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RESUMEN

La retina de los vertebrados, por sus caracteristicas anatémicas y funcionales, se ha
considerado como un buen modelo para estudiar los procesos andlogos que se presentan en
el sistema nervioso central (Adler y Farber, 1986). Por otra parte el interés en el estudio de las
PA se debe, ademds de su participacién en procesos de ¢recimiento, diferenciacién celular,
reparacién del tejido nervioso y procesos neurodegenerativos, a su probable papel como
sustancias neuromoduladoras o neurotransmisoras (Carter, 1994). La liberacién de PA ha sido
reportada en algunas dreas del cerebro, especificamente en el estriado de rata {Harman y
Shaw, 1981Fage et al,, 1992; Fage et al., 1993; Nicolas et al., 1994), asi como la presencia de dos
sistemas de transporte de alta afinidad en la corteza cerebral de rata (Harman y Shaw, 1981).
Asimismo, experimentos de biologia molecular, electrofisiologia y bioquimica indican que la
spm y la spd modulan la actividad neuroexcitadora del glutamato, a través de su interaccién
con receptores de tipo NMDA (Mayer et al, 1992; Rock y Macdonald, 1995; Carter, 1994). A
diferencia de los anterior en el presente trabajo se demostré que la liberacion de spm-[3H] de
la retina no depende de la activacién del receptor de NMDA. La spm-[3H] se libera por
despolatizacién con alto potasio, tanto de la retina completa como de los dos tipos celulares
que la componen (células de Miiller y neuronas “en cultivo”), en forma independiente de
sodio. Por otra parte, en la retina completa y en cultivo de neuranas, la liberacién por
despolarizacién es independiente de calcio, mientras que en las células de Miiller en cultive,
parece estar regulada por el calcio intracelular, el cual inhibe 1a liberacién, posiblemente por
su accién sobre protefnas intercambiadoras, o a través de un mecanismo de segundos
mensajeros. La liberacidn provecada por ouabaina, también es dependiente de calcio, debido
a que el efecto que produce se revierte por la presencia de los quelantes de calcio (EGTA y
BAPTA AM), lo que sugiere que este catién podria ejercer una modulacién negativa en cl
proceso, a través de alguna via de segundos mensajeros. Con base en los resultados, se
propone que el mecanismeo de liberacion de spm en los sistemas explorados, es a través de la
actividad inversa del transportador de las PA, actividad reportada para otros transmisores
(Raiteri et al., 1979; Westerink et al., 1989; Nicholls y Attwell,, 1990; Szatkowski et al., 1990; Attwell
D. et al, 1993; Paulo et al., 1996). Estos resultados apoyan los trabajos en retina, en los que se
r'eporta diferencias farmacolGgicas en el receptor de NMDA {Lombardi et al., 1994; Rodriguez-
Contreras; 1998; Lopez-Colomé y Somohano, 1992; Boje et al., 1992), con respecto a lo descrito en

otras dreas del SN (Collingridge y Singer, 1990; Johnson y Ascher, 1987; Ransom y Stec, 1988;
Young y Fage, 1990; Ascher y Nowak, 1987).
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I INTRODUCCION

1. LARETINA DE LOS VERTEBRADOS

La retina de los vertebrados, por sus caracteristicas anatémicas y funcionales, se
ha considerado como un buen modelo para estudiar los procesos andlogos que se
presentan en el sistema nervioso central (SNC). Anatémicamente se ubica en la parte

posterior del ojo, en contacto con e! epitelio pigmentado de la retina (EPRY) (figura 1).

Epidermis del ojo

Epitelio
pigmentado
de la retina
conjuntiva
Comea

Camara
antsrior

Iris

Figura 1, Corte sagital del cfo de ks vértebrados superioras, El recuadro muestra
la organizacién de las diferentes capas de la relina, la cual s muestra en la
figura 2 {Adler y Farber, 1866).

En ella se distinguen por su posicion, formas, propiedades bioquimicas y
funciones, 6 tipos de células neuronales: los fotorreceptores (conos y bastones), las
células bipofares, ganglionares, horizontales, amacrinas e interplexiformes (Adler y
Farber, 1986), ademds de dos tipos de células gliales, las células de Miller y los
astrocitos. Las células de Miiller son una forma especializada de los astrocitos tipo 1, vy
constituyen el elemento glial mas abundante en la retina de los vertebrados (Bussow,
1980).



1.1 MORFOLOGIA

La retina es una estructura estratificada bien definida, formada por 3 capas
celulares, la capa nuclear externa donde se encuentran los somas de los fotorreceptores,
la capa huclear interna compuesta por los cuerpes celulares de las interneurcnas como
son las células horizontales, bipolares y amacrinas y la tercera capa, formada por las

células ganglionares cuyos axones forman el nervio éptico.

BORDE COROIDAL

Epitelic pigmentado de
la retina {EPR)

Capas de la retina

Segmento externo de
los foterreceptoras

Fotorreceptores

Capa nuclear
externa

Capa plexiforme externa

Capa nuclear
interna

Capa plexiforme Interna

Capa de las células
gangllonares

e Nervio oplico

Borde del vitreo

Figura 2, Retina de los vertebrados. Dlagrama en el que se representa las
diferentes capas que la constituyen asi como sus refaciones sindplicas.
Los principales tipos celulares son: R, bastones; C, conos; H, células
horizontales; B, célufas bipolares; A, células amacrinas; I, células
interplexiformes; G, células ganglionares; M, células de Miiller (Adler y
Farber, 1986).



Entre estas 3 capas existen 2 capas plexiformes, en las que hacen sinapsis los
diferentes tipos neuronales: 1) la capa plexiforme externa en la que las terminales de los
fotorreceptores forman sinapsis con las terminales nerviosas de las células horizontales y
bipolares, ademas de las sinapsis entre células horizontales y entre células horizontales y
bipolares, y 2) la capa plexiforme interna, formada por las uniones sindpticas de las
células bipolares con las amacrinas y ganglionares simultaneamente. Asimismo, en este
estrato, establecen sinapsis las células amacrinas entre ellas, asi como contacto con
células bipolares y ganglionares. Las células bipolares transmiten la informacién visual de
la capa plexiforme externa a la capa plexiforme interna, en la que establecen sinapsis con
las células ganglionares; los axones de las células ganglionares corren sobre la superticie
interna de la retina para converger en un punto y formar el nervio optico, sitio donde no
existen células neurosensoriales, por lo que representan un punto ciego del campo visual
(Dowling, 1970) (figura 2).

1.2 PRINCIPALES TIPOS CELULARES

1.2.1 LAS NEURONAS

Las neuronas tienen la capacidad de establecer contactos especilicos, conocidos
como sinapsis, con otras células nerviosas, ademas tienen la habilidad de conducir
impulsos eléctricos sin disminuir su intensidad. Morfolégicamente se distinguen tres
estructuras principales, el cuerpc o soma celular, que presenta extensiones citoplasmicas,
con las que forma el axon y las dendritas. Los axones generalmente son largos, y en
algunos casos se recubren de una capa de mielina, conducen los potenciales de accién
desde el soma hasta su extremo distal, el cual puede dividirse en numerosas ramas que
distribuyen las sefiales de manera simulldnea. Las dendritas son normalmente mas
gruesas, cortas y ramificadas y no poseen cubierta de mielina (Darnel, et al. 1986).
Proporcionan la mayor drea superficial para la recepcidn de sehales procedentes de otras
células. El potencial de reposo de la membrana de la mayor parte de neuronas es de
-70mV, negativo en el interior de la célula con respecto a su exterior (Kuffler y Nichols,
1977).



1.2.2 LOS FOTORRECEPTORES

Los fotorreceptores, tanto conos como bastones, lienen 2 regiones principales: el
segmento externo, que conliene los pigmentos que absorben la luz de diferentes
fongitudes de or;da, y el segmento interno, en el que se localizan los organelos
subcelulares de toda célula eucarionte, ademas de la terminat sinaptica, que se conecta
con {as células horizontales y bipolares (figura 3).

=
=P DIscos
/=
[—]
[
=== ESPACIO
SEGMENTO = CITOPLASMICO
EXTERNO =
— MEMBRANA
= PLASMATICA
[—1 SEGMENTO
= EXTERNO
”f MITOCONDRIA
SEGMENTO
SEGMENTO
INTERNO INTERNO
NUCLEO
TERMINAL } TERMINAL
SINAPTICA SINAPTICA

BASTON CONO

Figura 3. Principales tipos de fotorreceptores (conos y bastones) y sus principales
estructuras celulares (Kandel, 2000},

El segmento externo de conos y bastones contiene rodopsina que absorbe la luz
a 500nm. Los bastones son los responsables de la percepcidon de la luz-oscuridad,
mientras que los conos son las células responsables de la visidn a color; existen varios
tipos de conos, que contienen pigmentos que absorben luz de diferentes longitudes de
onda: 420nm (en el azul), 538nm (en el verde) y 575nm (en el rojo} (Nathans, 1987).



1.2.3 CELULAS GLIALES

La glia se clasifica, de acuerdo con su origen ontogenético, en microglia,
de origen mesodérmice y macroglia, de origen ectodérmico. Las células de micreglia son
pequeiias, bipolares o multipolares y se localizan en la materia gris; son mdviles y
desempefian una funcién fagocitica. La macroglia incluye a los astrocitos y los
oligodendrocitos. Morfolégicamente, los oligodendrocitos tienen pequefios cuerpos
celulares que presentan pocos procesos con pequeios alargamientos nodulares; su
ndcleo es pequefo y su cromatina estd comprimida. Estas células se encuentran en la
materia blanca y en la materia gris, y son las responsables de la formacién de la vaina de
mielina alrededor de los axones de las neuronas. Esta vaina aisla electricamente a los
axones, lo que favorece la conduccién de las sefiales eléctricas. Por otra parte los
astrocitos, son las células gliales mds abundantes, sus cuerpos celulares son irregulares
y presentan largos procesos. Algunos astrocitos presentan pies terminales que hacen
contacto con neuronas y vasos sanguineos, lo cual ha llevado a pensar que también
nutren a las neuronas. El potencial de reposo de los astrocitos esta determinado por su
alta permeabilidad al K*, por lo que capturan y amortiguan el exceso de K liberado por fa
actividad neuronal, protegiéndo asf a las neuronas de la despolarizacién que resultaria de
la acumulacion de K* en el espacio extracelular (Kandel et al., 2000). En el SNC existen
dos subpoblaciones de astrocitos: astrocitos tipo 1 y tipo 2, los cuales se han identiticado
citoquimicamente con el empleo de anticuerpos como el monoclonal contra la proteina
acida fibrilar glial (GFAP), proteina del citoesqueleto cuya distribucién esta restringida a
las células astrogliales, el anticuerpo A2B5 que es especifico para ciertos ganglidsidos,
asi como con el anticuerpo monoclonal Ran-2 que se une a antigenos localizados en fa
superficie celular. Los astrocitos tipo 1 son GFAP positivos, negativos al anticuerpo A2B5,
y positivos a Ran-2, mientras que los astrocitos tipo 2 son GFAP positivos, positivos al
anticuerpo A2BS5, y negativos al anticuerpo Ran-2. (Bignami y Dahl. , 1973). La glia radial
deriva de los astrocitos tipe 1; presenta una forma alargada con filamentos sobre los
cuales las neuronas en desarrollo migran hacia su destino final (Nicholls et al., 1992).
Durante las etapas finales de! desarrollo del sistema nerviose {SN), la glia radial sufre una
“ransformacién astrocitica”, y Unicamente se conservan 3 tipos de glia radial en el SN
adulto; las células ependimales, las células de Bergmann en el cerebelo y las células de
Mller en la retina.



En la retina de vertebrados se han identificado dos tipos de glia: Las células de
Miller y los astrocitos. Los astrocitos son células pequefias que se encuentran en la capa
interna de Ia'i'etina, cerca del disco optico, y rodeando a los capilares sanguineos, por o
que solo se encuentran en retinas vascularizadas como la de los primates, entre otros. En
el caso de las aves, cuya retina no estd vascularizada, el dnico tipo glial son las células de
Maller (Rasmussen, 1974). Las células de Milller constituyen el elemento glial mas
abundante de la retina y estan presentes en todos las especies de vertebrados (figura 4}.
Tienen forma radial y se extienden desde la capa de los fotorreceptores hasta la capa de
las células ganglionares, asumiendo muchas de las funciones presentes en astrocitos,
oligodendrocitos y células ependimales de otras partes del SNC (Newman y Reichenbach,
1996).

CPE

Figura 4. Dibujo en cdmara licida de las células de Miiller y su
ubicacién en las diferentes capas de la retina. CFN, capa de fibras
nerviosas; CCG, capa de células ganglionares; CPI, capa plexiforme
interna; CPE, capa plexiforme externa; CNE, capa nuclear externa;
SI,segmento interno del fotorreceptor. (Robinsen y Dreher, 19%0).



La tuncién de las células de Miller no se conoce con precision, pero se ha
demostrado que establecen un recambic metabdlico con las neuronas, mantienen la
homeostasis idnica, y su presencia es fundamental para la estratificacién de la retina
durante el desarrollo embrionario, Numerosas prolongaciones de las células de Miiller se
extienden lateralmente al nivel de las capas plexiformes y estan en intima asociacién con
las sinapsis. Son células bipolares y su niicteo estd al nivel de la capa nuclear interna. En
ambas capas plexiformes, las prolongaciones de las células de Miiller envuelven las
sinapsis de la via vertical de la retina, por lo que se ha propuesto que pudieran modular la
actividad neuronal a este nivel (Robinson y Dreher, 1990). Las células de Miiller
presentan numerosos canales sensibles al voltaje y receptores a neurotransmisores, a
través de los cuales reconocen una variedad de sefiales neuronales, asi como cambios
en la concentracidn de Ca® extracelular. Modulan la actividad neuronal a través de la
regulacién de la concentracién extracelular de sustancias neurcactivas, incluyendo al K*,
que es bombeado por la glia de Miiller de regiones de alta concentracién (en las capas
plexiformes), hacia el humor vitrec o vasos sanguineos en retinas vascularizadas. El
glutamato (Glu) y el 4cido y-amincbutirico (GABA), se eliminan del espacio sindptico por
sistemas de transporte de alta afinidad en la célula, mientras que la concentracién de H*
se regula a través del co-transporte Na*-HCO3- y la anhidrasa carbénica de la célula. Las
dos vias de comunicacion entre las células de Mdller y tas neuronas de la retina indican
que las células de Miller desempefan un pape! activo en la funcién de la retina {(Newrnan
y Reichenbach, 1996). El potencial de membrana de estas células estd determinado por
la concentracién externa de K, y es cercano a -89mV (dependiendo de la especie), Otra
de las caracteristicas importantes de estas células es que, al igual que ofros tipos de
células gliales, poseen canales, tanto de Ca® como de K* sensibles al voltaje, los que
podrian intervenir en la regulacién de la concentracion extracelular de este Ullimo en la
retina {Newman, 1985).

2. FISIOLOGIA DE LA RETINA

El proceso visual comienza con la transduccién de una sefal luminosa en una
sefial quimica. En la membrana del segmento externo de los fotorreceptores existen
canales de sodio tonicamente activados por GMPc en la oscuridad; los iones sodio entran
al segmento externo de los fotorreceptores debido al gradiente electroguimico de sodio



generado por ja ATPasa de Na* y K en el segmento interno. La estimulacién luminosa
excita a la rodopsina, y ésta activa a la transducina (miembro de la familia de las
proteinas G), la que a su vez estimula una fosfodiesterasa que hidroliza al GMPc; al bajar
la concentracion de GMPg, los canales de sodio activados por éste se cierran, v la
membrana de los fotorreceptores se hiperpolariza, constituyendo el primer paso en el
proceso visual (Schnapf y Baylor, 1987). La via vertical de los fotorreceptores a las
células bipolares y de éstas a las células ganglionares es excitadora, y estd modulada, en
sentido latera!, por dos tipos de interneuronas inhibidoras: en la capa plexiforme externa
las células horizontales y en la capa plexiforme interna, las células amacrinas. Las células
horizontales modulan fa informacion que flega a la retina, mientras que las amacrinas lo
hacen con la que sale de la misma hacia centros superiores de integracion. (Miller y
Slaughter, 1986). Mediante técnicas electrofisioldgicas, se demostré que existen dos tipos
de células bipolares: unas que se hiperpolarizan y otras que se despolarizan en respuesta
a la estimulacidn por luz. Las células bipolares que se despolarizan estdn conectadas a
células ganglionares ON, mientras que las células bipolares que se hiperpolarizan activan
células ganglionares OFF. Las células ganglionares ON-OFF reciben informacién de
ambos tipos de células bipolares (Kuffler, 1953}, por lo tanto, a padiir de las células
bipolares, la via visual se dicotomiza en ON y OFF, ya que una poblacién de estas
células, responde al neurotransmisor con una hiperpolarizacién de la membrana (ON} y la
otra pablacién lo hace con una despolarizacién (OFF). Ambos efectos son producidos por
el mismo neurotransmisor, y la diferencia en la respuesta se debe a la presencia de
diferentes receptores a glutamato en las células postsindpticas. Estos receptores pueden
distinguirse farmacoldgicamente, ya que los de las bipolares ON responden al 2-amino-4-
fosfonobutirato (AP4) (Miller y Slaughter, 1986); existe evidencia de que actla sobre el
receptor, cerrando los canales idnicos por incremento en la velocidad de hidrdlisis de!
GMPe, via proteinas G (Nawy y Jahr, 1990). Las bipolares OFF se caracterizan por la
presencia de receptores tipo AMPA/KA (Miller y Slaughter, 1986; Massey, 1990). En las
células bipolares OFF de Ia retina de salamandra, se encontrd un inusual receptor de tipo
AMPA/KA, que es permeable al calcio (Gilbertson, 1991). Por otra parte, en ovocitos de
Xenopus se realizé la expresién de las subunidades GIuR1 y GluR3, con las gue se han
producido receptores de tipo AMPA/KA que son permeables al calcio {Holimann et al,,
1991). Existen algunos resultados que sugieren que las células bipolares ON de ta retina
de anfibio, poseen ambos receptores para amino4cidos excitadores, L-AP4 y AMPA/KA,




aunque el significado funcional del receptor AMPA/KA en estas células bipolares ON no
se ha aclarado (Maple y Werblin, 1991; Thoreson y Miller, 1991},

3. AMINOACIDOS EXCITADORES

Los aminoécidos excitadores {AAE) L-glutamato {Glu) y L-aspartato (Asp), son los
neurotransmisores exciladores mas abundantes en el SNC de los vertebrados (revision:
Michaelis, 1998). Se ha demostrado que el Glu juega un papel importante en el desarrollo
neuronal y en la plasticidad sindptica (Collingridge y Singer, 1990), en el aprendizaje y en
la memoria (Bliss y Collingridge, 1993), asi como en procesos de toxicidad y
enfermedades degenerativas del sistema nervioso (Choi, 1988). La diversidad funcional
del Glu se debe a los diferentes tipos de receptores especificos con los que interactia,
los cuales activan diferentes vias intracelulares de segundos mensajeros. Sus acciones
se realizan por medio de por lo menos 5 clases de receptores, de los cuales el de NMDA
{N-metil-D-aspartato) es el mejor caracterizado (Wroblewski y Danysz, 1989). En el SNC,
los &cidos Glu y Asp interactian con dos tipos generales de receptores distinguibles entre
si, tanto bioquimica como electrofisiclégicamente, los cuales se clasifican en ionotrépicos
y metabotrépicos (Michaelis, 1998).

3.1 CLASIFICACION DE LOS RECEPTORES A GLUTAMATO

Los AAE intervienen no sélo en la transmisidn sindptica normal de las vias
excitadoras, sino también en la modificacién de las conexicnes sindpticas durante el
desarrollo (Wroblewski y Danysz, 1989). El nombre de los receptores derivé de la
capacidad de un andlogo del 4cido aspartico, el N-metil-D-aspartato {(NMDA), de
interactuar con un solo tipo de receptor por lo cual se distinguen como los receptores de
tipo NMDA vy los de tipo no-NMDA. Con base en su mecanismo de accion, los receptores
de AAE se dividen en dos grandes grupos: los ionotrdpicos, que son proteinas
heteroméricas en las que el ligando controla la apertura de un canal idnico, y los
metabotrépicos, acoplados a efectores intracelulares y cascadas de segundos




mensajercs por medio de una proteina G, que une GTP (Gasic y Hollmann, 1992)
(Tabla 1). Los receptores ionotrdpicos comprenden tres tipos definidos por sus agonistas:
N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato (AMPA), y
Kainato (KA). La activacién de los receptores induce la apertura de canales iénicos para
el Na*, K" y Ca™; éstos presentan caracteristicas de apertura de canal, permeabilidad
idnica, conductancia y farmacologia diferentes, que los distinguen entre si. (Cotman e
Iversen, 1987).

El receptor de NMDA tiene § sitios farmacolégicamente distintos, en donde actian
diferentes compuestos que modifican su actividad {(Monaghan et al., 1989). Los sitios son
los siguientes: a) sitic de reconocimiento para el glu; b) sitio alostérico positivo para la
glicina {Gly); c} fuera del canal del receptor; un sitio modulador negativo (o de accién
inhibidora) para el Zn** {no depende de voltaje); d) sitio de unién en el canal para el Mgz‘
{dependiente de voltaje); e) sitio dentro del canal para antagonistas alostéricos
{anestésicos disociativos, MK-801) y f) sitio de regulacién al cual se unen las poliaminas
(Williams et al., 1891) (figura 5). Los receptores de NMDA son permeables al Ca® y al
Na*, por lo que su activacion produce un aumento del Ca*' intracelular. En condiciones
fisioldgicas, el canal del receptor esta bloqueado por Mgz*, en forma dependiente del
voltaje; este blogueo se elimina por despolarizacién de la membrana. La glicina actia
como un coagonista, que aumenta los efectos de los agonistas del NMDA; aumenta la
frecuencia de apertura de! canal, pero no la amplitud de la corriente, y disminuye el
periodo de desensibilizacién (Ascher y Nowak, 1987).
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Tabla 1. Clasificacién de los subtipos de receptores a glutamato encontrados en el
SNC de mamiferos (Michaelis, 1998).

Tipo de IONOTROPICOS METABOTROPICOS
receptores
i‘égtl')ﬁgrde NMDA AMPA KA QA L-AP4
Agonistas
lecti NMDA AMPA KA 1S3R-ACPD L-AP4
selectivos
Activa Activan la PLC
Principal funcion canales de
Na* K* Activa canales de Na* y K* Inhiben la AC
Ca2'+ y
Activa la AC
Moduladores Glicina, D- - Concanavalina
Antagonistas 2-AP5,
competivos  |2-AP7. | ooy Nmax, |GAMS, 3D |tenloma (HPG
CPP ) ) o ¥-b- enilglicina (3 .
CGP'39653 DNQX Glutamilglicina |4CPG, 4C3HPG,
CGS19755 MCPG)
Antagonistas de |5,7- 2,3
los sitios diCl-Kyn, Benzodiazepinas
moduladores HA-966, {GYKI 52466,
CNQX GYKI 53655)
Bloqueador de|PCP, MK- JST
canal (inhibidor) | 801, s
ketamina barbitdricos

Abreviaturas en la parte correspondiente.
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Estos receptores estan involucrados en los potenciales postsinapticos excitadores
(Gasic ¥ Hollmann, 1992). Los receptores de AMPA son selectivos para cationes
monovalentes, y se diferencian de los receptores a KA en que se desensibilizan
rapidamente, a diferencia de los de KA que lo hacen de manera mas lenta {Barnard y
Henley, 1980). A pesar del uso de KA marcado radioactivamente, es dificil diferenciar los
receptores de KA de los de AMPA, por lo que se ha sugerido que el efecto
neurofisioldgico del KA podria estar mediade por el receptor de AMPA. Existe evidencia
de que el KA marcado se une a sitios de alta y baja afinidad en membranas de cerebro de
rata, y requiere de concentraciones micromolares para inducir una respuesta excitadora;
a eslas concentraciones, el KA también interactia con el sitio de unién a AMPA-P’H]
(Young y Fagg, 1890). Los antagonistas CNQX y DNQX (quinoxalinas) que inhiben al
receptor de KA, son los inhibidores mas potentes del receptor de AMPA ( Watkins et al.,
1990).

El L-AP4 mimetiza la accién del transmisor enddgeno que se libera de los
fotorreceptores a las células bipolares ON de la retina, y por tanto inhibe la
neurotransmision en la via ON. Se ha sugerido que el neurotransmisor cierra canales
i6nicos postsinapticos en estas células, sin embargo, también se ha propuesto una
localizacion presindptica de fos receptores a L-AP4 (Young y Fagg, 1990).

Los receptores metabotrépicos estan acoplados a una proteina G (que une GTP) y
activan cascadas de segundos mensajeros: estimulan la hidrélisis de fosfatidil inositol
bifosfate (PIP2) a inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), o modifican la
concentracién de AMPc mediante la activacion o inhibicién de la adenilato ciclasa, enzima
responsable de su sintesis (Schoepp y Conn, 1993). Estos receptores integran una familia
con una secuencia de aminocacidos muy similar: todos poseen siete segmentos
transmembranales, el extremo NH,-terminal es extracelular y la regién COOH-terminal es
intracelular, ambas, regiones ricas en residuos de amincdacidos hidrofilicos. Pueden
identificarse por medio del uso de agonistas y antagonistas selectivos. De acuerdo con su
homelogia de secuencia y el sistema de segundos mensajercs al cual se acoplan, se han
formado tres grupos (Schoepp y Conn, 1993).



) mGluR1a, mGIUR1B y mGluR5. Al interactuar con su ligando, estimula a la
fosfolipasa C, lo que se traduce en un aumento en el recambio de
fosfoinositidos y la liberacién de Ca®* de compartimentos intracelulares. El
mGluR1c ademds, produce una elevacion del AMPc por estimular a la adenilato
ciclasa. Teniendo como principales agonistas: QA > L-Glu > 1BO > L-CCG-l >
15,3R-ACPD.

I} mGluR2 y mGIluR3. Su activacién inhibe la estimulacién de la adenilato ciclasa
producida en estos receptores por forskolina. El perlil farmacolégico de la
potencia de los agonistas es: DCG-IV > L-CCG-l > L-Glu » DHPG > (15,3R)-
ACPD > IBO > QA.

) mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuRS8. Estos receptores estdn acoplados a la
inhibicidn de la adenilato ciclasa, por lo que su aclivacion disminuye los niveles
intracelulares de AMPc. Se considera que éstos corresponden a receptores
presindpticos cuya funcién es regular la liberacién del neurotransmisor
enddgeno. El orden de potencia de los agonistas es:L-AP4 > L-Glu > L-CCG-| >
L-SOP. El mGIuR6 es mas sensible a la L-SOP que al L-Glu y su presencia se

restringe, hasta ahora, exclusivamente a la capa interna de la retina.

4. RECEPTOR DE NMDA

Se ha sugerido que el receptor de NMDA tiene una estructura tetramérica
(Christian et al., 1998); asimismo, se describe como un canal catidnico, que en
condiciones hiperpolarizantes esta bloqueado por el ion Mg®*, y su actividad se regula por
varios ligandes, entre los que se encuentra el glutamato, que es el neurotransmisor; la
glicina, que actlia como coagonista; el zinc, que ocupa un sitic modulador negative y
actia como bloqueador no competitivo en forma independiente de! voltaje, a diferencia
del Mg®; y las poliaminas, espermina y espermidina que, junto con los denominados
bloqueadores de canal (MK-801), tienen sitios de unién especificos en el receptor cuyas
caracteristicas bicquimicas varian en las diferentes regiones del SNC (Collingridge vy
Singer, 1990; Johnson y Ascher, 1987; Ransom y Stec, 1988; Young y Fagg, 1990;
Ascher y Nowak, 1987) (Figura 5).
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2+ +
Ca®/Na* K Sitio de unidn de la
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—d Sitio de unidn de!
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glutamato
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las peliaminas
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F Sitio de
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Flgura 5. Esquema del receptor de NMDA, maostrando los
sltios de Interaccidn para el glutamato, glicina, poliaminas,
H*, Zn?*, MK-801 y Mg?* (Corsi et al., 1996).

Los receptores de NMDA se distribuyen en practicamente todo el SNC, pero
especificamente en areas de la corteza cerebral, de los ganglios basales y de aquellas
relacionadas con los sistemas sensoriales. Estudios electrofisioldgicos y con
radioligandos indican que las caracteristicas bioguimicas del receptor de NMDA varian en
las diferentes regiones det SNC. Por métodos autorradiograficos han sido localizados en
areas como el telencéfalo y CA3 del hipocampo, por lo cual se ha sugerido que juega un
papel importante en la conducta, el aprendizaje y la memoria. (Cotman et al., 1987; Bliss
y Collingridge, 1993). Asi también, estudios de electrofisiologia v bioguimica han
demostrado que la activacién del canal requiere de al menos dos eventos secuenciales:
una despolarizacion que permita eliminar el blogqueo del cana! por el Mgz‘ {Nowak et al.,
1984), y la unién del 4cido glutamico (agonista principal} vy a glicina a sus respeclivos
sitios {Johnson y Ascher, 1987; Kleckner y Dingledine, 1988). La activacidn de! canal
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ocasicna que la probabilidad de apertura del mismo sea mayor y, en consecuencia, que |a
conductancia a los iones K°, Na* y en especial Ca**, se incremente {MacDermott et al.,
1086; Mayer y Westbrook, 1987; Ascher y Nowak, 1988). Se ha demostrado gque ia
entrada de calcio inicia procesos celulares que modulan el desarrollo y la actividad

nauronal, entre otros muchos procesos fisiologicos.

Por otra parie, tanto las variaciones regionales de la unién de glutamato-[aH]. de
CPP-[QH] {3-[(+)-2-carboxipiperazin-4-yl] propil-1-fosfonate), como de la modulacién de la
unién de MK-801-["H] por los diversos agonistas y antagonistas del dcido glutdmico, ha
facilitado la descripcién de cuatro subtipos de receptores; los que tienen preferencia por
los agonistas, los que tienen preferencia por los antagonistas, los de tipo taldmico medio
y los receptores de tipo cerebelar (Laurie y Seeburg, 1994). Con la ayuda de técnicas de
biclogia molecular, se ha identificado una variedad de subunidades correspondientes a
receptores de glutamato (Hollmann y Heinemann, 1994). Los ovocitos de Xenopus, las
células renales H-293, y ciertas neuronas, han sido usadas como sistemas de expresion
para el estudio biofisico y farmacolégico de distintas combinaciones de las subunidades
clonadas. 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-D) los
ensambles de subunidades NR1 presentan las propiedades caracteristicas
correspondientes a la unién del agonista y del coagonista {Moriyoshi et al., 1991; Jhonson
y Ascher, 1987): alta permeabilidad al calcio (MacDermott et al., 1988} y blogueo por
magnesio dependiente del voltaje (Nowak et al., 1984). Asi mismo, se ha demostrado que
la corriente registrada de los ensambles que incluyen al menos una de las cuatro
subunidades NR2, presenta un patrén muy caracteristico (lkeda et al., 1992; Ishii et al,,
1993 Kutsuwada et al., 1992; Meguro et al., 1992; Monyer et al., 1992). En términos
generales, se sabe que la subunidad NR2A se expresa tan ampliamente como la
subunidad NR1; ademas, las propiedades de modulacion, entre las que se incluye el
bloqueo por Mg™, 1a sensibilidad a la glicina y la cinética de apertura del canal, residen en
la subunidad NR2A, lo que indica que muy probablemente el receptor en su forma nativa
es heteromérico (Wisden y Seeburg, 1993). Por tanto, las afinidades de los distintos sitios
farmacoldgicos pueden ser modificadas al cambiar la subunidad NR2 (A-D} en receptores
recombinantes (Williams et al., 1994 y Williams, 1995). De esta manera, los receptores
que contienen las subunidades NR1-NR2A corresponden al tipo de receptor que prefiere
a los agonistas, ios ensambles NR1-NRZB, a receptores de alta afinidad por los
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antaganistas, los heterdmeros NR1-NR2C, a receptores dei cerebelo y el NR1-NR2D, a
receptores caracteristicos del tdlamo medio {Laurie y Seeburg, 1994).

5. POLIAMINAS

La espermina (spm) y la espermidina (spd) son detivados de la putrescina {(que es
una poliamina enddgena), cuya molécula policatiénica se encuentra en todos los seres
vivos, en los que interactian con moléculas cargadas negativamente, como proteinas,
acidos nucleicos y fosfolipidos. Estas poliaminas (PA) estabilizan la membrana celular al
interactuar con los fosfolipidos que la componen (Ballas et al, 1983), posiblemente
ocaslonando la modulacion indirecta de la actividad de proteinas membranales coma los
canales idnicos, enzimas y proteinas G, ya que también se ha reportado que estas
moléculas modulan directamente a canales catidnicos, tanto dependientes de voltaje
(Scott et al. , 1993; Johnson, 1996), como activados por ligandos (Ransom y Stec, 1988).
Los mecanismos de modulacidn, directa ¢ indirecta de las proteinas membranales por las
poliaminas no estén bien estudiados, pero en general se proponen mecanismos que
involucran a la membrana plasmatica, asi como procesos de bloquec de canal e
interaccién directa con las proteinas. También se ha propuesto que las poliaminas
desempeian varias funciones en el proceso de crecimiento celular y replicacién; ademas,
se ha visto que participan en el crecimiento de tumores, por lo cual se estudia la sintesis
de inhibidores especificos de la biosintesis de estas moléculas, favoreciendo el cese de la
proliferacion celular y manteniendo a las células en la fase G1 del ciclo celular (Seiler,
1981). Sumado a esto, se ha encontrado una posible funcién de la espermina y
espermidina como neuromoduladores o neurotransmisores en el SNC (Seiler, 1981; Rock
y Macdonald, 1995}; se ha demostrado también, que hay liberacidn selectiva al medio
extracelular de esperrnina y espermidina, contribuyendo a la activacion de receptores de
tipo NMDA en el cuerpo estriado de rata (Fage et al. , 1992).

En los mamiferos, la putrescina se forma por la descarboxilacidon de la ornitina
mediante la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) {figura 6). La espermidina se origina
pot la transferencia a la putrescina, mediante la enzima espermidina sintasa, de un grupo
propilamino que tiene su origen en la adenosilmetionina; si la espermidina recibe otro

grupo propilamino por medio de Ia espermina sintasa, se transforma en espermina. Estas
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reacciones son reversibles, siendo la limitante en la biosintesis de estas poliaminas, la
conversién de la omnitina en putrescina por la ODC, por lo que los niveles intracelulares de
estas moléculas dependen de la sintesis y actividad de dicha enzima. La enzima ODC
depende del fosfato de piridoxal {coenzima), a diferencia de la espermidina sintasa y

espermina sintasa, enzimas que no requieren un cofactor para su catalisis.

Las sintasas de espermina y espermidina, se encuentran en mayor proporcion en
el cerebro en comparacién con otros tejidos (Raina et al.,1976), lo cual apoyaria la idea
de la participacidn de las poliaminas en la transmisién sindptica, sin embargo, Seiler
(1981} reportd que la concentracién de las poliaminas en el cersbro es del mismo orden
de rmagnitud que en otros tejidos, por lo cual no se puede llegar a conclusiones acerca
de la funcidn de estos compuestos basandose Unicamente en datos de distribucién. La
espermina se concentra en estructuras del SNC ricas en células nerviosas, mientras que
en la materia blanca, la médula espinal y nervios periféricos, la espermidina se encuentra
en mayor cantidad, al igual que la putrescina (Seiler, 1981). Seiler y Lamberty (1875)
encontraron que en el desarrollo de! SNC, los niveles de putrescina son elevados,
mientras que Williams-Ashman y Canellakis (1979) reportaron que el méximo de la
actividad de la ODC en e! cerebro, coincide con el momento de maxima proliferacién de

las células nerviosas.
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A) Estructura quimica de la putresina, espermidina y espermina.

B) Ruta metabélica de para la sintesis de poliaminas endégenas en las células de
marniferos.




Il ANTECEDENTES
1. LAS POLIAMINAS EN EL SISTEMA NERVIOSO

Hay un gran nimerc de procesos fisiologicos, particularmente en el SNC, en los
que estan involucradas las PA endégenas (Forsythe, 1995). Las PA juegan un papel
importante en ia rmaduracion del cerebro, particularmente en la proliferacion celular
durante la neurogénesis. De acuerdo con esto, la actividad de la ODC y los niveles de los
productos de la putrescina, son muy altos en estadios tempranos del desarrollo del
cerebro y decrecen dramdticamente durante la vida neonatal. Sin embargo, en el cerebro
adulto, se mantienen concentraciones relativamente altas de spm y spd (productos de la
putrescina) (Heby, 1981; Shaw y Paterman., 1973; Sparapani et al.,1996). Asimismo,
estos compuestos lambién participan en procesos de reparacién del tejido nervioso
{Agnati et al., 1985) o bien, juegan un papel directo en procesos neurodegenerativos
(Virgili et al., 1992). Las altas concentraciones de PA en el tejido nervioso (Shaw, 1979),
su distribucién en el SNC, asi como su participacién en diferentes procesos fisiologicos
han llevado a proponer a las PA como neuromoduladores. os niveles de putrescina,
espermina y espermidina, junto con la actividad de la ornitina descarboxilasa, aumentan
en tejidos excitables por la activacion de canales de Ca™ controlados por ligando o
dependientes de voltaje (Koenig et al., 1983, 1989; lgbal y Koenig, 1985). Tanto la spm
como la spd actlian como moduladores de receptores a glutamato de tipo NMDA vy
AMPA/KA (Williams et al., 1991). La inhibicion de la sintesis de las PA con un inhibidor
irreversible de la ODC, la difluorometilornitina, suprime el flujo de Ca* a través de los
canales de Ca®* sensibles a voltaje y figados a receptores, efecto que se elimina al
suministrar putrescina (Koenig et al., 1983; Igbat y Koenig, 1985; Koenig et al.,, 1989;
Ighal et al., 1991).

2. LIBERACION DE LAS POLIAMINAS EN EL SISTEMA NERVIOSO.

Otra evidencia que apoya la participacion de las PA en la neurotransmisién, es la
presencia de dos sistemas de captura de alta afinidad (Harman y Shaw, 1981), que
presentan caracteristicas similares a las observadas en los sistemas de captura de los
neurotransmisores noradrenalina y acido y-aminobutirico (GABA). Por otra parte, se ha
demostrado la presencia de sitios especificos de union de espermina-[*H] y espermidina-
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[*H} en el cerebro de rata (Yoneda et al., 1991; Gilal y Gilal, 1991}, Uno de los criterios
importantes para establecer la funcién especifica de un compuesto como neuromodulador
0 neurctransmisor, es gue la sustancia se libere por estimulacién, y pueda ser identificada
en el fluido extracelular colectado de la regién activada (Phillis 1970; Krnjevic 1974); con
respecto a dicho criterio, se demostrd que hay liberacién selectiva al medio extracelular
de spm y spd por la aclivacién de receptores de NMDA (Fage et al., 1992; Fage et al.,
1993), asi como por la actividad reversa del transportador de PA (Fage et al., 1992, fage
et al., 1993; Harman y Shaw, 1981). Se ha demostrado, asimismo, que las PA actdan
sobre el receptor de NMDA produciendo varios efectos: aumento de la afinidad del
receptor por su coagonista (glicina) (Ransom y Deschenes, 1990; Sacaan y Johnson,
1989), asi como un incremento en la apertura del canal a concentraciones saturantes de
glicina, provocando un aumento en la corriente entrante y en la unién de bloqueadores de
canal abierto (MK-801) (Benveniste y Mayer, 1993; Ransom y Stec, 1988; Williams et al,,
1994). Las PA también tienen un efecto inhibidor sobre el receptor de NMDA,
especificamente sobre el canal, que depende de la concentracién de las PA y del voltaje;
tal electo se presenta cuando hay altas concentraciones de PA en condiciones
hiperpolarizantes (Romano et al., 1991). Asimismo se ha propuesto un modelo de
interaccién midltiple de las PA con el receptor de NMDA, basandose en el efecto de varios
agonistas, antagonistas y agonistas inversos, asi como por analisis estructural. El
receptor de NMDA induce la liberacién de PA en situaciones como la isquemia cerebral,
donde el metabolismo de las PA estd marcadamente afectado (Paschen et al., 1988;
Koenig et al., 1990), pudiendo también jugar un papel en la neurotoxicidad relacionada
con la isquemia (Gotti et al., 1990; McCulloch et al., 1991).

En la retina, se demostré que la unién de la glicina-[*H] al sitio de reconocimiento
del receptor de NMDA se inhibe por la spm, contrario a lo reportado en el SNC.
Aparentemente, la inhibicién no es por competencia por el sitio de la glicina, debido a que
la espermina disminuye los valores de la Byay ¥ N0 altera los de la Ky que se obtienen para

fa union de glicina-[*H] en las capas plexiformes de la retina {Caldercn y Lopez-Colomé,
1998).

En suma, la liberacidon de PA se induce selectivamente por la activacion del
receptor de NMDA in vivo y estas PA pueden alcanzar concentraciones a las que
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potencian e! efecto mediado por el receptor de NMDA y también pueden influir en la
concentracion de otros cationes, particularmente ol calcio. Las PA probablemente estan
jugando un papel importante en muchos de los efectos atribuidos a la activacion del
receptor de NMDA (incluyendo la LTP), al manejo de la eficiencia y plasticidad sinaptica y
a la neurotoxicidad en situaciones extremas (Fage et al., 1992).
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il OBJETIVOS

Las poliaminas han sido postuladas como neuromoduladores o
neurotransmisores, en el sistema nervioso, ya que se ha visto regulan el flujo de cationes
en tejidos excitables, ademas de interactuar con el receptor de NMDA, en el que
producen varios efectos, como el aumento de la afinidad del receptor por su coagonista e
incremento de la frecuencia en la apertura del canal, entre ofros. Asi también se ha
descrito la presencia de sistemas de captura de espermina en rebanadas de corteza
cerebral asi como su liberacion por la activacion del receptor de NMDA en el estriado. Por
lo anterior y debido a que la retina de los vertebrados se ha considerado un buen modelo
para estudiar los procesos andlogos que se presentan en el SNC el objetivo de este
trabajo es caracterizar la liberacion de las poliaminas en la retina de pollo, asimismo se
pretende determinar e! tipo celular responsable de la liberacion para analizar los posibles
mecanismos que contribuyen al fenémeno, asi como tratar de aclarar el papel de las
poliaminas como posibles neuromoduladores en el sistema nervioso.
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IV METODOLOGIA

1. EXTRACCION DE LA RETINA DE POLLO

tas retinas se obtuvieron de pollos de 3 a 5 dias de edad, adaptados a
condiciones de oscuridad durante 30 minutos antes de la diseccidn. Fueron sacrificados
por decapitacion. Se exirajeron las retinas libres de epitelio pigmentado (EPR} y se
colocaron en medio Ringer Krebs Bicarbonato (RKB: ver apéndice) frio; posteriormente, 2
retinas partidas a la mitad se colocaron en un vial con 1m! de RKB durante 5 minutos en
bafio Maria a 37°C para posteriormente incubarlas con la espermina-[’H) y llevar acabo
e! ensayo de superfusidn.

2. CULTIVOS PRIMARIOS DE GLIA DE MULLER Y DE NEURONAS DE
LA RETINA DE POLLO

Para la obtencidon de retinas se utilizaron embricnes de-7 dias de desarrollo, las
cuales se extrajeron libres de epitelio pigmentado. Se lavaron 2 veces en una solucidn de
Hank's-BBS a una temperatura de 372C, incubando 10 minutos con tripsina 0.25% en
solucién de Hank’s a 37%C en el caso de células de Miller, y 0.5% durante 35 minutos
para neuronas; la reaccién enzimética se detuvo con L-MEM. Las células son disociadas
de manera mecanica en 1ml de L-MEM, con una pipeta Pasteur y filtrando a través de
una malla de nylon de 50uM de poro. Las células se suspendierdn en H-MEM, sin suero
fetal bovino (FBS) para el cultivo de células de Miiller, y OPTI-MEM I con 3% de FBS para
el de neuronas. Se cuantificd el nimero de células con un contador Coulter modelo ZB1
(Coulter Electronics, Inc.) y la suspension celular se diluyé a 1 X 10° células/m!. Se
sembrd en multipozos de 6 de 35 mm de didmetro a una concentracion de 1 x 10° células
por pozo en un volumen de 2.5ml de H-MEM con 10% de FBS en el caso de las células
de Miiller y con OPTI-MEM | con 3% de FBS en el cultivo de neuronas. Los cultivos se
mantuvieron a 372C con 5% de CO, durante 13 6 14 dias in vitro (DIV) tiempo al cual las
células de Miller alcanzaron la confluencia, y durante 4 ¢ 5 DIV para neuronas. El medio
se cambié cada tercer dia (H-MEM con 10% y OPTI-MEM | al 3% de FBS,
respectivamente).
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La pureza de los culivos de glia se comprobé mediante reaccion posiliva al
anticuerpo policlonal contra la GFAP {proteina acida fibrilar glial), que también es un
marcador de astrocitos. Debido a que la retina de las aves es avascular y no contiene

astrocitos {Rasmussen, 1974), la marca corresponde a la glia de Miller (Lopez-Colomé y
Romo de Vivar, 1991).

3. SISTEMA DE SUPERFUSION CONTINUA
3.1 Superfusion de Ia retina de pollo

Se utilizd un sistema provisto de una bomba peristaltica de 4 canales, con 4
mangueras de 1.5 mm de didmetro cada una conectada a una camara de vidrio de 300 ul
de capacidad, con una aguja de salida de 3 mm. La velocidad de superfusion fue de 0.5

mi/min. y el superfusado se colecté en viales para la cuantificacién posterior de la
radiactividad.

Antes de la superfusién, la relina se incubd en 1ml de RKB a 37°C con 1 xCi de
spm-{’H] de actividad especifica 40.0 C¥mmol durante 1 hora. El ARKB a 37°C con pH de
7.4, oxigenado durante 15 minutos con una mezcla de 95% de 0. y 5% de COy, se incluyd
en el sistema de superfusidn. Concluida la incubacién se lavé el tejido con RKB frio, para
quilar el exceso de marca radioactiva, y se colocé la mitad de una retina en cada una de
las 4 cdmaras de! sistema de superfusion continua. El perfusado de los primeros 5
minutos se desechd, colectandose fracciones cada 6 minutos. A los 30 minutos de
iniciada la recoleccion de las muestras, el medio de superfusion de dos de las 4 camaras
se cambid por otro conteniendo el fArmaco a probar en la liberacién durante 24 minutos
(KCI [50 mM]} o 36 minutos (NMDA, L-Glu, KA, ouabaina [1mM] y digitoxina 200:M); las
otras dos cdmaras se utilizaron como control. Posteriormente el medio se cambio de
nuevo por RKB por un periodo de 24 minutos cuando se despolarizé con alto potasio, o
de 54 minutos cuando se estimulé la liberacién con alguno de los farmacos mencionados.
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Al termino de la superfusion el tejido de cada cadmara se digiiié con iml de HCI 1N,
se neutralizé con 1 ml de NaOH 1N, y se midid la radiactividad después de la adicion de
5mil de liquido de centelleo (tritosol).

3.2  Superfusion de los cultivos primarios de Ia retina de polio

La superfusién continua de los cultivos se llevo a cabe mediante el uso de 2
bombas peristalticas, de 4 canales, una para la inyeccién del medio, v 1a otra para la
remecion del superfusado, que se colectd en la forma descrita en el inciso 3.1, a una
velocidad de superfusidn de 1.5 ml/min. para evitar la acumulacién de medio sobre el
tejido {evitando de esa forma la recaptura del radioligando).

Los cullivos de células de Milller se utilizaron entre los 13 y 14 DIV {cultivo en
confluencia: fotografia 1), y los de neuronas entre 4 a 5 DIV (fotografia 2), tiempo
eslablecido en que ya no se dividen y el desarrollo de la glia es casi nulo. En ambos
casos el cultivo se realizé en 4 pozos de una placa con 6 pozos. Antes del experimento,
se elimind el medio de cultivo lavando 3 veces con RKB a 37°C y dejando en cada pozo
1.5ml de RKB, al que se agregé 0.5 uCi de spm-[’H] (actividad especifica de 40.0
Ci/mmol) por pozo. Se incubé por 1 hora a 37°C. Al término de la incubacion se lavo cada
pozo 3 veces con 1.5ml de medio y la superfusidn se llevé a cabo de la misma manera
que en la retina. Después de los primeros 20 minutos, 2 pozos se emplearon como
control y 2 para estimular, realizande e! segundo cambio de medio a los 16 (KCl) ¢ 32
minutos {otros}, segln las condiciones del experimento. Acabada la corrida se raspd el
tejido de cada pozo con 1ml de HCI 1N y después de digerir el tejido se neutralizd con
iml de NaOH 1N, se adicionaron 5ml de tritosol a todos los viales de la corrida
(incluyendo el del tejido) y se midié la radiactividad.

Para los ensayos en medio sin sodio se utilizo medio TRIS-KREBS 25mM para
toda la superfusién, tanto en el control como en la condicion experimental. La TTX
(bloqueador de canales de Na* sensibles a voltaje), se mantuvo durante todo el ensayo
en las 4 camaras. Los antagonistas utilizados como el MK-801, CNQX, MCPG vy treo-3-
hidroxiaspartato se incluyeron en el sistema 5 minutos antes de comenzar la superfusién

y permanecieron durante toda {a corrida. Asi mismo los ensayos sin calcio se realizaron
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en medio RKB sin calcio y dependiendo de las condiciones del mismo, se incluyd BAPTA
AM 10zM durante la incubacién con el radioactivo y se superfundié con RKB sin calcio.
Para los ensayos con BAPTA AM (10uM) y EGTA (500uM) juntos, los farmacos se
incluyeron en RKB sin calcio durante la incubacidn con el radioactivo, y se superfundid
con RKB sin calcio mas EGTA. Esto en ambos sistemas estudiados, retina completa y
cuitivos de neuronas y células de Miiler de la retina.

° En el apendice se encuentra la composicién completa de los diferentes medios fisioldgicos
ulilizados en el presente trabajo.

4. ANALISIS DE DATOS

Al obtener las cuentas por minute (CPM) que registra ! contador de radiactividad
se calculd el factor de liberacion (ERC) de la spm-[*H], con la siguiente formuta:

ERC = liberacién por unidad de tiempo [ total de radioactividad incorporada por el

tejido

Con los datos obtenidos se gréfico el ERC vs tiempo de liberacién para lo cual se
utilizd el programa de “graphPad prism” con el que se obtuvo, en dichas graficas, e! error
estandar para cada punto. Asimismo, con los valores de ERC se llevd acabo la
construccién de las tablas y gréficas comparativas de porcentajes de liberacién, entre la
retina completa y los cultivos derivados de la misma. Para ello se tomd encuenta los
valores anterior y posterior al estimulo, dandole la asignacién al primero del 100% a partir
del cual se calculd el segundo que corresponde al valor obtenido en la primera fraccion en
la que se incluyé el farmaco.

Asi mismo se realizé la prueba estadistica de t de Student con un nivel de
significancia de 0.05, principalmente en la tabla comparativa y graficas de barras,
mientras que en las otras solo en uno o dos puntes.
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A) Cultivo primario de células de Mitller de retina de pollo de 12
DIV. Aumento de 10X,

B) Cultivo primario de células de Muller de retina de pollo de 12
DIV. Aumento de 20X
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Fotografia 2 A) Cultivo primaric de neuronas de retina de pollo de 4 DIV.
Aumento 10X

B} Cultivo primario de neuronas de retina de pollo de 4 DIV.
Aumento 20X

e g e

28



V RESULTADOS

1 LIBERACION DE ESPERMINA-["H] EN LA RETINA COMPLETA DE
POLLO.

1.1 Efecto de la activacidn de los receptores de glutamato sobre la liberacion
de spm- [°H].

Los resultados obtenidos en los experimentos de liberacion de espermina-[*H] en
retina de pollo se presentan en la tabla 2. Estos datos demuestran que el glutamato
[*mM] no tuvo efecto sobre la liberacién de spm, ya que el porcentaje de liberacién fue
del 104 + 15% practicamente igual que el control que es del 100 %. Por este motivo se
prob6 un inhibidor de la captura de glutamato, Treo-3-hidroxiaspartato [200uM], en el
medio de superfusion y se estimuld con L-Glu [1mM], pero tampoco se encontré una
diferencia significativa con respecto al control. Al probar otros agonistas especificos de
los receptores a glutamato de tipo ionotrépico sobre fa liberacion de spm-["H], tales como
el KA{1mM] y e} NMDA [1mM], tampoco se obtuvo diferencia significativa (105+ 7 % y 98
+ 6 %, respectivamente) en la fiberacion. Para descartar una posible inhibicién cruzada en
la activacion del receptor de NMDA por glutamato, en el circuito retinal, se ulilizé un
antagonista de los receplores de glutamato de lipo AMPA/KA, la CNQX {6-ciano-7-
nitriquinoxalina-2,3-diona; [100uM]), en el medio de superfusién; asimismo, se utilizé la
MCPG ({RS)-a-metil-4-carboxifenilglicina; [200uM]), antagonista de los receptores a
glutamato de tipo metabotrépico, obteniendo en ambos casos valores similares al control,
por lo que ni el NMDA ni el L-Glu, estimulan la liberacién de spm en la retina.

1.2 Efecto de la despolarizacién sobre Ia liberacién de Spm-fH].

Se despolarizd con KCI [50mM] con el objeto de inducir la liberacion de spm-[°H]
por despolarizacién, obteniendo como resultado un aumento del 67 + 9% sobre la
liberacion del preestimulo que corresponde al control y se considera como el 100%
(gréfica 1). Esta liberacion fue independiente de Ca®, lo que se comprobd al realizar
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ensayos de liberacién estimulando, con alto potasic en diferentes condiciones, en
ausencia de calcio. Se superfundié con medio sin calcio en presencia de EGTA [500uM]
(quelante de calcio extracelular) obteniendo un aumento en la liberacidn de 66 + 17%
sobre el control (100%).

Tabla 2. Efecto comparativo de los agonistas y antagonistas de los receptores a glutamato
de tipo ionotrépico, sobre la liberacién de spm-[*H].

RETINA CULTVO OE
AGONISTAS Y ANTAGONISTAS i NEURONAS
COMPLETA(%)  MOLLER (%)

(%)
CONTROL (PRE-ESTIMULO) 100 100 100
L-Glu [1Mm) 104 = 15 93+6 98 + 4
L-Glu [5mM)] + trec-3-hidroxiaspartato {200uM) 94+ 4 nd nd
KA [1mM} 105 = 7 1059 102 = 16
NMDA 1[mM] 98 *6 98 + 3 92 + 11
NMDA [1mM] + MCPG [2004M] 92 + 1 nd nd
L-Glu {1mM] + CNQX [100uM] 833 nd nd
L-Glu [1mM] + MCPG [200:M 100 £ 0 nd nd

Los porcentajes son la media + EES.M.deunande 486 experimentos. P« 0.05, t de Student.

La segunda variante consistié en incubar e! tejido en medio ausente de calcio en
presencia de BAPTA AM [10uM] (quelante de calcic intracelular), superfundiendo con
RKB sin calcio, obteniéndose un aumento del 43 + 2% sobre el control; por dltimo, el
ensayo se llevd a cabo en ausencia de calcio incubando con BAPTA AM y EGTA,
superfundiendo con medio sin calcio y con EGTA; en estas condiciones el estimulo de la
liberacién por alto K* se mantuvo en 65 + 8% sobre el control. En ninguna de las
condiciones probadas se encontré diferencia significativa con respecto al aumento de la
liberacién de spm-[°H] por alto potasio (grafica 2).
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Gréfica 1. Curva de liberacién de spm-[3H] en retina completa (pollo de 3 dias de
nacido), estimulando con alto potasio. Los valores de ERC son la media + ES.M.
(n=4). P<0.05, t de Student, {*) diferencia significativa.
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La liberacion inducida por alto potasio es independiente de sodio, dado que ¢! alto
K* estimuld la liberacién de spm-[’H] en medio sin Na* (41 £+ 14% sobre el preestimulo).
Asimismo, la adicién de TTX (1uM] (tetrodotoxina; bloqueador de canal de scdio} en el
medio de superfusién y la estimulacién con alto potasio, no presentd diferencia
significativa, ya que el porcentaje de liberacion fue de 39 + 4% scbre el control. Gon el fin
de probar el efecto de un aumento en la concentracion intracelular de Na‘ sobre la
liberacién estimulada de espermina, se afadié al medio de superfusion el iondforo de
sodio nigericina [5 uM] y el activador de canales de sodio sensibles al voltaje veratrina,

(67 y 100 uM)] (por separado), y en ningun caso se modificé la liberacién basal (Tabla 3).

Tabla 3, Efecto del Na* sobre la liberacién de la spm-H] por despolarizacién.
Comparacidn de los porcentajes de liberacion entre los 3 sistemas estudiados

CONDICIONES EXPERIMENTALES RETINA CULTIVO DE CULTIVO DE
COMPLETA (%) MULLER (%) NEURONAS (%)

CONTROL 100 100 100

KC1 50mM 167 9" 160 + 24° 165 % 6*
KCl+ TTX (1aM) 139 + 4 d nd

KCl - Na* 141 + 14 128 + 17 115 £ 13
NIGERICINA (51M) 100£3*  87+9" =5
VERATRINA (2004M) 87 £4 88 = 8* 97 x 14+

Los porcentajes son la media  E. 5. M. {n = 4-6). En Mdller se utilizé KC| 100mM. P< 0.05 t de Student,

() diferencia significativa con respecto al control y (**) diferencias significativas con respecto a KCl 50mM.
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1.3 Efecto de la ouabaina sobre la liberacidn de spm-fH].

La inhibicion de la ATPasa de Na'/K" por ouabaina [1mM] o digitoxina [100-150uM]
aumenta la liberacion de spm-[°H] después de 25 minutos de superfusidn con el farmaco
(graficas 3 y 4). Al realizar los mismos ensayos en medio sin calcio y utilizando ambos
quelantes de calcio, el efecto sobre la liberacion estimulada por ouabaina se revirtid de

manera evidente, y no asi el efecto de Ia digitoxina (graficas 5 y 6).

2 LIBERACION DE ESPERMINA-[*H] EN CULTIVOS PRIMARIOS DE
CELULAS DE MULLER Y NEURONAS DE LA RETINA DE POLLO.

2.1  Efecto de la activacion de los receptores de glutamato sobre la liberacion
de spm-[a H].

Con base en los resultados obtenidos en la liberacién de espermina-[*H] en retina
de pollo, se realizaron los experimentos de superfusidn en cultivos, con & fin de
determinar e! tipo celular (glia o neurona), responsable de la liberacién de spm-[*H]
observada en la retina completa. Se investigé el efecto de los agonistas de los receptores
para AAE sobre la liberacién de espermina, para lo cual se empled el L-Giu [1mM], y los
agonistas selectivos para los 2 tipos de receptores ionotrépicos: el NMDA [1mM] y el KA
[1mM]. La tabla 2 muestra los datos obtenidos en la liberacién de spm-[aH} en cultivo,
tanto de células de Milller, como de neuronas de la retina. Se observa que el L-Glu, el
NMDA y el KA, no modifican la liberacién de espermina-[’H] en ninguno de los dos tipos
celulares en cultivo con respecto al control y a ios resultados obtenidos en la retina

completa.
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Griéfica 3. Curva de liberacién de spm-[?H] en retina completa (pollo de 3 dias de
nacido), estimulando con ouabaina a dos concentraciones. La linea indica el tiernpo
de adicién del formaco. Los valores de ERC son la media + E.S.M. (n=4).
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Gréfica 4. Curva de liberacién de spm-[?H] en retina completa {(pollo de 3 dias de
nacido), estimulando con digitoxina. La linea continua indica el tiempo de adicién
del fdrmaco. Los valores de ERC son la media + ESM. (n = 4). P< 0.05, t de
Student, (*) diferencia significativa.
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Grifica 5. Curva de liberacién de spm-[3H] en retina completa (pollo de 3 dias de
nacido), estimulando con ouabaina en medio sin calcio , con EGTA [500uM],
durante toda la superfusion. El tejido fue incubade con BAPTA AM [10uM] 60 min
antes de la superfusién (control y estimulado). La linea indica el tiempo de adicién
del farmaco. Los valores de ERC son la media = E.SM. (n=4).
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Gréfica 6. Curva de liberacién de spm-[*H] en retina completa (pollo de 3 dias de
nacido), estimulando con digitoxina en medio sin calcio, con EGTA {500 HM],
durante toda la superfusién. El tejido fue incubado con BAPTA AM [10puM] 60
min antes de la superfusién (control y estimulado). La linea indica el tiempo de
adicién del firmaco. Los valores de ERC son la media + ES.M. {n= 6). P< 0.05,
t de Student, (*) diferencia significativa.
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2.2  Efecto de la despolarizacion sobre Ia liberacién de spm-[sH].

La despolarizacion inespecitica con alto potasio (50mM en neuronas y 100mM en
células de Muller), aumenta entre 65 y 60% la liberacién scbre el control {graficas 7 y 8).
Sin embargo, la nigericina [10uM] vy la veratrina [200uM], no generaron diferencias
significativas en la liberacién de spm-[*H] con respecto al control (preestimulo 100%)
{tabla 3).

Se explord la liberacién de spm-[’H), en cultivos de células de Muiler y neuronas
de la retina, mediante la despolarizacién con alto potasio (100 y 50mM, respectivamente)
en diferentes condiciones:

a) En ausencia de sodio, la liberacién por despolarizacién con alte K* aumentd
28% en el caso de las células de Miller en cultivo, y 15% en las neuronas en cultivo, con
respecto al control. Estos resultados indican que la liberacién de spm-{*H], en los cultivos
de célutas de Mdlier y neuronas de la retina, inducida por despolarizacion es parcialmente
dependiente de sodic {grafica 9).

b) En ausencia de calcio externo y EGTA [500uM], ! porcentaje de liberacion fus
de 69% en Miller y 51% en neuronas, sobre el control, En ausencia de calcio extracelular
e incubando los cultivos con BAPTA AM [10uM], los porcentajes de liberacion fueron de
146 + 16% y 54 + 0.15% sobre el control en cultivos de células de Miiller y neuronas,
respectivamente. La liberacion de espermina en presencia de ambos quelantes de calcio,
no presenté diferencias significativas respecto al aumento obtenido con KCI en medio
completo {165 + 6%) en las neuronas en cultivo, mientras que en las células de Miller, se
observé un aumento de 146 + 16% sobre el control (grafica 9). Por lo tanto, fa liberacién
de spm-[*H] inducida por altas concentraciones de KCl, es dependiente de calcio en las

células de Mdller.
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Gréfica 7. Curva de liberacién de spm-[H] en cultivo primario de neuronas de la
retina de pollo, estimulando con alto potasio. La linea indica el tiempo de estimulo.

-Los valores de ERC son la media + ESM. (n = 6). P< 0.05, t de Student, *)
diferencia significativa.
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Gréfica 8. Curva de liberacién de spm-[3H] en cultivo primario de células de
Miiller de retina de pollo, estimulando con alto potasio. Los valores de ERC son la
media + ES.M. (n=4). P< 0.05, t de Student, (*)diferencia significativa.
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2.3  Efecto de la ouabaina sobre Ia liberacion de spm-[aH].

Se estudio el efecto de la ouabaina y la digitoxina, inhibidores de la ATPasa
Na'/K", sobre |a liberacién de espermina-[’H] de la retina completa, asi como de células
de Miller y neuronas en cultivo primario. Tanto en la retina como en ambos tipos de
cultivo, la ouabaina [tmM] indujo la liberacién de spm-’H]. En fa retina completa
(grafica 3) , se observé un maximo de liberacién, 15min después del retiro de la droga del
medio de superfusién, recuperandose el nivel basal 30min después. En los cultivos de
neuronas se obtuvo un resultado similar (gratica 10); sin embargo, en los cultivos de glia
de Mdiler, se observd una clara diterencia, ya que se presenta un pico de liberacion de
corta duracion a los 4 minutos después del retiro del farmaco del medio (grafica 11).
Estos resultados sugieren, como se discutira en la seccion correspondiente, mecanismos
diferentes en ambos tipos celulares. El efecto de la digitoxina [150uM] apoya esta
hipdtesis, ya que en las neuronas induce liberacién de spm con un curso temporal
semejante al de la ouabaina en la retina {gréfica 12), pero carece de efecto en las células
de Miller (grafica 13).

La liberacion de spm-[aH] inducida por ouabaina depende de la presencia de Ca®*
en la retina completa, asi como en ias neuronas y en las células de Miiller de la retina en
cultivo (graficas 5, 14 y 15). Tanto la adicién del quelante extracelular de Ca®* EGTA
como del guelante intracelular BAPTA AM, individualmente o en conjunto, inhiben el
efecto de |a ouabaina sobre la liberacion de spm. La liberacién inducida por digitoxina no
se inhibid por |a ausencia de Ca® en el caso de Ia retina completa (grafica 6) pero, como
se observa en la grafica 16, el efecto del farmaco si depende de calcio en las neuronas
en cultivo.
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Griéfica 10. Curva de liberacién de spm-[3H] en cultivo primario de neuronas de la
retina de pollo, estimulando con ouabaina. La linea indica el tiempo de adicién del
farmaco. Los valores de ERC son la media + ES.M. (n = 4). P< 0.05, t de Student,
(*) diferencia significativa Econ respecto a} preestimulo.
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Gréfica 11. Curva de liberacion de spm-[*H] en cultivo primaric de células de
Miiller de la retina de pollo, estimulando con ouabaina. Los valores de ERC son la
media + ESM. (n = 8). P< 0.05, t de Student, (*) diferencia significativa.
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Grifica 12. Curva de liberacién de spm-[*H] en cultivo primario de neuronas de la
retina de pollo, estimulando con digitoxina. La linea indica el tiempo de adicién
del firmaco. Los valores de ERC son la media + E.S.M. (n = 6). P< 0.05, t de
Student, (*) diferencia significativa.
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Grafica 13. Curva de liberacién de spm-[3H] en cultivo primario de células de
Miiller de retina de polio, estimulando con digitoxina. La linea indica el tiempo de
adicién del firmaco. Los valores de ERC son la media + ESM. (n = 6).
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Gréfica 14. Curva de liberacién de spm-[3H] en cultivo primario de neuronas de la
retina de polio, estimulando con ouabaina en medio sin calcio con EGTA [500pM],
durante toda la superfusién. El tejido fue incubado con BAPTA AM [10 pM] 60min
antes de la superfusion {control y estimulado). La linea indica el tiempo de adicién
del farmaco. Los valores de ERC son la media + ES.M. (n=6).

43




0.07-

0.06

0.054 —=— CONTROL- Ca®*
—— QUABAINA

0.044

ERC

0.03+ OUABAINA 1mM

0.024

0.01+

0.00 1 T T T T T T T T T T

TIEMPO (MIN)

Grafica 15. Curva de liberacién de spm-[*H] en cultivo primario de células de
Miiller de la retina de pollo, estimulando con ouabaina en medio sin calcio con
EGTA [500uM], durante toda la superfusién {control y estimulado). El tejido fue
incubado con BAPTA AM [10puM] 60min. antes de la superfusién. La linea indica el
tiempo de adicién del firmaco. Los valores de ERC son la media + ES.M. (n = 4),
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Grifica 16. Curva de liberacién de spm-[2H] en cultivo primario de neuronas de la
retina de pollo, estimulando con digitoxina en medio sin calcio con EGTA [500pM],
durante toda la superfusién. El tejido fué incubado con BAPTA AM [10 pM] 60min
antes de la superfusién (control y estimulado). La linea indica el tiempo de adicién
del fadrmaco. Los valores de ERC son la media + E.S.M. (n=6).
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VI DISCUSION

El interés en el estudio de las poliaminas {PA) se debe, principalmente, a su
participacion en procesos de crecimiento y diferenciacion celular (Tabor y Tabor, 1984),
reparacion del tejido nervioso (Agnati et al., 1985), y procesos neurodegenerativos {Virgili
et al., 1992), pero también, a su probable papel como sustancias neuromoduladoras o
neurotransmisoras (Carter, 1994). Un importante criterio para atribuir el pape! de
neurotransmisor a un compuesto, es su liberacién al espacio extracelular por la
estimulacién de tejidos excitables, ademds de Ia presencia de sistemas de captura
especificos de alta afinidad para la remocién del compuesto del espacio sindptico. Se ha
reportado la liberacion de poliaminas en el cerebro de rata (Harman y Shaw, 1981), y més
especificamente en el estriado de rata (Fage et al., 1992; Fage et al., 1993; Nicolas et al.,
1994), ademds de la presencia de dos sistemas de transporte de alta afinidad en fa
corteza cerebral de rata (Harman y Shaw, 1 981). Sumado a lo anterior, existen
expefimentos de biologia molecular, electrofisiologia y bioquimica que indican que la
espermina y la espermidina modulan la actividad neurcexcitadora del Glu, a través de su
interaccion con receptores de tipo NMDA {Mayer et al., 1992; Rock y MacDonald, 1995;
Carter, 1994),

El aporte mds importante de este estudio es el haber demostrado que la
liberacién de spm-[°H] de Ia retina de pollo no es consecuencia de la activacion de
los receptores ionotropicos de glutamato. Se ha demostrade que las PA afectan
diversos aspectos de la actividad de los feceptores de Giu del tipo NMDA (ver
introduccién), asi como su liberacién por la estimulacion de dichos receptores en ol
estriado de la rata (Fage et al., 1992), lo que ha sugerido que las PA podrian
participar en las modulacién de la neurotransmision mediada por AAE. En este
trabajo, se estimulé a las 3 preparaciones estudiadas (retina completa, neuronas y
glia de la retina en cultivo), con L-Glu, KA y NMDA, agonistas especificos de los
subtipos de receptores ionotrépicos, y ninguno de ellos indujo la liberacién de spm.
Dada !a posibilidad de que la falla de efecto del L-Glu fuera debida a su rdpida
recaptura, se hicieron experimentos incluyendo un bloqueador de la misma {Treo-3-
hidroxiaspartate), sin obtener, tampoco, en estas condiciones, liberacién de spm
por glutamato.

51




Con el objeto de excluir la interaccién cruzada enire subtipos de receptores
activados por Glu como causa de 1a ausencia de efeclo de este dltimo, se hicieron
experimentos en presencia de bioqueadores de los receptores de KA (CNQX) y de
los receplores metabotrdpicos {(MCPG). Tampoco en estas condiciones el Glu
estimulé la liberacién de spm.

La participacién del receptor de NMDA en la liberacién de PA ha sido confirmada
por otros autores (Fage et al., 1992; Nicolas et al., 1994), mediante el bloqueo de la
liberacién de las PA por la aplicacién del bloqueador de canal MK-801, del
antagonista competitivo CGP-37849 y del antagonista dei sitio de la glicina L-
689,560, los cuales revierten el efecto del glu sobre fa liberacion. En ambos
trabajos se observé un aumento en la liberacién de las PA por concentraciones
despolarizantes de potasio en el medio externo, de menor magnitud que la
liberacién provocada por la activacién del receptor de NMDA. Los resultados aqui
obtenidos, por despolarizacién con alta concentracién extracelular de potasio
(50mM), demuestran un aumento de 65% sobra el valor preestimuio, lo que
contirma que si hay liberacion de spm-[*H] en la retina de pollo, pero no esta
mediada por el receptor de NMDA. Por tanto, la espermina se libera de la retina por
un mecanismo diferente al reportado en el estriado de rata (Fage et al., 1992;
Nicolas et al., 1994).

Se exploré la posibilidad de que la liberacién de espermina estimulada por
alto K' pudiera darse a través de la actividad inversa del transportador de PA, ya
que se demostré que este proceso, en la retina, no se relaciona con la activacion
de los receptores para AAE, como sucede en diversas regiones del SNC. A este
respecto, se sabe gue concentraciones elevadas de KCi en el medio extracelular,
cambian la fuerza impulsora de los sistemas de transporte (Nicholls y Attwell, 1990:
Ranteri et al., 1979; Shaw, 1994); en estas condiciones, la liberacion se produce
por la inversién del sistema de caplura, en forma independiente de Ca®, ya que no
es un fenédmeno exocitético. Con el tin de investigar el mecanismo de liberacion de
la spm por despolarizacion con alto K*, se exploré la dependencia de Ca®* y de Na*
en la retina completa, asi como en sus compenentes, glia y neuronas en cultivo,

by




* Participacion del Ca®* en Ia liberacién de spm-[°H].

En la retina completa, como en los cultivos primarios de neuronas, ni la
remocién del Ca®* extracelular con EGTA, ni el intracelular con BAPTA AM,
modificaron ia Iiberacién de spm inducida por alto K*. Resultados que nos permiten
concluir que la spm liberada por despolarizacién no procede de las neuronas de fa
retina a través de un proceso de exocitosis.

Los resultados de la grafica 9 demuestran que, a diferencia de las neuronas, en
la glia, el BAPTA AM (quelante intracelular) aumenta la liberacién de spm inducida
por aito K*, 93% mas que en las neuronas, mientras que el EGTA (quelante
extracelular) no la modifica significativamente. Una posible explicacién, sujeta
actualmente a comprobacion, seria que al quelar el Ca® intracelular durante el
periodo de preincubacidn (60 min), se activara una via de sefalamiento intracelular
reprimida por el Ca®* intracelular en ia condicién no estimulada (p.ej. fosforilacién-
desfosforilacién), lo que provocaria ese aumento en la liberacion.

Independientemente del resultado de experimentos futuros, se demuestra en
este estudio que la liberacién de spm de la glia de la retina no es vesicular, y el
mecanismo de la misma es diferente del de las neuronas.

¢ Participacién del Na® en Ia liberacién de spm-["H].

La ouabaina y Ila digitoxina (inhibidores de la ATPasa de Na'/K') inducen la
liberacion de spm-{°H] de la retina; la estimulacién se mantiene por varios minutos
después de haber retirado el farmaco del medio de superfusién (excepto en las
células de Miller en cultivo). Este afecto, tanto en la retina como en las neuronas y
glia d& la misma en cultivo, es dependiente de calcio para la ouabaina, pero no -
para la digitoxina. En el caso de la ouabaina, este aumento en la liberacion de spm,
se revierte en ausencia de calcio. El efecto de la ouabaina puede estar, en parte,
relacionado con la despolarizacién (Fage et al., 1993). Los Inhibidores de la
ATPasa causan una disipacién de! gradiente de sodio y potasio a través de la
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membrana, aumenlande (a concentracién de sodio intracelular y dando como
resultado numerasos efectos secundarios sobre la aclividad celular. El aumento en
la concentracién intracelular de sodio, puede contribuir a la actividad inversa del
sistema de captura. Varios investigadores han reportado que la inhibicién de la
ATPasa de Na'/K' provoca la liberacién de transmisores en el sistema nervioso
auténomo, en el cerebro, en terminales neuromusculares y en la médula adrenal
(Powis et al., 1983); este mecanismo estd aun en controversia. La inhibicién de la
ATPasa induce la inversion del transporte, probablemente para eliminar el exceso
de Na® interno y contrarrestar el desajuste iénico: al quitar el estimulo, el efecto
desaparece. La desaparicion del efecto se presenta minutos después del retiro del
tarmaco, probablemente porque es el tiempo que tarda el tejido en recuperar su
funcionamiento normal. En todos los experimentos de despolarizacién con potasio,
la liberacién de spm regresa a su nivel basal después de eliminar el KCI del medio.

Varios investigadores han descrito la liberacién provocada por ouabaina de
manera dependiente de calcio, mieniras otros la describen como parcialmente
dependiente de calcio extracelular (referencias en Sweadner, 1985). El modelo mas
aceptado para la liberacion de transmisores provocada por ouabaina, es la que
ocurre por exocitosis, mecanismo que depende de calcio. Un segundo tipo de
mecanismo de liberacion del transmisor, inducido por ouabaina, que no es
vesicular, es a través del acarreador de la membrana plasmatica dependiente de
Na® e independiente de calcio (Westerink et al., 1989). La liheracién por ouabaina
de spm-[’H], en la retina es dependiente de calcio, y no asi la inducida por
digitoxina, fa cual presenta una estequiometria y composicién diferente a la
ouabaina; probablemente, esta caracteristica influya en la independencia de calcio
del efecto de la digitoxina en la liberacién. Esto Gitimo podria relacionarse con el
tipo de interaccién con la bomba. Es de interés hacer notar, que existen dos formas
de ATPasa de Na'/K* descritas. Una tiene alta afinidad por la ouabaina, mientras
gque otras presentan baja afinidad (Sweadner, 1985); el cerebro contiene ambas
formas de ATPasa. Estudios de “binding” suministran la evidencia de la unién de
ouabaina de alta y baja afinidad, que corresponde a la asociacién con los diferentes
lipos de ATPasa (Athera et al., 1986). La liberacién exocitética de dopamina podria
estar inducida por la inhibicion de !a forma de alta afinidad, mientras que la
liberacion de dopamina mediada por el acarreador podria deberse a la inhibicién de
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la forma de baja afinidad (Westerink et al., 1989). Es posible pensar que la
diferencia entre el efecto de la ouabaina y el de la digitoxina sobre la liberacion de
spm en la retina, podria deberse a su interaccién con ATPasas diferentes con
respecto a su sensibilidad al Ca®*. Esta posibilidad, al igua! que la contribucién
diterencial de los diferentes tipos celulares que constitluyen a la retina, podria
contribuir a explicar la diferencia de la respuesta de los farmacos respecto al SNC.
Cabe sefalar que nuestros resultados no resuelven este punto, para lo cual se
requeriria otro tipo de enfoque, dirigido a explorar el efecto de los inhibidores de la
ATPasa y dilucidar las causas de su diferente respuesta en ausencia de calcio.

En la retina encontramos una respuesta muy diferente sobre la liberacién de
spm—[aH], con respecto a lo reportado por Fage et al. (1992, 1993) y Nicolas et al.
(1984), quienes demostraron que hay una liberacién selectiva de las PA por la
activacion de los canales de los receptores NMDA. Estos datos son una evidencia
mas de que los receptores de NMDA de la reting, presentan propiedades
farmacoldgicas diferentes a las reportadas en otras dreas de! sistema nervioso. Por
otra parte, se ha reportado que en la retina el 7-cloro-tickinurenatae no inhibe la
unién de la glicina-[*H] a los receplores de tipo NMDA, ni reduce el dafio que
ocasiona la isquemia (Lombardi et al., 1994; Rodriguez-Contreras; 1998).
Asimismo, la union del antagonista de! sitio del glutamato de los receptores de tipo
NMDA, CPP-[*H], a membranas de la retina, muestra diferencias significativas con
respecto a lo descrito en el SNC (Lépez-Colomé y Somohano, 1992). También se ha
demostrado que en la retina, la estimulacién de la unién del bloqueador del canal
de los receptores NMDA, MK-801, por la glicina, es muche menor que la observada
en el SNC. Esta propiedad se relaciona directamente con la demostracién de que la
glicina, asi como un agonista del sitio de la glicina del receptor de NMDA, el 1-
aminociclopropano-dicarboxilato {(ACPD), no potencian la neurotoxicidad inducida
por la sobrestimulacion de los receptores de tipo NMDA en la retina, sino por el
contrario, parecen tener un papel prolector sobre las neuronas de la misma (Boje et
al., 1992). Estas propiedades diferentes que presenta el receptor de NMDA son
atribuidas a la composicién heteromérica def receptor de NMDA en 1a retina, que
muy probablemente difiere de la del receptor de NMDA estudiado en ofras zonas
del sistema nervioso (Hollmann y Heinemann, 1994; Wisden y Seeburg, 1993;
Laurie y Seeburg, 1994).

55




Con el fin de identificar las células responsables de la liberacién de spm-[sH]
se levaron a cabo experimentos equivalentes a los de la retina completa, en
cultivos primarios de glia (células de Maller) y neuronas de la retina. Los resultados
obtenidos fueron similares a los de retina completa. El L-GLU, el KA y el NMDA no
provocaron aumento en la liberacién, por o cual es claro que el receptor de NMDA
(o en general los receptores a glutamato de tipo ionotrdpico) no participan en [a
liberacién de spm-[SH]. Asimismo, los iondforos de sodio tampoco modificaron la
liberacion en los cultivos primarios. El alto potasio en los cultivos (en Miller 100mM
Y en neuronas 50mM), provoca también la liberacién da spm, con una cinética
similar a la obtenida en la retina. En la grdfica 9, se presenta, comparativamente, el
aumento de liberacién de spm por despolarizacién con alto potasio obtenido en los
tres sistemas estudiados {retina, cultivo de células de Miiller y cultivo de neuronas).
En dicha grafica se observa una disminucion en el porcentaje de liberacién de spm
cuando se despolariza el tejido en un medio sin sodio, que es significativo en las
neuronas, de 165.3+ 5.6 % a 114 + 12.7 %, lo que demuestra que la liberacién por
despolarizacion es parcialmente dependiente de scdio, aunque la ausencia de
efecto de la nigericina y la veratrina sugieren lo contrario. Esta incongruencia

podria relacionarse con cambios en la interaccion Na'/Ca®*, mencionada con
antericridad.

El efecto estimulador de los inhibidores de la ATPasa sobre la liberacion de
spm en los cultivos celulares, es controvertido. Sin embargo, dada la diferencia en
el perfil de la liberacién inducida por ouabaina en células de Miller y neuronas,
puede afirmase que los mecanismos subyacentes son diferentes en ambos tipos
celulares (gréaficas 10 y 11). La liberacidn provocada por cuabaina en Células de
Miller y neuronas, al igual que en la retina, es dependiente de calcio, ya que su
efecto se ve claramente disminuido en presencia de los quelantes de calcio (EGTA
y BAPTA AM). La digitoxina no estimula la liberacion de spm-["H} en el cultivo de
Miiller, pero lo hace en las neuronas en forma dependiente de calcio. Nuevamente
el efecto de la digitoxina es diferente al de la ouabaina en estos dos sistemas, lo
que apoya que la interaccién de este fArmaco con la ATPasa, pudiera ser diferente
a la de la ouabaina, como ya se menciond.
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En general los resultados obtenidos en este trabajo, demuestran que la
liberacion de espermina-{°H) de la retina no depende de la activacién def receptor
de NMDA, como ha sido demostrade en otras dreas del sistermna nervigoso, por lo
que este trabajo apoya la idea de que el receplor de NMDA en la retina presenta
caracteristicas farmacoldgicas diferentes a ias reportadas en otras &reas del
sistema nervioso. Asimismo encontramos que tanto las células de Miller como las
neuronas de la retina en cultivo, liberan espermina, por mecanismos muy
diferentes, descartando la liberacién vesicular.
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VIl CONCLUSIONES

El acido glutdmico, el NMDA y el KA no estimulan la liberacién de spm-[sH] en la

retina, por lo que tampoco se vio efecto alguno, de estos farmacos, en los cullivos
primarios de células de Muller y neuronas de la retina.

La despotarizacion con alto potasio, en la retina completa como en !as células de
Mller y neuronas, en cultivo, induce la liberacién de spm-[*H} en un 65% +. Liberacion
que es independiente de calcio en la retina y neuronas en cultivo, mientras que en las
célutas de Milller es dependiente de calcio intracelular.

La liberacion de spm-[*H] por despolarizacién con atto potasio es independiente de
sodic tanto en retina como en cultivos primarios de células de Maller ¥ No asi en neuronas
la cual es parcialmente dependiente de scdic.

La inhibicion de la ATPasa de Na'/K* por ouabaina [1mM)] y digitoxina [ 150uM], en
los tres sistemas, incrementa la liberacion de spm-[°H] minutos después de superfundir
con el farmaco, excepto por la digitoxina que no tuvo efecto en las células de Miller. Esta
liberacion es dependientes de calcio, ya que la cinética de liberacién de dichos farmacos
se ve afectada por la presencia de los quelantes de calcio (EGTA y BAPTA AM).

En la retina la spm es liberada por los dos principales tipos celulares que la
componen, mediante diferentes mecanismos, y posiblemente se de por la actividad
inversa del transportador de poliaminas, ademas de que podria haber una ruta de
segundos mensajeros involucrada en la modulacién negativa de dicha liberacion. Por lo

que este fendmeno es modulado de manera diferente a lo reportado en otras areas del
SNC.
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Il APENDICE

1. D-MEM (Medio Eagle Modificacion de Dulbecco)

CaCl, 200.00 L-Metionina 30.00
Fe(NO,) .9 H,0 0.10 L-Fenilalanina 66.00
KCl 400.00 L-Serina 42.00
MgSO, 97.67 L-Treonina 95.00
NaCl 6400.00 L-Triptofano 16.00
NaH,P04 . H,Q 125.00 L-Tirosina 104.00
D_glucosa 4500.00 L-Valina 94.00
Rojo de fenol 15.00 D-Ca pantotenato 4.00
L-Arginina 84.00 Cloruro de colina 4.00
L-Cisteina 63.00 Acido félico 4.00
L-Glutamina 584.00 i-inositol 7.20
Glicina 30.00 Niacinamida 4.00
L-Histidina 42.00 Pirodoxal 4.00
L-Isoleucina 105.00 Tiamina 4,00
L-Leucina 105.00 Riboflavina (.40
L-Lisina 146.00

2. Hank’s-BBS (100ml)

NaCl 08 g Na,HPO, 0.0125 g
KCl 004 g Rojo fenol 0.002 ¢
KH,PO. 0.006 g Glucosa 0.1 g

ESTA TESIS NO SALE
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3. H-MEM al 10% de FBS (100mi)

NaHCO; 022 g
FBS (Suero fetal bovino) 10 %
L-MEM aforar

4. L-MEM (100ml)

D-MEM 1.338 ¢
Glucosa . 005 g
NaHCO, 0022 g

PNS (Penicilina, neomicina, estreptomicina)
0.025%

Gentamicina 0.025 %

BSA (Albimina bovina) 1| %

5. OPTI-MEM I (medio reducido en suero modificado de MEM Eagle (LIFE

TECHNQOLOGIES).

OPTI_MEM [ es una modificacién del medio minimo esencial de Eagle, con un sistema de buffer

basado en HEPES y bicarbonato de sodio, suplementado con hipoxantina, timidina, piruvato de sodio, L-

giutamina o GlutaMAX, elementos traza y factores de crecimiento. El nivel de proteina es minimo (15

ug/mi) Los dnicos complementos proteicos son insulina y transferrina. Contiene rojo de fenol a una

concentracién reducida como indicador de pH OPTI-MEM I se puede suplementar con 2-mercaploetanol

antes de usarse.

OPTI-MEM I Completo para el cultivo (100ml)

OPTI-MEM 1 96 ml
PNS 1 ml
FBS 3 ml
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6. RINGER KREBS BICARBONATO (RKB)

NaCl
KH,PO,
KCl
CaCl
MgSO,
NaHCQ,

Glucosa

118 mM
1.2 mM
47 mM
25 mM
117 mM
25 mM

5.6 mM
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