ity 1hc111 thc 
L-isnml!rs, !'iUggesting a Sh!fl'll~p~citic intl'l"<tl'tiun. Thc h:Jro.\
amarcs nf L-Glu ami L-Asp. compclili'l' i11hihi1Prs of Glu up1a~c 
(20) \\Cl"I! cmirdy wi1h1iut L'ffr..:t. 

Elfoct of glycine, G.-\IJ.-\ ami tuurfne 011 ¡·'llJL-<;111 hinding 

a) ,\/e111hm11,•s fro111 Rl'E 

ln me111brancs from a :!t> d~\·-pjJ Jondr. ~1\1..·inc:. t•1urinl' ~tnd 

G.-\BA ar 1 m:\I L'o1K·c111;u1io11. ,1imul;J1~d rhc du!a!Jlalc 
dhplacec1hlc bpcdtic·J hindin¡: nf l 'HJL-Glu. \\'Íthout a~crin!! !he 
nnn-~pccific hinding ~figure 1 l: thc l.'fi1..•1..·r of t!lyL'ine Jecri:a ... L\l 
\\ilh thc agl.! nf 1he drnlt1r fFigun.' :!J. \i.b1..·rc.:•1' raurinc and (i.-\B.-\ 
\\l'fl' l'ffo1..·tj\·l' nnlv in llh..'111hram:s llt 1..·ultun .. • .. fn1111the'11urn.!l'f 
f ~9 Jay~ olJ t dnr~• 1r f Figure ! 1. Th1..• d1 l'.'IC-dt..•pend~m.·~· of ~he 
gly1.:ine L'tlct..·t in~• rangl' 1lf 1- !O;) /t~l \\~t~ re-.,tL'd 11111:mt°'r.ine .. 
from the )~ \f.!;,u-nld d111111r1. Fit.!ure J ,¡111\h rh;H !..!h1.:i11e :·L'JLhe .. 
maximum ,,·i111u\a1ing 1.:iiect .11 .~rn1u 100 11~l 1..·11nl~ .... ;11r:i11tH1. \\ i[h 
an appro\:1ma1!! EC .. 1, ,,f 5 11~1. Thi: pharm;11..·11lt,~11.:.tl 

Tcihl<' IV. Effccr ni' 1auri11c. G.-\B.-\ anti glydne on r-'HJL
glutama1e binding In mcmbrancs fn11n prolifi:raring l·i:lls 

SpcciliL' Jisplacemen! lpmol/mg pro1ci11) 

Sclcral libroblas!s Ccll line i'\B76 

Control 0.521 ± fl.01 0.391 ± \l.04 
T:turi11e 3.608 ± 0.03 3.153 ± \l.01 
G.-\B.A 0.614 ± O.O! 0.609 ± 0.03 
Glycinc 3.ól) ± 0.04 6.2.l:? ± 0.02 

nu.· -."Píll'1 • .'::tr;1(1tl1J lll°T.m. li:\H·\ .md Gly \\,¡ .. l m\J. In .11! C:l,l" .... mlll .. JX'l.'ili .. : 
h111Ju1~ -. .. ~ .. d1.·tin1.•J 111 1h1.• pr1.·,1.·m·1.· of 1 111~f cnld L·Glu. Ct'll 11111.· ~·n-;6 ¡, .1 
/\ mph.1til.1,1nid !me IT.11/.111 1'f ,J/ . 19.'(l t. 1~~·"11!' .m.: 1!\pr1.''·"1.'d ,,, tlw m1.•an ::::. 
S.E \1 d 1h1.· rm .. ·;111' of J ~\f'l.'fl/11011' 1.".1d1¡">Crf1111111.•d1111rip/11.·.11i: 111111c111f-ir:111l'' 
fr,,m thc ,,1rni: h.1rd1 .if ~·d1' 

1:h;1r;11..:t~ri .... 1ic~ of the gl~ cini:·induccd l!ffc.?ct were ~tudicd. ~inl'e 
1hi~ \\ ;b t!ll! lllll~t rnwcrful 1..·nmpmmd in im.:r-.·a:;ing Glu bimling.. 
.-\, c·an he >ecn in Table 11. !he effccl of glydnc i' rnimkkcd 
h~ 3·alaninl'. a _:.,CrtJl..'lur;1J .:malng.UL' of glyd111..'. ¡111d by raurin..: 
al young.L·r ~tgl!" t Fi_;.?ur..: 11: lhl...' ...,timu!;i111ry cil~'l'l wa"I mH atk1...'ll...'d 
hy l..'lHll..'l..'ntr.ir111n..; nf ..,¡rydrniul! up rn 1 m~L hur was 80~í 
inhihill·d by lll /t~1 7·d1lnrokymm:natc. an anta,gnnisr 11f rhc 
flY1...'if1L' moJul~tnr: :-.itc at 1t1e i'~ID:\ neuronal íL'l'L'ph1r (~ 1 J. 

hi .\fr111/m1//<'I . . timn cdl.1 di/}á<'lll jimn RPL 

.-\ ... a 1.:untr11I fpr l'L'll·t: pL' "Pl...'<.:iti<.:i!y. j }HJL·Glu hinding to 
n1L'r!lhr~1111..•.., from .. :ulrurl! ... df othi:r ccll~ of human origin wa .... 
n11:~1~uri:d. 

Fihn1hl"'1k cclh dcri,cd frn111 RPE cul!urc, 11hich ha\L' 10,1 
pit?m1..·111 ~•h(I ... 110\\L'd an ifll'rl'a~e in f 'HJL-Glu hindin~ t1y 
~J: ,·i11e 1 GI~ l. G.·\ B . .\ and laurinc 1Tau1 1 T:1hlc 1111. Thc .irdcr 
n( p11tl..:'11L: in thl':-.c 1...·l·J1, v.;1 .. TJu >Cf.·\B..\ >(iJy. and ;1..., a 
diff1.'f"L't1ú.' \\Üh RPE .... 111nula111111 diJ 11111 \ar: \\Hh lhl..' a~l' nf 
!llL' Jomir. 

In llll!lllt"iram.'"' frurn human ,1..·h:ral tihn ih!a .. t. ... and m tbL' human 
1: r11pl11 ihla~li1h.i 1...·d! linl' SB-<1 .... 11111ul;1[111n h: G!; and T.1u \i.,1:... 

nh..,1..'í\l...'d. bur lh~ll nf (i.-\B:\ \\J .. rnud1 {11\\l'r t!Jan 111 RPE :md 
RPE-dcri\cd librnhla'h 1 f'ahk IV 1. 
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Figure./. Satur:uion l'tir\·t: 1.111d S1.:;1t1.:hanl analy ... i~ of Glu binding hl RPE mcmhr~m:.., from 01 :::.9 day-olJ Jnnor. Expcrimcnts \\ere pcrftlnncJ 
a~ dcscriht::d in ~IL'tho<l .... u~ing [·~HJL-Glu \\ithin a i:onccntration ranf!c nf 50-:!000 n~t. in th.: ah,cni:c or prc~cncl.! of 1 m~f Glycinc. Rcsults 
are tilc mean ± S.D. lli thL.' 111!.!':ilh of thrcc c.xpcrimcnb l'~1ch pl'rli.1rnh:<l in 1ripli1.:atr.:. Dat1.1 \\Crc analyl.l·d u-;ing thl! (~PLOT (\'l!rsion 3.1) prngram 
from Grnph PAD softw:m.-. S:m Diego. CA. Hill Cf~ffo.:icnb tnH) \\Cíl.! > 0.8 for hoth ctirvc~. 

Kinctics ni' [-'HJL-Glu hincling to IU'E mcmhrancs 
Saturation curves using [-'HJL-Glu concentrations from 50 nl\I 
to 2.0 1<M in mcmbrancs of cultures from 29 day-old. 15 and 
33 year-old donors sh1m ed that binding b saturable ami rcvcr,ihk 
!Figures .¡ and 5). A 'light. but signilkam. incrcasc in thc 
numbcr of binding silc~ \Vas phservctl in mcmhrancs from 15 
ycar-old comparcd to thnsc from thc 29 day-old 18.6 to IJ .O 
pmol/mg protcin. rc>~ctively 1 and remai11ed unchangcd in thosc 
from 33 year-olJ 113.1 pmol/mg proteinl. Tlw KH 11.2-1.5 
¡i!l 11 rcmaincd constam at ali a ces studied 1 Ficures .¡ and 5 ). 
Figure.¡ shows that in thc pres~m:c •>f 1 m:\1 Gly, th~ Kn·was 
dccreascd threcfold. to 565 nM. and thc· bimling sitcs doubled. 
to 26 pmol/mg prntcin (mcmhranes fwm 29-Jay-old Jonon. 

Discussion 

In this 'tudy. 11c Jcmonstratc thc prcscncc of 'pcdlk Glu 
rcccptors in mcmhrancs from culturcJ hum:m RPE. ,1J,1win" 
partial pharm•11.:oh1gical rcscmblancc \\ ith thll'\C prC\'illll~I; 
describ.!J in Jiwrsc arcas ,,f thc C:->S 1 l'J1 and thc Mina r221. 
althnugh thc aff1t1ity nf th.: RPE rcccpt<>rs 1Kn = 1.2 - 1 .5 ¡<:'>11 
is much lo11cr !Figures .¡ and 51 than that rcp11rtcJ in c.xcit.1blc 
tissucs (2CXJ-5(~l n.\11. Thc fa,·¡ th.n hindinc "'" not inhibited 
by thc hyJruxamatcs of Glu allll .-\sp. :md ~lid not r,•4uire the 
prcsl.!m.:c nf sodium. ruks nut thc r\h..,1b1lit: of an int1.~ra1.:1inn 

\\ith tran~p1111 siti...•-, fnr thc .1mi1111 .11..:id 1~111. 

Thc phannal·ological prnlile obtaincd using agonists untl 
antagonists •U thc main subtypcs of EAA rcccptors suggests an 
N~IDA-reccptor. since aftcr th.: general agonists L-Glu and L
Asp. N:\IDA ami ib 'pecific antagonist. AP5. werc thc most 
eflkicnt Jisplac.:r' of bound Glu. Thc mctabotropic receptor 
agonist trans-ACPD :md its antagonists, AP3 C9) and AP.J (8). 
wcrc abo potent Ji,placers. rai>ing thc p<lssibility of thc prc,cncc 
of two Jiffcrent receptor subtypcs in RPE (fable IJ. Sincc kinetic 
analysis of hinding: ... howed a single population of receptor~. v. e 
cannot Jiscriminate at thi> lc\cl bémccn the possibility of a single 
p<'pulation ot' receptor sites. with Jiffercnt pharmacological 
propcrtics and 'or suhunit composition from thosc dcscribcd up 
to now in the C:->S 17. 8. 19). and thc prcsencc nftwo scparatc 
bindin~ sitcs with vcrv ~imill1r affinitv for thc ai.wni~t. 

¡!H JA~tagoni't hinJing ,; ill he of hclp in ;nlving this p;oblcm 
in thc futurc. Our re,ults alsn ,hnw that KA and A!\IPA. spccitk 
agonist~ Jt non.:'\~tD:\ receptor~. di~pbycd nnne or vcry low 
potcnc·y f1>r Jisplacing L-Glu. \\hid1 supports thc 'uggestion uf 
;m :->:\ID:\ receptor 1Jata n•>t ,11.,wn1. 

Duc tn thc d1fti1.:u1t: in \lhtaining material from ~"1ung donnrs. 
espec:iall~. it \\a~ not Pº~'ihlc to n.:peat 1.:.xperin11:nts on material 
fwm thl! '~une ;.1¡;1!. F.xp..!rimcnt' \\ere p..•rfon11cd \.\.ith memhram:~ 
\)f ~ulturc., fnHn dnnt)r~ of h and 24 da)"'· .t mPnth~. 15 an<l 33 
: ~ar" l1f a~..:. Spc1.:iti\,.· Glu·hrnding \•;a~ ... 1 igh1ly highcr in ~ulturc" 
frum \ilJ~r d11ntlr ..... 1lthHugh tlic ~1ftirn1: of thc rcL"cphlr \"ª' the 
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Figure 5. Saturation curve and Scatchard analysis of Glu binding 10 RPE rncmbrancs from a 15 YL'ar nld L\) am.J a 33 ycar-old (IJJ Junor~. 
Experimcnts \1,·crc as dcscribcd in Methods. {3H]L-Glu conccntrnrion wa~ incrcaM.:J frnm 50 10 2CXXJ n~f. anti ncm-spccitic binding was dctincd 
with 1 mM cold Glu. No glycine was addcd. ResulL' are che mean "' S.D. of che mean> ol 1hrcc c'pcrime111s each pcrtiirmed in 1riplica1c. Hill 
coefficienLs (n11 ) wcrc: A = 0.82; B = 0.89. 

~ 

same in ali preparations (Figures ~ and 5); in spitc of this fact, 
significant pharmacological differcnccs were obscrvcd. 
Phannacologically however, thc capacity of NMDA and its 
compctitive antagonist APS for Jisplacing bound L-Glu was 2 
and 8 times higher, respectively, in mcmbrancs from the 33 ycar
old cultures compared to !hose from the :'.9 day-old. Similar 
changes in thc propcrties of binding to NMDA sites ha ve been 
reponed in the chick retina úuring maturation (:!3). Such 
coincidence is not unexpccted since both tissucs sharc the same 
embryological origin (24) and RPE cells ~an transdiffercntiatc 
into retina! cclls under specific conditions (25). 

As previously shown in RPE from the chick (l IJ. glycinc, 
taurine and GABA noticcably incrcasc Glu-spccific binding. 
glycine being thc most potcm (Figure !). The effec1 of glydnc 

on Glu binding was dose-dcpcndcnt with an ECin of 5 µM, 
which is in thc rangc of saturation of thc allostcric glycinc site 
of the neuronal '.'/~IDA rcccp!or (21). The füct that thc glycinc 
coagonist-sitc anwgonist, 7-chlorokynurcnate. inhibitcd thc dfcct 
uf glycinc. whercas strychnine, a bl<x:ker of inhibitory recepto" 
for the amino aciú did not (Table li). also suggests an action of 
this compound at an NMDA-typc receptor whid1 'harcs 
propenics with thosc in neurons, but alsn shows differences, sincc 
ncithcr taurine nnr GAB..\ can substitute fur glycinc at ,\;,\IDA
reccptors dcscribcd in the CNS (21 ). 

The stimulatory cffcct of inhibitory amino acids on binding 
was decrcased fglycine) or completdy lost ltaurinc and GABAJ 
with increasing age ofthc donar (Figures 1 and 2J; diffcrcnccs 
do nnt derive from 1:ulrurc l.'.ondithm~ or numbt!r of p11~~L1gc!-i, 
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sine\! lh1.'SC wcr..: kcpt cons1an1 {scc matcrials ami mcthods). and 
also sincc thc sam.: dfrct ha, bccn nh,cr\'l'd in intact RPE frrnn 
thc chick 1 Llipcz-Colrnné ami Fragoso. 'ub111i11c·dJ. 

In sorne spcdcs. induding humans. RPE c·clh in culwrc 
undcr~<l a dc-differcn1iation follnwing. ~1 numhc!r of passagc~. 
hccominu tibroblastk unJ re~aininQ acc·dcratcd ccll didsion ( i.JJ. 
Thc hiocl1e111ical mcchanist~' rcspnnsihlc flir thcsc transforrna
tii>ns are poorly undcrstond. hut muid lic relalcu 10 thc rcccption 
am..J 1ransdw:1ion of signals ami h1.·ncc. to thc fl'l'Cptor"i involvi.:J. 
Binding to mcmbr:inc, rrnm ,·u hure' of Rl'E-dcri\cu Jibrnblaslk 
cdls ITahle fil!. scleral tibniblasl' ami human lymphobla,i.iid 
linc :"H76 !Table IV J. ali activcly dividing cclb. w:is also 
incrcascJ by glydne. taurinc anJ GABA. Difforem:es in phar
mawlogical spccilidty bc1wccn RPE-deril·cu tibroblasts tTahlc 
fil¡ ancl tibrohla,ts dcril·eJ from sclera !Table IV1 wrre ohscrvcd, 
\\hich suppon thc Jift~rc111 origin of thcsc cdb. 

:\':\ID.-\ rcccptors scem to he in,olwJ in both diftác111ia1ion 
1261 ami prolifcration 1271. anu also can rnodulacc the acti\'ity 
of mctabotropic rcccptors ímGluRsJ 1hrough the cntry of Ca· -
anJ tht.! subscqucnt activation of sc\'cral cnzymc systl!m!-t am.J ion 
channcls (9). On"this hasis it sccrns pos;ihlc that ca·· cntry 
lhrnugh ;.;:\IDA rcccptors is rcquircJ for l'Cll Jj\ biim in RPE. 
This possibility is .rnggestcd by thc fal't that di\'iding cclb. such 
as lymphoblasts. tibrohlash ami ynung RPE show positi\'C 
mnuulation :u this rcccp111r, whcreas maturc RPE J(les not. 
Tran:-.k~nt varia1ions in thc propcnics tlf L-Glu n.:\:eptor 
111ouula1ion. s11<·h as thnsc ohscr\'cJ hcre in RPE. h:1,·c hccn 
reponed ti1r ;.;:>.IDA reccptnrs in thc l'erehcllum 1~81, anJ muid 
he cxplaincd hy diffcrcntial cxprcssinn nf tht..' n.:ccptl1r !'!t1hunits 
with age ( 7}. 

:\s for rhc invo)\'Clllt'nt nf E:\:\ ren~ptnrs in phagoc~ los is. 
prc-.·inus 'tudic' 11'1\C shown that L-Glu. hut not :\'.\IDA. is 
1.:apahll.! tJf inducing this phcnomcnPn t-L ()). Thi~ ¡,in fa\1)1" nf 
t\\•1 porulations of Glu rcl'cptors in RPE. one of thcm of thc 
llll!tahc1frnpk rypc. :\l.'.tir;uinn ~lf ~rl.'cilic suhdaS!'lt.'S of mGluRs 
results in adenylatc c·ydasc inhihition 191. Sinl'c ,·,\~IP has hccn 
shown to cxcn :m inhihitnry l'ftixt trn phag.ocyll1.,i-.. \\hi1.:h ¡, 
a111agnnizcd h; taurinc (291. thc possihility nists that the 
slimulati<111 of mGluRs scnsitivc to trans-:\Cl'D in RPE muid 
lrig.~cr pha,:?n~yto~is hy lo\\Cring thc k\cl of thi:-. 1..·11mptlt111J. 

:\lthnugh ,·cry liulc b known ahout thc 1rn1lcl'ular l!1L'l'h,111is111s 
whil'h rcgulatc the tillll'tion of RPE :md its relation,hip wi1h thc 
rclina. thc pn~!-tent rcsults ~U!.!':.!l!~l that E:\.·\ couJJ hl! in\'nl\t:d 
in prolit~ratinn ~md ph.igo...:)~o~b in ~his cissue th;nugh lhl' 
adi\·a1ion of l\\u t..fiffcrcnt glutamatc receptor''. an \'.~ID:\-gatcJ 
receptor channcl ami a suh1~ pe nf mGluR. Sincc impairmcnt of 
thl'st! pro1.·i:~scs is rcla1t.·d 111 scvcral ictinopathic:... furtht.!r 
undcr~tanding uf thc fUl1l'thHl df E:\A rl!ct.!plílr' in RPE rould 
h1.• of clinkal rL"lcra1ll·c. 

..\l·knowlcdgcmcnts 

Thc authl1r~ al·km1\\'k•dgc th1.• tc""·hnit.·al a'.'>'.'>i~t•lfl"'\! \lf EJith Lú1x.-1-
Hcrn;inJa anJ Bruce Gillam. lhis ''''rk "''" ,upp11rted in par! 
by •t gr;:mt from Cnn'.'lcjo ~;.1!...'.ion.tl JI! Cit.·nl.'ia \ Tci.:nnlocla hl 
A.\l .L.C .. anJ in pan -by thc :"ew Y.irk St;ite Ótr¡,., . .,f .\lenta! 
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V. D 1 S C lJ S 1 O N y CONCLUSIONES 

Lns resulrudns nhlenidos dernues1ran yue exis1en recqllores espedJicos de uni<'in para 

el ;íc.:idn glutámil:o-HJ en memhranas de ct:Juf¡t\ cullivada.~ de EPR de humuno y de pollo. 

La uni1'>n a estos sitills es saturahle, J«!vcrsihle. de alla allnidaú e independieme de Na+. En 

el EPR de pollo se presenta una disminuci1'>n de la c;111tidad Je recepton.:s en la etapa de 

l·i::1t1Jas diferenciad;L\ 125 DIVl con re.\pecto a la etapa no difcrencaida ( 16 DIV) y en 

amhos sistemas estlls reccpwres camhian durante el desarrollo. 

Lns áciJos glutámico. aspártico y kaínico estimulan l!I 1ksprendimie11to Je l11s discos de 

flls segmclllllS externos Je 11 >s fnldJTeceptores y la suflsecUl'nte fag1x:itosis lle c.~tllS por el 

EPI~. indepcndil·ntenwnle de la cn11tlici1'on de lu1.-oscuridaJ 1Greenhergcr y 13csharse. 

l lJX5 J. Sl! ha propuc.,111 que csll\s compuestos acllkn vía un receptor, ya que pm medio 

de• anW~!llJJista~; l'sp1•d(kll.\ .'l: hl11qu1:;1 ,.¡ e1c1·t11 de e.,los a111i11o;kid11s (lk.,h:1r'•' \' Sprall, 

l 'J~li J. A este respt'l'to Jos autores ;inte.'> me11ci1111aJos utili1.:i1on i<l~ l"J'••·' ,·;¡;¡i..; .~: .. 1!..: J(,mu 

¡1i¡1ii·11I para .'>LIS en.'>ayns y l'lll'1HJ1raro11 que el kinurenato. D-< l-fosfoserina y el {tddo cis-

2.3-piperidfn dicarhllxilicn bloquean talllll el efel'!O neunH1hico y desprcnJimiemlo 1.k 

discns indtJl'idn por l\ain;1111. l~n ,•,te 11ah;1jo ,,. 111ili1an1n a111agnnisl:1s p:1ra l'i :íl'ido 

kaínil'o y i:I resto de Jos agllnistas para ;u11innácidos ..:xciwdore.~ .'>in emhargo, no 

eJJl'llJllramos receptores para kain1co cn e1:1pas 1111c1ales del de.,arrollo. s1110 has1a el tiempo 

de l'l'io.,it'in i:n l'l l'ª·"' 1J..ol ll0 jid11 a1slad11\'1·11 culti\·11-; difL'Jl'Jlciad11s 1~5 f)JVl. 1'11r I•> lanto. 

podemos 1:onduir qui: ¡111.,ihleme111e lm r1·n·p111rl'S que 1H1 inv11lucra11 al :ícido kaínico 

uc:nen una lunrn•n dilerl'Jlle al Je la lag•><:J111s1., en elapa 1nici;tf Je de.\arml111, lflll! en 

al'idn l\aínico puL'da mdudr Jihl'rac1(111 de 111ros rm•no,aj<·ros que directamente intervengan 

en l'I pn>l'L'Stl lagncltiL'O. :\ 1·sle rcspl'l'tll, , . .., lll'l't'.'an11 un esllldio l'Xflall.'>tivn d<~ la 

1nducci(111 de fag1><:it11sis p11r ,.¡ EPR 1ndu1:1da ¡mr Jo., AAE en cc.'1u1a.'> Je p111l11 y Je 

huma1111. 
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Otros aminn;íciJos rnmn la L-glutamina. L-glic.:ina y wurina estimulan d 

Je~prcnJimiemo Je los Jisws .\in Juñar la L'apa interna de la retina l'<Hlln lo lial'en los 

aminoál'idos exl'iladores (Greenf1crger y Besharsc, 1985). En rdaci<ín a csto, la unión 

espedliea de L-glu-H:l a sitios Je la memtirana L'll lus l'élula.s eultivuJas y aislaJ;t~ Je EPR 

de pollo y en mcmf1run:t~ aislall:L' Je l'élulas cultivadas de EPR de humann rccif1cn la 

inlluenda Je otros aminoácidos no e.xcit;1Jores (laurina. GABA y glicina>. Estos 

aminoácidos. a una eom:entraei<Ín Je 1 mM. aumentan la unit'in espedfü.:a de L-glu-11:1 en 

memf1ranas Je L'élul:L\ cultivaJas Je EPR Je humano y dl! pollo y en membran:t~ aislada\ 

de EPR de pnlhl. E.\le a11111cn1t1 en la uniún es especílil'a para i:I EPlt pnrque c.:ste 

fen(imerw no se presenla en il1L'lllt1ran;t~ Je ntros tipos l'elularc.:s. l'<>rllll pnr ejt:mplo la 

rl'tina de pollo n las mernf1ranas ablada., de la 1:orteza Je rata. E.xiste ademá.s un efel'IO 

La wurina aumema 1;1 uniún del kido glutámico e ir11.:remer1ta los sitios de.: uni(in y la 

;1llnitlad de los receplores por .\ll mensajero. Existe lu posibilidad de 4ue pudiese realizar 

una fllllrÍtÍn in \ºÍ\'ol al in1l•r;1l'lllar L'tlll llls f'l'L't'J1lllfl'S dc•I ~l11l;Íll1ÍL'il. pnrqlll' Sl' ha 

ucmostrado que la fag1x·i111sis .s1'. inhibe por rnclalonina y A~IPc y este efel'lo se revicrlc 

muy efieien1en11:111t: por taurrrw 1 t lg111n y eol. 1 'JX:l ). Aunque la tünciún de la taurina en la 

retina .sl' dl'.\eorH>L'l'. "' .\t1.\p1·cha que _,e tr;11a dl' una funri1ín im¡mr1:111ll'. y;1 que .\U 

detkienc.:ia eausa la degerwral'itln de los folorreceptorc.s en el gatn <l lay1'.s y col. l 'J75: 

Sdu111Jl y col, l1J7h1. La wunna podría al'llJar mudulani.111 1111 rei.:eptor rnetabutn'ipii.:o Jl'I 

Y wncomitantl'111l'llll' la del .-\7\IPl·. é.\l<l pamite la ai.:tivid:1d Ji: fagncitmis. Este 

arnino:kido pudiera re)!ular 1:1 fagt1cit11sis al prL'\L'ntarse en l'l l'\pac111 ,11f1rc11rna1111 dl'.\pU~.s 

de hlx'rarsl' de ¡,,,, l11t11rn:c.:pt11r.:., euando .'ie l'.\lirnulan con lu.r 1Sakl·da y c11I. 1'!77>.: 

inti:raclllando dcspu~s con receptores especítieos en t:I EPR 1 Lt'1pe1.Colt1111é y L'ol. 1 •JlJ l l. 

:11 
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receptnr pura NMDA. reportado en d SNC \Kemp y Lee son. 1993 l. estimulando así su 

actividad y Jisparand() un efecto similar al de la taurina. 

Se conoce que los AAE pueden modular los sistema GABAérgicos en el SNC. 

llHH.lulando. por ejemplo. la liheración del GABA. pero pnl'O se salle Je la influencia que 

ejerce el GABA sohn: sitios para AAE. aunque c.xiste cvidem.:ia Je que el GABA aumenta 

his potendalcs de campo wrticaks indm:id;L\ por Nl\·lDA. <)A y ácido glut{tmico (\Vulden 

y col. 1989). Sería ncce.\ario caral'tl!rizar sitios Je uni6n espedlkos para GABA en estas 

célul<L\ con el pmp1'i.~illl dl! dilucidar el nwl':i11is1110 por el cwtl modula estns receptores 

para AAE. 

Sería irnpor1a11te continuar invcstigandn el papel que juegan l!Stos rccepwre.\ para 

aminoácidos excitaúorcs en hL\ fu11l'i1111l'S lisiol(igil'as del EPR. prohahlcmcntc la 

fag11l'it11sis dc 1 .. , .\L'g111c11t1>~ l'\lcrnt1.\ .¡,. !Ps 1'1111 l!Tt'l'L'pl11rcs. el ..:1111trnl dc la divisi1ín 

ci!lular Je c.\Uts l'élt1l••'· dii'i:rc;:,·: .. ..:i:11: ,;(!Id;.,·, ,,,u,,,J;krenl'i:1cii'>n del EPR a neuronas 

rctinalcs. cte. l)uc a .\ll 1·ez ,\ervirfa para explicar p()r comparaci<ín la l'ausa de allcr:1l'ioncs 

patol6gicas i.:onw lo cs la rctinitis pigmcmosa. Esta tc.\is por tanto lwcc una pequeña 

:1por1al'i1ín para l'.Xplicar t'I mL'l'a11i~11111 dl' wn111nk:1cii'1n ll'lina-EPI~ a travl-s de ren~ptorcs 

para AAE. 
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