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RESUMEN 

Las células gliales constituyen más de la mitad del volumen total del cerebro 

y superan en número a las neuronas, a pesar de lo cual han atraído poco la atención 

de los neurofisiólogos desde su descripción por Virchow en 1846. Sin embargo, en 

los últimos ~~'bs·se ha progresado considerablemente en la comprensión de la 

fisiologíéi áliatL\l 1as interacciones glía-neurona, lo cual ha llevado a un 

repla~t~~rili~~tb de los mecanismos que subyacen el funcionamiento del sistema 

nervios~. dn:~xcelente modelo para el estudio de la fisiología glial es la glía de . - -.,,._,_ ,,·.-. -

Müller de iá ~~tina. Uno de los aspectos más interesantes sobre la fisiología glial es 
:.·:- ;!,¡,;, ::,\> .. :·. 

su cap~dd~d; de modular las respuestas neuronales ,al controlar los niveles 
. _,. -':''.<'- .... _,;,\' . ~\ -:: -. ·. ' - ... · - ·. ..;, 

extra~eÍÚla;e·s;de<neurotrnnsmisores•• .. ~ .• ·.tra~ési de':sistemas. de transporte de alta 

. f ;;j~f llllf ilf 111Jlf lf illillli,it:l~~~:~ 
demostrar la·. presenc_ra:de'transpo1tad()res:.OE!·:;gl 1_c;1n.é1Xd.E!t!.a!gl.f él. dE!}i\f\ü l ler •y .. estud 1 ar 

' · . '· '.·;.-_~- -~:-~u:{:;;:_;~:.;;~p.-:'í:~-~,~~~':1 ,-;S\,:'.;.-~';Ml<'~-·7 ;~~}'.f~,:<)~~~f'.'{)'.f::~;;~:i¡~:;J;tj,·'.!4{i~?~·r~';:,'-:\t'.·';' r{.-.~,:~~: ' . . _· . . .. ·- . 
las vías de mensajero's'.:•iinfráéeli.ilaresif:i'n\í'o!Uéradasi/en; la regulación de los 

. . .:_f.::-::_:'.-:-!~1~:;~;_k;:i:p,;:· l. ~~~~V:·-:.~~~::~:~ ~~~;~~f2~~í~{;~l~~~\f ?\:i\}¡~:{~;~;1}~-~f{~H:1:.~; ' r ·. ·~ . : . , 
transportadores. Nüestr0sfr~sylta9os·:c1en;ue!stra~n}que la glía de la retina en cultivo 

· .. , ~-· ~- : :.A~ :::hl~t~"~l;t.;~?~-~-;~~t~~~:_::~~·~;\?;:~ ;;i1."·l,~~- .. ~~~v;\~;~;;p,_~':L?t::.~"~~:(~~< ~ :-:, '. ·:· __ 
expresa tanto trans.portáélófesT de'.gl icinaj:le faltá afinidad del tipo G L YT1 (i.e., alta 

especificidad, ,~~e~·~~~~~~f~{f ~f}fü:~~~;~~<gl2';,y sensibilidad a la sarcosina) como 

transportadores'.;de'baja~afinlclad 1cb~n .. f#rélcforrsticas del sistema de transporte A, ya 

que se inhi~~ :·:~a: ~éAl~~L':~~ii~~>'.metilaminoisobutírico) y AIB (ácido 

aminoisobütfricó) ·y' depende· únic:¡;¡.rnente de la presencia de Na+ en el medio 

externo.' .. ..· . : ·. t~;·):~l~.x:. . 
Una de las aportacione~:rl1·ás· importantes de nuestro trabajo es que el 

sistema de transporte de glicin~ ~~c';~(¡'glía de Müller de la retina está regulado por 

enzimas dependientes de Ca2 +/CaM, entre ellas la CaMKll, a diferencia de otros 

· sistemas de transporte para aminoácidos neurotransmisores como el glutamato y el 

GABA, regulados por cAMP o PKC. La CaM requiere de Ca2+ para activarse, por lo 
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. . . 

que estudiamosel papel de esteC:~tióhen fá·reguladón del transporte. El ATP, el 
• _•.' _, ·- ~.e _'.o'.,- _7 -=-,,.- ··,·.,,. :,-; • ,,. "\:~ ¡- .'· ¡v, • '-

carbacol y. la cafeína, agentes qtie iríduterLla ~levación moderada de la [Ca2 +]i a 
' . - . ' . . .... - " ·> ~·,. , ' - '" ,• ',. .· ,. 

través de su liberáción c!e' poi:;a~~J:~f~'trá'C::ef~1'a'res, y que pueden disparar la 

propagación de ondas de Ca2 +·:'eh:,¡'~¡:~¡í~""ci~"Müll~r~ Estos compuestos incrementan 

el transporte de glicina a tr~v~~{'.~~;Í.¡I+i~X~~)óHdf laCaM y la CaMKll, ya que la 
inhibición de la CaMKll eón' K~62i if¡actiya\por completo a los transportadores de 

- ·_ :-,-~"·~i-~--~--~~~t-:·:~~/~~::,~~~f{"'~~-~~~~~:~G~~,~:~~-~":~~,~;~:::.=':-,:,-_';·-~-~,"-:.:·:·~---.- ·- . =-. _, :·_ . -_. -<. ·. _:_-~~~ -~,_·::-:~:- -~: _~.;---~ -
alta afinidad. Por otro ladO;Hie'hfraaa~rrtasivifdéCa~~:~inducidá-porionóforoS'áctiva 

~::~:~,::: :~$,!~¡it~if li~liti~~'~7'~z· ,~~·,~;~~:::~~:~:: 
citoesquelefo;fes 'una de las enzimas'· involucradas. Aunque el incremento en la 

[Ca2 -i:]i ~J¡riJG~lfü> por los ionóforos podría reflejar condiciones patológicas, 
--'.,:,. ·::'·-.···'·'-:-: --._ 

propor2ícirió información valiosa sobre la relación entre los transportadores de 

-. g'¡¡~'ina y el citoesqueleto. Demostramos que la despolimerización de la actina por 

citocalasinas, así como la proteólisis de la fodrina por la calpaína o la toxina Pet, 

inhiben el transporte de glicina. Proponemos entonces que la fodrina es una de las 

proteínas responsables de estabilizar los transportadores en la membrana y 

establecer el vínculo con el citoesqueleto de actina. Estos resultados demuestran 

por primera vez, que la accesibilidad de los transportadores en la membrana podría 

controlarse. a .través del citoesqueleto. La regulación de los transportadores de 

gliciria ~o~\:1~¡}:::a&t~11 parece involucrar un mecanismo indirecto, esto es, la 

activéltiÓÍI :ci~;;IJ'hc!sistema de señalamiento que module subsecuentemente a los 
_ . · · -: ; :~~ ~.->· .--.~:~~~~-~x~~!2.:~ ; :~~:;· ~-:·: .:r~ !/,-. --; ~.. . . .. 
transportador~s~~de· glicina o bien, la fosforilación de proteínas del citoesqueleto 

, ·:::: '.-.· <.<;<f:t.~·'.!f,>~~x:::~'.\i;:_: 
· implicadas:'en:'ef:tráfico y/o estabilización de los transportadores en la membrana, 
. ·:- ·,·:.,:; _:;·~~:;_~~;:;~~;·:~:·\2t}f. ·.:.-j.> . 
por ejemplo'ja}odrina. 
. '· . -~.,::--.~~,}t.:;::-·:;:;.);.:_:·::':. 

.. , La'i)qcalizáción anatómica de las células de Müller envolviendo a las 

sina~sis';',.;~Ú'.como la presencia de un sistema específico y de alta afinidad de 
- . ' '·., ., .~,,:,::". . 

transporte'de giié:ina, apoyan la idea de que la glía juega un papel importante en la 

· ·. m~d-Jlacl~n de la neurotransmisión. La regulación de este sistema puede tener 

importantes implicaciones fisiológicas, pues la concentración de glicina en el 

espacio sináptico influencia tanto la actividad de los receptores de NMDA, 
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involucrados en I~ transmisión excitadofa por glutamato en las vías verticales de la 
- - , '-- , '-: - - -~;_'. __ .e o~:-= .. ·. '..'. - - •- :-_ ~-- -•;_-_-_ .. ---- .,_ "--- - - '. - ---

reti ná, conÍ~IC>s;recéptÓres: i~hibidorés d~ glicina que participan en la inhibición 

lateral en lacapá~plexiforrné iñtérná. 

!~--------------------------- --------·------- ------------ ---- ---
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ABSTRACT 

In the retina, Müller cells are the most abundantglial cell type, its pméesses · 

ensheathing excitatory synapses at the plexiform lay~rs.''r~·:addition.to >their 
. - . -- " . . L;; __ ,, . -· .-, .. 

structural and nutritional functions, 'the. pre~ise'an~tófui~al,loC:alizatiÓn of)v1üller 
: ... _-·: " · :: :__ ._: .... ··· .~·i):: :~:::'i-i>~:~~t-:~::)~i;/()_~i7~> :-;í~~~·?·/~~:: ,i:~·i_:.,\~~x,,;~s~_-,:,;!:~·::.·_/.'/._-'. · · _; - · 

cells has suggested a role .in tlie modúlatiOnrofriéúrofrárísmission~(Glycirfo (Gly) is . 
·-./-_: .-,· -.-·~~ -· .:1~ ;_~;'.: ,\}~~-J"~~,;~ :.iJ:;;i:'.~i0,~.~{Ji~~f ~l¿_~~::4~1_;;:;;~~:·.{f~;~:;~~)~t~:~·-;~F~,º~;-2.~~~~r; ~ \\~·.,_·::f~; 

considered an obligatory cóagonistafNMDA' recepto~s;'Müller:i'glia)Jrom)be:retina·· 

harbar functicmal ·'. N°M DA . : r~c~~fü~i;_~"~~1~~l¡?~f ~~~¡1fü~~:fr&~ma(~K~l§·JJif~~:~~gA:~A ·. 
transporters'. ·vve·. here stud ied the' chal'aci~rí~t.i~.~taHC!:}~g6. 1.atioh''J>f P 1vtfüíns.part .in 

.. ·· : ;:·; :··<··:; ·.:: : --~. . . _ · · _. ·. _ )·::t : .. ::¿¡~~ ... :.:::J~;;:~0\ :.~1r-.~~:r:~:~\0 ~2~:.~.::;: ~.:~}:~;~~:.-:1;.l~~;~:-.:,~~f.'..J:\L'.::.::;~sl'.7~~>~:/'.:~~\:1:~:-: >,\::.-;· --
pri mary ·. cultu'res of Müller glia, , sinc~'}.tfüs}~prl;kes~~~:~.oQI~ ~t~óíifril5:L1te,>; tó the 

- . : · :; : - ,.>··~ ·.··: · <· ·. . . · ·~ ·_ :< ~: ;";\.'-(\.!f~\} ~:;::r(;:.~J~~?;~;;·.;,í~t~1(~~j,~,~1~:~J:_~~;(~lf/::k~~~-:~:i~.:.jj;_·; '>\~~~;,_--;\:'i.·· _.:.: :;: ·. 
modulat.ron'of·.NMDA receptor.,actll(l,ty/.¡;¡!;gl.~tam~t~rg!S_'S,Y.J;!éll{S,t:;§j}.r;_l}th.e. r~trna. We 

~-:· · ~:.,- ~: ·.-. _... ··'.·~~~<-=··~-' ;:~,~/::; :\'.ú;,~:4~);~~;1:'.t1t(1~?o~:~rw.~~<~-.r~-~:.1 '.·r:Wq'~~--:·¡~~'Jt:;·r'·::.;~:>::, -.--·:_·:.· 
have cliaracterized two Gly transporfsystemsrshowing:higli (Km:.;.. .27 µM) and low 

-· ·,~ - ·;_~:<: . --.- __ . ·"· - . - . :·:·.:;~·'\·~·-,~'i,\2·>?:~,,Jf·.-?~~-;~~~>\~:;·~r'.:-:=;r~i~~-'i?~::: .. - _:_r;.-: -·::'::_--:· ,,: -; , . 

affinity :'.(Km = >1.7 mM); the highifo.ffirlity}frranspO'rter was identified as GLYT1 I 

· . : > .-._ ·. <~-;.. .. : ·· · · .' · . . . ·. ~ :<< .. ~\: .. ~::-~~~~\~\~i~;!f~~;{Y~~·li::;S}f~:~,<::?J\~,.:'.~~~',:, -~·./···'.· "' -·. 
inhibited •by sarcosine. We deriionsfrate ffiat'fr1eithér glutamate stimulation nor the 

.- ·.,. -: ;,. :. · .. < ·,;:.- .:::;,· ", .... _. . .·.: '._:·. ·:·~> :-~(- }t~~!·Cfti.>~~~~i~$~~ .. ~~:~f!:/_ «~1 ;~f<.'.:;. ~\:.--.: : 
activation ar. inhibitiori of;protein,kina-sescAó"r e modify transport. In arder to assess 

· ·.:. <:·- . \. _,-··::..:.·:· ":.',~ .. ,--·:e::.'.;~· :~,~~x: .. :·;.-i0t~{l~trrf~(;~~~;.~<:·{~·t~<'.', .:~,:~~.\·-~;, 
a function f?r c;a2 tta,n,~,5~J[fí'~~.~Ji11;\~SaMH:lependent processes in the regulation of 

Gly tra~s~füfü_j;~~~;~Wpjg[~~~fü~':·;:~~i~Í~átion of Ca2 + concentration, CaM and 

Ca2+/caM~d¿p~·gd~~t'~!~ri~~fü~s7611 'Gly transporter activity. ATP and carbachol, 

knm~n JA-·\;r~~~~~?:#~}W}(~t~~snn Müller. cells, as well as c~ffeine-induced ca
2
+ 

release from~in"frélcellUlár,';sf~·res.stimulated · transport,. w~ereas,;Ca2 + . chelation by 

BAPTA-ip',{[i~E~~W?~j,'.ft~~~Ü~.~~.~'lfªQsPºrt·· CaM ;inhibi\~~sj(~~~}f.bphiobolin A, R-

24571'. and)·trifly9per~zipe,''f ihcJuced ·.··a specific dose-dependent i nh ibition of 

transp~rt~;.:fí,~ j'~¡,¡5¡r{;j~ ¿{ c~MK11 by the autücamtide-~ ~~1ated inhibitorv peptide 

ar by KN62 C:áused a decrease in transport which, in the case of KN62, was dueto 

the abolition of the high affinity component, ascribed to GL YT1. Our results further 

' suggest that Gly transport is under cytoskeletal control, since activation of calpain 

by majar increases in [Ca2 +]i induced by ionophores, as well as actin destabilization 

clearly inhibit uptake. We here demonstrate far the first time the participation of 

CaM, CaMKll and the actin cytoskeleton in the regulation of Gly transport in glia. 

Ca2+ waves are induced in Müller cells by distinct neuroactive compounds released 
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by neurons and gliá; hence the regulation of rcily] 'by th'is s)lstem may be of 

physiological r~le~ance .in the~ontrol of ~etinal exci~abiHty. 

--------------~----~----·-······--· -- --
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ABREVIATURAS 

AC 
AIB 
AIP 
AMPA 
ATP 
BAPTA-AM 
8-Br-cAMP 
8-Br-cGMP 
CaM 
CaMKll 
cAMP 
CaN 
cGMP 
DIV 
DMSO 
DOG 
EGTA 
GABA 
GFAP 
GLAST. 
Gfu 
Gly 
GLYT1 
H-7 
HA-1004 ·. 
IPJ 
KA 
KN62 
KRB 
L-AP4 
mRNA 
MDL-12330A 
MeAIB 
ML-9 
MLCK 
NMDA 
NOS 
PKC 

Adenilato ciclasa 
Ácido 2-aminoisobutírico 
Péptido inhibidor de laCafv1K11. 
Ácido a.-amino-3~hidroxi~5~metifisq)(azol~4-propiónico 
Adenosín trifosfato • 
Acetox i meti 1 éster def}ácidd;.1 ;2~bi~(2..:~m i nofenoxi)etano-N, N, N ', N '-tétracético 
8-bromo adenosin:rno~Ófosfat~tíéi'ico . 
8-bromo guanosín :·m~riÜ'fdsf~tQ''"éíd ico 
Cafmodulina ·· · F · · 
Cinasa dependiente de Ca2+?cairnodulina u 
Adenosín monofosfato cíclico 
Calcineurona o proteína fosfatasa 2B 
Guanosín monofosfato cíclico 
días in vitro 
Dimetif sulfóxido 
1,2-Dioctanoi 1-rac-gl ice rol 
Ácido etilenglicol bis(j3-aminoetil éter)-N-N-N'-N'-tetra acético 
Ácido y-aminobutírico . 
Proteína fibrilar acídica de la glía , 
Transportador de glutamato/aspartato 
Glutamato . · 

Glicina 
Transportador de glicina 1 
Dihidrocloruro de 1"'."(5-lsoquiholinasulfonif)-2-metilpiperazina 
Hidrocloruro de N7(2.:cua~idinoétil)-5-isoquinolinasulfonamida 
lnositof 1 /i,5~trifosfat8 .· .· .· · · ·. · . 

.· K~i~ato ... ..• . ·. . 

.>17(N,o.:bis:[5~isoquinolina-sulfonil]-N-metil-L-tirosil)-4-fenil piperazina 
·. ·Kr~bs-Ringer Bicarbonato 

Áéido · L( + )-2-am ino-4-fosfonobutírico 
Ácido ribonucleico (RNA) mensajero 
Hidrocloruro de N-(cis-2-fenilciclopentil)azaciclotridecano-2-imina 
Ácido metilamino isobutírico 
1-(5-Chloronaftaleno-1-sulfonil)-1 H-hexahidro-1,4-diazepina 
Cinasa de las cadenas ligeras de miosina 
N-meti 1-D-aspartato 
Sintasa del óxido nítrico 
Proteína cinasa C 
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PLC 
PMA 
PMSF 
R24571 
RE 
SNC 
SNP 
SQ-22536 
t-ACPD 
TFP 
W7 

Fosfolipasa.C .. •····· ... ·.··· . 
Forbol ú.:íTí'yristato 13~acetafo 
FluorLu·() de fe;Jiimétilsulfonilo 
ca1rT1ida2:01ium · 

· Retí¿ul~~ñd~plás~ico 
Sistema nervioso central 
Sistema nervioso periférico . 
9-(Tetrahidro-2-furanil)-9H-purin-fr-amina 
ácido trans-am inociclopentano~ 1 ;3-dicarboxíl ico 
Trifluoperazina · · . 

N-(6-aminohexi 1)-5-cloro~ 1-naftalen sulfonamida 
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INTRODUCCIÓN 

CÉLULAS GLIALES 

Desde principios del siglo XX se sabía que el sistema nervioso consistía de 

células que eran eléctricamente excitables: las neuronas. Se pensa~a •que las 

neuronas formaban .. la •.... única. base•p1ra~laintegraFiÓn. -de.da· i.nf()r~ació_nc-.~n .... _el 

cerebro .·ca~ u~JC:~.7-~.~~~,'~~~.J:f i~?~-·)g#~-~-Ji,~.füh~¿si s.:~ }~ta_/~ i,?' .. 1_~fe~f:l~~-~-'.'1~·i,:·?.~~t~~f J·~-~ · · 
neuronal, sustenta8ii"~n: 16sl:éstUCli8s ·. liísú:i1ógi~os_ de•sa'ntiago~ ~afrióil·, }!Jckja·1 :X1 909; 

::~:n::::~~f ~IY~&¡~{l{~~~~J!tt~~jÉE~~:=:~ 
finalmenteª 1ª.-~:onc:i¿~da· .. ··.:.··· ; :_•··•::f:\'<,·~2';:-~:~r.•~·L;·;,.••:: ... -.. _:/::: /~ .. ···;.·_ _. 

Durante la primera mitad del siglo':XX/la:inV:estigadón sobrefos mecanismos 
· ·._ .: · ,_:·:'.~-:'); ~-~:)_;_<:~~;_:<·-·:_;,_~:=~< :·i..!\-~,~-;;r:;-;·.~~\?~~~:r:~\'.<-: :::<, --~ ::· · : 

que subyacen la excitabilidad neuronal avaíú:ó~•rápidamébte;~culníinando con el 
.:·. <:: ' :_,-:;, •: i•-·'••' •(;··,·1-'.'.•\<,i-! :, -<.r+. · ·>·: 

modelo explícito de la generación de poteííc;iales/áe·;~cC:i~n/;·cl-!odgkin. y Huxley, 

1952). Este modelo reforzó la doctrina ne~~o:í~l'{~\~-~~~~t~cír~~-~:~~-):a -información, 

contenida únicamente en potenciales de ácCión'i
0

d~-~(r{~urO'nas\i"ndividuales, se 

transmitía e integraba con la de otras neur~~~~\.a;:~~~~~I~~ll~i~:;~J~?l~.s:i~ .. _ 
No obstante, el sistema nervioso tambiér1'.if1cl~y~ áifas·:células gliales, que a 

pesar de que constituyen más de la mitad del volumen totaldel cerebro y superan 

en númeróa las neuronas, han atraído poco la atención de los neurofisiólogos. Los 

estudios; mOrfolÓgicos más detallados de las células gliales se hicieron .. varias 
,_,.. - • é.,\' '!,, ", ·~';·,, . 

década~\:t'~~:~ll~s d~ haber sido descritas por Rudolf Virchow en 1846, quien las . 

·. llamó·~~D~g·'.g/ia (del griego g/ia, "pegamento"). La característica distintiva de estas . · .. :.>'~ ::;>/~·,:;; ;.· 

célula'~'.~~kfa carencia de axón, por lo que se consideraron como elementos pasivos 

· delsi~t~~a ~ervioso. Entre las funciones que se les asignaba estaban la de nutrir y . ",-. ·;,:·. 

lade M~i~ra las neuronas. , ... 

. · Ndfue sino hasta mediados del siglo XX que resurgió el interés por la 

biologí~ ~el~lar y la fisiología de las células gliales. Desde entonces, los avances 
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han sido especta~ulares. Con'.eldesarrollode nuevastécnica~'d~.biologíarnolecular 
y electrofi;io16~ra s;~ieZe1z;¿~:;prg~¡~da8e~-funcional~s 8e .lk~ é2éf~l~~)~liales.que,. 
como se verá, su~erfan -su -~árticipación activa en los pro¿e~'¿{-~e"'.fia'¡.f~~Í~iÓh clt:;1 
sistema nervioso. Recientemente, la idea de que la glía jueg~ ug: pa:~~h~portante 

--·. ·-,. ·-. :~_''..~'-'· .,-_; ::..:- ·' ' - . . 

en la actividad nerviosa ha comenzado a ganar aceptación. 

Tipos de células gliales 

La mayoría de las neuronas en el sistema nervioso se éncuéhtran rodeadas 

por células gliales. Se calcula que las células gliales son ent~e ÍO ~· 50 veces más 

numerosas que las neuronas en el sistema n,ervi<Jso d~·:vef!ébi-~dcis (Nich~lls et al., 

1992). .. . . . . . ·<:.•· ·.~: . ;_,.; . . ;c't~ . ' :_. , ~.- ·-~; ·~- . . . . - -

La neuroglia del ~ist~~~,;[~~~§~*-'titc1·"~~g~~f~~~~\\~~,/-~¡ ,d,ividió en dos 
grandes clases: la microglía Y lá·:macroglfá'(F;ig;i¡11):"~fafmiéroglíá1éstá formada por 

·_ · _::;. __ ) ,,>~:, :~f .. l-~~~--;r,'.;7~-i'.í}~~~;:'? :>~{;~s /:{: ¿::~?-;~>',:-:::<:' ~~i~>:?!}{r·;·._~r:::Et1:>f:i::::\''~~_.J}F1:.::-~:,_, ___ ··_::~ .... -: "'. _: . · 
células fagocíticas que se rric)\/¡liz~n-~esiJ:Ués': de':úría•ilésjqnX<J',inf~:céióri y son de 

.; ~:-:'.-: :' '. S-~~:\i.':ii~~:tt;~:iY;;_,~t ... ~~~:-:/:'. ·~-~~~ ·~ ·::. ''.:·_,·~~. ·-:- .. '::,' ~.'.'. < \ >- .. ~;;~.::,·:.--i~:~}.~\E~~t2\~;;·¡~\::; :-::·;'· ... -.. ' 
origen mesodérmico; La ITJ~croglí~(!fon'C:élulas de odgéq-ectoi:lér,rfric9'·Y·5.é divide en 

tres clases funcionales: i~'g{í~::~~~'~'ciÍn~al,· los a~trocitos y l~·~l~~:~:¡~linizante. Su 

número y grado deidffer~:~'ii~b¡¿-~º~~·i,~crementa durante· el desarroll~· y. conforme 

se asciende en la es~~f~:~i~lfüi~~. -·- . . 

La glía .~~~2~i~~1i~~~¿l~fa radial, se caracteriza por presentar una forma 

alargada durántela{~dh·f~·,:~~ etapas del desarrollo del cerebro formando filamentos 

alargados sbbi~~j65:~G~les las neuronas en desarrollo migran hacia su destino final 

(Parnavelas }N~darajah, 2001). La glía radial incluye a las células ependimales, a 

las células gliales de Bergmann en el cerebelo y a las células de Müller en la retina 

(Bartlett et al., 1981 ). 

La glfa mielinizante incluye a los oligodendrocitos y a las células de 

Schwann, qUe.son células pequeñas con pocos procesos y que se encargan de 

formar lclvairia.de mielina alrededor de los axones de las neuronas. Esta vaina de 

mielina •aíÚ~\ ~·léctricamente a los axones, de manera que se incrementa la 

velocid~d' ~~: ... 'É6~du~ción de las señales eléctricas. Los oligodendrocitos se 

encue~tran ~n 'el sistema nervioso central y pueden envolver a varios axones, 
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Figura 1. Tipos de células 
gl iales en el SNC. A) astrocitos 
protoplásmicos de la materia 
gris. B) astrocitos fibrosos de la 
materia blanca. C) microglfa. 0) 
oligodendrocitos. Tomado de 
Del Río Hortega (1920). 

mientras que las células de Schwann son exclusivas del sistema nervioso periférico 

y envuelven a un solo axón (Witt y Brady, 2000). 

Los astrocitos son el más abundante de los tres grupos que comprende la 

macroglía; sus cuerpos celulares son irregulares y presentan largos procesos. Una 

de las primeras funciones que se les atribuyó es la de intervenir en la formación de 

la barrera hematoencefálica, pues al hacer contacto con los vasos sanguíneos 

provocan la formación de uniones estrechas entre las células endoteliales que filtran 

el paso de sustancias de la sangre al cerebro (Goldstein, 1988). Algunos astrocitos 
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presentan pies terminales que ha.c:en.cbntact()C()rl ne,uronas y ~asas s~hgÜínebs, lo. 

que ha hecho pensar que ta~~iéh;ti~h~~: ir función de nufrh ~ l~~.~~~rdnis. Por 

otro lado, parece ser que, al ig~al q~~eJá'rnicroglía, eliminan los r~stbs:~~~~r6~~1~~ y 

ayudan a cicatrizar el tejido ne~ioso dañado después de una le~Íó~ (F~~tett y 

Ascher, 1999). 

Funciones Generales 

Hallazgos recientes indican que las células gliales, aunque no tienen la 

habilidad de generar potenciales de acción, realizan mue.has más funciones de las 

que se pensaba, y que modulan la actividad neuronal. P<Jr medio de registros 

intracelulares se observó que los potenciales de reposo de las células gliales son 
·'' '• 

mucho más negativos que los de las neuronas a la~ q~~ r~dean (B~rres, 1991 ). En 

los vertebrados, los potenciales de membrana . ínéÍs;,_~ii65;re~i~trad6's ~n neuronas 

oscilan entre -70 y -75 mV, mientras que los.~ali;~~l3~'~ra·ras' células gliales se 

acercan a los -90 mV. Este potencial dé: r~~J~g·)f:d~~:.·¡~s "células gliales está 

determinado por el potencial de equilibrib,·d'~r:(k;,· ya que presentan una alta 

permeabilidad a estos , iones, .. al mi2;;;¿~.~·-ri~rnp6 que presentan una baja 

permeabilidad a los iones::N:~~#,~~2:+~(s;~t~eimer, 1994). Como consecuencia de 

la actividad neuronal pr¿;B~~~d~;~ )~·¿6n~~ntración de K+ en el espacio periaxonal 

aumenta de dos a cinco veces; un incremento de esta magnitud influye sobre el 

potencial de membrana y las propiedades metabólicas de las células gliales, así 

como sobre las respuestas neuronales alterando, por ejemplo, la cahÚ~ad de 

neurotransmisor liberado por las neuronas presinápticas, modulando·. las 

interacciones neuronales recíprocas o afectando el umbral de activación de las 

. células postsinápticas (Sykova, 1983). Las concentraciones de K+ iniciales (pre­

.estfrnulo) deben de ser restablecidas para que un segundo impulso nervioso pueda 

llevarse a cabo. Las células gliales regulan la concentración de K+ del medio 

extracelular gracias a su alta conductancia para este ión, capturándolo en las 
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regiones con una alta concentración. y 1 iberáridolo en regiones disti:iie~ dahde. su 

concentración es m~~~~(~Rll·i~pi_et~I., 1.996); . ·: .\ i ·. 

::~,~~~;:~¡;¡¡~¡~~1;~:~:;,;:~~;~1,~i~¡iiti~~~~~~~:~~::~ 
importante enléljterrninació11I'de:;latransmisi6n';(~.ªrre~; •. ) 991a);···. La recaptura de 

neurotra~s~ i~·or~~\Ít~·~t~~~~~~~¡~¡~Q~l~H!~mk~.~1t,4·~'.:í~~fs-iH~~;~ls,. ya que evita que 
el neurotransmisor: Cliflindá'aisinapsis~C:ercarias/'Enfre·l6s:sistemas de transporte que 

se han localizad~ eh las c~lulas ~liale~ ~~té'i'.el de Glu, que se cotransporta con dos 

iones Na+, al mismo tiempo que se transportan en sentido contrario un ión K+ y un 

grupo OH o bien un HCOJ·. Por lo tanto, la captura de Glu provoca la 

alcalinización del medio extracelular, de manera que las células gliales pueden 

regular los cambios extracelulares de pH inducidos por la actividad neural.(BÓU:tier 

et al., 1992), además de mantener bajos los niveles de G!u eri el medio 
,. ;(.;i 

extracelular. De acuerdo con fa hipótesis de la excitotoxiddaa,.::eontenfraciones 

elevadas de Glu ind.ucen la degeneración de poblaciones ne~ronales en el sistema 

nervioso centr~(. c~~c/ ~C:urre por ejemplo en la isquemia y ~n la hipoxia 

(Siliprandi :ran, f993) ...... . 

. La ¿·1r~?gr~~·¿~fá .una enzima característica, la glutamino sintetasa (GS), que 

cataii~á[1~·;·:~wi~,~~i6h <del glutamato en glutamina, precursor de varias vías 

biosintétlc~s, ¿ornb de I~ síntesis de los neurotransmisores Glu y GABA (Hertz et 

al., 1.9ggj;:'..(.)~ra. enzima característica de las células gliales es la anhidrasa 

carbónica, que cataliza 1.a hidratación del dióxido de carbono y por lo tanto está 

involuérada eri las funciones respiratorias vitales. Esta enzima también participa en 

la regulaciÓ_n :~elmovinii~nto iónico y el balance de fluidos, por lo que juega un 
'::·.·-:·> :'.;:~·f . .:'".·~-··¡! ..... : ·;,:·, :- ·.:;:."::~_ ':-:<·-'. .. ·. + + 

papel importante en la homeostasis y, como influencia los equilibrios de Na y K , 
'·''." · . .-.. ,, . ., "/1;.-

afecta indirecta.mente la acti.;/idad neuronal (Deitmer, 2001) 
,-··;·• '., ,. 

Úno de.: los desc~brimientos más sorprendentes en el estudio de las células 

gliales fue · el de la presencia de receptores funcionales para distintos 

neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas. Se ha demostrado tanto in vitro 
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como in sifu que las células gliales responden a numerosos neurotransmisores con 

cambios en el:.potencial de membrana. Entre los receptores reportados están los de 

Glu, GABA·;:q1~, acetilcolina y monoaminas, cuyas características son similares a 

aquellos -d·~·,··1~s· n~uro'nas (Verkhratsky y Steinhauser, 2000). La glía en cultivo 

tambiéll~xpr~~~}~~;~~~rks,~ara neurotransmisores que activan sistemas de señales 
\ " ~ -. ':\' : . ' . . . . 

intracelulares c¡Jrl'l() frn;,;:)~.~,~~~~~~~~t? .en las concentraciones intracelulares de 

Ca2 +, diacilglicerol;Josfafos.dé'iriositol;AMPc y GMPc los cuales, a su vez, pueden 
-:·- ~. --~- --·~)r\::W?f,~~'fr§:;~-~;:J}:-~i~~?~f .. '.·;.;_· -<· -'./_ .. 

modular la actividad de canales~1ióniCós y enzimas (Barres, 1991 b). La presencia de 
. · .. ·· •. : : :, "'.:•i0 ·:~t~·tii~:i\:,y; .·. ·.•.• ... · .. · •..... 

receptores en la glfa·;:súgiri(Yi!;lákomúriicación _entre neuronas y gira a través de 
: ·._: .. :''.::.'.~~:"::!:;:·~~'.·:~}8~:l..,:l.:i,iF1Y/f~1}t::~¿~~jr:::._ -:~;>>> · :- :·< -/ '.'·· ·. · · -· \. :\·: · · -·. · - · 

neurotransmisores, y:;·plá~··:r~cie'i\t~me~te})é, :ha_· ...• dernostrado la activación ·•de las 

células gl ia.les -~·eri;.fo~~:l\~~~;t~~;~~;H~-~j~J..H1~r?}r~?~fuli~\~Q/t~-~t~·~~-.~1~T~Ffü?rnº en 
el SNP, se._ha-'demostfado que'la·estimulációri1·de~fa glía.;pó(meurotransmisores 

-.. -->\,~·-}.:_~/t: .. Y:"~'.<::'t~~::'.·:~.<:t_"_,: . \:·-·- . . . ~ : __ .-.--·: :'.· ·. ·_'.·_:::.< · ~\~~::{ :ii\ .. /)~:1S\-~~)\i~~~i~-:t·x~~/,·.:-.',,\,;- :.: ::··. 
como el G lú;,GABA> noradrenal ina, aceti lcol ina ·y 'dopam ina;)indüce(üria'·elevación 

, · · · .: ... :'.':' · -:;.:-:t~;--F~~·.:.::.;:.'.'.,_ - :;'.; .. · . -. .... -·· <:;ú: .. :·;,:::;.,~·:.:·;::.:.~:":::};;:~i:-:»'}<<:-._ ::..:·::<.: <. 
de fa concentración intracelular de ca2+ ([Ca2 +]i; Grosche et al.,-1999;:Kánget al., 

1998; Dzubay ~tal., 1999; Kulik et al., 1999; Rochan et al., 2C;o1)'. bt~ha'elevación 
de fa [C~~:,.]i genera las llamadas ondas de Ca2 + (incrementotransitbri6 de la [Ca2+]i) 

que se propagan intra e intercelularmente, a través de la liberáción de Ca2
+ de las 

pozas intracelulares (Finkbeiner, 1993). Este tipo de respuesta podría representar 

una forma de excitabilidad de las células gliales que les permite integrar señales 

extracelulare;,¿~municarse entre sí_a larga distancia, e intercambiar información 
',' ;:· ~ --~~~>. ·:::,:~.)l' ~:::-.~_-:."~"'::<: ·:-. :- '... ,' :.><> ,~:··~;:.(· ·'_:~-·;'. :'_. -~\'· 

con las neuronas-~dyacentes (Verkhratsky y Kettenmann, 1996) . 

. Las,tc~:~~{~j);¡i:1~l,~~~),~~?t~~i-i~_r;(Fen ocasiones, liberan neurotransmisores. Tal 
es. el. caso . de;\las'.' celLilás':tde-··schwann del axón gigante de calamar, que 

-. . '-, .... '.. ~'.· .. ·., -- " ,. . , -, ;. ~ . 

normalmente sintetizan y liberan acetilcolina (Heumann et al., 1981 ). Las células 

gliales no contienen vesículas sinápticas, por lo que se ha sugerido que la 

liberación de neurotransmisores se lleva a cabo a través de la actividad inversa de 

los transportadores de neurotransmisores (Amara y Kuhar, 1993). Sin embargo, se 

ha demostrado que una de las consecuencias de la elevación en la [Ca2 +]i en la glía 

es la liberación de neurotransmisores. En diversos sistemas se ha reportado que en 

la glía, el incremento en la [Ca2 +]i induce la liberación de glutamato dependiente 
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de Ca2 +. e independiente de los transportadores de Glu (Araque et al.1 2000; Parpura 
. ' .. '~· . -- - ·- ' 

et al., 1994; Bezzi et al., 1998; Pasti et al., 1997; 2001; Parpura y Haydon, 2000). 

Más a~~,s~~~ ~repuesto que esta liberación dependiente deCa2 + se da a través de 

un pro~esc?·~~~~~~te a· 1a exocitosis. neuronal: es sensible a bloqueadores como la 

toxi~a t~t~m~~;~1~<:tb~i~~ b~tulfnica y. la bafi{omiC:i~~ kí°(Araque et al., 2000; Bezzi 
.. - . ·:.';/.~_.«{1}::,: ;::',\~·1).:t~:~;~~--~~:{1f>C:· .;'·.:;_:.:'.1''' . .',\' ; :.,'. . . - .. _· ;"·: <:~;,;_: .. -~<:;·/:1-"'.\:./(. >~~~.<~:._:';.~>:-": : ... :·,._ •, ' 

et aL; 1998;,PastEetéll.;2001).Y laci11ética·ae}las:c:ordentes provocadas en células 

t~ansfe~~ad~~:.f~:~~{·~ff~t~fY~~~'~{~~;~~~¡~~,~~i¡;\~M!f~,!;~~~~lacion.~ con eventos ·.·de 
lrberacrón.· cuantr.cél~JP.a~tr·r~tFal:¡y2Q01 );°.(Aurique: no·~e;han observado vesículas 

:'' ·'.:;</'· )~ .. -~~;,_;.;.:fff~,~~:i:!.·:~:~~~~;;,.;~(':¡.::\.:'~·'..~i'.\:',1~-~;::-/'·~~:>>: ·< '. '.: "~~-'.· -, _ .. ~;y:- ~_-;( ::: ·.:.~--' '.- .'. -
"sinápticas" en ;;la~·~:'c:~l.91as;f'glialesi• se ha'~ide~tificado en las mismas, a la 

sinaptobrevin~N;~::~l~J'.~i'.~~~1:'.i#~:··11\,:protefnas que forman parte de la maquinaria 

exocitótica (M~iensch~i~''efal., 1999; Calegari et al., 1999). 

Yá ~¿~;~~;;'féfjy~¿i~ii11es presentan un alto grado de plasticidad en respuesta 
.. :·.·:~-.. ::~ ,:.-~;,~·~-:J.~f~~J:.;_;1?;'.<:~:.·i>'.<·.', ':'..·· .. ,. .. 

a las señales neuronales/cambios a largo plazo en las propiedades de la membrana 
~::< -~ :·::·- :-.. _?;::·-;; ... }Y~1;\f.·~~;:V~. ~ ·._. ·.· 

de las célúlas,gliales)>odrían mediar cambios a largo plazo en la función sináptica. 
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RETINA 

En la retina de los vertebrados se ha identificado dos tipos de células gliales: 

las células de Müller y los astrocitos, estas últimas presentes sólo en retinas 

vascularizadas (R~~Jli~ssen, 1974). En la retina de las aves, las células de Müller son 
- "~-. '-··· ·- '. , ' ' , , 

el único !iPq'~~~~.;gligcito presente y combinan funciones que en otras partes del 

sistema ll~~i¿~bC~s.ti:Íri<co.mpartimentalizadas en diversos tipos de células gliales, 

por loqu:~~tJ}í~~ u~ excelente modelo experimental para el estudio de las células 

gliales~ Antes de abordar el tema de la glía de Müller, revisaremos los aspectos 

generales de la retina. 

Morfología 

La retina, que comparte el origen embrionario con el SNC, es una capa de 

tejido nervioso de aproximadamente 300 µM de espesor localizada en la parte 

posterior del ojo, que lleva a cabo la recepción de los estímulos visuales y los 

primeros pasos del procesamiento de información de la vía visual (Shepherd, 1974). 

La organización .laminar y el número limitado de tipos celulares que presenta 

facilitan la·> iáentificáciÓri ·y 'localización de distintas funciones bioquímicas y 

fisioló~ica~' .. É~{i~t~.r~~.~tldo/ I~ retina de los vertebrados ha sido considerada un 

;:}j~1ti1~1:~~~~~,~~~,~~~~~~::~:~;:,::~;~::~·:~::~:,u;::~~: 
mamfforos;;,laide:Jas~¡iyé's;es:avascülar y carece de células endoteliales y elementos 

: -.'_ - -~->~/: ~~·'.:_:~~-~-:~~\~:!'.:_>_ :~.:~?J~~~a~~~-::;~':t(~·~:;,~:>?:· :'::; ~-~. ~--
sangu í rieos ;~das·retinás de embriones de pollo de edad temprana pueden continuar 

,., . , ;J .. :·'.''·"·-~;''.<\:;;,~-,;:.-';{~~¡·.~-:-~;').>'":_><-:'''-,_. ,, 

su desarrolló i~ vitrd bajo condiciones de cultivo relativamente simples. Por último, 

el tejí~() dé.· la:retina de las aves, en etapas definidas del desarrollo, puede ser 

fácilmente disociado en una suspensión de células para luego desarrollar cultivos 

adherentes en (Moscona, 1983). 

La retina de los vertebrados está constituida por tres tipos celulares: 

neuronas, células del epitelio pigmentado y células gliales (Wheater et al., 1987). 
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Existen 5 ;tipos de neuronás: lo~.Jotorr~ceptóres. (cono~y bastones), las células 

bipolares,das ~éllll~~:horiz¿~tales)!léls' célul.as. amacrinasy las· células. ganglionares, 

y dos tip~s~·d~·~él.~l~s.gÍi~lé~r!·~~~éf~i~s 'de "'1oller y los astro~ifos (Masland, 2001 ) . 
. . ' ·.r· .. ,.· ·. " - .,··.,. .,. : • -.· .·· . - .:". .· •·, ·• . 

HistolÓgicamerit~; I~ ieti~a de: los vertebrados es G~ t~jido estratificado (Fig. 

2), La ~~pa más externa es el~pite'lio ~igrrientéldb/t8'y~~~ ~élulas se organizan en 

una monocapa que descansa sobr~:'~~membra_na de, '~·~u~~ y que separa a la retina 

neural de los capilares sang~íq;~~i.fi~f4l~~3~f3~~fr'·s~gunda capa incluye los 

segmentos externo e interno de los~córiós'.}':oastó'.riés: A ésta le sigue la capa nuclear 

externa, formada por los cuerposf2¡1tiit~~~'.~8~·.:·l:~s fotorreceptores. Entre estas dos 
···.-•.• • .. - • .• --. "'.:' -:- -1 ·~·· 

capas, se localiza la membrana lirliitanteexterna formada por la unión de los pies 

terminales de las células de Müller. Después se encuentra la capa plexiforme 

externa, en la que establecen sinapsis los fotorreceptores con las células bipolares y 

las células horizontales, seguida de la capa nuclear interna donde se encuentran los 

cuerpos neuronales de las células horizontales, bipolares y amacrinas. La siguiente 

capa( e~· lá plexiforme interna donde se establecen sinapsis entre las células 

. bip~l~~~s, amacrinas y ganglionares, y por último, la capa de células ganglionares 

.cuyas fibras eferentes cori~~r~~n;en un punto para formar el nervio óptico. 

Funcio~almente la retiri~: ~;~J~~L·ci~ ¡.los. vertebrados se divide en retina externa 
- " - ~·-·· ,.,_.e ". 

· (fÓtorrecéptores y capa plexiforfn~-~xternafy retina interna (capa nuclear externa y 

siguientes). 

El segmento externo de los conos y bastones (por su forma) contiene una 

serie de discos membranosos formados en un 90% por las moléculas de pigmento 

encargadas de absorber la luz. En el caso de los bastones este pigmento es la 

rodopsina, que absorbe la luz a una longitud de onda de 500 nm y están 

especializados para la recepción de luz tenue. Los conos contienen los pigmentos 

específicos para la visión en color y están especializados para la recepción de luz 

brillante (Ebrey y Koulatos, 2001). 

Las células bipolares, en general, establecen conexiones directas entre uno o 

más fotorreceptores y una o más células ganglionares, transmitiendo en sentido 

vertical la información visual. Las células horizontales presentan varios procesos 
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BORDE COROIDAL 

Epitelio pigmentado de 
la retina (EPR) 

Fig 2. Retina de 
los vertebrados 

Capas de la retina 

Segmento externo de 
los fotorreceptores Diagrama: 

Fotorreceptores 

Capa nuclear 
externa 

diferentes capas y 
relaciones sinápticas. 

Capa plexlforme externa 

Capa nuclear 
Interna 

Capa plexlforme Interna 

Capa de las células 
ganglionares 

Tipos celulares. 

R: bastones 
C: conos 
H: horizontales 
B: bipolares 
A: amacrinas MLI 

Borde del vitreo MLE: Membrana llmltante externa 

MLI: Membrana llmltante Interna 

1: interplexiformes 
G: ganglionares 
M: Müller 

cortos, y uno más delgado y largo que los demás considerado como el axón. Estos 

procesos conectan lateralmente, en la capa plexiforme externa, a conos y bastones 

contiguos o lejanos. ~as células amacrinas poseen uno o dos árboles dendríticos 

e.uvas ramificaciones se con~ctán con células bipolares y células ganglionares en la 

capa plexiforme interna y, en ocasiones, con fotorreceptores en la capa plexiforme 

externa (Wheater et al, 1987). 

Las células de la gira de Müller atraviesan todo el espesor de la retina, desde 

la membrana limitante interna hasta los fotorreceptores (Farber y Adler, 1986). Su 

núcleo se encuentra en la capa nuclear interna y a través de largos procesos 

citoplásmicos rodean a las neuronas, llenando así los espacios intercelulares 

(Wheater et al, 1987). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 17 

[_ 



Neurotransmisión en la retina 

Estudios farmacológicos y registros electrofisiológicos han proporcionado 

pruebas de que los aminoácidos excitadores son importantes neurotransmisores en 

la retina de los vertebrados. Estos estudios sugieren que los fotorreceptores, las 

células bipolares y algunas células amacrinas 8tili.Zan glutamato y/o aspartato como 

neurotransmisor, por lo que la vía verti~al de I~ retina que va de los fotorreceptores 

a las ,·células bipolares .Y de;:i~s!~~·~JT,~~~. células ganglionares es excitadora 

(Copenh-~gen, 1991 ). • ; ',' \'.:f/)i}>"· 
' ,-.::>. ~. ':{~\; ... ~;>~:-;::. ~:-;_~-~>\ , ;:.t::-,··'.<:;;.:;" .,~>r;; .. -,)~', í :~ ,.,, __ _: .. ·. :_._-
.. Lá elevaaáfcoricenfradóri":'de,' lá\aspartato aminotransferasa, enzima que 

' . :"-·-_; '·:: _:·>;:·~~; :_ :'.::~~2~f :,:~t<~~L ~-l~~~'t/>~~:~J~_;::,if~~'.¿}/-'.l·i~H·:t~ ;: \:_;~r;- '¡~~-~~r·· :~L,{~:i .. ; -~--- : 
sintetiza:aspaitató_y:ifglútamatb,,,preser;ifé,en fotorreceptores, células bipolares y 

: . ·. :-: '.··-··.;::.~y~- ~\;:;·!~·~\?/:·_::_:;_ ~,,J:;\i;: ::;t~:ft·::f!;¿:~~;-.: :~:~f?~~,...~~\:;_:~r !;:/:.: ·;;.n;·t- : (.,_·. 
algunas amacrinas/asf'.eomó: lá:presericia''dé sistemas de transporte de alta afinidad 

, _ -~ ,:~·-<-·:.- ·_:-~~:1;_;._º>''.·<··_ -~;:~~-:~,\ :L·_-~>~ :-__ ;,,::,';_:~:-··,:: ~-.:;,.• .. < ~·>.·:. ·:·.~<~·.· :. :<'·~; .. _ '-''. 

para estos:arhi,~Ó'ád1Jó~;~C:8ffstitUyen';~~i(j~n¿ia ·adicional que apoya la idea de que 

los amin?~~1~~f]:;~~~Ú~-1~t~s;:~~A:·1.05 1 t~~h~misores en la vía vertical de la retina 

(luvone, 1986)0•<<< <.:_\ .··· .... . · ,.,<~ ,:_:, 
-. ~ "'' ·~·' .; . ·. . " "' ' ," 

· Los;d6~~:~HfÍ~ip,~les 'n~Lrotrnr\~misores, inhibidores son el GABA (ácido y-

aminobutf~i~6}~.$;,;~.'~iic;iiilc8:1~). Las c¿lulas horizontáles y las amacrinas llevan a 

cabo ~(~fg~t~~~~,i~:~tof1~t~-;~1:cl~;lá··informadón en las.capas plexiforme externa e 

interna~ r~s~~fffü~~'~'hl~:?~'h't~dos los vertebrados, el GABA y la Gly se localizan 
" • • ¡ ;\~::''.>:!~.·;:~:·:::,~;:'.~::·~>~l}'::c:\. ·~'.:< ~;,·,' •: ':: ·. 

en algunas célula'si\amac .. rinas/ y en vertebrados inferiores, el GABA se localiza . 
. -;.~-~-..r-;·}J-.+1~~~!.':,~~-:· .. : .. ~---: >L :;:_ . ~: -~, . 

también en algunafc'élüléls horizontales (Daw et al., 1989). 

La Gl~:e~ti'.'.;~fJ{~nte en la retina de vertebrados a concentraciones muy 
:-·1,~'::-~-'.?.~-~~<}~t~"~'~'<!:: -~:'. --.. · -

similares a~'Tas~~Eiii'2t>nf~acf~s en el SNC (Pasantes-Morales et al., 1972). Las 
·; ·.· :.: c,·;):S:· }~?¿{~,.~~~{~:\' ~f;i~:-~~::.~ ~ :." . ·:,·,>' 

concentraciones:más:;altas de Gly dentro de la retina se han encontrado en la capa 

plexiforrJ1~'.0irii~;~g~g®~,'f'~!'c~pél'de células ganglionares y en las células amacrinas 

(luvo~e?1~'i;¡~)r1tk'1~:·i~ti~a 
7

~e ha demostrado la liberación de Gly, tanto acumulada 

como endÓge/~a, .estimulada por despolarización y dependiente de Ca2
+ (López­

Colomé et al., 1978). 

Entre los compuestos identificados como neurotransmisores en la retina de 

los vertebrados se encuentran también la dopamina y la acetilcolina, localizadas 

principalmente en subpoblaciones de células amacrinas (Masland, 1988). 
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cARACTERÍsT1cAs MÓRJ:oLócr'c:.\s 'v FONtioNALEs DE LA GLÍA DE MÜLLER 
--::-,.~:,__].__':-,~'- ""C"'-)-';_.-: ~ -· ' ~·e _:e;-,-·,-.:,~"· :·.·-~--• . - .. -

. ·, .. ~ . ~-

Las éélulas dé Müller :de'láJetina de;fos vertebrados· son células orientadas 
- - ' =; - .;-¡- --- .-·::-:~;<~: '~.~~º,'~.~o~;~:-(:;-:~-:~:-.-,-~'·:.f)?~~~Oo\~•¿~,~:'~-~-~~~~·~7.;~:~ < ". ,-;: • ' " •, r~ ,.-.~ ,~ ' ~ • '.. '.:• 

radialn1erte:qué5sé::extiendén'a,tódó 10·;1argode ·1a retina, desde ·la capa de fibras 

del.:n~.~i;~?·;g~tl3,~~,~~~~.~~.i~l;fD.i~~1,f.~~~);o~:Ae~~entos internos de los fotorreceptores 
(Fig.'3);"El(pie''te'rmiríál:'ae'Ja célUlá.de' tvtüllér es una expansión cónica que termina 

·en Ja ~JfWQY~~~Ji'i~'i'f~~t~;(¡~i~~rl;~ d~ •la r~ti na, formada por fibras de colágena y 
,_- ""-;;-,,---.- . '1, ~' ';. ' 

· glicoprótefn~s::a~las .• cúaies. se adhieren las células de Müller. El tronco principal 
'·. <~;,:_:{·:.;·;¡~_">.·.·;O:l -~-:-· .- . 

pasá ve'rti2álrl1el1te a través de la capa de fibras ópticas, de la capa de células 

ga~gÍi~nares y de la capa plexiforme interna hasta llegar a la capa nuclear interna; 

donde se localiza el núcleo de la célula de Müller, por lo que a este nivel se 

observa un ensanchamiento del tronco principal. Los procesos laterales que derivan 

del tronco principal . forman una matriz que rodea al pericarion de las células 

ganglionares. Distal al núcleo, al:ni\í~l·de la membrana limitante externa, la célula 
._ . - .• .. · . , . - - ¡·" 

de Müllerforma una serie'.:c:le m.i~rp~~llosidades que penetran entre los cuerpos de 
;,' i\:; .. · · <- :.: ·: ;:; J!\ -.: .. '..: .. :'.: . -··. ;_·:·/.~:\ ~~:~\.~':f~i(-~i,~Y!~~~:~~~tl~~;:?f>.:'~.~::: ... ~ __ :. ,-

1 os fot~rrecept~res al ':spació~¿'~ubretinaL A estas estructuras se les ha llamado 

::;f ~~tl;1l~i\~~i~~~(f Í\~~j~:;:::;~:~;,c~;;º::~~::~,:~:::::~ 
ambas.,, capas~~ plexifórmes;t{cfue'iporffiló ~general están íntimamente asociadas a 

.: ,.'.- .. ·._., .-_.:· .'.··-·-~- :· !'.:;k::<:.~;:;ú/-~;,;·~::e~!~f~:f;,}~~~ -~~f¡;;:~':¿f:~::.~~---~:rlJ{~~;;~,(:¡~~i~~:~--: -)~~~;"::~;>\C-" .~'. .:·\ 1_:: - '.'. -~:-.: ~.: · _. _ -

dendritas rieúr:orfales;,y'?sihápsis;::EnJa'capa·,.r:iudear interna,las células de Müller 
-__ ./ ~- -~ .;:>~:":'.-- -~ :~~-:-: ,;?~~~Y:~~~~~tr€~-~:~T{~1?t~t}t~~'.-~~J?Y~~ti'{:t~~t~-~~¿-~i~~f~9-S~f:~-~ ... ~¡t0;,-~~1(~·i;~-~; r.~:~;~:;·?-:-: :;7~ :-~---< :-:-:. ,,,~· : - : 
envuelyen; párcialrne'rité:ª l¿is h~üro_11as;~~ya:C!=!ri,~~s;~:rtiie!ntras que en la capa nuclear 
-. _., .. -~ ... '-.\'-':( ~, .-: ::_1J";(.~~~:Ifo:~~{\¿':}:-~~,~~,-t'J·.~tp\,f::~}f<.~;~<~si·;;'.:x~~\_;:n·xh'.;'.;:~f;·':.",~~;;.::;:Y'\;'({~;~·.;,~:< ·'. ··-:·. , . · · · 
externa y,.é'nJá/capa·;de;.c:éh.1lasCganglionarés; las envuelven totalmente (Robinson y 

[)r~g~;~d.t~?).~f~;~{rr~t~;?··,J~'.¡:? { · · · · 
Ac.pesar,:deisü:relación anatómica con las neuronas, las células de Müller se 

'. :' . '.:\: ·_··" ~-·{·~(;/,t.::r:1:::t1·;?'.;<~·~.;-. 
consic:f~raron}'.~ü'ránte mucho tiempo como células pasivas relacionadas con 

fun~i~n~s cif.~~~~tenimiento en la retina, sin una participación importante en el 

proceso visu~l·p~~ las última dos décadas, esta visión ha cambiado radicalmente, al 

demostrarse q¿~ las células de Müller no sólo tienen una relación metabólica con 

las neuronas sino que podrían intervenir directamente en el procesamiento de la 

información en la retina. 
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Figura 3. Dibujos en la cámara lúcida de células de Müller y su ubicación con 
respecto a las diferentes capas de la retina. CFN, capa de fibras nerviosas; 
CCG, capa de células ganglionares; CPE, capa plexiforme externa; CNI, capa 
nuclear interna; CNE capa nuclear externa; SI, segmento interno de los 
fotorrecepotres (Robinson y Dreher, 1990). 

Con base en estudios citoquímicos y estructurales Magalhaes y Coimbra 

(1972) identificaron tres regiones en las células de Müller: (1) la porción interna de 

la célula, que se extiende desde la membrana limitante interna hasta el límite entre 

las capas plexiforme interna y nuclear interna, rica en microfilamentos, retículo 

endoplásmico liso y gránulos de glucógeno; (2) la porción media de la célula, 

situada en la capa nuclear interna, que contiene al núcleo, así como retículo 

endoplásmico rugoso abundante y el aparato de Golgi; y (3) la porción externa de 

la célula que se extiende hasta la capa de fotorreceptores y se caracteriza por 

presentar numerosos microtúbulos y mitocondrias. Por estas características se 

concluyó que la porción interna de la célula es responsable de la síntesis, 
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almacenamiento y liberación de glucc:)geno, .· 1a porción media, de la síntesis y 

transporte de proteínas estruét~r~le,s 'y)·'de secreción, y la porción externa está 
' ' ' 

especializada en la absorciÓny:en el transporte intracelular activo. 

Las células de Mülle~ Juegan un papel importante en el desarrollo de la 

retina. Aparecen tempranamente, y su relación anatómica con las neuronas en 

desarrollo, s~girió su participación en la estratificación de la retina (Moscona, 

1983), misma que se demostró posteriormente mediante estudios en cultivos 

rotatorios. En este sistema, las células disociadas de la retina embrionaria, pueden 

reagregarse y establecer una organización tridimensional histotfpica. En estas 

estructuras llamadas retinoesferoides, se mantiene la estratificación de todas las 

capas de la retina pero sin la orientación apropiada. Sin embargo, en presencia de 
, . ' . ' . ,:~-: . . . ' 

células d.e Müllerodemedio co.ndicioriadó:~~C>r;las ·mismas, los retinoesferoides 

adquier~ri •.t:a;,~{\f~,f~~i;~P.;¡0~Wttt~~~\f~J:{~~,t~'.~;~bJ:~}~~~!~~ºjá~~[,Y?•·~~·i·l.lbold··et al., 2000). 
No se·apredan'iaiferencias morfológicas significativas entre células de Müller 
, · ... · · .-_':,_ ~- < -:::<~~,_:~.'.'.:{\·:~: .~t•1:~'.f:~)~~-¡~~,:.i?;'h~~{:-"~~~~?;~,:-~~~;r&~t~t\:EJ~~2Jftt?·~;:~-~1~~:1~,~\:;~::,r:,:~/~~t-:; ·-;!X~~-~\}.~f :+·::· ;<'.')-,.: .:" :~-:~; _· -,· ,· : 

de retinas •vascúlarií:adas:;ty;ifavás'cülares<'.f<Raiüñússe'il;''·':J1974);:EI potencial de 

membrana t~~~ié.r'.~~t~~~~~~:·.~~~i2.5~~iI~~~.;~~fl~~f ~·~~¡~~r~··~·~s de alrededor d: -80 

mV. Este potencial'defrnemfüáña•esta\aacfo por.fa concentración externa de K I ya 
__ -. · ,._:; : .-.;~; _;· -,_.;~~;:'.:·r.1~\;\~·:-_:·_~ f-~'<_:.:-~f;"~:·.:.:~~f,/1:,'.~x:.':~:-;·:: . .-.;.:~ .. :-.=! ... ·· -"... · .... : · · 

que las células de MÜlle'r)ion alfa'men'te permeables a este ion. 

Una· c:le :I~~ . f~rici~nes .'.ri,~]or caracterizadas de la gl ía de Müller es la 

regulación d~·la hom~ostasis del K+ ([K+]e) en la retina. La actividad neuronal 

ocasiona ~n i~cremento en la [K+]e en ambas capas sinápticas (Karowsky y 

Proenza, 1977), que debe amortiguarse con el fin de limitar fluctuaciones 

inapropiadas en la excitabilidad neuronal. Las células de Müller remueven el 

exceso de K+ del espacio extracelular por procesos tanto pasivos (captura de K+ y 

Cl-) como activos (ATPasa Na+ /K+; Reichenbach et al., 1992) comunes a otras 

células gliales. El K+ también se remueve del espacio extracelular por un 

mecanismo de amortiguamiento espacial a través de canales rectificadores entrantes 

de K+, el. canal predominante en la gl ía de Müller (Newman, 1984). A diferencia de 

otros canales sensibles al voltaje, estos canales están abiertos al potencial de reposo 

de la membrana. La dependencia de voltaje y de K• de estos canales permite que 
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en regiones donde se eleva la [K+]e, la condUc;ta_ncJa del.cana(~se incremente 

de K+· en,E!stas''célúlas\sé'loéélliz'a':en{er!pie terni"ináU:yt~n'.la:S.úpeÍficie(dé~la retina, 
- :~. /, ·. ':?t ~::_:._,¡~~~;r~·;;~~~~~-i~~~;~_?:.:~/~;./::.~-;~:~:~~,,~i;i~:~F'7·:tr;\{;.~;.-.~---"-~'.;\<;:: ~._{:':'.i:\1.:°'(f ~~;f ·:lh·:~·/~~~-~-': ;:~~~-;_:.-,:<~t~:·\#~}i. :;.~/?~~ J¡r~;;·; ~-t->;--: "~ ':.'., .,--' "~- " , 

por lo·.tanto/"lá'icórriente::de'!amoítigúámiéntb esj:Jadal:saleideda}glíá'•de.Müller, 
.. · -..·' :-.:. -~:;~ .. ;:·_(*~~-;·: ~.,'fi~/\'.!:.~·'":-<'.A{ .:'..·~;:-~:¡;.-~,~-~~-~..:;·;<::¿k:~· .: :·~h Y' :~;~\}T·:-~:~};i.,::~.·.:?t:f:'. ·: :;-\/\i: _}f ;_~·;i:.::,~-~-~f/:}~~~-~;;f.~~,;")t~.5/ i:~·>~r ,._.:: ~»·?; : ·~.: .. :·- · : ·:·_ . , 

preferente'rT1ente i porXel :pieci.term i n"al :',;E 1 }esultaao {de test'álformai;'éspécial izada · .. de 
, ;.~ {·: -~~~::t: .>:.;'.f!.."~j:-_ .. ::~~~~;~J--~.,~~{;/~-· :·:~( (,. ~·::'~,:~ : __ ;~; ::_~,,- ...-;·~ ~~:r~_~;_:!;l~>::--:: ·~: .. '.;?~-:;\~::~'ii-~~'::·ít\~b~'..:J:;~~ 1 : <~Y;?~ S~:;y:·:·t.t:~~~-;~:-!;L~!· y;~f ... tf.~~J::\\: ~>-:.r:<;_· ·: :·:). 1~ -< -\ 

homeostasis~'éleriofríi riáda'''!sifór{de'. K :':'.(/(Newmáñ~"e(alf~')~1,987');~esYqüe el' exceso de 
.. :· . :>_·:~, :.'-. ·~;:._(.'.:,':~~2'~' ~~~~~:;r·: .. -~:-;~-~·.-:·:: /t::_ .'-:<?{~'.::<íJ_'.::~:: \~~-~t\~; '}~~i{~ _.;,_r~~:p~~·: ,~¿~,:;Yf<-r~~-:~.~~?:!¡:>.'.:\ ¡}~~-~)·~" i~~,:.:~·. e,:;,~,''::_'~~~ '":: ·: '}'_:·: -_ (.· , -:· ., . 

K+ liberado'.pOr!láélctívidad;hel.ffonal':se:.tfahsfl~re(aFh'.úiii'cN \írtreci: .El· patrón de las 
:,_ .. ·· '_>" , _· :·';.~~~:":·:,~\-I;'.~~: .... ~1:/.::~':_!//~: \;:·:tiY·J~/~;~;:sr;:~:·f:;·~~:~j-:~~;~~,1rs~·¡:-~:1'.,r.~<·~~¿,:.~~"~~!~~\~/~ .. z-::~~:::F :üfi~;'.~:r~;:> .. :: ·_. · ;. ·'> .. :. -... · .. "- · · 

corrientes. de.; éiiilortigllélm 1en~e>':.es¡:iac1al e~!; ::.más<c:o111 ple Jo} en, 1 os' mamíferos, en 1 os 
·: ' ... -.<~- -.·{./~':·>~;~~ ;; :' ~-'::!~~~~.:-,:.~~·:'.~~;:~::rs~::::i ~-:~:?\ ';,'-{f;:,f'., :t::Z1F;·,t1:~:J,:~-:t~\R·:~~'.'i"~:~~:~;~~·3:{~~)i~,~:;~S :·~::<::(/, «: ., ".- -.:.: ':. 

que el exceso;dé:K;·se:dii-ige tantoj1f~hürñcírLvífréo)cohío al fluído que rodea a los 
· ;_. _. · ·: .:·\·':~~: . .':( e~f~~ ';(~~:.ú.~;,~; ':~:;:~-:-?F~:: ~~~<\'':'i~~~~-~-·::;~;-~_~'}" !.';~':,::::~:~-~~:<f~;:~r,;~" ·~?:·:,:/:<~~ 1 -:"·".'.': ·: :; - .. >.'· 

fotorrec~pt()res'((é'sj:jadoysí'.ilj[~tiíí'ali{;Frishfñáil~.:eLaL; 1992). En especies con retina 
· ':,· if.,W::/:-{::·~~~~-~~t~:~·:t'.'}~~¡~;?~t~1x~:;i;~:/~··~~::JI.:.~t~~N ~-v:,s;·:·,_,.<_;\·s-: · -~-º -~ _:' · ~:': 1 

vascularizad~,:láC:ónduc.tanciaes'ma~()ren la porción de la célula que corresponde 

ª la c~p~;~~~1*f~f1,gf~~7~~~1:~:~É?~~c;¡gf¿~~dar~srodean a los procesos de las células 

de Müller,; por:± lo ~qlle:;serpr()pone que en esta zona se libera el K+ hacia los vasos 

sanguí;~;~~lj~iiilii~ii."S:j~~te ~I ~escc.i;a,, ¡i~~~d~. '~lfÓn de co,•, las 
células de Mülleramc;>itigüan'Ja ~o~centración de C()2 (Newrnan; 1994). Las células 

de Müller · poseeW\~1.~t.'"~~iT~t anhidrasa carlJÓnic~; ~¡{ ~ó;ITIO un sistema de 

cotransporte de N~+/rfr:()3- en la membrana del pie terminal (Newman, 1996) que, 

en conjunto, amortiguan los cambios en el pH extracelular generados por el C02 

producido durante de la actividad neuronal. Esto es muy importante ya que 1) en la 

retina de la salamandra, cambios de pH tan pequeños como 0.05 U pH producen 

una reducción del 24% en la transmisión sináptica entre los fotorreceptores y las 

neuronas postsinápticas (Barnes et al., 1993) y 2) cambios en el pH extracelular de 

hasta 0.1 U pH se han detectado en la retina como consecuencia de la actividad 

neuronal (Oakeley y Wen, 1989). 
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Las células d~ f\.1ti11erestán ih~o:IGcréld~senél r~¿·idaj~.de.lo~\fotÓpigiTientos, .· · 
·,~·'";--~-· -::,f ::"i. -!.~~~~-:..'.-~,-=~;~;~_-,_·e -~~-i·'-~;; ~e-~~;; -::-:·r \;•~-~<·- ··:.~:~~:~~( ~'.;~~\/: :_:·,_-'.'~-: ,-. ~-.. --~~. ~:·:\t_;\~.~;S~(-~~\';\ ·:. (:,;'. ;~-: ::-.-:;>_~'·.:,~:~ .. ~~ \'~:; ~;~; /''.::;-:,-_·;.::)_.~- --/: ' .. · 

ya que al .•.. igual .qué las C:élúlas;deLepitelió figmentado; exp~esán la.proteína que 

u ne . a 1.· reti ~.~1,• •.. (~~~L B,~f /:.~u.~t-M i'laní• ·. y·sai~,~· 1'.~~.ú:·,~a.;'.~·~,r~I§.~~í\B~I I~~·:un~ ···~1 tra ns~ 
retinal (vitarnina:J\)j,locmívierte en 11~cis-ret.inoJ/;y¡lo,lil:>éráál'espaé:io extracelular 

para su recapi¿;~ p~r IÓs conos (Edwards ét ~1.~;:;1;¡~3>,}3~·,:·" • .. ·. ·.· 

'otra molécula importante que se.acún:íúla•én .• la glfa de Müller es el 

tripéptido. giutatió~ (gfutamil ciste~il ·~li~IR~>W'.~·~ concentración de glutatión 

reducido (GSH) excede a la forma oxidéldá~(b;~sdj:~or un factor de entre 7 y 9 en la 
' . ·.;~' -.. ;~';'.,; ·.··:., '· .,. .. ,- ... 

retina de los mamíferos (Kern et al.;'.cl ~91'.l;h/juéga un papel crucial de protección 

contra radicales libres y especies re~ttfy~~~'.tj~;·axr~eno dado que el GSH puede ser 

oxidado.de manera reversible a:GssG}Éri{1~!r~tf~a; el GSHsec~ncentra en la glfa 

:~º~~:.~~]~~#t'.~;,:~~:::,,~f~·t1tii~i~Íf ~~~~~1~~i~~0d .•. d• ·'ª 
La·:glía .de Muller proporc1ona .• apoyo·:metab.ól1c9•.a·~lasmeur.onas·'.·ret1n1anas. 

',·:\'. · .. ~.--__ ·- :' - . · - = .. __ , _-.::·::~--~";_~::::.~, <;:~::_~~~:i~>~~~~>~~}1t::~1:~~)~l:Ut~¡'.9~-~:/:~:e:¡:~;:~:tt<~::ú~l:~'.v~:~l~(:":i::.~-:)-- (·_:- ... ; <· __ .· .. '. · ·. 
Las reservas de glucógeno de la retina éstárf.re&ttiJ:lgidasJél}l~~·g[fa'.'.d~;Mi.ilJ~r;Ja Cual 

:.; ·:.-_ '; ;:>;· -. - . ' . . >-<- ~:-~:'.~'(---:~-:~~-,~.ff~~-::2:·t{~~·;.1~j:i~;::~i;'.~·;.,f.;:~:~¿;:{::.:~'.~~:-ii'~·0.~~;)8~.\~·:;:2:i\·\~:.:~t·~'-:··;::>~--; -:_:-:· :_. ·,_ 
expresa la enzima. fosforilasa .del:glúcóge~:c:>J(efelff~[,~etfái;'ii:'l,9.~':0: E,ri·· cultivos de 

:·., ·::'.···. · ·::>·' , _:· . _ :: . '. .: :;.,·· '<~-\-~;.:,;~~~~9,~·,t;~~úi ;1;R.~~\~'.'~:;:;r:~-;_¿~~\~K ·_~;}F~~~(~?':·~;;~·{;,r::~/(~~~-~J~-3~;·~~~:~ ._/:. ·. :: >. . 
.. células:de•Moller se .demostró .~u~é1p11fa· ~~1in~uccfa:láglúcogenólisis:(Reié:henbach 

et al., 1 g~3) .. La, actividad neuron~Ít~mbién estimula la glucog~nólisis y se ha 

demostra~c)'lá'fr~n~ferenC:ia·~Úrecta de lactato de la glía de Müller a las neuronas 

(princi~~l'#ie~t~,~ 16~ fotmreceptores; Poitry-Yamate et al., 1995). 

L~'ietf~á, como el cerebro, debe de estar protegida contra cambios en la 

composición y los compuestos neurotóxicos contenidos en la sangre. En el cerebro, 

los astrocitos envuelven a los capilares y están involucrados en el mantenimiento 

de las propiedades de las células endoteliales que constituyen la barrera 

hematoencefálica (Risau y Wolburg, 1990). En las retinas vascularizadas de los 

mamíferos, los astrocitos están circunscritos a la capa de fibras nerviosas donde 

envuelven los vasos sanguíneos más internos (Schnitzer, 1987), mientras que los 

vasos en las capas externas de la retina están envueltos por los procesos de la glía 

de Müller (Nagelhus et al., 1998). Se ha demostrado que la glía de Müller participa 

en el establecimiento de la barrera hematorretiniana (Tout et al., 1993) y se ha 
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propuesto que pued~.;egular el flujo sanguíneo de los vasos retinianos en respuesta 

a cambios er:i; !~'actividad neuronal. 

Los'n~Jiü't~Jgsi'Tlisórés liberados por las neuronas constituyen un mecanismo 

de señal~,,j·i~gi~:'.~/·tf"~vés del cual la actividad neuronal puede modular el 

compb'rt~~Í~h;f~~d~:l~:~·:céllllas de Müller. Estas células, por otra parte, expresan una 
-: .:';"> ·. :i.~/: '::~!-~~;/~;t~~:ü\··~ ·J.~::}~.=:\<- -: .. ,,-'.; ... :: 

gran.>,\/ariédád;':;:dé.'··receptores, .·:···incluyendo: •receptores para aminoácidos 

neurot~añ~:~Xí~1~¡~!~f~:~g(i.~J~~;' g~pt'.i.do~i .. ~-~·~~~a~tivos, .. hormonas y factores de 
crecimiento:(NéwmariJ1;1?~6);'Géneréllrrlente;'.estbs·:réceptores exhiben afinidad de. 

unióny'f>rci·~·i~fJ~8~~·'{~-;~~~blO~id~· ~ih,fl~r~s ~:las d~seritas en neuronas. En la 

may~ría'd~ Í~~'.~~~~s, l~~~ió~'d~i Íi~and~:r~s¿¡·t~ en la despolarización de la célula, 

ya sea por la apertura dir~da d~ c~nales'iónicos, como en el caso del receptor 
.· .-.·' . 

GABM, o por la activación d~ sistemas de segundos mensajeros. Por ejemplo, el 

glutamato, la dopamina y látr¿rTibin~, a través de sistemas de segundos mensajeros, 

reducen la conductancia al K~ despolariza~do a la glía de Müller (Schwarz, 1993; 

Biedermann et al., 1995; f?~r¿:y:·5~~~k~I, 1995). 

Otro ejemplo :.'.iri,~~~~~t~':'de ;la activación de sistemas de segundos 

;~~j~~il¡it1ill:illf !lii~t~~~i;;,~~'.:~:~t~~~; :~ 
efevación'.de~;jla;;[K;!:]eiii:esulta}'eri'lá''énfradá de Ca2 +, probablemente a través de 

:' -: ". -.,:: ';. ~7'~? ·:~~ >: < ~,~~-,,'.::-··, ! :-:- ~' ~;:~ .. :.·_? :-:.;. __ ~ -_:-~~-"~'- _·· __ ~'." ''.'.:-· -·. 
canale';;Jifc~2~:,{:'5~g5¡g¡~~!ií'j?;'~bltaj~ (Kéirstead y Miller, 1995), mientras que en las 

• .. : . ·-·. ·,.:~::~.- :_1 ~·'..;:,:,>~ :; .. ~~D::~·'.~;'.{~~~::r.:~J~: :·B~~i~·?Ui~i~o:i.:~r::~:,: .'·:;: 
céluf~s)de;cO:nejo' e'n:C:ultivo,:el glutamato provoca la entrada de Ca2 + a través de 

rec~pt,d~~s'[~Cl'JN~:q6 (Wakakura y Yamamoto, 1994). La estimulación mecánica de 

l~s ~élÚlá~d~ ,MÜller de la salamandra, en ausencia de Ca2 + extracelular, induce la 

1f!J~·ia~ión de Ca2 + de las pozas intracelulares; el incremento en la [Ca2 +]i 

. ~,~·~s~cue~te viaja desde el extremo apical de la célula a manera de onda hacia el 

pie terminal (Keirstead y Miller, 1995). Las ondas intracelulares de Ca2 + pueden 

estimularse por K+, glutamato y ATP, así como por cafeína y ryanodina (Keirstead y 

Miller, 1995; 1 997; Newman y Zahs, 1997; Wakakura y Yamamoto, 1994). Aunque 
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un blanco. lógico de la [Ca2.+] i podría ser>la :sin tasa ,_del' óxido~nítriC:o (NOS) y las 

células de. Muiler ~e .la salamandra y del ~~~-)~·pi~~ª~ ~~ia.:enzÍma (Liepe et al., 
''', ,:;- ;- - . ·.·· '·. . .. _',,,·.,·-·,· ._,.; .· _,. ...... ;'. 

1994), la'iib~fación'.de ON de est~s céluléls.fg;5~~l1afél~'M6~hiicio.Esta información 
-·: . .-:'r::- >:- '.:.' ·-'::· · _· · , ... -:: _ \:;-'_-:/:;,\\~=.:·,;·;:::1<·'.-':;~/-.. _(::.· .. , ... _:';:·:_ 

abre la posibilidad de que las ondas de Ca~+ en' li:ké'éluléls 'de Müller, a través de la 
-. ___ - :_ .,· .... -,_'.',-·-, . '°'-,:-:·.-~?~'---~'·~"'r~.,,.-;.-,:_--.~:"-, .... _, 

liberaé:ióh'cie?rleurotransmisores, proporcion.~r~;ri~~u;f~-~~gunda vía, independiente 

de la red ne~ronal, para la retransmisión d~ ~~g~:¡~~·desde la retina externa hasta la 
:..•_'._:_'-'·' 

retín~ interna:.~omo se ha demostrado para el glutamato en astrocitos (Parpura et 
,---,· .-. 

al.,· 199-4). 

Las C;élulas .gliales juegan un papel importante en la remoción de los 

neurotrarÍsllli~ores clel espacio extracelular después de su liberación de la terminal 

sinábtic~.;,:~st~I:'f~'~~~tÚra ·(ver Transportadores de Neurotransmisores) es esencial 
- ·- ' : .. :~:: <>;:::: .··~-~~{1'~\~/(~;;-~·~¡~fl'~~i~f-. 

para la:,terlTliÍ1acjón\~(;!;da transmisión sináptica así como para evitar la difusión de 

transm .. isd:~efüJ~f~:~~~Í ;~spélcio sináptico. Las células de Müller poseen sistemas de 
. · .. ·· ·:.·C!:. ,,;'.• • ;¡i;c:-.,·.,.:;· ;... · . ( 

· recapt.ura.de''alta;'áfinidad para varios neurotransmisores, por lo que podrían regular 

su co~d~~fra~J~k\~~~r~c~lulár en la retina; La a~osi~ión cercana de los procesos de 
.. :'::'·· :·'}'·'i:tJ'.'é"·:·,, .. ,.\: ··. ·. · , ,: . :-<•, •. ::;,e::·:>:::., •. · . 

las células de\fV\üller é:ori'las sinapsis en ariioás':C:apas plexiformes,. apoyan esta 

::::~!'~lj1~~\!j~li~1~~2d.E,;~~~:~w:: ': ;~::,::n;~~:~)'.eEI h~a 
Glu; L-Asp y'.elD"'Asp éómpárten un sistema de alta afinidad, dependiente de Na , 

· ..-,:: ·:·: -.-\· '. ::)_;;·;:-:::;;/t'.}ts·-2.C-~:~~,~!·.t·~~~/:~~-~-i~\·_,.-~-.. : 
caracterizado~;i?i~iálméntefen .. cultivos primarios de glía de Müller (Somohano y 

López-Col~rri~;)},ii~;~~~~:~~~'. recientemente se demostró la expresión del 

transportador'ótÁ~~,~~d~1'N~glés glutamate/aspartate transporter) en estas células 

(Derouic~e:y,R'aJ'~rl~~~rn~s)'};\e comprobó que la remoción de Glu en la retina se 
: : ::.:·. :~:.:._'.~~-~~~;-; ~)t~;rfj:~~?~~ f~'.~: <'::,-· 

lleva a acabo'principálmeríte por las células de Müller (Rauen et al., 1998). En 
, .';_: .. ·-_>·: ,;:~ ··.c;·:•~(i:.~:('.~~;'.'.~,.-~ ·>::-

ratones transgéniCósf;e·n;;los que se elimina el gene que codifica para GLAST, el 
. .. : .. . -[,.,, .. ;;,-·-_¡_·;·:·,' . .'-. 

daño isquémiC:o d~' 1á'-~étfna se exacerba considerablemente (Harada et al., 1998). El 

transportador,GLA~T,··~~ electrogénico, por lo que la captura de glutamato puede 

variar o iríÚuso;inv~~irse, dependiendo del voltaje (Szatkowsky et al., 1990). El 

25 



glutamato.se cotra11~sJJortaipJn Janes OH", por lo que la captura de glutamato 

depende del-~H:Y.~;~;ll~v~~ I~ al~álinización extracelular (Bouvier et al., 1992). 

·· 1...as~céTti1il§-d1tt10'1ler;también poseen sistemas de transporte de afta afinidad 

para el gA~X';(~~~b~Jl~1?a2)~ Se ha demostrado la expresión del transportador 
- --;,_- -:~¡:;\~~i{:'·¡;;·;~'··(;;é_·:. __ '.: : . 

GAT3 erí:!estas~célufás; El transporte es efectrogénico y se ha propuesto una 

estequiorii~t~f~;~:~,-2N~~/CI~ pormolécula de GABA transportada. El GABA se libera 

princip;fH{~~~'}j~ff~~;~ré1~1~s horizontales y ciertos tipos de amacrinas. En algunas 
. ,•:_.:. ·.- {'.,~ -~::· :·~i:i~<~:f~~,:. <:}.\~.~~;J~_;_~\1\~ :\·· • 

especies de 111amífefós(coiT10 el conejo, las células horizontales están desprovistas 

de tra~'sp6~~dbf~~-1~~~:;6*~Akor lo que las células de Müller son las encargadas de 

remover ~{ci~~Á'l:f~l"~~~i~.iÓs~xtracelular (Brecha y Weigmann, 1994). 

La recaptura dé gl¿t~mato y GABA en la gira de Müllér es un paso inicial 

importante en el proceso d~ ;~ciciaje de neur~transmisores. Las células de Müller 

poseen sistemas enzimáticOs para la conversión o degradación de estos 

neurotransmisores como lá glutamina sintetasa, la GABA transarninása (GABA-T) y 

la deshidrogenasa del sen1iáldehído succfnico (SSA) (Witkovsky 'et' al., 19B5). La 

glutamino sintetasa, eni:im~: q~e .transamida al ·glutan1~to_en glutaminél;se-.localiza 
. _:-. ·'-'.';~~- \;_i:~\~·f--_~{'.:·-? y~~_,-<_-~,_;:<:·':.'.>~<-·:_\~:~~''.::<.: ,' _· '_:" - .. :' / :'.-)':_:., -:.'.~;~'.1\'.<¡'.~--~:~:: ;._<, ': _- ~.· 

exclusivamente en la glfá,de'Müllér~n-laretin~.•La•glutamina sintetizadaéri-laglfa' 

de Müller sirv~ sºrT1,e>.~.Rt~~9.~~~~ ~ar~i{1~í~r~'frsis de glutámato en la_s ~~lJ~6~~s. La 

inhibición de,~~t~,e'ri~ima ócasi~~a ¡~,-µ¿·~did~ ~ompleta de la función neuronal, lo 

que demuestr~·eÍp~bel~cr~'biaLC1~;-i'5~~~H~glía de Müller en la neurotransmisión 

de la retina (Rauen etal., 1998) .. · · <!> 
La glfa dé Müller p~~d~ ~Ód.úlar significativamente la actividad neuronal 

mediante el control de la cbncentración de sustancias neuroactivas en el espacio 

extracelular. La acumulación de K+ en el espacio extracelular, así como variaciones 

en el pH inducidas por cambios en la actividad glial, podrían modificar la actividad 

neuronal y la transmisión sináptica. Adicionalmente, las células de Müller pueden 

controlar la actividad neuronal de manera más directa, por la inversión del 

transporte de glutamato inducido por despolarización (Szatkowski et al., 1990). La 

liberación de Glu por este proceso puede contribuir al daño excitotóxico en las 

neuronas en condiciones patológicas. Al igual que en el caso del Glu, la 
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despolarización de las> célula~. de Müll,er_' puede inducir la liberación de GABA 

(Sarthy, 1983). Es'importante mericionar que la liberación de gl utamato y GABA de 

las células d~~~~J11ef"'~1á1i~rc:l.~fu;cistfa~o únicamente en células que han sido 

precargadas ~bn lcis t~ansrni~ores'. Queda por demostrarse que la liberación de 
- -·. ·'·· •. :¡--_.: ,·, -

transmisores se<llev~kC:abrie'~ condiciones in vivo. 
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TRANSPORTADORES DE NEUROTRANSMISORES 

Función en el Sistema Nervioso 

Una de las principales funciones que desempeñan los sistemas 

transportadores de neurotransmisores es laterminación de. latransfl1isÍónsináptica~ 

La neurotransmisión qufmica .. :s; •• }!~~~·;-'Mf~:~~·:f~:nii~Ir&;.~~:~i~fr(J2;;Ji~~·~;~Qt,~~,i~;:,dei··· 
neurotransmisor, (2) el almacenamiento',;yqiberaci.ón\d~(esté.neürotrarismisóreh. la· .. ·. 

terminal . sináp.ti.~~' .··~·~.) .. }.~··.i;~~e.(~F~l;~~~~{t,tJ.~Y~.?f+'~1~*ls~}j:s$;ri;·/u(:"re¿~ptdr~J:; en:, la· 
membrana >postsihár>tica'·y,'\<<Jf.1a···e1iminaCió•h 'de1Yríeürotrarismisor del espado 

sináptico,• crffica:~~{~'.~H'~~~¿~s-o):~a'qÜela~.~~s-ist.~,n~i~· del transmisor en el espacio 

sináptico irTIJ~a~;¡~'.'J~·~i~~·~~·i~•¡ó~ de ~na nu~~a sefial. Existen tres mecanismos para 

terminaL'¡~-·'i\~~i'~~.·{j~f tr~nsmisor liberado: la difusión del neurotransmisor del 

espaticf sináptiC~··a tra~és del fluido extraneuronal; la degradación enzimática del 
:. ' "·:··"·> . . - . -

neurotr~hsmisor, mecanismo utilizado por el sistema colinérgico, y la recaptura del 
. -. . . ~ '' 

neurotransmisor por medio de proteínas acarreadoras específicas, presentes tanto en 

la membrana de la neurona presináptica como en la membrana de las células 

gliales que se encuentran rodeando a la sinapsis (Kanner, 1994). 

Los transportadores de neurotransmisores dependientes de sodio son el 

principal medio por el cual se elimina al neurotransmisor del espacio sináptico 

(Nelson y Lill, 1994). La concentración intraceÍularde iones Na+ es menor que la 

extracelular tanto. en .neuronas como en glía, por lo que el ca-transporte de un 
' ·.. •: ':.:~'.'>,,,~;:·-:~:',~:A,:.'{'~·.,:\"'.,~> .. !;'~: + 

neurotransmisor' cori iones Na , a favor del gradiente electroquímico del ión, . . ·,,- ,,'.,:·-:.·- ,-

proporcióna I~ energía necesaria para transportar al neurotransmisor hacia el 
· ..... - ·(;\(-~.".\<·_:::'·:;~>>:· . 

interior de la célula, en contra de su gradiente de concentración (Kanner, 1994). 

La inactivación rápida del neurotransmisor mediante su recaptura, evita la 

difusión del neurotransmisor y minimiza el riesgo de que el neurotransmisor actúe 

sobre sinapsis adyacentes (Uhl y Johnson, 1994). 

La recaptura de diversos neurotransmisores en la terminal nerviosa y su 

posterior compartimentalización vesicular, permite el reciclaje del mismo con el 
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consecuente ahorro energéti_co (Júrsky · et al., 1994). Estudios . recientes han 

demostrado .q-Üe los,tl"ansp~rt~é:loresde neurotransmisores, en ciertas condiciones 

tanto fisioló~iC:~sC:b~"o:"patb16gicas; ~ueden funcionar en sentido inverso, llevando 

a cabol~·;.l¡bg;~~'ió'~~~o·~~sicular, independiente de Ca2 +, del neurotransmisor 

CAtt~e1Ter\~1,;~J~9g3j,·'.~C' .•. 

Ya qúé;lósfransportadores localizados en la membrana plasmática de las 
~~·L~~,\~::::__~_:_ ___ ¡_<,_ - , 

células l1euror'lé1lesygliales regulan las concentraciones locales de neurotransmisor, 

es evident~ q~e juegan un papel importante en la modulación de la actividad de los 

receptores, además de participar en funciones como destoxificación, protección de 

sustancias reactivas y nutrición (Jursky et al., 1994). 

Mecanismos Moleculares del Transporte 

La energía necesaria para el ciclo de la .nE!~rotra~smisión la proporcionan 

dos tipos de ATPasa. a) La ATPasa de H+ vac;u~Ía'dcle' l~s vesículas sinápticas, que 

proporciona la fuerza impulsora para la acú~·Ji~'cióh';áe. l~s neurotransmisores en 

las mismas (Nelson, 1993). b) La ATPasa de Na+ /K+ de la membrana plasmática de 

las células neuronales y gliales, cuya actividad genera gradientes electroquímicos 

de sodio y potasio dirigidos hacia el interior y el exterior de la célula, 

respectivamente. La actividad de los transportadores de la membrana plasmática se 

impulsa por el gradiente de sodio, por el de potasio, o por ambos. Aunque la fuerza 

motriz principal es el gradiente de sodio generado por la ATPasa Na+ /K+, existen 

variantes. Los transportadores de Glu son electrogénicos, pues ca-transportan dos 

Na+ con cada molécula de GI u, al mismo tiempo que contra-transportan un K+ y un 

OH- hacia el exterior de la célula. Los transportadores de Gly y GABA también son 

electrogénicos, ca-transportan dos Na+ y un CI" por cada molécula de transmisor, 

hacia el interior de la célula (la concentración extracelular de cr también es mayor 

que la intracelular) (Fig. 4). Por medio del uso diferencial de estas fuerzas, el 

transportador puede ser controlado y actuar de manera específica en cada espacio 

sináptico o célula glial (Nelson y Lill, 1994). 
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Figura 4. Mecanismos de acción de los transportadores de neurotransmisores. 
El neurotransmisor (T) que se encuentra almacenado en las vesículas 
sinápticas, se libera al espacio sináptico al fusionarse éstas con la membrana 
plasmática presináptica. Después de su difusión a través del espacio sináptico, 
el transmisor se une a receptores postsinápticos (PR) específicos que pueden 
ser ionotrópicos o metabotrópicos. Posteriormente, el transmisor debe de ser 
eliminado del espacio sináptico para que pueda tener lugar un segundo impulso. 
Los transportadores de neurotransmisores (Tp) recapturan al transmisor hacia la 
terminal sináptica o hacia las células gliales vecinas junto con Na+ y otros iones 
(*). En el caso de los transportadores de Gly y otros, * es cloro, que se mueve 
en la misma dirección que el sodio y el neurotransmisor. En el caso de los 
transportadores de Glu, * representa al potasio, que se mueve en dirección 
opuesta al sodio y al Glu. La fuerza motriz para este proceso es el gradiente 
electroquímico de los iones sodio, que se mantiene por la ATPasa Na+/K+. La 
regulación fisiológica de los transportadores tal vez se de a través de receptores 
para el mismo neurotransmisor (autorreceptores, AR) o para otros 
(heterorreceptores, HR) (Kanner, 1994). 

La actividad de los transportadores específicos coincide con la localización 

de los transmisores liberados, lo que sugiere que los transportadores se expresan de 

manera específica para cada sistema de neurotransmisión (Uhl y Hartig, 1992). 
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Importancia Clínica 

Los transportadores de neurotransmisores tienen una gran importancia 

médica, debido a que regulan la actividad de los neurotransmisores "eliminándC,ios 

del espacio sináptico. Ciertos inhibidores específicos de estos;t~~ns~~rt~clÓies se 
·.o .e :''' :~·-- ,_; ,.,~ 0 c.c-l. .:¡,<-'i:•:_,.c-;, -· · .... ~- . '>--- -. ··-

utilizan como fármacos para tratar diversos padecimiéntos(neuról6:gicos, ·Yél)'que 

incrementan ___ la concentración ·•del neurotransmis~r en.la si~a~~·¡:i't/,/~;JÍtln~~~··su 

:::~tj~,~~~}li1:~~!f ~~~;~~~{{~~~~~~~~~~~~:::·~::~~:~~: 
psicoes}i~t.1lc:ú1te~ como la cocaína, que se une al transportador de dopamina 

inhibien.dos~ recaptura (Kuhar et al., 1991 ); y de algunos antidepresivos, como el 

Pmzac, que inhibe la recaptura de serotonina (Barondes, 1994). 

Concentraciones elevadas de aminoácidos excitadores inducen muerte 

neuronal por excitotoxicidad, fenómeno involucrado en numerosas patologías 

convulsivas y neurodegenerativas (Matute et.al., 1999; Shaw; 1999; Greerie, 1999; 
1:;,:_~;-;~:~.:-:':;.:_;c;·_;~<'.'...J--_ :.-.·. <· '.~'- _ ._, -·-. '<>~:->,:.>::·.:~~(,:·'.~,~;;~~f~~r;,;::.->_-.-

Chapman, 2000). La entrada de Ca2,ta'tr~yésde l~s receptores.4e'~MPA es un 

evento crítico para la muerte neuronaÍ~ i~clü~id~ porilu'tám~to.'.(Ci'.J.Ji);j;N~7L Una 
. . . ' .. , ' ;•. . ~-· ' . . ' ~ .'• ., - . . . ' ' - . ,- . 

de las principales funciones de los transÍJ.ort~dci~es ele. G1ll en el :siste'rri~·:nervioso es 

la de evitar que la concentración de Glu extracelular se eleve a niveles 

neurotóxicos. En cultivos organotípicos de médula espinal se demostró, por primera 

vez, que los transportadores de gl utamato protegen a las neuronas de la toxicidad 

inducida por glutamato (Rothstein et al., 1993). Más aún, se encontró que si se 

eliminan los transportadores de glutamato gliales, se induce la degeneración 

neuronal por excitoxicidad, mientras que si se eliminan los transportadores 

.·•· .. neuronales el daño no se presenta (Rothstein et al., 1996; Tanaka et al., 1997). 

Los transportadores de Gly podrían relacionarse con la excitotoxicidad 

producida por el Glu a través de los receptores de NMDA, ya que la Gly actúa 

como coagonista potenciando el efecto del Glu sobre estos receptores (Smith et al., 

1992). En este sentido, se ha comprobado que la Gly potencia la muerte neuronal 
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excitotóxica producida por ,.la acti,vación crónica del receptor de NMDA en 

neuron~s córtlcafes y ~stri~tales(McNamara y Dingfedine, 1990; Morons et al., 

1992).L~ca'p~~idad del 7-clorokinurenato (antagonista del sitio de la glicina en el 

receptor de NMDA) de reducir la neurotoxicidad del Glu en cultivos celulares, 

pone en evidencia el potencial de la Gly en estados patológicos. En ciertas etapas 

de las enfermedades neurodegenerativas se presenta una pérdida de receptores de 

. NMDA, por lo que la transmisión es subóptima. Se ha propuesto que el elevar los 

niveles de Gly endógena disminuyendo su transporte, podría resultar benéfico por 

incrementar la transmisión mediada por los receptores de NMDA (Fletcher et al., 

1990). En la 'esclerosis amiotrófica lateral (ALS), caracterizada por la pérdida de 

neuronas motoras en la médula. espinal y tailocerebral, ycJe células piramidales en 

la. corteza motora, se·. presenta .• ·. u na disminu'ció~ita~to
0

~n .. ~1)~an~porte .. deGlu ·como 

:~::::::~:;;~"~;:·:r::FJ~tEi:~~ti~f ~Vf l~~~f~~~~f t~::~:: 
población celular en ALS cvirg~ y ~e11é;~th~;.·19~~). . . . . . 
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TRANSPORTADORES DE GLICINA 

Los transportadores de neurotransmisores se han clasificado en tres familias: 

(1) transportadores dependientes de sodio y cloro que operan en la membrana 

plasmática de células gliales y neuronales¡ (2) transportadores dependientes de 

sodio/potasio que funcionan en/. la <.membrana plasmática, específicamente 

transportadores, de Glu;.:,Y,(3f·trans~C>'rt~clor~s vesiculares que llevan a cabo la 

captura al interiord~::&e~rÉfii~~'.~i,llá~ti2~sVgránulos (Nelson y Lill, 1994). 

Los trans~o:~~d~r~·;·de Gly pertenecen a la familia de transportadores que 

dependen de Na +y c::f~, junto con los de GABA, prolina, betafna, taurina y aminas 

biogénicas. Todos los miembros de esta familia presentan una estructura y topología 

similares. En general, están constituidos por 600 aminoácidos arreglados en 12 

segmentos transmembranales; tanto el extremo carboxilo-terminal como el extremo 

amino-terminal se encuentran del lado citoplásmico de la membrana. Estas regiones 

contienen sitios de fosforilación que pueden estar involucrados en la regulación del 

transporte. También presentan una gran asa extracelular entre los segmentos 

transmembranales flLy~IVcfo~de.se' localizan de 2 a 4 sitios de glicosilación (Amara 
y Kuhar, 1 ~93{S ,/;: ,;;,;: 5> . 

;"··:: '', 

La comparatió~déla~~cuencia de aminoácidos de varios miembros de esta 
,. \~. ,,. '· . ''' . 

familia reveló qu~ ~¡~~os ~egmentos de estas proteínas presentan un mayor grado 

de homología que Otros. Las regiones más conservadas son: el segmento 

transmembranal 1 junt? con él asa extracelular que lo conecta con el segmento 

transmembranal 11, y{el 'segmento ·transniembranal V junto con la pequeña asa 

intracelular que lo cónecta con el segmento IV y el asa extracelular más grande que 

lo conecta con el segmento VI (Fig. 5). Se ha propuesto que estos dominios están 

involucrados en la estabilización de la estructura terciaria que es esencial para el 

funcionamiento de estos transportadores, así como en la translocación de iones 

sodio. La parte de la proteína compuesta por los ocho primeros segmentos 

transmembranales está más conservada que las que componen el resto de los 

segmentos; se piensa que este dominio está involucrado en la translocación de los 
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diferentes sustratos: Las. regiones menos conservadas son los extremos amino- y 

carboxilo-terminal, ~~~ lo qu~ s~ propone que estas áreas están involucradas en la 

regulación del transporte (Kanner, 1994). 

e 

+ 
Ni-s 

coo 

Figura 5. Topología membrana! de los transportadores de Glicina. A) GL YT1. B) 
GL YT2. Se muestran los 12 segmentos transmembranales. Los extremos amino 
y carboxilo terminales son intracelulares. El asa extracelular entre los segmentos 
3 y 4 presenta sitios consenso de glicosilación (Zafra et al., 1997). 
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La glicina (Gfy) esunarl1inoácidono'~s~nci~f que,además de tener diversas 

:v~~:·:·:::~~:~:~~~lKill~iil~~~¡;~~¡~:~~;::~: ~:;~:~:~: 
competitivamente por la ··esti"ichiha)J(afCafoidé~;convufsivo; Betz et al., 1993). 

. · .::·, .... : ;:.:.:·./:.(~0._/'-~.~~:~ >~~:::~;~~;> -\~/::.::·;Hr·{-:'~::Y').J.:º';}~/:: ~·.<;_:., 
Además de su papel inhibi~o('eri'.'el~siste:níá~ n'er\lioso, la Gly también modu.la la 

ª~;~,~~~~~;.i:~i~n~~!~~J!i!~~n~ir~~n~~gí;i~ii$~lf j~·':~ ··· · 
Desde . la década de los 60 's se demostró qÚé,\f~.rlos aminoácidos, 

incluye~dc{la · gli~ina, eran incorporados por el tejido nefviosc:l:.Aprison y Werman 

(19GS)J3~}()ri ifos primeros en proponer la existencia de un mecanismo de captura 
"·'··'<· 

· pára'íél._(¡)y;que la eliminara de las sinapsis inhibidoras. Años después, la clonación 

d~ i6~/;'.if~h'i~6rtadorés para el GABA (Guastefla, et al., 1990) y la norepinefrina 

.(Pach~Í~~y~·.:~t al., 1991) permitió el aislamiento de 'coNAs h~mólogos que 

mdifl;~~~f:·p~~a
1

otros transportadores dependientes de Na+y cfr,' entre ellos lo~ de 

gl ici~1·.q~~('.¡d~htificó a genes .que. codifican·. para .• los transportadb~e~:i:lEi¿:glicin~ , . 
, ·;;·i.:'.: '.:.i>::'.·.:· ,;:·:~-~;:.:,; \.~~:!~_-J·:>'··_::.:3: l; ~;~:¿.:' :\: ;~:_;)5¿~.;:_;-·;~·~~-: .Oi /;_;· :·~;~-~--,: ·.; >:·'.·,. ;· .; .. :. ··I'. . ·,~ :_ ·" .. -::. ·:<(~~~~~~~~,':{2~~~~~-::.~~;~~\~ _::~';''.?~::-;· ,·. 
den6~ir1adosGL~TltyGLYT2}(P,or._un proceso ·de empalme alter11ati\I0'.1,y/ó';',usó 

.. · '.~71l!i~~~f ~~i~~t1~i~~i~;::~:::~:~~l:~:;~~~~=~~t. 
'·· ~ Ll ':' ,· • .-. '- ·:' )"" ' • ;. ,·. ' • :; - •• 

por ef JSi:)-i:JiferenC:ial dél promotor y no por el empalme alternativo de exones 
·.- : ·f·:::._-_ ... :.r1:.::;<·:\"-r·~ :-:; .- . \.,_-·· ... · ... , __ ::_1 ·:.: ·.-· .. ~.----

transcr.itohl;partirde un ·promotor común (Borowsky y Hoffman, 1998). GL YT1 a y 

GLY1"1 1B'.-~~\~Iol1a~Ón en. ra&ty;~n. ratón (Guastella et al., 1992; Liu et al., 1992; 

..• :,~~~1;1~@~~~j~¡¿~~~~~f:~~>.1 ::::;":>:~::: .:">::,~:'.::x:,~~:1.: ~: 
reti~~¿·d~1t.d6,~ ,:is~f~rl11as; dl.YT1 e y GL YT1f, que difieren respectivamente de 

GLYTlaYcl.vt1b en el extrémo carboxilo terminal, como resultado del empalme 
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alternativo de exones (Hanl~y et al., 2000). Estas nuevas isoformas inte~aC:túan con 

la subunidad p1 del recept~r de GA~BA através del extremo carboxilot~rminal. 
El gene GLYT2 codifiC:a~par~;dos isoformas denominadas GLYT2a y GLYT2b 

( ·;·-·. 

generadas por empalme alter~ati~~ de la región 5' (Ponce et al., 1998). Ambas 

isoformas son muy simil~á:!s en cuanto a sus características cinéticas y su 

distribución en el sistema ~erviC>so, sin embargo, cuando se expresan en células 

COS transfectadas¡ GL~;?'.2'N~,~~ptura glicina, mientras que GLYT2b sólo parece 

intercambiarla o liberárl~h;'.f~lj);r . 

Existeuna.distrlb1a~iÓR;~l1<JtÓrnica diferencial de GL YT1 y GL YT2 en el SNC; 

~~:~;(J;fl1~t~1!liíi~J~tl~I~~ilf d~:~,:::·i~:c~:::::.~;: 
GLYT1 a'.la'iiíhibiCióri por sarcosina (n-metilgliciná; Liu et al., 1993). Recientemente 

.se . repO~Ó ~u~. la amoxapina (antidepresivo tricíclico) inhibe selectivamente a 

GL YT2a¡ mientras que su efecto sobre la actividad de GL YT1 es insignificante 

(Nuñez et al., 2000). 

Localización Celular e Histológica 

Además del cerebro, la expresión de las isoformas de GLYT1 se ha 

demostrado en otros tejidos. En la rata, tanto el RNAm para GL YT1 b (Smith et al., 

1992) se identificó exclusivamente en el hígado, mientras que en el ratón, se 

identificó GLYT1 a en el híga_do, pulmón, bazo, estómago y útero, y GLYT1 b sólo se 

detectó en el cerebro/(Bord\N.sky et al., 1993). La expresión de GL YT1 c sólo se ha 

demostrado<~:~;·~L~~r~'g;ái{~jri) ~t al., 1994); la de GLYT2 se restringe al cerebro y 
/ ··'· "~:':"·+::::~~tti<:::~}~.~~¡/f;'.{K~lr1~j!/~) .. ~~:~t~;"~~;;~~~-"":,\· __ :· .. · 

médula espinal~é~~.1a:·raüü(Liú.et al., 1993), única especie examinada. 

;'.:L:~F'~i·~!4~~~~~~~\q~ los transportadores GLYT1 y GLYT2 en regiones 

específic~f c:fél;(sistenia nervioso se estableció mediante el uso de técnicas de 
_; \ ~ :. ~;-' 

hibriélaéió~ iin situ, "northern blot" e inmunoensayos. Utilizando sondas que 

hi~ricl~ri 'coílel RNAm de todas las isoformas de GLYT1, se observó que la mayor 

expre'sión de este transportador se presenta principalmente en las células gliales 
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(Adams et al., 1995) del ~er~belo, bulbo olfatorio, t~llo ce'rebral y médula espinal 
·-_;;.e:-_·, L~.;· ··_. ·· .--'- · : . ·'-'·" · -- · ·· · --·- .. 

(Guastella eí: á1.,' 1992{Liu et.al:, 1992; Smith et al.( 19~2;Jursky et al., 1994). Sin 
. •. - .... •· ·· - -· ·---·•-·ce·'",,' -'· '=" -,-O>'• •• •' L" ,.-· 

embargo;;sUe~pre~Íór{~n-·ne~'roiias del SNC tambié~.e~tá.C:loc.~mentada (Borowsky 

et al., 1993)};,~¿i'~I~~-g;·ste,~confró inmunoreactivid~·a'1'p~~a .GL YT1 en las células 

amac~in~i.'.N~je~{~~~~~c~Sf.gato, conejo y pollo'(Z~f~a et al., 1995, Pow and 

Hendricksón}J 999);"Es 0importánte mencionar que en ninguno de estos estudios fue 
;_ .;_~---~ -~-:~-<~ ~ \~{.~A.:~~-::~S~~~\~~f f ~.i~J~~;g~~~~~~':s=_;~,~~)_~~º · _: · ; - - >- - '" · -

posible 16cáli:Zarj'a;(jL)'T1·reri)as células gliales de la retina. La distribución de las 
.·'.·:-·· - ~:-:: .·.) -.---~·~:¡ t'.;:;;~:~;;~~:',~'.~~}j-~~;-~- T:··:~? -~-·\>'': · . _. . ·. 

isoforma~ GLYTlé,YGLNT:1 f no se ha. estudiado. 

La '.eJ~r~Ji'~~~u~~·.'.y~¿f;f 2· está restringida a las neuronas, localizándose 

principalm~ñte'eh l~~(Í~~~~t'ciafra et al., 1995; Spike et al., 1997). Los niveles más 

altos se detecta;dg·~W~í~tA1~~iai~Órsal y ventral de la médula espinal, en el sistema 
. . - -~: ::> ·, .:·;-: .:.:~~-~~~~::;~,f~)(~·~ .. ~~i~\'.:5~{i:::;)~).:~ -;-} J::~;/ ~· :-:'.:, 

auditivo y en Jos núí::lé§s''déJOs nervios craneales (Luque et al., 1995). 

La localiz~c:iJ~·~~~;"}¿~\:G~Y~s en el cerebro sugiere funciones específicas 
' ·:... . '.; ,· ·, ·· .. ··;:."" :~>:··; . . ~·!·· '1_ . .-. '. • 

relacionadas con lanéi.irotransmisión. Por su localización específica en terminales 

glicinérgicas (Zafr~ e(ai., 1995), se considera a GLYT2 como un marcador confiable 

de neuronas gliciné~gicas (Poyatas et al., 1997). A este respecto, se ha demostrado 

en el cerebro y en la' médula ~spinal, la localización de GL YT2 con los receptores 

inhibidores de glicina (Luqueet al., 1995i:Jursk}r;.y,r\Jefscm, 1995), lo que sugiere 

que este trélrisp~rtador juega un ~a~~d:fJi~~~w~wir~n ':la terminación de la 

transmisión glidnérgica. Como ya se me~cio~Ó, r~~ientemente se demostró que el 

gene GLYT2 dXlugar a dos isoformas, GLYT2a y GLYT2b, las cuales se expresan en 

las miSiTJClS regiones anatómicas (Ponce et al., 1998). Debido a su baja 

concehtr~ción, el RNAm de GL YT2b se pudo identificar únicamente por RT-PCR y 

no por ,¡northern blot'' o por ensayos de protección de RNAsas, por lo que estudios 

previos sobre la localización de GLYT2 con "Northern blot'' e hibridación in situ, 

probablemente corresponden a la distribución del RNAm de GLYT2a. 

Con base en los estudios de Smith y col. que demuestran la colocalización 

de GL YT1 con los receptores de NMDA (Smith et al., 1992), se ha propuesto su 

participación en la neurotransmisión glutamatérgica, idea que se refuerza por la 

localización de GLYTl en áreas no relacionadas con vías glicinérgicas (Borowsky et 
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al., 1992; Lju,7_t aL, .1992, 19,93; Luque ~t al.:, 1995; Zafra et al:,' 1995). No 

obstante, .. f~ ~~pre~iÓ~ . de GL YT1 tarlibf~~ ,¿~
0

Ua -~eg;C>strado en~élulas gliales 
. . -.,. - ·' . . -. ·' 

asociadas a sinapsis presumiblemente glicinérgiCas (Z:arra etal., 1995). Es posible 

que isoformas particulares de GLYT1 estén asociadas a los receptores de NMDA 

mientras que otras estén relacionadas con los receptores inhibidores de glicina. 

Estequiometría y Propiedades de Canal 

Se considera que los transportadores acoplados a Na+/c1·, en general, 

transportan 2Na + /Cf· con cada molécula de sustrato (Nelson y Lill, 1994). Los 

primeros estudios del sistema de transporte de glicina, dealta afinidad en vesículas 

de membrana plasmática sináptica dem;st~ardn ~Lcofransporte de 2 iones Na+ y un 

c1· junto con el sustrato encada'.cidod~:fr~ll~;~()~e(Aragón et al., 1987). Un 

estudio posterior expresand~:lo~ tr~ns:h~~Íi:JcJ'?~~~·d~ glicina en células HEK sugirió' 
>_:.: -<·:'f .. ~-·(._-!":/\~~.:s:~t><~::~-:;-;_<\:>·_ ·, ·,'.:.:. · , -

que fa isoforma GLYT1b requiere'é:le;2:Joíie,s,·Na+ .para el transporte de glicina, 
". :--~:-'( . :~.f~\·\:j~~K~-'.;:r/>:· >·<" ;,,_:/::· ·-·.·,,._: 

mientras que GLYT2 requiere de ·3 :i~nés '~a+ (López-Corcuera et al;/.:199.8k 

Recientemente Roux y Supplisso~ ~(iJ8B)\~cClrroboraron estos resultados~ y 
- -... ,-;,:._: ·-·~-~-·;·:·:,·~~\.:}:~p,~,~~·:_:; ·:::: "> __ : -

demostraron que los transportadores:néijrqbales y gliales de glicina difieren en su 
: . ',- ,:·:.",, ~~~/ :?:,:.>~ ... :_;;~·¡;;;.~<<: (. . 

capacidad para funcionar .en sel1t·i~o'\in\Íe~g():>'c:a.YT2 tiene una restricción cinética 

para el transporte invefs~~-/~'.~~~~~:rt~J\~;fsV ~apacidad de liberar glicina. Esta 

asimetría en los flujos de 'glidna';:puede ser esencial para mantener alta la 
. - . ' , : -· -; _, -· ;. -~-- ~.¡- '·.; ;.; "'.,,'<'!'."'-'. . 

concentración. de neur~tr~nsmi~ar··~~ :/~1·~'interior de fas neuronas presinápticas 
: . . - .. · ... ~· .. :·.'·.-· .'· .... :·.:: . 

durante los períodos de actividad. En chntraste, GLYT1 no exhibe tal limitación: en 

ovocitos expresando GL YT1 b, fa acumulación de glicina genera una corriente 

s.aliente neta cuando se remueve la glicina del medio extracelufar. Esta liberación 

no vesicular e independiente de calcio podría ser particularmente importante en las 

sinapsis glutamatérgicas, donde la liberación vesicular de glicina no se ha podido 

.demostrar (Chaudhry et al., 1998). 

A diferencia de los transportadores de GABA y gl uta mato que presentan 

propiedades de canales iónicos activados por ligando (revisado en Gadea y López­

Colomé, 2001 a,b), en los transportadores de glicina el flujo iónico y el flujo del 
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sustrato están :esi~e~~arriente acoplados. Esto es particularmente cierto para 
·- -;-,;o"" - ·----·-o.."-

GLYT1 b, el cual ;"rlo{e)(hibe fuga de corriente y el número de cargas que se 

transl~c~~ {~,~!~f:/t,~~t~~Yc~la de glicina es totalmente independiente del voltaje 

(Roux y_Supplissórfr'.'.2?00). 

Att~~jLt~{~:';~~~J'.;g}l993) propusieron que en las células gliales, la 

despolaí:izádoiiJy:{el?alirnenfo en la [Na+]i por activación de los receptores de 
- -- --- :-.- ~.,_:~: -!,:):~~--~~~$k'.~~-~~~%~{~~4~M~~~c.:t_,,~-·-:. ----· -~ 
AMPA, es súfiCienteipara' revertir el transporte de GLYT1 b, incrementando la [Gly]o 

>~- ... ::;1'.~,:,_-::1~~7:~'.;··~f~¿:,._-~:~~:~:Z~:~}f/'.~:'. - -
y pOtenéiandoI(asria'ilos receptores de NMDA. En este sentido, la liberación de 

. glicina ~¿;p~~;~~~d~}i~'glía se ha demostrado en distintos sistemas, lo que ha llevado 

a la ide;cd~-'.i~'.J~; I~ liberación de glicina independiente de calcio de las células 

gliales en la vecindad de las sinapsis glutamatérgicas, contribuye a la 

neurotransmisión excitadora (Holopainen y Kontro, 1989; Galli et al., 1993; 

Saransaari y Oja, 1994; Sakata et al., 1997). 

Regulación de los Transportadores de Glicina 

Existe muy poca información disponible sobre los aspectos reguladores de 

los sistemas de transporte de glicina. Se ha demostrado que el ácido araquidónico . . . 

liberado por la fosfolipasa A2, .inhibe varios' sistemas de transporte dependientes de 

Na+, incluyendo los de'.gÍicina: ~I tr,ansp,oije''¿j'~,"~1}bi~a de alta afinidad en la 1 ínea 

celular de ~l}~'A~;;;~~-~-~·iLq~i-~~;~~f:~~~!~*~~a0[~~-~i,~:[~ISº debido a la perturbación del 
dom in i,o lipídico:qué''radéiPados fr:án's'pC>rt~dores (Zafra et al., 1990) . 

• Sat~ y.,~~li'.·11,~.~¡{::,f ;~~{~;t~~~?f~;~~:l~:~~dl~ación de la PKC por ésteres de 
forbol disminuye!la;"aé:tividad'dé'GLYT1b expresado en células HEK-239 debido a 

·.,, .,,_. ·~---::- ---::··:·_· .. ,/ .. ,. _?"·_~·::._:: :>?• :~· :' ".~1~:-·: -~?-~ .. ' '·'..\ f·':' "-: ~ . :'. 
una redu~~iÓ~;~~~~,1~·¡~;\jrri~~'.del. tra~sporte. La eliminación de todos los sitios 

>- / . '<.._, ., .:·-:,:,··:'.·):~~~-i~·::~/]: .. ~::,\«~i~(!~~---~:!tf ?~;ii<:;,:. ·::-,·-: .: ,·: 1 -

consenso de'fosforila'é::ión por' la P,KC no abolió el efecto del tratamiento con ésteres 
·>'>;:~ . -·i:_ ::-·>\<-: .. '.:t.-'.~d~(~~/f :':;f¡~:~.<'.-~1~;-1:~ .. ~-; ~::'··-:y·, 

de forbol;Jcffqti~)sugiere: que la modulación del transporte por la PKC podría 

invol~~raf)ü~¡Wmii~ziI+~ indirecto. A este respecto, Geerlings y col. (2000) 

demostraron':(fre'~iéiJ.tetTI~nte una interacción física y funcional de ambos 

transport~dorcis~:''ótYr~ V GLYT2, con la sintaxina 1 A (proteína SNARE). La 

cotransfección de la sintaxina 1 A y GLYT1 o GLYT2 en células COS disminuye el 
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' •, . ·::: 

número de proteínas transportadoras ~r:i :)~ e e plasmática, pero no su 

expresión total. Estudios de inmun~preC::f pit~c'ió~ ~orroboraron una interacción 

física entre los GL YTs y la sintaxiná ~l\;;7~sc.~()~ibl·e:ééntonces, que la PKC regule la 

interacción entre los GLYTs y· l~>si~ta~ina; 1A, · como en el caso de los 

transportadores de GABA (Horton y Quié:k, 2001 ). 

Las neuronas pueden regular la expresión glial de GLYT1: Las células gliales 

de la médula espinal de rata no expresan GL YT1. en cultivos puros, pero sí lo hacen 

en cultivos mixtos de neuronas y glia. Si se elimina a las neuronas por medio de 

tratamientos citotóxicos, se reduce la expresión en la glía de GLYT1 (Zafra te al., 

1997). Estos hallazgos sugieren que es importante la interacción entre neuronas y 

glía para la regulación de la expresión de GL YT1. 

Transportadores de Glicina y Neuropatologías 

La glicina podría participar en procesos de excitotoxicidad al potenciar el 

efecto del glutamato en los receptores de NMDA, así como en la patogénesis de 

enfermedades relacionadas con los receptores inhibidores de glicina (Lloyd et al., 

1983; Simpson et al., 1995). En cuanto a la transmisión excitadora, se ha 

demostrado que los transportadores de glicina juegan un papel importante en 

mantener lá c()hcegtr~~iÓn local de glicina por debajo de los niveles de saturación 

para los receptor~~ de NMDA, de manera que un incremento en la concentración 

extracelular :d~ glicina potencie la actividad de estos receptores (Supplisson y 
. . . . ' 

Bergman, 1997; Bergeron et al., 1998). Dicho incremento puede producirse por la 

difusión;de)á glicina proveniente de sinapsis vecinas, dependiente de calcio, o por 

. la inv~~~ión del transporte, mecanismo independiente de calcio, como en 

condicicl~~~Jsquémicas en las que ocurre la reducción del gradiente electroquímico 

del Ná+ .·y del 'CI- (Baker et al., 1991 ). Esta liberación independiente de calcio 

proviene muy probablemente de los transportadores de glicina gliales cuya 

estequiometríai como ya se mencionó, es de 2Na•/cl-/Gly, a diferencia de los 

neuronales: 3Na+/cl-/Gly (Roux y Supplisson, 2000). 

¡_ ____________ .c ____ c 
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En hu~anos con esclerosis am.io,trófica .lateral (ALS), existe la pérdida de 

GLYT1 _en 'la/médula espinal (Virgo y Belleroche, 1995); probablemente el déficit 

en 'el RNArr(cfo GLYT1 afecta la inactivación sináptica de la glicina y potencia la 

acción del ~Íutamato sobre los receptores de NMDA en las motoneuronas, 

contribu~eÍlclÓcl~ esta manera a la condición neurotóxica. 

L()s bl,oqueadores de canal dé alta afinidad de los receptores de NMDA, 
"}··· .. ·,'.' .. ·. ~=- ·._,,_ ,· - . 

comola,fenildclidina, reproducen los síntoma~ de la esquizofrenia en humanos, 

por lo>q~e- se- ha sugerido que la hi~~f~~~¡¿~. d~I sistema glutamatérgico está 
re;' _,. 

invblu2°r'adaéri esta enfermedad (Tsai et al., 1998). La disminución en la liberación 

de gÍut~~~{~::t~stimulada por NMDA que se ha demostrado en preparaciones de 
. ": .-;··:;:: '·. '· .. 

sina'~to~()&,~5'': provenientes de pacientes esquizofrénicos, es otro indicio de 

hipof~nc'Íó~ glutamatérgica en esta enfermedad (Danysz y Parsons, 1998; Olney et 

al., 1999). El uso clínico de agonistas del receptor de NMDA en el tratamiento de 

este padecimiento se ha descartado debido a su potencial neurotóxico y convulsivo. 

En este sentido, los transportadores de glicina podrían representar un blanco 

adecuado para el diseño de drogas antiesquizofrénicas. Por lo tanto, el estudio 

farmacológico de los transportadores de glicina podrá proporcionar herramientas 

útiles para el diseño de fármacos específicos que afecten su recaptura . 
. _. :·· . .. ':, ~ .. , . 

Dado que -la gfici~a tiene diversas funciones en el SNC, es evidente que la 

regulación de\u C:()rft~'iitr~'ciÓB ~~t~~~elÜlar por los transportadores puede tener 

fuertes implic~¿i()n~s ~~r~ 16{~roé~s6s de neurotransmisión en el sistema nervioso. 
. ·. __ _: ~ ' --- -

La manera en la que la regulación de la concentración extracelular de glicina por 

parte de la glía afecta condiciones fisiológicas y patológicas sigue siendo tema de 

investigación. 
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OBJETIVOS 

Las células gliales constituyen más' de la mitad del volumen total del cerebro 

y superan en número a las neuronas, a pesar de lo cual han atraído poco la atención 

de los neurofisiólogos desde su descripción por Virchow en 1846. La propuesta de 

Virchow de que las células gliales no son más que un "pegamento nervioso" siguió 

siendo, hasta hace pocos años, el punto de vista de muchos neurofisiólogos. Sin 

embargo, en los últimos años se ha progresado considerablemente en la 

comprensión de la fisiología glial y .las interacciones gira-neurona lo cual ha llevado 

a un replanteamiento de los mecanismos que subyacen el funcionamiento del 

sistema nervioso. Un excel~~teimodeló<parael .estUdio de la fisiología glial es la 

glfa de :~1:: ~:,'::~;mf j~~l~~i~~;j;~~~[f ahW.ff tr:J~r~ kir¡r . ., su. capacidad 

de modular las respuestas neuronales ')111':di~~t~:/~1. ¿gntrol(de '. los niveles 

extraceluláres de neurotransmisores a t~a~é~:d~·sis~emas d:e transporte de alta 

afinidad. 

La captura de glicina en fa glía de Müller podría participar en la modulación 

de la transmisión excitadora en la vía vertical de la retina a través de los receptores 

·de NMDA, así como en la inhibición lateral a través de los receptores de glicina 

inhibidores, el primer objetivo de este trabajo fue: 

• Demostrar la presencia de transportadores de glicina de la glía de Müller 

Se dispone de muy poca información sobre los mecanismos reguladores de 

los transportadores de glicina. Las células gliales responden a la actividad neuronal 

a través de cambios en las concentraciones de mensajeros intracelulares. Estos 

cambios modifican las funciones de la glfa. Una de las funciones modificadas 

~----------------~·· 
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podría ser su capacidad de capturar neurotransmisores, por lo tanto, nuestro 

segundo objetivo consistió en: 

• Estudiar las vías de señalamiento intracelular involucradas en la regulación de 

los transportadores de glicina en la glía de Müller de la retina. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

CULTIVO PRIMARIO DE LA GLÍA DE MÜLLER DE RETINA DE POLLO 

El método de cultivo para la glfa de Müller se basa en el desarrollo 

diferencial de neuronas y glía. Las células gliales son las primeras en aparecer 

durante el desarrollo de la retina, pero su diferenciación es posterior al de las 

neuronas. Las neuronas en cultivo comienzan a morir a los 7 días in vitro (DIV), 

mientras que las células gliales siguen dividiéndose y creciendo, de manera que a 

los 13 DIV, tiempo al que la glía deja de dividirse, el cultivo está libre de neuronas. 

Las células de Müller se cultivaron según la técnica descrita por Adler y 

colaboradores (1982) y modificada por López-Colomé y Romo-de-Vivar (1991 ). Las 

retinas se obtienen de embriones de pollo de 7 días. Se extraen separándolas del 

epitelio pigmentado y se lavan dos veces en solLÍ~iÓnde Hank libre de Ca2
+ y Mg2

+ 

(NaCI 0.8 g; KCI 0.04 g, KH2P04 0.006_g,~Na2f4.po~·b:o125 g,rojo de fenal 0.002 g 
. ·r·~ ': .. : - J· ... ;\; ·'.:"<:~>:. :. -. . ...... ·.<-. --._ -,:,. ... ::-, :.:_::>~-~"~-~:;-,.~-~-;s+\~]i~;::i.'.\~·?:,:;~~ _<·<_:.,...-.\'o/ . ·: :-,-.''; - .-_ , . . 

y glucosa o:üg.,,en 100 mi de HiO);•bespúés 'de lavadas fas retinas se incuban 10 
1-~0;,_:_~/:~::/·\:;:;·-: ::):.;~~~;" ··:;~;:··~\ · ·;/t~.: .. '.:\~·-.: >'.'.:,;· .. :"C~~~"->:~f::}\:: ~}t~\~~;t,~~?.~·;;~¿G;~~::-~·;~~;~: :~:r:.'-. :': :·.-t · -._ · :., 

minutos~erí-~tri psif)a.al i0:25% en'sólU~ióf(dé~l::fánkra· 37~~: . La reacción enzimática 

se __ ;d;t'.'iE~-i~~~2JBi~;~:~;t~1;,·~~~;~,§¡'.~~-~r~-~i~f i~~~~~}fa~*~~¡fi~ación de Dubelcco (ve~ 
apend1ce)/;0;05 gide~glucosa/:0:022•g'ide•NaHCOJ'en 100 mi, al cual se le agrego 

··, . ~ '-> >t· ,·~;:'?'·:·:~t7~<·.~~;t~~/;-." ;~~:~~f:-~ ~~$:.tff·.~(il:~~~:"ih~i~~ ~~~~Jf:\~;;:tlt(,.J~~?:.: ';~;~~ .. :.:-<(:~.'.·' ·. . .. -~·: _/' _: 
0.025%· .. de'J~~St@eniqlff1ai<peomiCiná;estreptomicina) y 0.025% de gentamicina y 

·.· 1%'~d,~··;J:~S+\~~i'~~~:~~}~~:~1~3y~~·L;f d~lulas se disocian mecánicamente utilizando 

una,,pipeta~o\'~élstéffr,Wse:m1frán•·;a través de una red de nylon de 50 µM y se 

. ·resusp~2~~~¡.~~f~;~.~M,1(~-~E~más 0.22 gr de NaHCOJ) sin suero fetal bovino. Se 

· cuaritifica<~I n9mero de: células con un contador Coulter modelo ZB1 (Coulter 

Electron~t<:~Brll¿.) :~ la, suspensión celular se diluye a un millón de células/mi. Las 

cél~I~~·~~' ~l~í-Íibr1~ ·enplac~s de<12 y de 24 pozos (de 24 y 18 mm de diámetro 
• : . e' ; • • • '' ·" ' " \ ' . " - • - ' , . - • - . " -; . ' • ! .'~-. . • '··' . • 

respeC:tivament~>, ·en 1asp1a·¿as·de'·f2.·r>azos se siembran 500,000 células por pozo 

y en I~~ d~:24 pozo~:se:¡i~~-br~~:.;50,000 células por pozo, colocando el mismo 
:. ~, .. ·\->..-::_ ... ·,: .. ,· ·. "~·~',/·:,·;~;-(;·<;;.~·r,;/:~:.: . .: (:.· .. 

volumen:de medio lj;-MEMfcon.20% de suero fetal bovino. Se incuban a 37°C y 
.- ·' '-,-.-. ".:'- . '.--.... ~...:. '. .-·.-' i:'f(·\:::-.;\.",;-- ,, .. :~,r~ 

5% de C02 dúrante J 2 ó 13' DIV (días in vitro), tiempo al cual el cultivo llega a 
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confluencia. El medio de c:JrtivÓ (H-tvtENi qo0Ío de suero fetal bovino) se cambia 
. . . ' ... ·., -- -•' .. - ·-···o -- -,_ .·¡'--~-, .. ;- •-'·-:_ .:',---'".-"o;-·--•' ': ?..'.-. ;-~-~: <:-. _< ~;-;:_;_'c-

Cada ter~,er_~,Í~,(;'; ! r;i~c··, ./~.:~ J~iJ>' ('.')~ .~ .· .. c .... ' . •· .. · ···~·. ··-•~··-
. Las ~él.ulascde~fos~C:~lti~6srse identificaron corno glíade Müller ya. que los 

~:~~1~~f ~f~~l~l~i~~i~1~&~!~~[~;~:~~,~;:..:11 ;:~r:l~:n§1\~1r:.1 
contra. la·~FAP,(prot~ína'fibrilai'iacídica de .laglfa) que. también :s un m~rcador~e 

~::E::~~J~i~~~;~~~1~g;¡"~t~f ª1~c~~:,;:·~"~:,f ;~~k~k~'jr:~: 
''.:'' '·' :/ . .·.·. 
. .. ... ,. ,'"'' . 

CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS DE·R,ETIN;\DEPÓLLO'/.< 

. L~s cultivos de neuronas de la retill·~ se preparan (J(;.retin¿s Óbtenidas de 
.· . . . . ' - . . " .. :\~'-

embriones de pollo de 7 días. Las retinas se incuban durante 35 miriútos.a.37°C en 

tripsina al 0.5% en solución de Hank a 37ºC libre de Ca2+ y Mg~+.~;/L:~s;células se 

disocian mecánicamente utilizando una pipeta Pasteur. La.s.iJ5~e~~i~~·;c~lul1~r se 

filtra a través de una red de nylon de SO µM y se resuspend~;r·~aW{~I:Ü;;:(L~tV\EM 
. . ' .. - . _.._. '. ·."-. ~." :: - -. :.;· :.~-<1')f<~·(.~ .. > )·- ':;-·'. ' . . " .. : ' : :>;·· ... ~'·.~.:\~.~"/:0:·$~'.:~-1~~~~~~<.~tt~~t~:;¡~f1~:~-i~:.·~~~(~·~;;i-1i~;:~~: '':'~·.-~ 

más 0.22 gr deNaljCQJ)~sin' ~ueroJetal bovino, Se5uantifica'el~hú~ero.:de',células 

con u.~ .• ·.~~~1~~~J:,.E~MJ:t~Ó~~~~~~~!i%~:Í}1 :<füo4i~~&··.I1rtct[ g~r~s,T1H2.'):'~'[~~{·~é1u1~s_ se 
siembran"á~b,ajáfdénsiaáa:H0;6;}X·IÍ;1 O~c1\élulás.·p0r '.pozo) en placas· de· 12 pozos 

previa?1~r~~~',f'.r~f~~i~fl~~:91{~~:tiK~~{~f K~i;r~j;/V.~s·.heÚronas crecen en OPTl-MEM-1 
(medio c()n·:sue'rofredúdé:ló;!'modificaCi6n'.é:lel medio MEM de Eagfe) que contiene 

' , : : ' ": : -:"-;· ::_.;~~~~;i~\4:~~~ ~::!~~:J~~'.i~7~.-+-iil~;-~{,{\c/c:~/~~)~!.'~;;~:;,~ ,\:,-;:;_:~~-_; ;~- ~-~ ·' ·: ·; :,o:~: 
3% de suercúfé!ar~(J(:(l)a0ho}y;se mantienen a 37ºC en una atmósfera húmeda de 

, :: .... ·-; .. :_",;·: :~:; .. ··r~)~~.,~~-?.-?f1~~;:,~i. -~{~~~;71;~~;_:;r ,_'.:,;·:~;~ ·,' .~:,.',") ·.:. ;,/ · · ··: 
5% C02/95%•aire:·~.ª pureza de los cultivos se determinó como se describe para 

laglía (Somohano y López-Colomé, 1991 ). Más del 90% de las células resultaron 

NSE+ y GFAP-. Los ensayos de transporte se llevaron a cabo en cultivos de neuronas 

de 5 DIV. 

ENSAYOS DE TRANSPORTE DE GLICINA 

Los ensayos de transporte se realizaron con cultivos confluentes de células 

de Müller de 12 ó 13 DIV. Al inicio de todos los ensayos, el medio de cultivo se 
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elimirió por aspiraciónconu~a pipeta. Pasteury lds._culti.~os s~'JavarÓn·3 v~é:e~;con 

1 mi (plá~.ªs~--~i:-,r~+·~~E::~T~gg-~g:·?,.·?J.)pi.ªs~i~;~.31.h~~iBf>~~ief.~fü~~~~~:~:ebs 
Bicarbonato ' (RKBtque·; canten ía':NaCI ;'J 18 ;mMJ7KH2f>04 ;1 :2 {mÑ\; ~ KCI : 4:7 'mM, 

· · :·:·¡<:· ,:~~\;:··~: · ~:;.'~:~-., :::_~\~J~~ ·:. r~·:.:~:y ··:. ~~·;¡.:'~.~ ·~~·~~·h:: r:,~;~: :):;.,'.:~ ~: );,t:~{/t0t,. ::: ~·N.t.":.j:¡.:_{'.::· :.=- ;zi~{'!·~~:~::r~-::-·; ~--:::_.':/:\·)·:~\-r.i. ~-~~~::{i'.; :~s.~'>-----~:·;é{ i': -~::-.:,, 7: ·--:.----~. 
CaCli 2.5.~mM,:NaHCOJ 25;mMjiglucos'a"5.fümM;y:·MgS04J:~P:mM;.a;·37°c.· En 

·_:\ /·-,:--·-_;/-~'.?f.~~~~\:~-;~~~f~,~:~tJ~l-/~Lr,~-~-'.¡-~~\~t~~<f{:~~~:;\::--~;;~~,;~/,S~:.;!~~~~}_.:··hi~/>~~:~~º.:~,:~~.~;-~~--;;r~~;;:f.~~;r.~.~:'.'.:;·~tbi;.'t:;~;¡;~::'-<'iC·~-~~~{~ó·_.-,'\)cz/--:H;f,:::~ __ :-:-·--­
seguida.sé"agregó;Jí(inl; o ;o;5/i:nl{de'•KRB tjüe'.cónteníá··[3.H}:'.GIWG1y;;f:25000(41 .1 

ci1n:~'.~~1L~~jif ~?~f\,f~1~~i~~~,~W:~~\~~~c~!:tt5~g~t.~~~~~~}{t~~¡:f &f~~i(I~,~~1(~:~~~:·:~~Li:.l~ ...• •.· ... 
·Al :'.final-~•deitcadakeiísayó/ilos"cUltivos ::se ;1avároil~Jtvecést:córi' las rnisinas 
. ,/ ';' <~z(;:Y~~~~·~·>·~~(f~.;ft~;'R1}i~~/f~~~~i\.:~~i}?) ~i~/.' ~mt: ??'.0~}:.:.·~~-':~:}-.:~~5¿·:.~/+).:Y .;~'.i'.Fi_~\i~Y.~~\'.::~~?~- :,:'f ~~~~~--:~ji'.5_,:~tSi;:f~f~);;;~.-~~)~,/;~-}_·r. 5 . - , ;·:~. : : 

cantidadesde;KRB/p~roesfa:v~.za,4?C:",flost.~ri()rmentesl''agr~góá;:cadá.pozo 1pml 

1 fquido (Béckrnan}.•Todos:los ensayos se:<reál 1zaron'a'3 7ºE· .. · .. • .··. . 
< -.- _- .. -·. ,)': ···-~-·:-~<\ .. ~:/~:;~ -h>~\:i~:;":·i~~72:/;·;~s~i~)(~;~0~::\·~~~~:: .. f ~;:.~\"~i?;i~-t1?·¿~~.Q:?~~t \~~_; .-~~i~;:;·;;-·;t1~:t.~{~~:~E~i~~; :-. --ó _ • __ • •• -· - - : : -. : 

Todos 'los ··éxperiinenfos';."sé\h icieíonf,:io.r{tdpl icádo';:y 'se.· repitieron al menos 
. ,,,, .... : :: ;~·,: ·:~. · · :\? .:-,:--~,r:}f:·:::~~~¡~·-:\')~,~Z~'.·1::;?:2;::~'-'.'.tr~:~,,H~·}i:~~-;; ,~'·:J;~j:;;.'.;\~~!t~~:;,:-}~-'~t'~f:~;,~i~'.~:-.,::~r§_;.;~q~~~ / ·:.'._: :· :· · ·. . 

tres veces: De'cadáf:experfiTi'ént0isé':détehninÓ'.da"é:'é1nticfa'd. ele proteína de 1 pozo, 

por el mét~do de";~~~~~f~~~~'·ii~~~~l?,~~2 .. ;~'.;~~(~E;," ;:''(:~¿· , . 
Los resultad()s·:se);élri:a!iz.:ar9ofc:c'.f11 .. :.é(aY,u~a. del;programa Graph Pad INPLOT 

. . _. : :: <-._. -·~ Z:·.-, : .. ~,'r::i_'.:;~)~-~~): ~':·~iF~·:.; ~ .. ~:,;~.;.'.º:;~,,;- ;~:'/i~~;-?:i ~t~;~:;·~~;~'::XL~:.' . .- __ ~~~:;0;-,=··q/:.; .:. _' · · -' --.. 
(versión 3.1, San~Diégo;'lCáliffünia}'.)El:J~):•tEii' l~)mayorfa de los casos se aplicó la 

' __ º _- '_; ·~~::,;;_, -~-;~~~~c;é~::~:\~·~'.~;~~t:~~::;~:~fii~~;~~~t~~\~~~~~)~}(\2~t4-~'if.-;?$,·~'~;~ '.::- ;,) '. :·/,. ; . 
prueba "t de Stuaent:'.;para 'cC>rrípahir'CáC:Já.condidón con el control. 

MEDl~¿cí~illl'l{~~~I.n:epo, Hemández-e.uz y colaOO•adom' 
(1997).' Las''.félu.las:d~Müiler, se?1br~~asen cubreobjetos, se cargaron con fura 2-

AM (M.zl~~~l~~if~~~~r~f'{~u~~~~; O(:EÚ:+);.~~n,centradón final 2 µM, sin agentes 

dispersores;~: fas célulasise cargaron duranté 30~45 minutos a 37°C y después se 

' lavaronX~6g::~~~Jº~'~J~ióA c~ntinua duran~e:'5 mi~~tos antes del experimento. El 

cubr'e.~l:>Jetc:>~ ,~'~ei''.colocó en una c~m~~a0d~ registro (Mod. RC-25; Warner 
~-:'. .:_,,;:-~<· ~~'.~- . . 

lnstruments;>Aamden, CT) en un miCÍ()SCopio invertido {Nikon Diaphot TMD; 

Nikon Corp.; Tokyo, Japón). 
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Los n ;velesdO Ca'· se determ; n~rón reg;strando ~·les de ; ml~enes con un 

objetivo par;~úV !Nikon UV-F 1oox, 13. N.'i\~>·~·d;.~ .. ~~~at~·'int~nsificada eco 

(c2400~87;· Hamámatsu, Bridgewater, NJ, EUA);".sé''~ílfiffió.ilÜriliriaC:ión alternada de 
; ... ·."·<: · .. - . ··:· < ;·,.·'.·J~>;··.-}i\~;)~,f[.'}~:·:)\~f;.--\-~:·:·. ·>r\ .. :-. 

dos lás.ers.dehitrógeno (Laser Science, .lnc;), si~t6nizadc)s .ª 340 nmy 380 nm de 

excitác:'.<5~·.CBi~Lase lmaging, Newton, ~¿'/,f'9$t'.{k·e(í~.~'~"··~i ~uestreo (proporción 

340/3BO)•:fue .de. 2.5 Hz. Se tomaron :imágenésTdel)fondo a· 340 y 380 nm de 
· -0-0---7_-:~~~~~----::e-,~~;, ~---_-_:--e · --.:~-·;;.'.\-~:~~:-á~;~1;~'.~}!~~~\r:;fr':.'_~~~~- -"'".;'·~·-'_---'~-:--. -- . --- - · 

iluminafiór¡ .para restar el ruido. La adqll.f~i.C,iófi1de·J111ágenes y el. procesamiento se 

llevó "~. cabo con el programa. Bio[~s~·,~.:~.'~Li- .i.as ·. determinaciones de la 

con~entraciÓn intracelular de Ca2t'C[2~3.ffü;:~~¿:¡'1¿~larbn con la fórmula: 
·- · - · · .<' -:~?<-~.:-:r·~'>i\'.'.-~::_.:.:·.:::'_;·.~ ~::;·z~ .. -

,- -:-· -~:.,'" .. ,. ,,: ~ 

.·[Ca2 t1:==/~~(%~~bl(R-Rm1n)/(RmaxlR) 
,. '· ·--~:- __ :!_ ;' .;;i·.· ' .. , •.. ·;,- ,._. - . 

donde la éo+I;~. ~· diefjl;j~r~;~:> del fura-2 por el Ca" es 300 nM, FúF, es la 

razón de 1~'~ J~lo:~~s;·¿¡~'{i'ii~~~s\~;~h·¿iapara el indicador-libre-de-Ca2+ /indicador-Ca2+ -
· ':..'.:/:/-/.:;\-~~·~\~::·:'._.>~_:;:._:;i.:/;-~\~,-i~:,:\~t:·;f<.W:'::_ ;·:./·t.:··. 

unido excitando''a;3~0{~rnfi'.~\es' la razón de fluorescencia a 340/380 nm para la 

[Ca2 ~l~i~sibJ~~;lfu~,~~J.~~"¡~}~;~;~~~~/s6n las razones para la fluorescencia del fura-2 a 
· · ·:\ ~-,-~.. .:~:,~i15· ~,~;:B.:v: _~\2~:);> :1~~-~r:~,:,.?::ijtt/i~'~~~ .•. ~-A-)/.;: ;-~·- · · ·. -. 

340/38o<nh1\def.fura:2~1ibre:.'.de-Ca2 + y fura-2-ca2 +-unido, respectivamente. Los 
,._ ·:.··:::::;:'.."/; :;~·;j~~::.'!fG}?.:_:;\t~f~l~;·:·)~~?·::~)~~~~~~:Y'.::f.·.: _ ,- ·.~ ·:· \ 

valores de F1/Fb;:~rril~1\y;~.;;~rpara el Ca2 + se determinaron empíricamente utilizando 

soluciones '.d:~'.~:cf~'{¡J~~¿;¡~n~;q¿e. ~ontenían 50 pM fura-2 •· (s~I . de pentapotasio; 

Molecular-~rt~~~j7:~·\:c{ncelltraciones de Ca2+ en ~I i'ntervalo de O a 40 µM. La 

[Ca2 +]1 basal·s~á~finió promediando en el tiempo la [Ca2 +]1 medida en ausencia de 
o;- -,.;;" ;-·~·· ~, : 

estímulo duc~a~te' un período de 3 min. La amplitud máxima del incremento 

intracelular d~?'c::a2 + se determinó como la diferencia entre el pico absoluto de la 

[Ca2 +]1 y [Ca2 +]1 basal (pre-estímulo). El procesamiento de los datos se llevó a cabo 

con el programa Origin 3.78 (Microcal software, Northampton, MA). 

Soluciones 

Las células se superfundieron continuamente con KRB (-1 ml/min). Las 

soluciones con el tratamiento se aplicaron por presión (1 O psi) a través de pipetas 

de vidrio independientes (diámetro de la punta - 2 µm), colocadas a 100 µm de 

las células examinadas. La aplicación de las soluciones probadas se controló por 
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medio de un dispositivo P.ic6spritzer(Ge~eral V~lve, Fai~ield, NJ). Las soluciones 

utilizadas fuer~n: j°}¿afeíha~s'rrf~ dls:J·~l;~~~n-KRB ;:2)i~nomicina 1 O mM disuelta 

en KRB. Lose experimentos ~e llevaron ácabo ~(22-23 ºC: 
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RESULTADOS 

CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA Y FARMACOLÓGICA DEL TRANSPORTE DE 

GLICINA 

Curso Temporal y Cinética del Transporte de Glicina 

El transporte de glicina (1 mM, concentración final) en la glfa de Müller es 

saturable; no se observó mayor acumulación después de 30 minutos (figura 1). L~s 
curvas de saturación para el. transporte se obtuvieron midiendo la tasa de 

. •. ~ . . . : . - '' . : . ·,._ ' ' -.. · .. 
incorpornción de.glicina a'.di~tintas concentraciones ;(d~/.10 ~M. a 2 · mM, [3H]­

Gly/GlyJ :sooc:))~i'E1 ~~ád~is;~i~etico de los datos. pc;r0é1>~:é~6do de Eadie-Hofstee, 
-.,._;:::_ -:'~-'.·.::/-~~/(:\t.~~:'.)f'./::!:/ú:ib?;f~~:~~(~;:j:'.~j.~~;~;-~;~;: ' . /' . :. ·,:: ~~~.,~:,:::,-.~,>\:; ::;!:;:.:> :~·;,¿ ', --:·-

reveló la presenda\di:!;dos'sistemas de transporte (figura 2), uno de alta afinidad y 
.-_':..·· ~ '.)o''.~ .. <~-·'.{~'(~-j~}·:::~·t~. i~~\),:;_f2~.:.;:~;;\t~J¡~;. ~~~~~;(:~~}'.~ '. ·-·, '.~~--: · .. {' -.-:·," ';(~ .>: ,;_· /:~ ./{>;<\~i~;:·:(• o(~·::·, .. ·:(( ' 

otro de baja afinidad/'poi'i,,lat:glicina>En dicha/situación.las actividades de ambos 
:· -;' ~- '.;·,:.:. ".·:,:\¡ :/,'oV~l:·-~'.)·:.t~;~,-~~-;·~-.~tt·:.~(::~~:·;~':._'.·;¡·~:~·:~:~ :~1:.t,_!·· -~}' ,,~., ·:!~ .. ,\····'.:. '";:~.:·.:~ :-'.'.:>~:L)-:'..'.~.;:-¡(:0~·.'.{;·:~ .>-.~. -· "·: 

sistemas.'se'sól'.l'~ep'on'~n}:;e~to''.esJtcuanélo s~ mlde;ia';tas'á.de incorporación de glicina 
: -:·, ·;~::xx. ~/??~~::::~t;~:x;_:~.1~~~1;;i~~~·;~ :~:.J{ ~:}:1?(F:-~·~(f.it~:0:;;L:·/~:~>~i,~!·;~;.t·\~Y'-~,~·.:\.~!x;;=~~~:'.~\t}~,:· ... '. .. ::~->-:-. ~. -, 

a bajascconcentracionesj\ipfeaominá'el;:sistema:((:le}transporte de alta afinidad, sin 

:;u~f~~~i~lilif ~liJ~!,il~itf r;a~~i':~~~::··p~d:'.:~ 
pero 'él'. sistemá;de~alta.• áfin i.dad ;Jar:nbi~n .·.estáfadivo':+f':ará ;evitar errores al cal cu lar 

. : ~ ~ --: : < :. : :<·,.:~~ -:.:--'~:· ~~\-~~.~~~;,;r,~: >~~~l ;<·: ~1'.7{<::._¿; ¡'.~,~~:~ ·: t~W~~q;~ .. ~'.:f:\i~iJ~(»~.;·;~:[:tV,;ª.~ i~t/; -~{~~:.~y{:i'*~~\ú~~~:~~:~:~(!.; '{; :;: __ í:.?_ -;::~~- ~.- ~ ·¡.;.-~ -_ .. 
. · .. ·.las cbiistantés cin~ticas':de·;a:m1fo's sistémas,::;"seYcalcÜlarO'ñ'das':constántes. modificadas 

.. :;;.ºlro:~:!:!~[.J~·~i:.::>':c~;:c:~~~m~~'.~~fJ~~Í~Ñ~~j~r;ro~:;:~ ~ 
min, y Km = 1.66 ± 0.38 mM, Vmax = 29.91 ± 5.26 ~mol/mgproteina/10min, 
respectivamente. 

Dependencia lónica y Especificidad del Transporte de Glicina 

Los transportadores de glicina de alta afinidad descritos en el sistema 

nervioso pertenecen a la familia de transportadores dependientes de Na+/Cl­

(Nelson y Lill, 1994), mientras que los transportadores de baja afinidad dependen 

exclusivamente de la presencia de Na+ en el medio extracelular para llevar a cabo 

el transporte (Christensen, 1984). La dependencia iónica del transporte de glicina 
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Figura 1 . Curso temporal del transporte de glicina. Las células de Müller se incubaron 
en medio KRB en presencia de glicina 1 mM ([3HJ-Gly/Gly 1 :25000) durante los tiempos 
indicados. Cada punto es el promedio de tres experimentos por triplicado. Los 
resultados se expresan como la media ± E.S. 

en la glía de Müller se estudió utilizando concentraciones isosmóticas de cloruro de 

colina y de litio (medio sin Na+), así como de gluconato de sodio (medio sin CI") 

para sustituir al NaCI. La figura 3 muestra que ambos sistemas de transporte 

dependen dé Na+ para llevar a cabo la captura, mientras que la ausencia de c1· 

aboHó~~p~~ffl~amente al componente de alta afinidad (figura 4). 

TESIS CON 
1 FALLA DE __ ORlGRN 50 



Km1=27 µM Km2=1.7 mM 
Vmax1=3 nmol/mg proV1 O min Vmax2=30 nmol/mg proV1 O min 

20 

cu c-15 
C.-
'(j E 
=o CJ ... 
cu~ 

"C ... 

25 

s C.10 ... en 
20 • 

\ o E a._ 
f/) -e o 
f! E 
1- s. 

> 15 

\ 
\ 
.\ 

10 

''~, ,, 
........... 

ºc=t==::=-·=·=--~~~--~ ... ~-;-~·--;-;--;:· -~--= .. !.:_~ 
5 

5 

o 20 40 60 80 100 120 

VIS 
O-r-~~~~~~~-.-~~~~~~~-.,.~~~~~~~~.--~~~~~~~~ 

o.o 0.5 1.0 

[Glicina] mM 
1.5 2.0 

Figura 2. Cinética del transporte de glicina. Los cultivos se incubaron en medio KRB 
durante 10 minutos en presencia de glicina a distintas concentraciones ([3HJ-Gly/Gly 
1 :5000). Cada punto es el promedio de por lo menos dos experimentos por duplicado ± 
E.S. En la gráfica interior se muestra el análisis de Eadie-Hofstee. 
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Figura 3. Dependencia iónica del transporte: Na+. Los cultivos se incubaron durante 10 
minutos con glicina 1 mM ([3HJ-Gly/Gly 1 :25000) en medio KRB que contenía NaCI 118 
mM, ó sin Na+; el Na+ se reemplazó por cloruro de litio o cloruro de colina 118 mM. Los 
resultados se muestran como la media de tres experimentos por triplicado ± E.S. 
*Significativamente distinto del control (p<0.001, prueba "t" de Student. 
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Figura 4. Dependencia iónica del transporte: Cr. Los cultivos se 
incubaron durante 10 minutos en presencia de distintas concentraciones 
de glicina (0.01-2 mM) ([3HJ-Gly/Gly 1 :25000) en los siguentes medios: 
KRB control que contenía NaCI 118 mM (•) ó KRB en el que el NaCI se 
reemplazó por gluconato de sodio118 mM (O). La gráfica que se 
muestra es el análisis de los datos por el método de Eadie-Hofstee y los 
valores son la media de tres experimentos por triplicado. 
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- . . - ~ •, ·- ' . 
. . 

Tabla •l. Especificidad farmacológica del tramport~ d~ gl i~i~a e~ la gl fa '.de Mül ler1 

Compuesto prob~~fo 

Control 

D-serina 

GABA 

Taurina 

Sarcosina 

MeAIB 

AIB 

" O r .'. ·• •" : < • ,,• <• :, :,' ·.".:~ : : :_:.., : > • O - ~ 

(n~ol/mg .. prót~f~~l O .mi·~}¡, . , 
'\«:<- ;~"',:t''.\:;;:~_;~fr! ::'.;~.±}~ J._{!(-~0 -::~:th~: .. ~ ~:,.:· t·. 

1 Los experimentos de captura se realizaron en presencia de distintos aminoácidos y 
derivados (5 mM); sarcosina 100 µM en 1 y 1 mM en 11; glicina 25 µM (1) ó 1 mM (11). 
MeAIB, ácido metilaminoisobutlrico; AIB, ácido aminoisobutírico. Los valores 
representan la media ± ES de tres experimentos por triplicado. Los valores en 
paréntesis representan el porcentaje del transporte con respecto al control. Para 
comparar los valores obtenidos con el control, se aplicó una prueba de t de Student: 
•significativamente distinto del control (P<0.05, .. p <0.02, •**P<0.001). 

Para determinar la especificidad farmacológica de ambos sistemas, se probó 

el efecto de distintos aminoácidos y derivados sobre el transporte. La glicina es 

sustrato de diversos sistemas de transporte de aminoácidos, por lo tanto, se examinó 

la relación del sistema de transporte en las células de Müller con sistemas 

previamente identificados. Los resultados de la Tabla 1 muestran que la sarcosina, 

sustrato de los transportadores GLYT1, inhibió el transporte de alta afinidad 76% 

(100 µM) y el de baja afinidad 38% (1 mM). El MeAIB y el AIB, sustratos del 

sistema A, sistema de transporte de aminoácidos de baja afinidad, inhibieron el 

transporte de glicina (50%). El transporte de alta afinidad lleva a cabo el 25% del 

transporte total a una concentración de glicina 1 mM (condiciones para el 

transporte de baja afinidad; Neal, 1972). Ya que la sarcosina (1 mM) inhibió el 
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Figura 5. Efecto de la sarcosina sobre la cinética del transporte. Los cultivo 
incubaron durante 1 O minutos con distintas concentraciones de glicina (0.01-2 
([

3HJ-Gly/Gly 1 :25000), y en ausencia (control, e) ó en presencia de sarcosina (0.1 
t. ó 1 mM, O ). Los datos se analizaron por el método de Eadie-Hofstee y los va 
son la media de tres experimentos por triplicado. 

transporte de baja afinidad en un 38% (Tabla 1), se estudió el efecto de distintas 

concentraciones de sarcosina sobre la cinética del transporte. Como se muestra en 

la figura 5,Ja sarcosina,·a una concentra~i~n de 0.1 mM, abolió por completo el 
, - .... ·."J:~· '.~::·:¡:.-~·.~:~t~:·N.-:1~.:~·\~-~-':-,:::·<:·.:i>·.~-':. -- .. :,:; ... _~,.'.·-· ·:'··:·~-~-· . . /·: - -

transporte de/alta: afinidad. mientras que el de baja afinidad no se afectó. A 
·v"' "." .... -. . .. 

conc~·~t~~dcines más altas (1 mM), la sarcosina inhibió ligeramente el transporte de 

baja ~firi{dacf incrementando el valor de la Km a 2.55 mM. 

Estos resultados demuestran que la captura de glicina en la glía de Müller se 

lleva a cabo por dos sistemas de transporte, uno de alta afinidad con características 

de los transportadores GL YT1 presentes en las células gliales e involucrados en los 

procesos de neurotransmisión del SNC, y uno de baja afinidad, con características 

del sistema A descrito en diversos tejidos. 
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REGULACIÓN DEL.· TRANSPQRTE .. DE e GLICINA POR MENSAJEROS 
INTRACELULARES -.. --

CuandO inkfamos e1 Osiudi;de1~ÍegL\td'~ri'd~1 transporte de glkina en la 
glfa de Müller, se disponía de ~uy;p~~~::·ihf;gfM~~i~~ sobre los aspectos reguladores 

·:.· .. -- -.. ;-~ ._-_ . .;-· ~-.- · ·~ -~-·::.f~--···.?_f'.:¿:'6:.<~:¡~¿~'.;~:;~~r-~"(i~~t,:Xi'~.~; · .--~ 
de los sistemas de transporte ;.'.de··ü1eürotransmisores. Se sabía que el ácido 

· · · . · -:. :.·:.. ·· 2 ·.~·~- -::··;:.\·«_·::·~\~~,~:: ~<;,¿·,1{~~~\~~::'j.:.~;~~-~'-;.·;.h:_::FJ~}::,~?::_. ---;.: 
araquidónico, liberado por~'la:ifosfolip:as'a''A'2'f'; inhin~ 'varios sistemas de transporte 

: º ·-·~-~~- ~<~-·-~--- ·-.. ~7----~·' i~?'°':'.:~4"~t:":.~~::~-~~~j'.f;:::;~j~'?Gt:-':::G~J:f'.it~;~~~-'.·~~~'.~c'«-~;_ ·-~~->-. __ . 
dependientes de:Na~ 1 ;:JnCluyenaó}:los\ae'1.rglidn'a';::(Zafrá et al., .1990) y los de 

: :\'.. ·-: /'.: · ;:_<: :?. .. ~ :- . : .. ~:.-_:/.::-<\('' ;'.}/·: -:~~:}~;1?(;·~72/)i-~~~,~ .. }~l~i~?;:·;;f :~~~·-.:/;~~2.:.~.·~::::s~·:.:~ <: ~:i-: . 
glutamato (Barb()ur;.r1989)•~.Asimismc>,;se\habfa-'' estudiado la modulación de los 

transporta~?:~~~}~,~·.~{Lt~Tª.to .. (t~~~~b;';t~~;l~~~{i~i~~i,~~~l~~J,12~M*.~~~'. .e!. ·ª.l .. , 1995) por 
la PKC, asíéomola regulación por'AMPé:dejlos·Jranspcfrfadores;élé GABA (Gomeza 

et al., 1 '.~9id }:r ~: .. · .. · · . . ,· . ···.":, ~:~~jD~~~(@}¡t~~'.t"i~ft}i~~¡~~~~.t}j~)(;t},.:c]'J;~;~··· · 
. Con 'el .fin de. determinar la· vía· d<úsegundos'..:menfa 'eros•i'invol Ücrada. en ·la 

regulaclcS~~~f'transporte de gliciri~·'~i\;.f¡'~f(~f}~qla~~·~'511Í;. _ :J~tlf~[¿~~~y~·~f~lto de 
. ··. >~ :-·: :. ·.·~. 1 :'. ·:: • • • • ••• "'. .. _·. ~~, <~' ;~· i_<.:'.~~ :~;-;;--.~; :~,;r~i~;:~·-'.·~:?;·:~_;.!.~~~;1l:r.'-~~'.~ ~!i~.~Y"'i~~:~ ~~\~-~?;. >:f ;,~-~'. ~-~;,:~\ ~··.~,-~: ~ .. '·. ~ : · 

diversos•fármacos, ·tanto inhibidórés:':far;;·gtiacHOacib'rg~h'.~~,ii:ais'tf~t~s:·:v'ías,···sobre la 

captura'~~e:;~I icina:. Se proba ro;j\~~);~~~~~~~.[r~~f~~)~í~f~~·~;;:.~~~é'y ~boG, así como 

los inhibÍd~~es ésiaurosporina, tl7;·\~;qli~i~fitn~~i.b:~~b1~~.2):~Ni~guna de estas drogas 

tuvo ~i::::!: ::·::t:~"i~~l~1~~!-l!~~k;clico en "'te pmceso. La 
figura 6 muestra el efecto· de ~ge;ntes\cjue;,i~cre:m.entan ~irectamente los niveles 

· in~ra~elulares de AMPc, la. fc;~s:1~lfü~~]~~!~\~~g·l~~{~~k~,~r5~,{;sr,;com~ del 8-Br-cAMP. 
Ninguna de estas drogas t~yo·~fectd(,~o~~e:t7lr\tra\1SP9rtefae glicina. Se probaron 

~~tonces los inhibid.<Jres.:~~:!}~~:fa~rJJ¡¡~~~~-[~~~;f~W>J,~:9!22236 y MDL-12330A. 
Sólo este último mostró un'efocfoHnhioidC>r::'sobíe,el:tra'nsporte (40% de inhibición 
. .' · ~.: · .. : ::· .. _· , . · · : :.~>~;:·',:::f·.'; \~.};;':~':~~,~~~·P1'!/;1i~·f~;-;{1~'.·.~~:::?{~~rs~<<:;:;_::::~:;k'.~!.:._. -~;,, > · 
con respecto alc.ontroI).'Lél'fig~ra,z. muestrá,la captura de glicina en presencia de 

co~cent~a~ion~s: ~r~~¡·~~i~5·.i~~J~3:1~~ciJ{Jjd).} el efecto inhibidor parece ser 

dependientede·.1a d~sis. c()n···'u~~• 1csód~ so· µM. 

'---------------·-------------- -----
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Tabla 2. Efecto de drogas relacionadas a vías intracelulares de señalamiento sobre el 
transporte de glicina en la gira de Müller de la retina1 

Compuesto 

Forskolina 
··3~sr~cAMP 

· 8~Br-cGMP 
SQ-22536 
HA-1004 

, Toxina Colérica 
· ~·· Toxina Pertusis 

"PMA',,, ·.-.·'.º,..· 

· oóG.·.·: 
' Quelerifrina ,. 

Esiáu'rüs'í)c:>ri ria 
, -·: .. H~7\<:-':· . . ):.> ... 

; ~~~:ii~i~: ~ 
.·. · Mepa¿ri~a ·· 
., · · Acidé':Ókad_aico 
· ·· Delfainetrina · 

cidospol"ina A 
. Tautomieina 
Cáliculil1a A 
ML-9 
Wortmanina 
Genisteina 

Concentración 

7.5µM 
1 mM 
1 mM 
100µM 
100µM 
1µg/ml 
1µg/ml 
o:5µM 
;10Ój.tg/ml 
lµM 
100 nM 
50µM 
400µM 
110µM 
50µM 
100 nM 
20µM 
50 nM-20 µM 
300 nM-1µM 
1µM 
5 µM-200 µM 
1µM 
50µM 

t (min) incubación Captura de Glicina 
(% c/r al control) 

30 y 60 min 99±4 
30 min 98±4 
30 y 60 min 100 ± 5 
30 y 60 min 99±6 
60 min 98 ±5 
30 y 60 min 100 ± 3 
30 y60 min 101±6 
30 y 60 min 100 ± 8 
30 y 60 min 101 ±4 
30 y 60 min 100±4 
45 y 60 min 97±'5. 
30 min 100.± 6 
30 min g9.±6 
30 min 99±8 ·. 
20 min · 98 ±8·.· 

·, '" . ' ~ 

30.y 60 min 98±7 
,·· .·, ·· .. 

30 y 60 min 98±'7 
30 y 60 min 99±6 
30 y 60 min 97±8 
60 min 100 ± 3 
60 min 100 ± 4 
30 y 60 min 101±7 
60 min 100 ± 5 

'Las células de Müller se preincubaron con los compuestos indicados (ver apéndice para efectos 
farmacológicos de los compuestos). Los ensayos de captura se llevaron a cabo como se describe en 
Materiales y Métodos, en presencia de glicina 1 mM. HA-1004, hidrocloruro de N-(2-Guanidinoetil)-5-
isoquinolinasulfonamida; SQ-22536, 9-(Tetrahidro-2-furanil)-9H-purin-6-amina; PMA, Forbol 12-
myristato 13-acetato; DOG, 1,2-Dioctanoil-rac-glicerol; H-7, dihidrocloruro de 1-(5-
lsoquinolinasulfonil)-2-metilpiperazina; ML-9, 1-(5-Chloronaftaleno-1-sulfonil)-1 H-hexahidro-1,4-
diazepina. Los valores se expresan como el porcentaje del transporte de glicina con respecto al control 
y son la media de al menos tres experimentos independientes por triplicado ± E.S. No se observaron 
diferencias significativas con respecto al control. 
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Figura 6. Participación del AMPc en la regulación del transporte de glicina. Las 
células de Müller se preincubaron durante 20 minutos en presencia de los 
compuestos indicados en KRB. Ya que el MDL-12330A se disolvió en DMSO, se 
añadió un control con 1 O µI de DMSO en 0.5 mi de KRB. El ensayo de transporte 
se llevó acabo durante 1 O minutos en medio KRB que contenía glicina 1 mM 
([3H]-Gly/Gly 1 :25000). Los valores se expresan como la media ± E.S. de tres 
experimentos por triplicado. * Significativamente distinto del control (p<0.001, 
prueba ''t" de Student). 
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Figura 7. Curva dosis-respuesta del transporte de glicina en presencia de distintas 
concnetraciones de MDL-12330A. Los cultivos se preincubaron durante 20 minutos en 
presencia de MDL-12330A 1, 1 O, 50, 100 y 200 µM. El ensayo de transporte se llevó a 
cabo durante 10 minutos en medio KRB que contenía glicina 1 mM ((3H]-Gly/Gly 
1 :25000). Los valores se expresan como la media ± E.S. de tres experimentos por 
triplicado. 

Con el fin de determinar la especificidad de este efecto, se midió la captura 

de otros aminoácidos en presencia de forskol ina, SQ-22536 y MDL-12330A. Tanto 

la captura de leucina como la captura de D-aspartato se inhibieron con MDL-

12330A 10 µM (60% y 80%, respectivamente), mientras que la forskolina y el SQ-

22536 no tuvieron efecto (figura 8). 
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Figura 8. Efecto del MDL-12330A sobre el transporte de Leucina y D-Aspartato. Las 
células de Müller se preincubaron durante 20 minutos en presencia de los 
compuestos indicados en KRB. Ya que el MDL-12330A se disolvió en DMSO, se 
añadió un control con 1 O µI de DMSO en 0.5 mi of KRB. Los ensayos de transporte 
se llevaron acabo durante 1 O minutos en KRB que contenía [AJ D-Aspartato ([3H]-D­
Asp/D-Asp 1 :50) 250 nM ó [B] Leucina ((3H]-Leu/Leu 1 :25000) 1 mM. Los valores se 
expresan como la media ± E.S. de tres experimentos por triplicado. 
*Significativamente distinto del control (p<0.001, prueba "1" de Student). 
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Figura 9. Efecto del MDL-12330A sobre la viabilidad celular. [A] cultivo control de 
células de Müller. [B] cultivo de glía de Müller después del tratamiento con MDL-
12330A 50 µM, 40 minutos. El porcentaje de viabilidad celular se determinó por 
medio de la técnica de exclusión de azul tripano. 
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Ya que el ~f~d~;d~IMo'L-l2330A;est.ÍltÓ inespecífico para el transporte de 
, . -_-_;-"'--· - '·"°" ~-:-· ;--·,:,;_.·,·c~·-.!.co-_ ¡---"·,>O,,-º'·;';; -'--,~;:,, -- ---·- ,-, - · -- ·· 

aminoácidos;: se- cuantificó la,_viabilid~cj.~elular después del tratamiento con este 

:~:~::fr~1~itiÍlrt~l~~~~én::~~~::::ñ~~: '~;ac~::~:n ~~ 
viabilidad celular;:'sinfeinlfargo;;a'los';40 minutos de incubación, la inhibición que 

._·· - . ~ ·, ~.·: '. r-:~f:~F~X;~;:b:~t~l--:~f'1.~~~{i:iti;S·~t~r1Tf /::f~\\::~,f-:p·:;;¿;~--¡::>:t~.:, -~'.:.-·;>~ 
ejerce la drogai'está) asociadá 1 a: un'a :disminución considerable en la viabilidad 

---<~~--_e ~;-~:r:_f~~#.={~~;i;~~~ ~~f0~~~~-;ti~~j~:~-f-~-~-:~~-~ ~- ~~ ., ~ 
celúlar-(70º!~f{c611fre,spectó.~al control), lo cual demuestra claramente un efecto 

tóxico de·-~¿i~~~~WJci~{~~,(~~L~~ 9), independiente de la inhibición de la AC ya que 

el tratamiento con SQ-22536 (100 µM) durante 20 ó 40 minutos no afectó la 

viabilidad celular (estos datos no se muestran). 

Regulación del Transporte de Glicina por Calmodulina 

Se estudió entonces la posible participación de la calmodulina (CaM) y 

enzimas dependientes de Ca2+/CaM en la regulación del transporte de glicina. La 

trifluoperazina (TFP; fenotiazina antipsicótica; Weiss et al., 1980), el W7 (N-(6-

aminohexil)-5-cloro-1-naftalen sulfonamida; Kanamori et al., 1981 ), el R24571 (o 

calmidazolium, derivado del antimicótiC:omÍconazcil; Gietzeri et al., 1981) y la 

ofiobolina A (fitotoxina fungal;LeUng eti'~1:),19i3'~;'-,i~hiben reacdones enzimáticas y 
.:. :·:~,: ::;:~)~:.;.:.::.~:;~~r~~:1:f.~~{.:.>~~~J:r·.~:~fü;lé:-~\.~~L-~ :!~:tfSj¿k·:\:_~\~·::;,·x;t;.:A~:~;'.-.,- ;>/::,~ ·~-;~-~,: .:./,~· ·:·;: . :. ··>:.·_ .. :.: ·:: '.- ·~-\'· / (·..':_~~/;:.::~ ~-:?:_·. . 

procesos: biológico5J:,;;'estiiiiúlados\:\pór2'qá2+/calmodulina> Todas : estas :drogas 
:·~~.:::.;~;:~!~:'-"'.?iiL~-~~¿,~h~:~iti·:~·1·~::;~;::·~·-:··~~~i'~·:~·:~;·Y:/)·::·.: ... ,..;·.,_ ~" . _·:. . ~ . -:- .:::'.\:·_, .; . 

anticalmodulíQifls':fühTbiefón\el; fransporte de glicina. La figura, ,1 ó muestra las 
-·. <~;:·~~:~·_.:::.<c=.,;;'.~·f>~It:/~(~x;:¡:.~:-::::-.:·:·:-·:::: ·: · .; _ 

curvas dosis~res'puesta''para el W-7 (inhibición máxima 40%), la ofiobolina A 

(inhibición f1'1á~i~~;4s 0/o), ,laTFP (inhibición máxima 80%) y el R-24571 (inhibición 

máxima 82%/:Lás IC50s calculadas en cada caso fueron 40 ± 2.5 µM, 50 ± 1.2 µM, 

2.5 ± 0.5 µM y 1 ± 0.2 µM, respectivamente. 

Se ha visto que las drogas anticalmodulínicas pueden tener efectos 

inespecfficos e interactuar con otras proteínas de manera independiente de la 

calmodulina, como es el caso de los receptores de dopamina 02 (Wilson et al., 

1998) y los receptores de NMDA (Lidsky et al., 1997). Con el fin de determinar si el 

efecto inhibidor observado sobre el transporte de glicina es específico, se estudió el 

efecto de estos compuestos sobre el sistema de transporte dependiente de Na+ para 
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Figura 1 O. Papel de la CaM en la regulación del transporte. Las células de Müller se incubaron 
con concentraciones crecientes de W7 (inhibición máxima 40%, IC50 40 ± 2.5 µM), ofiobolina 
A (inhibición máxima 45%, IC50 50 ± 1.2 µM), R24571 (inhibición máxima 82%, IC50 1 ± 0.2 
µM) y Trifluoperazina (inhibición máxima 80%, IC50 2.5 ± 0.5 µM) durante 20 minutos en 
medio KRB. El ensayo de transporte se llevó a cabo durante 1 O minutos en medio KRB que 
contenía glicina 1 mM ([3H]-Gly/Gly 1 :25000). Los valores se expresan como la media ± E.S. 
de tres experimentos por triplicado. Las IC50s se calcularon en cada caso con el programa 
INPLOT (versión 3.1) de Graph PAD. 

el GABA y sobre el sistema de transporte de leuci na, el cual no depende de Na+. 

No se encontró modificación alguna de estos compuestos sobre los sistemas de 

transporte de GABA o leucina (Tabla 3). 
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Tabla 3. Efecto de los inhibidores de la calmodulina y la CaMKll sobre el 
transporte de leucina y GABA en las células de Müller y sobre el transporte de 
glicina en neuronas de la retina 1 

Control R24571 TFP W7 KN62 

Transporte de Leucina 100 ± 8.9 71.6 ± 14.1 81.3 ± 10.0 83.5 ± 8.7 
(% c/r al control) 

Transporte de GABA 100 ± 5.4 87.0 ± 12.8 97.2 ± 7.4 99.1±4.8 
(% c/r al control) 

Transporte de Gly 100 ± 17 95.9 ± 22 86.1 ± 16 96.8 ± 15 
en neuronas 
(% c/r al'cortfrol) 

- ·. ~:~~.- -.. -~·;~:~~~~/-:-~,:>-~· ' 
-_,,_ ·" . 

1_Lashé1J1}~,d~ Müll~r se trataron con_ R~245715 µM, trifluoperazina (TFP) 25 
µM/W7 1 O µM, ó KN62 20 µM durante 20 min. El ensayo de transporte de se 
llevó a cabo·durante 10 minutos in KRB que contenía 1 mM Leucina, o 1 mM 
GABA. Los cultivos de neuronas se trataron con estos mismos compuestos. 
durante 20 min, el ensayo de transporte de glicina se llevó a cabo en presencia 
de glicina 1 mM durante 1 O min. Los valores se expresan como porcentáje con 
respecto al control ± ES de tres experimentos independientes por triplicádó'. 
*Significativamente distinto del control (p < 0.001, Student "t" test) .. - · · · - · 

La rl:!captura de glicina se lleva acabo tanto por las células gliales, como por 

las neuronas,''por esta razón se evaluó la participación de la calmodulina en la 

regulación del transporte de glicina en cultivos enriquecidos de neuronas de la 

retina. Como se muestra en la Tabla 3, el tratamiento con los inhibidores de la 

calmodulina no tuvo efecto alguno sobre el transporte de glicina neuronal. 

Papel del Ca2 + en la Regulación del Transporte de Glicina 

Ya que la calmodulina depende de Ca2
+ para activarse, se estudió el papel 

del calcio en la regulación del transporte. Para este propósito, se probó el efecto del 

dantroleno, bloqueador de la liberación de calcio de las pozas intracelulares, del 

EGTA, quelante de calcio extracelular, del BAPTA-AM, quelante de calcio 

'---------------- -----··--· -- ---
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intracelular y de la tapsigargina, inhibidor de las ATPasas de Ca2 + del retículo 

endoplásmico. Como se muestra en la figura 11, el BAPTA-AM inhibió el transporte 

de glicina 40%. 

Control EGTA Dantroleno BAPTA Tapsigargina 

Figura 11. Papel del calcio en la regulación del transporte de glicina. Las células de 
Müller se incubaron en medio KRB, Ca2

• nominal cero, y EGTA 1mM o BAPTA-AM 10 
µM más EGTA 0.5 mM durante 30 min. El dantroleno (30 mM) y la tapsigargina (2 mM) 
se probaron en KRB normal durante 30 min. El ensayo de transporte se llevó a cabo 
durante 1 O minutos en estos mismos medios en presencia de glicina 1 mM ([3H]­
Gly/Gly 1 :25000). Los valores se expresan como la media ± E.S. de tres experimentos 
por triplicado. 

Con el fin de producir un incremento en la concentración intracelular de 

Ca2
+ y, de esta manera, estimular a la calmodulina, se incubó a las células en 

presencia de los ionóforos A23187 y ionomicina (figura 12). El efecto de los 

ionóforos sobre el transporte fue contrario al esperado, pues el influjo de Ca2 + 

inhibió de manera considerable el transporte de glicina (60% y 78%, 

respectivamente). 

r-~~~--~--~~-
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Figura 12. Efecto de ionóforos de calcio A23187 y ionomicina sobre el transporte de 
glicina. Los cultivos se incubaron con ionomicina ó A23187 10 µM durante 15 minen KRB 
normal (2.5 mM CaCl2 ; barras negras) ó en KRB sin Ca2

+ (Ca2
+ nominal cero; barras 

punteadas). Este medio se eliminó y el ensayo de transporte se llevó a cabo durante 1 O 
minutos en medio KRB que contenía glicina 1 mM ((3H]-Gly/Gly 1 :25000). Los valores se 
expresan como la media ± E.S. de tres experimentos por triplicado. * Significativamente 
distinto del control (p<0.001, prueba "t" de Student). 

En la gira de Müller se ha demostrado que el alto K+, el glutamato, el 

carbacol y el ATP así como la cafeína elevan las concentraciones intracelulares de 

Ca2
+ (Keirstead y Miller, 1995; 1997; Newman y Zahs, 1997; Wakakura y 

Yamamoto; 1~94): P~ra explorar el efecto de un incremento moderado en la 

concentración de i:::a2
+ intracelular sobre el transporte de glicina, se incubó a las 

células en presencia de cafeína 5 mM, carbacol 2 mM ó ATP 1 mM. Como se 

muestra en la Tabla 4, la cafeína, el carbacol y el ATP incrementaron el transporte 

de glicina 50%, 65% y 30% respectivamente. La estimulación del transporte de 

glicina inducida por cafeína se abatió incubando previamente con tapsigargina 2 

.. -·---·---
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Tabla 4. Efecto de agentes que inducen. ondas de Ca2 + en la glía sobre el 
transporte de glicina en la glía de Müller1 · · 

Control 
Cafeína 
Tapsi + Cafeína 
ATP 
Carbacol 
Glu 
NMDA 
AMPA 
KA 
L-AP4 
t-ACPD 

Transporte de Glicina 
(% c/r al control) 

100 ± 8 
150±14* 
101±10** 
165 ± 28* 
130 ± 7* 
106 ± 9 

93 ± 10 
102 ± 9 
104 ± 13 

98 ± 8 
95 ± 14. 

1 Las célulasde Müller se preincubiirc:in con cafeína 5 mM, ATP 1 mM o. 
carbacol;i·.mM durante 15 m in en KRB sin Ca 2

• (Ca 2
+ nominal cero) más 

EGTA oj mM. Cuando se probaron juntas, la cafeína s mM .se·iiña~dió 15 
min' despÜés'de la preinéubacióncon la tapsigargina 2µM en KRB sin.Ca 2

•· 

niás EGTA0;5 mM. En otro grupo de experimentos, Las célu'las.de\iv(üller;se 
preincubúon durante lhr con 1mMde.glutamato (Glu), N~metil"D"aspartato 
(N M D;\), .. ác.ido alfa-am ino-3-h idroxi-S~metil isoxa~o1~4~pro'pioriic'o':<.<Ajvl PAJ;. 
kainato (KA), ácido L( + )-2-am ino-4"fosfonob u tí rico (L"A.P4)i·, ofacido trán s~ 
am inociclopentano-1,3-dicarboxílico (t-ACPD) dura~t~s;j;;ihrfl~nl.KRB. Los 
ensayos de captura se llevaron. a.cábo como se dE!scrlb(en'(M~teriale~· y 
Métodos, en presencia de glicina J mM. Los .valóres: se'expr,esan comO el 
porcentaje del transporte de gliéina. cO n respecto,al contró¡.y•son. la'· media· 
de al menos tres . experiment().s :independientes '.'por/ tri pi icado :!: · E,.s> 
• Significativamente distinto del.· contra) (p <:: 0;005; .·prueba· "t"; dé'Student). 
** s ign ificativam ente distinto de la cafeína (p < 0'.005, . p rúebá "t" de 
Student). · · · · · 

. . . 

µM. También se examinó la.posible regulación del transporte de glicina a través de 
- • • ' -- - • • .- • • ~" ' , < 

la activación de receptÓre~·a'glutamato. Ni el glutamato, ni los agonistas NMDA, 

KA, AMPA, L-AP4yf~,.\~'f'ó:r1iodificaron el transporte de glicina (Tabla 4). 

El efecto opuesto'd~.la cafeína y la ionomicina sobre el transporte de glicina 

podría deberse a diferencias en la magnitud del incremento en la concentración 

intracelular de Ca2+ ([Ca2 +]i) que inducen estos agentes. Con el fin de comparar el 

incremento en la [Ca2+]i inducido por la ionomicina con el de la cafeína, se 

TEC:W IN{Y>J 
1JJ~!J ,.:•,_}J.'! 

FALLA DE ORIGEN 
67 



A 
700 

600 

500 

:E 400 e: 

~ 
300 C\J 

Ctl g 
200 

100 

o 

o 

B 
700 

600 

500 

:E 
e: 400 

~ 
300 C\J 

Ctl g 
200 

100 

o 

o 

____ lonomycln 

100 200 

time (sec) 

____ caffelne 

100 200 

time (sec) 

300 400 

300 400 

500 

500 

lonomicina 
703 ±55 

Cafeína 
315 ± 23 nM 

Figura 13. Incremento en la [Ca2+]; inducido por ionomicina y cafeína en la glía de Müller. 
Las mediciones de Ca2

+ intracelular se llevaron a cabo como se describe en Materiales y 
Métodos. Se muestran las respuestas de 2 células representativas. A) incremento en el 
ca2+ intracelular inducido por ionomicina 1 O µM en una célula de Müller, B) incremento en 
el Ca2

+ intracelular inducido por cafeína 5 mM en una célula de Müller. Los recuadros 
muestran los valores promedio de amplitud máxima inducida por ionomicina y por cafeína. 
Los datos representan la respuesta promedio ± E.S. de 60 células tratadas con ionomicina 
y de 62 células (de 155) que respondieron a cafeína. 
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llevarona cabb'lllecflciories flúo~ométricas utilizando como indicador de Ca2 + al 

fura-2/AM. C~nÍ() s~-."liu~stra'.en la figura 13, la ionomicina produjo un incremento 

pronun:ci~d~~~;~Ysdlt~~i~o.fe~~;la :concentración intracelular de Ca2 + en todas las 

célulá~ J~~~f¡,~~~~r(ri"~··~:.~~) .. ;La cafeína resultó menos consistente en elevar el Ca2+ 

. in~racelula~'pf~~~~(~~~~·{~~ incremento más pequeño y transitorio en 45% de las 

células examinadasi(frg:~',i155). La amplitud máxima del incremento intracelular de 
. ~~_-<- ~·~-:~ ~:' '>~~~-~- -i~;-~:,~_-,_~~-}f é-,~~~~ík~~:.~~~-:~ ~ :-~i-_~-/ ._ 
Ca2+ produci.do''pof)á\ioriomicina fue 703 ± 55 nM, mientras que para la cafeína 

. fue 315 i~g;a~.#¡~~r~"i~?-~ . 
El :ca~t<eS'.~u'r])~mehsajero intracelular. que participa en diversos procesos 

. ~:\~l:~~~~1i!~itj1~,~~~J:;o~::::· d:e .:::::: ~~ec~~:~:~~:.~::~:·u:~ 
otr,as respúe'stas''célül~res~relacioriadas a condiciones patológicas. En este sentido, 

se ha:~~~isti~~~~Ser~{Ó'~;~r~gula el citoesqueleto de las células gliales activando 
> .;.,- ··-' . -· ·.- .. - ·. '•'• .. _,_, .. ;· .. 

·.su: pr~teÓlisis por n;'ecli~ ele proteasas dependientes de Ca2 + (Finkbeiner, 1993). 

También en células gliales; se ha demostrado que la elevación en la [Ca2 +]1 asociada 

a patologías específicas ~fol cerebro activa a la calpaína (proteasa de cisteínas 

dependiente de Ca2+i}Du: et al., 1999; Shields y Banik, '1999). Por esta razón 

estudiamos la partidp~ción de proteasas en el efect<J producido p'or los ionóforos. 

Como se muestra en la figura 14, la prel~cJb~~¡Óg:~;e las células de Müller con los 

inhibidores permeables de la calpaí~a'.;111' y. V, disminuye 30% y 37%, . ·,· 
respectivamente, la inhibición del transporte iriducida por ionomicina, mientras que 

el inhibidor de proteasas de serina, fenilmetilsulfonilfluoruro, no tiene efecto sobre 

el transporte. 

Regulación del Transporte de Glicina por el Citoesqueleto 

En las células gliales se han descrito varios procesos mediados por calpaína 

como la proteólisis de los componentes del citoesqueleto (Finkbeiner, 1993). La 

actina, así como la fodrina (espectrina) y la anquirina, proteínas del citoesqueleto 

que se unen a la actina, son los principales sustratos de la calpaína (Villa et al., 

1998). La anquirina y la fodrina poseen sitios de unión de alta afinidad para 
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Figura 14. El efecto inhibidor de la ionomicina se revierte por los inhibidores de la 
calpaína. Los cultivos se preincubaron durante 90 min con los inhibidores de la calpaína 111 
y V 50 µM ó con el PMSF 0.5 mM. Posteriormente se añadió la ionomicina al medio (10 
µM, 15 min). El ensayo de transporte se llevó a cabo durante 1 O minutos en este mismo 
medio en presencia de glicina 1 mM ([3H]-Gly/Gly 1 :25000). Los valores se expresan 
como la media ± E.S. de tres experimentos por triplicado. • Significativamente distinto de 
la ionomicina (p<0.001, prueba ''t" de Student). 
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Figura 15. El citoesqueleto de actina regula el transporte de glicina en la glía de Müfler. 
Los cultivos se incubaron 2 hrs con citocalasina B 1 O µM, citocalasina D 1 O µM, colchicina 
25 µM o 1 hr con jasplakinolida (JK) 1 µM. Cuando se probaron juntos, la jasplakinolida se 
añadió 30 minutos antes de la citocalasina D. Los valores se representan como la media ± 
E.S. de tres experimentos por triplicado. * Significativamente distinto del control (p<0.001, 
prueba "t" de Student). **Significativamente distinto de la citocalasina D (p<0.001, prueba 
''t" de Student). 

proteínas integrales de membrana y regulan diversas funciones de las proteínas 

membranales (Beck y Nelson, 1996; Mills y Mande!, 1994), entre ellas el transporte 

a través de la membrana (Handlogten et al., 1996; Nelson y Hammerton, 1989; 

Zharikov y Block, 2000). El tratamiento de las células de Müller con citocalasina B 

o D (1 O µM), alcaloides que promueven la despolimerización de la actina al inhibir 

el crecimiento de filamentos nuevos (Cooper, 1987), tuvo un efecto inhibidor sobre 

el transporte de glicina (41 % y 50%, respectivamente; figura 15). El pretratamiento 

de los cultivos con la jasplaquinolida, péptido permeable que estabiliza a la actina 

(1 µM; Bubb et al., 1994; figura 15), disminuyó de manera significativa el efecto de 
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Figura 16. La degradación de la fodrina inhibe el transporte de glicina. Las células de 
Müller se preincubaron con la toxina Pet (600 mg/ml) a los distintos tiempos en medio 
el medio de cultivo D-MEM. Este medio se eliminó y el ensayo de transporte se llevó a 
cabo durante 1 O minutos en medio KRB que contenía glicina 1 mM {[3 H]-Gly/Gly 
1 :25000). Los valores se expresan como la media ± E.S. de tres experimentos por 
triplicado. *Significativamente distinto del control (p<0.001, prueba "t" de Student). 

la citocalasina D. La colchicina (25 µM), agente que despolimeriza los 

microtúbulos, no modificó el transporte de glicina. 

Como ya se mencionó, uno de los principales sustratos de la calpafna es la 

fodrina: Redentemente se encontró que una toxina aislada de Escherichia coli, 

di:ncm1inad~ Pet, degrada específicamente a la fodrina (Villaseca et al., 2000). Con 

el .fin d.e determinar si el efecto inhibidor de la calpaína sobre el transporte de 

· glicina podría involucrar a la fodrina, se trató a las células de Müller con la toxina 

Pet. Como se muestra en la figura 16, este tratamiento inhibió el transporte de 

glicina 60%. 

Regulación del Transporte de Glicina por la CaMKll 

La calmodulina es una proteína intermediaria que acopla las señales de Ca2+ 

a respuestas bioquímicas intracelulares por medio de la activación de una gran 

variedad de enzimas. Entre las cinasa y fosfatasas reguladas por Ca2 + /calmodulina, 

la CaMKll (cinasa dependiente de Ca2+/calmodulina 11), la MLCK (cinasa de las 
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Figura 17. Regulación del transporte de glicina por la CaMKll. A) Las células de Müller se 
preincubaron con el inhibidor de la MLCK, ML-9 a distintas concentraciones (5, 10, 25, 50 y 100 
µM) durante 20 minutos en medio KRB. B) Los cultivos de glía se trataron con el inhibidor de la 
CaN, deltametrina a distintas concentraciones (0.1, 0.2, 0.5, 1 y 25 µM) durante 20 min en medio 
KRB. C) La curva dosis respuesta con el inhibidor de la CaMKll se llevó a cabo con distintas 
concentraciones de KN62 (5, 1 O, 20, 40, 60, 100 y 200 µM; inhibición máxima 40%, IC50 20 ± 1.3 
µM) preincubando 20 min en KRB. D) Los cultivos se incubaron con el péptido inhibidor de la 
CaMKll AIP (50 µM) a los distintos tiempos. Los ensayos de transporte se llevaron a cabo durante 
1 o minutos en medio KRB que contenía glicina 1 mM ([3H]-Gly/Gly 1 :25000). Los valores se 
expresan como la media ± E.S. de tres experimentos por triplicado. 
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cadenas ligeras de miosina) y la CaN >(calC:ineurina ó proteína fosfatasa 28), se 

expresan en las célulasgliálesy s~ ha·vis~o.qué'int(rélctúan con el citoesqueleto 

(Takeuchi et al., 2~0.o;:;x~l!~.D;?:'!t:~r:,'.AR~.g;;·.-;f~B~~~,;~t-aL, 1998; Edelman et al., 

1992; Matsuda .et,aL>0J998; S'inádé\etá1-('199?lF,EI '~tratamiento de las células de 

Müller c°:~-l~~j;~fü~(~~~~l*;~[~~I:B1i:i~}E0:e~F~i·(~~bl~a 2) y ciclosporina A (figura 
17a), no ll)odificó'~ltr~nsp()~é'de~glICin'á;corno tampoco lo hizo el tratamiento con 

el inhibic1~r~1ti;~1~¡~8íi~,~~&fitf~S~~2176). Sin embargo, el tratamiento con KN-62, 
inhibidor ~e·.1a·,CáMKll,•·fuv~~'ün'/efocto inhibidor sobre el transporte de glicina. 

Comd se'.:fuÜ~~t~~ ~I "}~ ,%~&~fclosis . respuesta para el KN-62 (figura 17c), la 

inhibicÍón-~~~i~~ del'.tVa~~~b~~-fu~ de 40% y la ICSO calculada 20 ± 1.3 µM. Se 

ha reportado que ~I K~6~~ i~hibe también a la CaMKIV (cinasa dependiente de 

caú/calmodulin~ ÍV),/pÓr~ esta razón se probó el efecto del AIP, péptido 

miristoilado que corresp'bN~~-~I dominio de autofosforilación de la CaMKll, y que 

por lo tanto inhib~Va·'~~W~I~Azima de manera altamente específica (lshida et al., 

1995). Como s~ ~Gg~t~~·{·~W la figura 17d, el AIP tuvo un efecto inhibidor sobre el 

transporte .sinÚ1~V~ítd~¡l~N~2. 
Ya,~;u~·Y~f?i·f~~t~~r\~ de glicina en la glía de Müller se lleva a cabo por dos 

sistemas; ~ri~-\8~~{t¡'i~'{kilXidádque corresponde a GL YT1, y otro de baja afinidad, se 
', .. ·;:': .~</\·!i~:.~::;:·:::~;\:'<~~';;·y:??·>· ...... /" ·, ' 

estudió ~l,efector?E!lil(N~62 sobreJa cinética del transporte. Como se muestra en la 

figuré! 19,{~rntat¿~·¡~~tÓ' c6n KN62 inactiva por completo al transporte de alta 

afinidad llevado acabo por GLYT1, mientras que el transporte de baja afinidad no se 

ve afectado. Hasta la fecha no se han reportado secuencias consenso de 

fosforilación para la CaMKll en los transportadores de glicina (Liu et al., 1993). Se 

esperaría que la fosforilación directa de los transportadores produjera un cambio en 

la afinidad sin afectar la velocidad máxima, reflejo del número de transportadores 

en la membrana, no obstante la inhibición de la CaMKll elimina al transporte de 

alta afinidad. Estos resultados sugieren que la regulación del transporte por la 
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Figura 18. La inhibición de la CaMKll abate la actividad de GL YT1. El efecto del KN62 sobre la 
cinética del transporte se estudió incubando los cultivos de glía de Müller durante 1 O minutos 
con distintas concentraciones de glicina (0.01-2 mM) ([3HJ-Gly/Gly 1 :25000), y en ausencia 
(control, •)o en presencia de KN62 40 µM, 20 min (º). Los datos se analizaron por el método 
de Eadie-Hofstee (control= líneas sólidas, KN62 =línea punteda) y los parámetros cinéticos se 
calcularon con la ayuda del programa Graph Pad (versión 3.1 ). Los valores son la media de tres 
experimentos por triplicado. 
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CaMKll involucra un mecanismo indirecto, esto es, la activación de un sistema de 

señalamiento' que subsecuentemente modula el transporte de glicina, o la 

fosforilacióh de proteínas del citoesqueleto involucradas en el tráfico o en la 

localización en la membrana de los transportadores de glicina. 
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DISCUSIÓN 

CARACTERIZACIÓN DEL JRANSPORTE DE GLICINA 

Las células.de.M.~ll~rde l~.r~tina forman parte de la glía radial y atraviesan 

todo el espesC>r~e l~·r~tina. En la retin~ deJ~s a~es,. las células de Müller son el 
- ~ T -- -• •: ·:;·-:. ,'-;:' ;- ' • C° ' ' ,- --- ' ' • : ' • • 

único tipO,d~gli~cito presente, por lo queUeván a cabo numerosas funciones que, 

en .. ?tras'Tregiolles del sistema nervioso, desempeñan diversos tipos de células 

glia·l~s/~siLldiC>'s previos demostraron que las célul~s de Müller, además de expresar 

'canale~;~~~~ibles al voltaje y receptores de neurotransmisores, a través de los cuales 

rec¿noC:~ll~• U~a .. gran variedad de señales .neuronales,. expresan . sistemas_ de· 

rrt~i~~;~,~1;rfin;dad Pª'ª 'ª rec•:'"lI·~~:~"ª:;;:, .. "·":·:;;f f .<º~~~; 8 '."· .· 
······E1 .. priiner6bjetivo de.es.te trabajo;flie\:·e1ié:le;dem'ósfraf;que8laYglía'de'.Müller; 

~:;~~~i!r l\li~~¡íf r:1~~111t~~~~~~~f iI~¿·,:: 
descritos· en células',gliales del'sistema""ner\/ioso central. 

':; .-.. -._:_~::_f;.-~ ::~.:'-:·. ':}~0::;,~f~i~;:~\~~~:t :'~~";~)~:;{,f;~::~~~~it:_~\(r!:~~~2:t41it~~:« ~;~:-~~-~~ .. ;t) :· - .. -- -
•.. • Hemos);aéní"ostra·dofpOft(:frim'era;vez la presencia de sistemas de transporte 

_: _____ ~'-:: T:-z>:·;~~;~~~?~~~::~ .. '.JJ~~~:~~~flf,~1~~~f;·(:•¡:~::}~·~:'~~-;:::~;~: ~~G~~tj\:~:_-"'.~: __ '·:.-_ -- · . 
de glicina en la;.GIJá:detV_1ülle(dé.fa retina, a pesar de estudios previos que sugerían 

, ·.''. :- .:<·:-: .'·.=.-'.~<l:~~~-:-i.J,~~~;;~~\~~;;:>:~>~·~;/~:;~f;,;;~:~'.t~i':::~¡·:~:.:-;;:y;\-~~~-~- ':/:_:.!: '. :,: 
qtie, en .la retil"!ªif~l -.ú,ni_C:c>.!Jpq{C:el81ar que presenta transportadores de glicina son 

1as·céluI~~s'.~~,~$~(á~~\~~,r,~r~<~t~.,.-,·~;s). 
'Encpútr,,ám§s gu~~laiC:aptura de glicina en la glía de Müller se lleva a cabo 

por do/.'~ist~fü~§;;:c~·~ :t~ansporte, uno de alta afinidad cuyas características 

correspÓhd~ri,~;l~¡~:d~ los ~ransportadores GLYT1: dependencia de Na+ y CI", alta 

éspecificid~d po~ I~ glicina y sensibilidad a la sarcosina; y uno de baja afinidad con 

características del sistema de transporte A, ya que se inhibe por MeAIB y AIB y 

depende únicamente de la presencia de Na+ en el medio externo. 

La localización de los sistemas de transporte de aminoácidos en la retina, 

entre ellos los de glicina, se estudió inicialmente con técnicas de autorradiografía. 
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Estos estudios sugerfanque s
1

ólol~s célula~ amacrinasyalgunas células bipolares 

~~Ii~~::~f É~~~~~í!f ítf llf lli!llfl{~\~.¡~~~~;:~ 
autorradiográfica de [3 H]Glu err'réstás."célúlás/flie/posibléFsoló!d.éspúés de inhibir 

:-. = •. , ~<-·-~-~-.:..~~!~4:-~:A:7:~~;'i-~~~f:t~~~¿:;f7~-~.~/~~~~f;~~iv0:-7~!T~:~:;;~(:;:~~~;::.;:::_::?~;~y;;=-.-.~~~ ·:,-;,~--- ·:·--- --
irreversiblemente a la enzini~dglútá'miiio~;sintefasa\1(Ráli'eri\;eHalf~fJ 998);.··•.lo que 

:::~~: d:::~::b:::::;,,if J~~,¡~l!tiit1~11~!1! :~l~Jil~~~lrg~ pOr ~"ª 
Los estudios sobre'{laiJocalizadóií'?Celüfar]de;Jos:.tr-anspórtádores de glicina 

, - ~:-:.\',. ',·~~·:i-;\~ ?"J>~:::1,;~:';:.;l\-:::;~;~~:·:/~~:~t::f>~:.~.t~~:~~;·:?:1."~:~t1y~~,-~s:.:::·.;:'.~·:· -'._/:'.~-.. ·•<-.-, ~ ;: .: : · · -
utilizando técnicas(de:oinmiin6citoqúí111iéa;''repOrtárónJá•presencia de GLYT1 en el 

. :·-. .l.~;--~:~.; .:·:?-~~~~\:~~}l¿f?.i~~ \;':¡;-;{\~~:F)~:):.'~~M'.::;·¡~?>:t~~:. ~¡J~ ... :;.:: ~.:\!?'.~· .. ~:.'t~.t·:~·"\~-~·<,::, · -.:· -- · 
soma de las células!;am'a'crinás\v.'..,erí'l~{\capa~plexifOÍ-me interna y sostenían que en la 

: · · · .- :u:'..~-?·:_.::·~\:!I%~~~;~*:l_~r,;:~~-; :~\~S'r;::::.:;::.\S-~,"~i:(~;::j}~?(~~!~-:~~;.:~:~/:.,:1·:~:'~.:-~·:· . .'J/;- /: · ·:'. .. ·· · 
retina, a diferen.Cia''qélísis~füa}ne'ryiCff{))':é'htra!;'c(YT1 no es un transportador glial 

·~· { .::.-:< .. -:;:_fC:::'c~;:-~~;].,'.l~'.!ú~·~~~'.~::;'.1~'.:?,://~~-::::'.~:Z?\~\:~\~ft::.:.~:;;~~~::,~ZP'.;~·~f?'.}_i~~s:··. ;-?.:·. ,~ :: · ·, 
(Zafra et a1:;i)995j¡PoV\tJy\Héiídrickspn}::J9!}9) . .Sin embargo, en la capa plexiforme 

: -\·,· :" ._:,_ :· ~;?(~ .. :~;;i:/)4 ?;,};f.:~~';'.i!~\.Trr{ ::;:~}~'.-~:-:~:~:~.:':)':~.:~J~~F~'.i'.:DE.:1~\ri\{~:~;::{: .. -.~ ·'. ;' -~ ·' 
interna/ las r~llliflcáéio~'es'.'de)a'glfa:'Oé'~ ü l lércson muy abundantes, están en íntima 

asoci~~iÓ~;,:sg6:,~~fltR~&~,M;f~r,~~~~~~~,t~~tf:~.Í':~ bien definidos (Rasmussen, 1974; 
Robinson_}i:l)f:e!leri'i11~_9,0)!~Ya'qúe}~el~füítfóHid~ .inmunorreactividad para GL YT1 en·· 

· ., -.. :-:> .. : :-\-~~'U; ~:::~~);f ~/ }-;~~~.::tt:: .. :~~~~:~;·~é~ ;.¡: ·;~·~J~)?~ <~:< ~¡_~: .. ,q:{;.;;~;: :::¿n~f'."·: -·¡ (f ~.': ~·· .:·;·:·'/ · · . 
la capa plexifórmé\iritérné(',tambiéil:¡:presenta' tres estratos bien definidos (Pow. y 

· , _ .:·~- ·."~:·:~ ;:~l'.~i:~:~·i;:~F.:~F::: ')::~:~0-!J~~::~_.:~~r;.~,:~):yr~·._;¡_~~:~r1::=~·~1~~~/t\~Z~?'";j_:.:;:·\.~; -:< ~ ·:«~ . · /, -
Hendrickson,,;)9~9.lP!_E?s~·_müy;·p,osible}ql1~~19sfransportadores de glicina también se 

localicen e~~J~~'.t~2fÓ;g~i~'s);-def i'~ 'glfa de· Müller. Experimentos de doble marcaje 

utilizando ~:i~nft1~~iihk~i~ rnarcadore~ gliales y anticuerpos contra GLYT1 
-·-.·o - -- , .~ .. ~\'' ;:-. 

ayudarán él r~~:ó1Ver este punto. 

En. el SNC, estudios de hibridación in situ demostraron que la distribución de 

GLYT1 se relaciona con las áreas donde predomina la transmisión excitadora y en 

las que)os receptores de NMDA son abundantes (Smith et al., 1992; Zafra et al., 

1995). ,El receptor de NMDA requiere para su activación de la interacción tanto de 

Glu como de Gly. Recientemente se demostró que los transportadores gliales de 

glicina GLYT1 juegan un papel importante en mantener la concentración local de 

glicina por debajo de los niveles de saturación para los receptores de NMDA, de 

manera que el incremento en la concentración extracelular de glicina es capaz de 
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potenciar laélcti.vidad •de.estos;reC:ept9fes (SUpplisson•.Y.••!!~.rgajari/1.997; Bergeron et 

:~~~•9;:0\~~~~~~~i<~i;€~~j~if~Il~~~],~;~~~tJ~(~::~:::::" ~: 
glicina e.n.·estétejI~qtaínbi~n.pfdrían'p'ártiSipar:enlai~eu~otfansmisión excitadora. 

. : · EY~~f ~~!~'.;~~~·~1~:;~}f~:r.~*ft~~2~~ll~~t:·91y}~~J~f ]J'~~~1{~f h~ ·centrado en los 
transportadores.:,'de~:alta~afiriidádipcfr estár relacior,iádos;:·c,Ori!)a modulación de la 

·~~~~::tf~~~f '~~l~~~~;~,'.~!L'~:~~l~~!lf~h~·:·::::: "::: 
además de 'tener fu'ncionés:(metábólicas, podrían coláborár con los transportadores 

. :.: :·.· :-'.-,, .:.:{,,1:,1~~::..'.:f:Ji+::~:,x.-\;Y··~·) __ ::: ·. . : . __ · .. -
de alta afinida~ eri'la;·''reca!Jtúra del neurotransmisor poco tiempo después de su 

liberación, 5u~arld~~i,1'~·;ficgn~centraciones son elevadas Uohnston e !versen, 1971 ). 

Como ya sé·~~~~2·¡~Jtó,'.t·e1'.'.,transporte de baja afinidad que aquí caracterizamos 

correspo?,d~~;~~J .. ~1;~~~f~~;:~~,~~ cuyos sustratos prin,Fif~.les son la glutamina y 

aminoácidos N.:metilados:•Recientemente se demostró'que la. principal función de 
~. -. -. ·._-... ,: .. _'_ :,.::·;~~-~~.'~~-~:~~~!~-f :~·: ~~-~'_\t;_:~t-~;\~- :\:·;_~;1_:·:.{_::_< .. ·:.. - .... . . ' -···:-' ·,;: ·:_.: .'_:·~~~ ~~>~~:~. ~~:;<. '. ::.- :._. , .. _ ·:· ·.. .. . -.· _· . 

este.sisterl1a·?:~;~r,arlsporte;en .. ~1.c'erebro es.lacaptüraae'.glutamina en las neuronas 

para la ~Í~t~si·~.cl~~1Úi~r4iat6•cchaLdh~ et,al., 2002).··~ pesar de que el sistema A 
• • • ." •. " • ' ' - • v:·": ·~ • ' • ·- • • "· • ·•·' • , .. • - • • - ; • ''" ·• -; -:· • • ; • 

liberación de glutamina se lleya·,,~~·.C:abo a través de otro sistema de transporte 

astrocítico denominado N (insenfitil~'~'t.JeAIB; Chaudhry et al., 1999). En la retina, 
• ;: ; • ..;o.:,__'._ .. ''.'::{:-;: ':_:-~ 

se ha propuesto que el sis.teÍllél:t'l:no se encuentra en la glía de Müller sino en las 

células ganglionares por .. lo)~~~{IÍ~va a cabo la captura de glutamina y no su 

liberación (Gu et al., 2oof)'('E~'~bsible entonces, que el sistema A en la gira de 

Müller, además de> cu,:;,~l·i; ~o~ funciones metabólicas y de participar en la 

recaptura de glicina,:séá el responsable de la liberación de glutamina. 

REGULACIÓN DEL TRANSPORTE DE GLICINA EN LA GLÍA DE MÜLLER 

El segundo objetivo de este trabajo fue el de estudiar las vías de 

señalamiento intracelular involucradas en la regulación del transporte de glicina en 

ESTA TESIS NO S_i\Ll. 
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la gl ía de M~ll~r. Cuando se inici~ el estudi~ sobre la· regulación del transporte, se 
.· -- -·.. '·-·- ·,.-,e~, .. ';- -o.-:-;-¡·c_'· ,.. -.· - - - -- --- - _-__ ·: '<·· ,' .-.---,, --;:-;-. ., .. -~- ; -. 

disponía de muy poca información sobre los rTíecanismos de regulación de los 

transport~i:lÓrés :ª~. '• neurotrélnsl11isores;';;,=s~~~;ie-~·í~~~é~idencia de que el ácido 

araquidónico, liberado por la fosfolip~s~{'\f;'i:tAhfbiavarios sistemas de transporte 

dependiehtes de Na+, incluyendo.los:.:d'.~·¡"~rl~!~~;,:~(Zafra et al., 1990) y •los de 

glutamato (Barbour, 1989); tambÍén:s~;;"Ji~b·í~'\::~~t~cJiado .•la modulación¿ ~e l;s 

~~·:~=~~~~:~::~::::::~~:;:~:fül;1~~~¡~~~1?&:·]~1~~~\ilI:t 
' >~ «;, •• , - ..... , -~ • 

Con el .. fin de determinar la vía de.~egJndó~iTié'nsajeros involucrada en la 

regulación delJransporte de glicinaen<la glfa a~ MOller, se estudió el efecto de 

diversos Járlll;c~s, tanto inh ibidores comó activádores de distintas vías, sobre la 

captura-dé'glici~a. El transporte de gli~ini~~ éstas células, no está regulado por 
·.·., . . ' ... ' :· ·' - . ' ',' 

procesos deJ~sforilaciónatravés de -láPkc::L?s:C:ambios en la concentración de 

AMPc~~u~ m~dulari .. laa~Ú~i.dad de· l~s tr~~sJ~~~d<j~es efe GABA, tampoco afectan 

el transporte de glicina eri laglf~ de Müller. El ~f~~to del MOL 12330A, inhibidor de 

la adenilato ciclasa (AC), resultó ser inespecífico y afectar la viabilidad celular por 

un mecanismo independiente de la inhibición de esta enzima. 

Regulación del Transporte de Glicina por Calmodulina 

Los resultados de este trabajo demuestran por primera vez que el Ca2 + 

intracelular y la calmodulina (CaM) regulan el sistema de transporte de glicina aquí 

caracterizado, pues su actividad se estimula por la liberación de Ca2 + de las pozas 

intracelulares y se inhibe por antagonistas específicos de la calmodulina así como 

por el quelante de Ca2+ intracelular BAPTA-AM. 

La vía .. d~ regulación a través de la CaM es específica para el transporte de 

glicina, hue~otros sistemas de transporte no se modifican con los inhibidores de la 

Catvt. El ~omplejo Ca2+/calmodulina modula la actividad de diversas enzimas 

-incluyendo dnasas, fosfatasas, adenilato ciclasas y fosfodiesterasas (Van Eldik et al., 

1982). La calmodulina también regula la actividad de la sintasa del óxido nítrico 

'----'---'-------------·--·---

80 



-: .. ·'. ' ' ·'.' 

(NOS; ·A~ll~Sou.d••.et ·al., 1994; ·siuehr, ~'.999).;si!]. e~bargo; ~en ;n~estró.sistéma~ el 

i.nhibidorde.•la •NÓS, L-nitroargini.na,·.no·.·af~ctóe.i;tránsporte:cle.gl.iC:Ina···(r~.b·1.a•.2) .. ·•se 

.. · ·ha .. rep~rtád6·.que los inhibid6r~.s.~·~~,tf;€~!'.v~~~,'i~~};~f(1~f.~~~t.·~~·?~,~~'.~r~~~jo·.· 
inhibe11 fosfodiesterasas .dependi~~.tes··Ydé~{Célt.f/c;álmódú.[iña}cy/í)or:/Ho<tahto,.·• 

·;" :.,, ~-- - " ·.·: :- <'º- .. -.. ;-' ~~·: ·:·:-:~{~,~;. :~ú-··/}~i:~~\~.;~~~~ .. ~·~""'·J;, >:: ~"-:·-:,'.·:.· :· '.'.; -~.~ :-:: .'..; º;'. ·~:-.°":·:~y-";_->."-::,.~:~- . .-' ~~ .. --~C/;:'t:\~\ l,;:;·~ \ ~;~ ·'.·::':':";( ~-::·;-. ;:,:· : ' ! 

incrementan las concentraciones ,~·de'.::~:núcléótidós · cíclicos· '.(VariBel le,?:1984; 
.- . _.. . . _· :· '~:· ··.-,'.~\r.~,~:.</~_:··:::);.~;,~)~·~:::-t;;i;::.'.~,~Y··.~:'.~·:;:::· .. <:· __ .... . . . ·--: : ::_ .<:_,\' :: :~.:~-:-~~~/~'.~?:t-f-::\" .. :,~_::-;~ .-j1·_·),. 

VanStaveren et al., 2001) .. Nu~stró\'tr~bajosdemuestra ... que.el incrérneht~fe11}las 

concentraciones de cGM~~:~\~f~~;t~~p~f~~t;'.~1· .. transporte···de~~1:+r&~\:j~~~~{~C>s··· 
resultados también excluyen','a~la'S.fcisfafasas de proteínas 1, 2Ay 2sy·a'.lafa'deniláto 

. _::.: _:;.:,;.l,:~·.-./~:_:~:·~~;~~~~:::;.-.~r'.~1~~~~h~~L~;t;: '.~ ·_ - ·.- -, :_,: .. · ,;,::· ·.·:~-;;:;~:~~'.i~~~:'.J,~¡~_I/Xi~f:::-~~: ~-->/-'~·-~ . 
ciclasa de estar··. involucradas 'eri~láfreguladón del transporté,,. yá~que~ili f:elJácido 

_ ,·:. ·::· r :,7~-Y~?, ::·:'.:::( ::\<'. ·~~-:~~/':·: .. f:\:·t:r~:i .. ~, t-:" :.~-<:··: ., . ·· /: : <· ~/,,:.;;\:~·: <?y-\;~ri:.~~:;'\)/;;.·:::::~~·~:;~· 1/:<:-· · 
okadaico, la deltametriha ó látaüfomidría (Tabla 2), ni los activador~s:o:inhibidóres 
de la adenilato ciclasa afectaron el ~ransporte (figura 6). . .. ,'; :,:t',i\';:•.·::·'.7· , ' . . 

Ya que la actividad de la CaM se modula por Ca2
\ ;e'éstÚdi¿·el ~·~pel del 

mismo en la regulación del transporte. 

Papel del Ca2 + en la Regulación del Transporte 

Estudios recientes han demostrado que las células gliáles; tanto en el SNC 

como en el SNP, responden a la actividad de neuronas ad~~i:en~~s con elevaciones 

en el Ca2
+ intracelular. Neurotransmisores tan diversos como el glutamato, el 

GABA, la noradrenalina, .··la acetilcolina, la dopamina y la adenosina están 

implicad()s en Ú él~tiy~2ic5~ de la glía (revisado en: Verkhratsky y Kettenmann, 

1996). ·'.c.t, .. · .. ')~.:'f.'.; ' 
. ''se·.~~~~~~~6,i~6:bre.losorganelos responsables del almacenamiento de Ca2 + 

en)as célul~~··~ri~1~~:;t~'1:il,ejor estudiado es el retículo endoplásmico (RE) el cual se 
- . : ·: ..... '. ~-..-:: ,,_:_'." ~\.~-'_::·:{ <:.:~?.':) ::~~:':·ú; .: -: 

ha propuesfoqu,e es eLprincipal componente de las pozas intracelulares que llevan 

a c~bo el inte;~~~~·i~;;~ápido de Ca2 + con el citoplasma (Blaustein y Golovina, 

2001). La actiiliei~86~·;foci~:·ca2 + en el RE de la glía involucra ATPasas que, al igual 

que en otra:~.~~l:~'1'~f,'.'.'5~~5s
1

~iisibles a la tapsigargina (Charles et al., 1993; Kirischuk 

et al.,. 19~~~~~>)j~·~r.··¡~j'~~ ~iclopiazónico (Golovina et al., 1996). El mecanismo 

prihc:(pal·~t:J~/¡'¡g~r~é'fa¡(~~Ca2 + de las pozas intracelulares es la activación de 
' ' . ' ~·· . '. . . . '. 

receptores a IP30nositol 1,4,5-trifosfato; Berridge, 1993), cuya producción depende 
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de la activaciÓn: de'. la PLC (fosfolipa~·a ··q, acoplada ;a diversos receptores 
' - -·· ___ , _______ . -- - ,_ - - ·-·- ' - ' - - ___ ,__ . -'_ __. - --- - .. --- - .: ~.- -- ._ -· ;-' -· ·-_--, .-. - --. - - . -

metabotrÓpicos'atrá{tés de protefriasÓ: i:h~Ja glí~d~ MUllerse· ha demostrado la 
. -·. . - - . . . - - ·:. - --- -- - ' . - ' - -: ,-, . " ~- .·· . ' . . . ' 

:~::~~~~!J&t~;~~~J;~~~Ill¡~if tt~:::~::::::::~::~: 
demuestran tjuéi': la'áctiváé:ión dé estós' receptores pOr;·earbacof y ATP incrementa el 

.;;:;~it,llilltf ilf lllll~~i~~&~~i~~~¡:~:·· 
. Ca;~ inducida por t~2 +(sensi~i~ a ryanodina y cafeína) en cél~las gfi~i~~1·'~·61b~~e ha 

,---. -.:,. ,·· ..• -."-."."' .. ,' - "'-. - -1, "' ,"\.·:.'-''··:··· .... .: 

observado én las células de Schwann (Lev-Ram y Ellisman, 1995) y<éri·célÜlas de 

Müller aisladas de fa retina de salamandra (Keirstead y Miller, 19~~) .. Nl.Í~stros 
resultados demuestran que fa activación de los receptores de ryanodl~:~';'m~é:lula el 

transporte de glicina a través de la liberación de Ca2 + de las po;a{Í~fr~C:~lulares, 
dado que la cafeína estimula el transporte y su efecto se impide'pór]~{~~~f~argina. 

En la retina, fas ondas de Ca2 + propagadas a través de:J~~,~~'~i~~¿Ti~~::~!télulas 
de Müller modifican fa actividad de las neuronas adyace~t~iHm:~W.{i'~~''/?:·i~hs, 

- _· · :.::·:~~~:¡;;. ~:~~~; ~::·:~·· . : -< ·: - · ._ -__ -_ : _:_.:. __ . -- ·· ~· .'- . .··'.· _ -·= <~::.:.;~~:.(:·:-;.>··-6-f~fs~~f;~.~~~?~}~:,:;~;:-{·:;_:;?~f~}>~·;j,\1?n&(l~t::~:t;:~>:~:;L>. ;' 
1998). La própagaC:iórí de. las ondas de calcio.en la glí~(se''.atribüyo ihicialmente a·fá 

gene~aci<)~··¡y3'.~}.~q~i~é'.~
0

}~~~;:1,~~TY/i~>~S~2·:;r;1~~f~~~t1~'.~~.!l~f éÚ~ion~s •·-~·o·~~ni¿antes 
· (Sande_rson':.eb/ál.'/';1994;/LeyerbaerGietya1:;·199a). ·Estudios más recientes 

d~m()~N~r~~!á~~~~~-~.J~a·~xtri~~/G1~iY~~%~~nsajero es el ATP (Guan et al., 1997; 

.c~l:~iiik.~t'~1'.;· 1'~98; 2000; Wallg ·~t ~l., ·iooo), independiente de los contactos 

. int~;C:el~l~r~s (Hassinger et al., 1996; Guthrie et al., 1999) y del acoplamiento de 
' .. 

uniones comunicantes (Guan et al., 1997; John et al., 1999), está involucrada en la 

p~~~agación de fas ondas. En la retina de la rata, fa propagación de fas ondas de 

·¿~í+ involucra mecanismos tanto intracelulares como extracefulares (Newman, 
.. ·,:_·,• 

2001 ): La propagación de las ondas de Ca2
+ entre astrocitos está mediada por la 

difusión de mensajeros intracelulares, mientras que entre astrocitos y células de 

Müfler así como entre células de Müller, las ondas de Ca2
+ se propagan 
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priricipalmentepor. fa· fiberación de-_ATf> y Ja sub~~cueht~activaC::i_Ór{de re2eptores •. 
__ .~. _. . _ _..: _,-. . .- - . -- _-- -.e, __ _ --·- - --. -- -_, · ·• -.:·-,-·- 7 o;- .-- -- · ·' - '"· • , • ' ' ··• .. : __ ;" .-.· "-. ·- . 

purinérgicos w'áh;nicke et al., 2000; Li ~f a( 2061 ). N l1estro~ res'ultacJci~·d~ry1,u~strari . 

que,···age~tes,,qúe' generan ondas de'-Cél2~~r1f.1a'g1ía •. ' •. de' M~ll~r·· e~--coFdiCiones' 
fisiológicas, tales como el ATP, el c~rb~~~i.(1~-C:afeína, estimulan el_tr~_~i~~~é- de 

glicina. · ~<. }\f:'.':: . >·-·· 
Newman y Zahs (1998) demo~~trar6n en . su modelo qu~ J~ ~~Ú~Úladón 

~~i¡~¡~¡~¡~;iiiitlltllliii~[~~~]~~~~~~;;:~f ;i: 
amacnhas pas·een\receptcires'de'AMf>AYNMDA~":cuya act1vac1on por Glu induce la 

. . -:·,/··: .:.~·;;~''.·(-i;:::'.:<~:{_:~7'.~lf/·~'..'.·~~:):~~iS·f> :: :"~-:-:: /~;-~:>~::;//~:~,-:,;.~~\;_~:-:;·-:f i.:~. -~--F~,:~;i/{?~:~~\:,~~--:~::iJF? ·:: · 
liberación'.:de'•}GABA\yiGly!'dé:~esfas;célülas/,!Nuestros resultados sugieren que las 

· · -->: :\ ·-{-, ,_. ~: ·: ._;-i · .. ; ·.'.~:. ;'· ::, ; :-~-;::: ;:<: :.:~;~ .. ,:SY? ~t~.\~.~~?i.:·:~( r~i~~i:;f ~~?;~\~;.~~·:i~~~: :~t~·~3.~~;~\~~t':-f:~: ·. :::~;~.:.:;· · , · ~ 
ondas dé':ca2;en·1as células!gliálés)':iaaemás'fde'Zil1ducir la liberación de sustancias 

, - "-:. :·· · ... ", -. ·,. ·: .· ·.~·_ ···.';:;:~:<'/·'.?~:t~·,~i~}i~i.:~~1,::'~~-=::.::hi,;i>:?/:';~tr.:::;~.';:~;·.'.ji'1.i~:\~;· : .. · 

neuroactivas (Newman'·y:,_zélt{s;"~';1998ic<,:lb'ri()cénti et al., 2000), podrían estar 

modulando tanto )él:';:~~(i_~~~¡§~'~;~~~Jlé1(J:;~-',-[t~~~;i~~es de NMDA de las células 

amacrinas, como lail11lihici~n'de;iá~-célulásganglionares mediada por la activación 

de los receptores de'-¿;i~;,;,~''.{~~t~~ ~e fa regulación de la concentración extracelular 
. '~:-< _, • ·--· . •"• 

de este neuroti'ansmisbr:'- :;< 
Se tien~~vi~~B~Í~deque el glutamato aumenta la concentración intracelular 

de Ca2+ en 'c;él~l~if'd~f·"MüÍler de conejo y salamandra (Wakakura y Yamamoto, 

1994¡ Keriste~d Y M¡_Íler, 1997)¡ sin embargo, en nuestro sistema, los agonistas de 

los receptores de ÓÍuno tienen efecto alguno sobre el transporte de glicina. 

Nuestros resultados concuerdan con los de otros grupos, quienes demostraron que 

la inducción de las ondas de Ca2
+ en la glía de Müller de la rata está mediada por 

ATP, carbacol y fenilefrina, pero no por Glu (Malchow y Ramsey, 1999; Newman y 

Zahs, 1997; Newman, 2001 ). 

Activación de la Calpaína por la Entrada de Ca 2
+ a través de lonóforos 

A diferencia de la cafeína, el incremento del nivel de Ca2
+ intracelular 

inducido por la ionomicina y el A23187, inhibe el transporte de glicina. Como 

--~-----~~ ----~--- ----
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demostrari-i6s a tra~~s de la m~cliciÓn ·ílltr~celular.del• Ca2.+;· la cafeína induce una 

elevación ... tra~ri~ii~~iá-~ñ .. ·-1a·-[C~a2 +],int'r~cel¿lar1 ._q·te.fde•ca.e.•.~:n'.presencia· de la droga 

múscul() ~sdd~1é~ico clel pollo se h~~- ~d~s~~it~. tres calpaínas: M-calpaína, m­

calpaína: y- µ-~~lpaína, cuyo requerimiento de Ca2+ para alcanzar la mitad de la 

actividad máxima es de 3.8 mM, 420 µM y 5 µM, respectivamente (Wolfe et al., 

1989). 

La activación de proteasas por la entrada masiva de Ca2 + en la glía de Müller 

podría estar más relacionada con condiciones patológicas que fisiológicas. En este 

sentido, la exposición de astrocitos-a condiciones isquémicas kie~a>la 
concentración intracelular de Ca2 -I-, cÍebid

0

0~ a ·.1 a~ activación ; de: é~hal~~,-'.~~ :ca2+ 
~ ~: .: ~· .. -:'_¡ :'~::;:_ ·.i::-/:~ "< G~-~~;~-"-~~-~,A\::f~~ ~.: ;(i~ ~~ ~T~:'_:;~;;\! ,.___::. :·): :.: ~~:. ~';J·(;~,~-f ~~·~ _;:~~t:·;~?: ~-:-~~~::/~~~ -~~'-~-: ;;,: :. >::--': ,;¡ ., -

sensibles al voltaje así como a 1a<;liberadóñ~'de.~C:a2,:".:;~é:le'1i,las''poias>iil1fracelulares 
-· . .. , _ ·-,_-~~ ·:~ ·_._,<;:: .::_· ~:--_-.-.. ;,·:.~: /=~"~;-é~:t·i·,~;\~{.;·,;-:~\::L~\:i-~{-~:::~~i,~ .. ·é~-:/~~:i~~:-W~.:~~~:-;~.:;/:6"*~~:;e~tJ);i¿1,~~~~É:·;~f~~::J~~;~e.~/:fi:-~;~-\~J>~;;::;_:T': -- ·-

(Verkh ratsky y.Kettenmarúí,•l996)::'Nuestfo estlidio~demuéstrai_qüe"la'inhi0ici6n del 
· -· -, .' .·: ;:· : ·:\~.'.Y.: {:·::~·?.~·~:;¡3~,·~>.'. :j·:~~f?:}~<t::?::J. ?~~~t~ )Y~:)~~,-./~':;~~-~: -,:_~;~{::_~'.~~·:r.:~:~:;::fi¿~~¿~--;~~~;? :ú~~~:L ,~; .. ;:1t.~~'~1~;'-:0:~;-~,'.i#::!_:J~~,;\:.~ -~(~'{~~,}-:.::{;)\'."~'.·':¡_> .. > .. : 

transporte degliéiiúi par~e1:;A23187!;;yfJa:ian:Omidna".es·e1/resúltado de'.lavadivadón 
º".. : :·; ::;.>·~ ;:~~~¡r,;~-v~~,) ;,~ .. ::',~";);~~-~-· -·,~~;J/;-f;~:,t:::.~,;,'.41:·:~:~:-~'.~~~/~:~~·(~iº:~.:-~~:ot.~-,i_2.\~:;t,ú<!\~·.t~:~~;-~,··~-~-~-.:_:_~-~ : 1::~;-_- __ -;---:":· •• --~ •. - =----···/ .. º ·:-'. - -- -· ~; .. . -:. -_ - , 

de proteasas dependientes,cHLcá2 ~-:-~1a:}proteó1 iSis!de;elenientos ·del dtoesqueleto, 
·: : :: ·-~ .. -~_'.: .. :. <'-~>.::}:.-/-~:/~ ~-\:: ~-.:::-.:i;~:;}.:·~f_;.\-::~,~}·~:·_:~~·~,:·:r~1:~~~~;:·;~-:1.\~/:~·.::·;~-;p.:~%1;~~1:~y~~~.,:::':> ;~.~,:\> ? .. ·· .;·, : · -·. · ·. · 

activada. pc:ír~'el: influjó,'de{Eá~~/;se ;ha'f60servad0Leri'"el: nervio óptico, en la médula 
-.:. · ~- ~-·~ :"<· \)/;: i:.~»: :'.: '.i;·_:·., :,'.:·<~; ~> :~'.:: :::~;0:n::;J~.'.::{?? :~~·:f ;-/:·~~i,~~1~~,~~-~~(·: I'~~)~?~;~i;~~<.'.i~!:'~, ;. :~~i;··.c.:\ .. ' =·-'.-. <« : 

espinal. y en lá5'.;célúla5''1gliáles(del~sistémafperiférico (Schlaepfer y Zimmerman, 
- -~ - .. __ .... /·.;~ ~ :·.:\:¿~;:·f;i~::.f~~i~,:~:><~u~~~ ~~~:)-~i'.:~{/f1~¿~vY:ft~2·~~:r~ff~=~~~~~'.~~-',,~~\::~:~:i:-t:\:·,1:-.·,<:.::~-:··:· ·- -

1981). Más'a~n¡(clesp~és/de'.·un~;;l~sióri' én la médula espinal, la gliosis reactiva 

. • :::~~:·~~llJf ~~f il~íS!~fü:i~~~~:~:c~;.':~;::::::::c::;~~. ª. ~:.~:,A:: 
c~nal~~ d~_¿:á;;~~~~~ibl·~~ al voltaje (Du et al., 1999). En las neuronas de la retina se 

ha d~sdritd;-~ri,~'.~ciivación similar de la calpaína en condiciones de isquemia 

(Sakamoto et al., 2000). En la gira de Müller podría ocurrir una situación similar, ya 

----------------- ------------··-
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que expre,.n varioi tipos dO canales de ca" sensibles al voltaje (Puro etal ., 1996; 

Bringl11anrí ~i~()2~oO). ·L~in~ibl~i6n del .• transporte de glicina por. la activación de 

la calpaína, cJsJ~s sÚstratos printl~pa.i'es 5on elementos del citoesqueleto, nos sugirió 

una relación entre eldt~esquel~·¡g~·{1a regulación de los transportadores de glicina. 

Los resultados de los expe~im~~tó~'con las citocalasinas y la toxina Pet demuestran 

que existe una interacción funcional entre los transportadores de glicina y el 

citoesqueleto de actina prabablemente a través de la fodrina. 

Además de la calpaína, la glía expresa varias proteasas activadas por Ca2 +, 

capaces de alt~rar irrev~i~ibl~fl1ente el citoesqueleto de las células gliales (Whitaker 

et al., 1991; Legrand et, áÍ'., 1991). Ya que los inhibidores de la calpaína no 

revirtieron por completo la inhibición del transporte de glicina mediada por 

ionomicina, es posible la participación de proteasas adicionales en el efecto de la 

ionomicina. 

La CaMKll Regula el Transporte de Glicina de Alta Afinidad en la Glía de Müller 

Una vez determinados la participación de la CaM y el papel del calcio en la 

regulación del transporte, nos enfocamos en el estudio de las enzimas dependientes 

de Ca2 + /CaM involucradas en esta vía. Entre las cinasa y fosfatasas reguladas por 

Ca2+/calmodulina, la CaMKll (cinasa dependiente de Ca2 +/calmodulina 11), la MLCK 

(cinasa de las cadenas ligeras de miosina) y la CaN (calcineurina ó proteína 

fosfatasa 28), se expresan en las células gliales y se ha visto que interactúan con el 

citoesqueleto (Takeuchi et al., 2000; Vallano et al., 2000; Cotrina et al., 1998; 

Edelman et al., 1992; Matsuda et al., 1998; Vinade et al., 1997). Los resultados 

obtenidos con los inhibidores específicos de estas enzimas demostraron que la 

CaMKll participa en la regulación del transporte, no así la MLCK y la CaN. En las 

neuronas la .CaMKll es particularmente importante en la transducción de señales 

por estar ·involucrada en la síntesis y liberación de neurotransmisores, en la 

organizáci,ór¡ d~I citoesqueleto, en la regulación de la activación de los receptores 

de t'Jtvl!Jt\,;>a'sí como en el agrupamiento ("clustering"l de los receptores en la 

terminal sináptica y en el desarrollo de la potenciación a largo plazo (Soderling et 
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al., 1994); En ¿bnt~aste, se. dispone de 111uy poca información sobre el papel y los 
• - • .- ~ •'--: '"-~'-.;.~-"'- -'~~:-;,'-·-=-·-·.-'-r-"-. •·'-~O - -,• • --, 

sustratos de.laC~Mkll-eií las células gliales. Se tiene evidencia de que la CaMKll 
-.· - ·. _, -·~"':'-;«.~· .. : ~:;"'-·-;:·~~_-.;-~---· .·. -- - -

participa ~e·~;:fáj[régüladón del citoesqueleto fosforilando selectivamente a las 

protef~asd¿·'ff6~Úl1~1rnentos intermedios GFAP (proteína fibrilar acídica de la glía) y 

vi~enti~á\((~~~lk¡'·~t al., 1997), en la fosforilación de PEA-15 protegiendo de la 
.·.::. '..,:··./·-:::··~::~:;~-:·.;;:~~'.~~-:~:·.~;:,· .- . >"" 

apoptosis (Kübes et' al., 1998) y en la regulación del metabolismo de los fosfolípidos 
: .. - __ ·_,_-2_-.~~i.•i;.-~i . .::;.·i_:::._ ... ,_.:.,;'.~- ·:¡_:_:._; -- '._:_ a t~av~~~:d~\l;tW'i~ti~-~~iÓn de)a .Pl3K (cinasa de fosfoinosítidos; Communi et al., 

- .... :: ·. J:: ;~> :-,~j-~:~:~~;;:i::·'.;'.:-~:-::í':··\'-:_,-~~::·;·--.. :-::,_ ·._ -·. . . . . . ' 
1999).· EhestlldiO\de Ia cinética del transporte. en presencia de KN62 demostró 

clarament:e,··.i~~~~t{Í:~rllii,~~~~~~~}5t-~i{~~¡~·~~í;~'.~0/j.~Stiv:a por completo al inhibir a la 
CaMKll c~n ~Kf:'J62'.·'c'Hastá' la focha no -se han reportado sitios consenso de 

fosfórila¿i¿~:tz~-;r:·¡~'.:'·C';M~ll en los transportadores de glicina GL YT1 (Liu et al., 

1993; sittf:~f'~Í:)°; '§9~)·, aunque se desconoce la secuencia de estos transportadores 

en el J6110, es poco probable que la CaMKll fosforile directamente a los 

transportadores de glicina en la glía de Müller. La regulación del transporte de 

glicina por la CaMKll podría involucrar un mecanismo indirecto como se ha visto 

para otros transportadores dependientes de Na+/CI- (revisado en Gadea y López­

Colomé, 2001 b), esto es, la activación de un sistema de señalamiento que module 

subsecuentemente a los transportadores de glicina, o la fosforilación de proteínas 

del. citoesqueleto implicadas en el tráfico y/o estabilización de los transportadores 

en la membrana. 

Como ya se mencionó, los primeros estudios sobre la regulación de los 
.·,_,:·, 

transportadores de ne~Í,o~l'an~misores, entre ellos los de glutamato, GABA y glicina, 

revelaron que la PKC erala principal enzima involucrada en este proceso. Estudios 
'"-,··,: ·.:'.\"··""; . ·. 

posteriores sllgir,¡'~rpr:ú'.9Üe laPKC modulaba la actividad de los transportadores a 

través de un m~~~hi~'riíb indirecto, pues el efecto producido por la activación de 

esta enzima'.li:»Élrsistía aún cuando se eliminaran todos los sitios posibles de 
,' :,·: .. -_'.'':-':~y.-~·~t:<\;' ··. 

fosforilacióíl 'en: Íos transportadores. Esto llevó a la búsqueda de proteínas que 

i_nteractuaran con los transportadores. Actualmente se dispone de muy poca 

informadón sobre las proteínas a las que se encuentran asociadas los 

transportadores. Recientemente se encontró que una de estas proteínas es la 
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sintaxina 1 A, la cu~I ~stá involucrada en la fusión de las~\le,sícu lascan la membrana 

::::::::il~~;I~f z;~¡~~i:f ;~if.i1~~~,~~~r~~1~; ~i~z::::~:,~::0:·::: 
sinaptosomas; Jah;n'V· Sudhof, 1999). La int~;~~~i6~·H¡~:Ja· sintaxina 1A con los 

transportadores de GABA aumenta su ex~re~i¿~r@~,,·~~::~~~brana y disminuye los 

niveles citoplásmicos de estas proteínas; ~~~;a~2t;;~·162~siona la redistribución 

subcelular de los transportadores (Harto~ y qSi~k,··it}M) .. ,La. interacción de la 
•• ·' ¡' ,., 

sintaxina 1 A y los transportadores de GABA está •;~:()'dúla.cla· 'por la fosforilación 

mediada por la PKC de proteínas que se unen a la sintélxina, entre ellas Munc-18 

(Beckman et al., 1998). Los transportadores de glicina. GLYT1 y GLYT2 también 
- ' ·. 

interactúan con la sintaxina 1 A. A diferencia de los transportadores de GABA, esta 

interaccic5n3;cis~lt~;·eh I~· inhibición del transporte. de glicina por ambos 

transp~~a~:orkS;'a¿gidb·afuna.·disminución en el número de proteínas membranales 

y a un ~¿~eX{g~·~~~11~~,:·~fü)plásmicas (Geerlings et al., 2000). Es posible que en la 
~·.: ·· ·.:-.:, ':>-:·{::«::<;\\;i~:fi '··:~~.:~s+~1.:;·~:1?:i~:,-r~·'.::) .:: ... ,;:> ... · _ . : . ·: ·, - ·_,:- __ . : . .. 

glía de Müllertlós:~rarisp-ortadores de glicina también .interactúen con la sintaxina 
. : . -.. -~--':~-·'.=~-Y~=\~.;\1J:J'r:·-~:~<~-',:}:~!.:-t.· .. ~-\~··:.;:·!<::/:.: __ - _-· . . . ·._. . -· . _., ··.- -·: .. 

1A, la cuál•se ha· localizado en:células gliales del SNC (Maienschein et al., 1999) . 
. . _.'..·: --:·i~>;;·.~ .. \~--~~·;::<:#·<:1::-r:.~.-~;-.."l._~·~·:~·yé--'/_'·_>:~.:'··.·.:~·::_ .. :·:·····-. ;'"· .. ·.·:·-:··.: ,_·_._·'_:-·· - '. ' _.:·' __ > ... :.-· . 

Más aÚ~/se ~~"~i;tfi'6~tla~d}qü~ l~,,éaMKÍl,fosf~rila· a la sintaxina.V\y.a proteínas 

asociada~. (
0

RÍ;siri'~;r'.i~~d .. B~h~~k<J ~'9~;:·\/~rcm~ et al., 2000), y que la sintaxina 1A ·· 

se une a I~ fodrina (N~k~~o :ei;ai}.2Ó<J1): Es posible entonces que la regulá:tiÓ~:d~ 
: --:_..... ;_ '> ... >-\.· ·:·~:~::;,·.·r::_:~.L:~:~'?:.":'·· :_:._:_. _-_,:--

los transportadores de glicina porla~CaMKll esté mediada por la sintaxina 1A. 

A pesar de que tanto la gf(Jt1bci::no las neuronas expresan la calmodulina y 

enzimas dependientes de Ca2//c~lrrí6ciuiina, aquí se demuestra que los inhibidores 

de la calmodulina así co~o~de'I~ c~fvlK11 carecen de efecto sobre el transporte de 
. . _.,. :. -~~;, ¡,,;·, .; '·- ' ···. ' 

glicina neuronal, lo cual f:iód.ría estar relacionado con la expresión diferencial y/o 
. • , . ' -~- ·:·_..-.:~.\;·.~~-:~;;1,~~~\ül~~'f·>' .~.:: ;{ (··:. ~-

loca lrzac1 on subcelular de;, las '.1~of9r111as de la CaMKll en neuronas y glía. En las 

neuronas, las iso,;~°;Í,~~~},_,~;~~g~},~~~~g~~?fla a y la p, mientras que la y y la 8 se 
encuentran en menór icantidad.,\En·, élstrocitos están presentes únicamente las 

isoformas 8>·.y~;;;.'~~.V~n. rieur~riai las subunidades y se asocian a la fracción 

particul~da: rñ,i~~tr~s que en la glía se localizan en la fracción citoplásmica (Vallano 

----------------------- ---~-------· 
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et al., 2000). La discrepancia podría deberse también a diferencias estructurales 

entre los transportadores y/o las proteínas a las que están acoplados. 

Regulación del Transporte de Glicina por el Citoesqueleto: Actina y Fodrina 

El mecanismo que subyace a la modulación del transporte de glicina por el 

citoesqueleto será el objeto de investigaciones futuras; sin embargo, se puede 

proponer que los transportadores de glicina se unen a los filamentos de actina o a 

proteínas que se unen a la actina. En consecuencia, la despolimerización de los 

filamentos de actina ocasionada por .la citocalasina o. la proteólisis mediada por 

calpaína de las proteínas que unen a la actina':conÍo la fodrilla o la ankirina, podrían 
' ' --, .. : •. ,.-, ;:, .·,:,<,,-·'.'-"···,_,-,..., 

perturbar la estabi 1 id ad de los transp6rtacJ6r~s'.c:le''.~1iciria ·~~·la membrana plasmática 
-, ·. :_ .. ' _ .'" .'. _ __ /::_-·: ,. >~,'. ::'-:': ::,:;.-, __ ~:·· ·_;~-~~~-:~~-~~i?t"~~!A:·~¡r~~";.-:<'.-;·;.:.-;:(_-·;::~: _ .. ;:.:~.- -·, _, · ._ · 

y alterar de esta manera su número o·actividad;'fNu'esfras"resultados con la toxina 

Pet sugieren que lá fodrina es una de las prdtfí~~f~1f~~,~~~sables de estabilizar los 

::~;:~~:d:~:y:"d~·.~r:n;::~~.\;:f ~W~~i~§t~l~{f ;~.~¡~~:º.::"~~~.,~: 
inhibe el transporte.· de .L-arginina.,e~/célulasf'enCJoteli~les de 'arte~iapulmonar 

<Zharikov y s lock, ·.2.~eoi.'.·L?tr~. ~?;~i.~.~-~t~~$J~~~~~g~\~~i~~~:~~t~:~~{~~·Ía ~aMk{,~:y,.· su 
translocación a la'. membrárla:{se :vean ';iifeétadas·'i¡p'órXlá:',despolimerización del 

. .-.. ;.- ·_·:1:;- ·:-' (~·~\~~:-~:~_'.:,~-~-i~;~~~f'~º•:f.~:~.::::~·>::~:'.'~~~~t~~~~,S~·:.::~_'..:::;.:}~'!~¡~'.;~\·~i;~~-2r~¡.:Ji~~F.~~~~:;~:g}f:::f-~)J.~(/:·,_ .. ;~ ~'.::-:. · :'.- -~ . - .. ; . 
citoesqueleto de. actii)a:rse.:·fia:'de'rños(radq~tqlie'.~na:¿1ocalizadón. sináptica de la 

_ ~--: : _-.: ·. ,~ ;.~:~~~~~~::~,\::/~~:fJi:~:;_~~::~_~j-~·~-±~S~-~?~ .. ~~)~~\~'.~~¿.~;i,;,t-~;~·;?~~:~J)~'¡~~.:-~;3;·Ef,:'..:.'.;;, ¿-.".-.éT:~~~_?'.~~-:·,,:_~:j~~i :-:: .. -~·: . ~ . 
CaMKll, la cual forma pa'rt~:de;la-densjdadpcjstsiriáptica,?·depende del citoesqueleto 

también está 

impiden estos 

en la reg~l~¿¡g¡,;·:d~·Ji~tN~~·~~f;~~smisión en la retina. Las variaciones fisiológicas de 

la conc~n¡i~g¡¿~!d::·¿~;/ m~diflcan la actividad de los transportadores de glicina, y 
..... · •" .... __ ·- . ' 

podrían C:~fítr~lar Ja concentración de sustancias neuroactivas a través de la 

regulaé::ióndif~~e~cial de los sistemas de transporte. La localización de GL YT1 en la 

capa plexiforme interna (Pow y Hendrickson, 1999) donde las células amacrinas 
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'·, 

glicinérgicas hacen ~.inapsis:.co11)as. f~lul_~s'.gangHonares (Lukasiewicz y Roeder, 

1995), 'apoyaesta id~a .• comoyáse mencionó,'queda por demostrar la presencia de 

transportadorés-;de:gliC:ina'er1'1a~1~:~~JJ1re(ir1 ~itu. 
En'laglía,dé Müller~sehd~/d~sérif~sistemas de transporte de alta afinidad 

para eLglutam~to. Se há' p~?p·Ú~~t~:~~;G~·'.Z~~t~s transportadores juegan un papel 

importante en la modulación de'li;{f~r1~~,i~ib~·excitadora de la retina regulando los 

· niv~l~s extr~celulares ·de ~l~;~~'ki6}1.x~'.:\~~J·~-.·¡~ glicina actúa como coagonista del 

glutamato en los receptor~~-f~~~it'i~¿;/NMDA, y la concentración de glicina en el 

espacib sináptic6'·~ll~'~~iiií}1~i~
0

-sob'r~-J~ actividad de estos receptores (Roux y 

Supplisson,.J·-~9,a))J'.nJ~á~~s~~ff~"~~gli¿i·~a ~n e~tas ·células también podría participar 

en la 'mocÍul~cilsh:.d·em~:I~~f1smlsiónen la vía excitadora de la retina, así como 

contri.fiGir ~ I~ ~~~-J'¡~~i~~:ci~ {~actividad de los receptores de glicina inhibidores en 

la capa ple~ifbrlii~ i~t~rha (Wu y Maple, 1998). 
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CONCLUSIONES 

1. Estudios previos sobre la localizacióncelular de los transportadores de glicina 

en la retina, reportaron fa ausencia de estos sistemas de transporte en la glía de 

Müller. Nuestro trabajo demuestra, por primera vez, que la glía de la retina en 

cultivo es capaz de expresar tanto transportadores de glicina de alta afinidad del 

tipo GL YT1, como transportadores de baja afinidad. 

2. Para el ~studio de la regulación del transporte, se exploraron ~e manE'.ra extensa 

todas. las ví~s de segundos mens~jeros que; se sabe, ~egúlag l~s tr~nsportadores 
.·., •• ·.- •• - ',. ¡ ;.· ·, ' • ._ - ••• --· ·: ' - ; • • 

de ofrds)irni~'c>áciclo~;r~laciol1a~Ós,C:on.lél;n.eurotransmisión. Ninguna de las vías 

~::;:~~~~~~~~¡~~~~\~I~ii~?~~"f ~f~ ~gul~dón del transporte de gUdna en 

: ::.'.'."'.,,;, r •\ • .,;·.:: ':• ¡ ' ',f\ ¡ ;,~·.;-; •. ::· • 

-.~;~~ . - ·«·:.:f~·, -:':~--~'->:.-· ; ::-: ~ -\~-: L>::·/: _·;-;··r-

3. El. MDL1.]~~·.9~t~:f.~~~:~~~g}'.~fMC>.:• inhibidor de la adenilato ciclasa, tiene un 

efecto tóxico so~reJascélulas encultivo, independiente de la inhibición de esta 

enzim¡.El"~~~t~W:'.·~~i~\'~~Í~g~'.5ultivos con este compuesto disminuye de manera 

considérablé'fa viabilidad celular; 
. -~'-;.\: :,:··:~,t: :;:-~;~-=-~-~:¿~:t.=?.::·i:'· i -~=~·~:"" . 

. .. .:··:. ·:: -· • .-:·:.;y,- :-.• ~-~~-:~.-. ~;/~~;;;- ._, 

4. Una de' la<i~~~~c'.~?;~~~j·~~~iimportantes de nuestro trabajo es que, a diferencia 

de otros ·sisternas;:d.eJr;:ÚÍsporté para aminoácidos neurotransmisores como el 

glutarr1~t~_'y[~J;::9:~~~{'!:~~~~l~dos por cAMP o PKC, el sistema de transporte de 

glicina érí la,gj/~.é!f Afüllerde la retina está regulado por enzimas dependientes 

de Ca2 ~lc~th;:ó~J'J'Hri~, entre ellas la CaMKll. 
.·.. ' :>;(j_',.:,·,.··-· ;:_ :,.;~ ,·. 

'~;/" .. ; '' ,, 
'.~ ~· 

5. La elevaC:_ióri'",rrioderada en los niveles intracelulares de Ca2
+ inducida por la 

cafeí~a, '~('¿~,~b~col y el ATP, tiene como resultado un incremento en el 

transp6rte de glicina probablemente a través de la calmodulina y la CaMKll. 
. ' . . . . . 

Estos resultados sugieren que las ondas de Ca2
+ en las células de Müller, además 

de inducir la liberación de sustancias neuroactivas, podrían modular la 
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excitabilidad neuronal a tray~s .de la regúlación de las concentraciones 

extracelulares de glicina. 

6. La entrada masiva de Ca2 + producI~a p()r ionóforos, activa un proceso mediado 

por proteasas que inhibe al 't~élhsporte: Una de las proteasas involucradas es la 
' . . '. ··; ... ,, ~. . -·- - . . ' ., . . :. - . '. : , . . . . ' 

calpaína, cuyo sustrato esilafo'dri~a,'.protefnaque·f~.rma parte del 'citoesqueleto. 

~::::::~:~:::~~~i~f ~~Íl~~¡¡~¡-~1.ln 'd.;] ;,;;~spo;¡c d~ ;u~in~ en la gira de 

- ·, ~'~-~ ., ,., .. ) ", .. :":'> ,· ' ~:~"- .· 
.. '·. ,·' .. -:;-~' ¡·i,\~.~:;-:}.;~/+~~l~·;.~.::_,~':;.,~:~<-, ··,, ·;-·,. -... 

7. El transporte'de"'é'litf'afi~id~tfdesaparece al inhibir a la CaMKll. El estudio sobre 

fa.cinétic~'.cJ~l'.~;~g~y~#e'\u~iere que se trata de un mecanismo indirecto sobre 

los sis~erÜ1~'d~;t'~~~~~6~e: tal vez através de elementos del citoesqueleto,como 

la a~tiriél~~y.f1i.:~~d~iri~, •O de proteína¿ asociadas encargadas del tráfico y/o la 

estabiliz~tfÓ~l:d~Íó~transportadores en la membrana, como la sintaxina 1 A .. 
· .. 

un campod_e exploración sobre 

regulaciÓií d~I~~ t~ans~ortadores y el cit9~sqÜeleto . 
la relación entre la 

. En ia ~et'ina~ la~ células, de .MÜ.Ü~r;~on el tipo más abundante de gliocito. 

Estas células ;,¡t¡.~~Íesari ~·1a:~eti'nae~··f~do ~Ü espesor desde los fotorreceptores a las 
:·._ ';::r~--''.:::.'~·'.<~i;:;'(,~(~': ~){\:· 2::·'.~:¡ ~/:'..2_:\~'.t!,~;~'._:.:;.'.> \.::::;~-.. , .': ::<· ... 

células ganglionares;•'Lá localización•anatómica de estas células, envolviendo a las 
·~--- :._'.:. :··: ~~?:~~'i;~~,~~'.'.·--~~,~~,1--:: ~~,;:-~~~:~<:::1-~-:,_-~\-~~:H ,:e;;-; ~-~-~::;:c '.,_·,~\_-~'. ~- . ,_" ; 

sinapsis, asfco~O-laJ:>r~sencia;d~·;un sistema de transporte de glicina, sugiere que 

juegan un p~J~¡i¡~ggJ~j,i~'.~~":·,~~;6dul~ción de la neurotransmisión. La regulación 
':: :, .::;:::.:);.;~:~~'/:::-;·','ü?r'.-~:~·>t:\ ;,;5s:; <'((; ·,:··., r~~:.~s ';\~'i:~~·-_::. 

de este sistema· pu~de·itenér.~irnplicaciones fisiológicas importantes, pues la 

concentraCÍó~;d~::~i~m'~;~~º~:I{~¡~~¿¡~ sináptico influencia tanto la actividad de los 

receptores d~·N~ó~)/i:hS~iuct~do~{~n la transmisión excitadora por glutamato en 

1as vías v~íti.~á'I~~ -~~ 1~"}~ii~~;;"c~:~º- 1os receptores inhibidores de glicina que 

participan en la i~hibiciórl later~I enfa capa plexiforme interna. . - ' .-... ~ 

91 



BIBLIOGRAFÍA 

Abu-Soud HM, Yoho LL, Stuehr DJ (1994) Calmodulin controls neuronal nitric., 
oxide synthase by a dual mechanism. Activation of intra- and interdomain electron 
transfer. J Biol Chem 269:32047-32050 ... '. .. ;\ •. 

"~' 1; 

Adams RH, Sato K, Shimada S, Tohyam~·-Mj'PJs~hel AW, Betz H (199S) Gene 
structure. and gl ial expression of the gly_cioe;~transporter GlyT1 jn embryónié and 
adult roderits. J Neurosci 15:2524-.2532.::p,-~:?!:,~~·i¡_~;;s·s;'.': > > . _ ·. , >·.;~,-2¿;~'( .. ·. · 

Adler .. R; Magistretti PJ, Hyndman.·Ab,';.~-~b~~~W~'t'. .. WJ/(198:2) · pJrif'i2~B'C>fi' .. and 
cytochemical identification of neU.roíia1'~n-él.~hüB~irreu'rbná1i2é11s'~i-~·.chici<·embryo 
·retina cultures. oev Neurosci s:7?}f:~,;0'.¡··:~--;;~:~t-:·¡r·.J3~:;r;.\l,r):;rJ{T:~{:'JJ':~i'"~-v- '?: · · 

Allison DW; Chervin AS, qelfa~·ci:;yíjlC::'f°~Y~'.¡A~;~(2oho)'\~P6~t~ynaptic scaffolds of 
excitatory a.nd i nh ibitor)f_, sy1\api~s~~-i.6~{~Íppg'(:~-il¡p~l\frleu'ró~'s: ··· maintenance of core 
components independentofaetiri(fila'ments'''and?microtubúles; J. Neurosci 20:4545-
4554. · · .. ·· •' ;;c~.':\·:;;,;(''.~:ti<1\1.'·"~)~::;-\·f¿'Ji'f~i(í'-·i'•/: 

~:Vª~•~f ;~;ff If~~i',~f iii~i~k~~~t~~;~o~•"' recen! progre'5. Annu 
Aprison fv\f-:i;-:~~r_ajan.'fü,(1~-~5~.:'ffh.'~):fütribi.Jtion of glycine in cat spinal cord and 

:::~~';%~i;%~~~?~~1~1j~f ¡;¡~;~~n Stokh;omet~ of sod;um- and chlodd~ 
coupled glydhe'transp'ort in~synaptíé 'plasma membrane vesicles derived from rat 
brai n~ FE ~s ;fett::2} _2}~ {~~J:,1r pf'!;l,yf :-;~:!:~lW . ·.· . 
Araque,A, Ll'~~g,f)~~;(~;RÍ\':'A~Yab~i,~8 (2000) SNARE protein-dependent glutamate 
release troin,ast~ocyí:Eish"Neur~sd 20;666-673. 

- .• -. ,--,- .:.,·,-~-·:;''';'",<, , •• -;.:~~-::·.-:i.-:;J/;~''.':~~-,. .. : .,_ 

Attwel1-/6,:}'.f~~f[6D/,:,¡;-'~c' Tszatkowski M (1993) Nonvesicular release of 
neurótransmitter>Neüron 11 :401-407 . ... ,,~ ~( 'f~~\:~-\~~\ '. 
BakerAJ/Z~rri'6YJMH; Scheller MS, Yaksh TL, Skilling SR, Smullin DH, Larson AA, 
Kúczenski•R(1~91) Changes in extracellular concentrations of glutamate, aspartate, 
glycine/dópamine, serotonin, and dopamine metabolites after transient global 
ischemia ill the!"rabbit brain. J Neurochem 57:1370-1379. 

,-.- .. ·.·' .,_ 

Barbo~r-B,_S~atkowski M, lngledew N, Attwell D (1989) Arachidonic acid induces a 
prolonged inhibition of glutamate uptake into glial cells. Nature 342:918-920. 

92 



•·· .. •.. . .·· > ··••·.· 

BarnesS, MerchantV, Mahmud F (1993) •ModulationooLtr~~smission gain by 
protonsát ille i:>hotoreceptor output synapse. Proc Nati Acacfsi::i· .. í.(s·I\· 90:10081-

::~::~., ~~r~~4> Thinking about Pcoz~~1sE;~Uf é~r};~l;',b, . 
. . . " ,,,~ .. ,, . . - . . . . . . . 

_-. ·~· -:_ . 

Barre~Bl\{i99ú Newmles for glia. J Neurosci 11 :3685~3694. 
' . ·-~""-.···~: ,·.- . ' . ' 

Barres BA (1991) Glial ion channels. Curr Opin Neurobiol 1 :354-359. 

Bartlett PF, Noble MD, Pruss RM, Raff MC, Rattray S, Williams CA (1981) Rat 
neural antigen-2 (RAN-2): a cell surface antigen on astrocytes, ependymal cells, 
Muller cells and lepto-meninges defined by a monoclonal antibody. Brain Res 
204:339-351. 

Beck KA, Nelson WJ (1996) The spectrin-based membrane skeleton as a membrane 
protein-sorting machi ne. Am J Physiol 270:C1263-1270. 

Beckman ML1 Bernstein EM, Quick MW (1998) Protein kinase C regulates the 
interaction.between a GABA transporter and syntaxin ·1 A. J Neurosci 18:6103-6112. 

BergérOn·R,,fV1eyer Ttv1,.·.Coyle Jj, G~e:en~·:R\\Í(199gF:~i~~i~tion of N-methyl-D­
aspartáté receptor . fu,Jcti.on: ¡by;.;gly~i Í¡~\· Úansport: Proc . Natl Acad Sci U S A 

95=15 73~.-1··~;~.~::~s~.t~tiw~t~:;-~I-~·~:,;t~}'·,··::. ·· .• :~· .. ·.·.·· 
Berridge MJ(1'993Filriositohfrisphósphate and calcium signalling. Nature 361 :315-

325. . :.f.:~{~i~s;j~!'.t;:!p~~·f':~'.t · '· ·.· · 
Betz H, Langg~chjl?/d~.~r;ids.trom N, Bormann J, Kuryatov A, Kuhse J, Schmieden V, 
Matzenbach J~~:.~i~s.C:h)'Ji 993) Structure and biology of inhibitory glycine receptors. 
Ann N Y Acaa Sci'.707:.109~115. 

Bezzi P, Car~i~:~~l~:~w;él~ti L, Vesce s, Rossi D, Rizzini BL, Pozzan T, Volterra A 
(1998) Prostagl~n9ih~fstimulate calcium-dependent glutamate release in astrocytes. 
Nature 391·:2a'1.~2Ef5_l·l·:~~:i~5)·._:-~ --~·<-·: 

,'>.:;~~~:\::<~:~~~'.~¡./:.--~.-~;,' <·.: .·.· ·'. 

Biedermann :,z13~:i'.'Frolll'¡'¿f1;\E;"·Grosche J, Wagner HJ, Reichenbach A (1995) 
Mammalian·::1V\Üll~r~J(gllai)'f.:c~~lls express functional 02 dopamine receptors. 
N eu roreport lj~~?~~~)~l$):~,'02x~:v ':·.· 
Blaustein MPc,;GólÓVi'~ii,y'.;(:(2001) .Structural complexity and functional diversity of 
endoplasm ic· retiéuiurn:ca(2}}stores. Trends Neurosci 24:602-608. 

-: ¿:--: ;.¿.··.·,- .. , ... -.;_ ·. ~; :~;-: ., :--- '°'- -- "O " ••• ;. '.; 

'f' ., 

93 



' : . . . ' . . ~ ' 

Boje KM,·Skolnic~'.P1 ;Rabe~J,ffetcher.RT, Chader G (1992) Strychnine-insensitive 
glycirlereceptors'Jn···emb~ryonic 'é:hick' retina: characteristics and modulation of 
NMDA·neurotoxidty_,;t-J~,llr()~~_É:':11'16!:2~:-~73-486. 

Boro\'V~k~:B, H:#~~ri:~J'ff~¡~)~~~ií~1¡~ ofa gene encoding two glycine transporter 
variaiits. i:é~eafs. álterri'ati}/e~0 pro'm6fo~·,·usageánd a novel gene structure. J Biol Chem 
273:29077.:.29085.: -' '. ''"''.l';'•'.•c¡cc_.•:' 

. , ... •. : •. ¡ ~ ,,;·· ~·~:~ . . -

!::~:.1:~:Jtd~~11111~1 [~~~:·~;~;¡;~;}~~ii~~:l:;:~::,~ 
uptake carrier. cóuhiért'FánspO"~s'.'pHcC::H'angfñg an'foñ~'r~atu~re}36o:~71-47 4 . 

. '·, .·.·· .. ', ~·:L'.fa'.:{':~B~8");j:;r±f~liF;}'.{:Jy;-~~!,!i1 .. ,;'tvf11f"i1~tf!P!¡%1~·i:;:;~fÍ':;\:};_.~·- .!·._· 

Braun AP, Schulman'IH:f(1'995).~The;mültiftiné:tic:íriafféáféiúmJcalmodulin-dependent 

protei n k i.nas;~?/&~~;~@{~10
1

{~~~~i%~l\~'f~~;~M~!~~~~~?'.ttiJ:.~;~/~1·7-445 · 
Brecha .... l'-JCNWé,igí:fián11;> ,,,c1.~.!;11rsE~-pressibhJ:Of'._(jAI¿D/á-.high-affinity gamma-

~~f ~lll4Jll1W~~s~i~~llli~J~~~:::·c~r:n::.:::r: 
... ,,sririgmann~Vt-;;.J~al)rii~ke,.:r;:Weick fvli :Biedermann .' s;· •uhlma')n .s, ,KóhE!n .L, 

··'.~~~~ii~f ~~~~~;~~~~,~~~~;'.f r~~~f t~º~tt;t~ul~~~r~rr:~~~~~íi~· 

:t1~~~~~~~?~M~~~~!~~1f iif ~~fu;~;::::::ns:~·::::c•:: ;~::::: 
. Jasplakinolid~><:a:~cytÓtb~Íc;~~at~ráil-'p'roCÍ~~.i);·induces. actin polymerization and 

'·. com'petitiv'ely[inhibits~tlle'.binélfniFofi~K'affoidinfo F~actin. J Biol Chem 269:14869-
.. 1487) .i/::·.; ·;,·,·d>{:: ''':'' ~··: \'·?'~;.?:''.",~ .. ''.'{'.~ }'.~{ ~~¿·/·,···· 

Bunt~Mil~~·~~,~·s~~f¡?.fc~(~~~~~)'(1~~iÍ~dd9tbchemical focalization of two retinoid­
. binding i)lhtéi~s;:in'.yertebHít:Eifreti'íiad 'éef1 BioI 97:703-712. 

'",:~·\ \:{';~::> .... :~, !, ;/".' :-.: .t,;·.::.":·:~f/~<:.::·, 

Calega~i'FJ.C:oC:o'sXr~S~r--ri~ E, Bassetti M, Verderio e, Corradi N, Matteoli M, Rosa 
·-.··-~ - p (1999tA'.:reg'ulatgd'secretory pathway in cultured hippocampal astrocytes. J Biof 

Chem 274:22539-22547. 

94 



Casado M; Be'~dahari A, Zafra F,panb?lt'N~, ~Aragon C, Gimenez C, Kanner Bl 
(1993) Phos'phorylátion.and mbdulation ·'afbráin.glutamate transporters by protein 

. ki n~se.E·~J·~~(.)J.:~4~~~?;~;i3,?::~~.=t.2)?J,~·.·;~g;~t;!"·:;·;,__ . 

Communi!D,- De~aste ,V; Erneux. C· (199~)/Calcium-calmodulin-dependent protein 
.. kinaseJI ~nd~f}rc»teiri(kiriase-jc_: l11ediát~d)plÍó'sphÓrylation and activation of D-myo-

J:!t~~~~lf ~il~!f~~~ii?~l!íf~::·.J Biol Chem 274,1473~ 
Cooper:J1YC1 !}_8_Z);Eff~é:ts of;c;ytbchalasi,nfand phal lc)idill :or)actin.J .Cel I• Biol 

·•
1º5

=.
1
• f:.]f.?1s~~~2~:·~r-:·Ii'.~'r~l:~if ~~r;.',~~~0·n~-~i\)~l;~·:;X~1i;,I·} ·;·~'.i{''.fü~i·:,~~~D:~~:;1 .. ~.,~'r.x,;t~'·-· :.>~·._._ .. ·,·._ ..... 

Copen hágE!n:; [)~0 (J ~91 )(Syriaptit).transni issióii i1iíi\thé '.iteti naiiCúrrr,OjJi nj Neu rabi ol 

~~,;i~t~&ff &1l~'~rt!f!~?~;D;;~t§¡!¡~~if~f~t~~;~~~f!;!~~ri+];.,¿Le 
regulatéastr¿c}ífiC'calciUm'signáíing·:·JNeú~óscH1818794~88o4. . . . .... · ·. . 

,,. __ /·:::·,_:-t~:,:·.{';).:~f.:;~x~-,,·,. ··; ::-·, :-:~--.- -r.,.;,-t_".::;"-o·,,,,., 

cha'r)riié\ri 0Ác:2óoO.:Glutamate_aiid epil~ps}!. J ;Nutr.130(45 Suppl):1043-104S; 
;<'.:_ :·- ·-::...~~_;:,;," > .. -:.,:: '· 

Mechanis:rns of 
dantrolene· • élrid 

Charles Aé,,bid(sen ER, Merrill JE,' s~~derson MJ (1993) 
intércellLi,lar :)':al~iuf,, . ~igrialirig in glial' 'cells studied with 
thapsigargin; Glia.7:134.:.145, · 

• "', . .- .' :r ~";t.'._· .... • '- : '' ;:. ~· .' !.'-'_' •': ' 

Chaudhry FA~~~~?fu~r.~J;- Bellocchio EE, Danbolt NC, Osen KK, Edward~0'RH, Storm­
Mathisen J.(1998),ffhe"vesicular GABA transporter, VGAT, localizes to synaptic 
vesicles in sets·ofglydnergic as well as GABAergic neuróns. f;Neürosci 18:9733-9750. ,. :,';~t- . .. .. . .. . ' . ' .... ·. e .. 

-.·:,:- '-:-",~Y.. - . ,, . 

Chaudh'~~í=;~,~~T;,;erRJ,.·· Krizaf ó,, Bá~~~iFdxstbf~~~athisen J, Copenhagen DR, 
Edwards''.Rf(,C1999)~(\t1ól~cúlar ·analy!;isfoffsysi:eíñ~~N "suggests novel physiological 
roles'i n hitfogéh,métabol is ni and · synélptic~frans'mission. Cel 1 99: 769-780. 

:·;~', +::>;' ' • ',: .. , < :.-' ·-.. -. 

·.· Chau.dhr)í'fA~'i,:S~glÍl¡tz· D,, Reim'er RJ;' Lélrsson P, Gray AT, Nicol I R, Kavanaugh M, 
E'dwards::RH;(idó2f{Glütamirié uptake by neurons: interaction of protons with 

· system'a'tf~nsportérs/f Néi.ircisci 22:62-n . 
. ·,. -;.,;,~'.-:,-,'.·~~;~'¡J/ ~\-,, ~:::-\_ ¡,". <.' 

chdi·'Dw/'Ma~l~cci-Gedde M, Kriegstein AR (1987) Glutamate neurotoxicity in 
cortical cell'culture.J Neurosci 7:357-68 . 

. - . -·-:·· .':.·.-: . .... _._ . 

Christen~en HN (1984) Organic ion transport during seven decades. The amino 
· acids. Biochim Biophys Acta 779:255-269. 

95 

1 

! 



Danysz VV, L Pars~ns > AC . (1998) · Gly¿¡i,~ ~nd N-methyl-D-aspartate receptors: 
physiólOgicaFsignificance arid pcissible· therapeutic applications. Pharmacol Rev 
50:597~664:> e •. • 

Daw Nw;isr¿~ken WJ, Parkinson D c19a9j The function of synaptic transmitters in 
the rétiria/AnnÚRev Neurosci 12:205~225. > 

DeitrneriJV\Í;j~001) Strategies for m~tabdlic · exchange between glial cells and 

e ~~~if~tie~;~~::o~ 
1

c::~~j~~~~~J'1~~(~1\t~lutamate/L-aspartate transporte• 
••. · (GLAST);and;gflitamine ~ynthetásélc(;'s>S'im111Gr\oreaétións in retinar glia: evidence 

far couplihg'.6f GLAS~andG~irÍ°frans:mitt~r~cie'a-rá'ncéJ)~eur~sci Res· 42:131-143 . 

..• · Du····s,·:.~~J·bf~·.~:;\;:~~.~lep·p~~)·g/,f~~N~~t"~X~i~··;i2?~~;~;·~[v,·. Lee EB, Park CW, 
,Markekniis CJ;}q~f~Ttfffi~g·g)~'Caiciúrn ,irlflux and aé:tivation of calpain 1 mediate 
. a elite reactive'gl iOsfr Í ÍiÜn}iire'd•spÍ n'al cárd. Exp Neurol 1 5 7: 96~ 105. 

. ,· :·< ;:; . ·.::~>::::\~?:;'·?!-',:~;'~!.~-:~·,. '.'·.· . 

Dzubay JA, J~hr:cf/Cl~!fo) The concentration of synaptically released glutamate 
outside ofthe é:liryibinffiber-Purkinje cell synaptic cleft. J Neurosci 19:5265-5274. 

Ebrey T, Koutalos Y (2001) Vertebrate photoreceptors. Prog Retin Eye Res 20:49-94. 

Edelman At..,1; Higgins DM, Bowman CL, Haber SN, Rabin RA, Cho-Lee J (1992) 
Myosinliglifchain kinase is expressed in neurons and glia: immunoblotting and 
immuriocytoé:hemical studies. Brain Res Mol Brain Res 14:27-34. 

·f:d»1~rd~·~~;:'?*Jr~r.AJ, Dev S, Claycomb RC (1992) Synthesis of retinoic acid from 
retÍnol_o)r''cúliU{éclrabbitMuller cells. Exp Eye Res 54:481-490. 

~~t~f~~~i~~~it(~~6) The Retina A model fo• cell biology studies. Academic 

F~wcE!tt)w,'.·~~h~f RA (1999) The glial scar and central nervous system repair. Brain 
Rés Bull4'9:377:-391. 

,. ~ .' ·-~· ',• ~-:{ ':/»:<-"::_·{ . 

Finkb~ib~;;,$~f(1993) Glial calcium. Glia 9:83-104 . 
. ·· .. ~ :.:;'·-.- t;'.~i·'.;1j.·:~··~. 

Fletch~~t:EJ~';'' Beart PM, Lodge D (1990) lnvolvement of glycine in excitatory 
. neuótransmission. En: Glycine Neurotransmission. John Wiley and Sons. New York. 
193~21~pp'.' ... 

: \·(::}·.:. 

Fricke Ü (Í97S) Tritosol: a new scintillation cocktail based on Triton X-100. Anal 
Biochem 63:555-558. 

96 



Frishman LJ;Yaníam,oto,F; Bogllcka J,Steinberg RH (1992) Light-evoked changes in 
[K+ ]o iri'prÓximal péortión oflight-adapted cat retina. J Neurophysiol 67:1201-1212. 

' . . -:, ' .. ···· :· ... -_· ... ,-, - .. . . ' 

GadéaA;:[~~i~i~t~1a#i~·~,.a:ao'o1) . G 1 ial transporters for gl utamate, glyci~e, and 
GABA: • 11. GABA''.transpórt'ers::~J. Neu rosci Res 63 :461-468. . 

> . ); . ¡;;~; J!Il?t'~.i~i;iú';~~:;~~1;;; • ·. • ·.. . 

Gadea A,(Lopéi~.Cólome,:J¡\M;,(~001) Glial transporters for glutamate, glycine and 
GASA' 1,,.d1 uta'mate':t'ransporte'r5.:J Neurosci Res 63 :453-460. 

. ,,- •: - .;-.-:.:ú,•.'f'~ ,.·~: .:~'-'.¡ '.;>' .. '">-;._' ,' -~ '; ·' :;.;.:. • • ' •·. ' 

~ ---- '--.:_ ·,...;"''-'-'---~ el.:__=./-... ~--- F-,-~--:..--~,_:_;~_-_·--

Galli:-A~i-M'JTi'-j~'?BargellÍni M, Coppini L (1993) Sodium-dependent release of 
exogénoús'glyé:Íne from preloaded rat hippocampal synaptosomes. J Neural Transm 
Gen Sect 93: 167~179. 

Geerlings A, Lopez-Corcuera B, Aragon C (2000) Characterization of the 
interactions between the glycine transporters GL YTl and GLYT2 and the SNARE 
protein syntaxin lA. FEBS Lett 470:51-54. 

Giaume C, Venance L (1998) lntercellular calcium signaling and gap junctional 
communication in astrocytes. Glia 24:50-64. 

Gietzen K, Wuthrich A, Bader H (1981) R 24571: á new powerful inhibitor of red 
blood cell Caf+~transport ATPase and ofcalmod~liri-regulated functions. Biochem 
BiophysR~sCommun101:418-425.· ... ; ·. '\':\· 

Goldst~ih·d~".c~-~~g):i~~~ddth~lial 'tciH:-a~t~b¿yte·interactions. A cellular model of the 
blood-bráiri'bgrrier::~nri>N YAcád·sC:i •529:31~39. · 

Óo16v·ii~·k0~~!~f~~jft~1;:Cl.;~:,Ya~6~sky · PJ, Krueger BK, Blaustein MP (1996) 
ModulátionfofTfwo)'functiónally distinct Ca2 + stores in astrocytes: role of the 
plasméliémm'ai'iN~Ca<exchanger. Glia 16:296-305. 

'-'::' :.~:_:,:·%7f..t.~;~;:~{::·~}?t;.~~'.. :·< ·, . 

Gorn'~2:a\'}f G~sado M, Gimenez e, Aragon e (1991) lnhibition of high-affinity 
gamína~aminobutyric acid uptake in primary astrocyte cultures by phorbol esters 

, and_ phÓspholipase C. Biochem J 275:435-439. 

Greene JG (1999) Mitochondrial function and NMDA receptor activation: 
mechanisms of secondary excitotoxicity. Funct Neurol 14(3):171-84. 

Grosche J, Matyash V, Moller T, Verkhratsky A, Reichenbach A, Kettenmann H 
(1999) Microdomains for neuron-glia interaction: parallel fiber signaling to 
Bergmann glial cells. Nat Neurosci 2:139-143. 

Gu S, Roderick HL, Camacho P, Jiang JX (2001) Characterization of an N-system 
amino acid transporter expressed in retina and its involvement in glutamine 
transport. J Biol Chem 276:24137-24144. 

97 



Guan X, Cravátt BF, Ehring GR, Hall JE, Boger DL, Lerner RA;2il¿fá:Néc1"997) The 
sleep-inducing lipid oleamide deconvolutes gap. junction corlimunifatión> and 
calcium wave transmission in glial cells. J Cell Biol 139:17B5~179.2'?'.:l7F? C; - -•. 
. . ·.. . ... -•·.- i·:!y::~¡¡·\~: .. :Q:~m''\i~:~d:'::'? > • •.. -. 
Guastella J, Brecha N, Weigmann C, Lester HA,oDayidson;N<'(1992) .Cloning, 
expression, and localization of a rat brain high-affinity'gfycine~'tr~niporter. Proc Natl 
Acad Sci USA 89:7189-7193. · ·• ;;cci';\\:;_UiU.}rif~;:::';ó"· > · .·.· · · 

. ' .. '; ·,:;;•,('t' "' ···~ ·-•'e, 

Guastella J, Nelson N, Nelson H, Czyzyk7iTr;K:~y~i~I~;-~Mi~del~MC, Davidson N, 
Lester HA, Kanner BI (199~) Cloning;:;:¿Índ'té~'pressiori'•of a rat brain GABA 
transporter. Science 249: 1303.-1306; · · - . . ><: : ... ; · ·.: .... 
Guthrie PB/Knapp~r:Jbergér J, Sega! M;-'B~nnett ·MV; ,Ct1arles 'AC, _·Káter · SB. (1999) 
ATPreleasedfrom:asfrocytes•.mediates glial •calciun{~aves.:JNeúrosc•i,19:520-528. 

•···Ha'~dlo~t~~::}J~~>(~foden~~usÉ!n. EE,. Yang. _w,iKil&~it;,~~1g(;:·t~~\'\AssÓciation of 
hepatic'systemVt\:·~rr1ino add transporter with, the meníl)r¿iíie~~ytóskéletal proteins 

·'· ,anfrrirNfü:i fo~riÓ:.•8-iochim Biophys Acta 1282:107~1f4;•' ;:·é:r:'ir·~~~;¡:;< ·. 
Ha~l:~~ÚdfJa~~XEM, Moss SJ (2000) GABA receptór rh<J1(i-ti~H~¡{J~teracts with a 
novel.spli~e'~áriant of the glycine transporter, GL YT-1 .• J BíoLCh'e~·275:840-846. 

: ~a~~~i
7

~,f~'ar~da C, Watanabe M, lnoue Y, SakagawaT,.~~~ft1~aN, Sasaki 
· s;_C>k~yarhas',wátase K, Wada K, Tanaka K (1998) F~nctÍQns'of,the two glutamate 

transporters GLAST and GL T-1 in the retina. PrÓc Nátl'.:A'é~d}Sci U S A 95:4663-
4666;\·>: '.· •·. . .· <:•·/~(·;;·,·~~)'.~'.t):??X'. 

Has~in~~,~·t.'TD, •Guthrie ..• PB, .. ~Atk.inson.·Ps}~.;B~~'.~~~';~f~~Ff'.[J~i~·i,~sB .. (1996) An 
exiracel l_ul~r signa! i ng c~mpo:ne6t; i ~"pr9.i},agat[c>'Qtoftkstrp'éyúc'.:cal C'i lim · waves. Proc 

'i:1~!~1l~t~i~~~,,~~f w~~~,,~~~~~~iif r~~1~.~~~~ .~~·.::: 
Óf rise'oftrigger Cél.2'1-<fden Physiol9:147~6i:· · ·. . 

' ·', ,,.'. -}~\: -~~~:~':'-.. ~.'-~,.-,~~.':, .:" ~ ·~·~· ·,.~ ' . 

Hertz[,'./órin~enlR,>sc::housboe A, Robihs'oii s~ (1999) Astrocytes: glutamate 
· produC'ersféfrn.eLJ.róns.J Neurosci Res 57:417~428. 

Heú,:l,~llií;iR,•'Vill~gas J, Herzfeld DW (1981) Acetylcholine synthesis in the 
Schwann céll and axon in the giant nerve fiber of the squid. J Neurochem 36:765-
768. 

98 



Holopainen 1/ Ko~fro· P :(19B9f' Úptakeand release of glycine in cerebellar granule 
cellsalld "asfrocytés in:primary''cl.Jlturé:"potassium-stimulated release from granule 
cells is-_cal.ciu_m-depen.d~nti:J···Néurosc .. iRe•s.24_:374-383. 

Hartan ~~,··~.;~;~-¿~0:<·ii86I}~}~~~t¡~in/:~: .. up-regulates GABA transporter 
expression '!:)y sübcellulár~redist.ribuúóñ'::MolMembr Biol 18:39-44 . 

... .. ··. · : ;.i·.:.~i:{.:'/;;;_;~·f'.i;:.Hi;;gff:Wi!i:;1 ·}),.~r,: . ·. 
Huster D, Hjellé :OP;/.l;-lá'úg'¡'F,M7J~él8~UWs EA, Reichelt W, Ottersen OP (1998) 

• ; .. ,, .~.-: :, '·.(,-~ .. , : ,<' - ,., ,. '•', . ·. '>: ·}:' •'··>' '. ·_.- ,, ','.:"""'"''' 
Subcellular~compart111entation'¡'of{:gluta,tliione and glutathione precursors. A high 
resolutionimmünogold~~arialysis ofthe:}oúter retina of guinea pig. Anat Embryol 
(Berl) 19B:277-2B7;·;··· · ...... •···;-;. ;;· . -,, 

lnagaki N, Got~ H, Ogawara M, Nishi. Y,.Ándo S, lnagaki M (1997) Spatial patterns 
of Ca2+ . -signals ·define infracellular distribution of a signaling by 
Ca2 +/Calmodulin-dependent proteiri kinase 11. J Biol Chem 272:25195-25199. 

,, ,··; 

lnnocen'ti B, Parpura V, . Haydon\.PG . (2000) lmaging extracellular waves of 
glutamate during calcium signalirig.jri cultured astrocytes. J Neurosci 20:1800-1808. 

··::-,, ,., 

lshida A,: Kameshita 1, Okuno S,. Kitani r; Fujisawa H (1995) A novel highly specific 
and potént inhibitor of calmoduliil~dependent protein kinase 11. Biochem Biophys 
Res Commun 212:806~812: · J ./ 

Jager J, Wassle H. (1987) L~caÍlz~tio'~ ?f· glycine uptake and receptors in the cat 
retina. Neuroséilett?~:147-·1 s1'L:'h( §>:· · .. : ., .. 

~a;~6~?~~!~~~ ~~,q~~~;-~!~eJ,~0~{*~t~f ~~gg ~x~cytosis. Annu Rev Biochem 

John GR, Sceines.EfSúádit~nfiSO}.Liu JS, Charles PC, Lee SC, Spray DC, Brosnan 
CF' (1999),~IL~1 befah'éJifferé'ntially' ré'gúlátes calcium wave propagation between 
pri~ary hljmani:'fétaf;1astihcytes via pathways involving P2 receptors and gap 
junction cháhn'els·:i.~í(íC":Nátl Acad Sci U s A 96: 11613-11618. 

' ·-.::.'·::<,; <: ·::.;;: , .. :: · .. /~¡· '(',\ ;·. ~, 

Johnston. cA.;)iy~r~~~'Jli'.iC1971) Glycine uptake in rat central nervous system si ices 
and homogeíiat~~=;'~:vidence for different uptake systems in spinal cord and cerebral 
cortex:J Neúroé:nenf18: 1951-1961 . 

. Jursky, F,.:J·~\~Í~'.g~,[{'~t{{~;95) Localization of glycine neurotransmitter transporter 
(GLYT2}reveals~·e:Orrelation with the distribution of glycine receptor. J Neurochem 
64:1026~1 o33!f>(\\~'/<::: · · ·. · 

-~·~,):_·~. '.:'· ,-·-· ,.;:".<_; 

Jursky F, TafuÚ~~·:sJT~in·~;~ A, Mandiyan S, Nelson H, Nelson N (1994) Structure, 
function and brain localÍzáÜon of neurotransmitter transporters. J Exp Biol 196:283-
295. . 

99 



' .. -

Kanamori ·· M, N~ka!;tv{.·A~ano M, Hidaka·· H ·.(1981).:t:ff~cts of N-(6-aminohexyl)-5-
chloro-1-naphthalenésUlfÓnamide. and ... •other·.é:almodulfn antagonists (calmodulin 
interacting' agé'rús) Ton': calciüm~ 'inch.iced cóntractiéínTof rabbit aortic strips. J 

Pharmacol Exp ,-~ex~~f?X19:4~499, . . .. ,, :<( 
Kang J, Jiang L, <:J91dl"Tlári•SA; l'-Jedergaard·~· (1998) . .A,.~frb~yte-mediated potentiation 
of inhibitory,synaptiC:;i·faiisrnission.· Nat·Neúros~fif:683~692. 

~ .- ' : .. ' '""·"'' ' •• :: - l .... '• ./, . ,. ' , ,.,,_,· ;.;:,~ '-~;,..1.' 1 

~~~i"~l;;~~"i~f 1~~~;~~~~~/~IÍ~~{ li~ii'r stmctuffi, funct;º" 

Karowski CJ, Proenza LM (1977)tRélati()i1sbipM:ietwé~n{Muller cell responses, a 
local transreti nal potential, · and potassf'iinl''fltix!'Jf~Se'úrt'p.hysiol. 40:244-25 9. 

Keirstead SA, Miller RF (1995) Cal~iu~ x;z~i~;:¡m'.~Í~~MJi'~~ed retinal glial (Muller) 
cells are evoked by release of calcium from )ntra'é~llula.r'stóres. Glia 14: 14-22. 

'' e· . ,:;';e:"<~'. ::. .. •;L_', ~¡_· " ' ' .· ·· '- ': • - " 

Keirstead SA, Miller RF (1997) MetabotrcipitglÚtarnate receptor agOnists evoke 
calcium waves in isolated Muller cells. Glia:21 :194~203. 

- , , . . 

Kem TS, Kowluru RA, Engerman RL (1994)'Abnormalities of retinal metabolism in 
diabetes or galactosemia: ATPases and 1 glutathione. lnvest Ophthalmol Vis Sci 
35:2962-2967. \ 

Kim KM, Kingsmore SF, Han H,Yang-Feng TL, Godinot N, Seldin MF, Caron MG, 
Giros.' B (1994) Cloning of,the:húman glycine transporter type 1: molecular and 
pharrnácological' 'characterization'~ of novel isoform variants and chromosomal 
localization Ofthe gene in-the'.llufrian and mouse genomes. Mol Pharmacol 45:608-
617. ' ··~··;¿;}¡;;,'~-~; ... :. 
Kirischuk S, Sfhé.~e~};J;¡SK~tte~mann H, Verkhratsky A (1995) Activation of P2-
purinorecepto'rs'.trÍgge~éC:lfca2·+: release from lnsP3- sensitive interna! stores in 
mammalian·,oligodéh(jrocytes;J Physiol 483:41-57. 

;·. '/ · "~,-__ ._:t-;0:·,;.;·:~/~~'~):~-,:;: ::·.x:- · -·.:'. 

Kiris'chLlk'S;:"~8Jieí}T/Voiteriko N, Kettenmann H, Verkhratsky A (1995) ATP­
indyéed' C::yt~pl~smic' calcium mobilization in Bergmann glial cells. J Neurosci 
15:7861;787í X · · 

Kubes:~tv1,'.'.C:ordier J, Glowinski J, Girault JA, Chneiweiss H (1998) Endothelin 
indÜC:es' a calcium-dependent phosphorylation of PEA-15 in intact astrocytes: 
identificátion of Ser104 and Ser116 phosphorylated, respectively, by protein kinase 
C arid calcium/calmodulin kinase 11 in vitro. J Neurochem 71 :1307-1314. 

100 



Kuhar. MJ, R'.itz N\<:, ·soja JW. (1991) The dopamine hyp()th~sis;~¡yth~)eidf~rcing 
propertiés of'éoéaiñe'.~Trends Neurosci 14:299-302. · .>. · ... 

Kulik. CA, H¡en~zs~ii·A,; l.uckermann M, Reichelt w, Ballari}iF:i<n~~~9~);·~~ü~C>n:glia . 
signaling via alpha(1 )'adrenoceptor-mediated Ca(2 + ).release:if1rsergn{arln 1gllal :cells. 

in ·si tu. J · ~eHr~l ;i ••. l9: 8401-8408. . .••. , ·;\?:~l;'.;~~j~,~rPf'.f~~;f /~~'f :f~)~;;:C ? .'. ...... . 
Legrand C, Fefraz C, Clavel MC, Rabie A (199.1 )¡;pisfril5ution'ú)f:;' elsolin• in''.the 
retina of the developing rabbit. Cell Tissue Res 264:33s:j .· . · '·· 'D '" 

.... ·.· ·.··· .. ·• .. ' "·< •...• ·• . . : . .d~fi·íWm~;~@it~~~\~ ,.~,'"·· . :·.\~~~·'.;~ 1L , · 
Leung PC, Taylor.WA,.Wang JH, Tipton.CL (l98~>;pphiobolin~A:':'Ariatural:product. · 

inhibitor.of·~~l=o~u.li1~.·J.·.Biol c:~;~Jx~:~·::~;~~~t~,,~1ái~Jt);~'.~~;~,~:·~j.f/~.:.' .. •<•,•·•···.· .. •.•··· .••· · 
Lev-Ram V, Ellisman MH .(1995) Axonállactivátion:iridúcéd ·calcium transients in 

• . . ' ,·· ·".· ,»\'>:',<.-;/.;:-~.:, ··,·~: ,._;,'·'··· .. -~··, '1',·"1:)¡",''•"·~- '{°'' :'.~(',\'-, ·:,,.t':i"~';:~.~-:~::_,\,,.'.,: -'"\"• .. :"·~ '· - 1•. 

myel inating Schwann .cel ls;':sources;.ané:l 'nieclfanisms:.•J'Neurosci 15:2628-263 7. 

u Y, Holt~cl.~~~~~~~~~~~!lJJ~~·~{~ó:W~~f{,~tt~~{¡f~~~·+:/~~v~s evoked by purinergic 
receptorago111sts:rn;sl1_ces:9f;~at,fet1na;;J,,~euro hY!;,IOI, 85:986-994. 

Lidsky /rrf l.~~~%:~~~9~~\Í;f r~;.i·~~~~"t.~{~ ... ª~.~~]~~~;!;~·~:::c1. 99 7) Anti psychotic drug 
effects·911¡glyJaf!1~t~rg1c::::act,ryrty.7!3.rarr,i;,R,e.s'{!,~4:4~::52; .. ·. ·. . 

·· .· · ..• •t:ci.;?\Yt~i:i;·?~h\~i·1:)r~~~~:i.~ 1i%:D·;,~?if~~}f~:.10;~~!3Wit~~~~·:~·< ··.. . · 
Liepe B.A1.S~or1,e{9/•i.l5oistil).ahó,JJ;cFc5P~nh~gefü.Dg;(1994) Nitric oxide synthase in 
Muller éells anc!ifieuroñ's'ofsal~frnander!ancrfish'ret'ina. J Neurosci 14: 7641-7654. •·•·: · · .· ~< <~ ::·:·~ "·:·t~s·~g'\0fi¡i,.:1~i;;,.¡;:1wt~t~fü::,,;;~'.i\;, Y~.· c. ··• · .. ··.. . .. .. · · ...... ·. 
Liu QR; Nelson:.H/Mándiyari:S;\Lopez~Córcúerá1'8/¡Nélson N (1992) Cloning and 
expression' of a: glycine transpohir~fro'~~m'oUse'br~iriiFEBS;Lett 305:1Yo~1J 4~. 

Liu QR, .Lop~z-Corcuera·.s; ~·a~~¡if~r~j~M¡f~g~;':Ajft·~:f Nrr:~(1993) Cloning and 
expression of a spinal éord-· and{fü:iráin~sí:Je:Cific'.fafyC:iRe<fransporter with novel 
structural features. J Biol Chem 26B:228'02~2.2ifoa'.:·: · .· ·· ·• · · 

Lopez-Colome AM, Romo-d.e-Vivar M · (1991) Excitatory amino acid receptors in 
primary cultures of glial cells from the retina. Glia 4:431-439. 

Lopez-Colome AM, Salceda R, Pasantes-Morales H (1978) Potassium-stimulated 
release ofGABA, glycine, and taurine from the chick retina. Neurochem Res 3:431-
441. ' . 

Lopez;C9rcuera B, Martinez-Maza R, Nunez E, Roux M, Supplisson S, Aragon C 
(1998) .[)ifferential properties of two stably expressed brain-specific glycine 

·· . transpcírtérs. J Neurochem 71 :2211-2219. 
'· .. , _· __ ',.-. 

Lukasiewicz PD, Roeder RC (1995) Evidence far glycine modulation of excitatory 
synaptic inputs to retina! ganglion cells. J Neurosci 15:4592-4601. 

101 



Lloyd KG, De Montls'd;';Ja0ay:Agid F, Beaumont K, Lowenthal A, Constantinidis J, 
Agid Y (1983) Glydne;~r~ceptors in the human brain: characterization of 3H­
strychnine bindiríg'Jiiand ,, status in pathological conditions. Adv Biochem 
Psychopharmacol '36:'233~238. 

-,., ,·· ,' ~: ·< .. 7 '· 

Magalhaes Mtv1/cbTfubra A (1972) The rabbit retina Muller cefl. A fine structural 
and cytoche~ical study'. J Ultrastruct Res 39:310-326 . 

. ··:..:-·, 

Maienschein v, Marxen M, Volknandt W1 ·ZiÍnmermann H (1999) A plethora of 
presynaptic proteins associated with ATP~storing organelles in cultured astrocytes. 
G 1 i a ·2 6: 2 3 3-244. ~:·¡ __ :,:".; ~·\:' ·i~.:~::~:;;:::\~~~yy.r~:·:::·~ · :· .- · 

. . • . , . . . ."'.>"· . ~L'.~J., }~Bl~Sf;~:~;.~Yt~.:\f~~~>~~:~::;,. /:/.::_: -. __ 
Malchow RP, Ramsey DJ (1999) \Respo11,s'es~'~,\'Óf};'retinal Mufler cefls to 

, neurotrarismitter candidates: a compárati\}~'fs~'ryey·;~8i,0L,B'úlf 197:229-230. 
: .· .. · .. -.. - . . ._ · ._ . .:~~,~:}·:.-<_~:~:/~·~D~J~~.)t~*~·~}~(::t~f1:i~f-;ifh'.":'-\::~~~~->" 
Masfand. RH (1988) Amacrine cel fs;TrendsNeüroséii'.{1::405-41 o. 
· ·,·, ... ·· .·.•·· ·' ·· .. · •·.· . · .•·, ... ,· ··,·· .. ···.•.·\·.·.•.·· ... ···•• · <> ·. '•:<:·¡:;::;; )"~t:;.i:'.tkJii!~?iif~{.i;'.%U!•. .:·. 

•· Masfand RH. (2001) Neúronal diversin?: iii',di~Vretiíúi:;C:úrrfOpin Neurobiof 11 :431-
436. s. ,.;;\> .. ' '•.· ;::\/':':iQ' '~t:>•<.'·> 

e .. ·• ;' •.;;,·."i.'.1;:,~:í;~¡~~~:'.<~: e'.•;,,./.···.'>'.'.: >),;:'.r:.,;::'~\'<{?i~:~~f~;·~':;,/:,~:;·:, .. " >· 
Matsuda,T/ffakumá~; Asario S, Kishiday;Na~arnüraH;i:'MóriK; Maeda S, Baba A 

~~~,~~~~yk~tté~~t~'j~;~Ó~~~~}f ('.ií21-r~jigd~~J~i~~ ;O;"'y of cultu<ed mt 

Matute :e; .DómerÉq ·M,Fógarty .DJ,. Pélscuál'.:dé:tGiueta"2tvt, and Sanchez-Gomez 
.· .... M\J .• C19.9.9l'9Íi,ho~ alteredglutamate homeóstasis may'cóntribute to demyelinating 

·diseases·o(the'cNs: Adv Exp Med Biol 468:97.:.1(}7; '. · 
• - ... ·-,·· .. ·,·,,e-,'·;.-· .. -··•.; .. ·,·· •' • .·· ' ', 

' ' . ' " ...:.'.·; '?':-:.-:~ ·~,--; .. - ~ 

. McN'am~~~· b;.j:iingledine R (1990) Dual effect of glycine on NMDA-induced 
neurofoxldfyin rnt cortical cultures. J Neurosci 10:3970-3976 . 

. Meissner G (1994) Ryanodine receptor/Ca2 + release channels and their regulation 
by endogenous effectors. Annu Rev Physiol 56:485-508. 

Milis JW, Mandel LJ (1994) Cytoskeletal regulation of membrane transport events. 
FasebJ 8:1161-1165. 

Moroni F, Alesiani M, Facci L, Fadda E, Skaper SD, Galli A, Lombardi G, Mori F, 
Ciuffi M, Natalini B, et al. (1992) Thiokynurenates prevent excitotoxic neuronal 

102 



+ 

. . . 

death in vitre> and'invivoby actingas_glycine antagonists andas inhibitorsoflipid 
· peroxidái:ion: Eurff'harmélcol·21B:145_1 s1. ·· · ··· ·· 

---·,_ 

MosconaAA(1983). o,h glÚtarni~esynthetase, carbonic anhidrase and MÜll~r.~iia in · 
the retina. En: Preógress ir{Retinal Research. Pergamon Press. Oxford.1,1 H35'pp .. , 

Nagelhus EA, Veruki.MlS~~iWz~, Haug FM, Laake JH, Nielsen s:)~;rcit~X~~~·rsen ·.·. ·· 
OP (1998) Aquapori~~4\;waf~rYchánnel protein in the rat retina.'aAa'.~bptic/'ríer\te: 
polarized expressioll,~in~MLIHer cells .. and fibrous astrocyte5.,~f:Neurosch1B:.25o6~ 
2519. , ·-:_\;~-~t.~_-.'~'.·-., ' ".:_·,-=·~_- .. ~, . ' 

'.';/··.·i 

Nakano M;Nogá~Is,i~to S, Terano A, Shiratélki H' do~1) ;lnteraction of syntaxin 
with alpha~fodriri/\a majar component of the. submembranous cytoskeleton. 
Biocherll füophys Res Commun 288:468-475. · · · · · 

Neaf. Jlr(1~72) Analysis of Michaelis kinetics far two independent, saturable 
membrane transport functions. J Theor Biol 35: 113-118. 

Nelson N (1993) Presynaptic events involved in neurotransmission. J Physiol París 
87:171-178. 

Nelscm WJ; Hammerton RW (1989) A membrane-cytoskeletal complex containing 
Na+ ;K+-AfPase, ankyrin, and fodrin in Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells: 
implicatic?ns,JÓ~ th~ bic:igenesis of epithelial cell polarity. J CellBio_l_ 108:893-902. 

. . ... ' }~'{l\;J.f~:·:-c .. ;\;.: '. ..·· . . ... <.; ~-f: i"·· ,· ·_. 
Nelsori . ~' :;q!IJ}f:iú(1,~~;4L f'orters and neurotrans111itt(;!rjtrC1'1S,Pºrt~rs~ J Exp Biol 
1 96

= 
21 3·-2~~~;~\~¡~;1~~Jt;i~L·~i.~>, .. :~·-_· .•·: --·_ ... _ ... ·._. -_ -. . ._-.-_.-•.--...........• _._ ... :~~%~tiwf.t·~!ü~t;i;~~f :-;/;; .-· ·_ 

NewmanEAJ198:mRegulatron·ofpotas~1um levels.by.Mulleréells ilithe vertebrate 

retina. can J:-cft~~\ii/it~~~~t~~5r;0~;rg~.8-~ 1_032.·· ... · ·._ •. < : .. :~7·;·;:-c·-. ··· 
Newman·EA'-(1 ~93)~1nward~reétifying potassium channels in retinal glial (Muller) 
cells. J Neurtisd1.13:'3333l3j45.·' 

'· :- :;:' ·~::;;.t~~~f:i~:~~~)J:~~.\~t:\ ·-·>~·.\·~:- . . 
Newman EA.;(1:99:4) 1~AWíhysié>logical measure of carbonic anhydrase in Muller cells. 

Glia 11_=·:2 1;,~;;i~t~:~t:~,i'-~c: · 

Newman'.EA;(2001 )t.Propágation of intercellular calcium waves in retinal astrocytes 
and Mulle'r cell~''.'·F~eufosci 21 :2215-2223. 

·. . . -._·::<::~e~~~-'."~~~:-~ ·.\;{.:t·(·:.f ~f~i J&f ~'.;,t};~;};;: . >.·-. _-
N ewm a n E,'' Reiéhe'nbaéh A (1996) The Muller cell: a functional element of the 
retina; Trends NeUróséfh 9:307-312. 

Newman EA, Z~hs KR'.(1997) Calcium waves in retinal glial cells. Science 275:844-
847. ·. . . ... 

103 



. - : 

~ < :_: ' '. 

Newman EA;:~áhis·k~' (1998) Modulation of neuronal activity by glial cells in the 
retina. J 'Néurosd'ci 8!4022~4028. 

• =-o_ ,_- - • ~ ... _." - •• ·___,, -~-;=-"_; __ 6'{:;,:~~~-:,;;-~'-;';0 

Newm~n EA/Fr~f~~ich DA, Odette LL (1984) Control of extracellular potassium 
lévels by retinal,glíaHcellK-t siphoning. Science 225:1174-1175 . 
. :·:;·. ~ \~ -·. :~: · :.'. :.'.:·/ :.?.~-'.~\f~~:;~:j~~~f~t~?,~)~~.'.'.~r>'.: :~ : 
Nicholls, JG/MaitJnj'ARi Wallace BG (1992) From Neuron to Brain, 3rd Edition 

'Edition.Mélssachuseffs: Sinauer Associates. 807 pp. . .. ·.· · .. · .· .· ..•. · · ... •· .... 

Nunez E, .Lo~~i~g~f¿t~;a :B,Vazquez J, ·cimenez C,,~ragonc;(2Óoo)•Differential 
éffects ·of the trlcytlitantidepressant·amoxapine onglyd~e uptake,mediáted by the 
recombinaritG'LY;íÍ'.:and GLYT2 glycine transporter,s: BrJ Phármacól l 29:200~206. ' 

:,1 
~ ' . ·;'.· ;._; .- ·'· .. ,_ 

Oakley B,"2.id)t\'~~;R (1989) Extracellular pHinth~·isolated retina of the toadin 
dar.kness and during illumination. J Physiol 419:353-378. . 

Olney Jv\t)N'e\iVcomér.JW, Farber NB (1999) NMDA receptor hypofunction model .· 
ofschiioph~énia:}Psychiatr Res 33:523-533. · .· 

··._, ~···> >.'_:, '.: ."(,:.~·_:{ '.'":,:;_ . :; ·,:- : '»···· .:-, ' 

Pach~l~z~itfisi~kelyRD; Amara SG (1991) Expression cloning of a cocain~-.and 
antidepres5:allt-sensitive ,human .. noradrenaline transporter. Nature 350:350-354. 

Pan~icke ·.+,:;/~:fig~~;,!~;~,~'.Biedermann B, Schadlich H, Grosche ,J, Fáude F, 
'ijiedemanÍl ·~r>;·;;,:~llg~ie.r,~};<±~·:1J1esy P, Burnstock G, Reichenbach <A•. (2000) P2X7 
receptbrs:in fy\'.ulleYgliiiH:cellsfrom'the human retina. J Neurosci 20:5965-5972. 

~~\i~~~~~~j;'~~~~f~~m{!OOi> Rad;a1 gHal cells. are they re~jly gHal Neuroo 

Parpiil"~:v,'- ljay~C>n PG (2000) Physiological astrocytic calcium levels stimulate 
glutamaterelease;t6 modulate adjacent neurons. Proc Natl Acád Sci USA 97:8629-

.. ', 8634:: ~~~ ,/,,t ·.· ·' ' ' ++> 
. ·- ·.;·,.:::,·.,."" ;,~!<-; 

Pasti L, Volterr~ A, po~'z'an T, Carmignoto G (1997) lntracellular calcium oscillations 
in astrocytes: a highly plastic, bidirectional form of communication between 
neurons and astrocytes in situ. J Neurosci 17:7817-7830. 

104 



., ; 

. . ' 

Pasti L, Zont~ M, P~izanT, Vicini S, Carmignoto G (2001) Cytosolic calcium 
oscillatiOns in astrocytes may regulate exocytotic release of glutamate. J Neurosci 
21 :477-484.'· ~· ., <: 'J 

·"'~ ~ ..,;,-: ~-:_..__ ___ ~.'." ~:.,_ '.;0~\:,.- _;_;~_,, ,:~c'o-·c~~\~~~ 

Pfeiffer B, 'd:ros~~-~~};\•·Re·i~henbach A, Hamprecht B (1994) lmmunocytochemical .. 
demonsfratioM6tú~iycogen phosphorylase in Muller (glial) cells of the mamrTÍalian 
retina. G 1 ¡a•:¡ ·2;62.::67}: · · "::ii, ·)~': 

.,: .. /:;:'';j!~#).f,".< ·,·, . . . '.. .·· . . .' ., . ' ,<](~;\:, ;, ,, 
Philippi}0,Vykliéky,L, Orkand RK (1996) Potassium currents in cúltured'glia óf:the ·. 
frog opticnervé:;-.Glia'17i72-82. · ';/L~i'J~_;_;:, U· ':;. · · '.·úi1{Yfti;~,~~'.f,/· .. :~Ef~ •t:'. 

. . - . _.. . __ >"·'·,._. ·/f.~·_'.:,/t~{:fK(r~:;~:--·~:;::::·'_.:_:·}~-·,:·:~_:_, · .. :·>':.'.~·.'.,,:._,./·~----'>·-.\:-·<····· 
Poitry-Yamate CL, Poitry S, Tsa_copoulos•.M (1995) Lactate released by 1vlul l~r, glial 
cells is metabolized by photorecepfors from'.mammalian retina. J Neurosci 15:5179-
5191. . . . . ·. '., '', ·. · ... · ,,,_. >;' ,/ l/• ·. . . 

<\ ~~:'.>-~:> ~-. ~ 

Ponce J, Poyatas 1, Magon C, Gi[n~ri.ez C/Zafra F (1998) Characterization of the 5' 
region of the rat brain .glyciríe,irán~portel" GLYT2 gene: identification of a novel 
isoform. Neurosci Lett 242:25.:23; · ., ·.·.·· 

-~+·~.-:-_,··-

Pourcho RG, Goebel ,DJ (19~7)_¡A,/C:ombined Golgi and autoradiographic study of 
3H-glycine-accumulating coHe bipolah:éells in the cat retina. J Neurosci 7:1178-

:::8~v. Crook oJ< (1~~~¡¡,f ~l~~ilLical ev;dence far the presence of h;gh 
. levels of reduced glutatÍÍione1fn'i'raéliae'gliiiL:cells and horizontal cells in the rabbit 

retina. ·~·~~·r~f~c~;:~i~~:f 1i~~:;~~~~~"~1~~":~~~f ")~i;·j[[' '< . 
Pow DV;-,Héi:idri,cksorícAE''.(1999)':,Distribútión. of the glycine transporter glyt-1 in 
mammalian·a'ndhoñm~}nílialian'retinae. vis Neurosci 16:231-239. 

Poyatas 1,. PJX~~ij?J~~~!iJ~ 2, Gimenez e, Zafra F (1997) The glycine transporter 
GLYT2 is a ,reliable marker for glycine- immunoreactive neurons. Brain Res Mol 
Brain Res 49;63::zo. 

Puro DG, Stuenkel EL (1995) Thrombin-induced inhibition of potassium currents in 
human retinal glial (Muller) cells. J Physiol 485:337-348. 

Puro DG, Hwang JJ, Kwon OJ, Ch in H (1996) Characterization of an L-type calcium 
channel expressed by human retinal Muller (glial) cells. Brain Res Mol Brain Res 
37:41-48. 

Rasmussen KE (1974) The Muller cell: a comparative study of rod and cone retinas 
with and without retinal vessels. Exp Eye Res 19:243-257. 

105 



.. -·, -

Rauen T, T~ylor-WR) K~hlbrodt K, Wiessner M (1998) High-affinity glutamate 
ti-anspÓrters.ifi the,'rat retina: 'á majar role of the glial glutamate transporter GLAST-1 
in transmitter clearáfice~ Cell Tissue Res 291 :19-31. 

Reichelt \!V,.St~b~l~Burow J, Pannicke T, Weichert H, Heinemann U (1997) The 
glutathionedevel. of retinal Muller glial cells is dependent on the high-affinity 
sOdium~dependéht:'úptake of gl utamate. Neuroscience 77: 1213-1224. 

,_., '···.· .. s,.,·.é ·'· . 

Reicnenbach)\, Henke A, Eberhardt w, Reichelt w, Dettmer [) (1992) K+ ,ion. 

··•·~~~~ü:J~t~ii~;g,::~:~~·~~, ~::::~º~º;h:;~;~@~~~f~~~W~{frt 993) 
What'.do'i'reúrl'i1l:hiuller (glial) cells do for their 'neúronafi~is'iWi!li'l''~ibfi:ngs 1 ? fChem 

;i~;~:;~:c~~t~~;~ <79~J ~~Vel~1~~7~~gt~;~1~f~{f lili~f~iJ&T2nd• 
Risinger, e,·: Benr:ie~t'~:Mt<{ci 99gy; ,D,iffe~e-ntial·.~ phosphorylation ,of. syntaxin and 

·• syríapto5ome~assodáted~tprótéin~foff~2S':~1kDa ·.···(sNAP.:.'25) isoforms. J Neurochem 
. 72:61'4-~624.:Wi.:;:·- 2·•it . ··· •::. ·· .. ,. -c.:;: T-.' . ·· · 

'-~-:-'.-::· :..:~:;:: ... -.~~~:-~):.~ '.;~~" ·i;~'/:.~~ .. :.::>·· ,./· :.~<, \':-<. <; ... 

Robinson:.;SR(Dreher z (1990) M~IÍer'~ells in adult rabbit retinae: morphology, 
distributió'n ·~nd ;, implications for fUnction and development. J Comp Neurol 
292:178: 192. ' . ' ',' ·' ' ··.' 

,. ;:. (:.:-.;-,'· --·::_._. - ' '.·, 

RoéhonD,:Rousse 1, Robitaille R (2001) Synapse-glia interactions at the mammalian 
'nelírOmuscular junction. J Neurosci 21 :3819~3829. 

Rothstein JD, Jin L, Dykes-Hoberg M, Kuncl RW (1993) Chronic inhibition of 
glutamate uptake produces a model of slow neurotoxicity. Proc Natl Acad Sci USA 
90:6591 "6595. 

Rothstein, JD, Dykes-Hoberg M, Prado CA, Bristol LA, Jin L, Kuncl RW, Kanai Y, 
Hediger M, Wang Y, Schielke JP, Welty DF (1996) Knockout of glutamate 
transporters reveals a majar role for astroglial transport in excitotoxicity and 
clearance of glutamate. Neuron 16:675-86. 

Roux MJ, Supplisson S (2000) Neuronal and glial glycine transporters have different 
stoichiometries. Neur_on 25:373-383. 

Sakamoto.YR)','.N~k~jima TR, Fukiage CR, Sakai OR, Yoshida YR, Azuma MR, 
ShearerTR (20Ót))'lrivolvement of calpain isoforms in ischemia-reperfusion injury in 
rat retina. CUrr Eye Res 21 :571-580. 

106 



Sakata•K,Sato,K,~Schlos~ P, Betz H, Shimada S, Tohyama M (1997) Characterization 
óf glycihe, release'mediated by glycine transporter 1 stably expressed in HEK-293 
cells. Brain Res Mol Brain Res 49:89-94. 

Sanderson•MJ/'éha~l~s AC, Boitano S, Dirksen ER (1994) Mechanisms and function 
, of intercellulár'.caldúm signaling. Mol Cell Endocrino! 98:173-187. 

'. . ·~- '"'".- .,. ' ·.-., .. -_ .. 

Saransaari P/Bj~,s~Ú1g94) Glycine release from hippocampal si ices in developing 
and agéing mfé:ef~mbdulation by glutamatergic receptors. Mech Ageing Dev 76:113-
124~ . ~;{i:·~-' 7 ·~:-~;;~f .,,., -· .~ .' . - . <<·~~.. " 

-f~;{~~I?~~t1:t/~i::~:~:~- -'" .. · · .~ ·: .:. ·j 
Sarthy· ~v·c1982f:Thé uptake of [3H]gamma-aminobutyric acid by isolated glial 
(Múller)cellsfróm the mouse retina. J Neurosci Methods 5:77-82. 

: ,_:.- •' ::.:--

Sarthy'. py.'.·(19a3) Release of [3H]gamma-aminobutyric acid from glial (Muller) cells 
óf thé rat'retina: effects of K+, veratridine, and ethylenediamine. J Neurosci 3:2494-
2563. ; '' 

•.',.• : · .. 

~~tb'..K, Adams R, Betz H, Schloss P (1995) Modulation of a recombinant glycine 
fransporter (GLYT1 b) by activation of protein kinase C. J Neurochem 65:1967-1973. 

·- ·:-

~~hiaepfer.>.WW¡ ~immernian UP (1981) Calcium-mediated breakdown of glial 
filarilents an~'H1eÜrofiJafoeri,ts :¡n rat optic nerve and spinal cord. Neurochem Res 
6:243~2~.~;_( ··<::>E;p; '·;;,;:·i'c'; ,~;. · 

··:-- ~ .. '._ ---~;<· ::\-; \ · >~,:~~'J<~.:~~:-:_;,~.%~)}~i~~~i~~:1~i;j~~;.>·~:#r- ; :·: .< .... , _ . . • . 
Schn1tzer J~(1,987):•Ret1nal:;astrocyt~s: the1r restnct1on to vasculanzed parts of the 
manímálianreflna':~ÑE!'U'íci~tirí~eú.'78:29-34. 

· .. , •··.·•··. T·:~ ;;i~':·;:¿KH~1z@It1;~1ii~~::~~E;~;i·)~cy ·.· . . . 
Schwartz EA (1.993)~.:t-:gllítélri:iate conditionally modulates the K+ current of Muller 
gÍ ial .cells. N~·J'ro~· 1;1ó:1<1'41~'1149.·• 

. é ~chw~;ú~~,'f~~~fl·¡g~~~·.i~:(1.~90) Electrophysiology of glutamate and sodium co-
··. transport'in'a gliar·cellofthe salamander retina. J Physiol 426:43-80. ,·,· '. :.: . ::. ~~>· ··.,~ .,..~,,-,;~·,::::("\~.f~~:t· ':·;¡.: ~-- ·. 

Shaw Pf: d g99)?Calcium, glutamate, and amyotrophic lateral sclerosis: more 
évidenéé bl:ít no~ertainties. AnnNeurol 46:803-5 . 

. shepheFd Gtv\,'6974) The synaptic Organization of the Brain. An lntroduction. New 
· York: Oxfdrd Úniversity Press. 364 pp. 

. . .· -·,/·--· 

Shields DC, Banik NL (1999) Pathophysiological role of calpain in experimental 
demyelination. J Neurosci Res 55:533-541. 

107 



Siliprandi R,CanellaR; Carmignoto G, Schiavo N, Zanellato A, Zanoni R, Vantini G 
(1992) N~m-etnyl-D~aspartate-induced neurotoxicity in the adult rat retina. Vis 
Neurosd 8:567~573; 

, .. _;;;,.,,:_¿._·_·:_· 

Simpsori ~~/Jr., Gondo M, Robertson CS, Goodman JC (1995) The influence of 
glycirie ,-aríél ;frelated compounds on spinal cord injury- induced spasticity. 
Neurochem'ÍRes'-20: 1203-121 o. 

: •• í?'_," • 

Smith KE/'~'brd~nJA,. Hartig PR, Branchek T, Weinshank RL (1992) Cloning and 
expressiori?9i_,;'aú~lycine transporter reveal colocalization with NMDA receptors. 
Neumn 8:927~935~'' -

~,,_, . ; . ' 
3;: --~ --:• : ; ·,. -

Soderling:fR.::!TaÍI' SE, McGlade-McCulloh E, Yamamoto H, Fukunaga K (1994) 
Exciti:ltoi'y~•,-i-~t~ractions between glutamate receptors and protein kinases. J 
Neurobiof 2§?:ib4-311. 

'• ··,·;"'" 

Somohano ·i:;cJop'ez-Colome AM (1991) Characteristics of excitatory amino acid 
uptake, in'cul_túres from neurons and glia from the retina. J Neurosci Res 28:556-
562. -- ·:<·:- .• ,.~_-:·<: --

-,· '.! . ·;.~;~·.,~-· . . 

Sontheimer H(l 994) Voltage-dependent ion channels in glial cells. Glia Í 1 :156-
172. 

Spike RC, Watt C, Zafra F, Todd AJ (1997) An ultrastructural study of the glycine 
transporter GLYT2'and its association with glycine in the superficial laminae of the 
rat spinal dorsal hom,-Neuroscience 77:543-551. 

Stuehr DJ. (1999) Mammalian _nitric oxide synthases. Biochim Biophys Acta 
1411 :217-230. --

Supplisson S, Bergman C (1997{c6~trol of NMDA receptor activation by a glycine 
transporter co- expressed in Xenopus oocytes. J Neurosci 17:4580-4590. 

Sykova E (1983) Extracellular K + accumulation in the central nervous system. Prog 
Biophys Mol Biol 42:135-189. 

Szatkowski M, Barbour B, Attwell D (1990) Non-vesicular release of gl utamate from 
glial cells by reversed electrogenic glutamate uptake. Nature 348:443-446. 

Takeuchi - Y, Yamamoto H, Fukunaga K, Miyakawa T, Miyamoto E (2000) 
ldentification of the isoforms of Ca(2+)/Calmodulin-dependent protein kinase 11 in 
rat astrocytes and their subcellular localization. J Neurochem 74:2557-2567. 

Tanaka K, Watase K, Manabe T, Yamada K, Watanabe M, Takahashi K, lwama H, 
Nishikawa T, lchihara N, Kikuchi T, Okuyama S, Kawashima N, Hori S, Takimoto 

108 



M, ·• Wada K (1997) Epilepsy arid exacerbatio~ ()f~hr1in injS,.YJri.mice.·lacking the 
gl utamáté transporter G L T-1. Science 2 76: f69~~7Ó2; . · ·· ··· · · · ·· ··· 

Tout. S, Chan~Ling T, Hollander H, StofieJrffg'91jf-J-l1irpfe:~oi~M't11er cells in the 
formation of the blood-retinal barrier. Néúrosdenée 5.5;29;:3of~'··<. · 

¡ .vf ; ,;· ,-.:> . ·.~:::~' '.··~: • • • :." ~~~ ~·:: ' ;. 

Tsai G, van Kammen DP, Chen ,s;J.i~~rl~~.\~~·E;/¡'.c~ieº~·r~>.·2oyle JT (1998) 
G 1 utamatergic neurotransm iss ion.·.· i hvolves ~; struC:tUral •''.:and •· 0<:1 i ¡, ical deficits of 
schizophrenia. Biol Psychiatry44:66?~6~4~ c':.;:·:L ' •· . 

Uhl GR, Hartig PR (1992) Tr~ns·~~~~r explosion: update on uptake. Trends 
Pharmaé:ol Sci 13 :421-425. · 

Uhl G'(''j6h~~C>n PS (1994) Neurotransmitter transporters: three important gene 
famil ies far rieUronal function. J Exp Biol 196:229-236. 

Vallano ML, Beaman-Hall CM, Mathur A, Chen Q (2000) Astrocytes express 
specific variants of CaM Kll delta and gamma, but not alpha and beta, that 
determine their cellular localizations. Glia 30:154-164. 

Van Belle H (1984) The effect of drugs on calmodulin and its interaction with 
phosphodiesterase. Adv Cyclic Nucleotide Protein Phosphorylation Res 17:557-567. 

Van Eldik LJ, Zendegui JG,. Marshak DR, Watterson DM (1982) Calcium-binding 
proteins and the molecular basis of calcium action. lnt Rev Cytol 77:1-61. ·. · 

van Staveren \iVC1.~fyta~~erink'."van lttersum M, Steinbusc~. HW, de Vente J. (2001) 
The effects·•of{'ph()s"phodiesterase inhibition óri<cydic' GMP. and'cyclic AMP 
accumulationfüúíleHippOcampus of the•rati.Brain~•Res'.888:275-286. 

. :·:'~'.\'./~;'.;~b~;;_:~~(~,~~'i:f 1~~~ .. --:~~~·:i~.~:';,f_ '.. . . . . ·:~. . . ·.: .... :. ~- : \> ;:. 
Verkhratsky;Ai'.~:1$_ett~nmann H (1996) Calcium signalling in glial cells. Trends 
Neu·ro\?J.;Jc3:'.~~.~~~~3· .· · ·. ·· .·· 

Verkh:~~~~$':~f:·gt~~nh'auser C (2000) Ion channels in glial cells. Brain Res Brain Res 
Rev 32i3ao~412 .. 

Verana: M; Zanótti S, Schafer T, Racagni G, Popoli M (2000) Changes of 
synaptotagmin interaction with t-SNARE proteins in vitro after calcium/calmodulin­
dependent phosphorylation. J Neurochem 74:209-221. 

Villa PG, Henzel WJ, Sensenbrenner M, Henderson CE, Pettmann B (1998) Calpain 
inhibitors, but not caspase inhibitors, prevent actin proteolysis and DNA 
fragmentation during apoptosis. J Cell Sci 111 :713-722. 

109 



Villaseca JM, Navarro-Garcia F, Mendoza-Hernandez G, Nataro JP, Cravioto A, 
EslaváC (2000)Péttoxin from enteroaggregative Escherichia coli prÓduces cellular 
damage associated with fodrin disruption. lnfect lmmun 68:5920-5927. 

Vi nade L, Gon~alves CA; vv6fchuk S, Gottfried C, Rodnight R (1 ~97) E~idence for a 
role for calcium iolls in the dephosphorylation of glial fibriUary acidic protein 
(GFAP) in immature hippocámpal si ices and in astrocyte culturés from the rat. Brain 
Res Dev Brain Res'..104:11~17; · ' 

... ) 

-

Virgo L, de .. Bell{!icil::fré');·(1995) lnduction of the immediate early gene c-jun in 
human spinal é:6rd.in:'ámyotrophic lateral sclerosis with concomitant loss of NMDA 
receptor NR.::'faíid glycine transporter mRNA. Brain Res 676:196-204. 

Wakak~r~.~¡'.~~~;~~~to N (1994) Cytosolic calcium transient increase through the 
AMPAfkain'até"receptor in cultured Muller cells. Vision Res 34:1105-1109. 

"': ,;·','· ,'•.'; ·'·---;-
·, · ... /\:,;:.: ·\).:~:_: ~::r: ·: -

.Wakakurátv(Ütsunomiya-Kawasaki 1, lshikawa S (1998) Rapid increase in cytosolic 
caléium'.ion~concentration mediated by acetylcholine receptors in cultured retina! 
neUrons and Muller cells. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol 236:934-939. 

Wang Z, Haydon PG, Yeung ES (2000) Direct observation of calcium-independent 
intercellular ATP signaling in astrocytes. Anal Chem 72:2001-2007. 

Weiss B, Prozialeck W, Cimino M, Barnette <'MS;x/ WaUace TL (1980) 
Pharmacological regulation é>f calmodulin. Ann N Y:Acad sdd.56:'319~345. 

:.'·-. . < . ·. ·: - . ' . --..;~ '< .,,. :,.· .. ' •. ' . •• ' . - ..• 

Wheater PR, Burkitt HG, Daniels VG. () 9a7>· FQnc~ional Histology. Chrchill 
Livingstone. London. 348 pp. 

Whitaker JN, Herman PK, Sparacio SM, Zhou SR, Benveniste EN (1991) Changes 
indúced in astrocyte cathepsin D by cytokines and leupeptin. J Neurochem 57:406-
414. ' 

Wilson JM, Sanyal S, Van Tol HH (1998) Dopamine D2 and 04 receptor ligands: 
relation to antipsychotic action. Eur J Pharmacol 351 :273-286. 

· Willbold E, Rothermel A, Tomlinson S, Layer PG (2000) Muller glia cells reorganize 
reaggregating chicken retina! cells into correctly laminated in vitro retinae. Glia 
29:45-57. 

Witkovsky P, Stone S, Ripps H (1985) Pharmacological modification of the light­
induced responses of Muller (glial) cells in the amphibian retina. Brain Res 328:111-
120. 

110 



Witt A, Brady ST <(2000)' Unwrapping· n~w •· layers of complexity in axon/glial 
relatiÓf1S,h:i·p.~/,~:l•i~.~~7i}.}/:-\1 ~<:··~·····'.•·-. 
Wolfe F~:fr~satli~isl<f'_Góff:bÉ;';Klé~~e'\.vc,•-Edmunds T, Duperret SM (1989) Chicken 
skeletaCrríuscle'{h'a!¡'.,fth"re€\;'Ca2+~dépendent proteinases. Biochim Biophys Acta 
998:23~1:~~t·ft1kl~tl:~~,; .·:· ' :•. ·. 
Wu SM~"Maple.:.~R''(\998)./ mino~ácid neurotransmitters in the retina: a functional 

. O\ferviet>%i~~in{R~si' t~if~~~~bf ¿i:sCf ;;_ e .... --
Zafra F/ ~oyat.os•, ;<(Jimenefi.c· (1997) Neuronal dependency of the glycine 
transpÓrter,Cl.S'J{'éxpression in glial cells. Glia 20:155-162. 

Z~fr~;:FJ'~~{~a~~~~kR, Gomeza·J, Arago~c,·dirn~~ei C(1990) Arachidonic acid 
i n.hi bits: glyci ne transport in cultured gl ial cells. · 8 iocll'em J ,2 ¡i;f:23?-2:42 ;: .· ..• , .. · .. 
. -.~:; :::. ~-_,; ::~. ,.- '. . - . ' .. ~- . ;:,:'.; :~; :.~?~g~;~-~í:\~i:~y~~~-~~~1~.1;-t~~!/~~~·:i~~(~'.~§~}J\i~~};:._:> ~-~-:-··· 1 ~:·. -·~~ .• . ,_ 

Zafra F, Aragon C, Olivares L, Danbolt NC; Gimenei C, Sfoim~Mathisen J (1995) 
Glycine transporters are differentially expresséd arTlong' 'CNS cells. J Neurosci 

· 1 s:.3952-3969. · 

Zharikov SI, Block ER (2000) Association of L-arginine transporters with fodrin: 
implications for hypoxic inhibition of arginine uptake. Am J Physiol Lung Cell Mol 
Physiol 278:L 111-117. 

TESIS CON 1 
FALLA DE ORIGENJ 

111 



APÉNDICE 1 

BAPTA-AM Quelante de calcio intracelular 5-10 uM 
Cafeína En la glía de Müller estimula la liberación de 5-10 mM 

calcio de oozas intracelulares 
Caliculina A Inhibidor de fosfatasas PPl y PP2A lOnM 
Ciclosporina A Inhibidor de la Calcineurina lOµM 
Citocalasina B Impide la polimerización de la actina 10-50µM 
Citocalasina D Impide la polimerización de la actina 10-50 µM 
Colchicina Impide la polimerazación de la tubulina 25uM 
Dantroleno Bloqueador de la liberación de Ca¿+ de pozas 30µM 

intracelulares 
Deltametrina Inhibidor de la calcineurina 20µM 
DOG Agonista del DAG (activa PKC) 100 u!!lml 
EGTA Quelante de Ca2+ extracelular lmM 
Estaurosporina Inhibidor de la PKC lOOnM 
Forskolina Activador de la Adenilato ciclasa 5uM 
Genisteina Inhibidor de cinasas de tirosina 0.3-0.5 mM 
H-7 Inhibidor de la PKC 50µM 
KN-62 Inhibidor de la cinasa dependiente de Ca2+- 20-40 µM 

Calmodulin 11 (CaMKII). 
MDL-12330A "Inhibidor de la Adenilato Ciclasa" 5-100 uM 
Mepacrina Inhibidor de la fosfolipasa A2 50µM 
ML-7 Inihibidor de la MLCK 20uM 
ML-9 Inhibidor de la MLCK 20µM 
Neomicina lnihibidor de Ja fosfolipasa e llOµM 
Ofiobolina A Toxina de helmintosporium inhibidor ~ela 50µM 

calmodulina 
,', 

PMA Agonista del DAG (PKC) ,' .·,'· lµM 
Polimixina B Inihibidor de la PKC 

',, 

400µM •' ', .·.· 
Queleritrina Inhibidor de la PKC lµM 
R-24571 Inhibidor de la calmodulina ·· 1-5 µM 
Ryanodina Inihibdor de la liberación de Ca2+ de las pozas lµM 

intracelulares 
SQ-22536 Inihibidor de la Adenilato ciclasa 20-100 µM 
Tapsigargina Inhibidor de la ATPasa de Ca2+ del retículo lµM 

endoolásmico 
Tautomicina Inhibidor de fosfatasas PPl y PP2A 300nM-1 uM 
Taxol (Paclitaxel) Impide la despolimerización de Ja tubulina 1 µM 
Trifluoperazina lnhibidor de la calmodulina 10-25 µM 
W-7 Anticalmodulínico 5-20 µM 
Wortmanina Inhibidor de la PI3-cinasa lOOnM-0.5 µM 
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Characterization of Glycine Transport 
in Cultured Müller Glial Cells 
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KEYWORDS radial glia; chick retina; NMDA receptors; neurotransnútter uptake 

ABSTRACT Rapid ternúnation of the synaptic action of glutamate (Glu) and glycine 
(G!y) is achieved by uptake in to the presynaptic terminal and glial cells. In the vertebrate 
CNS, Gly acts both as an inhibitory neurotransmitter and as a Glu modulator or 
congonist at postsynaptic N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. We have previously 
described NMDA receptors in Müller cells of chick retina coupled to the phosphoinositide 
cascade, the entry ofcalcium, and the activntion ofprotein kinnse C (PKC; López-Colomé 
et al. Glin 9: 127-135, 1993). Acolocalizntion of Gly trnnsporters nnd NMDA receptors has 
been reported in brain tissue (Smith et al. Neuron 8:927-936, 1992); since the 
concentrntion of Gly could participate in the modulation of Glu excitntory transmission 
in the vertical pathwnys of the retina, transport of Gly in monolayer cultures of Müller 
cells was studied. Gly transport wns found pH-sensitive with an optimum nt pH 7.4. 
Kinetic analysis of the saturation curve for Gly within n concentration rnnge of 0.01-2 
mM, revealed two components of transport: a low·affini ty system wi th K,.. = l. 7 mM, V,,.c, = 30 
nmol/10 min/mg protein, nnd a high-affinity one with a K,.. = 27 µM, V11 uc' = 3 nmol/10 
nún/mg protein. Both systems were Nn + -dependent; the high-nffinity system proved n!so 
dependent on externnl Cl· nnd was inhibited by snrcosine, chnrncteristic of GLYTl 
transporters. The inhibition of low-nffinity uptake by 2-(methylanuno)isobutyric ncid 
(MeAIB) nnd 2-nminoisobutyric acid (A!B) suggests the presence of trnnsport systemAin 
Müller cells. The process is energy-rcquiring, since Gly trnnsport was decreased by 
metnbolic inhibitors. Dntn obtnined nre in keeping with n modulntory role for Müller glia 
on excitatory transnússion in the retina. GLIA26:273-279, 1999. "'tu1111 l~ilcy·Li•s, lnc. 

INTRODUCTION 

The nnúno ncid glycine functions ns n clnssicnl inhibi· 
tory neurotransmitter in the spinal cord, the brnin 
stem, nnd retina (Daly, 1990), exertingits effects through 
the glycine inhibitory receptor, a ligand-gnted chloride 
channel, competitively antngonized by strychnine (Betz 
et al., 1993). Furthermore, glycine also modulates 
excitatory neurotransmission ns an obligntory congo­
nist of glutamnte at N-methyl-D-nspartnte (NMDA)· 
nctivnted glutnmnte receptors vin n binding site, dis· 
tinct from thnt on the strychnine-sensitive glycine 
receptor (Fletcher et ni., 1990). 

The ternúnntion of amino acid neurotransmission in 
the CNS involves the rnpid removal of neurotransmit­
ter from synnpses by reuptnke either in to the presynnp-

e 1D99 Wiloy-LiRR, lnc. 

tic terminal or surrounding glin through specialized 
trnnsport systems (Kanner, 1989) driven by the electro· 
chenúcnl Nn • potential (Knnner, 1983). Inhibition or 
stimulntion of uptnke could modulnte the strength of 
synnptic nction by regulnting the nvailnble levels of 
endogenous trnnsnutters. The development of selective 
inhibitors mny therefore represent n novel thernpeutic 
nppronch to the trentment of neurologicnl disorders 
(Knnner, 1994). 

The presence ofhigh-affinity nnd low-nffinity trans­
port systems for several neurotransnutter amino ncids, 

Clrnnl spuurmr: CONACyT; Gr11nt numhtir: :J:.!8Gl'-N; Grnnt sponsur: DGAPA: 
Grunl numbl'r: 1N210D9A. 

•currcspu11tltmn1 lo: Anu Muriu Lúpc.r.·Columé. lnALituto do Flsiologín Colulnr. 
UN,\l\l,Ap.nrlntlu l'us1'1170·25:1, 0·1510.Múxico, U.P. México. 
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including glycine, in different areas of the CNS has 
been shown. High-nffinity N n + -dependent systems ha ve 
been related to the terrninntion of trnnsmitter action 
(!versen, 1971), whereas low-affinity systems would 
play n metnbolic role (Johnston nnd !versen, 1971). 
Among the low-affinity trnnsport systems, the A system 
accepts most zwitterionic amino acids, such as alnnine, 
glycine, 2-nminoisobutyric ncid (AIBJ, nnd its deriva­
tive 2-(methylnmino)isobutyric ncid (MeAIB; Chris­
tensen, 1984). Another Nn+·dependent trnnsport sys­
tem for glycine is system ASC, transporting neutral 
amino acids without branched side chnins such as 
nlnnine, serine nnd cysteine (Shotwell and Oxender, 
1983). 

Cloning of GABA (Guastella et nl., 1990) and norepi­
nephrine (Pncholczyk et al., 1991) transporters nllowed 
the subsequent isolation of n number of cDNAs encod­
ing homologous Na+/cI--dependent neurotransmitter 
transporters, including those for glycine. Two different 
glycine trnnsporters have been cloned, GLYTl (Guas­
tella et al., 1992; Liu et al., 1992; Smith et nl., 1992), of 
which three isoforms derived from alternativa splicing 
nnd/or prometer usage exist (Borowsky et al., 1993; 
Kim et al., 1994;Adams et nl., 1995): GLYTln, GLYTlb, 
nnd GLYTlc, which differ in the nmino-terminal region 
(Kim et al., 1994), and GLYT2, encoded by n different 
gene. GLYTl and GLYT2 show distinct nnatomicnl 
distribution within the CNS, and are pharmacologi­
cnlly distingujshable, GLYTl beingsensitive nnd GLYT2 
insensitive to sarcosine (n-methylglycine; Liu et ni., 
1993). 

The expression of GLYTln and GLYTlb has been 
demonstrated by in situ hybridization in severnl re­
gions of the CNS of adult rnts and mice (Gunstella et 
nl., 1992; Liu et nl., 1992; Smith et al., 1992; Borowsky 
et al., 1993). GLYTla mRNA is present in regions rich 
in neuronal cell bodies and its colocalizntion with 
mRNAfor inhibitory glycine receptor subunits has been 
proposed (Borowsky et al., 1993); this receptor is nlso 
expressed in severa! peripheral tissues such as liver, 
lung, nnd stomach. In contrnst, GLYTlb mRNA in the 
brnin colocnlizes with the NMDAsubtype ofglutamnte 
receptors (Smith et al., 1992). Glycine trnnsporters 
could modulate NMDA receptor activity, regulating its 
availability at the coagonist site of this receptor 
(Johnson andAscher, 1987), through uptake into neigh­
boring glial cells and/or reverse trnnsporter-medinted 
release (Attwell et al., 1993). GLYT2 mRNA expression 
seems to be restricted to the brnin stem nnd spinal 
chord, parallel to that ofinhibitory strychnine-sensitive 
glycine receptors (Jursky and N elson, 1995). 

In the retina, Müller cells are the most nbundnnt 
glial cell type, its processes ensheathing excitntory 
synapses at the plexiform lnyers. In addition to their 
structural and nutritional roles, the precise nnatomical 
localizntion of Müller cells hns suggested a role in the 
modulation of neurotransmission (Newmnn and Rei­
chenbnch, 1996). We have previously charncterized 
NMDA receptors in whole chick retina (López-Colomé 
and Somohano, 1992) as well as in Müller cells from 

this tissue, coupled to the phosphoinositide cascnde, the 
entry of calcium and the activation of pro te in kinase C 
(PKC; López-Colomé et al., 1993). In arder to provide 
evidence supporting the pnrticipation of glycine trans­
porters in the modulntion ofglutnmate excitatory trans­
mission in the vertical pathwnys of the retinn, glycine 
uptake was characterized in contluent monolayer cul­
tures ofMüller cells from 7-dny-old chick embryos. 

MATERIALS AND METHODS 
Chemicnls 

(3H(Glycine was purchased fromAmersham, Bucking­
hamshire, U.K. (Sp.Act. 17.5 Ci/mmo)) or Dupont-New 
Englnnd Nuclear, Boston, MA (Sp. Act. 42-43.8 Ci/ 
mmo)). Tissue culture reagents and plnstics were from 
GIBCO (Grand Islnnd, NY). All other chemicnls and 
reagents were from Sigma Chemicnl Co. (St. Louis, 
MO), except potassium cyanide CBaker, Xnlostoc, 
México). 

Cell Culture 

Primary cultures ofMüller glia cells were obtnined as 
described previously (López-Colomé and Romo-De· 
Vivar, 1991). Retinns from 7-day-old embryos were 
dissected and washed in Hanks' solution free from Ca2 + 
and Mg2 + (g/100 mi): NaCl 0.8, KCl 0.04, KH2P0.1 
0.006, Na2HP0.1 0.0125, phenol red 0.002, and glucose 
0.1. Tissue was dissociated in 0.25% trypsin followed by 
filtration through a 50 µm mesh nylon net, resuspended 
in Minimum Essential Medium (MEMJ contnining 
0.05% glucose, 25 mM NaHCO:i, 0.0125% gentnmycin, 
0.0125% penicillin, 0.0125% streptomycin, 0.025% neo­
mycin, and 10% fetnl bovine serun1 (FBS). Cells were 
seeded onto 24-well tissue-culture pintes ata density of 
2.5 X 105 eells per well, and maintained at 37'C in a 
humidified atmosphere of 5% C02:95% air. The purity 
of the culture was nssessed by glial fibrillary ncidic 
protein (GFAP; Bjéirklund et al., 1985) and neuron­
specific enolase CNSE) antibodies (Schmechel et al., 
1980); as previously described, 95% of the cells were 
GFAP+ and NSE· at day 12 in vitro, in which cultures 
formed a contluent mono! ayer (López-Colomé nnd Romo­
de-Vivar, 1991). Medium was chnnged every other dny. 
Confluent cell cultures were used for nll experiments. 

Uptuke Experiments 

Assnys were performed nt 37'C in 0.5 ml of Krebs­
Ringer bicarbonnte buffer (KRBJ, contnining (in mMJ 
NnCI, 118; KH2 PO.,, 2.0; KCl, 4.7; CnC12 , 2.5; MgS0.1, 

1.4; NnHCO:i, 25; nnd glucose, 5.6, pH 7.4. All solutions 
were prepnred in double distilled wnter. Prior to the 
experiment, the growth mediuin was removed, and 
cultures were rinsed t\vice with 0.5 mi of prewnrmed 
KRB (37'CJ. After 5 min, medium wns replnced by 0.5 
ml of KRB containing ('1H(-Gly/Gly 1:25,000. Cultures 
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were incubated for the indicated period of time in the 
presence of different drugs in order to study their effect 
on glycine transport. At the end of the assny, cells were 
rinsed with 3 X 0.5 ml offresh KRB (2-4ºC), disso!ved 
in 1 mi of 1 M HCI and counted for radionctivity after 
the nddition of 1 mi 1 M NaOH and 5 mi of Tritosol 
(Fricke, 1975) in a liquid scintillntion counter (Beck­
man Instrwnents, Palo Alto, CA). 

Experiments in order to evn!uate the effect of pH on 
transport activity were performed in Krebs-Ringer 
solution in which NnHC03 wns isosmoticnlly replaced 
by sodium aceta te for pH values < 7.0 or sodium borate 
for pH values 2< 8.0. 

Experiments were carried out in triplicnte, and repli­
cated at least three times \vith different cell cultures. 
Results are expressed as the mean :!: S.E.M. of three 
independent experiments performed in triplicate. Cor­
rections were mnde for specific nctivity. 

The protein content wns determinad for two wells of 
each pinte by the method ofLowry et ni. (1951). 

Dnta were analyzed using the INPLOT (version 3.1) 
progrnm from GraphPad software (Snn Diego, CA). 

RESULTS 
Time-Course ami pH Dependence ofUptnke 

Glycine transport (1 mM final concentration, l"HJ-Gly/ 
Gly 1:25,000) wns found saturable; no further increase 
in accumulation wns seen after 30 min (Fig. 1). As 
shown in Figure 2, glycine uptnke in Müller cells wns 
sensitive to chnnges in pH. Uptnke experiments were 
performed at pH vnlues from pH 5 to 8.9. The results 
show thnt the optimum pH for trnnsport wns 7.4. 

Kinetics ofGlycine UJJtake 

Snturntion curves for glycine transport in Müller 
cells were obtnined by mensuring the rate of glycine 
incorporntion over n wide rnnge of substrate concentrn­
tions (10 µM-2 mM, l"HJ-G!y/Gly 1:5,000). Endie­
Hofstee kinetic nnnlysis of the dntn revealed two satu­
rable components ofthe system (Fig. 3), a high-nffinity 
component nnd a low-affinity one. In such system, the 
high-nffinity component contributes to the !ow-nffinity 
component, which results in nn nppnrent incrense in 
the nffinity ofthe lntter. In order to account for overlap­
ping, moditied constnnts were cnlculated by the method 
ofNenl (1972). Vn!ues for Km and V.,.,. for the high- nnd 
low-nffinity components were Km = 27 ± 7 µM, Vuuox = 
3 ± 0.8 nmol/10 nún/mg protein, and K,11 = 1.7 ± 0.4 mM, 
V"""' = 30 ± 5 nmol/10 min/mg protein, respectively. 

Ionic Dependence of Glycine Transport 

Nn+- and CJ·-dependent glycine trnnsport in brnin 
slices and membrnne vesicles hns been reported (López­
Corcuera and Aragón, 1989; López-Corcuera et ni., 
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1989), wherens low-nffinity trnnsport systems for amino 
acids other than glycine have been shown to depend 
exclusively on the presence ofNa+ (Christensen, 1984). 
The ionic dependence for both components of the trans­
port system wns annlyzed. Isosmoticnl concentrntion of 
choline or lithium chloride substituted for NaCI in 
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Na+-free conditions; sodiwn gluconate substituted for 
NaCl in CI·-free experiments, and two different concen­
trations of glycine were used in order to distinguish 
between the high- and the low-affinity components (10 
µM and 1 mM glycine, respectively). As depicted in 
Figure 4, glycine uptake was strictly Na +-dependent for 
both high- nnd low-affinity systems, whereas the nb­
sence of CI· ions specifically abolished high-affinity 
uptake (Fig. 5). 

Preincubntion of the cultures with nigericin (5 µM), 
nn ionophore capnble of collnpsing Na+ gradient (Rod­
ríguez and Sitges, 1996), inhibits glycine transport 
52 :!: 4% in Na+-containing medium (Fig. 6). In Na+­
free medium, inhibition of trnnsport by nigericin was 
reduced to 12 :!: 2.1%. 
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fi'ig. 5. Chloride-dependcnce of ,.;lycinu uplnke. Müller celh-1 wun! 
incubuted for 10 min in lhe prmumce of Gly wilhin n concentrnlion 
rungo of 0.01-2 mM ((3 1·1)-Gly/Gly 1:25,000) in llw followiuJ.: nwdlu: 
KRB control (with 118 mM NuCl)(clot1cd circltil or KHB iu whir.h NuCI 
hus been lsosmoticully rep_luc1~d by sodium ¡.:luconolt! (opt!ll circlt•), 
Duln were nunlyzed us un Eudii~-1-lof'slt>H plol. Vulut~s urP tlw nmun !: 
S.E.M. oflhret? determinutions perfon111'd in triplicut1•. 

Encl'gy-Dc¡>cndcncc ofGlycinc Uptakc 

The energetic requirement for glycine transport in 
Müller cells wns studied for each component, in the 
presence ofenergy production inhibitors at 10 µM and 1 
mM glycine. Table 1 shows that transport at 1 mM 
glycine concentration is energy-requiring, since potas­
siwn cyanide (1 mM), 2,4-dinitrophenol (200 µM) and 
iodoncetnte (1 mM) decreased transport by 13 :!:: 0.4%, 
18 :!:: 0.7%, and 24 :!:: 0.2%, respectively. Ouabain (200 
µM), potently inhibited low-affinity glycine uptake (65 :!: 
4%). At low concentrations of glycine (10 µM), potas­
siwn cyanide, 2,4-dinitrophenol, and iodoacetate inhib­
ited transport by 11 :!:: 1.2%, 36 :!:: 0.8%, and 29 :!:: 1.4%, 
respectively; ouabain also hnd n strong inhibitory effect 
on transport (59 :!: 2%). When tested together, ouabain 
and iodoncetate inhibited low-affinity uptake by 64 :!: 
1.8% and the high-nffinity one by 75 :!:: 2%. 

Pharmacological Chnracteristics 
ofGlycinc Uptnkc 

In order to determine the phurmacological specificity 
of both systems, the effect of vnrious amino acids nnd 
derivatives on glycine trnnsport (25 µM and 1 mMJ by 
Müller cells wns tested. Glycine is n substrate for 
several amino ncid transport systems in various tis­
sues, therefore the relntionslúp of the transport system 
in Müller cells with previously identified systems wns 
exrunined. Results in Table 2 show thnt 100 µM sarco-
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1:25,000), Vtdues ure cx.presimd uH lhe nu.mn .!: S.E.M. of thrt!c 
triplicutu tfolcnni1111tio11M. 

TABLE l. Efliml ufmeiabolic lnhlbitor8 un glycim? lr11.m1porlt 

'J'cslml co111pou11d 

None 
Potussium cyunide CKCN) 
2,-1-dinitroplwnol CDNP) 
lodo1lcet.ult! 
Ouulmi11 
lodouct"l.nl.1~ + DNP 
IndoucPlHle + KCN 
Jodouct'lolt! + ouulmin 

mnoVl O min/m¡.: protcin 

Hi..:h ulfiuity Low uflinity 
uptoke (f) uplok1dlll 

1.68 ;: U.083 (100) 10.üB ;: 0.42 ( Jll()) 
1.40 = 0.057• (80) 0.2 = 11.r.2• (87) 
1.01 = o.oo.¡•• (O·ll 8.67 = o.74" (82> 
1.20:::: .0.1•• (71.ú) 8.0::: CU'f2º (7fi) 
O.üs :::. 0.02+++ (35) 4.:i := 0.211••• l-11 > 
o.os :::: n.on2••• (55> 1.12 :::. o,.w 0 na> 
t.D·I :::: u.os++ (U2) 7.U:i = U.fü)++ (75) 
0.-12 = OJJ7 t ••• C25l 3.82 :: u.:.n +u CHO> 

tMUller cell.!1 wuru 11ruincub1tted with 1 rnM KCN, :.mo µM DNP, lmM ioduuc. 
et.ttle, or :.WO µM ouuhnin fur 16 min. Uptnke mqicrimenlll wew perfornwd ns 
deacrilwd in Mnteriuls nnd Muthuds in tlm ¡1rust•ncu uf 10 µl\I (J) or 1 mM (11) 
ulycirw. Vu)UL'S nru thu meun :!: S.E.M. of11l hmst thn·t~ expl~ri111ents performed in 
triplicut..u. Vnlues in ¡mrentluises tl•JH'l!lll'llL % uf runtrul vuluc11, St.ull•ticul 
siJ:nific1111ce ufdilforenccs froru rontrul: •p < 0.05, .. /' < 0.02, .... /' < 0.00 l. 

sine inhibited by 76 ::!: 7% under high-nffinity trnnsport 
conditions, nnd 1 mM snrcosine inhibited by 38 :!: 2% 
under )ow-nfiinity trnnsport conditions. Methylnmi­
noisobutyric ncid (MeAIB) nnd nminoisobutyric ncid 
(A!B), substrntes for trnnsport system A (Shotwell nnd 
Oxender, 1983), inhibited low-nffinity uptnke by - 50%; 
the snrne results were obtnined in experiments per­
formed in the nbsence of CJ· (dntn not shown). Neither 
nlnnine or serine, substrntes for systemASC (Shotwell 
nnd Oxender, 1983), inhibited glycine uptnke. Tnurine 
or GABAdid not compete for glycine uptnke. 

High-nffinity trnnsport nccounts for 20% of total 
uptnke under low-nffinity (1 mM GlyJ conditions (Nen!, 

TABLE 2. Pharmaculugicttl :-tpeci{icity u(glycinc tram1¡wrtt 

'restmJ compound 

No111! 
D-scrillB 
GABA 
Tuurluu 
J3·11lu11hie 
SurcosinH 
MeAIB 
AIB 

1111101/ICI 111i11/m¡.: prut1•i11 

Mi,;h ulliuily LO\\' uf1i11iLy 
uptukt>(J) upt11k1•(llJ 

2.12 ~ 11.!H l 111111 l~.11 -- 11.:i7 t 11111> 
2.1·1=11.IUl!llll J~.17o11.7-lllllll"IJ 
2.:il = IUi:~ ( llllJ) 11.87 ~ o..iu W8> 
2.18 :!: 0.15e1011) 12. HJ = 11.fiU C HHl.n> 
2.111 = 11.11r. Wll> 1:u.1 = 1.11o1<1118J 
o.nt = o.orJ••• <2·0 7.52.:: u.mi .. W2J 
2.08 :!: 0.00 CU8) ü.81 = 0 .. 18••• (.18J 
2.22 = o.tOCHJ.ll o.tu= o.m:iu• mu 

tUJ1l11ku tix¡iurimuut.a wuru ¡mrforumcl ns dt'scrihml in l\.lnwriuls und M1ithud.1h in 
thu 11ruscncu uf thu dilfortinl nminu ucids nnd nminu ucid dt1rivuth•u.11 (5 ni.MI: 
snrcusiuu WllS usud nt cont'cutrutiuns uf 100 pM in 1, mul 1 111 .. M in 11; ¡:lycinu 25 
µAl (1) ur 1 mM <11>. VulutJs nru thu me1111 ::. s.g.M. uf llirt·e u.,¡mriuuml8 
¡mrfurmud in triplicnt.c. V11hms in p1uenllwse11 ro¡1reseut % uf control vuhma. 
Stntistk11l aiH11Ífic11nL"t! ofdilforencus fr11111 conlrul: ••p < O.O~. •••f• < 0.00 t. 

1972). Since low-nffinity glycine trnnsport wns 38% 
inhibited by 1 mM snrcosine (Table 2), the effect of 0.1, 
0.25, 0.5, nnd 1 mM snrcosine on the kinetics ofglycine 
uptnke wns tested. As shown in Figure 7, high-nfiinity 
uptnke wns completely nbolished nt 0.1 mM snrcosine, 
wherens the low-nffinity component remnined un­
chnnged. At higher concentrntions (1 mM), snrcosine 
slightly inhibited low-nffinity uptnke dueto nn increase 
in Km vnlue which in this condition wns 2.5 ::!: 0.6 mM. · 

DISCUSSION 

We hnve dernonstrnted the presence of specific gly­
cine uptnke in Müller cells from chick retina, benring 
phnrrnncologicnl nnd kinetic chnrncteristics described 
for GLYTl trnnsport system (Liu et ni., 1993). Previous 
studies hnve demonstrnted the eiq>ression of GLYTl in 
nmncrine cells, ns well ns in the outer plexiform !ayer of 
the retina, nnd suggested its nbsence in retina) glin 
(Znfrn et ni., 1995). The lnck of ngreement with our 
results cou)d relate to differences in teclmiques or, 
nlternntively, to species differences, since those studies 
were performed in rnt retina. 

The system we here chnrncterized in Müller cells cnn 
be resolved into two components, n high-nfiinity one 
which could be identified ns n GLYTl type of trnns­
porter by its requirernent for Nn+ ns well ns Cl·, nnrrow 
substrnte specificity nnd ncceptnnce of snrcosine ns n 
high-nffinity substrnte. The low-nffinity one shnres 
chnrncteristics with described system A, since it is 
inhibited by MeAIB nnd AIB, shows Nn+- but not 
Cl·-dependence, exhibits n low Km (Christensen, 1984; 
Znfrn nnd Giménez, 1989), nnd is highly insensitive to 
snrcosine. 

The study of neurotrnnsmitter trnnsporters hns re­
venled thnt the mnin driving force for this process is the 
electrochernicn) grndient of sodium, mnintnined by the 
Nn•/I(+-ATPnse (Krumer, 1994). Glycine trnnsport in 
Müller cells wns shown to be energy dependent since 
metnbolic inhibitors such ns iodoncetnte, potnssium 
cynnide, nnd dinitrophenol, which inhibit ATP produc­
tion nt different levels, diminished trnnsport by lower­
ing the nctivity of the Nn'/K•-ATPnse. Tlús idea is 

•, 
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Fig. 7. Effect of surcosine on U.e kinetics of glycino upt.uke. Müller 
cells w"re incubuled for to mln wilh 0.01-2 111M ¡¡)ycine (J•J-JJ.GJy/Gly 
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unulyzc<l us un Eudie-Hofst.ee plot. Vttluus ure •~xpres~md ns llm 
meun ::t S.E.M. oftwo detenninutions peñon1wd in triplicute. 

supported by the fact that ouabain, which directly 
inhibits Nn+fI<:+-ATPase activity, potently inhibited 
transport. Evidence has nccumulated supporting the 
regulation ofneurotransmitter transporters' activity by 
phosphorylation (Casado et al., 1993; Gomezn et al., 
1991); if such were the case for glycine transport in 
Müller cells, n decrease in ATP production would di­
rectly affect the activity of this system. It is worth 
mentioning thnt high-affini ty uptake showed to be more 
sensitive to chnnges in the electrochemicnl grndient of 
Nn• than low-affinity trnnsport, which could be indicn­
tive of different regulntory mechanisms far the two 
components of this process. On this line, nigericin, 
shown to collnpse the Nn + -grndient (Rodríguez nnd 
Sitges, 1996), inhibited glycine transport in the pres­
ence of Na• (Fig. 6). The slight inlúbition of trnnsport 
by the ionophore in the nbsence ofNn• could be dueto 
the transport of K+, which in turn could induce depolnr­
ization and the re le ase of glycine by nn inverse nctivity 
ofthe transporter (Attwell et ni., 1993). 

In addition to energy-dependent high-affinity uptnke, 
exogenously ndded neurotransmitters can accumulate 
in brain tissue through homoexchange with endog­
enous material (Raiteri et ni., 1975). A partinl contribu­
tion of this process to the pre sen t resul ts cannot be 
ruled-out under our conditions. 

Glutamate, ncting at ionotropic nnd metabotropic 
receptors, is widely accepted ns the main excitatory 
transnútter in the vertical pathway of the retina (Daw 
et nl., 1989). Müller radial glinl cells closely ensheathe 
the excitntory synapses nnd are exposed to glutamate 

relensed by neurons. We hnve previously chnracterized 
NMDA-sensitive glutamate receptors in these cells and 
demonstrnted the nctivation of the phosphoinositide 
cascade (López-Colomé et ni., 1993), the increase in 
AP-1-DNAbinding (López-Colomé et nl., 1994), and the 
regulation of glutamate receptors expression by gluta­
mate (López et al., 1998). GLYTl, specifically GLYTlb, 
has been relnted to NMDA receptors in the CNS, bnsed 
on colocalizntion. The present data demonstrating the 
presence of n glycine transporter bearing the properties 
of GLYTl open the possibility of Müller glin participat­
ing in the modulntion of glutnmate neurotrnnsmission 
in the retina through the regulation of glycine concen­
tration. 

On this mntter, it hns been suggested thnt the glycine 
coagonist site nt the NMDA receptors is saturnted 
under physiologicnl conditions (Thomson et al., 1989); 
however, in cerebellnr granule cells, where GLYTl is 
abundant, the activntion of synaptic currents medinted 
by NMDA receptors cnn be evoked only in the presence 
of added glycine \D'Angelo et ni., 1990), which supports 
nn influence of glycine trnnsport on the nctivity of 
NMDA receptors. Additionnlly, in the retina, the pos­
sible contribution of GLYTl to the regulntion of the 
inhibitory glycine receptors receiving input from ama­
crine cells nt the inner plexiform !ayer should also be 
considered (luvone, 1986). 

The role of the low-affinity uptake systems in the 
removnl of glycine from the synaptic cleft is still un­
clear. This system mny participate, jointly with high­
affinity uptnke, in the elimination of glycine shortly 
nfter its release, when the concentration is high, in 
nddition to serving general metabolic functions similar 
to those proposed in neurons (Johnston nnd !versen, 
1971). 

Glycine could participate in excitotoxic processes 
potentiating the effect of glutnmate on NMDA receptors 
as well ns in the pnthogenesis of disenses related to 
inlúbitory glycine receptors (Simpson et ni., 1995; Lloyd 
et al., 1983). On this line, the pharmacological chnrac­
terization of glycine trnnsporters provides a too! for the 
modification of glycine concentrations through specific 
drugs nffecting glycine reuptnke. 

Tugether with our previous results, the present data 
support a modulntory role far Müller glin in glutamnte­
medinted neurotrnnsmission in the retina, possibly 
through an influence on NMDA receptor nctivity. 
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Abstract 

MUUer glinl cells express two lrnnsport systems for glycine (Gly): one wiUt low affüúty uncl nnoU1er idei1tified ns GL YTI wiUt high 
uffinity; Tite lntter colocalizes wiUt NMDA receptors in Ute CNS. Gly is considered ns nn obligntory cougonist ut NMDA rece¡ttors, ami, 
hence, Ute Gly trnns1mrt system could con tribute to Ute modulation of glutumute (Glu) excillltory trnnsmission in Ute vertical ¡tatltwnys of 
tite retinu. Por Uús renson, Ute regulntion of Gly lrnnsport by cAMP was studied. We report Itere a non-specific effect of MDL-12330A, u 
com1muml reported to inhibit udenylnte cycluse (AC), on Gly trnnsport in MUl!er gliu. This effect might be due to u toxic uction on Ute 
cells, decreusing cell viubility, und not to n specific inhibition of tite ndenylnte cyclase. Non-specific effecl< of Uús drug should be 
considered when Ute ¡tarticipation of cAMP in uny biologicul process is studied. We huve cleurly demonslrn!ed Utal cAMP does not 
participale in Ute regulution of Gly trnnsport in MUller gliu.@ 1999 Published by Elsevier Science B.V. All righl< reserved. 

Keywords: Rudial glia; Chick retinu; Cyclic AMP; Ncurotnmsmittcr uptukc 

Tite fost removal of neurotrm1smit1t:rs from tite synuptic 
clt:ft cWTied ouL by Nn +-dependen! high-nflinity trm1s­
porter proteins locnted on neuronnl ami glinl cells, is 
considered as a major mechtutism for Lite lennianLion of 
synnptic tnmsmission [8]. AILhough Ute reuptake process is 
under physiologicnl control, very Iittle i11formation is cur­
rently nvnilable regardi11g tite possibility of Lite regulation 
of !bese protdns by second messengers. In this regnrd, 
aruchidonic acid, relensed vi11 tite 11ctiv11tion of phospholi­
pnse A 2 , h11s been shown Lo inlúbiL severa) sodium-cou­
pled uptnke systems, including !hose for glycine (Gly) [18] 
1u1d glutmnate (Glu) [ l]. Tite modulntion of Gin Lrlllls­
porters by protein kinase C (PKC) [2,6], mtd Uie regulnLion 
of GABA !rmtsporters by cAMP, hnve 11lso been demon­
strnted [S]. 

To cinte, Lwo differenL Gly !rmtsporters h11ve been cloned: 
GL YT 1, which seems to coloc111ize mainly witlt NMDA 
receptors [15], lllld GL YT2, colocnlized with Lite inltibitory 
Gly receptors [9]. RecenL results from our lnboratory have 

• Corrcsponding uuthor. Fax: + 52·56-22-56-07; E-11111il: 
ucolo111c@ifisiol.muun.111x 

demonstrated tite presence in Müller cells of u Gly trm1s­
port system showing Lwo components, one of high 11flinity 
for Gly mul tutother of lower nftü1ity [4]. Tite high aflinity 
system was chnrncterized tL< GL YT 1, since it is inhibitt:d 
by s11rcosine. In order to explore u possible role for gliul 
Gly Lnutsport in 111oduh1Ling Glu excit11tory tr1u1smission in 
Lite vertic11l puthwuys of tite reti1111, through the rt:gulutio11 
of Uie extrncellul11r conce11tration of Lite coagonist ttL NMDA 
recepLors, Lite regulnLio11 of this trm1sporL systt:m by cAMP 
WtL< studied. 

The compou11d N-(cis-2-phenyl-cyclope11tyl)11z11cy­
clotrideclll\-2-imi11e-hydrochloride [MDL-12330A] h11s 
been shown to inlúbiL specificnlly udenylaLe cycluse ucLiv­
ity in different tissues [14,7], Lltus decreasi11g cdlulnr 
cAMP concen!rntions [13]. We reporL Itere a 11011-specitic 
elfoct of this compound on Gly trtmsport in Müller glia, 
probably Lltrough a toxic nction 011 Ute cells 1u1d 110L 
Lhrough U1e i11hibition of ade11yl11Le cychL,e. 

Primnry culturt:s of Müller gliu were obtai11ed tL' de­
scribed previously [ 11] mtd conllut:nL cell cultures wert: 
ust:d for 1111 expt:riments. 

Tht: upt11ke 11ss11ys Wt:re perfonned 111 37ºC in 0.5 mi of 
Kn:bs-Ringt:r bicnrbon11te buffer (KRB), co11tui11ing (in 
mM): NnCI, 118; KH 2 PO,, 2.0; KCI, 4.7; CnCI 2 , 2.5; 

0006-8993/99/$ • scc front mattcr tC> 1999 Puhlishcd by Etscvicr Scicncc U.V. All rights rcscivcd. 
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MgS04 , 1.4; NaHC03 , 25; glucose, 5.6; pH 7.4. Ali 
sólutions were prepw-ed in double distilled water. Prevfous 
to.:the exp~riment, the growth uÍediuni was removed, 1md 
cultures were rinsed twice with 0.5 mi of prewnrmed KRB 
(37°C). After 5 min, medium wits replnced by 0.5 mi of 
KRB containing [3 H]-Gly /Gly 1 :25000 (Sl" Act. 51.1 
Ci/mmol, Dupont-New Englund Nuclenr), [ H]-Leu/Leu 
1:25000 (Sp. Act. 47 Ci/mmol, Amershwn, Bucks., UK), 
or [3H]o-Asp/D-Asp l:SO (Sp. Act. 27 Ci/mmol, Amer­
shnm). Cullures were incubated for the indicuted periods of 
time in tl1e presence of different drugs in arder to study 
tl1eir efli:ct on trru1sport. At the end of the IL<suy, cells were 
rinsed witl1 3 X 0.5 mi of fresh KRB (2-4ºC), dissolved in 
1 mi of 1 N HCI wul counted for rmlionctivity nfter the 
nddition of 1 mi 1 N NnOH m1d S mi of Tritosol [3] in u 
lic¡uid scintillation counter (Beckrmm). Cell viability w1L< 
nssessed by mem1s of the tryp1u1 blue exclusion technique 
[17]. 

Experiments were carried out in triplicnte, w1d rc:pli­
cnted nl lenst tl1ree . timi:s with diflerent cell cultures. 
Corrections were mude for specific uctivity. The protein 
content WIL< deterrnined for two wells of each plute by the 
metlmd of Lowry et al. [12]. Dntu were ru1ulyzed using tl1e 
INPLOT (version 3.1) progrnm from Grnph PAD software, 
Sw1 Diego, CA. 

In order to determine the intracdlulnr puthwuys in­
volved in tl1e regulntion of Gly tr1msport in Müller cells, 
tl1e purticipntion of cAMP in this process wus studied. Fig. 
1 shows tl1e effoct of ngenL< known to increuse intrn· 
cellulnr cAMP directly, such IL< forskolin m1d cholern toxin 
1u1d ulso of 8-Br-cAMP (Sigma, St. Louis, MO): none of 
tl1ese drugs hnd nny eftect on Gly tr1msport. The ndenylnte 
cycluse inhibitors SQ-22S36 wul MDL-12330A (Reseurch 
Biochemicids Intemntionnl) were nlso tested, mul only the 
lnter showed un inhibitory effect on Gly trm1sport (40% 
inlúbition with respecl to control). Müller cells were then 
incubnted in the presence of incre1tsing concentrations of 
MDL-12330A wul, as shnwn in Fig. 2, nn nppnrent dose­
dependent decre1L<e of Gly trm1sport wns observed, with mi 
IC50 of 50 µM. 

In order to IL<Sess the specificity of this effoct, the 
uptake of other amino ncids by Müller cells WIL< me1tsured 
in tl1e presence of forskolin, SQ-22S36 nnd MDL-12330A. 
The Na+ -independent uptnke of leucine has been shown to 
be regulnted by Cu2 + 1u1d calmodulin [16], whereas the 
Nn+·dependent uptuke of D-aspurtute is regulnted tl1rough 
tl1e activntion of PKC [2]. In botl1 citses, tnmsport w1L< 
inlúbited by MDL-12330A (60% 1md 80%, respectively) 
while forskolin ruul SQ-22536 hnd no effoct (Fig. 3). 

As MDL-12330A seemed to huve n non-specific eflect 
on nmino ucid tr1msport, cell vinbility nfter tl1e treatment 
witl1 this compound (SO µM) wns qmmtilied. The in­
hibitory effect of MDL-12330A nt 20 nún wns not nccom­
panied by u clumge in cell vinbility, however, following 40 
min incubation, inlúbition by tJie drug w1ts nssocinted with 
u marked decline in cell vinbility (30% with respect to 
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Fig. t. Participation of cAMP in tl1c rcgulation of Gly lmnsport. Milllcr 
cells were prcincubutcd with thc indicutcd compounds for 20 min in 
KRB. Sincc MDL-12330A was dissolvcd in DMSO, a control was uddL'l 
witli 10 µl of DMSO in 0.5 mi of KRB. Gly transport assay was tl1cn 
cunicd out for 10 min in KRB witl1 1 mM Oly C[''l-l]·Oly/Gly 1:25000). 
Vulucs are cxprcsscd ns thc me:m±standanl error of thrcc cxpcrlmcnts 
pcrfonncd in 1riplic11tc. • Significmuly diffcrcnt from control ( p < 0.001, 
Studcnt's "t" test). 

control), which cleurly demonstrutes 11 toxic effect of this 
compound (Fig. 4). Cell viubility w1L~ not nffected by 20 or 
40 nún incubution with SQ-22536 (100 µM). 

Our results suggest that the inhibition of' Gly tr1mspnrt 
by MDL-12330A is nol due to iL< reported specitic inhihi· 
tion of' AMP cychtse, but to a non-specilic effect since 
trm1sporters shown to be regulnted by enzymutic pathwuys 
unreluted to cAMP were 1dso inhibited by th" drug. In 
support to tl1is assumption, compounds which stimulute 
cAMP synthesis, such 1L< forskolin ami cholera toxin, ur 
the non-hydrolyzuble cAMP mrnlog 8-Br-cAMP did nut 
modity Gly uptuke. Moreover, SQ-22S36, which hus been 
proposed IL< a more specil1c adenylate cycluse inhibitor 
tl11u1 MDL-12330A (10] did not uJfect Gly (Fig. 1), leucine 
or D·1tspnrl11le tnmsport (Figs. 3 mul 4). Furthennore, ut 
longer periods of' incubation, MDL-12330A ul1i:cts cell 
viability, due lo u toxic effect on tl1e cells. Segnl mul 
Ingbur [ 13] hud previously reported 11 decreitse in cell 
viubility when incubuting rat thymocytes with SO µM 
MDL-12330A for 40 min, hut still reported its inlúbitory 
effects 011 udenylute cyclase at a 2S µM concentration. 

The nature of' th" inhibitory action nf MDL-12330A on 
ndenylate cycllL<e activity is not clear. Guellm:n el al. [7] 
studied udenylate cychL<e activity in rat liver phtsma mem· 
brru1es mul suggested that MDL-12330A inhibition of 
adenylute cychtse is irreversible, since the effect remains in 
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Fig. 4. Effcct of MDL-1233DA on ccll vi;1hility. (A) Cnntml culture nf MUllcr cclls. (ll) MUllcr gli;1culture1útcr trcatmcnt with MDL-12330A 50 µM, 40 
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spite of removal uf the ttgent miel furth"r w1L<hing of th" 
m"mbrimes. Sine" this compound is highly hydrophobic, 
thc:se authors suggestc:cl that iL< irrev.,rsib(., nction could b" 
du" to tt tight bincling to hy<lrophobic compon.,nts of tite 
ad.,nylut" cycluse m"mbrtme compl.,x, ucting ut its cut­
alytic subunit. 

Eluciclation of th" m"chm1ism through which MDL­
l 2330A affocL< ud.,nylnt" cychL<" activity nwaiL< furtlu:r 
invc:stigntion; nevcrthdcss, 11011-spccific cffccts of tltis dntg 
on ali proccsscs unrdatcd to tite cychL<c should be consid· 
crcd wh"n tlt" pnrlicipntiun of cAMP in mty biological 
proccss is studicd. In tl1" pr.,scnt c1L<e, it sccms clcnr tl1ttt 
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cAMP does not participnte ¡I} ti1e\eg41;1ticil} ofCJly triuts-
port in Müller glia. .:~" · 
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Role of Ca2+ and calmodulin-dependent enzymes 
in the regulation of glycine transport in Müller glia 

Ana Gadea,* Edith López,* Arturo Hemández-Cruzt and Ana María López-Colomé*'t 

Instituto de Fisiología Ce/11/m; Departamentos de *Neurociencias ami tBiofisica and tFac11/tad de Medicina, Departamelllo de 

Bioquímica, Apartado, México 

Abstrae! 
Glyclne (Gly) Is considerad an obllgatory co-agonist al NMDA 
receptors. Müller glla from the retina harbor funclional NMDA 
receptors, as well as low and hlgh affinity Gly transporters, the 
later ldentlfled as GL YT1. We here studied !he regulation of 
Gly transport in primary cultures of Müller glia, as this process 
could contribute to the modulation of NMDA receptor aclivity 
al glutamatergic synapses In !he retina. We demonstrate that 
nelther glutamate stimulation nor the activation or inhibition of 
proteln klnases A or C modify transport. In order to assess a 
function for Ca2+ and calmodulin (CaM)-dependent processes 
in the regulation of Gly transport, we explorad the participation 
of Ca2 • concentratlon, CaM and ca2 •1caM-dependent 
enzymes on Gly transportar activity. ATP and carbachol, 
known to Induce Ca2 • waves in Müller cells, as well as 
caffelne-lnduced ca2• ralease from intracellular stores 
stimulated transport, whereas Ca2

• chelatlon by BAPTA-AM 
markedly reduced transport. CaM lnhibitors W-7, ophiobolin A, 

Tite tem1ination of chemical neurotransmission in the CNS 
involves the rapid removal ofneurotransmitter from synapses 
by re-uptake into either the pre-synaptic tenninal or the 
surrounding glia through specific transport systcms. Drugs 
blocking transporter function can influence neural activity by 
increasing the dumtion of neurotransmitter action (Kanncr 
1994). 

Glycine (Gly) plays a double role in the control of 
neuronal excitability. The function of Gly as a classical 
inhibitory neurotrnnsmitter in thc spinal cord, the brain stem 
and the retina, interacting with a chloride-pem1eable ligand­
gatcd receptor competitively antagonized by strychnine is 
wcll established (Aprison 1990). More recently, Gly has 
been shown to function as an obligatory coagonist of 
glutamatc (glu) at N-mcthyl-o-aspartate (NMDA) reccptors 
through a strychnine-insensitive binding site (Flctcher et al. 
1990), thus contributing to the modulation of cxcitatory 
ncurotransmission. 

R-24571 and trifluoperazlne, induced a specific dose-depen­
dent lnhibition of transport. The inhibition of CaMKll by the 
autocamtide-2-related inhibitory peptide or by KN62 causad a 
decrease in transport which, in the case of KN62, was due to 
the abolition of the high affinity componen!, ascribed to 
GL YT1. Our results further suggest that Gly transport is under 
cytoskeletal control, as activation of calpain by major 
increases in [Ca2 ']i induced by ionophores, as well as actin 
destabilization clearly inhibit uptake. We here demonstrate for 
the first time the participation of CaM, CaMKll and the actin 
cytoskeleton in the regulation of Gly transport in glia. Ca2

• 

waves are induced in Müller cells by distinct neuroactive 
compounds released by neurons and glia, hence the regula­
tion of [Gly] by this system may be of physiological relevance 
in the control of retinal excitability. 
Keywords: CaMKll, chick retina, neurotransmitter uptake, 
NMDA receptors, radial glia. 
J. Neurochem. (2002) 80, 634-645. 

An overactivation of NMDA glu rcceptors leads to 
cxcitotoxicity, and has been shown to participatc in ncuro­
dcgcncrativc and convulsive processes in thc CNS (Rothman 
nnd Olncy 1995; Chapman 1998; Dannhardt and Kohl 1998). 
As Gly could contributc to thc ovcractivation of NMDA 
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receptors, its concentration at glutamatergic synapses should 
be tightly regulated. 

In brnin stem and spinal cord, Gly uptake does not 
influence the time course of inhibitory post-synaptic currents 
(Singer and Berger 1999; Titmus el al. 1996), indicating the 
replenishing of neurotransmitter pre-synaptic pool as the 
function of Gly transporters. As a glu co-agonist, the role of 
Gly transportcrs in keeping local extracellular Gly concen­
tration below saturating levels for NMDARs which would 
allow potentiation of receptors by sudden increases of 
extracellular Gly, has been demonstrated both in heterolo­
gous systems, and in brain stem (Supplisson and Bergman 
1997; Bergeron et al. 1998). Such an increase could originate 
either by diffusion from nearby synapses, which is Ca2+­
dependent, or from the Ca2+ -independent reversa( of trans­
port, as observed in ischcmic condition (Baker el al. 1991). 
Ca2+ -indcpendent releas e has bcen ascribcd to glial Gly 
transporters (rcviewed in Gadca and López-Colomé 2001a), 
which have a stoichiometry of 2/Na+/Ci-/Gly, versus neuro­
nal ones, with 3Na+/Ci-/Gly stoichiometry (Roux and 
Supplisson 2000). 

Although rc-uptake is subject to physiological regulation, 
very little information is currently available regarding thc 
role of sccond messcngers in this proccss. Arachidonic acid, 
which may be releascd via phospholipasc A2 activation, has 
becn shown to inhibit severa( sodium-couplcd uptake 
systems, including those for glycine (Zafra el al. 1990) and 
glutamate (Barbour 1989); also, thc regulation of glutamatc 
transportcrs by protein kinasc C (PKC; Casado el al. 1993), 
as well as that of GABA by cAMP has been demonstrated 
(Gomeza el al. 1991 ). 

Two different glycine transporters have been cloned: 
GLYTI, with tliree isofom1s dcrived from altemative splicing 
and/or prometer usage tcnned GLYTla, GLYTlb and 
GLYTI c, inhibitcd by sarcosine and cxprcsscd in glial cclls 
throughout the CNS, and GLYT2, exprcssed predominantly 
in brain stcm and spinal cord, where glycine is considcred the 
major inhibitory neurotransmitter (reviewed in Gadea and 
Lópcz-Colomé 200la). GLYTI thus, shows the expected 
properties for controlling cxtracellular Gly concentration, 
tonically modulating NMDA receptors, whcrcas GLYT2 
could function in Gly accumulation at inhibitory glycincrgic 
synapses. 

In the retina, Müller cells are the most abundan! glial cell 
type, its processes ensheathing excitatory synapses at the 
plexiforrn layers. In addition to their structural and nutritional 
functions, the precise anatomical localization of Müllcr cells 
has suggcsted a role in the modulation of neurotransmission 
(Newman and Reichenbach 1996). In Müller cells we have 
previously characterized two Gly transport systcms showing 
high (Km = 27 ¡tM} and low affinity (Km = 1. 7 mM); the high 
affinity transporter was identified as GLYTI, inhibited by 
sarcosine (Gadea et al. l 999a). As Gly transport systcm in 
thcsc cells could participate in the modulation of glutamate 

Regulotion of glycine uptake in retina! glio 635 

excitatory transmission in the vertical pathways of the retina 
as well as in the terrnination of inhibitory glycinergic 
transmission in this tissue, its regulation by second messcngers 
in confluent monolayer cultures of Müller cells was studied. 
Our data show that glycine transport in these cells is undcr the 
regulation of calcium- and calmodulin- dependen! proccsses. 

Materlals and methods 

Chcmlcals 
[3H]Glycinc was purchascd from Dupont-Ncw England Nuclear 
(Boston, MA, USA; Sp. Act. 42-43.8 Cilmmol). Tissue culture 
reagcnts and plastics wcrc from Gibco (Grand lsland, NY, USA). 
Jasplakinolide was purchased from Molecular Probes (Eugenc, OR, 
USA), the myristoylated autocamtide-2 relatcd inhibitory peptide 
(AIP) and Calpain inhibitors 111 and V wcre from Calbiochem (La 
Jolla, CA, USA). Ali other chemicals and reagents were from Sigma 
(SI Louis, MO, USA). 

Cell culture 
Primary cultures of Milllcr glia were obtained as described 
prcviously (López-Colomé and Romo-De-Vivar 1991 ). Retinas from 
7-day-old chick embryos (Alpes, Puebla, México) were dissected 
and washed in Hanks solution free from Ca" and Mg2• (gil 00 mL): 
NaCI 0.8, KCI 0.04, KH2P04 0.006, Na2HP04 0.0125. phenol red 
0.002, glucose O. l. Tissue was dissociated in 0.25% trypsin, 
followcd by filtration through a 50-¡un mesh nylon net, resuspendcd 
in mínimum cssential mee.Hum (MEM) containing 0.05% glucosc, 
25 mM NaHCO,, 0.0125% gcntamycin. 0.0125% pcnicillin, 
0.0125% strcptomycin. 0.025% neomycin and 10% fetal bovine 
serum (FBS). Cells were scedcd onto 24-well plates at a density of 
2.5 x 105 cells per well. and maintained at 37'C in a humidified 
atmospherc of 5% C02 : 95% air. For intmcellular [Ca2•] measurc­
mcnts, cclls were sccded on #1 round glass coverslips (1.75 x 105 

cclls per well). The purity of thc culture was assessed by glial 
fibrillary acidic protein (GFAP; Bjiirklund et al. 1985) and ncuron­
specific enolasc (NSE) antibodies (Schmcchcl et al. 1980): 95% of 
thc cells wcre GFAr• and NSE- at day 12 i11 \'Ítro, at which cultures 
fonned n contluent monolayer. Medium was changed every other 
day. Confluent cell cultures wcre used for ali cxperiments. 

Primary cultures of ncurons wcrc preparcd from retinas obtaincd 
from 7-day-old chick embryos. Retinas werc incubated for 35 minal 
37ºC in 0.5% trypsin in Ca2•- and Mg2•-rree Honks' solution, and 
mcchnnically dissocintcd. Cells were plated al low density 
(0.6 x 106 cells/dish) on poly-D.L·ornithin-coated 12-well pintes, 
grown in OPTl-MEM-1 (rcduccd serum medium, modification of 
Eaglc's MEM) plus 3% FBS. and maintained al 37ºC in a 
humidificd ntmosphcre of 5% C02 : 95% air. The purity of thc 
culture was dctcnnincd as describcd for glia; as previously reponed 
(Somohano und López-Colomé 1991), more than 90% of the cclls 
wcre NSE• and GFAr- ut day 5 in l'itro, when cultures were used 
for uptakc cxpcrimcnts. 

U ptake experimcnts 
Assays were performed al 37ºC in 0.5 mL of Krebs-Ringer 
bicarbonate buffer (KRB) containing: NnCI 118 mM; KH2P04 

2.0 mM; KCI 4.7 mM; CaCl2 2.5 mM; MgS04 1.4 tmt; NaHC03 
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25 mM; glucose 5.6 mM; pH 7 .4. Ali solutions werc prepared in 
double-distillcd water. Previous lo thc experimenl, the growth 
medium was removed, and cultures werc rinsed twice with 0.5 mL 
ofpre-warmed KRB (37ºC). Afler 5 min, medium wns replaced by 
0.5 mL of KRB containing [3H)Gly/Gly 1 : 25000 (41.l Ci/mmol). 
Cultures were incubated far the indicated period of lime in the 
presence of diJTerenl drugs in order to study their eJTecl on glycine 
transport. 

Al the end of the assay, cells were rinsed with 3 x 0.5 mL of 
fresh KRB (2-4ºC), dissolved in 1 mL of 1 M HC 1 and counted 
far radioactivity afler the addition of 1 mL 1 M NaOH and 5 mL 
of Tritosol (Fricke 1975) in a liquid scintillalion counter 
(Beckman). 

Experiments were carried out in triplicate, and replicated at least 
three times with diJTcrcnt cell cultures. Results are expressed as the 
mean ± SEM of three independent experimenls perfarrned in 
triplicate. Correclions were made for specific activity. 

The protein content was detennined far two wclls of eaclt pinte 
by the method of Lowry et al. (1951). 

Data were analyzed using the INPLOT (version 3.1) program from 
GrapltPad Soflware (San Diego, CA, USA). Student's 1-test was 
applied in most cases, comparing eaclt condition with control. 

Measurement of intracellular Ca2
• concentratlon 

Methods are described in detail elsewhere (Hemandez-Cruz et al. 
1997). Briefly, cells were loaded with fura-2 by incubation witlt the 
aceloxymethyl (AM) ester forrn of the dye (fura-2/AM; Molecular 
Probes, Eugene, OR, USA) al a final concenlralion of2 ¡1M, wilh no 
dispersing agenls added. Cells were allowed lo load for 30-45 min 
al 3 7ºC and then rinsed continuously far 5 min befare the beginning 
of the experimenl. Coverslips conlnining Müller glia were placed in 
a recording cltamber (Mod. RC-25; Warner lnstrurnenls, Hamden, 
CT, USA) on an inverted microscope (Nikon Diaphot TMD; Nikon 
Corp., Tokyo, Japan). 

ca2• levels were detennined by reeording pairs of images with an 
UV objeclive (Nikon UV-F 1 OOX, 1.3 NA.) and an intensified CCD 
camera (c2400-87, Hamamatsu, Bridgewaler, NJ, USA), using 
alternating illumination by two nitrogen pulsed lnsers (Laser 
Science, lnc), luned al 340 nm and 380 nm excilalion, respectively 
(BioLase lmaging, Newton, MA, USA). The sampling role (340/380 
ratioing) was 2.5 Hz. Background images taken al 340 and 380 nm 
illumination were used far on-line background subtraetion. lmagc 
acquisition and processing was controlled witlt Biolnse's FL-2 
soflware. [Cal•], detenninations from the soma of individual cells 
were calculated using tite fonnula: 

(Ca2 +] = Ko(Fr/Fb){R-Rm;")/(Rm.,/R) 

where the dissociation constan! (Ku) of fura-2 far Cal• is 300 nM, 
F1/Fb is the ratio of lluorescence values for Cal•.frce/Cn2•-bound 
indicator al 380 nm excilation, R is the tluorescence ratio at 340/ 
380 nm for thc unknown [Ca2

•], nnd Rmim Rmax are thc ratio offura-
2 tluorcscence nt 340/380 nm of Ca"-free and Ca2•-bound fura-2. 
Tite valucs of Fr!Fb, Rmim and RmH for Ca2

+ wcrc cmpirically 
detennined using calibration solulions containing 50 ¡1M fura-2 
pentapolassium sah (Molecular Probes). and (Cal•) in the range 
0-40 µM. Baseline [Ca,.)1 was defined as the time-averaged [Cal•); 
measured in the absence of stimulalion over a period of 3 min. The 
peak amplitude of lite Cal• transients was mcasurcd as lhe 
diJTerencc between the absolute peak [Cal•); and the resling 

' . - -
bnseline [Ca21;. Daia processing wiis acéomplished with routines 
contiiined in OiuGIN 3, 78 (Microcal Software, Northampton, MA, 
USA). 

Solutions 
Cells were continuously superfused (-1 mUmin) with KRB. Test 
solutions were pressure-applied ( 1 O psi) via independent glnss puJTer 
pipettes (tip diameter - 2 µm), placed within 100 µm from the 
cell(s) under examination. Application of test solutions and drugs 
was controlled by a Picospritzer 11 device (General Valve, Fairfield, 
NJ, USA). Test solutions used were: (i) caJTeine 5 rnM dissolved in 
nonnal saline, and (ii) ionomycin 1 O µM dissolved in normal salinc. 
Experiments were carried out al 22-23ºC. 

Results 

Glyclne transport is not regulated by PKC or PKA 
In order to determine the intracellular pathways involved in 
the regulation of glycine transport in Müller cells, different 
drugs related to second messenger cascadcs wcrc tcstcd. 
Results in Table 1 show that specific PKA and PKC 
activntors or inhibitors had no cffcct on glycine transport. 
The participation of cAMP in this process was exnmined 
by testing the effcct of agents shown to directly increase 
intracellular cAMP, sueh as forskolin and cholera toxin, as 
well as 8-Br-cAMP and tite adenylate cyclnse selective 
inhibitor SQ-22536: nonc of these drugs had an effect on 
glyeine transport. The effcct of MDL-12330 A was nlso 
tried; although 40% inhibition of transport was observed, the 
effcct of the drug showed to be non-speeifie (Gadea el al. 
1999b). 

lncubation of Müller cells with the PKC activators 
phorbol-12-myristate-3-acetate, 1,2-dioctnnoyl-rac-glycerol, 
or the PKC inhibitors staurosporine, H7, chelerytrine nnd 
polymyxin B had no effect on transport. Neither did thc PLC 
inhibitor neomycin (Table 1). 

Regulation of glycine transport by calmodulin 
The participation ofCaM and Ca2+/CaM-dependent enzymes 
in the rcgulation of glycine transport in Müller glia was 
studied. Thc antipsychotic phenotiazinc trifluoperazinc (TFP; 
Wciss et al. 1980), N-(6-aminohexyl)-5-chloro-l-naphtalenc­
sulfonamidc (W-7; Kanamori et al. 1981 ), thc antimycotie 
miconazole derivativc calmidazoluim (R-24571; Gictzcn 
et al. 1981) and thc phytotoxic fungal metabolite ophiobolin 
A (Leung et al. 1984) havc all been rcported to inhibit a 
variety of enzyme reactions and biological processes stim­
ulated by ca2•1caM. All these anticalmodulin drugs inhib­
ited glycine transport. Figure 1 shows dose-rcsponse curves 
for W-7 (maximal inhibition 40%), ophiobolin A (maximal 
inhibition 45%), trifluoperazine (maximal inhibition 80%), 
and R-24571 (maximal inhibition 82%). The IC50s ealculated 
for each case were 40 ± 2.5 ¡1M, 50 ± 1.2 µM, 2.5 ± 0.5 ¡1M 
and 1 ± 0.2 ¡1M, respectively. 
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Table 1 Ellect ol lntracellul~r messeríger·related. drugs on glyclne 
transport In culturad MOllei gllaª · · · - ·· . · · · · 

Testad 
compound 

Forskolln 
8·Br·cAMP 
8·Br·cGMP 
SQ-22536 
HA·1004 
Cholera toxln 
Pertussls toxln 
PMA 
DOG 
Chelerytrine 
Staursporlne 
H·7 
Polymyxln B 
Neomycln 
Mepacrlne 
Okadalc acld 
Deltamethrln 
Cyclosporln A 
Tautomycln 
ML·9 
Wortmannln 
Genlsteln 

7,5 µM 
1 mM 

..• 30 and 'im mln 
eo'mln,'· 

Glyclne uptake 
, (% ol control) 

99"' 4 
98"' 4 

100"' 5 
99"' 6 
98"' 5 

1 ffiM 

100 µM 
100 µM 
1 µg/mL 
1 µg/mL . :jo'anéf'eo mln . 101 "' 6 
0.5 µM · :: 30'and.S0 mln 100 % 8 
100 µgtmL :' 3o·a~C! 6o"m1rí 101 "'4 

>· 30 ¡.'ói:i"so ín1ri. 1 ºº "' 4 1 µM 
100 nM 
50 µM 

400 µM 

. ,.·.' ·'.·:~ ~:~ ~¿:; . ' 1~~:: 
110 µM 
50 µM 
100 nM 
20 µM 
50 nM·20 µM 
300 nM"1 µM 
5 µM·200 µM 
1 jlM 

50 µM 

',tEStt'. I ¡ 
30 and so 'mln 
30 and 60 mln 
30 and 60 mln 
60mln 

·0a"' 7 

99"' 6 
97"' 8 

100"' 4 
30 and 60 mln 101 "'7 
60mln 100%5 

ªMQller cells were pre·lncubated In the presence ol !he lndi· 
catad compounds. Uptake experiments were performed as 
descrlbed In Materials and methods In the presence ol 1 mM glycine. 
HA·l 004, N-(2·Guanldinoethyl)·5·1soquinolinesulfonamlde hydrochlo· 
rlde; S0-22536, 9·(tetrahydro-2-furanyl)·9H-purin-6-amlne; PMA, 
Phorbol 12-myristate 13-acetate; DOG, 1,2-dioctanoyl-rac·glycerol: 
H-7, 1 ·(5·1soquinolinesulfonyl)·2·methylpiperazine dihydrochloride; 
ML·9, 1 ·(5-chloronaphtalene-1-sulfonyl)·l H-hexahydro-1,4-diazeplne. 
Values are expressed as percentage of glycine uptake with respect to 
control and are the mean "' SEM of at leas! three lndependent 
experiments performed in triplicate. No significan! dillerences from 
control were observad. 

Anticalmodulin drugs have bcen shown to interact in a 
calmodulin-indcpendcnt fashion, with severa! othcr proteins 
such as dopamine 02 rcccptors (Wilson et al. 1998) nnd 
NMDA rcceptors (Lidsky et al. 1997). In ordcr to asscss the 
spccificity ofthcsc drugs on glycine transport in Müllcr cclls, 
thc uptake of distinct transmittcr and non-transmittcr amino 
acids was measurcd aftcr treatment with calmodulin-related 
drugs. The rcgulation of the Na+-dependcnt high affinity 
glutamatc/aspartate transporter systcm in Müllcr glia by PKC 
has bccn dcmonstratcd (Gonzálcz et al. 1999) howcvcr, as 
shown in Table 2, pre-incubation of Müllcr cclls with thc 
calmodulin inhibitors R24571, TFP and W-7 dccrcascd 
o-aspartate uptake 49%, 57% and 50%, rcspcctivcly. The 
Na+-indepcndcnt uptakc of leucinc has bcen shown to be 
rcgulated by Ca2+ and calmodulin in Chang livcr cclls 
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Flg. 1 lnvolvement ol calmodulin In the regulatlon ol glyclne transport 
In MQller cells. Confluent cultures were pre-lncubated with increaslng 
concentratlons ol R·24571 (maximal lnhibltion 82%, IC50 1 "' 0.2 µM), 
trlfluoperazlne (TFP; maximal lnhlbitlon 80%, IC50 2.5 "' 0.5 ¡1M), W-7 
(maxlmal lnhibltion 40%, IC50 40 ± 2.5 µM) or ophiobolin A (maximal 
lnhlbition 45%, IC50 50 ± 1.2 µM) for 20 min The transport assay was 
carried out In the presence of 1 mM glycine for 1 O min as described In 
Materials and melhods. Values are expressed as the mean ± SEM ol 
lhree experimenls performed in triplicate. IC50s were calcu/ated in 
each case using the INPLOT (version 3.1) program from GraphPad 
software. 

(Takadcra and Mohri 1985), whcrcas thc Na+- and 
Cl-·dcpcndcnt uptakc of GABA in astrocytcs is rcgulatcd 
through thc activation of PKC (Gomcza et al. 1991). 
Prc-incubation of Müller cclls with thc inhibitors did not 
affcct GABA or leucine uptake. 

The re-uptakc of Gly from the synaptic clcft is undcrtakcn 
by glia as wcll as the neuronal pre-synaptic tcrminals, hcncc, 
the involvemcnt of calmodulin in the regulation of glycinc 
transport in cultured neurons from thc retina was also 
evaluatcd. Prc-incubation ofncurons with calmodulin-rclated 
drugs had no cffcct on glycinc transport (Table 2). 

Rcgulation of glycinc transport by Ca2+ 
As calmodulin is activatcd by calcium, we tcsted thc cffcct of 
dantrolcne ( 1 mM), which blocks intraccllular calcium rclcase 
in somc prcparations, thapsigargin (2 pM), inhibitor of thc 
cndoplasmic rcticulum Ca2 + -ATPascs, thc cxtraccllular Ca2+ 
chelator EGTA (1 mM in nominally Ca2+·frcc buffer), and thc 
intracellular Ca2

' chclator BAPTA-AM (10 ~lM in nominally 
Ca2+.frcc buffer plus 0.5 mM EGTA), on glycine transpon in 
Müllcr glia. As shown in Table 3, only BAPTA-AM inhibitcd 
glycinc transport (40%). 

In arder to activate calmodulin and presumably stimulatc 
uptakc, cclls wcrc incubated with the calcium ionophorcs 
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Table 2 Elfecl al calmodulln and CaMKll lnhlbllors on lhe uplake al o-aspartale, leucine and GABA in Müller celis and on glycine uplake In relinal 
neuronsª 

Control R24571 TFP .W-7 

o-aspartale uplake 100 = 9 50.2 = 8.7 43.02 ± 3.2• 50.0 = 2.0• 
(% of control) 

Leucine uplake 100 = 8.9 71.6=14.1 81.3 ± 10.0 83.5 = 8.7 
(% of control) 

GABA uplake 100 = 5.4 87.0 = 12.8 97.2 ± 7.4 . 99;1 = 4.8 
{% of control) .. 

Neuronal Gly uplake 100: 17 95.9 = 22 86.1 ± 16 96.8 = 15 
{% of control) 

ªMülier cells were pre-lncubated wllh 5 µM R-24571, 25 µM lrllluoperazine (TFP), or 10 µt.t W-7 for 20 mln The transport assay was then carried out 
lor 1 o mln In KRB conlainlng 1 mt.t leuclne, 5 mM o-aspartale or 1 mM GABA. Cullured neurons were pre-lncubated with lhese compounds ror 
20 min, Gly transport assay was carried oul as described In Malerlals and melhods In lhe presence al 1 mM glyclne lor 1 O mln. Values are 
expressed as percentage ol control: SEM ol lhree lndependent experlmenls perlormed In triplicale. •s1gnlllcanlly difieren! lrom control (p < 0.001, 
Sludenl's Mesl). 

Table 3 Role ol lnlraceliular and extraceliular ca•• In lhe regulatlon ol 
glyclne transport in Müller cellsª 

Control 
EGTA 
BAPTA·AM 
Danlroiene 
Thapslgargln 

Glyclne uptake (% of control) 

100 = 4 
101=5 
59 = 7• 

95 = 4 
104:7 

ªMüller glia cultures were pre-lncubaled In nomlnaliy Ca .. ·free KRB 
wllh 1 mM EGTA ar 10 11M BAPTA-AM plus 0.5 mM EGTA lor 30 mln. 
30 µM danlrolene or 2 mM lhapslgargln were testad In normal KRB for 
30 mln. Uplake experlmenls were perlormed as descrlbed In Malerlals 
and melhods In lhe presence ol 1 mt.t glyclne lar 10 mln. Values are 
the mean : SEM ol lhree lrlplicale experlmenls. •s1gnllicanlly difieren! 
lrom control (p < 0.001, Sludent's 1-lest). 

A23 l 87 (10 µM) and ionomycin (10 ¡1M). Contrary to thc 
cxpected result, both ionophores strongly inhibited glycine 
transport in the prcsence of Ca2+ (60% and 78%, respcc­
tively; Fig. 2). 

Elevation of intracellular Ca2+ by high K+, glutamatc, 
carbachol or ATP stimulation, as well as by caffeine has been 
demonstrated in Müller cells (Wakakura nnd Yamamoto 
1994; Keirstead and Miller 1995, 1997; Newman and Zahs 
1997). In arder to explore thc effect of a moderate increase in 
[Ca2

•]; on glycine transport, 5 mM caffeine, 2 mM cnrbachol 
or 1 mM ATP were tested. As seen in Table 4, in this 
condition caffeine, cnrbachol and ATP incrcascd glycinc 
transport by 50, 65 and 30%, respcctivcly. Caffcine-induced 
stimulation of glycinc transport was prcvcnted by prior 
incubation with 2 µM thapsigargin. The possibility of Gly 
transport regulation by glutamate receptor activity was also 
explorcd. Glutamate or the glu receptor agonists NMDA, 

12.5 

:E 10.0 
.f! E 
:r ::! .,_:;:. 7.5 
"!! .. a. 
.E "' 
~~ 
CI ~ 

5.D 

.:. 2.5 

o.o 
lonomycln 

Fig. 2 Elfect of lhe ca>+ ionophores A-23187 and ionomycin on gly­
cine uplake in Mülier cells. Mülier celis were incubaled for 15 min wilh 
10 I'" A-23187 or 1 O 11M ionomycin in KRB conlaining 2.5 mM CaCl2 

(salid bars) or in nominaliy Ca2"-free KRB (dolled bars). Uplake 
experiments were performed as described In Materials and methods in 
the presence of 1 mM glycine fer 10 min. Values are the mean ± 

SEM ol four lriplicale determinallons. 'Slgnilicanlly difieren! from 
control (p < 0.001, Sludenl's t-tesl). 

KA, AMPA, L-AP4 and t-ACPD had no effect on Gly 
transport (Table 4). 

Tite opposite effects of caffeine and ionomycin on glycine 
transport could be due to differenccs in thc intracellular 
[Ca2 +) increase induced by these agenls. As shown in Fig. 3, 
ionomycin elicited a pronounced and sustained intracellular 
Ca2 + increase in ali the cells cxamined (11 = 60). Caffcine 
wns less consistent in raising inlemal calcium, producing a 
smaller and transient calcium incrcase in 45% of the cclls 
tested (11 = 155). Thc peak amplitude of the ca2

• increase 
elicitcd by ionomycin was 703 ± 55 nM, whcreas that for 
caffeine was 315 ± 23 nM (Fig. 7c). 

1-luge increases in [Ca2
•); such as thosc induccd by 

ionomycin may be more relatcd to pathological titan to 
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Table 4 Effect of gllal calclum wave:lnduclng agents on glyclne 
transport In MOller-cellsª - ----

Control 100"' a-
Caffelne 150"' 14" 
Thapsl + Caffelne - 101%10" 
ATP 165"' 2a• 
Carbachol 130"' 7• 
Glu 106;. 9 
NMDA 93"' 10 
AMPA 102"' 9 
KA 104"' 13 
L·AP4 98"' B 
t·ACPD 95"' 14 

ªMüller cells were pre·lncubated wllh 5 mM calfelne, 1 mM ATP or 
2 mM carbachol for 15 mln In nomlnally ca•• ·free KRB plus 0.5 mM 
EGTA. When testad together, 5 mM caflelne was added followlng 
15 mln pre·lncubation with 2 µM thapsigargln In ca•• ·free KRB plus 
0.5 mM EGTA. In another set of experiments, Müller cells were 
pre-lncubated wlth 1 mM glutamate (Gtu), N-methyl·D·aspartate 
(NMDA), alpha·amino·3·hydroxy·5·methylisoxazole-4-propionlc acid 
(AMPA), kainale (KA), L(+)·2-amlno·4·phosphonobutyrlc acld (L·AP4), 
or lrans·aminocyclopentane-1,3·dlcarboxyllc acld (l·ACPD) for 1 h In 
KRB. Uptake experiments were perlormed as described in Materials 
and methods In the presence of 1 mM glyclne. Values are the mean "' 
SEM ol al leas! three experiments performed in trlpllcate. "Slgniiicanliy 
difieren! from control (p < 0.005, Student's Mest). ºSignilicanliy dil· 
lerent from caflelne (p < 0.005, Student's Mest). 

physiological conditions. On this linc, elcvatcd [Ca2+]i 
associatcd with specific brain pathologics has becn shown 
to activatc the intraccllular cysteinc protease calpain in glial 
cclls (Du et al. 1999; Shiclds and Banik 1999). Figure 4 
shows that whilc thc serine proteasc inhibitor phenyl­
methylsulfonyl fluoridc (PMSF) has no cffect on transport, 
prc-incubation of Müllcr cclls with a proteasc inhibitor 
cocktail (PIC) or with the ccll permeable calpain inhibitors 
111 and V, decrcases by 30% and 37%, respectively, thc 
ionomycin-induced inhibition. 

Regulation of glycinc transport by the actin cytoskeleton 
Severa( calpain-mediatcd processes such as thc proteolysis of 
cytoskelctal components havc becn dcscribcd in glial cells 
(Finkbcincr 1993). Actin as well as thc actin-binding 
cytoskelctal protcins fodrin (spcctrin) and ankyrin are major 
substrates for calpain (Villa et al. 1998). Additionally, reccnt 
studies have shown ankyrin and fodrin to possess high­
affinity binding sitcs for integral mcmbrane proteins and to 
be involvcd in the rcgulation of membrane protein functions 
(Milis and Mande( 1994; Beck and Nclson 1996), including 
transport (Nelson and 1-lammerton 1989; Handlogten et al. 
1996; Zharikov and Block 2000). Destabilization of actin in 
Müller cells by pre-treatment with 10 ~lM cytochalasin B or 
D, alkaloids which promete actin disassembly by inhibiting 

200 
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Ffg. 3 intracellular JCa2 "J lncrease eiicited by caflelne and ionomycln 
in Müller cells. lntracellular Ca2

• concentration measurements were 
performed as described in Materials and methods. Traces obtalned 
from lwo representativa cells are shown. (a) lonomycin~induced Ca2

• 

increase in one Müller cell. (b) Cafleine-lnduced ca•• increase in one 
Müller cell. (e) Average peak amplitude of the Ca2+ increase induced 
by ionomycln and caffelne. Data represen! the mean response ± SEM 
of 60 cells treated with ionomycin and 62 cells responsiva to caflelne. 

new filament growth (Coopcr 1987), had an inhibitory effect 
on glycine transport (41% and 50%, respcctively). This effect 
was dccreased by prior incubation with thc cell pem1eable 
actin-stabilizing peptide jasplakinolide ( 1 ~lM; Bubb et al. 
1994; Fig. 5). Colchicinc (25 ~lM), a microtubule depoly­
merizing agent, did not modify glycine transport. 

Participation of CaM-dcpendent enzymes 
in the regulation of glycine transport 
Among the ca2•1caM-regulated kinases and phosphatases, 
CaMKII, myosin light chain kinase (MLCK) and calcincurin 
(CaN, protcin phosphatasc-28) are cxpressed in glial cclls 
and havc becn shown to interne! with thc cytoskeleton 
(Edelman et al. 1992; Vinade et al. 1997; Cetrina et al. 
1998; Matsuda et al. 1998; Takeuchi et al. 2000; Vallano 
et al. 2000). The MLCK inhibitor ML-9 and the CaN 
inhibitors deltamethrin and cyclosporin A had no effect on 
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Flg. 4 The lnhibilory eflecl ol ionomycin on glycine lransporl is pre· 
ventad by calpaln lnhibilors 111 and V. Cullures were lncubated for 
90 mln wllh 50 ¡1M Calpaln inhibilor 111, V or phenylmethylsullonyl flu· 
oride (PMSF) 0.5 mM before 10 ¡1M lonomycln was added for furlher 
15 min. In control experimenls, cells were lncubaled for 90 min wilh 
lhe lnhlbllors. The transport assay was carrled out as described In 
Malerlals and methods In the presence ol 1 mM glyclne for 1 o mln 
Values are the mean ± SEM ol lhree determlnallons performed In 
lrlpllcate. 'Slgnillcanlly difieren! from lonomycln (p < 0.001, Sludent's 
/·test). 

glycine transport (Table 1). Thc CaMKII inhibitor KN62 
inhibitcd glycinc trnnsport (maximal inhibition 40%) with a 
calculatcd IC50 of 20 ± 1.3 µM (Fig. 6a). KN62 has bccn 
rcportcd to inhibit also CaMKIV hcncc, thc cffcct of thc 
myristoylatcd autocamtidc-2 rclatcd inhibitory pcptidc (AIP), 
a highly spccific inhibitor of CaMKII (lshida el al, 1995) 
was tcstcd. As shown in Fig. 6(b), thc AIP had a similar 
cffcct to KN62 on Gly trnnsport. 

l 
i i 

Flg. 5 lnvolvemenl of lhe aclin cyloskelelon in lhe regulallon of gly· 
cine lransport In Müller glia. Cultures were pre·lncubaled for 2 h wilh 
1 O µM cytochalasin B, 1 O 11M cytochalasin O or 25 ¡1M colchlclne, or 1 h 
wilh 1 11M jasplaklnolide (JK). When testad together, jasplakinolide was 
added 30 mln prior lo cytochalasln D. The lransport assay was carrled 
out as described In Malerials and melhods In lhe presence of 1 mM 
glyclne for 1 o min. Values are lhe mean ± SEM of lhree determina· 
lions performed In lripllcale. 'Signllicanlly difieren! from control 
(p < 0.001, Sludenl's f.lesl). "Slgnilicanlly dilferent from cylochalasin 
O (p < 0.001, Sludenl's f.lest). 
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Ffg. 6 Regulalion of glycine lransport by CaMKll in Müiler cells. 
(a) Confluent cuilures were pre·incubated wilh lncreaslng concenlra­
llons of KN62 (maximal inhibilion 40%, IC50 20 ± 1.3 11M). The trans­
port assay was carried out as described in Malerials and melhods in 
lhe presence of 1 mM glyclne for 1 O min. Values are expressed as lhe 
mean ± SEM of three experiments performed in triplicate. IC50s were 
calculated in each case using the INPLOT (version 3.1) program lrom 
GraphPad software. (b) Confluenl cullures were pre·lncubaled wilh 
50 ¡1M AIP (myrisloylated autocamlide·2 relatad inhibilory peplide) for 
the indicated time. Values are the mean ± SEM of two triplicate 
determinations. "Significanlly dilferenl from control (p < 0.001, 
Studenl's t-test). 

In arder to explore thc mechanism by which CaMKII 
inhibits Gly transport, we studied the effect of KN62 on Gly 
transport kinetics. Eadic-Hofstee analysis of the saturation 
curve revcalcd that 40 µM KN62 abolishcs the high affinity 
component attributed to GLYTI (Fig. 7). KN62 did not 
affect lcucine, GABA or o-aspartate uptakc in Müller glia, 
nor glycinc uptake by retina! ncurons (data not shown). 

Discusslon 

Thc main finding of this work is that, unlikc transport 
systems fer thc ncurotransmittcr amino acids GABA and 
glutamate which are rcgulatcd by cAMP and/or PKC in CNS 
ncurons and glia (Casado el al. 1991, 1993; Gomcza e/ al. 
1994; Dowd and Robinson 1996; Conradt and Stoffel 1997; 
Davis el al. 1 998; Gonzálcz el al. 1999), glycine transport in 
Müllercells is rcgulated by Ca2+/CaM activation ofCaMKll. 
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Flg. 7 Abollllon of hlgh afflnlty Gly transport by the CaMKll lnhlbitor 
KN62. Confluent cultures were pre-lncubated with different concen· 
trallons of glyclne at concentrallons ranglng from 0.01 mM to 2 mM 
([3 H)·Gly/Gly 1 : 5000). When treated wlth KN62 40 11M, cells were 
pre·lncubated with the compound for 20 mln. Eadie-Hofstee analysls 
(control = dashed line; KN62 = solld Une) and klnellc parameters were 
calculated In each case uslng the INPLOT (verslon 3.1) program from 
Graph PAD Software. Values are the mean ± SEM of two tripllcate 
determlnallons. •. Control: Km 1 = 27 µM, Km2 = 1.7 mM, Vmaxt = 
3 nmoVmg proV10 mln, Vmax• = 30 nmol/mg proV10 mln; O, 
KN62 40 mm: Km = 1.5 mM, Vma• = 30 nmol/mg proV1 O mln. 

Morcovcr, nlthough the activity of recombinan! GLYTlb 
cxprcssed in HEK239 cells is decrcascd by PKC activntion 
(Sato et al. 1995). ncithcr thc activation nor thc inhibition of 
this cnzyme or changes in eAMP conccntration modify Gly 
transport in rctinal Müller cells. 

We previously chnracterizcd specific high affinity glycine 
transporters in Müller cells from the chick retina, identified 
as GLYTI (Gadea et al. 1999a). The results from this work 
demonstrate for the first time that Gly tmnsport in Müller 
cells is regulated by intracellular Ca2

+ and cahnodulin, as 
activity is stimulated by Ca2

+ release from intraccllular stores 
and decrcased by specific ealmodulin antagonists as well 
as by the intracellular calcium chclator BAPTA-AM. 
Ca2 

... /calmodulin complex modulates the activity of severa! 
enzymes including CaM-dependent protein kinases, protein 
phosphatases, adenylyl cyclascs and phosphodicsterases 
(Van Eldik et al. 1982). CaM also regulates the activity of 
nitric oxide synthase (Abu-Soud et al. 1994; Stuehr 1999); 
howevcr, in our system, the NOS inhibitor, L-nitroarginine 
did not affeet glycine transport (data not shown). The 
calmodulin inhibitors used in this work have often been 
rcported as potent inhibitors of Ca2+ /calmodulin phospho­
dicsterases, thereforc increasing cyclic nucleotide concentra­
tions (Van Bclle 1984; Van Stavercn et al. 2001). Wc here 
dcmonstrate that raising cGMP or cAMP concentrations does 
not modify transport. Our results also indicate that protein 
phosphatases 1, 2A and 28, as well as adenylyl cyclascs are 
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not involved in the regulation of glycine transport, as okadaic 
acid, deltamethrin, tatitomycin and AC activators or inhib­
itors failed to nffect uptake (Table 1 ) . 

CaMKII is particularly importan! in the brain due to its 
involvement in the development of LTP as well as in 
NMDA-activation of AMPA receptors (Soderling et al. 
1994). In contras!, although its activity has been detccted 
in astrocytes (Babcock-Atkinson et al. 1989), very little 
evidence on the role of CaMKll in glial cells is available. 
Evidence exists for CaMKll participation in glial processes 
including the regulation of the cytoskeleton by selective 
phosphorylation of the intcrmediate filament proteins GFAP 
nnd vimcntin (Yano et al. 1994; lnagaki et al. 1997), 
protection from apoptosis, phosphorylation of PEA-15 
(Kubes et al. 1998), and the rcgulation of phospholipid 
metabolism through the activation of Pl3 K (Communi et al. 
1999). Our data clearly dcmonstratc that high affinity 
transport is abolishcd upan inhibition of CaMKll by 
KN62. As conscnsus motifs for CaMKll phosphorylation 
have not bccn found in GLYTI (Liu et al. 1993; Sato et al. 
1995), direct phosphorylation of thc transportcr sccms 
unlikely. Thc modulation of transport by CaMKll might 
thcreforc involve an indircct mechanism as shown for othcr 
Na ... /Ci--dcpendent transportcrs (reviewed in Gadea and 
López-Colomé 200lb), e.g. activation ofa signaling systcm 
which subsequcntly modulates glycine transporter, or the 
phosphorylation of cytoskeletal proteins implicated in the 
trafficking and/or clustering of the transporters. 

Although both ncurons and glia express calmodulin and 
calmodulin-depcndcnt enzymes, we hcre show the lack of 
e!Tect of calmodulin (Table 2) and CnMKll inhibitors on 
neuronal glycine transport, which could relate to the 
diffcrential expression and subcellular loeation of CaMKll 
isoforms in neurons and glia. In neurons, the predominan! 
fom1s are ex and p, with minar amounts of 1i and y, whereas 
in astrocytes only 1i2, y13 and y A are prescnt. Additionnlly, the 
y subunits associate to the particulate fraction in neurons, 
whcrcas in glia thcy locatc to the cytoplasmic fraction 
(Vallano et al. 2000). Discrepancy could also arise from 
structural differcnces betwcen transporters and/or thcir 
coupling to distinct membrane proteins. 

The gcneration of Ca2
+ wavcs by a number of stimuli has 

bccn demonstratcd in glial cells. In the retina, Ca2
+ waves 

propagatcd through astrocytcs and Müllcr cells modify the 
light-evoked spikc activity in nearby neurons (Newman and 
Zahs 1998). The propagation of glial calcium waves was 
initially ascribed to the generation and further diffusion of 
inositol trisphosphate (IP3) through gap junctions (Sanderson 
et al. 1994; Leybaert et al. 1998). More recent evidence 
shows the involvemcnt of an extracellular pathway in wave 
propagation, indepcndent from cell/cell contact (Hassinger 
et al. 1996; Guthrie et al. 1999) or gap junctional coupling 
(Guan et al. 1997; John et al. 1999). The messenger has 
been shown to be ATP, as Ca2

+ wave propagation releases 
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ATP from glial cells (Cetrina el al. 1998; Wnng el al. 2000), 
and ATP receptor nntagonists and apyrase block this process 
in cultured astrocytes (Guan el al. 1997; Cetrina et al. 1998, 
2000). In the rat retina, wave propagation involves both 
intracellular and extracellular mechanisms (Ncwman 2001): 
nstrocytes mainly use intracellular messenger diffusion, 
whereas from astrocytes to Müller cells nnd from Müller 
cells to other Müller cells, wnves are propagated primnrily by 
the relense of ATP acting on purinergic receptors (Li et al. 
2000; Pnnnicke et al. 2000). We demonstrate here thnt agents 
shown to trigger cnlcium waves in Müller glin under 
physiological conditions (through Ca2+ release from intra­
cellulnr pools), such as ATP nnd cnrbachol, stimulnte glycine 
trnnsport; this effect was also induced by caffeine (Table 4). 
These results suggest that glial cnlcium waves could modulate 
retina( excitability by regulating extracellular glycine con­
centration, in addition to the release of neuroactive 
compounds (Newman and Zahs 1998; lnnocenti el al. 2000). 

The stimulation of Gly transport by caffeine, carbachol 
and ATP and its inhibition by BAPTA-AM revenled the 
requirement of intracellular Cn2+ for activnting CaM, as 
inhibiting CaM also decreases transport. A glutamate­
induced increase in intracellular [Ca2+] has been reported 
in rabbit and salamander Müllcr cells (Wakakura nnd 
Ynmamoto 1994; Keirstcad and Miller 1997). Our data 
showing the lack of effect of GluR agonists on Gly transport 
(Table 4) and intracellular [Ca1+] (data not shown) are in 
ngreement with those from Ncwman and Zahs ( 1997), which 
demonstrate the induction of Ca2+ waves in rat Müllcr glial 
cells by ATP, carbachol and phenylephrinc, but not by 
glutamnte (Malchow and Ramsey 1999; Newman 2001 ). 

In contras! with cnffeine, incrcnsing interna( calcium with 
A-23187 or ionomycin inhibits transport (Fig. 2). As shown 
by intracellular [Cn2+] measuremcnts, caffeinc induces a 
transient elevntion in [Ca2+]¡ which declines in the presence 
of the drug, due to the depletion of the intracellulnr store, 
whereas ionomycin evokes a greater and sustained elevation 
thnt persists even upon withdrawal of the ionophore (Fig. 3). 
Based on the high-affinity of CaM for Ca2+ (Kd "'100 nM), 
the moderate incrcase in intrncellular [Ca2+] induced by 
cnffeine, may actívate the membrane-bound inducible form 
of CnMKll (Braun and Schulman 1995) whieh in tum 
nctivates the transporter (directly or indirectly). The higher 
increase in [Ca2+]¡ by ionophores nctivates proteases includ­
ing calpain, with lower affinity for Ca1+. In chieken skeletal 
muscle, three calpains have been described: high-m-calpain, 
m-calpain and µ-calpain, whose calcium requirements for 
half maximal activity are 3.8 mM, 420 ¡1M and 5 ¡1M, 
respectively (Wolfc et al. 1989). 

The activation of proteases by raises in [Ca2+]¡ may be 
more related to pathological than to physiological conditions. 
On this mattcr, exposure of astrocytes to ischnemic condi­
tions has been shown to trigger an [Ca2+:J¡ elevation due to 
the nctivation of voltage-gated Ca2+ ehannels ns well as to 

Ca2+ relense form intraeellular pools (Verkhratsky nnd 
Kettenmann 1996). In the present study, we demonstrate 
that the inhibition of Gly transport by A23 l 87 and ionomy­
cin, is a result of Ca2+-activation of proteases. Proteolysis 
due to Cn2+ influx has been observed in rat optic nerve, 
spinal cord nnd peripheral nerve glial cells (Schlaepfer and 
Zimmerman 1981 ). Moreover, an nctivation of calpain due to 
Ca2+ entry through voltage-gated Ca2+ channels has been 
shown to inerease GFAP immunoreaetivity in astrocytes, 
following spinal cord injury (Du el al. 1999). Similar 
activntion of ealpain by ischemic insults has been described 
in retina( neurons (Snkamoto et al. 2000), and eould also 
occur in Müller glia, which bares distinct types of voltage­
gated Ca2+ channels (Puro et al. 1996; Bringmann et al. 
2000). Our results demonstrate that glycine transport is 
inhibited by the activation of calpain, whose major substrates 
are cytoskeletnl elements, suggesting a link between the 
cytoskeleton and the regulation of glycine transporters. 

In addition to calpain (Banik et al. 1991; Perlmuttcr et al. 
1990), glia contnins severa( Cn2+ -activntcd pratenses, capnble 
of irreversibly nltering glial cytoskeleton (Legrand et al. 
1991; Whitaker el al. 1991). As the nddition of calpain 
inhibitors did not preven! completely the inhibition of Gly 
transport by ionomycin, the involvement of additional 
pratenses must be considered. 

The mechnnism underlying the modulation of Gly trans­
port by the actin cytoskelcton remains to be established; 
howevcr, it can be proposcd that glycinc transporters bind to 
actin filaments or to nctin binding proteins. Consequently, 
disruption of actin filaments by cytochalasin or proteolysis of 
the nctin binding proteins such as fodrin or ank")'rin by cnlpain 
might dccrease the stability of glycinc transporters in the cell 
mcmbrane and alter their number or activity. In support of 
this nssumption, calpain-mediatcd proteolysis of fodrin 
inhibits L-arginine transport in pulmonary artcry endothclial 
cells (Zharikov nnd Block 2000). Altcmativcly, CnMKll 
activity and translocation to the mcmbrane could be affectcd 
by thc disruption of thc actin cytoskclcton. On this rcgard, 
the synaptic clustcring of CaMKll, a core componen! of the 
post-synaptic density (PSD), is complctcly dependen! on an 
intact actin cytoskeleton (Allison et al. 2000). Ca2+ signaling 
in astrocytes, including the propagation of Ca2+ wavcs, is 
also related to actin dynamics as cytochalasins have been 
shown to impair these processes (Cetrina et al. 1998). In this 
context, it is intcrcsting to spcculate that as calmodulin 
inhibitors nlso affcctcd o-aspartatc but not GABA or lcucinc 
uptake (Table 2), glycinc and o-aspartatc transport systems, 
although spccifically rcgulatcd by CaMKll and PKC, 
respectively, could sharc a common cytoskclctal link undcr 
the control of CaM-dcpendcnt cnzymcs. 

Findings from this work furthcr support an active partic­
ipation of Müllcr glia in thc rcgulation of retina( ncurotrans­
mission, as it dcmonstratcs that physiological variations in 
Ca2+ concentration due to calcium-wavcs in these cells 

© 2002 Intcmational Socicty for Ncurochcmistry. Joumal of Neuroclwmistry, 80. 634-645 

133 



(Finkbeiner 1993) may control the concentration of neuro­
active compounds at synaptic sites through the differential 
regulation oftransporter systems. Localization ofGLYTI at 
the inner plexifom1 !ayer (Pow and 1-Jendrickson 1999) where 
retina! ganglion cells receive glycinergic synaptic inputs 
from amacrine cells supports this idea (Lukasiewicz and 
Roeder 1995), although immunocytochemical studies ltave 
failed to identify Gly transporters in Müller glia i11 si/u (Reye 
et al. 2001 ). Importantly, Gly concentration at the synaptic 
cleft might influence the activity of NMDA receptors within 
tite excitatory vertical pathways of tite retina, and migltt also 

contribute to regulatc the activity of inhibitory glyeine 
rcceptors at tite inncr plexiform !ayer (Wu and Maple 1998). 
Studies undcr way are aimed to detcm1ine tite molecular 
mecltanism relating calmodulin, CaMKII and cytoskelctal 
elemcnts in tite control of Gly transport in Müller cclls from 
thc retina. 
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The termination of chemical neurotransmission in the 
CNS involves the rapid removal of neurotransmitter from 
synapses by specific transport systems. Such mecha­
nism aparates far the three majar amino acid neurotrans­
mitters glutamate, -y-aminobutyric acid (GASA) and gly­
cine. To date, five different high-affinity Na+ -dependent 
glutamate (Glu) transporters have been clonad: GL T1, 
GLAST, EAAC1, EAAT4 and EAAT5. The first two are 
expressed mainly by glial cells, and seem to be the 
predominant Glu transporters in the brain. A majar func­
tion of Glu uptake in the nervous system is to prevent 
extracellular Glu concentrations from raising to neuro­
toxic levels in which glial transporters seem to play a 
critica! role in protecting neurons from glutamate­
induced excitotoxicity. Under particular conditions, glial 
GluTs have been shown to ralease Glu by reversa! of 
activity, in a Ca2 + - and energy-independent fashion. Fur­
thermore, an activity of these transporters as ion chan­
nels or transducing units coupled to G-proteins has re­
cently been reportad. The localization, stoichiometry, 
and regulation of glial GluTs are outlined, as well as their 
possible contributions to nervous system diseases as 
ALS, AD and ischemic damage. J. Neurosci. Res. 63: 
453-460, 2001. O 2001 Wiley-Liss, lnc. 

Key words: neurotransmitter uptake; neuron-glia inter­
action; second messengers; membrana protein; synaptic 
modulation 

Neurons and glia accumulate neurotr:msmitters by a 
sodium dependent cotransport proccss. The Na+ IK+ -
A TPase genera tes an inwardly dirccted clectrochenúcal 
sodiun-i gradient, used by severa! neurotransrnitter carricrs 
to drivc the transport of thcse compounds against thcir 
concentration gradient (Kanner, 1983, 1989). Thc uptakc 
of neurotransmitters by their transporters located in the 
plasma mcmbrane of nerve terminals and glial cells plays an 
important role in the tcrmination of synaptic transnússion, 
and is also thought to provide synaptic insulation by 
preventing ncurotransnútter sprcad to nearby synapscs. 

The most important amino acids subserving neuro­
transmitter functions in the CNS are 'Y-anúnobutyric acid 

e 2001 Wilcy-Liss, lnc. 

(GABA) and glycine acting as inhibitory neurotransmit­
ters, and glutamic acid acting as an excitatory neurotrans­
mitter. Glycine also participates in excitatory ncurotrans­
nússion, as a coagonist of glutamate at N-methyl-D­
aspartate (NMDA) receptors. 

This review, divided in three sections, gathers ex­
perimental evidence far the presence of glial transporters 
far these ncurotransmitters, and discusses the possible 
physiological implications of uptakc systems in the mod­
ulation of nonnal and pathological neurotransnússion. 

Glutamate Transporters 
Glutamate (Glu) is the main excitatory neurotrans­

mitter in the brain and the retina, and has been shown to 
cxert its action through the activation of specific iono­
tropic and metabotropic receptors (Meldrum, 2000). The 
cxcessive release of glutamate is an early and critica! event 
in thc Ca2 + -mediated death of neurons, and has been 
implicated in neurodegenerative proccsses associated with 
ischenúa, epilepsy, and other neuropathological condi­
tions (Matute et al., 1999; Shaw, 1999; Grcene, 1999; 
Nicoletti et al., 1999; Chapman 2000). Thc postsynaptic 
actions of glutamatc are rapidly ternúnated by high affinity 
glutamate uptake into neurons and glial cclls (Kanner, 
1993; Kanai et al., 1993; Danbolt, 1994) that is a Na+ - and 
K+ -coupled process (Nicholls and Atwell, 1990). The 
high affinity, Na·•·-dependent excitatory amino acid 
(EAA) transportcrs constitute a hctcrogeneous group ini­
tially detincd by phannacological pretiles (Robinson et al., 
1991). To date, fivc differcnt high-affinity Na+ - depen­
dcnt Glu transportcrs havc been cloned: EAACl (Kanai 
and Heideger, 1992), GL T1 (Pines et al., 1992), GLAST 
(Storck et al., 1992), EAAT4 (Fainnan et al., 1995) and 
EAA TS (Arriza et al., 1997). Severa! studies on their 
localization and functional roles have becn done to un-
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PAEP-201332. 

*Corrcspondencc to: Ana María Lópcz-Colomé. lrutituto de FUologia 
Celular, UNAM, Apartado Postal 70-253, 04510, D.F., Mcxico. 
E-mail: acolo1nc@ifuiol.un;1m.nuc 

Rcccivcd 10 Novcmbcr 2000; Acccptcd 17 Novcmbcr 2000 

137 



454 Gadca and Lópcz-Colomé 
;.·. __ ,'_ ·."-

derstand their possible differential contributions to synap­
tic tr:111smission in nom1al and pathological conditions, as 
will be discussed. 

Tissue and Cell Localization 
The EAAC1 carrier, first cloned from the rabbit 

intestine, seemed to be quite abundant in brain, although 
relatively high levels of expression were also detected 
outside the nervous system in kidney, heart, muscle, lung, 
placenta and liver (Kanai and Heideger, 1992; Danbolt et 
al., 1992; Asta et al., 1983; Tanaka, 1993; Meister et al., 
1993; Dall'Arriza et al., 1994; Kanai et al., 1994; Torp et 
al., 1994; M ukainaka et al., 1995; Nakayama et al., 1996; 
Arriza et al., 1997). In contrast, GL T1 and GLAST were 
considered as nervous system-specific proteins based on 
immunocytochemical and histochemical localization 
(Rothstein et al., 1994). The cognate 111.R.NAs, however, 
were also faund in peripheral tissues (Arriza et al., 1994; 
Krischner et al., 1994; Mrnfras et al., 1994; Tanaka, 1994; 
Nakayama et al., 1996). In the brain, the mRNA encoding 
EAAT4 is mainly confined to the cerebellar Purkinje 
dcndritcs (Yamada et al., 1996; Dehnes et al., 1998), and 
EAA T5 mRNA is sclcctivcly expressed by the retina, 
mainly localized to Müllcr cclls (Arriza et al., 1997). Thc 
functional relevancc of thcsc transporters is presently un­
clear. 

In addition to the five Na+ -dependcnt Glu trans­
porters, evidence exists far two chloride-dependent trans­
port processes far Glu in glioma cells and astrocytes in 
primary culture (Kimelbcrg, 1979), and in partially puri­
fied rat brain synaptosomes (Zaczcc et al., 1987). 

Within the brain, in situ hybridization showcd lo­
calization ofEAAC1 to glutamatergic neurons, ofGLAST 
to cerebcllar Bergmann glia and of GL Tl to astrocytcs. 
More recent inmunocytochemical studies, using antipep­
tide antibodies directed to the C-tcrnúnal domain of each 
transporter, have demonstrated a more complcx pattcrn. 

In addition to glutamatergic neurons, EAACl is also 
present in GABAcrgic neurons such as cercbellar Purkinje 
cclls :111d spinal cord ventral horn cells (Rothstcin et al., 
1994; Velaz-Faircloth, 1996). It is also expresscd in somc 
brain astroglial cells (Conti et al., 1998). In the retina, this 
transporter is located to horizontal, amacrine, and ganglion 
ce lis (Rauen and Kanner, 1994; Sch ultz and Stell, 1996). 

Inununocytochenúcally, GL T1 and GLAST were 
detccted exclusivcly in glial cells (Danbolt et al., 1992; 
Levy et al., 1993; Lehre et al., 1995). GL Tl was faund 
restricted to astrocytes throughout the central ncrvous 
system, hippocampus and cerebral cortex showing the 
highest conccntration. These results were confirmed, us­
ing antibodies to synthetic peptides corresponding to 
GL T1 amino acid residues 12-26, 493-508 and 559-573, 
and GLAST anúno acid residues 522-541 and 504-518 
(Rothstein et al., 1994; Lehre et al., 1995; Schmitt et al., 
1997). The highest concentrations ofGLAST are faund in 
the Bergmann glia of the cercbellum. In the adult brain, 
astrocytic membrancs facing nerve terminals, axons and 
spines, show highcr density of GL Tl :111d GLAST than 
those facing capillaries, pia ar stem dcndrites, which is 

consistent with the importance of astrocytic tr:msporters 
far Glu clearance from the extracellular space after synaptic 
transmission (Chaudhry et al., 1995). In the retina, 
GLAST irrununoreactivity and the corresponding mRNA 
were detected in astrocytcs, Müller cells and pigment 
epithelium, but not in neurons or lnicroglia (Otori et al., 
1994; Derouiche and Rauen, 1995; Lehrc et al., 1997); in 
contrast, GL T1 is expressed in different types of bipolar 
cells and in some amacrine cells, but not in Müller cells or 
other rctinal glia (Rauen and Kanner, 1994; Rauen et al., 
1996). Moreover, GLTl mRNA expression (but not the 
protein) in hippocampal pyramidal cells (Schmitt et al., 
1997; Torp et al., 1997), as well as neuronal expression of 
GL Tl, have been demonstrated aftcr ischenúc insult 
(Martín et al., 1997). GL T1 is also expresscd in microcul­
tures of hippocampal neurons (Mennerick et al., 1998). 
Recently, a transient expression of GL Tl by neurons in 
the devcloping brain was demonstrated, suggesting the 
participation of this transporter in the topographic orga­
nization of the brain (Northington et al., 1999). 

Oligodendroglia is devoid ofGLAST or GLTl in rat 
brain (Chaudhry et al., 1995), although mRNAs far 
GLAST and to a smallcr extent far GL Tl, were expressed 
in ali types of rat cultured glia including oligodendrocytcs 
(Kondo et al., 1995). 

GLT1 and GLAST protcins are cocxpressed in the 
same astrocytes, the ratio of expression varying in different 
regions, depending on thc particular type of adjacent glu­
tamatcrgic synapsc (Chaudhry et al., 1995; Lchrc et al., 
1995; Haugeto et al., 1996). Selcctive in vivo knockout of 
individual Glu transporters has providcd additional proof 
supporting astroglial uptake of Glu by GL T1 and GLAST 
as thc main 111cchanis111 in the clearance of this neurotrans­
mittcr and thcrefare, in protecting neurons from Glu 
excitotoxicity (Rothstein et al., 1996; see below). 

Stoichiometry and Channel Properties 
Thc uptake of Glu is couplcd to thc inward move­

n1ent oftwo or three Na+ plus one H+, and the outward 
transport of one K+ (Zerangue and Kavanaugh, 1996). 
Although neurotransnútter transporters and ligand-gated 
ion channels are gcnerally considered structur:tlly and 
functionally distinct, the association of channel-like ion 
fluxes with neurotransmitter transport indicates that carri­
ers may be more similar to channels than was thought 
previously (rcviewed in Lester et al., 1994; Sonders and 
Amara, 1996; DeFelice et al., 1996). 

Recent studies in human cortex and cerebellum 
cloned transporters demonstrate that che transport of Glu 
by ali the five known subtypes ofGluTs is associatcd with 
a Ci-conductance (revised in Seal and Amara, 1999) rap­
idly activated by Glu and dependcnt on Na+, but not 
thermodynamically coupled to the transport process 
(Wadichc et al., 1995). The cxtent of Cl- conductance 
varies dramatically within different transporter subtypes: 
far GLAST, GL Tl and EAACl the chloride flux is a 
rclativcly small component of thc current, whereas far 
neuronal transportcrs EAA T4 and EAA T5, the anion flux 
is almost complctely responsible far the current elicited by 
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the substrate: Far EAAT4, 95% of the current generated 
by the transporter arises from C 1 - movement (Fainnan et 
al., 1995). The anion conductance associated to Glu trans­
port in glial cells could prevent reduction in the ratc of 
transport due to the depolarization resulting from clectro­
genic Glu uptake, thus having an influence in the regula­
tion of general excitability. 

An intercsting feature correlating transporters and 
channcls is the presencc in EAAT5, of a PDZ binding 
motif at the C-terminus domain, identificd prcviously in 
NMDARs and K+ channels, which has bcen implicatcd in 
receptor and ion channel clustcring at the synapsc, thus 
suggesting EAA T5 participation in signa) transduction ac­
tivation (Arriza et al., 1997). 

In retina( glial (Müller) cells, Glu activares an out­
ward current at positive potentials, which rcsults from an 
anionic conductancc associated with GluTs (Eliasof and 
Jahr, 1996). Such currcnt is activated by extracellular Glu 
during uptake and by intracellular Glu during relcasc by 
rcversed opcration of thc carrier, unlike Glu receptor­
gated channcls (Billups et al., 1996). Also in Müllcr cells, 
Na+ carries a currcnt in the absence of Glu, which has 
been interpreted as an uncoupled movcment of Na+ 
through the transporter (Schwartz and Tachibana, 1990). 

From thc first report on the purification of a Glu 
transporter (Danbolt et al., 1990), an oligomeric structure 
for these protcins lus been suggested. Cross-linking ofGlu 
transporter p!"nteins in intact membranes, detergent ex­
tracts, liposomes cont:iining active reconstituted Glu trans­
porters, and transfocted HeLa cells, clearly showed the 
presence of GLAST, GL Tl, and EAACl multimers 
(Haugeto et al., 1996). Trimers are predominant in the 
case of GLTl, whereas GLAST and EAAT4 (Dehncs et 
al., 1998), may also existas dimers. In vivo, GLTl and 
GLAST seem to existas homo-oligomcrs, because they do 
not associate despite their conunon location. A very rccent 
work has shown a pentameric structure for human neu­
ronal Glu transporter EAAT3, the human homolg of 
EAACl (Eskandari et al., 2000). lt is yet unclcar whcther 
substrate-driving ions share a single permeation pathway 
with the anion current, or if a single transporter protein 
has multiple ion permeation pathways. On this matter, 
agents affecting the translocation of the substrate do not 
alter the anion conductance, suggesting that transport and 
anion-penneation are separare processes that undergo in­
depcndent regulation (Trotti et al., 1998). Future studies 
on the oligo111eric structure of these transporters may 
revea( the answer. 

Regulation of Gluta1nate Transporters 
Thc modulation ofGlu transporters activity has been 

demonstrated in different model systems. A series of re­
ports (Drejcr et al., 1983; Voisin et al., 1993; Gegelashvili 
et al., 1997) suggest that a molecule(s) secreted by neurons, 
Glu included, could uprcgulatc Glu transporter activity in 
glial cells. A 70% decrease in D-aspartate uptake in striatum 
1 O days afi:er cortical lesions was reversed by the applica­
tion of gangliosides, despite the dramatic loss of glutama­
tergic synapses; reduction in uptake capacity was ascribed 
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to astrocytes due to a chronic deficit of Glu or other 
factors normally secreted by neurons (Shifman, 1991). 
Later results have shown glutamatergic deafferentation to 
reduce glial GL Tl and GLAST but not neuronal EAACl 
(Levy et al., 1995; Ginsberg et al., 1995). In agreement 
with these results, in the absencc of neurons, cultured 
astrocytes express only GLAST, whercas in the presence of 
neurons GL Tl is also expressed ami the expression of 
GLAST is increased (Swanson et al., 1997; Schlag et al., 
1998). Moreover, thc exposure of cortical astroglial cul­
tures to pituitary adenylatc cyclasc-activating polypeptide 
(PACAP) orto neuron-conditioned medium (NCM) in­
creased the expression of GL Tl, GLAST and glutamine 
synthctasc (GS); the cffect was inhibited by PACAP­
inactivating antibodies or by PACAP receptor antagonists 
(Figiel and Engele, 2000). These results imply that 
PACAP cxcrts its actions on glial Glu turnover through 
PACl rcceptors, inducing the expression of GLAST vía 
activation of PKA signaling pathways, and of GL Tl vía 
both, PKA and PKC pathways. Furthcr evidence has 
shown that neuronal soluble factors determine the induc­
tion of GL Tl in cortical astrocytcs through a signaling 
pathway involving the activation of p42/ 44 MAPK (mi­
togen activated protein kinase) and CR.EM (cyclic aden­
osine monophosphate responsive element modulator) and 
ATF-1 (activating transcription factor-!) by tyrphostin­
sensitive receptor tyrosine kinases (R TK; Gegelashvili et 
al., 2000). Thcse studies suggest that GL Tl and GLAST 
expression is regulated independently by diffusible mole­
culcs secretcd by neurons. 

Glutamate has bcen shown to regulare Glu transport. 
Expression of GLAST protein in cultured astrocytes is 
increascd upan prolongcd exposurc to Glu or kainate. In 
dBcAMP-treated astrocytcs, characterizt:d by increased 
Glu uptake capacity, alpha-anúno-3-hydroxy-5-mt:thyl-
4-isoxazolc propionic acid (AMPA) and (±)-1-
anúnocyclopentanc-trans-l ,3-dicarboxylic acid (t-ACPD) 
induce a further uprcgulation of GLAST and the corrc­
sponding mRNA, respcctively (Gcgelashvili et al., 1996). 
Recent studies demonstratc that glutamate-induced up­
rcgulation of Glu uptake by astrocytes is a result of in­
creased cell-surface expression of GLAST, mcdiated by 
actin cytoskcleton-dependent translocation of the trans­
porter to (or decrcascd rcmoval from) the cell membrane. 
Thc effect of Glu was mimicked by o-aspartate, inhibited 
by cytochalasins, blocked in Na+ -free medium, but not 
affectcd by Glu receptor antagonists (Duan et al., 1999). 
Prcincubation of cultured astrocytes with Glu has also 
been reported to reduce extraccllular Glu concentrations 
\'{e and Sonthcimer, 1999); interestingly, this effect is 
núnúcked by mctabotropic Glu receptor agonists, but is 
not blocked by metabotropic receptor antago1ústs. This 
effect could be mediated by a substrate-stimulated increase 
in transporter activity, because severa! metabotropic ago­
nists are substrates far the transporters (Y e and Sonthei­
mer, 1998). In C6 glioma cells expressing EAACl, acti­
vation ofprotein kinasc C (PKC) leads to the translocation 
of the transporter from the intracellular compartment to 
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the cell surface, whereas the PI3K inhibitor wortmannin 
decreases membrane EAAC1 in C6 glioma cells (Davis et 
al., 1998). Also, in BTC4 glioma cells, which intrinsically 
express EAAT4, incubation with Glu or other transport­
able substrates induces the redistribution of the protein 
from the cytoplasm to the plasmamembrane (Gegelashvili 
et al., 2000). Marie and Attwell (1999) have recently 
demonstratcd an incrcase in GLAST affinity for Glu by 
disrupting thc intcraction between an intraccllular protein 
and the last eight amino acids ofthe GLAST C-terminus, 
which bares similarity with the PDZ binding domain of 
ion channcls C-termini. lt is tcmpting to speculate that the 
interaction of GluTs with membrane proteins of the 
SNAl~E system, could control the subcellular localization 
of Glu transporters and modulate thcir activity. 

Signaling molecu!es including PKC, arachidonic 
acid and cytokines have been shown to regulate GluTs 
activity. An increase in brain GL Tl activity u pon activa­
tion uf PKC (Casado et al., 1993), as well as a decrease in 
the activity of the human homologue of GL Tl ha ve been 
demonstratcd (Gane! and Crosson, 1998). In C6 glioma 
cells, a rapid stimulation ofGlu transport by phorbol esters, 
attributed to EAAC1, has becn observed (Dowd and Rob­
inson, 1996). GLAST activity, howcver, is inhibited by 
phosphorylation at a non-PKC consensus site (Conradt 
and Stoeffel, 1997). Arachidonic acid has also been re­
portcd to inhibit severa! sodium-depcndent amino acid 
transporters including those for Glu, glycinc and GABA 
(Rhoads et al., 1983; Barbour et al., 1989; Zafra et al., 
1990). These results indicate that transporter subtypes are 
rcgulated by distinct cell-type spccific mechanisms. 

An intcrcsting question to be solved by future re­
search is whether Glu transportcrs themsclves may serve as 
signa! transducing units as proposed (Gegelashvili and Sc­
housboe, 1998), based on the observation that the third 
intracellular domain uf GLAST, GL T-1, and EAAC1 
contain a similar motifto that in IGF-11 and cx-adrenergic 
receptors that binds Gcx subunits of G-protcins. 

Glial Glutamate Transporters in Disease 
Protection ofneurons from Glu-induced excitotoxicity 

by GluTs was first demonstrated in organotypic rat spinal 
cord cultures (Rothstein et al., 1993), in which the identity of 
the Glu transporter involved was detennined using antisense 
oligonucleotides directed to the N-tenninal segment of the 
cloned Glu transporters (Rothstein et al., 1996). Oligonucle­
otidcs directcd to glial transporters GLT1 and GLAST but 
not to neuronal EAAC 1 induced spccific degeneration of 
motor neurons; thus glial, and not neuronal Glu transport­
ers seem to protect neurons from Glu excitotoxicity. Re­
cent studies demonstrated that GL Tl knockout mice, 
show lethal spontaneous seizures, sclectivc neuronal de­
generation in hippocampus, and increascd susceptibility to 
acute cortical injury (Tanaka et al., 1997). In contrast, 
EAACl knockout mice diffcr from controls only in a 
reduction in locomotor activity (Peghini et al., 1997). 
Hence EAAC1 might have a function other than the 
stringent regulation ofsynaptic Glu concentration. In fact, 
glial transporters GL Tl and to a lesser extent GLAST, 

contribute largely to the maintenance of the tonic cere­
brospinal Glu concentration, whereas the contribution of 
neuronal EAAC1 is negligible (Rothstein et al., 1996). 

Duc to the critica! role ofthe high-affinity GluTs in 
the maintenance of [Glu]0 below neurotoxic levels, alter­
ation of thcir function or expression levels may contribute 
to the postischemic vulnerability of ncurons. A decrease in 
GL Tl mRNA and protein was observed in rat hippocam­
pal CA 1 region after transient forebrain ischemia (Torp et 
al., 1995), whercas the expression ofGLAST and EAAC1 
werc unaltcred, hence, thc high scnsitivity of neurons in 
this condition could relate to the decrease in the glial 
transporter GL Tl. Further on, the exprcssion of GL Tl 
protcin in CA 1 was unchanged during the inunediate 
postischemic period, decreasing markedly from Days 2 to 
4, whereas in CA3, a progressivc incrcasc in GLT1 protein 
was observed (Bruhn et al., 2000). Rcduction in the 
cxpression uf GL Tl in CA 1 shown in this study, was 
ascribed to degencration of CA 1 pyramidal ncurons, 
whereas the conconútant postischemic upregulation of 
Glu uptake in CA3 astrocytes could explain the relative 
resistance of pyramidal neurons from this region to isch­
emic damagc. These findings are in kceping with previous 
work demonstrating simultaneous stimulation of ATPase 
activity and Glu uptake in cu!tured rat cortical astrocytes 
after sublethal ischemic insult (Stanimirovic et al., 1997) 
that clearly shows that glial cells undergo adaptive­
protective responses to ischcnúa (for revicw sec Ottersen 
et al., 1996). 

Oxidative stress is associated with severa! brain pa­
thologies leading to acute or chronic neurodcgeneration. 
lncreasing evidencc indicates that distinct Glu transporters 
are targets for biological oxidants and share one or more 
oxidant-vulnerable sites (Trotti et al., 1998). The activity 
of GLT1, GLAST and EAAC1 are equally inhibited by 
oxidants vía a direct action on the transporter protein, 
consistent with the regulation of Glu uptake by the redox 
statc of reactive cysteine residues in the transporter mol­
ecule (Trotti et al., 1 997). 

Glial GL Tl malfunction has been implicated in the 
pathogenesis of amyotrophic lateral sclerosis (ALS; Bristol 
and Rothstcin, 1996). A reduction in Glu uptake was 
found in synaptosomes obtained from postmortem ALS 
material, ascribed to a major and specific decrease in GL Tl 
protein from the motor cortex (>70%) and spinal cord 
(57% Rothstein et al., 1995), due to defective translational 
or post-translational mechanisms. In keeping with this 
idea, trans~enic núce overexpressing mutant human 
Cu2 + /Zn2 ·· superoxide dismutase (SOD1), implied in 
some familia! forms of ALS, dcvclop ALS symptoms par­
allcl to loss of activity of GL Tl by excessive nitration 
(Rothstcin et al., 1996). The presencc of abnonnal GL Tl 
mRNA in ALS postmortem material, however, has rc­
ccntly been reported (Lin et al., 1998). 

Severa! studics ha ve demonstrated that Na+ -
dependent Glu uptake is decrcased in tissues obtaincd from 
patients suffcring from Alzheimer disease (AD; Masliah et 
al., 1996). The participation ofj3-amyloid pcptide (j3A) in 
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the ncuropathology of AD, including free radical injury 
and excitotoxicity is widely documented. Treatment of 
neuron/astrocyte ce-cultures with j3A has been shown to 
increasc thc vulnerability of neurons to Glu-induced cell 
death (Koh et al., 1990), probably due to inhibition of 
astrocyte Glu transporters by j3A (Harris et al., 1996). A 
more recent study shows significant inhibition of L-Glu 
uptake by j3A (25-35) in rat hippocampal astrocyte cul­
tures, prevcnted by the antioxidant Trolox, as well as by 
the 13-amyloid peptide precursor (APP; Masliah et al., 
2000), ascribed to astroglial GLAST and GL Tl decrease. 
The levcls of mR.NA expression were not altered, how­
ever, suggcsting an etfect rclated to post-transcriptional 
mechanisms or to the trafficking of the transportcr to thc 
membrane. Secreted products resulting from APP prote­
olysis have been shown to alter Glu transporter function 
via protein kinase A (PKA)- and PKC-dependent path­
ways. Astroglial Glu transporters are inihibited by ¡3A but 
stimulated by cxA (Masliah et al., 1 998). Although this 
finding suggests that aberrantly processed APP núght im­
pair astroglial Glu uptake contributing to the neurodegcn­
crative process in AD (Li et al., 1997), recent data dem­
onstrate individual variations in the expression of GL Tl 
and GLAST protein in human autopsy samples, with no 
significant correlation to AD (Beckstrom et al., 1999). 

Glutamate taken up by glial cells is converted by 
glutamine synthetase (GS), an enzyme confined to glial 
cells, into glutamine that is released, taken up by neurons 
and converted to Glu by phosphate-activated glutaminasc, 
allowing the recycling of this transnútter. Additionally, 
glial uptake of Glu has bcen shown to stimulate glycolysis 
and to trigger thc cxport of lactate, subserving a detoxifi­
cation pathway far Glu in astrocytcs and an efficient 
cner!,')' source far neurons respcctivcly (Hertz et al., 1999), 
thus protecting neurons from glucose deprivation and 
hypoxic episodes (lzunú et al., 1997). Recently, a com­
mon transcriptional rcgulation of GLAST and GS induc­
ible by cortisol has been demonstrated, which could reflcct 
a requirement for coordinated regulation of uptake and 
degradation systems for Glu in glia (Rauen and Wicssner, 
2000). 

As mentioned above, GLAST is the predominant 
transporter expressed by retina! Miiller cclls, and has bcen 
shown to play an important role in excitatory transmission 
in the retina, because Glu uptake by these cells dominatcs 
total retina! Glu uptake (Rauen et al., 1998). On this linc, 
although GLAST mutant núce clectroretinogram shows 
normal a-wave (that reflects the activity of photorecep­
tors), the b-wave originated mainly in Miiller cells is 
attenuated by more than 50% as compared to wild-typc 
micc (Ha rada et al., 1998). Also in these mutants, ischemic 
retina! damagc is exaccrbated. Signaling fonn photorecep­
tors to bipolar cells through graded potentials Guusola, 
1996), requires clearance of Glu from thc synaptic clcft, 
which clearly underlines the cssential role of GLAST in 
shaping the time course of synaptic transmission at the 
photorcceptor-bipolar synapse. 
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Evidcnce for Glu release by the reversa! of uptake 
undcr physiological conditions comes from studics in 
salamander Müller cells, showing the stimulation of Glu 
uptakc aftcr a raise in intracellular K+ concentration, due 
to the coupling ofK+ extrusion to the inward cotransport 
of Glu and Na+ (Barbour et al., 1988; Szatkowski et al., 
1990; Holopainen and Kontro, 1990). The reversa! of Glu 
uptake could contribute to excitotoxicity under condi­
tions of encrgy failure, such as ischemia (Atwell et al., 
1993; Kanai et al., 1995) due to a significant local increase 
in extracellular Glu concentration. 

Studies reviewcd here, clearly underline a prevalent 
role far glial Glu transporters in the 1naintenance and 
modubtion of synaptic transmission. 
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The termination of chemical neurotransmission in the 
central nervous system (CNS) involves the rapid removal 
of neurotransmitter from synapses. This is fulfilled by 
specific transport systems in neurons and glia, including 
those far 'Y-aminobutyric acid (GABA), the main inhibitory 
neurotransmitter in the brain. Glial cells express the 
clonad Na+ 1c1--dependent, high-affinity GABA trans­
porters (GATs) GAT1, GAT2, and GAT3, as well as the 
Jow-affinity transportar BGT1. In situ hybridization and 
immunocytochemistry have revealed that each trans­
portar shows distinct regional distribution in the brain 
and the retina. The neuronal vs. glial localization of the 
different transporters is not clear-cut, and variations ac­
cording to species, neighboring excitatory synapses, and 
developmental stage have been reportad. The localiza­
tion, stoichiometry, and regulation of glial GATs are out­
lined, and the participation of these structures in devel­
opment, osmoregulation, and neuroprotection are 
discussed. A decrease in GABAergic neurotransmission 
has been implicated in the pathophysiology of several 
CNS disorders, particularly in epilepsy. Since drugs 
which selectively inhibit glial but not neuronal GABA up­
take exert anticonvulsant activity, clearly the establish­
ment of the molecular mechanisms controlling GATs in 
glial cells will be an aid in the chemical treatment of 
severa! CNS-related diseases. J. Neurosci. Res. 63: 
461-468, 2001. O 2001 Wiley-Llss, lnc. 

Key words: neurotransmitter uptake; neuron-glia inter­
action; second messengers; membrana protein; synaptic 
modulation 

GABA TRANSPORTERS 
'Y-anúnobutyric acid (GABA) is the majar inhibitory 

neurotransnútter in the central nervous system and has a 
widespread distribution in the adult brain. The rapid ter­
núnation ofGABA transmission is achieved through high­
affinity GABA transport into both GABAergic neurons 
and glial cclls (Schousboe et al., 1983; Schousboe and 
Wcstergaard, 1995). 

The cloning of GABA (Guastella et al., 1990) and 
norcpinephrine (Pacholczyk et al., 1991) transporters al­
lowed the subscquent isolation of related cDNAs which 

O 2001 Wilcy-Liss, Inc. 

constitutc the Na+ /Cl- -dependent neurotransmitter 
transportcr superfanúly. The members ofthis superfanúly 
share a sinúlar membrane topology arranged in 12 trans­
mcmbrane domains, N- and C-tennini on the cytoplasmic 
side, anda potcntial glycosylation sequence between trans­
membrane helices 111 and IV (far revicw, see Kanner, 
1994; Nelson and Lill, 1994; Uh! and Johnson, 1994). 
Molecular cloning studies have revealed the existence of 
thrce high-affinity subtypes of GABA transporters in the 
rat and human brain: GATl, GAT2, and GAT3 (Borden 
et al., 1992, 1995a; Guastella et al., 1990), and one of 
lower affinity, BGT-1 (Yamauchi et al., 1992). 

Tissue and Cell Localization 
Severa! studies have addressed the tissue and cellular 

distribution of GABA transporters. The GABA transport­
crs (GATs) GATl and GAT3 are expressed exclusively in 
the central nervous system (CNS), whereas GAT2 :md 
BGTl are also present in peripheral tissues, mainly liver 
and kidney (Clark et al., 1992; Borden et al., 1994; Guas­
tella et al., 1990; Jursky et al., 1994; Liu et al., 1993; 
Nelson et al., 1990; Rasola et al., 1995; Yamauchi et al., 
1992). The presence ofGABA uptake systems in glial cells 
was first demonstratcd by autoradiographic studies show­
ing (3 H]j3-alanine uptakc in cortical slices and synapto­
somc preparations (Schon and Kelly, 1975), as well as in 
astrocytc primary cultures (Hertz et al., 1978; Balear et al., 
1979); phannacological studics also showed that GABA 
transport in culturcd astrocytes from diffcrent brain re­
gions (Hosli and Hosli, 1979) as well as to membrane 
vesicles dcrived from cortical astrocytes, is highly sensitive 
to 13-alanine (Mabjecsh et al., 1992) and other GABA 
analogues (Schousboe et al., 1978). 

GABA transporters do not follow a specific cell type 
expression pattern. Although GATl has long been con-
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sidered a neuronal GABA transporter ([versen and Kelly, 
1975; Mabjeesh et al., 1992). recent studies have clearly 
shown its presence in distal astrocytic processes of ali the 
rat brain regions examined so far (cerebral cortex: Minelli 
et al., 1995; retina: Johnson et al., 1996; hippocampus: 
R.ibak et al., 1996a; cerebellum: R.attray and Priestley, 
1993; R.ibak et al., 1996b; thalamus: DeBiasi et al., 1998). 
GAT1 has been also localized to astrocytic processes in 
human and in monkey cerebral cortex (Conti et al., 1998); 
therefore, the astrocytic localization of GAT1 seems to be 
a consistent fea tu re in the mammalian cortex. GA T3 is 
mainly expressed by glial cells in the brain and the retina, 
but neuronal expression has also been demonstrated, par­
ticularly in the latter (Clark et al., 1992; Durkin et al., 
1995; Yang et al., 1997; Johnson et al., 1996; R.ibak et al., 
1996a; Durkin et al., 1995; Borden et al., 1995a). GAT2 
was proposed to have a nutritional role and to perfarm 
non-neuronal functions since it was first localized to cells 
of the leptomeninges, choroid plexus, and ependyma in 
the brain (lkegaki et al., 1994; Durkin et al., 1995), and to 
the pigment and ciliary body epithclia in the retina 
(Honda et al., 1995;Johnson et al., 1996), but its presence 
in neurons and glial cells has been further demonstrated 
(Borden et al., 1995a; Conti et al., 1999; Voutsinos et al., 
1998; Obata et al., 1997; Zhao et al., 2000; R.edecker, 
1999). A role far GAT2 in development has also been 
proposed, since mR.NA far this protein is more abundant 
in neonatal titan in adult mouse brain (Liu et al., 1993). 
BGT1 is most probably a glial transporter, since its tran­
scripts were observed in type 1 and type 2 astrocyte 
cultures, but not in neuronal cell cultures (Borden et al., 
1995a); its presence in the brain has been related with 
osmoregulation (Borden et al., 1995b; Lopez-Corcuera et 
al., 1992; R.asola et al., 1995; Bitoun and Tappaz, 2000). 

Presynaptic localization of GAT1 by in si tu hybrid­
ization and immunocytochemistry in GABAergic neurons 
has been shown, corrclated or not with the presence of 
GABA and GAD67 (glutamic acid decarhoxylase; Radian 
et al., 1990; Durkin et al., 1995; Augood et al., 1995). 

In the cerebral cortex of adult rats, GATl exhibits 
the highest levcl of expression, fallowed by GA T3 and 
GAT2. In addition to neurons, GAT1 mR.NA and GATl 
immunoreactivity are also localized to some distal astro­
cytic processes (Minelli et al., 1995). GAT3 localizes ex­
clusively in astrocytic processes (Minelli et al., 1996), and 
GAT2 is expressed by epithclial, glial, and neuronal cells 
(Conti et al., 1999). GATl is also expressed robustly in the 
human and monkey cerebral cortex, whcre it localizes to 
both neurons and astrocytic processes near axon ternúnals 
fornúng GABAergic synapses, and scattered in the neuro­
pil (Conti et al., 1998). Morphology and distribution of 
distal astrocytic processes labcled far GA T2 are similar to 
those lahcled for GAT1 and GAT3 (Minelli et al., 1995, 
1996); however, only GAT2 inununoreactivity is present 
in astrocytic cell bodies and thcir proximal processes 
(Conti et al., 1999). GAT2 mR.NA is also expressed in 
vitro by 0-2A/type 2 astrocytes, supporting the idea that 
cortical glial GABA transport is mediated also by GAT2. 

Although the role of BGT1 in the cortex remains to he 
established, its presence has been reported in type 1 astro­
cytic cultures derived from rat brain (Borden et al., 1995a). 
R.at cortical astrocytes, therefare, express GATl, GA T2, 
GAT3, and BGTt. These observations raise severa! issues 
regarding the relative contribution of each of these trans­
porters to overall GABA uptake by glial cells in the cortex, 
and of the functional significance of multiple GABA up­
take systems. Based on the distinct distrihution and degree 
of expression of GATs abovementioned, although glial 
GABA uptake in the cortex seems to be mediated largcly 
by GAT3, GATl, and GAT2 playing a núnor role in the 
removal ofextrasynaptic GABA, beca use ofthe differential 
ionic dependency, inhibitor sensitivity (Guastella et al., 
1990; Borden et al., 1992; Clark et al., 1992; Keynan et al., 
1992), and modulation of the three high-affinity GATs 
(Gomeza et al., 1991; Carey et al., 1994; Quick et al., 
1997), it is reasonable to think that thcir relative contri­
bution to glial GABA uptake is dynamically regulated, 
providing far a great adaptability in the control of extra­
cellular GABA levels. 

Astrocytic GATs neighboring GABAergic synapscs 
are placed strategically to take up locally released GABA, 
thus contributing to the termination of GABA-mcdiated 
inhibitory synaptic transmission and to thc modulation of 
the synaptic action of GABA. In contrast, the function of 
astrocytic GATs, such as GATl, located extrasynaptically, 
may be the control of thc paracrine spread of GABA to 
excitatory and inhibitory neighboring synapses (lsaacson et 
al., 1993; Tl10mson and Gahwiler, 1992; Rossi and Ha­
mann, 1998). Regarding this suggestion, the !abe! far 
GAT1 and GAT3 was detected in astrocytic processes 
enveloping severa! axon terminals, together with their 
postsynaptic dendrites in the thalamus (DeBiasi et al., 
1998), but not in cerebral cortex (Minelli et al., 1995, 
1996) or hippocampus (R.ibak et al., 1996a), although in 
the cerebellum a dense glial labeling far GA T3 envelops 
Purkinje axon terminals (Itouji et al., 1996; R.ibak et al., 
1996b). A role far astrocytes in the insulation of synapses 
is supported by the expression of GABA transporters in 
thalamíc and cerchcllar glial proccsses, but not in 
GABAcrgic tcrnúnals, indicating the participation of as­
trocytes in the modulation ofGABA transmission in thesc 
arcas. Astrocytic processes labeled far GAT1 and GAT3 
are also found scattcrcd in the neuropil, distant from 
GABAcrgic tcnninals and occasionally ncighboring axon 
tcnninals from excitatory synapscs, where GABA uptake 
by glia could limit GABA action on distant nonsynaptic 
GABAA rcceptors (Spreafico et al., 1993; Alvarez et al., 
1996). Moreover, GABA uptake by astrocytes has been 
proposcd to regulate the action of GABA at GABA8 
presynaptic receptors located on excitatory tenninals 
(Soltesz and Crunelli, 1992; Ulrich and Hugucnard, 
1996), aimed to inhibit synaptic transm.ission via G 
protein-mediated modulation of presynaptic Ca2 + chan­
nels (Isaacson, 1998; reviewed in lsaacson, 2000). GABA 
taken up by glial cells is rapidly metabolized by GABA 
transamínase (lversen and Kelly, 1975) which displays lúgh 
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activity- in astrocytes. Additionally, GABA transporters in 
astrocyces can also mediate GABA release (see below; 
Gallo et al., 1991). 

In situ hybridization studies in the cerebellum re­
vealed GAT1 mRNA predominancly Iocalized to che mo­
lecular and Purkinje ccll laycrs, whcreas GAT3 is found in 
the dcep cerebellar n uclci (Clark et al., 1992; Durkin et al., 
1995; Rattray and Priestly, 1993). GAT2 mRNA, firsc 
reporced cxclusively in che leptomeningcs, was later found 
in the cerebeJlum, predominancly in the granular !ayer 
(V oucsinos et al., 1998), in agreement wich the localization 
of its cognate protein (lkegaki et al., 1994). Ac che cellular 
levcl, GATl mRNA was found predominantly in cell 
bodies of GABAergic basket and stcllace neurons; GA Tl 
mRNA and inununoreactivity were also detected in cell 
bodies and glial processes ensheathing Purkinje cells so­
mata and dendrites, respectively, (Voutsinos et al., 1998; 
Morara et al., 1996), which most likely correspond to 
Bergmann glia (Rattray and Priestly, 1993; Ribak et al., 
1996b). GAT3 mRNA is predominantly confined to glial 
cells (Voutsinos et al., 1998), consistent with it1U11llllocy­
tochemical studies localizing this cransporter to cerebellar 
glial processes (Itouji et al., 1996). The dense glial labcling 
for GAT3 surrounding GABAergic Purkinje axon termi­
nals seems to compensate for che apparent lack of GABA 
transporters in these neurons (R.ibak et al., 1996b). In the 
dcveloping rae cerebellar cortex, GAT3 inununoreactivity 
appears initially in somaca and prirnary processes ofpostatal 
day (P) 7-21 astrocytes, and is Jacer identified in distal 
processes in che adule (Y an and R.ibak, 1998). GABA 
acting as an excitatory transmitter plays an importanc neu­
rotrophic role in brain devclopmenc (Cherubini et al., 
1991; Staley et al., 1995); hcnce, che carly expression of 
GATs in astrocytcs suggests thei r involvemenc in che dif­
ferentiation and macuration of devcloping ncurons, prob­
ably through che release of GABA. 

BGT1 was originally cloned from Madin-Darby ca­
ninc kidney cells (Yamauchi et al., 1992), and subse­
quently ics expression has been dcmonstraced in mase 
manm1alian cissues including che CNS (Rasola et al., 1995; 
Borden et al., 1995b, 1996). BGTl mRNA has been 
detected in ali mouse and human brain regions (López­
Corcuera et al., 1992; Rasola et al., 1995). Since BGT1 
transcripts were idencified in type 1 and 2 ascrocytes, bue 
not in neurons in culcure, BGT1 was proposed to be 
mainly glial, alchough ics presence in glial cclls from rae 
brain slices has not been shown (Borden et al., 1995b), and 
phannacological data indicate thac BGT1 rnakes only a 
minar contribution to GABA transport in chese cells. The 
distribucion of BGTl mRNA in che brain does not cor­
rclace wich GABAergic pachways, discarding a role in che 
termination of GABA transmission; BGTl could, how­
ever, be involved in the removal of GABA diffused from 
synaptic regions. On the other hand, BGT1 núght con­
tribute to volume rcgulacion in the CNS (Yamauchi et al., 
1992; Borden et al., 1995b) since betaine, which has been 
assigned a role in osmoregulacion, is a subscrace for BGT1 
(Heilig et al., 1989). A recent study on this matcer (Bicoun 
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and Tappaz, 2000) demonstrates a significant increase in 
mRNA levels of BGT1 in cultured cortical astrocyces 
exposed to hyperosmotic conditions; increased transcrip­
tion of BGT1 gene is likely mediated by the osmocic 
responsive element (ORE) recencly identified in che 5' 
flanking region of che BGTl gene (Miyakawa et al., 
1998). 

lnununocytochemical studies in the manunalian ret­
ina using spccific ancibodies for thc distinct GABA tr:ms­
porters have shown GATl localized mainly to neurons 
including amacrine, displaced amacrinc, interplexiform, 
and ganglion cell processes chroughout the inner plexi­
form !ayer (IPL), and to lower extenc in Müller ceJls 
(Brecha and Weigmann, 1994; Ruiz et al., 1994; Durkin 
et al., 1995;Johnson et al., 1996). lmmunoreactivicy for 
GA T3 is expressed mainly in Miiller cells (Brecha and 
Weigmann, 1994; Brecha et al., 1995; Honda et al., 1995) 
and amacrine cells at the inner nuclear !ayer (INL; Brecha 
et al., 1995;Johnson et al., 1996), whereas GAT2 inunu­
nostaining was found in the pigmcnc and ciliary epichelia 
in che manunalian retina (Honda et al., 1995; J ohnson et 
al., 1996). 

In concrast to mammalian retinae, Miiller cells in 
salamander and in most of thc ectotherms do not cake up 
GABA (for review see Marc, 1992). In che tiger 
salamander retina, GAT1 inununoreactivity was found in 
bipolar, anucrine, and interplexiform cells as well as in che 
ganglion cell !ayer. No detectable scaining was found in 
horizontal cells or in structures resembling Müller cells. 
GAT3 antibodies labeled fewer cclls and cell types chan 
GAT1 antibodies, localized to amacrine cells and cclls in 
che ganglion cell !ayer, but not horizontal cells, bipolar 
cells, or Miiller cell like-structures (Yang et al., 1997). 
Retina! horizontal cells of ectothenns are GABAergic (for 
review see Marc, 1992; Wu, 1992) and bear electrogenic 
GABA transporters (Malchow :md Ripps, 1990; Cam­
mack and Schwarcz, 1993; Takahashi et al., 1995). Since 
GAT1 and GAT3 antisera <lid not detectably labcl hori­
zontal ceJls, the presence of an unidentified GABA trans­
porter in thcsc species is suggested. Sinúlar resulcs were 
obtained in the salman retina, where GA Tl imnrnnore­
activity was prcsent in amacrine cells and che IPL, but not 
in Müller cells; as opposcd to the salamandcr retina, how­
ever, bipolar cells were not labeled in this species (Ekstrom 
and Anzcli us, 1998). 

Not all nonmammalian Müller cells lack che ability 
to take up GABA. In contrast with the abovementioned 
species, bullfrog Miiller cells strongly express GAT1 and 
GAT2, bue not GAT3. Somata, majar processes, endfeet, 
and branchlets of most Müller cclls expressed GAT1, 
whereas a moderate labeling for GAT2 was observed in 
main trunks and endfeet of80-90% ofthese cells (Zhao et 
al., 2000). 

Availablc evidence suggests that GABAergic trans­
mission in che retina could be modulatcd through che 
uptake of GABA, not only by retina! neuronal elements 
but also by Miiller cells in both mammalians and non­
manunalians. Moreover, GATs in Miiller cells could play 
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a protective role from excessivc GABA inhibition during 
physiological and/or pathological events. 

Also regarding the visual systcm, the mRNAs en­
coding far GA Tl, GA T2, and GA T3 are expressed in the 
optic nerve ofboth neonatal and adult rats (Howd et al., 
1997). Sincc optic nerves contain mainly axons and glia, 
GA'fl and GAT3 mRNAs identificd are likely of glial 
origin. It is possible, howcver, that axons may contain 
GATl mR.NA (Gioio et al., 1994), which is predomi­
nantly expressed by neurons, while the expression of 
GAT2 mRNA probably corresponds to fragments ofpia­
arachnoid present in the tissue. 

Stoichiometry and Channel Properties 
GABA transportcrs belong to the family ofNa + - and 

CI--couplcd neurotransmitter transporters (far reviews, 
see Nelson and Lill, 1994; Uhl and Johnson, 1994). Stud­
ies on GABA transport in diverse expression systems re­
vealcd GATl to be strictly Na+ -depcndent but only par­
tially CI- -dependcnt {Mager et al., 1993; Lu et al., 1995). 
GATl expresscd in mousc LtK- cells shows a calculatcd 
stoichiomctry of two Na+, onc CI-, and onc GABA 
molccule per cycle (Kcynan et al., 1992), in agrccment 
with previous data obtaincd in synaptic plasma mcmbranc 
vesicles ami far the purified transporter (Kanncr, 1983; 
Keynan and Kanner, 1988; Radian and Kanner, 1983), as 
well as in clcctrophysiological studics (Kavanaugh et al., 
1992; Mager et al., 1993, 1996; R.isso et al., 1996). Thc 
cotransport ofGABA with duce Na+ and onc or two Cl­
by BGTl has becn dcmonstratcd reccntly (Matskcvitch et 
al., 1999). Importantly, the prcdictcd amount of charge 
crossing thc membrane during the transport cycle, based 
on stoichiomctric ion fluxcs, is smallcr than the charge 
movcment expcrimcntally dctcrmined; thus, GABA trans­
portcrs such as thosc for glutamatc (Glu), exhibit ligand­
gatcd ion channcl propcrties (Mager et al., 1996; Cam­
mack and Schwartz, 1994, 1996; reviewed in Sonders and 
Amara, 1996). GABA transportcrs also exhibit substrate­
indepcndent leak currents carricd by Li+ and K+ (Magcr 
et al., 1993; Cammack and Schwartz, 1996), blocked by 
the substratc and by transport inhibitors (revicwed in 
Sondcrs and Amara, 1996). Thcsc clwractcristics suggcst 
that GABA transportcrs, in addition to a role in the 
tcrmination of synaptic GABA transnússion, can also in­
flucnce neuronal and glial excitability. On this line, a raisc 
in intracellular calcium due to the opening of L-type 
calcium channels, and a subsequcnt calcium-induced cal­
cium rclease from intracellular stores induced by GAT­
mediated dcpolarization, has bccn documcnted (Haugh­
Schcidt et al., 1995). 

Reverse operation of GATs can result in the non­
vcsicular releas e of GABA by brcakdown of the sodium/ 
chloridc/GABA gradient or by cell depolarization (At­
twell et al., 1993). Su ch nonvcsicular release has bccn 
identificd in both ncurons (Schwartz, 1987; Yang et al., 
1999) and glia {Gallo et al., 1991). GABA is rcleased from 
culturcd striatal neurons by high [K+), vcratridine, and 
Glu receptor agonists in thc abscnce of calcium, or in the 
presence of tetanus toxin (Pin and Bockaert, 1989). In 

cultured hippocampal neurons, large GABAA receptor­
mediated responses have been observed as a result of 
carricr-mediated GABA release from neuronal and/or.,$1ial 
neighboring cells, induced by brief alteration of Na or 
K+ electrochenúcal gradient (Gaspary et al., 1998). Since 
carrier-mediated release of GABA does not rcly on ATP 
but on ion gradients, it may offer advantages during peri­
ods of high energy utilization, such as burst firing or 
seizures. 

Regulation of GABA Transporters 
The existence of severa! types of GABA transporters 

opens the possibility of distinct regulatory systems accord­
ing to the phenotype and/or the anatonúcal localization of 
the cells expressing these transporters. Short-term rcgu­
lation of neurotransnútter transporters involving 
phosphorylation/dephosphorylation has been studied. 
The inhibition ofhigh-affinity GABA uptake in glial cells 
by phorbol ester activation of PKC (protein kinasc C), due 
to a decrease in aflinity, has been rcported (Gomeza et al., 
1991). Supportcd by the presencc of multiplc consensus 
sites for PKC phosphorylation on GABA transporters, 
these data suggestcd the rcgulation of GABA uptakc by 
dircct transportcr phosphorylation, although remov:1I of 
the PKC conscnsus sites from GATI failed to elinunate 
PKC-induced inhibition in oocytes (Corey et al., 1994). 
More reccnt studies on this matter suggest that GABA 
transportcr function could be regulatcd by components of 
the vcsicle docking and fusion machinery. In support of 
this idea, injection of antisense oligonucleotidcs directed 
to synaptophysin or syntaxin into oocytes exprcssing total 
rat brain nú~NA, as well as inactivation of thcse proteins 
by botulimnn toxins (BTXs), eliminates the rcgulation of 
GATl by PKC (Quick et al., 1997). La ter studies ha ve 
shown PKC to rcgulate thc intcraction betwecn GATl 
and syntaxin lA in neurons endogenously cxpressing ali 
three protcins, provided that Munc18, a substrate far PKC 
phosphorylation, is also present (Beckman et al., 1998). 
Altl10ugh modulation ofGABA transport by PMA {phor­
bol 12-myristate 13-acetate) and BTX was not observed in 
cultured astrocytcs, the prescnce ofSNARE (soluble NSF 
receptors) complex proteins in glial cells including syn­
taxin, synaptobrevin, and SNAP-23 has recently bccn 
reportcd (Araque et al., 2000; Hepp et al., 1999; Madison 
et al., 1999). The signa! which triggcrs PKC-mediatcd 
regulation of GATI is still unknown; howevcr, specific 
agonists of G-protein-coupled receptors far serotonin, 
acetylcholinc, and Glu downregulatc GATl function in 
neurons (Bcckman et al., 1999). Such functional inhibi­
tion has been ascribed to the rcdistribution of thc trans­
porter from thc plasmamembrane to intracdlular loca­
tions; moreover, BTX prevents the receptor-mediated 
inhibition, suggesting the involvemcnt of syntaxin lA. 
Extracellular GABA also regulates GATl by increasing 
transporter expression in the plasmamembrane of hip­
pocampal ncurons. Hippocampal astrocyte cultures cx­
posed to GABA also show a marked increase in GABA 
uptakc, although the mechanism underlying this effect has 
not been studied (Bernstein and Quick, 1999). 
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GABA uptake by cerebellar glia is stimulated in vitro 
by adrenaline (H:msson and Ronnback, 1991) or by 
GABA-CIP (GABA-carrier inducing protein), a protein 
released by granule cells (Nissen et al., 1992), and inhib­
itory control of glial GABA uptake by serotonin has been 
demonstrated in ependymocytes of the subcomissural or­
gan in vivo (SCO; Didier-Bazes et al., 1989, 1992). A 
direct scrotonergic control of glial GABA uptake has been 
further demonstrated in vitro, since scrotonin stimulatcd 
the activity and mRNA expression of GABA transporters 
in cerebellar astrocyte cultures. Serotonin rcgulation of 
glial GABA transport núght be involved in some pharma­
cological effects of scrotoncrgic drugs, i.e., antidepressants, 
known to increasc cxtraccllular serotonin levels (Voutsinos 
et al., 1998). 

Glial GABA Transporters in Disease 
A dccrease in GABAergic neurotransnússion has 

bcen implicated in che pathophysiology of severa) CNS 
disorders, particularly in epilepsy. Consequently, rcscarch 
in this arca has focused on thc development of pharma­
cological agents capable of increasing GABAergic func­
tion. lntracerebroventricular application of the glia-selective 
GABA transport inhibitors 4,5,6,7-tetrahydroisoxazole 
[4,S-c]pyridin-3-ol (THPO), and 5,6,7 ,8-tetrahydro-4H­
isoxazolo(4,5-c)azepin-3-ol (THAO), has been shown to 
protect against seizures induced by drugs known to impair 
GABAcrgic neurotransnússion (Krogsgaard-Larsen et al., 
1987); in contrast, the inhibition of neuronal GABA up­
take by L-DABA (L-2,4-dianúno butyric acid) results in 
proconvulsant behavior (Gonsalves et al., 1989). These 
data have led to the proposal that sclective block of glial 
GABA transport elevates GABA concentration in nerve 
temúnals, whereas the selective blockage of the neuronal 
transportcr depletes the rcleasable neurotransmitter pool 
(Wood et al., 1980; Schousboe et al., 1983). However, the 
lipophilic derivatives of piperidencarboxylic acid (tiagab­
ine, SKF-89976A, Cl-966, and NNC-711), highly sclec­
tivc for GATl, have been reported to exhibit anticonvul­
sant properties (Borden et al., 1994; Clark et al., 1992; 
Suzdak et al., 1992). lt is evident that no simple correlation 
exists between the pharmacological charactcristics of 
GABA transport mediated by the cloned carriers and that 
ofneuronal and glial GABA uptakc (Schousboe and West­
ergaard, 1993; Borden, 1996). Although the participation 
ofneuronal and glial GABA transportcrs in seizure activity 
has not becn fully clucidatcd, a role for GABA has bcen 
proposcd, and impaircd GABA relcasc due to a dccrcase in 
GATs has bccn observed (During et al., 1995). Howevcr, 
incrcascs in cxtraccllular GABA conccntration during kin­
dling (Ucda and Tsuru, 1995) and human seizurcs (During 
et al., 1995) could relate to nonvesicular GABA rclcasc 
due to thc upregulation of GABA transporters (Hirao et 
al., 1998). lncreases in che cxpression of GATI and GA T3 
following mechanical and chemical lcsions in rat cerebral 
cortex and FeCl3 treatment in amygdala have been shown 
to propagate to the contralateral side, suggesting the exis­
tence of transcellular signaling mechanisms regulating 
GATs exprcssion in the cerebral cortex, probably as a 
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protective mechanism (Yan and Ribak, 1999; Veda and 
Willmore, 2000a). On the other hand, the upregulation of 
GATs expression in epilepsy may result in lowered 
GABAergic transnússion and therefore contribute to the 
generation of seizures. Actually, one of the effects of the 
anitiepileptic drug, valproate, is the downregulation of 
neuronal and glial GATl and GAT3 protein expression, 
which results in an increased extracclluar GABA concen­
tration (Ueda and Willmore, 2000b). 

In addition to epilepsy, existing evidence supports a 
role for GABA transporters in severa! clinically rclated 
processes. Dcmonstration ofthe inhibitory action ofsome 
anesthetics on GABA uptake into striatal synaptosomes, 
suggests the involvement of this mcchanism in the effect 
shown by these agents (Mantz et al., 1995). Also, post­
mortem analysis of schizophrenic brains has revealed a 
decreased nmnber of GABA uptake sites in subcortical 
regions, which reveals GABAergic mechanisms are abnor­
mal in schizophrenia (Simpson et al., 1992). Further stud­
ies are rcquired to elucidate the participation of glial 
GABA uptake in thcse clinical conditions. 

Rccent work de111onstrated the modulation of sei­
zure development in a kindling model of epilepsy by 
transplantation of immortalizcd mouse ncurons and glial 
cclls genetically engineered to produce GABA by driving 
GAD (glutanúc acid decarboxylase) expression (Thomson 
et al., 2000). Although the mechanism of GABA rclease 
was not investigated, it is interesting to speculate that 
GABA transporters could be involved. 

Although recent information supports a role for glial 
GATs in che modulation of inhibitory neurotransmission 
in che CNS and the retina, further research is necded in 
order to establish their precise function. 
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Glial cells possess transport systems for the three major 
amino acid neurotransmitters glutamate, -y-aminobutyric 
acid (GABA) and glycine, involved in the arrest of neuro­
transmission mediated by these compounds. Two gly­
cine transporters have been clonad: GL YT1, mainly ex­
pressed by glial cells and shown to colocalize with 
NMDA receptors, and GL YT2, exclusively expressed by 
neurons and colocalized with the inhibitory glycine re­
ceptors. The way in which the regulation of extracellular 
glycine concentration by glial glycine transporters affects 
physiological and pathological conditions is discussed. 
The presence, differential pharmacology and specific 
regulation of glycine transporters in glial cells strongly 
support an important role for glia in the modulation of 
both, excitatory and inhibitory neurotransmission. J. 
Neurosci. Res. 64:218-222, 2001. IO 2001 Wiley-Liss, lnc. 

Key words: neurotransmitter uptake; neuron-glia inter­
action; second messengers; membrana protein; synaptic 
modulation 

Glycine subserves two important roles as a ncuro­
transmittcr in the CNS. lt acts as an inhibitory neurotrans­
mitter in the spinal cord, brain stem, and thc retina (Daly, 
1990). Such inhibitory action is mediatcd by a glycine 
receptor that functions as a ligand-gated Cl- channcl 
activatcd by glycinc and competitively antagonizcd by 
strychnine (Bctz et al., 1993). By blocking the action of 
glycine, strychnine causes severe seizures. Glycine also 
participates in excitatory neurotransmission, acting as an 
obligatory coagonist of Glu at N-methyl-D-aspartate 
(NMDA)-activated Glu receptors vía a strychnine insen­
sitive binding site on this receptor (Fletcher et al., 1990). 

Cloning of GABA (GuasteUa et al., 1990) and nor­
epinephrine (Pacholczyk et al., 1991) transporters atlowcd 
the subsequcnt isolation of a numbcr of cDNAs encoding 
homologous neurotransnlÍtter transportcrs, including 
those far glycine. Two different genes encoding glycine 
transporters have been identified and termed GL YTl and 
GL YT2. As a result of alternativc splicing or prometer 
usage, transcription of the GL YTl gene results in duce 
different mRNA isofarms, namcly GLYTla, GLYTlb 

O 200 l Wilcy-Liss, Inc. 

and GL YTl e, which differ in the amino-temlÍnal region 
(Kím et al., 1994). It has reccntly been demonstrated that 
transcription of thc rat variants GL YTl a and GL YTl b is 
mediated by alternative promoter usage rather than altcr­
native splicing of a single prometer (Borowsky and Hotf­
man, 1998). GLYTla and lb have been c!oned from rat 
and mousc (Guastelta et al., 1992; Liu et al., 1992; SnlÍth 
et al., 1992; Borowsky et al., 1993), and the GLYTlb and 
1 e homologues have been isolated from human (Kim et 
al., 1994). GL YT2 gene also codifies for two isoforms 
tenncd GL YT2a and GL Y2b generated by alternative 
splicing ofthc 5' flanking region (Ponce et al., 1999). Both 
isofarms display similar regional distribution and kinetic 
characteristics, howevcr, GL YT2a accumulates glycine 
into transfcctcd COS cetls, whereas GL YT2b scems only 
to exchange or rclease glycine. GL YTl and GL YT2 show 
distinct anatomical distribution within the CNS and are 
highly specific far glycine. Although they show relevant 
diffcrences rclated to their structurc and localization, thcre 
are no known pharmacological ditfercnccs betwecn thcir 
transport activities exccpt far the sensitivity ofthc GLYTl 
isofarms to the inhibition by sarcosine (11-methylglycine; 
Liu et al., 1993). It was n:cently rcported that the tricyclic 
antidepressant amoxapine inhibits glycine transport by 
GL YT2a, whereas it has littlc effect on the activity of 
GL YTl (Nufiez et al., 2000). 

Tissue and Cell Localization 
Expression of GL YTl isoforms in tissucs othcr than 

the brain secms to be isoform- and specics-specific. No 
detectable GL YTl b mRNA in rat kidncy, splcen and 
aorta, but a low exprcssion in Jiver have been reported 
(Smith et al., 1992). In othcr studics low leve Is of GL YTl a 
mRNA in rat liver and no detectable signals in the kidney 
werc observcd (GuasteUa et al., 1 992), whereas thc oppo-
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si te has been rcported in mouse (Li u et al., 1992). 
Borowsky et al. (1993) detected GL YTl a (GL YTl in this 
paper) in lung, liver, splcen, stomach and uterus, but were 
unable to demonstrate significant hybridiz:ition in tissues 
other than brain far GL YTl b (GL YT2 in this paper). A 
strong signa! for human GL YTl c mRNA has been shown 
in the brain, but litde ar no signals in other tissues (Kim et 
al., 1994). The cxpression of GL YT2 has been found 
exclusively in the brain and spinal cord of the rat (Liu et 
al., 1993); no othcr species have been cxamined. 

In situ hybridization, northern blotting and inunu­
noassay have been used to study the distribution of 
GL YT2 aml GL YT1 isoforms in specific regions of the 
brain. Probes that did not distinguish between the GL YT1 
isoforms revealed the grcatcst expression in the cerebcl­
lum, brain stem, olfactory bulb, and spinal cord (Guastella 
et al., 1992, 1993; Liu et al., 1992; Smith et al., 1992; 
Jursky et al., 1994). As far cellular localization, it has been 
suggested that GL YT1 is exclusivcly expressed by glia 
(Adams et al., 1995), although neuronal GLYT1 expres­
sion has also been reportcd (Borowsky et al., 1993). More 
recent data further support some neuronal expression. 
Inununoreactivity for GLYTl has been shown in ama­
crine cells of rat, macaque, cat, rabbit, and chick retinae 
(Zafra et al., 1995; Pow and Hendrickson, 1999). No 
labeling in glial cells was faund in these studies. In contrast, 
a high affinity glycine transport system in cultured Miiller 
cells from the chick retina, identified as GL YTI has been 
recently characterized (Gadea et al., 1999). Taking into 
account ali available data, it can be concluded that GL YTl 
expression is predominandy glial, whereas that of GL YT2 
is restricted to neurons in the pons-medulla, cerebellum 
:ind spinal cord, excepting cerebellar Golgi cells. 

Localization of GL YT subtypes in the br:1in h:is 
suggested specific functional roles rclated to neurotrans­
mission. High levcls of GL YT2 have been detected in 
glycinergic nerve tenninals (Zafra et al., 1995): indeed, it 
has been considered as a reliable m:irker far glycine­
immunoreactive neurons (Poyatos et al., 1997). Also, co­
localiz:ition ofGL YT2 expression :ind strychnine-sensitive 
glycine receptors in the spinal cord and br:iin have been 
shown (Luque et al., 1995; Jursky and Nclson, 1995), 
strongly suggesting a role for GL YT2 in the termination of 
glycinergic neurotr.msmission. As mentioned befare, it 
was recently found th:it GL YT2 gene gives rise to two 
isoforms: GL YT2a and GL YT2b, both expressed in the 
same :inatomical regions (Ponce et al., 1998). Because 
GL YT2b mRNA is identitiable only by R T-PCR but not 
by Northern blot nor by RNase protection dueto its low 
concentr:ition, it has been suggested that previous studies 
on the localization of GL YT2 using Northern blot and in 
situ hybridization techniques correspond to the distribu­
tion of GLYT2a mRNA. Colocalization of GL YTI and 
NMDA receptors (Smith et al., 1992) suggest an involve­
ment in both, glycinergic and gluta111atergic neurotrans­
mission .. Additionally, GL YTl locates to are:is not asso­
ciated with glycinergic pathways (Borowsky et al., 1992; 
Liu et al., 1992; 1993; Luque et al., 1995; Zafra et al., 

1995). GL YTl expression, however, has been detected in 
glial cells surrounding putative glycinergic synapses (Zafra 
et al., 1995); it seems possible that particular isofarrns of 
GLYTl are :issociated with NMDA receptors whereas 
others could relate to inhibitory glycine receptors. 

STOICHIOMETRY AND CHANNEL 
PROPERTIES 

It is generally assumed that 111ost Na+ /CI- -coupled 
transporters ha ve a stoichiomctry of 2Na + /CI- per sub­
str:ite mo)ecule (Nelson and Lill, 1994). Early studies of 
the glycine transport system in synaptic plasma membr:ine 
vesicles showcd that two Na+ ions and onc CI- ion are 
cotransported with the substrate in e:ich transport cyclc 
(Ar:igón et al., 1987). In this preparation, however, both 
glycine tr:insporters, GL YTl and GL YT2 probably coex­
ist, and the particular properties of ca ch isoform could not 
be determincd. A later study suggested that two Na+ ions 
with equal affinities were required far glycine transport by 
GL YTl b and three by GL YT2 stably expresscd in HEK 
cells (López-Corcuer:i et al., 1998). Thcsc results were 
recen ti y corroborated by Roux and Supplisson (2000), 
who also demonstrated that the neuronal and glial glycine 
transporters have differcnt reverse transport capabilities: 
GL YT2 has a kinctic constraint far reverse transport, thus 
limiting glycine release. The authors proposed that this 
asymmetry in glycine fluxes may be essential to maintain a 
high amount of ncurotransmitter inside the presynaptic 
neurons during pcriods of elcctrical activity. In contrast, 
GL YTl exhibits no such limitation for reverse transport: 
in oocytcs cxprcssing GL YTl b, glycinc accumulation 
evokcs a net outward current upon glycine rcmoval. Such 
transicnt rclease could be of physiological rclcvancc after 
synaptic release ofglycine and its reuptake to neuronal and 
glial cclls, when its extr:icellular concentration is decrcased 
by GLYT2. 

In contr:ist to glutamate and GABA tr:insporters that 
exhibit ligand-gated ion channcl properties (Gadca and 
López-Colomé, 2001a,b), GLYTs exhibit a tight coupling 
between ionic and substrate fluxcs. This holds particularly 
true far GL YTl b, which exhibits no leak current and strictly 
voltage-independent net number of charges translocated 
with each glycinc molecule (Roux and Supplisson, 2000). 

Attwell et al. (1993) have suggcsted that activation of 
AMPARs in glial cells by glutamatc may produce a de­
polarization anda raise in [Na+], that could be sufficicnt to 
reverse GL YTl b transport, thus increasing [Gly]o and 
potentiating NMDA reccptors. On this line, glycine re­
lease from glial cells has been reportcd in ditfercnt systems, 
and has led to the idea that in the vicinity of glutamatergic 
synapses, glial Ca2 + -independent glycine release contrib­
utes to excitatory neurotransmission (Holopainen and 
Kontro, 1989; Galli et al., 1993; Saransaari and Oja, 1994; 
Sakata et al., 1997). 

REGULATION OF GLYCINE 
TRANSPORTERS 

Currendy very litde infonnation is available regard­
ing the role of second messengers in thc regulation of 
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glycine transport. Arachidonic acid, which may be re­
leased via phospholipase A2 , has been shown to inhibit 
severa! sodium-coupled uptake systems, including those 
far glycine: high-affinity glycine transport in C6 glioma 
cells is inhibited by arachidonic acid due to the perturba­
tion of the lipid domain surrounding the transporters 
(Zafra et al., 1990). In Miiller cells from the retina, the 
involvement of Ca2 + /calmodulin-dependent enzymes in 
the regulation of glycine transport has been demonstrated 
(López-Colomé and Gadea, 1999). 

Sato et al. (1995) reported that the activity ofrccom­
binant mouse GL YTl b expressed in HEK-239 cells is 
decreased upan PKC activation by phorbol estcrs duc to a 
reduction in thc V max of glycine uptake. Substitution of ali 
potcntial PKC phosphorylation consensus sites did not 
abolish the effect of phorbol ester treatment, howcver, 
suggesting that transport modulation by PKC might in­
volve an indirect mechanism. On this line, Geerlings et al. 
(2000) have rccently demonstrated a functional and phys­
ical interaction bctween both glycine transporters, GL YTl 
and GL YT2, and the SNARE protein syntaxin lA. Co­
transfection of syntaxin 1 A and GL YTl or GL Y2 in COS 
cclls decreases the number of transporter proteins on thc 
plasma membrane, but not their overall expression. lm­
munoprccipitation studics have shown a physical interac­
tion of GL YTs with syntaxin 1 A not only in COS ce lis, 
but also in brain tissue. Thercfare it is possiblc that, as far 
GABA transporters, PKC could regulatc the interaction 
bctween GL YTs and syntaxin 1 A. 

Neuronal regulation of glial GL YTl expression has 
also been reported (Zafra et al., 1997): rat spinal con! glial 
cells in purified cultures do not express GL YTl, but they 
do so in mixed neuronal-glial cultures in which the clim­
ination of neurons by cytotoxic treatments reduces 
GL YTl glial expression. These findings support the pos­
sibility of a regulatory interaction between neurons and 
glia far GL YTl glial expression. 

GLIAL GLYCINE TRANSPORTERS 
IN DISEASE 

Glycine could participate in excitotoxic processcs 
potcntiating the effect ofGlu at NMDA reccptors, as well 
as in thc pathogcnesis of diseases rclated to inhibitory 
glycine rcceptors (Lloyd et al., 1983; Simpson et al., 1995). 
In this respect, the role ofgly transporters in kceping local 
extraccllular gly concentration bclow saturating lcvcls far 
NMDARs, which would allow potentiation of reccptors 
by sudden increases of extracellular gly, has been demon­
strated in an hcterologous syste111, as wcll as in brainstem 
slices (Supplisson and Bergman, 1997; Bergeron et al., 
1998). Such rises could derive from Ca2 + -dcpendent rc­
lease ami diffusion from nearby synapses, or from a Ca2 + -
independent mechanism due to reverse transport, as in 
ischemic condition, in which a reduction ofNa+ and c1-
clectrochemica) gradicnt occurs (Baker et al., 1991). Such 
Ca2 ·•·-independent rclease most probably comes from glial 
gly transporters which, as mentioned above, have a stoi­
chiometry of 2/Na+/CI- /gly, vs. neuronal ones with 
3/Na+/Cl-/gly stoichiometry (Roux and Supplisson, 
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2000). The loss of human spinal cord GL YTl in amyo­
trophic lateral sclcrosis (ALS), has been reported (Virgo 
ami Belleroche, 1995); the authors suggest that the deficit 
in GL YTl mRNA likcly atfects synaptic inactivation of 
glycine and potentiatcs the action of glutamate at the 
NMDA receptors in motor neurons, thcrefare contribut­
ing to the ncurotoxic condition. 

Because high affi1úry NMDA channel blockers, such 
as phenylcyclidine (PCP), minúc both positive and nega­
tive symptoms of schizophrenia in humans, it has been sug­
gested that hypofunction of the glutamatergic system might 
occur in this disease; in fact, therc are some indications of 
glutamatergic hypofunction in schizophrenic paticnts, 
such as decreased NMDA receptor-stimulated glutamate 
relcase in synaptosomal preparations (Danysz and Parsons, 
1998; Olncy et al., 1999). It would be difficult to consider 
the clitúcal use of direct NMDAR agonists, because of 
their ncurotoxic and convulsive potential, favoring block­
ade of glial GL YTl glycine transporters as a suitable ap­
proach. The pharmacological study of glycine transporters 
provides a tool far thc manipulation of glycine concen­
trations by means of specific drugs affecting its reuptake. 

Because glycine has a variety of functions in the 
CNS, the regulation of extracellular glycine concentration 
by glycine transporters may be of physiological rclevance 
far effective neuronal signaling. The way in which the 
rcgulation of cxtracellular glycine concentration by glial 
glycine transporters affects physiological and pathological 
conditions, however, remains to be established. 

CONCLUSIONS 
Numerous studies have shown the presence oftrans­

port systems in glia far the tluee majar amino acid neu­
rotransmitters in the CNS: Glu, GABA, and Glycine. The 
precise localization of neurotransnútter transporters and 
their involvement in the rcgulation of synaptic activity is 
an important issuc to understand the role of glial cclls in 
thc overall processes of neurotransmission. 

Although the reuptake process is under physiological 
control, very little infarmation is currently available re­
garding the possibility of the regulation of thcse proteins 
by second messengers. In this regard, arachidonic acid has 
bcen shown to inhibit severa! sodium-coupled uptake 
systems, including those far glycine (Zafra et al., 1990) and 
Glu (Barbour, 1989). The modulation of Glu transporters 
by PKC (Casado et al., 1993; Gonzalez and Ortega, 1997), 
the regulation of GABA transportcrs by cAMP (Gomeza 
et al., 1991), as well as the regulation of glycine transport 
in Müller cells by Ca2 + /calmodulin-dependent enzymes 
(López-Colomé and Gadea, 1999) has also bcen demon­
strated. Future studies on this issue núght shed light on the 
intcractive rclationship of neurons and glia, involved in 
thc regulation of neurotransnússion. 

It has been recognized far many years that the mem­
brane transport systen1s far neuroactive compounds are 
capa ble of carrying a net outward flux as well as net inward 
movement of the substrate. It is very Jikely that glial cells 
could release such compounds through tlús mechanism. 
The operation of transport systems is electrogerúc and 
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strongly dependent on transmembrane ion gradients and 
membrane potentfal. The stoichiometry of the transport 
reaction determines the substrate concentration gradient 
that the system can generate, as well as the sensitivity ofthe 
system to changes in membrane potencial :md ion concen­
trations. In ionic conditions that fail to support the existing 
substrate gradient, neurotrans1nitter transporters run back­
ward, acting as a calcium independent, non-vesicular 
mechanism far transmitter release (Attwell et al., 1993). 
Glial transporters may play an important role not only in 
the clearancc of neurotransmitters rcleased by neurons, but 
also in rcleasing neuroactive cotnpounds in response to 
multiple stimuli, through thc activation of specific neuro­
transmitter receptors (Shao and McCarthy, 1994; Gallo 
and Russell, 1995; Porter and McCarthy, 1997). 

Severa! examples illustrate that the clectrical responses 
elicited by Glu and GABA application to glial cells can be 
attributed to transporters rather than reccptors on the basis of 
their phannacology and ion dcpendcncy. Early work showcd 
that GABA iontophoresis dcpolarizcs cortical glial cells in 
a Na +-dependent fashion (Krnjcvic and Schwartz, 1967). 
On this linc, clectrical responses !1:1ve been recorded in 
glial cells co-cultured with hippocampal neurons, attrib­
utable to electrogenic Glu uptake after single stimulations 
of the neuron (Mennerick et al., 1994, 1996). Although 
the mechatúsm has not been established, the depolariza­
tion of Bergmann glia after parallcl tibcr stimulation has 
also been reported (Clark and Barbour, 1997). Despite the 
poor understanding regarding signaling mechanisms be­
twccn neurons and glial cells, one intcresting possibility is 
that Na+ -dependcnt Glu uptake stimulatcs glucose uptake 
and the consequent releasc of lacta te in astrocytes, which 
in turn, may serve as neuronal cnergy source (Pellerin and 
Magistretti, 1994; Takahashi et al., 1995). 

It is also possible that glial ccll depolarization result­
ing from clectrogcnic Glu, GABA and Gly uptake may 
play an initiatory role in intraccllular signaling. Threc 
recent studies suggest the intcrcsting possibility that the 
opening of voltage-gated Ca2 + channels (VGCC) may 
result from transporter-mediated depolarization. GABA 
applied to isolated skate retina! horizontal cells, whilc 
fluoromctrically monitoring intracellular Ca2 + concen­
tration, depolarizes Miiller cells in a concentration­
depcndcnt manner, thus leading to nifcdipinc-blockablc 
increases in thc conccntration of intraccllular Ca2 +. The 
pharmacology and ionic dependcnce of these responses 
werc those far GABA transporters and not far GABAA or 
GABAn reccptors {Haugh-Scheidt et al., 1995). An anal­
ogous clevation of intracellular Ca2 + aftcr application of 
EAAT substrates, but not of GluR agonists has also been 
faund in pituitary cells (Villalobos et al., 1995). Because 
Ca2 + elevation was blocked by nisoldipinc, an opening of 
VGCC by EAA T-mediated depolarization has becn pro­
poscd. In support of this idea, glycinc has been shown to 
induce an increase in intracellular Ca2 + in cortical oligo­
dendrocyte progenitor (OP) cells by Ca2 + entry through 
VGCCs activated both, by Gly transporter- and Gly 
receptor-induced dcpolarization (Bclachew et al., 2000). 

The evidence contained in this review, clearly em­
phasizes the active participation of glial cells in the rcgi.t-'-
lation of neurotransnússion. - --- -- - · · --
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