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Resumen.

El receptor de NMDA cs una proteina oligomérica que forma un canal catiénico el cual participa en
la neurotransmision excitadora tanto en el sistema nervioso central como en la retina de los

vertebrados. En el sistema nervioso central, la actividad de dicho canal puede ser modulada por
varios compucstos. tanto endogenos como exdgenos, y particularmente por la glicina que cs

coagonista del glutamato. La diversidad funcional de la neurotransmision excitadora rapida se dcebe
principalmente a la existencia de varias subunidades homologas que determinan configuraciones de
receptores glutamatérgicos con diversas estequiometrias. Estas diferencias estructurales constituyen
la base funcional de los diversos efectos del glutamato, tanto en condiciones normales como
patolégicas. Por otra parte, existe evidencia de que los receptores glutamatérgicos en la retina, en
particular el receptor de NMDA, participan en varios procesos andlogos a Jos que ocurren cn ¢l
sistemna nervioso central (e.g., diferenciacion, establecimiento de los circuitos neuronales durante el
desarrollo y neurotoxicidad). El proposito de este trabajo fué la caracterizacion del sitio de glicina
insensible a estricnina cn la retina, desde un punto de vista farmacolégico y cinético, para lo que se
empled la técnica de union de radioligandos midiendo la unién de glicina-H® ¢n membranas
obtenidas de tenminales sinapticas de Jas capas plexiformes externa (fraccion P1) e interna (fraccion
P2) de retinas de pollos de | a 5 dias de edad. Los cnsayos se realizaron a temperatura ambiente y en
una solucién amortiguada con Tris 4.5 mM y Hepes 5 mM (pH = 7.4). en condiciones de cquilibrio.
sspecifica de glicina-H” en los ensayos fué del 60 al 80 % de la union total. Dicha unién es

La union ¢
reversible, saturable (ky = 140.31235 + 0.000061 nM, Bmix = 2.381 * 0.3464 pmol/mg de proteina

= 196.72 % 0.00002307 nM, Bmax = 12.70 =* 2.25 pmol/mg de protcina en P2) y

en Pl y kg =
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presenta un perfil farmacoldgico con alta afinidad por los agoenistas glicina (Ie50 = 1.36 uM en PI,
fe50 = 11.01 M en P2) y D-serina (feS0 = 61.96 uM en PI, [¢50 = 66.23 yM ¢cn P2) . y porcl
agonista parcial del sitio para glicina en el receptor de NMDA acido 1-amino-ciclopropil carboxilico
(Ic50 = 1.00 uM en P, 1c50 = 6.067 uM en P2). Sin embargo, la potencia de dos de los antagonistas
mads selectivos para el sitio de glicina en el receptor de NMDA, acido 7-cloro kinurénico y ACEA-
1021, es baja (Ic50 > SO uM y 500 uM respectivamente). Por otra parte, la interaccién con ligandos
glicinérgicos (agonistas ¥ antagonistas) que actian sobre receptores de tipo inhibidor postsinaptico,
coma ¢l alcaloide estricnina, fué de muy baja afinidad (Ic50 = 398.11 uM en Pl y 251.19 uM en
P2) lo cual pucde explicarse en términos del ambiente ionico y del radioligando. La union especifica
de glicina-H?* no se modifica en presencia de agonistas y antagonistas del glutamato, sin embargo a
pHl < 7.4 disminuye, de manera concordante con estudios funcionales que demuestran quc la
afinidad de la glicina en el receptor de NMDA disminuye de mancra paralels a la frecuencia de
apertura del canal (Tang y col.. 1989; Traynelis y Cull-Candy, 1990). Por otra parte. la variacion de
la unidn especifica de glicina-H® en el intervalo de pH de 5 a 9 concuerda con la participacion de
residuos de aminoacidos que son relevantes para la formacion del sitio de glicina en el receptor de
NMDA. Estos resultados indican que en Ja retina, la glicina ademads de funcionar como transmisor
inhibidor a travdés de receptores sensibles a estricnina, podria funcionar como coagonista excitador

cn los receptores de NMDA a través de un sitio que presenta diferencias importantes ¢on respecto al

caracterizado en neuronas del sistema nervioso central.




e e e

Abreviaturas.

ACEA 1021 = 5-nitro-6,7-dicloro-1,4-dihidroquinoxatina-2,3-diona.

ACPC = Acido I-amino ciclopropil carboxilico.
ACPD = Acido 1-aminociclop -1,3-di
AMPA = Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico.

axilico.

AP4 = Acido 2-amino-4-fosfonopropionico.

APS = Acido 2-amino-5-fosfonohep

AP7 = Acido 2-amino-7-fosfonoheptandico.
Ci = Curie. unidad de radioactividad.
7-C1-K = Acido 7-cloro kinurénico

DNQX = 6.7-dinitroquinoxalina-2,3-di-ona.

EDTA = Acido etilen-diamino-tetra acéti
GABA = Acido y-amino butirico
Gli = Glicina

Gli-H* = Glicina tritiada

Hepes = Acido N(2-hidroxietil)piperazin-N°-(2-etanosulfénico).
k.| = Constante de asociacion.

k.; = Constante de disociacion.

L-glu = Acido L-glutamico

MK-801 = Dizoscilpina.

mGluR =R 3y botropico gl érgico.

mRNA = RNA mensajecro
NMDA = Acido N-mctil-D-aspartico
SNC = Sistema nervioso central

Tris = Tris (hydroxi-metil)amino metano.




1. Introduccion.

1. Estructura del ojo.

El sistema visual de los vertebrados presenta una organizaciéon anatémica muy conservada en la
escala filogendética, que se ha modificado funcionalmente de acuerdo a las necesidades y medio de
vida de una gran variedad de organismos. El ojo es un componente esencial de este sistema, pucs
actiaa como totorreceptor y permite la transduccion de la seflal luminosa a los centros de integracion
localizados en ¢l SNC. Dichas funciones se llevan a cabo gracias a la organizacion anatomica do
varios tejidos en tres capas principales. La capa mas externa, formada por la cémea y la esclerdatica,
protege mecanicamente a las estructuras internas; la comea, localizada anterionmente. se compone
principalmente de fibras de colagena rodeadas por una delgada capa de epitelio en un arreglo tal
que adquicere una apariencia translacida, por lo que participa en la transmision de la juz ayudando a
entucar fos rayos que pasan a través de désta. En la comea existen fibras nerviosas que se distribuycen
desde Ia periferia hacia el centro de la misma, y que se asocian con nociceptores y termoceptores
sensibles al frio pero no al calor (Hole Jr., 1990). La comea se continua posteériormente con la
esclerdtica o esclera que en los humanos representa a la porcién blanguecina del ojo. Esta parte se
compone principalmente por tejido conectivo que sirve de soporte a los musculos extrinsecos del
ajo: en fa region mas posterior presenta un punto de contacto cun la meninge mas externa (la
duramadre), asi como un orificio que permite [a vascularizacion de la capa intermedia, y la salida
del nervio optico hacia los nucleos Jocalizados en el tilamo y en ¢l cerebro medio en ¢f SNC. Cono

ya s¢ ha mencionado, la capa intermedia es vascular, provee de nutrientes a las otras capas y
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RN
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NO

Figura 1. de una ién hori 1 de un ojo de vertebrado superior. E, esciera; Co,
coroides; EP, cpitelio pigmentado; RN, retina neural; NO, nervio optico: I, iris; CA, camara

anterior; L, lente; C, comea (modificado de Farber y Adler, 1986).




2. L.a retina como modelo de cstudio para la neurotransmision.

La idea actual que se ticne acerca de la organizacién celular de la retina de los vertebrados se basa
principalmentce en los trabajos de Cajal (1928) y mas recientemente en cl trabajo de Boycott y
Dowling (1969). Tanto por su accesibilidad y facilidad de manipulaciéon, como por sus
caracieristicas anatdomicas y funcionales se ha propuesto a la retina como un modelo experimental
para estudiar procesos andlogos a los que ocurren en ¢l SNC (Farber y Adler, 1986), que como ¢l de

la newrotoxicidad generada durante eventos de estrés oxidativo, la isquemia o la hipoxia, estian

ampliamente relacionados con la neurotransmisién excitadora (Olney y col., 1986: Lombardi y col.,

1994: Agosthino y col., 1995).

A. Estructura de la retina.

Estructural y funcionalmente se han descrito en la retina una porcion no neural y una porcion neural
o sensorial quc presentan un patron anatomico altamente conservado en la filogenia de los
vertebrudos (Rodieck, 1973), y que en algunas especies presenta diferencias anatomicas v
funcionales que seguramente reflejan el resultado de procesos de tipo cvolutivo y adaptativo
(Wikler y Finlay, 1989). La retina no neural, como ya s¢ ha mencionado, corresponde al epitelio
pigmentado, que es una capa de células hexagonales que descansa sobre la membrana de Bruch y
que forma parte de lo que se ha denominado como barrera hematorretiniana, pues controla ¢l Aujo
de iones y de compuestos como cicrtos aminoacidos y vitaminas desde las capas mas extermas del

ajo hacia Ia retina neural, en especial desde los capilares localizados cn la coroides. En la porcion
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neural se localizan los  totorreceptor ncuronas y células gliales, que mantienen relaciones

funcionales y troficas especificas entre si , con el epitelio pigmentado, y con neuronas localizadas
en nicleos especificos del talamo y del cerebro medio en ¢l SNC. El origen embrionario de la retina
es el tubo neural, que en etapas muy tempranas forma dos evaginaciones que corresponden a las
vesiculas dpticas. y que posteriormente se invaginan para formar las copas 6pticas. Las células de la
pared intema de estas estructuras dan origen a la porcion neural y no neural de la retina mediante un
proceso de diferenciacidn que atin no se entiende del todo. En la retina del adulto todas las células

sOn postmitdticas, y en términos gencrales  se pueden identificar. por su posicion. forma,

propicdades bioquimicas y funcidn, 6 tipos celulares: los fotorreceptores (conos y bastones), 1

s
células horizontales, las células bipolares, las células amnacrinas, las células interplexitormes y las

células ganglionares. La estructura de la retina neural, como la de otras estructuras que participan en

la via visual, ¢s de tipo laminar. En ella se pueden distinguir 5 capas, de las cuales tres son celulares
y dos son sindpticas (ver figura 2). La capa nuclear externa conticne a los somas de Jos
fotorreceptores (Conos y bastones), que establecen sindpsis con interncuronas localizadas on la capa
nuclear interna formando la primer capa sinaptica o capa plexiforme externa. La capa nuclear
interna contiene los somas de las células bipolares, horizontales, amacrinas e interplexiformes. Las
células horizontales ¥y amacrinas participan respectivamente en las interacciones laterales de la
region superior ¢ inferior de la capa nuclear interna; las células interplexiformes, como su nombre
lo indica, establecen conexiones en ambas capas sinapticas. Las células bipolares transimiten la

informacion transducida por los fotorreceptores a las células panglionares, tormando asi la capa

sindptica intema o capa plexiforme interna. en la que participan las <élu amacrinas ¢
interplexiformes, y que tiene la particularidad de estar vascularizada en algunas especies de
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vertebrados: en el caso de las aves, la retina neural es avascular. Finalmente, de la capa de las
células ganglionares se proyecta ¢l nervio optico  hacia los centros de control ¢ integracion de la

informacion visual localizados en el cerebro medio ¥ en el talamo.

Otro tipo celular importante en la fisiologia retiniana es la glia. En la mitad intema de las
retinas vascularizadas se han identificado astrocitos, glia perivascular y microglia, y en algunas
aves s¢ han descrito células mielinizantes (Farber y Adler, 1986). Independientemente de Ja
wvasculatura retiniana, existe un tipo glial muy caracteristico: la glia de Milller, que es de tipo radial.
Las proyecciones de estas células se extienden desde la parte basal de la capa de fas células
ganglionares hasta cl limite superior que rodea a los segmentos eaternos de los fotomreceptores;
estas células poscen mecanismos de captura de aminoidicidos y sistemas enzimaticos que como ¢l de

la glutamino

ntetasa (que es esencial en el metabolismo del glutamato) y ¢l de la anhidr:

s
carbonica (involucrada en ¢l balance del pH)  son relevantes para la funcion correcta y
mantenimiento de los circuitos neurales en la retina. Aparte de su participacion en las interacciones
metabolicas, este tipo celular participa de manera importante en la estratificacion de la retina
durante ¢l desarrollo, y muy probablemente en la formacion de la barrera hematorretiniana (Tout y

col.. 1993).



EP

FR

CPE

CNI

Cpl

CCG

L VIS Y I RO
2

Figura 2. Organizacion celular en la retina. MLE, membrana limitante externa; MLI, membrana
limitante interna; EP, cpitelio pigmentado; FR, fotorreceptores; CNE, capa nuclear externa: CPLE,
capa plexiforme externa; CNI, capa nuclear intema; CPI, capa plexiforme interna; CCG, capa de las

células ganglionares; R, célula fotorreceptora; H, célula horizontal; B, célula bipolar; A, célula

amacrina: G. célula ganglionar; M, glia de Mdiller (modificado de Rodieck, 1973).




B. Ncurotransmision en Ia retina.

En la retina se ha identificado a todos los aminoacidos neuroactivos, asi como las enzimas

involucradas ¢n su metabolismo. En 1986, Marc demostré que coXiste una organizacion

ncuroquimica precisa en la capa plexiforme interna basada en la distribucion de Jos aminoacidos

e con la aphi ion de técnicas inmunocitoquimicas se ha

GABA, Gli y L-glu. Posterior

comprobado que la citoarquitectura de la retina puede describirse con una base neuroquimica. de tal
mancra, que cn la via vertical (en la que los fotorreceptores, las células bipolares y las células

ganglionares establecen sinapsis) predomina el L-glu como neurotransmisor, micntras que en las

vias horizontales (en la que participan células  horizomales, interplexiformes y amacrinas)

predominan el GABA o Ja Gli (Ehinger 1977; Yazulla. 1986: Massey v Redbum, 1987: Ehinger v
col., 1988: Ehinger, 1989: Marc, 1989; Marc y col., 1990; Masscy, 1990; Griinert y Wiissle, 1990;

Kalloniatis y Marc. 1990; Davanger y col., 1991); incluso. la coexistencia de varios de los

aminoicidos mencionados puede ser util en la descripecion ¢ identificacion de subtipos celulares

importantes en los circuitos celulares de cste organo (Kalloniatis y Fletcher, 1993).

Estudios farmacoldgicos, electrofisioldgicos y bioquimicos demuestran la presencia de
receptores para aminoicidos excitadores en varios tipos celulares de la retina y establecen que el
neuwrotransmisor excitador principal en ambas capas plexiformes de la retina es el L-glu
(Copenhagen y Jahr, 1989; Massey, 1990; Tachibana y Okada. 1991: Barnstable. 1993). Eswudios
en varias cspecies de vertebrados indican que los fotarreceptores liberan aminodcidos excitadores

que al interactuar con receprores especificos, inducen la liberacion de GABA ¢n las cclulas
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" col, 1993; Alfonso y col., 1994; Ferrcira y col., 1994),

horizontales. También sc sube que lus cdlulus bipolares establecen sinapsis excitadoras con las
inas, que a su vez liberan GABA, acetilcolina, peptidos vy otros tipos  de

células  amucri
neurotransmisores (Hofmann y Mdckel, 19915 Linn y Massecy. 1991 Linn y col., 1991]: Duartec y
¥y con la mayor parte de lus células

gangliopares a traveés de receptores con caracteristicas muy similares a los que se han descrito en el

SNC (Monaghan y col., 1989; Lépez-Colomé, 1995).

El L-gha es ef principal neurotransmisor excitador en el cerebro. en la médula espinal ¥ en la retina
de los verebrados (Watkins y Evans, 1981: Cotman y col.. 1987: Miller y Slaughter, 1986). La
demostracion de la existencia de receptores para aminodcidos excitadores y de su participacion en
la transduccion de sedales de un gran nimero de neuronas y de células gliales ha sido importante
para el esticdio de 1a tisiologia det SNC y de la retina. Por ¢jemplo. Ia entrada de calcio medimda por
algunos subtipos de estos receptores facilita la estimulacién de la cinasa de tipo I dependicnte de
calmodulina y de algunas cinasas de tirosina (Fukunaga y Soderling, 1990. Bading y Greenberg.
1991) con la consccuente modificacion de la regulacion transcripcional de genes como c-fos v
NFGI-A durante ¢l desarrallo y en la ctapa madura del SNC (Lerea y col.. 1995). En ¢l SNC se les
ha asociado con procesos de memoria y de aprendizaje ya que en preparaciones i virro su actividad
modifica la eficacia siniptica de las neuronas que los expresan (Bliss y Collingridge, 1993). en
La actividad anormal de estas moléculas pucde causar la mucerne de neuronas durante

mnto que
procesos como la isquemia ¥ fa hipoxia (Meldrum. 1985: Rothman y Olney. 1986; Albers v col.
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1989), ¢ incluso se ha propuesto su participacion en enfermedades de tipo neurodegencrativo comao

indrome de Alzheimoer (Michaelis, 1996).

el s

A. Receptores glutamatdérgicos.

sor <8 un hecho

La existencia de diferentes tipos de receptores para un mismo neurotransm
generalizado que resulta en el aumento de las posibilidades de interaccion entre tas células (Lopez-
Colome, [995), de al manera que la clasificacion de los receptores glutamatérgicos pucde hacerse
en términos del mecanismo de transduccion con el que se asocian. Por otra parte, no soto el

SO

acoplamicnto a distintos sistemas de transduccion genera la diversidad de respucstas para un m
transmisor quimico, va que tanto la expresion gendtica de diferentes subunidades proteicus
correspondientes @ los receptores ¥ el ensamble diterencial de las mismas, como la distribucion
espacial ¥ wemporal de las cadenas proteicas en distintas estructuras de un tejido, o los diversos
muecanismos de desensibilizacion, son procesos que, sc ha demaostrado. forman parte de una
diniamica funcional in vivo (Lopcz-Colomé, 1995).

Asi pues. oxisten receptores metabotropicos (acoplados a proteinas G) y receptores

ionotropicos (canales idnicos operados por ligando). que a su vez se clasifican con base en un pertil

tarmacolagico v se denominan de acuerdo con ¢l agonista mads potente (ver figura 3). Existen B

recoeptores metabotropicos (mGluR1-8) que se ban clasificado en tres grupos con base en similitud

n en sistemas

de secuencia, farmmacologia y mecanismo de transduccidn cuando se expre

kanishi. 1990; Schoepp y Conn, 1993). El grupo | (mGluR 1. S) tiene coma

heterdlogos (3




principal agonista al dcido quisqualico, estos receptores son sensibles al ACPD, y s¢ caracterizan
por estar acoplados a la via de transduccion de los fosfoinositidos y det diacilglicerol a través de la
estimulacion de la fosfolipasa C; los grupos de receptores II (mGIuR2, 3) y ITI (mGIluR 4, 6. 7 ¥ 8)
se caracterizan por estar acoplados negativamente a la adenilato ciclasa. los receptores del grupo {1
tienen como agonista principal a la ciclocarboxifenilglicina (L-CCPG-1) y son sensibles al ACPD, y
los receptores del grupo LI son insensibles al ACPD y tienen como agonista al AP4. Estos
receptores son monémeros con sicte dominios transmembranales que presentan diferencias

importantes con otros receptores metabotropicos (Cockroft y col., 1993).

Los receptores jonotropicos activados por gilutamato corresponden a los receptores de
AMPA. Kainato y NMDA, y se diferencian entre si por sus propiedades tarmacologicas y
biofisicas. Los dos primeros, se caraclerizan por tener cindticas de apertura ripidas y ser
antagonizados por quinoxalinas como la CNQX y por la isotinoxima NS-102 respectivamente
(Vemon, 1997). Los receptores de NMDA  presentan cinéticas de apertura lentas, v son
amntagonizados por ¢l APS entre otros compuestos. En términos generales, estos receptores estan
formados por varias subunidades, y existen varios subtipos que difiercn tanto en la composicion de
subunidades, como en propiedades funcionales (Sprengel y Scceburg, 1995). Hasta ¢l momento se

han clonado 16 genes correspondie a subunidades de receptores ionotrépicos, algunas de las

cuales, pueden ser editadas postranscripcionalmente con efectos importantes en la funcion de los

receplores.
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extracelular ligando

intracelular

reticulo endoplasmico

Figura 3. Tipos de r ptores gl érgicos clasificados con base en el mecanismo de
transduccion: A, receptores metabotrépicos; B, receptores ionotrépicos. AC, adenilato ciclasa;
ATP, adenosin trifosfato; AMPc, adenosin monofosfato ciclico; PLC, fosfolipasa C; IP,, insoitol 1,

4. S-trifosfato; IP3R, receptor para IP;; DAG, diacil glicerol; PKC, proteina cinasa C: P, fosfato

(modificado de Agranoff y Fisher, 1994),
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El receptor glutamatérgico de tipo NMDA es un canal catidnico que ¢n condiciones
fisiologicas hiperpolarizantes esti bloqueado por el i6n Mg* en forma dependicnte de voltaje, y que

se regula por varios ligandos entre los que s¢ encuentran el zinc, los protones, agentes redox y las

poliaminas espermina y espermidina (Collingridge y Singer, 1990; Johnson y Ascher, 1987;

Monaghan y col.. 1989; Ransom y Stec, 1988; Young y Fagg, 1990), que junto con los denominados
bloqueadores de canal, como los anestésicos disociativos ketamina, PCP y dizocilpina (MK-801),

ticnen sitios de unidn especificos en el receptor, distintos cntre si, y cuyas caracteristicas

bioquimicas varian segun la region del SNC de que se trate (figura 4).

Experimentos electrofisioldgicos y bioquimicos han demostrado que la activacion del canal
requiere al menos de dos eventos secuenciales: una despolarizacién que permita eliminar el bloqueo

del canal por el Mg™* (Nowak y col., 1984), y la unién del L-glu y de la Gli a sus respectivos sitios

(Johnson y Ascher, 1987; Kleckner y Dingledine, 1988; 1991). Sin embargo, los cstudios
encaminados a determinar la concentracion extracelular de la Gli en ¢l cerebro gencritn cierta
controversia en establecer si el papel fisiolégico de este aminoacido en el receptor de NMDA es el

de un modulador alostérico o el de un coagonista (Kemp y Lesson, 1993). La participacion de la Gli

ercibida por mucho tiempo, ya que dicho aminoacido

en la neurotr isién itadora pasé d
cs el principal neurotransmisor inhibidor en la médula espinal y en ¢l tallo cerebral de los mamiferos
y de otros vertebrados. La distribucion de receptores glicinérgicos de tipo inhibidor postsinaptico se
extiende a otras regiones del sistema nervioso y a la retina; dichos receptores son proteinas

pentamcricus que guardian una estrecha relacion estructural con otros receptores ionotropicos por lo

que sc les ha agrupado en una misma familia (Betz, 1990: Hucho., 1993). En particular. estos
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receptores forman canales permneables al ion cloro, y presentan un sitio de union para Gli que sc
caracteriza por su sensibilidad al alcaloide estricnina (Curtis y col, 1968). En contraste. la

itadora es, como ya se menciond, a través de un

participacion de la Gli en la neuro
sitio de unidén localizado en el receptor de NMDA el cual es farmacoldgicamente inscnsible a la

estricnina.

Ca-

Extracelutar =

m— 7
% Ry
Intracelular

Figura 4. Esquema de! receptor de NMDA en el que se indica la presencia de varios sitios

(+) o inhiben (-) Ia afinidad de otros sitios o la actividad del canal

moduladores que estimul:

cationico. Gly, glicina; Glu, dcido L-glutamico: Esp, espermina (Tomado de Kashiwagi y col.,

1996).
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En un principio, los reccptores glutamatérgicos de tipo ionotrépico se agruparon ¢n la gran
familia de canales activados por ligando (Wada y col., 1989). Existe evidencia de que tambien son
estructuras pentaméricas (Ferrer-Montiel y Montal, 1996) y de que puvden ser modulados por
varios compucstos cndégenos y exogenos interactuando en sitios especificos localizados en la
proteina funcional con la capacidad de modificar la estructura de otros sitios de union. Se cuenta
con informacion estructural que por una parte relaciona a estos receptores con un grupo de
proteinas bacterianas (Cockroft y col., 1993; Kuryatov y col., 1994; Stern-Bach y col., 1994; Hirai
y col., 1996; Kashiwagi ¥ col., 1996), v por otra, con los canales de K* activados por voltaje

(Wood y col., 1995). Por cjemplo, el analisis de hidrofobicidad de la cia de aminoacidos de

las subunidades correspondientes a receptores nicotinicos de acetilcolina y de GABA tipo A (que se
agrupan en la familia mencionada), indican que se trata de péptidos con 4 dominios hidrofobicos
transmembranales, de los cuales, ¢l segundo participa en la formacion del canal ionico. Con la
identificacion de dominios transmembranales y de residuos glucosilables y fostorilables se ha
propuesto un modelo ¢n el que los extremos amino y carboxilo de las subunidades de estos
receptores se localizan en la regiéon extracelular. Sin embargo, el mismo tipo de andlisis

complementado con estudios en los que se emplean técnicas de biologia molecular. indica que en

las subunidades de¢ r es gl érgicos de tipo ionotropico, ¢l segundo dominio hidrofébico

no atravicsa la membrana, lo que determina que los extremos carboxilo y amino de dichas
subunidades sc localizen en lados opuestos de la misma ( Wood v col, 1995; Hirai y col.,, 1996)

(ver Figura 5).




exuncelular

intracelular

Figura 5. Distribucién de dominios tr b les en subunidades de {es operados por
1ij do. A, rcceptores no gl érgicos: B, r o] gl érgicos (modificado de Hirai y
col., 1996).

De manera analoga al do dominio branal en las subunidades de los

receptores de la familia de receptores operados por ligando, el segundo dominio hidrofobico en los

receptores glutamatérgicos participa en la formacién del canal iénico (Kuner y col., 1996) y guarda



una gran similitud estructural con un ¢ inio exi en los les de K’ activados por voltaje

(Wood y col., 1995).

B. Distribucion de los receptores de NMDA en el SNC y en la retina.

Los receptores de NMDA se distribuyen en pricti todo el si necrvioso central, pero

especificamente en dreas de la corteza cercbral y de los ganglios basales, asi como en regiones
relacionadas con los sistemas sensoriales. Estudios electrofisiologicos y con radioligandos indican
que las caracteristicas bioguimicas del receptor de NMDA varian en las diferentes regiones del SNC.
En particular, las variaciones regionales de la unién especifica de L-glu-H>, de cprp-+? y dec la
modulacién de la uniéon de MK-801-H® por los diversos agonisias y antagonistas del L-glu han
facilitado la descripeidn de cinco subtipos de receptores: los que tienen preferencia por los agonistas,
los que ticnen preferencia por los antagonistas, los receptores del talamo medio, los receptores del

cerebelo y los receptores presinapticos (Lauric y Sceburg, 1994: Wong y Thukral, 1996).

Las técnicas de biologia molecular han permitido la identificacion de una gran variedad de

subunidades correspondicntes a receptores de glutamato (Hollmann y Heinemann, 1994). Los

ovocitos de Xenop las célul les HEK-293 y ciertas neuronas de mamiferos se han usado
como sistemas de expresion para el estudio biofisico y farmacolagico de distintas combinaciones de
subunidades clonadas, y aunque se desconoce la estequiometria de las mismas en el receptor, se sabe
que de las 5 subunidades identificadas para el receptor de NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C y
NR2D) los cnsambles de subunidades NRI1 presentan las propicdades caracteristicas de los
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receptores nativos, i.e., unién del agonista, y del coagonista (Moriyoshi y col., 1991; Jhonson y
Ascher, 1987). alta permeabilidad al calcio (Mac Dermott y col., 1986) y bloguco por magnesio
dependiente del voltaje (Nowak y col., 1983). Asimismo, se ha demostrado que Ja amplitud de la
corriente registrida en estos ensambles homoméricos no corresponde a la observada en receptores
nativos postsinapticos, y que los ensambles que incluyen al menos una de las 4 subunidades NR2

conocidas presentan un patrén mds caracteristico (tkeda y col., 1992; Ishii y col., 1993; Kutsuwada y
1992). Recientemente, se han identificado

col,, 1992; Mcguro y col.,, 1992; Monyer y col.,

receptores  de NMIDA  presinapticos en neuronas noradrenérgicas  del
dc trgicas de la ianegraquer 1a liberacion del neurotransmisor y que presentan

una farmacologia de reccptores hamoméricos (Fink y col., 1990; Raiteri y col.. 1992; Wong y col.,

locus ceruleus, y

1996).

bunidadcs mencionadas en el cerebro de

Dc manera general, el patrén de expresion de las
la rata es el siguiente: la subunidad NR1 se expresa pricticamente en todas las células del sistema
nervioso. Se han cncontrado 8 variantes debidas al corte alternativo de! mRNA que la codifica y que

podrian indicar difcrencias regionales importantes durante el desarrollo y en el estado maduro.

un patron de expresion y de localizacion mas especifico,

Las subunidades NR2 p
que se superpone en ocasiones. En términos generales se sabe que la subunidad NR2A se expresa
b {ad NR1 lo cual indica la existencia de un reccptor de NMDA con

tan 1i como la
en varias ncuronas de diversas estructuras del SNC; la

una composicion h drica
en el cercbro anterior y se colocaliza con la

subunidad NR2B sc exy

predc
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subunidad NR2A en la corteza cercbral, en el hipocampo y en el cuerpo estriado, mientras que la
subunidad NR2C se encuentra en ¢l cerebelo, en el talamo y en el bulbo olfatorio. Con respectoa la
subunidad NR2D, sc ha localizado predominantemente en estructuras del diencéfalo. del cercbro
medio y del tallo cerebral; en estas dos ultimas estructuras se colocaliza con la subunidad NR2A. En
el talamo y en el bulbo oltatorio se expresan y colocalizan las 4 subunidades NR2 (Wenzel y col.,

1995).

La heterogeneidad funcional y farmacolégica del receptor de NMDA depende de la
composicion heteromérica del mismo; las afinidades de los distintos sitios farmacologicos pucden
modificarse al coexpresar cualquicra de las subunidades NR2 en receptores recombinantes que
expresan la subunidad NR1 (Williams, 1993; Laurie y Sceburg, 1994). Sobre esta base, s¢ ha
postulade que los receptores que contienen las subunidades NRI-NR2A comresponden al tipo de
receptores que unen preferentemente a los agonistas. los ensambles NR1-NR2B corresponden a los
receptores con alta alinidad por los antagonistas, los heterémeros NR1-NR2C corresponden a los
receptores cerebelares y los NR1-NR2D, a los receptores caracteristicos del tilamo medio (Lauric y
Sceburg, 1994). Por otra parte, s¢ ha demostrado que la coexpresion de mas de dos tipos de
subunidades NR2 predomina sobre la expresion de heterémeros con tan solo un tipo de esta
subunidad (Wafford y col., 1993). dificultando asi la clasificacion de los receptores basada en su

estequiometria, Ia cual hasta la fecha sc desconoce.

En la retina se han hecho estudios de hibridacion in sifzie para localizar 1a expresion de los
mMmRNA que codifican para cada una de las subunidades del receptor de NMDA asi como de otros
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y col,, 1994). El patron de expresion de los

receptores ionotropicos gl érgicos (Brand
mRNA de las subunidades NR1 y NR2A-C es muy parecido al observado en ¢l SNC, con excepeion
del mRNA para la subunidad NR2D que no fué detectado, ya que la subunidad NR 1 se expresa en
pricticamente todas las capas celulares de la retina, mientras que las subunidades NR2 presentan un
patron de distribucion restringido a la retina interna (células ganglionares, células amacrinas y
células bipolares). Existe evidencia de que en cultivos de células de retina de pollo de embriones de
8 dias enriquecidos con células amacrinas hay una baja sensibilidad al bloquco por Mg®’ y que
aparentemente, no hay potenciacion de la actividad del canal al agregar [0 uM de Gli en
condiciones saturantes de NMDA (Duarte y col., 1996). Para explicar lo anterior se¢ ha planteado
que es posible que exista cierto nivel basal de despolarizacién que mantenga una liberacion

¢ del e r endogeno (Gli o su analogo) que se encuentre modulando a los

receptores de NMDA (Duarte y col., 1996), aunque tambicén existe la explicacion alternativa de que
los receptores de NMDA gque se expresan por las células amacrinas no exhiben potenciacion por la
glicina debido a Ia composicion heteromérica que presentan.

los receptores para

Lopez Colomé y colaboradores (1993, 1994), demostraron que

aminodcidos excitadores del epitelio pigmentado de Ia retina del pollo y del humano son similares

pero no idénticos a los estudiados en el SNC (Monaghan y col., 1989). La unién de L-glu-H® en
sensible a los agonistas

cultivos de epitelio pigmentado de retinas de pollo es farmacold
y antagonistas de los receptores de NMDA, asi como al antagonista de los receptores
metabotropicos ACPD; por otra parte, la Gli incrementa considerablemente la union del L-glu-H® a

través de un mecanismo que es dependicnte de la edad y cuyos agonistas pueden ser los
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canal del que forma parte el receptor de NMDA (Johnson y Ascher, 1987), generd gran interds por
tratarse de un caso de coagonismo en el que el L-Glu y la Gli (0 sus andlogos endogenos) interactian

Iécula. especifica en la subunidad NR1 (Moriyoshi y col..

en sitios distintos sobre la misma
1991). El desarrollo de agonistas y antagonistas especificos de este sitio (ver tabla 1) ha facilitado ¢l

estudio de la funcion del mismo; hasta ¢l momento sc sabe que la Gli puede potenciar

de apertura del canal, y que tambien esta involucrada en Ja

iderabl la fr

d ibilizacion de la respuesta de activacion, ya que disminuye ¢l tiempo de inactivacion. En

>males de la corteza cercbral y del cerebelo de Ia rata sc ha

h enados de 1 sinap

observado una complicada gama de interacciones entre distintos sitios del receptor de NMDA. En el

cerebro anterior la union del agonista principal (L-glu o NMDA) a su sitio en el receptor, modula
positivamente la union al sitio de Gli (Kessler y col., 1989), micntras que los antagonistas C5 del L-

glu (como ¢l APS y el CGS-19755) , que corresponden a moléculas con 5 atomos de carbono en

un grupo carboxilo y uno fosfonato, inhiben

cuyos os se an resp

parcialmente la union de Gli-H’, Los antagonistas C7 (como ¢l AP7 o el CPP), quc ticnen 7

carbonos scparando al grupo carboxilo del fosfonato, pueden revertir ¢l efecto inhibidor de los

antagonistas C5, pero no presentan actividad alguna sobre la union de Gli-H® (Monahan y col.,
1990). En <l cercbelo. ambos tipos de compuestos son eficaces (Widdowson y col., 1995). Cuando
se emplea dcido S, 7-dicloro kinurénico-H? en membranas del cerebro anterior, la unién especifica

se inhibe por antagonistas C5 y C7 del glutamato con potencia similar (Baron y col.. 1991).

Otra estrategia para dilucidar Ia funcion de la Gli en la neurotransmision excitadora consiste

en la aplicacion de técnicas de biologia molecular que permiten modificar la estructura de una
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deben corresponder a sitios de 1 hidrofébica 1 izados en la vecindad del sitio de unién

para los agonistas (ver tabla | y figura 6).

La participacion de residuos aromdticos en la formacion de sitios de unién para ligandos

parece ser un motivo estr en proteinas, ya que tanto en los receptores

s para

a (Galzi y col.,, 1990; 1991) como en los receptores de GABA tipo A

(Amin y Weiss, 1993), como en los receptores glicinérgicos de tipo inhibidor postsinaptico
(Schmieden y col.. 1993). ¢ incluso en algunas acetilcolinesterasas (Sussman y col.. 1991), son
aminoacidos aromaticos los que determinan el tipo de interaccion con diversos ligandos. En ¢l caso
particular del receptor de NMDA, existen varias regiones localizadas en los dominios extracelulares
de la subunidad NR1 y NR2 que presentan gran similitud con proteinas periplasmicas de origen
bacteriano (Kuryatov y col., 1994). En particular, ¢l sitio para Gli en las subunidades NR1 presenta
dos dominios presentes en las proteinas QBP y LAOBP (Kuryatov y col.. 1994) que forman una
estructura anidloga a una trampa de bisagra o a una planta camivora, de tal manera que cuando se une
el aminodcido a la conformacién abierta del péptido, este se cierra modificando su estructura y muy

I £ > un cambio confor i 1 que afecta la funcidn de la proteina completa

(O’Hara y col., 1993).
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Tabla 1. Agonistas y antagonistas del sitio de glicina
en el receptor de NMDA.

Agonistas: Glicina, D-serina, ACPC.
N\ Y— OH !
HaN coH X com P

Antagonistas.

A. Derivados del kinurenato: 7CI kinurenato, 5,7 diCl-kinurenato.

.3 "

IO
o cozTH

B. Derivados de las quinoxalinas: CNQX, DNQX, ACEA-1021
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Intracelular

aminoacidos identificados como deter de la
antagonistas (-) en el sitio de glicina en el receptor de NMDA (Kuryatov er a/., 1994;
Hirai er al.. 1996; Williams er al,, 1996). La numeracién se hizo con base en el
estudio publicado por Moriyoshi er al. (1991). D, aspartato; F, fenilalanina; K, lisina;
S, serina Y, tirosina.

Figura 6. Esquema de la subunidad NR1 en el que se indica la localizacién de resuduos de
i i i6n de ™)y
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La aplicacién de técnicas de biologia molecular ha contribuido nc
neurotransmisién excitadora, ya que ha complementado a los enfoques biofisico y farmacolégico
que han sido usados para Jeﬁnir Ia existencia de varios tipos y subtipos de receptores
glutamatérgicos (Hollman y Heinemann, 1994). Se sabe que ¢l receptor de NMDA se distribuye
ampliamente en el SNC, y que la diversidad funcional que se piensa, esta correlacionada con la

de la b tambien refleja variaciones cn el perfil

diversidad estructural de estas pro
farmacoldégico de jos distintos sitios de unién en el receptor. En la retina, sc ha demostrado la

activados por L-Glu, y en el caso particular del receptor de

pr ia de es ionotropi
en diversos procesos andlogos a los que ocurren en cl

NMDA, sc ha diado su partici,
SNC (e.g. exitotoxicidad). Dichos estudios indican que las caracteristicas farmacologicas del

L con r al sitio de union para los

receptor de NMDA cn la retina varian pri

antagonistas del coagonista glicina (Lombardi y col., 1995), ¥ que el cfecto de la Gli en la

modulacién de estos receptores podria ser distinto al observado en el SNC (Boje y col., 1992). Ya
1 han sido leados como antagonistas

quc fos derivados del ki ¥ de las qui

"eficaces para este sitio en el SNC, y que existen referencias de que los derivados del kinurenato

presentan baja afinidad para inhibir la actividad del canal del receptor, es muy probable que las
caracteristicas fanmacoldgicas de los sitios de Gli en el receptor de NMDA en la retina puedan
explicar varios de los efectos observados en estudios funcionales, por lo que en este trabajo el
abjetivo principal fué la caracterizacion del sitio de glicina en ¢l receptor de NMDA en la retina
desde un punto de vista farmacoldgico y cinético.
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111. Materiales y métodos.

1. Obtenciéon de membranas sinaptosomales.

Sc obtuvieron t de terminal indpti de las capas plexiformes de las retinas de pollos

de 1 a 5 dias de edad adaptando los protocolos descritos por Neal y Atterwill (1974), y por Boje y
colaboradores (1992). Para cada experimento se extrajeron los ojos de cuatro pollos previamente
adaptados a la oscuridad por 45 minutos; se hizo un corte ecuatorial del globo ocular, y se
eliminaron ¢! humor vitrco y la region anterior de! ojo. Las retinas se disecaron libres del epitelio
pigmentado y se colocaron en medio Krebs (NaCl 118 mM, KH.PO, 1.2 mM, KCI 4.7 mM, CaCl,

2.5 mM, SOMg 1.17 mM, NaHCO; 25 mM, glucosa 5.6 mM). Para obtener las membranas

les se he on las retinas en una solucién de sacarosa 0.32 M/SO,Mg 10° M

(100 ml / 5.6 g de peso) y se empled un protocolo de fraccionamiento subcelular por centrifugacion
diferencial. Los sinaptosomas de la capa plexiforme externa fueron separados cn la fraccién nuclear
(P1) al centrifugar cl homogenado total a S00 g por 10 minutos. El sobrenadante fué centrifugado a
11,000 g por 20 minutos para obtener una fraccién mitocondrial (P2) enriquecida con terminales
sindpticas de la capa plexiforme interna. Los precipitados se mantuvicron ¢n hielo y de manera
scparada, fueron resuspendidos en 25 volumenes de amortiguador Tris 4.5 mM/Hepes 5 mM
(pH=7.4) para sometcrlos a un choque osmético por 15 minutos. Las membranas de cada fraccion
se sedimentaron por centrifugacién (20 000 g por 20 minutos) y se¢ almacenaron por dos dias a 4 °C.
Posteriormente, se lavaron intensivamente para eliminar compucstos endogenos que pudicran

inte: con los r ptores, primero, resuspendiéndolas en 25 volumenes de amortiguador Tris
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4.5 mM/Hepes 5 mM (pH 7.4) y centrifugundo a 20 000 g por 20 minutos, y posteriormente,
reptitiendo el procedimiento dos veces usando amortiguador Tris 4.5 mM/Hepes 5§ mM con EDTA

1 mM (pH 7.4), y dos veces mias usando amortiguador Tris 4.5 mM/Hepes 5 mM (pH 7.4). Las

W 23

anas asi fueron al d

a -80 ° C por un lapso de dos a tres semanas previas
al experimento sin alteracion en la unidn especifica de Gli-H>.

2. Experi con glick He.

Las membranas de P1 y P2 almacenadas a -80 °C fi o Tad 1 das 4 veces con
amortiguador Tris 4.5 mM/Hepes 5 mM (pH 7.4) vy pendidas en 25 voli (p/v) dcl
mismo amorti, . Los experi se hici a peratura bi (25 °C), en condiciones

de itibrio  (ti

po de G

2 horas) empleando Gli-H® como radioligando, con una
concentracion de 50 a 100 ug de proteina en un volumen final de 500 6 175 jul segan se indique. La
uniodn inespecifica se definié con Gli, ACPC o D-serina ImM con resultados similares, en P1 dicha

unién fué¢ del 40 % y en P2 fué del 80 % de la union total, independi
usado.

del

A. Exper de inhibicé

En estudios previos, s¢ ha demostrado que el sitio de Gli en el receptor de NMDA es de alta

afinidad (K, entre 100 y 200 nM; Johnson y Ascher, 1987; Kemp y Leeson, 1993), por lo que la

cc acion de radioli

empleada es fundamental para observar una unién especifica que
- 34




pueda ser caracterizada y que comresponda al intervalo de afinidad del receptor de interés. Los

de inhibicion se hici pieando una i6n cc de Gli-H20nM y

experi
11 final de homogenado P1 6 P2

del inhibid pectivo en un

una o varias
de 500 ul. La reaccion s¢ detuvo por filtracion. El perfil farmacologico se establecié con los
siguientes compuecstos: Gli (10 puM), D-serina (10 uM), ACPC (10 uM), B-alanina (10 uM y
1mM), estricnina (100 uM), 7-CI-K (10 uM), ACEA-1021 (10 uM), dcido L-glutamico (100 uM),
NMDA (100 uM), MK-801 (100 uM), y DNQX (100 uM). La potencia de inhibicién de la unién

de Gli-H® por varios ligandos glicinérgicos fué determinada usando distintas concentraciones de

dichos compuestos:

Gli: S0 nM, 100 nM, 1 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM, 500 uM, | mM en P1 y | uM, 10 uM, 50
HM, 100 uM, 500 uM, 1 mM en P2,

D-serina: 1 pM, 10 uM, 50 uM, 100 pM, SO UM Y I mM en Pl y P2,

ACPC: 50 nM, 100 nM, 1 uM, 10 pM, 50 uM, 100 uM, SO0 uM, 1 mM y I uM, 10 uM, 50 uM,
100 uM, S00 uM, | mM en P2.

7-CI-K: 1 uM, 10 uM, 35 uM y SOuM para P1 y P2.

ACEA-1021: 100 nM, 500nM , 1 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM, 500 uM y ImM para P1 y P2,

Estricnina: 25 nM, 50 nM, 100 nM, | uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM, 500 uM, | mM
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B. Experimentos de saturacién.

de Gli-I* (25, 50. 100, 200

Para las curvas de sat ion se p on
nM en Pl, y 150, 300 nM en P2), completando segun fuera necesario, con glicina fria hasta observar
la saturacion (400, 800, 1600 nM en Pl y 1200, 2400 y 3000 en P2) en un volumen final de
homogenado P1 6 P2 de 175 ul. El tiempo de reaccion fué de dos horas a temperatura ambiente (25 °

C), la reaccion se detuvo por centrifugacion a 90 000 rpm en una acrofuga Beckman.

C.E | con resp al

ién se midié 1a unidn de Gli-H®> 20nMy 100 nM a los 7,

Para las curvas de iacién y de di
final de hc do Pi 6 P2 de 175 ul. A los 120 minutos

15,30 ., 60 y 120 minutos en un volu

se afiadio una concentracion de glicina 1 mM y se detuvo la reaccién a los 30 scgundos, 1, 7, 15, 30,
60 y 120 minutos. La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente (25 °C) ¥ se detuvo por

centrifugacién a 90 000 rpm en una acrofuga Beckman,

D. Efecto del pH.

Se midio cl efecto del pH en la unién de Gli-H® 20 nM a membranas de P! ¥ P2 en un intervalo de
d : Acetato de sodio-dcido acético 140 mM (pH

PH de 5 a 9. Sc usaron los sigui amortig
5); Acetato de sodio-icido acético 200 mM (pH 6); Tris 4.5 mM-Hepes 5 mM (pH 7.4). Hepes-
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KOH 50 mM (pH 8); Tris-HCI 50 (pH 9). La reaccién se llevo a cabo a temperatura ambicnte (25 ¢
C) y se detuvo por centrifugacion a 90 000 rpm ¢n una aerofuga Beckman.

Todos los lados, con i6n de los corresp al efecto det pH sobre la unién

de Gli-H® que se expresan en DPM, se expresan en pmol/mg de proteina. La cantidad de proteina fué

determinada por el do descrito por Lowry y colaboradores (1951).

3. Estadistica.

Las cor di a las curvas de inhibici ién y con r » al ti se

fcularon por un ttodo de ion no lineal con el programa Prism 2.0 (Graphpad Softwarc,

Inc.). aplicando la prueba t de student (p < 0.05).

4. Reactivos.

Todos los reactivos para preparar los amortiguadores, el medio Krebs, asi como 1a Gli y la D-serina.

fueron obtenidos de Sigma. Los agonistas ACPC, y NMDA, y los antagonistas 7CI-K, D-LAP4, D-

LAPS, MK-801 y DNQX fueron ob idos de Tocris Cook (Bristol, Ingl.), el compuetso ACEA-
1021 fué donado por ACEA Pharmaceuticals, Inc. La Gli-H® (actividad especifica de 48.8 y St.1

Ci/mmol) fué de Dupont. Para los experi de inhibicion se teé un multifiltro Millipore, y

filtros Whatman GF/B de microfibra de vidrio.
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V. Resultados.

1. Andlisis farmacolégico de Ia unién de glicina-H> a membranas sinaptosomales de la retina.

Se midié la unién de Gli-H® (20 nM) en presencia de varios compuestos relacionados con
receptores glicinérgicos, a concentraciones saturantes (>1 uM) para el sitio de Gli en el receptor
de NMDA (Kemp and Lesson, 1993). Los unicos compuestos que inhibieron de manera
significativa la unién de glicina-H® fueron la Gli, la D-serina, y el ACPC, agonistas y agonista
parcial, respectivamente, del sitio de Gli en el receptor de NMDA en el SNC (ver Grafica [).

Con el objetivo de discernir entre la interaccion del radioligando con receptores de NMDA y

aquellos trgicos px dpticos de tipo inhibidor, se hicieron curvas de inhibicion de la

unién especifica de Gli-H® utilizando el antagonista de los receptores de tipo inhibidor
estricnina, y los agm}istas Gli, D-serina y ACPC, y antagonistas 7-Cl-K y ACEA-1021 dcl sitio
de Gli en el receptor de NMDA. La unién especifica definida con una concentracion de Gli, D-
serina, 0 ACPC de 1 mM fué del 60 % al B8O % de la unién total. Los resultados se presentan en
la grifica 2, y como puede observarse, la potencia de inhibicion de los agonistas del sitio de Gl

en el receptor de NMDA es mayor que la potencia de inhibicion de la estricnina, la cual

a los antag

unicamente tiene efecto a concentraciones altas (mM), asi como con resp

de este sitio en el receptor de NMDA.
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Unidn total de glic

Union total de glicin}

Grafical. Efecto de diversos agonistas y

{pmo¥mg de proteina),

{pmabmg de protei

a. Fraccion P1.
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

b. Fraccion P2.
1.2
1.0
0.8

il

0.0

de los r es glicinérgicos de tipo inhibidor y

del sitio de glicina en el receptor de NMDA., A, control; B, glicina 10 uM: C, ACPC 10 uM; D, D-serina

10 uM: E, p-alanina; F, B-alanina ImM; G, cstricnina 100 pM; H, 7-CI-K 10 uM; I, ACEA-1021 10 uM.

Los T b son el

io = ES de al menos 3 experimentos ¢/u por triplicado. *P < 0.0S5, t de

student.
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Figura 2. Espccificidad de la inhibicién de glicina-H® por varios compuestos relacionados con
receptores glicinérgicos en la retina. Afinidad relativa: Gli=ACPC>D-serina>>estricnina. La
inhibicion de 7-C1-K y de ACEA-1021 no fué mayor al 20 % dec la unioén especifica. Los

resultados son el promedio = ES de 3 experimentos c/u por triplicado.
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de inhibicion (IC50) y los coeficientes de Hill (nH) a

Para determinar las cc

partir de los datos obtenidos c¢n las curvas de inhibicion, se emplearon las ecuaciones

y coefici asi

desarrolladas por Hill (1910) (ver grafica 3 y tabla 2). Las cc
determinados fueron comparados con un andlisis por computadora (Prism 2.0) en el que se
empled un método de regresién no lincal con resultados similares (nH para Gli y D-serina = 1;
nH para el ACPC < 1, y nH para la estricnina > 1), indicando que la interaccion de estos

compucstos es diversa, y sugiriendo la existencia de varios tipos de receptores en estas

membranas,

2. Cinética de la unién de glicina-H® en membranas sinaptosomales de la retina.

Para determinar las constantes cinéticas (Kg) y Ja cantidad relativa de sitios de unién (Bmax) de

Gli-H? a t inap 1 de la retina de pollo, se midié la unién especifica de

de Gli-H* a membranas de P1 (25, 50, 160, 200, 400, 800, y 1600

iones cr

nM) y P2 (150, 300, 1200, 2400 y 3000 nM). LLa unién de Gli-H® es reversible y saturable (ver

grifica 4). Los resultados fueron analizados por regresion no lineal, y fueron congruentes con un
modclo que describe una interaccion del radioligando con un solo sitio, 1o cual concuerda con el
analisis de Scatchard (ver grifica 4). Las K y Bmax calculadas a partir de cstos experimentos
fucron: K = 195.1 £ 89.73 nM y Bmax = 2.381 + 0.3464 pmol/mg de proteina para P1,y Kg =

208 + 86.70 nM y Bmix = 12.70 + 2.25 pmol/mg de proteina para P2.
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Griifica 3. Anilisis de Hill de los resultados de las

curvas de inhibicién presentadas en la grafica



de Hill (nH) determinados por el andlisis

Tabla 2. C de inhibicién (Ic50) y coefi
de Hill a partir de los datos de la grédfica 2.
Fraccién Pl Fraccion P2
dc 50 nH_ 1i/ b 1€ 50 nH 1C€ 50 GIVIC 50*
(uM) (uM)

Glicina 1.36 0.98 1.000 11.01 1.22 1.000
ACPC 1.00 0.74 1.360 6.06 0.75 1.816
D-serina 61.96 1.04 0.022 66.23 1.18 0.166
Estricnina 398.11 3.20 0.003 251.19 2.22 0.043
* ligando.
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Grifica 4. Curvas de saturacién de la union de glicina-H> a
retina de polio. Promedio = ES de tres experimentos c/u por triplicado. Las Ky y Bmax
carrespondientes fueron calculadas por regresion no lineal con el programa Prism de Graphpad.



Un método alterno para calcular las constantes cinéticas de disociacion al equilibrio
consiste en determinar las constantes de afinidad aparente o K observada (Kobs) descrito por
Weiland y Molinoff (1981). Para tal efecto, se midié la union de Gli-H” 20 nM y 100 nM a
distintos intervalos de tiempo (2, 5, 15, 30, 60 y 120 minutos). Los resultados de dichos
cxpeﬁmenms se presentan en la grafica 5; la Kobs en cada caso corresponde a la pendiente de fa

recta que resulta de graficar el logarittiho natural (In) de la formacién de complejo receptor-
ligando con respecto al tiempo.

Las Kobs determinadas para la unién de Gli-H® 20 nM fueron de 0.01046 + 0.00146 min
"en Pl y de 0.01139 + 0.00070 min™' en P2, mientras que para Gli-H® 100 nM fueron de
0.01970 % 0.00397 min™' en P1 y 0.01556 + 0.00386 min’' en P2. Posteriormente se graficaron
dichos valores con respecto a la concentracién de radioligando de tal manera que la pendiente de
la recta que resulta corresponde a la constante de asociacion, que fué de K., = 0.00008196 +

0.0000001023 nM 'min’' en P1, y K,, = 0.00005246 *+ 0.0000003918 nM 'min”' en P2, y Ia
= 001150 +

de disociacié que es K

ordenada al origen corresponde a la ¢

0.000006021 min~' cn P1, y K., =0.01032 + 0.00002307 min"' en P2, que estan relacionadas con
la constante cinética de disociacién al equilibrio (Kg) de la siguiente manera: Kg = K.| 7 K.,

(Weciland and Molinoff, 1981).
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Grafica §. Curvas de asociacién de la union de dos concentraciones distintas de
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Las constantes de disociacion al equilibrio dcterminadas por este método fueron de
140.31 % 0.00006 nM y de 196.72 + 0.00002 nM para Pl y P2 respectivamente, de manera
concordante con los valores determinados en las curvas de saturacion (grafica 4) y con estudios

similares en el SNC de la rata (Baron et al., 1991; O°Shea et al., 1991; Widdowson et al., 1995).

La unién de Gli-H® a estas membranas es reversible, en la grafica 6 se puede observar que
al agregar una concentracion elevada de Gli (1mM) en condiciones de equilibrio, 1a disociacién det

radioligando puede ser descrita por una curva ial con di negativa.

3. Efecto del pH en la unién de glkln.-ll’ en membranas sinaptosomales de la retina.

El receptor de NMDA puede ser sujeto de modulacion por el pH (Mc Bain and Mayer, 1994); en

la grafica 7 se pr losr dos de la dicion de la unién especifica de Gli-*H (20 nM) a

p de la retina de pollo resuspendidas en distintos amortiguadores, cn

un intervalo de pH entre 5 y 9. Como puede observarse, la unién especifica es maxima a un pH

de 7.4, y disminuye a pH menores y mayores de 7.4.

4. Efecto de que inter i3 con el P de NMDA sobre 1a unién de glicina-11° a

P de I retina.

anas
Con base cn estudios clectrofisiologicos y con radioligandos, se ha propuesto que la union de

diversos agonistas y antagonistas del L-glu incrementa o disminuye la unién de agonistas y

47



antagonistas de la Gli en el receptor de NMDA (Kemp and Lesson, 1993). En la Grafica 8 se puede

obsernvar que la union especitica de Gli-H® (20 nM) en presencia de 100 pM de varios agonistas y
e p

antagonistas dei L-glu en el receptor de NMDA no se modifica de manera significativa con respecto

al control.
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Grifica 6. Curvas de ion (linea ) y de disociaciéon (discontinua) de la unién de
glicina-H’ 20 nM a branas sinap \! de la retina. Resultados de un experimento

representativo por triplicado.
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representan el promedio + ES de tres experimentos ¢/u por triplicado.
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V. Discusién.

En este trabajo se ha demostrado que la unién de Gli-H?® a branas sinap les de la

retina de pollo cs reversible, saturable, y que presenta una farmacologia y constantes cindticas

que se correlacionan con las descritas para el sitio de Gli del receptor de NMDA en ¢l SNC de Ia

rata.

1. Farmacologia.

La Gli-H® es un radioligando que ha sido empleado en otras descripciones farmacoldgicas y
cinéticas del sitio de Gli en el receptor de NMDA, y que ha sido poco efectivo para el estudio de
los receptores postsinapticos de tipo inhibidor (Marvizon y col., 1986). El ACPC, un compuesto
que permite discernir entre e! sitio de unidén para Gli en los receptores de tipo inhibidor
postsinapticos y el sitio de union para Gli en los receptores de NMDA, con el que interactua
preferentemente (Marvizén y col.,, 1989; Pullan y Powell, 1992), presenta una potencia de
inhibicion de la unién especifica de Gli-H> a membranas de P1 y de P2 que es muy parecida a la
de la Gli (ver grificas 1, 2 y tabla 2). La D-serina, que es un agonista en el sitio de Gli de los
receptores de NMDA (Bristow y col., 1986; Marvizén y Skolnick, 1988) inhibe 1a union de Gli-
H’ en estas preparaciones con una afinidad diez veces menor con respecto al ACPC, lo cual
concuerda cualitativamente con estudios similares del sitio de Gli en ¢l receptor de NMDA en
membranas sinaptosomales de la corteza cerebral de la rata  (Snell » col, 1988: Ransom y
Deschenes, 1988; Kessler y col., 1989; Pullan y Powell, 1992). El cociente IC50 Gli/IC50 agonista
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ilustra el hecho de que la afinidad de ambos compuestos (ACPC y D-serina) es mayor en la

fraccién P2 con respecto a la fraccién P1. El antagonista de los receptores postsinapticos de tipo
inhibidor, estricnina, solo inhibe la unién de Gli-H® a estas membranas de la rctina a altas
concentraciones, con una afinidad cien veces menor (1¢50 > 100 ¢tM) a la observada para la Gli
y el ACPC, y diez veces menor que la de la D-serina (ver grifica 2 y tabla 2). El cociente IC50
Gli/IC50 estricnina demuestra que este compuesto inhibe con baja afinidad 1a unioén de Gli-H?,
con mayor selectividad en la fraccion P2. Por otra parte, los antagonistas 7-CI-K y ACEA- 1021,
dos compuestos con alta afinidad en cl sitio de Gli de receptores de NMDA neuronales y
recombinantes (Kessler y col., 1989; Baron y col., 1991; O°'Shea y col., 199]; Pullan y Powell,
1992; Woodward y col., 1995), no inhiben la unién especifica de Gli-H®> en membranas
sinaptosomales de la retina a concentraciones de hasta 50 uM (7-CI-K) o 500 uM (ACEA-1021),
Io cual indica que 1a unién especifica de Gli-H® a estas membranas sc leva a cabo a través de

sitios que presentan diferencias importantes con respecto a los descritos en el SNC. Por otra

determinadas para los compuestos Gli y ACPC son distintas

parte, las de inhibicié
en membranas de ambas capas plexiformes de la retina, siendo de mayor afinidad en P2. Las

inhibicién no son ides, lo que revela un solo sitio de unién. Este resultado no

curvas de
concuerda con ¢l hecho de que en la retina se han descrito sitios de unién para glicina distintos

dc los que forman parte del receptor de NMDA (Pérez-Le6n y Saiceda, 1995). Las diferencias,

sin embargo, podrian deberse a variantes en la metodologia empleada en cada caso.

Para evaluar la interaccion de Ila Gli-H®> en estas membranas, se calcularon los

coeficientes de Hill (nH) para cada una de las curvas de inhibicion que se presentan en la grafica
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i

2 (ver grifica 3 y tabla 1), Los coeficientes de Hill determinados para los compuestos Gli y D-
serina no son distintos de uno (nH=1), lo cual indica que se requiere de una molécula de Gli 0 en
su caso, de D-scrina para inhibir la union de una moiécula de Gli-H? a estas membranas, y por lo
tanto, que dc existir mas de un sitio de unién (tipo o subtipo de receptor) para Gili-H® en estas
membranas, su afinidad por estos compuestos es muy parecida. Con respecto a las curvas de
inhibicitn con estricnina, los cocficientes de Hill fueron mayores de uno (nH > 1), lo cual ha sido
interpretado como que se requiere mas de una molécula de estricnina para inhibir la unién de una
molécula de Gli-H® a estas membranas, y que no excluye la existencia de uno o varios sitios de
unién para Gli-H® con baja afinidad por la estricnina. Cabe mencionar que existen estudios en los
que se han observado coeficientes de Hill mayores de 1 cuando se inhibe la unién de estricnina-H>
a membranas de la médula espinal de la rata (I.Vlarvizén y col., 1986). Se ha demostrado que esto se
debe a diferencias en los sitios de union de los agonistas y antagonistas, ya que los residuos de
aminoacidos relacionados con la unidén de la Gli al sitio del agonista en los receptores inhibidores,
son diferentes pero complementarios, a los que interactian con el antagonista estricnina por lo que
este compucsto se une con alta afinidad al sitio del antagonista y con baja afinidad al sitio de Gli
(Marvizén y col.. 1986; Galvez-Ruano y col., 1995). Por otra parte, Marvizén y colaboradores
(1986) han demostrado que la composicion iénica del medio de ensayo cn preparaciones
similares de la médula espinal de la rata, modifica la interaccion de la Gli y de otros agentes
farmacoldgicos con los receptores de tipo inhibidor postsinaptico siendo ésta mayor conforme la
fuerza iénica sc incrementa. Asi pues, los resultados del presente trabajo no excluyen la

presencia de receptores de tipo inhibidor, que en estas condiciones experimentales (radioligando

Yy bi idnico) pr baja afinidad por la estricnina.
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Con respecto al andlisis de las curvas de inhibicion con ACPC, el coeficiente de Hill ticne

un valor menor a uno (nH < 1), lo que podria deberse a una interaccion con una relacién de uno a

uno para i; a una la de Gli-H® de varios sitios que podrian corresponder a subtipos

de un mismo receptor con afinidad muy parecida. La selectividad del ACPC y la interpretacion

de los coeficientes de Hill calculados con base en Jas curvas de inhibicion para los compuestos
es distintas con baja afinidad por la

idad 1

de

usados, sugicren la exi:
estricnina, que cotresponden a los sitios de union para Gli en el receptor de NMDA, y muy

»s de tipo inhibidor, ya que existe evidencia de que

probablemente a los receptores postsi
varias interneuronas y neuronas de segundo y tercer orden en la retina expresan estos receptores

(Griinert y Wissle, 1993; Brandstiitter y col., 1994).

2. Cinética de la unién de glicina-H>.

Ademas de la especificidad farmacolégica, la union de Gli-H’ a estas membranas es saturable y

ilar a la determinada en b del SNC (100

la de di. i6n al equilibrio es

a 200 nM); (ver grafica 4; Baron y col., 1991; O'Shea y col., 1991; Widdowson y col., 1995). El

andlisis de regresion no lineal de las curvas de saturacién presentadas en la grifica 4 indica que la
branas es 1a que corresponde a

ecuacién que mejor describe la interaccion de la Gli-H® a estas
ibilidad de la exi de varios sitios con afinidad similar.

un solo sitio, sin descartar la pc
Esta segunda posibilidad parece ser la mas indicada ya que las curvas de unién de Gli-H* con

di indi do Ila pr de varios sitios

respecto al tiempo (grafica S) pr varias p
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de unién a estas membranas, o posiblemcente de distintos estados conformacionales de un mismo

de di iacién diferentes (Weiland y MolinotT, 1981).

receptor, con ¢¢

Para examinar la posibilidad de que dichas curvas correspondieran a distintos estados de
activacién de un mismo receptor (cooperatividad positiva), se midié de manera directa la
disociacién de Gli-H® de estas membranas. Como se puede observar en la grafica 6, la
disociacién de la unién de Gli-H® observada cuando se aflade una concentracion elevada (ImM) de
Gli en condiciones de equilibrio (linea punteada) es parcial y puede ser descrita por una curva
exponencial con pendiente negativa, apoyando la interpretacion de que la curva de asociacion (linea
continua) representa la union de Gli-H® a mas de un sitio con afinidades muy parccidas en estas
membranas, y explica por que el andlisis de Scatchard de las curvas de saturacion no revela mas que
un sitio de unién. Con base en lo anterior, también se puede explicar el por qué la Ky
determinada a partir de las Kobs es similar a la calculada en los experimentos de saturacion, ya
que si la Gli-H? sc une de mancra especifica a sitios distintos con afinidades que en ¢l equilibrio
son muy pareccidas, las respectivas Kobs seran muy parecidas. Por lo tanto, estos resultados
indican la posibilidad de que existan sitios de unién distintos en estas membranas con un perfil

farmacolégico que se correlaciona con el sitio de Gli en el receptor de NMDA.

Las constantes cinéticas de asociacion y de di iacién determinadas en Jos experi

de unién de Gli-H? con respecto al ticmpo son distintas de los valores obtenidos para los receptores
postsinipticos de tipo inhibidor en la médula espinal empleando ¢l mismo radioligando, en los que

la K., =0.36 nM"' min™' ylaK, = 1.38 min’' (Young and Snyder, 1973), que en comparacion con
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as constantes determinadas en este estudio, son muy grandes (K., = 8.196x10° nM ' min 'en Pl y

5.246x10°° nM™' min "' en P2: K, = 1.150x107 min " en P1 y 1.032x10? min " en P2).

3. Madificacién de la union de glici H’en b

] de la retina.

En la grafica 7 se puede observar que 1a union especifica de Gli-H? varia dependiendo del pH, como
deenlai i6on de

'

es con sus receptores. En ¢l caso del receptor de

NMDA se ha demostrado que 1a 16n del pH, g

una disminucion en la frecuencia de
apertura del canal a través de un sitio especifico, distinto al de la Gli, y cuya presencia depende de la

edicion alternativa del mRNA de la subunidad NR1 (Traynelis y Cull-Candy, 1990; Traynelis y
Heinemann, 1995; Kashiwagi y col., 1996). La variacion de la union especifica de Gili-H? observada
en el intervalo de pH de 5 a 7.4, concuerda con estudios funcionales que demuestran que la afinidad
de 1a glicina en ¢l receptor de NMDA disminuye paralelamente a la frecuencia de apertura del canal
‘conforme ¢l pti disminuye (Traynelis y Cull-Candy, 1990; Tang y col., 1989). Por otra parte, la

disminucion tan notable de la unién especifica a pH menores dec 6, cosrobora la importancia de

residuos de aminoacidos que como el 4cido aspartico (pK = 4.4) par

ipan en la for del sitio
de unidén para Gli en el receptor de NMDA (Kuryatov y col., 1994; Williams y col.. 1996); de

manera similar, la disminucion de dicha union a pH > 7.4 indica que otros residuos (cisteinas, pK =

8.5; lisinas, y tirosinas pK = 10) podrian ser importantes en la cstabilidad de dicho sitio.

Los resultados de los experimentos de union de Gli-H? en presencia de agonistas y

antagonistas del sitio del L-glu en ¢l receptor de NMDA en membranas de las capas plexiformes de
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1a retina demuestran que no se modifica significativamente (ver grafica 8), lo cual apoya la idea de
que los receptores de NMDA en Ia retina son diferentes de los que se expresan en el SNC. Por otra

parte, s¢ ha demostrado una interaccion positiva entre el sitio de Gli y el sitio de unién para los

anestésicos disociativos que actian como bloqueadores de canal abierto en el receptor de NMDA,
de jiones saturantes de L-glu. potencia

La union de la Gli a su sitio. en pr
considerablemente la unién de MK-801-H® y de TCP-H® en membranas sinaptosomales de la

corteza cerebral de la rata (Kessler y col., 1989; Ransom y Stec, 1988), pero la hace de mancra muy
modesta en membranas sinaptosomales de la retina de embriones de pollos de 8 dias de edad (Boje y
col., 1992); dicho efecto no es reciproco cuando se mide la unién de Gli-H? en presencia de 100 nM
dec MK-801 (ver grdfica 8). Ouo compuesto relacionado con los recceptores ionotrdpicos
glutamatérgicos, la DNQX, antagonista competitivo de los receptores de AMPA, que interactia con
el sitio de Gli en el receptor de NMDA con una afinidad diez veces menor que la de la Gli (Pullan y
Powell. 1992), no inhibe la unién especifica de Gli-H® a estas membranas, lo cual se corrclaciona
con la baja afinidad dc los antagonistas dc este sitio en la retina, ya que al igual que ¢l compucsto

ACEA-1021 (una quinoxalina) presenta una estructura basada en dos anillos aromaticos.

de Ia unidén de Gli-H® a membranas sinaptosomales de las

Resp al pertil far
ias que p particularmente al efecto de los

capas plexiformes de la retina, y las
antagonistas derivados del kinurenato y de las quinoxalinas, se deben considerar varios aspectos.

alteracion estr ! del receptor causada por ¢l tratamicnto de

La posibilidad de que al
do la i i6n de i, dos como los antagonistas del sitio de Gli en cl

haya
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receptor de NMDA es poco probable. Dicho efecto se correlaciona con la estructura de los ligandos,
ya que tanto el 7-CI-K como la quinoxalina ACEA-1021 tienen una estructura basada en anillos
aromiticos, muy diferente de la estructura de los agonistas Gli, D-serina y ACPC, que son moléculas
polares. Por otra parte, las constantes cindlicas determinadas en este trabajo coinciden con otros

estudios, lo cual indica que a pesar de que este sitio en la retina presenta diferencias farmacoldgicas

con los sitios descritos en el SNC, su afinidad por la Gli ¢s muy parecida.

La informacion discutida hasta este momento es importante desde varios puntos de vista. El
cpitelio pigmentado ticne ¢l mismo origen embriolégico que Ia retina neural (Mund y Rodriguez,
1979) por lo que seria coherente pensar Que todas las células de la retina expresan receptores de
NMDA con caracteristicas muy parecidas, rclacionadas con el estado de desarrollo y con el
contexto fisioldgico. Las mismas observaciones descritas por Lopez-Colomé y Fragoso (1995) sc

corrclacionan con procesos anilogos a los que ocurren en el SNC, pucs existe evidencia de que los

6n por Gli con respecto a la edad

receptores de NMDA son a la po

(Kleckner y col., 1991) posiblemente a causa de un cambio en la composicién heteromérica de los

difer ias en la composicién heteromérica y/o en

mismos (Sheng y col., 1994). En cc
de NMDA en la retina, deben tener

Aad,

1 de las subuni delr P

la edicion alternativa de

alguna relacién con la modulacién de la actividad del mismo.

La c:{prcsién de la subunidad NR2C se ha correlacionado con una farmacologia
caracteristica, en la que la que el receptor de NMDA presenta una baja afinidad por los antagonistas

del sitio para la Gli (Widdowson y col., 1995), y por los anestésicos disociativos como el MK-801 y
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el TCP (Monyer y col.,, 1992). El bloqueo por Mg®* en receptores NR1-NR2C expresados en
es NRI-NR2A (Monyer y col.,

sistemas heterologos es muy débil en ion con los r
1992). En cl ccrebelo y en ciertas ncuronas del hipocampo restringidas a la capa granular, se ha
correlacionado la presencia de altos niveles de expresién de la subunidad NR2C con las

icas farmacologi delosr es de NMDA en estos tejidos (Buller y col., 1994). Se

sabe que las células granulares del cerebelo expresan dos tipos de receptores, uno de alta afinidad

por ¢l CPP-H, y otro con baja afinidad por los i , ¥ particularmente por los antagonistas del
L-giu. Las subunidades que mas s¢ expresan en esta estructura del sistema nervioso son la NR1, la
NR2A y la NR2C; estudios de expresion en sistemas heterologos indican que los heteromeros que

las sut idades NR1a/NR2A presentan una afinidad por el CPP 100 veces mayor que

aquellos que expresan las subunidades NR1a/NR2C lo cual podria explicar la existencia dc dos
subtipos de receptores con las caracteristicas descritas en esta estructura (Sekiguchi y col., 1990;
Laurie y Secburg, 1994). Se ha descrito que los receptores cerebelares presentan una baja afinidad

por los ancstésicos disociativos como el MK-801, y que ademis podrian ser inscnsibles a la

por el ¢c i: Gli, se piensa que la contaminacién por Gli es un tactor muy

impornante a considerar antes de interpretar Iquier r do (Seki hi y col., 1990), sin

bunidad NR2C rcal modifica algunas propicdades

embargo, parcce que la expresién de la
bioquimicas de los receptores de NMDA en comparacion con los receptores caracterizados en la

corteza cerebral de la rata y con aquellos que presentan la subunidad NR2A pero no la NR2C.

En la retina de la rata s¢ ha descrito la expresion de los mRNA que codifican para las
subunidades NR1, NR2A, NR2B y NR2C (Waflford y col., 1993), con una distribucion gue indica la
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presencia de receplores heteroméricos en la rotina interna, y muy posiblemente, de receptores
homomeéricos en la retina externa. La cantidad y la distribucién de los mRNA en cualquicr tgjido no
corresponde necesariamente a la ubicacion de las proteinas funcionales, por lo que se debe tener
cuidado al interpretar los resultados de dichos experimentos. Sin embargo, los resultados del
presente trabajo demuestran que existen sitios de unién para Gli insensibles a estricnina en ambas
capas plexiformes de la retina, y que presentan una farmacologia similar a la descrita para los sitios
que forman parte del receptor de NMDA en el SNC. La posibilidad de que existan varios de estos
sitios no demuestra que existan diferentes ensambles del receptor de NMDA en la retina, pero puede
convertirse cn una hipotesis que sca somctida a experimentacion. De ser asi, s muy probable que las
caracteristicas farmacolégicas de la unién de Gli-H? descritas en este estudio correspondan al sitio
de union en el receptor de NMDA, y con base en la evidencia considerada ¢n osta discusion, que la
composicion heteroménca de dichos receptores corresponda a una coexpresion de subunidades NR)

en uno o varios subtipos de receptor junto con la subunidad NR2C.

Se sabe que tanto el sitio de unidén para el coagonista (Gli) como el correspondiente para el

t idad NR1 (Moriyoshi y col., 1991). Experimentos

agonista (L-glu 6 NMDA) se 1 1i enla

en sistemas de expresion heterdlogos indican que la expresion de receptores homoméricos de cada
una de las variantes postranscripcionales de la subunidad NR1 no difiercn en su afinidad por la Gli
(Sugihara y col., 1992); dec manera similar. la unién de acido 5, 7 dicloro-kinurénico-H? presenta la
misma afinidad por receptorcs formados por cada una de dichas variantes (Ancgawa y col., 1994;
Grimwood y col,, 1995). A diferencia de los receptores nativos del cercbelo, cuando [a subunidad

NR1 se coexpresa con alguna de las cuatro subunidades NR2 en sisternas heterélogos, la afinidad de
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1a Gli por estos receptores se modifica, siendo mayor en aquelios receptores con la composicion

Ia ec

NRI1-NR2C (Wafford y col., 1993), sin embargo la afinidad por ¢f acido 5. 7-dicloro-kinurénico-H?
de

no cambia (Anegawa y col., 1994; Laurie y Seeburg, 1994). Inter
iderabl

inhibicidn de la unicén del deido 5, 7-dicloro-kinurénico-H? por la Gli es
banidades NRI-NR2C en

(de alta afinidad) en aquelios receptores cc s por las
ion de subunidades (Laurie y

g, 1994).

fquier otra

En el presente estudio, el perfil farmacoldgico del sitio de glicina en el receptor de NMDA
por lo que una hipétesis plausible para explicar las

es de baja idad por los i
diferencias obscrvadas en Ia inhibicién de la unidn de Gli-H® por estos ;e osa b de
lios en el SNC, es que tanto la modificacion pc ipcional de

la retina en o ion con
subunidades NR1, en la que se encuentra tanto el sitio de Gli como el del L-glu, como su asociacion

NR2, determinan dicho perfi] farmacoldgico.

burnidad:

ial con las

6!

;
;
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VI. Conclusiones.

1.- Los resultados de cste trabajo an la pr ia de sitios de union para Gli-H® en

anas sinaptc de la retina. Estos sitios presentan una farmacologia y constantes

cinéticas similares a las descritas para ¢l sitio de Gli en el receptor de NMDA ¢n el SNC.

2.- La union especifica de Gli-H® a estas membranas cs reversible y saturable; y se concentra en la
capa plexiforme intema (Bmax = 2.381 £ 0.3464 pmol/mg de proteina en Pl y Bmax = [2.70 =+
225 en PZ).-Las de disociacion al equilibrio (kg ), calculadas a partir de las curvas de
saturacion (195.1 £ 89.73 nM para Pl,y Ky = 208.0 = 86.70 nM para P2) concucrdan con las
constantes determinadas en condiciones en que no se ha alcanzado el equilibrio (kg de 140.31235
0.000061 y 196.72 + 0.00002307 nM para P1 y P2 respectivamente).

3.- La potencia de varios agonistas y antagonistas de los receptores de Gli para inhibir Ja union
especifica de Gli-H? a estas membranas es la siguiente: Gli = ACPC > D-serina >> estricnina >>>
7-Cl-K y ACEA-1021. Dicha unién se modifica por e! pH pero no por otros ligandos de otros sitios
en el receptor de NMDA.

4.- Las constantes de disociacion al equilibrio, las de ion, los coefici de Hill

y los resultados de las cinéticas de iacion y di de 1a Gli-H® en estas membranas,

sugicren la existencia de diversos sitios de union, entre los que se incluyen los receptores de
glicina postsinapticos de tipo inhibidor, ¥y muy probablemente diversos subtipos de receptores
de NMDA que podrian corresponder a receptores heteroméricos con estequiometrias distintas,

pero atinidad similar,

5.- Estos resuliados indican que las diferencias obsecrvadas principalmente en ¢l patron
farmacologico de estos sitios con respecto al SNC. podrian servir como base para estudiar la

participacion de la glicina en la neurotransmisidn excitadora en la retina.




Tabla resumen.

Fraccion P1 Fr P2
K., 0.011'S0 min™' 0.01032 min™'
K. 0.00008196 nM™' min™ 0.00005246 nM™' min™'
Ka 140.31 nM 196.72 nM
Bmix 2.38 pmol/mg de protecina 12.70 pmol/mg de proteina
Ics0 nH 1C 50 nH
(M) nM)
Glicina 1.36 1 11.01 ]
ACPC 1.00 <1 6.06 <l
D-serina 61.96 1 66.23 1
Estricnina 398.11 >1 251.19 >1
7-cloro kinurenato >50.00 —_ >50.00 -~
ACEA-1021 >500.00 — >500.00 —
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