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ABREVIA TURAS 

ACPC=Ácido !-amino ciclopropiicarbbxílico 

AMP A=Ácido a-amino~3~hidrÓ~i~S~'.rh~{¡I-4-isoxazol propiónico 
»." í•"• ... 

CPP=3-[ (±)-2-carboxi pi per~zin~4~ylJ 'p~~pi 1-1-fosfato 
-;:'·r::-,·. 

DFMO=a-Difluorometilomiii~íi:;?>··. 

oET=Dietilentri~~i~.~.J~!niiit{:,'.Jl'; •.... . 

EDTA=Ácido etilen~dÍamino'.:tetra ácético 

GABA=Ácid~,l~~,!,~~,~~~Í~~~~~/·;.. . .. 
GluR=Receptores•1onotrópicos.~e·tipo AMPNKA 

::~T~!i1f f ;~il~:jjf lW)'.~º"~n-N'-(~otono.ulfónko) 
KRB=AmortigúádorKrebs Ringer Bicarbonato 

:i:~~~~lif ~~~!li~~1~~l~tomaté•~cc 
NMDA=¿·cido}~~fuetil-D;;asp~rtiC:o··. 

oo'c~6'i~1~i'i~~;~~i~a~bd~Í;las~ '' ', ' 

:~1;:~!~1~'.f f~i:;f~~es'exi~ma ,e interna de la retina 

•', ,, :::.•.:.; - . ';.' 

PCP;F~niíCiélidina 
,:· .. L. :·:-0 ~~ ,,•, > ·~ .;¡ (~ ~· 

pr::::Fosf::úiáil .. iriOsitol 

PIP2;Fo~f~tidil Íno~itol bifosfatO 
.·_ -.- .. _ .. ,_ . 

PLC=Fosfolipasa e' 
Rl,R2=Subunidudes del receptor NMDA 

SDS=Duodecil sulfato sódico 

SN=Sistema nervioso ' 

SNC=Sistema nervioso central ' . _,._, - . 

TM=Transm.emb;~rit1 
Tris=Tris (hidroxi-metil) amino metano 
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l. RESUMEN 

:::;:.~:;Jlllllf ¡¡¡\~~j~~¡l~t~~¡~¡~f s~ 
neurotransmisi.ón~·~;través de'islJ,interacCión coÍl')()s receptó'res' de•glutaníato·'del tipo 

N-metil-D-as,~~~.~~,~.J~fü~~(.:.'i"~~lA~;~~Fo~tr~do que t~nto Iaespermina como la 

espermidiria producefr:diferentes efe'ctos sobre'la actividad de los receptores NMDA, 
- -._._ . : _; ;:~:..:~,_-g;:\~:~--··'.:!~{~:t:.~~~{~~\~·,::;i'.~~;~~/.i::~:',. < \: ~- ' 

que dependen-de)acOricen~ración de la glicina, coagonista del glutamato, así como de 

variaci~nes:6~'~i;~~~~~f~~ ¡ié'Ji~c~··de la membrana. Estos resultados han llevado a 
;: . : : '.'_ .··-:/\.·;~:: .:,'~~\:··-i5,\~[:.:::_~';/~-~ .: .. l_:_c:·', 

proponer 1.~exisig~Ci¡'¡f(j~?núltiples sitios de interacción para las PA en los receptores 

mencio~~d~lltf~i~A en la retina difieren de lo• del SNC en '"' 
caractenstica~'farmacológiC,.ªs y;bi~químicas, así como en su modulación por las PA. 

En el SNc:1{~1.~J;~~~~:~r~.·~~~y1~:~~.s~interacción con sitios específicos, estimula la 
unión de la ,glicina'al[sitio.élel;coa'gonista en el receptor de tipo NMDA, mientras que 

~:,~:.:::f :J.dº~~~~t~f {~~,tf~:ir;~~f?tibe :ich; "nión.• ''"'~ :~ una 
Además de .lapresenc:ia d~ i:~c;ept()re~espec;ífico_s, otro requi.sito pai;a'postular a 

las PA·· co~o .sustrinci;S,.·~;~'.~r~~~~JYa;~B~~·i~·;¡¡:b~~~¿¡gn'~'j: e~pacio .. :xt~~:el'.i¡~}'·~~.t~avés 
de mecanismos regulados poi;. la ac.tividadsináptica. A este respecto, se ha gell1ostrado 

que en el SNC tanto Ia.a~~i~1~ióh ~e .Jos receptores de NMDA(:6~~~.Ía d~tividad 
inversa de las proteín~s tI'allsport~cÍoras de PA, inducen la liberación de las mismas en 

el estriado y lacorteza'.~E~f~steti:abajo, se demostró que en la retina, a diferencia del 

SNC, las PA se Ii6cii~rn~o::despolarización inespecífica con 50 mM de KCI de 

manera independi~ntJ'i~¡;:i¡;~IcÍo extra e intracelular. Asimismo, se demostró que el 
" '',_,_:r:'' ..... :--: 

sistema de captura:de :PA:el1 la retina no requiere energía procedente de la síntesis de 
. ',' .. 7:.;-, .. ,'.~.»:·~\/"'!;_~-~.~ ,. ">: 

ATP o de un gradient~;~le~tfOf!UÍmico. 

Sumados a los resultaclos obtenidos anteriorinente por nuestro grupo, los datos 
, .. : ... · ·"'; .-. ,. .. -· -. - .. -,-· "<• 

de este estudio refuerzah"laidea de que tanto los ·r~C:'eptores 'de glutamato como la 

regulación de la neurotrallsmisiÓnglutaínatérgicaén la r~.9nüdifieren de los del SNC. 
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11. INTRODUCCIÓN 

El glutamato como neurotransmisor excitador 

El glutamato se considera como el transmisor excitador más importante en el 

SNC. Su interacción con receptores específicos en la membrana sináptica genera la 

despolarización de la misma a través de diversos mecanismos. Los receptores de 

glutamato se subdividen, de acuerdo con su mecanismo de acción, en ionotrópicos y 
·-·-··-""'--o·.,' <·- --.i-~'--,::_ ___ .:..o_·.;·· " 

metabotrópicos',(Figurá'f1):;:i.:ó;:i!>riiitrÓpicos son proteínas tetraméricas que forman un 
_ .. _: ___ --~ :-~· .. :; ~-:-:_ ~>·t·¿~~-~¡:tJ/:'?~{i~\~~.'~{~'~/'.. (;~~~:: :_~":~:?f-~/-~,:~~;; ~;<<- ~ 

canaLcatiónlco~/in~~p~cfo~;)'·.¡:>(;~~áble ál Na+, al K+ o, al Ca2+. Los receptores 
-- __ .. --_:_ --~ -~;,::. -: :-~:r\:r;;~~~~~C~H~-~fr'.~~~~;yr~:~~l~~ .. \J_tf~::-/ ~:_,_;;:_::~ :-~:'::;_> ::,~- · ·, 

metabotrópicós son3proteínas·moitoméricas .acopladas, a través de proteínas G (que 
· . ~ _'·~:~\~-:~::t:~~~~~:{~;J~i-~:j:j~~iC.(~:~:'.~E'.\f -~~::::· ._{~;;~~-~ .. : ·. ~;> ·. . " _. _-_ ~ _ . . . 

unen GTP); a: liúact1vacion;'de''la fosfohpasa C y a la h1dróhs1s consecuente del 
·: -_ ---~-~t::.-_ -. :~~~:~;;.!~~~?~:-/ v~*·\'.~/M;~;v~~;~~·:;_~f ~_:t:~~t~:~:~-~ .. ~~~):~~r~~~-~f~:'.'._:, (,-:\::. ·:~; :-;:j~: -·~·: · ·-¡ ~ . _ .• 

fosfatidil ·incisitoi:~bifosfat0}(PIP:Z):;dej21a:)iriembrriná,'ro bien, a la inhibición o la 
:. ,, ~--:; .::·.·:~ >~;;~ :t:~~5::·::.~:-~mt~~;~1st~~:: ~~~%~+.:~~r.:~~::n:\ :~~~r~-~-t\1~~~~>~tt~G;_fJ~~~~;~:·tr~~~:~t:*~-r::~:~~/;:/· ·: ~-· ·. -

activación' de faade.nilil_;·cislasa1(1):'.;Lo.s.•réceptórés).iónofrópicos·.se subdividen en: los 
.. '. : ,,>\'';;·::~~~~? ,~~·1.;;f'.;z:;;~~i;íf:t::'.~ .. :;;;:r~i~!iffr t'i~zi.·W:ü;~1-t . ..;:~ -; . .. . . . . . · .. . . . . . .. 

de N~met11-D:-aspartato ;10 (N"MDA)i{\.yi•\I cx~ammo~3.~h1drox1-S-mettl-4-1soxazol 

}·:,,:;~~-- : ~.(;·.~~:-~.--:.~-;~:\~;·-'.~;~t;~;: .j~i:~/«::.:tf ~i~-~ -~~t~~;~::{~zy{'.:/_,~;t!S;\~~~~~\~.·: !:1-~ "'.;~:::~1~i{il?0:~~t~-,~~~~~~;Vi:~I;~:;:;·: --~:~ ~/;:; ,_ «-: :~,> -. - _- · 
propionató • (i;\:MPA)/Kairiato··; (KAkrdef acüéídó:.'cori~ su?:.agóriista .más potente. Los 

=~:Á~;1~~p~}!t~~~lt~il~t~~,~i:~~' que 'º' de 
Funcionalme11te,\Já•.activaciórj.Xi:lé('h)s ·~ré~~ptor,es '.de AMP NKA genera una 

.·. '.-· ~-- _,:-~ :- : ,:~ ~-~ ~{:-~;-: .. :::t~:~~ :·_~~~~~:::~:-~ i{~.~; ~~f G~:~-'.~~;:::~ '~· ~~ ;4~~~·:~ \":~~;:~~\:f $ :~~~::};~;~_'.: 1~~0~~ :: :~ P:~.-
respuesta rápiday'de:~'orta ~frración;';que.n8'd~p~n.de'aéLvoltaje. La activación de los 

recepto~ ~eY~·~~t~~~:iI~~~~;:~~~~~l~~rn;i6n; Y requiere de un• 
despolarización'. previa;'dado que en .condiciones fisiológicas el canal del receptor está 

~-. ,· ,/~·:.:·;,~~:~.k;_:;)~:f\1'.t?~:::~~~t;~~;:::{:~- ·--~.¡.:;-_·' )\-<-' ,.-;\>.· ·_~,~-~-~. . .... · .. , '."' 

bloqueado porrvrg7t'(2);•:''i ,, :;; · 

• Se f'~~¡~;~"f 1~1{~~~~i~~d7i deJ~s r~dep.tores ionotrópicos de tipo AMP NKA 

(GluR). EstÜ~ .~J&triidad~s pos~en cuatro segmentos transmembranales (TM), el 
.- - . ·• .. :;·; ':: -~:-:, ., - . . - . 

segundo de,lo¿~·~ales rio atraviesa la membrana plasmática, por lo que el carboxilo 

terminal es·intracelulary el amino, extracelular. Las cadenas proteicas de los GluR se 
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Nfv1DA 

Na' Ca.O .,_M9 ,. GI" 
Gly PCP 

~ Mg:.!• 

Ü1<' 01<' 

B 

Figura 1. Esquema que representa los diferentes tipos de receptores para glutamato 
(Glu). Los receptores para glutamato se subdividen de acuerdo con su mecanismo de 
acción en: A ionotrópicos y B metabotrópicos. Los receptores ionotrópicos se 
subdividen a su vez en: NMDA y AMPAIKA. Los receptores de NMDA forman W1 

canal permeable al Ca2+, Na+ y al K+, y tienen sitios de unión para glicina (Gly), 
poliaminas, Zn2+, fenilciclidina (PCP), maleato de dizocilpina (MK-801) y Mg2+. Los 
receptores de AMPNKA forman canales permeables preferentemente al Na+ y al K+. 
Los receptores metabotrópicos están acoplados a una proteína G, que a su vez modula 
a la fosfolipasa C (PLC) la que hidroliza fosfatidil inositol bifosfato (PI) generando 
diacilglicerol (DAG) y 1-4-5 inositol trifosfato (IP3). 
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· .. LA' }~;~~l)~~:~i~mpo J~~ · •ubunMod" quo oe gonoran po• ol 

empalme aÍte~ativ~;Clel·inRN .. e. ge~\ft~'1f~~h) (3,4,7). La familia R2, comprende 4 
. 1·_ •• ·~~:!}/'.-: j~_;i~;;.2~-~~~:~-~t~~~~?~fp;~~ ~1t-~t-·ti;~%S~-~~::~·~:;~ ~---j:~-~-. -

sub unidades .c'(:odificádás por ;'genes}diferentes (R2A-D) (3,4,7). La combinación 
~ -' -,-.~ • • -_-::.__L,_'~}';';-~--:~=:-_<: - l -

diferen~iilJ cle'süblJnidades de las dos familiris confiere a los receptores propiedades 

farmacológicas que corresponden, in vivo, a diferentes regiones del SNC (7), así como 

a diferentes etapas del desarrollo (7,11,12). La subunidad Rl le confiere al receptor 

sus propiedades básicas, y la subunidad R2 funciona como una estructura moduladora 

(3,4,7). La inclusión de subunidades R3 en los receptores de tipo NMDA inhibe la 

actividad de los mismos (13). 

Se han identificado cinco sitios de reconocimiento en los receptores de 

NMDA: para el glutamato, que actúa como neurotransmisor, para el coagonista 

glicina, para el Mg2+, para bloqueadores de canal abierto y para el Zn2+. Asimismo, las 

PA, como la ~~permina y la espermidina, modulan la acti~Í~aJ del ~eceptor a través de 

varios sitios de unión, como ya se explicará mas\~d~lante (14,15,16,17,18). El Zn2+ 
• ·';_-(: _ •,\ ... 2' .. 

J'.h• .,' :·, · .. ·."'· -

reduce el tiempo de apertura del canal de. Iós receptores de NMDA posiblemente 
"· .,,. __ , .. ,~ :- -, 

porque inhibe de forma alostérica, un sitf~'~§~~sÍble a PA encargado de regular la 
. · .::-.:~_-:-_. _ . ~-:- -~~'.:L:~~\~~~J;~:;1~:T~{:~r<~ 

frecuencia de apertura del canal (19).'Erl'estadó;de reposo el canal está bloqueado por 
- _ . _ · _. ._ -.. ·: ~r:~·~"::-~:~_~l_fr:~~,-: ~(~s_: !r~ .. -- ,_ 

el Mg2+; la despolarización.induce,JaFj~fiÁ~·~del Mg2+, y permite así una corriente 

prindp:JmoOt!f 'Q~~;~¡~;~¡~j~~~if ( ~"~·'ª '"'tHudón de una asparaglna 

por una glutamina en(el}seguridojdcfrniriio'iTMi'de:'las· subunidades Rl y R2 regula, 

reopectj?~j!~~~litf f ~~lllf ii,~J;~~º' Mg" (IS). 

La'>compos1c1ón:;heteroménca;·de'fosTreceptores de NMDA es motivo de 

ºº"'~4";~i~~~ri,~st}t~~{t~~icil~e ~~%·~Icho• recoptore• podrioo Jnclufr ''°' 
tipos desuburiidad~~.2'Üna'R.1';ydÓs vafirifües de la R2, contrario al esquema previo de 

. . .. ·" .;: . ;•, '.:;, : : .. ) ,-... ~·- . ,, . :•-' ... ·" .-. . ." " . ' . , __ -; .. 
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una estructura heteromérica formada por la subunidad Rl y una sola variante de la 

subunidad R2. 

Existe evidencia de que el. sitio de.urjón _de l!l glicina ysus ar¡tagcmistas se 

localiza en la subunidadRla; mien-tra~ qll~.-p?ra i~:iórlnición de Jos_ sitió~ :de, uni~n 
-- ·. ';º·.C- -:·\ '.·"? .... '. ·•:'.-.'-_>)-~.:' ... (~.··~--~~~,-~>:~~~,:f,~'. ... !:·{.-> ,-,,>_, '' ····-, .. :·,', .... • '- •. :,·,,., 

para el gllltamato Y~.sus.antagonistás así eoino'párá bloqueádores de canal,,como el 
- !)~. -~- _..,, .. ~::~- . ·,,-.'.·. -~··.'_. - - , .. ,, ... .,;-·'· ·<.;r·· ,_., ,., .. -._,',-.:; . . . - - - . _. 

_ m~I7at()_~~;~~~~~o~Ílf~j¡:~~~~j.~1~i~·~;t~:'~~~qf }~~it'~e~'.\~~'subuni dades ___ R 1 ª/·· ,R2A _:c21 ). • 

Estos resultadós;·sin:embargo~·~o·n·m1.1y~piírlicülares; ya que no se hizo un estudio más 

;:~,;;~;}~~~l~!tiil~ti~~4{;~~i::r.':·::~~~.:e e:e::~: 
homoméiicós · cÓnstl iÜÍdÓ'si'po'r ·;~ub~ñ'i daéiéS:~Rf: (:iz)'.',' Es-tas . contradicciones podrían 

-. -. -.- . ~ · -__ -:fi!(::<:·]{{:J~;,~:\: Si!~E::~~:il :-.~~¡~~~~:::~~~:-{.:,~1~i:~?:·-I;@~~:~~~f ~~1~5::)~~;~~~i·~ '.'.:/::;·; :·_:·:~.\.~; ,' -. 
derivar,deJIUso de;diferentes_~ipos~cehilares~qt.ie en cada caso se emplearon para la 

, -._-: ·. ~. :" e7;:'.> .. ~2~.;J:;1~?~f '.:~7~::_;;~;y~~ ff~:-5; .. /;1;:~~f ;~¿\~~~~/~, ~;}:;c~t?!f ~j~':·;~~?:0·;.:).'.}:(:~'.· .·<- ·· · · ·: · ,. , 

expresi.ón .heterólogade 1 assü_bun_i dadesJ22).< ;::,··· 

~; ,- ;~ ;·r;¡· ~ ¡,,:"',· ·:..'. ·: '~: 
,:;_·..;~:': .• .-:.:..~·. 

recepto_res_\ el receptor forme sitios de 

·" . .:; 

pierde un mserto. en eJ:extrelTio: 5'/ po'f el proceso:de /empalme alternat1vo;]~a:ausencia 

del ·exón_- cinco, •enc,el.1!3-l'l°f.''que:~ocl,i.fic~;pára la(sübuni.~.ªcit!llK~tci>on~:un7sit10 en la· 

proteína·.-ti>'~ri~;r·;·J:fü~~~i'~!1~~::¡,~~~t~~~~M~~M~~':J[~i;gg~i~·i;~;:JlÍi~~!· ~dti~~da·····por 

glutama;'°f S~~~4it~~~i~l~t\tíf Jli' '~!*f ~~~J,~P~~•!iqGe 'e· 
requiere de Ia,inCIUsióri de,:únriyii.Hall'ie;de' ··. _ um a es_,Rf;•éolTIOJa Rla; en los 

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

0

• .... • :·~·:_.'.·.·~-·~::.~~:)s··.f~f tf :~~}J~~r.~::~:It)~{:'·tt;¿.;~;;i~tti.f :~~;f .;~~:~~~r{~~:~~::~}%t :_~+r~·>.;:, :~.:_0' ~- ·"_.\~: '. -.. :~. -~-.-~: ._ · .. ~: 
receptores heteroméricósi para/que ¡1,ri :espérmiñá'.'a~rrie11té; li( comentf j1C:tivada• por 

glutamato en estos receptb~~s/}~~~g~:~it,"'0~jjn~::2~~ió~ ~~~-~std-~:~:~i~Jj~Ción está 

controlada, diferencialmente, po/~í tip~°clesubunidad R2 (17). 
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como con la activación de protoncogenes y la modulación de canales iónicos (1,25). 

Función de las poliaminas en la neurotransmisión excitadora 

Las PA endógenas como la putrcscina (diaminobutano) y sus derivados 

espcrmidina y espcrmina, son policationes presentes en todas las células, en las que . · 

transformación de la~mitiha ~rlputrescin~ po~ la ODC, por lo que los niveles 
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B 

A 

+ 
H:1~~NH3 

Putrescina 

+ 
H:~N~NH;¡ 

3 
H' + 'H 

Espermidina 

+ H, + ,H + 
HN~N~N~NH:1 

3 
H' + 'H 

Espermina 

Arginina 

~~ª 
Ornitina 

1 Ornitina descarboxilasa 
,{, (ODC) 

Putrescina 
Propilamino l 

r-l Espermidina sintasa 
'--..:::)> 

Espermidina 
Propilamino 1 
~ + Espermina sintasa 

Espermina 

Figura 2. A) Estructura química de la putrescina, espermidina y espermina. B) Ruta 
metabólica para la síntesis de poliaminas endógenas en las células de mamíferos. 
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intracelulares de estas moléculasd~pen~~n.de .la concentrnció~ y: actividad de dicha 

enzima. 
,.-, -

La espermina y la esp~rmicli~~- ~~ han relacionado con fenómenos, com~ el 

crecimiento celular y la repli~acl¿n (~6)debido a que, in vitro, las PA m~dulan a la 
'.; ;:· --;';;: - . · . .:· -. __ _ 

RNA polimerasa II, ~~tiiÜ~J~n :la Únión del mRNA y el aminoacil tRNA a los 
,, .:· :'-,._, .-·~:'./-., ·/.:t:<~.~.;.~~-\~:::.~~~~--... -

ribosomas, y_estiiriufai!Ja ácétilación y fosforilación de histonas. Esto sugiere un papel 
___ -:.. _:~_:;~~-'.~~:;~-~~~~~W~{~~;\?_::~;~:~?F;:r;:~ __ ;~::~:I~ -_·_ 

multifunciori~l!i.cl~·{(I¡¡sJ.·J>A en la replicación, transcripción y traducción de la 

infonna:i11f ~l1l¡i~%~te =pecto, exi"e evidencia de la pnrticipoción de ¡., 

PA en eFcrecimiéritó/de!.;tuiriores, ya que hay un incremento en la formación de 
· --·~/:~: ·: .-:::~:~L~~~:~~;ir::~~Íj~'.:l.t\~f :~:}-~:;~~{~~-~<<~-:~}::::_~: ·.,·::. _ 

putrescinri y.espeririidina eri gliom'as (26). Por lo anterior está en estudio la síntesis de 
-<. -, :.'. :~~~~-:: ~:t~i~i~;;;;;i;g~v\~t(;~ix:~~~r.~zv:·~~~~~~s~-:!.~~-r/ ~- .·.\,\\--. _'. 

inhibidores éspécíffoós>de¡Jri' biosíritesis' de estas moléculas, que favorecen el cese de 
-.. ·./.~·;:.,,_-~:;:·_:--;~:;:~-~<~t~il~}\::~:?.(~t.:~.ti~~>%:~;~/~:;lf:)'.'.-~~·~i·;(.~~~i:· .. :~;/,: ~·~·< .. :···.;::.' . ': . ·:~,.-. ,. ::': ·.';' \:.· '• . 

Ja proliferación celular,'aldetenerd ~folo celular en la fas~ Gl (26); En el SNC, se ha 

:::::~i¡ilill!B!',:::::~~~:;:::~c~~~ :~~:~~~:~~::~ 
que Ja é~piífu{~fa~,:y1ii ~Gtr~~~ina se concentran en· Ja materia blanca, Ja médula 

_- :.~- º,.·.·-.·.·;·:~~,~~{~;~:·{~;t~~.:~1!ff/}/~:~:~-'.·;j,\.\f~+·-·:.(.< .~ .. :.. 
espinal y Jos,nervios periféricos (26). Seiler y Lamberty (27) observaron que el nivel 

. - .. · ·::.··' ·;~?:~:·:::"{'-~·~·:~.·~.,\~~.:.,: ~\:~:<~~:{.·.'." -

de putrescin"~~it_~Ii~~'du~ti~te efcÍesarrollo del SNC; acorde con estoWilliams-Ashman 
,,··; _:_ ·::·~~ :' -~-~~'."-- ~3,: . ~-~ . '' ~ '·~- . · .. ;-. 

y Cane11!1kis',(28J~ 'ti1(Jri'Ai~'.ninne et al. (29), demostraron que la ODC alcanza un 
; .- .:) ·<·._;, f_'-¡:·'.'.:')~~:·-~<t·~~i~t:::1~·;.!-"'~~:·/_<.;;1~: ., . ', . ,' . ' ' . < . ;· 

máximo ~eiaéÚylCiacti·6~;,e(cete!Jro durante Ia etapa de 111ayór:proliferación de las 

célul~ ·~f. %f~?{~lí~~ii~·li~~"•e· ,~,i~ .. s~•;;,%·~r;~;~~·K·rpennin• .. 
mayor en el cerebro,queO:én ofros tejidos (30), lo que apoya la idea de que las PA no 

sólo están iL~fü~~~~~1~·~~ ~~~~esos de crecimiento y repli:~c;~~ 'c~I~lar durante el 
·--:_,~~:/ .; ;.··:.::<! .. ~· --. 

desarrolfo, sino;que. también podrían participar en la transmisión sináptica en este 

tejido. Sin embargo, se ha reportado que la concentración de PA en el cerebro es del 
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: · :-;: .. ~ ~:~;y;'~~'*1;:lJ~~f \~~~)-:tt~~~~.<i%~; l:: H~~},;::~B¡~~~f :'.~~~B:~f=.~t~t~~:~~~~f~0~~~·~~:~-~~%~:~;i·~~:~; : .. '. 
mismo ord~~.'d~ mag~itud;qiie ei(otfc) fojidós'(26)i1P:or Jo que. no es posible definir Ja 

: ... ,. '..~:~_-. · ·y:~.:5/~~¡P!\1 !r~~~¡~3;:~~S:d~~rrr·~~~~1~~~'-F~~~(f~itf~~~~;~~~~~~[t~t'.~f::if$2.;:;:~~~}'..:.:)~:· · _ : _ 
función dé'estós:·coriipUéstos{éorf;basétériisü):listribüción. Por otra parte Harman y 

=-- --- ---- -~·~:·,-r~.r~~f~:~:'.-~;rg~%~~~~r'.~1~¿i~H~~x;·_:fJi~;iffi~~~~~ .. : -~~~:21;~¡:~;~;~~/f:;~~?.i·~/,f>· . -'. . . 
Shaw (31) demostraron~cénrebaria e~cortezácerebraJ de rata, la presencia de dos 

:-.~~: ,- ~ :~r-,~- -~~~!;;~'.~l~~~~1r,~~~~7:~~!~~>~~1~:~~~~r~~r~CT~~{~1J~0~i~t~J~~~~~r:;tX'.:~ :T·r~~- .. ~-
sis tém as dé.'capiufa'.de;espeímiria:éori)Jfa afinidad y características similares a las de 

los si~~~~~~ §~·;~~~~~~~~~'~i~f~º-í~:;i~~jÓtr~~smisores noradrenalina y ácido y-
: .. -. , ,:~./.T/:J1tfj.:4%\.'.·t~i~~~:<_:f~~2:·:~ .. ;:;~i~>;:~;.:~:/t;. _,.- .' 

aminobutírico'(GABi\)~'.)\siÍllismo, se.demostró la liberación selectiva de espermina y 
~~ .. -:::·~- :::,~~~:~:~~!~~·~¡~~{;:~~~~ ~:-)-:~~~~~r~-f ~Z(~,~:;.;~·:. ·:~.-· ~: -· 

espermidina'de('éuerjlo'esiriado de la rata, tanto por la activación de receptores de tipo 
;:··-; :;yo:.;·:; 1 ;1.". "·"'-( ·.< _,_-

NMDA como ;c>r.·jj~~~tividad inversa del transportador de PA, por lo que la función 
' -·"-,,· .·1: .. ,· .. ;.-,,····.·:;:-.· 

. ''';::':.> 

de estas moléci'Ífas;c:¡,iriQ neuromoduladores o neurotransmisores cada vez tiene mayor 
. -: ,· . . ".,·. ·.:~.;. ·.··:'.,.;::e''.>. . 

aceptación (32j3)>E~, el sistema nervioso (SN), la activación de canales de calcio 
• - ,.)··-· .- .• ¡._"· ·,·. 

dependient6sdfILv~Itajeo de ligando, produce un aumento de la concentración de PA 

(34,35,36). Cuarido s~. inhibe la síntesis de las PA con cx-difluorometilomitina 
' -,: . :; . 

(DFMO, inhiblb~~)ir~:¿6r~ible•de)a orniil~a;'cie~cri~b~xÍfa~a), se inhibe la entrada de 
. ·: · ·: -. ';~.j.'··:.) 3~~~~:~~/ f ;:;t::_}~ ~t;~:~~~_:t~::~t-~;_:3~~~~~~ ~'. ... ;~;~rnx:/j:1; ~r:~;;.ti~i~r{~f f f E~~~~JH¡~~ ~~J·~~~~~ :~c.:~f ;-:·Y';-;·; . . . . 

calcio a traves:de.canale,s acuvados.tanto p9ryoltaJe'.como pod1gando; esta mh1b1c1ón 
'. . ·· :'·-: ·::· ::·· .:;'/;~~:-.~ '.{;:~r;~~:t}{r.~H:I~~:~~-:~~~~:;::'..;/:?}r:Ar;_:,·,:Jf ~;~{1·J;{-:;~::~1{-; ::~:.~~?:.~·~{~;,~~~~;)'.fJ::~·~:f.rft~~~-,~~~~~~·!;_;-: ··,: :·: \' .·. ·. · .. - · 

se revierte pbr~é!idiórifo~.·'putr~~d~a,;d4'f36;37;:fa)'.'T:6:~~~ieriot;evíd~ncia claramente 

'" •mpo~p~',~t~M;¡i~~i~l~~)i~l\~'.11I~~~~i,;6"· . 
Lá espeririin~y; 1~: esperiniditjri:'~rit~ráctúan~coh'coinpcinentes estructurales de la 

,·" :: .. -, :~:~.;~·'.~~::::·; ;.'.;:;~;{:>~;s~:~t;~~i.~;n°,~:f~i?.~<~~2~~~ .~fiflS::~f ?~;~ ~'. :~w~~~~ ~:·i;{{<\.:·.:?:~:~.: ';. ~ ... ::,_ 
membrana plasrriátiéa;.corrio:lás;pfotefoasiyJós'.fósfolípidos. Esta última interacción 

"tobili~~ ;~~~i~lil~i~í~ill~~:~~d~lando de monera indfrecta la 
actividad de·canalesdóriiéós:i;Támbién{se;hii'aemostrado, como ya se mencionó, que 

.. :·.·.--.. ~ . ;:S~i;k:: ~~;:~:;.~~1~n~~.;~,~f~:1~?~?~~.r:~::,:~;¡~4~1·s1r }~~~:?i~~i~~~7.%~1~:i.t~rt~;~~~~t:~·-~~~~:·--~_ .. '. . :.: 
las PA· modulan;CleYmanera~d1recta;Ia:;act1v1élad:·de, los receptores de tipo NMDA a 

travM ª)[ l~á~tl~ii~~i'.f~~~~!llf iif~i\1 ~.i•mo, prodooiendo múltipl" 
efectos. Entre\estos éfüctoi(se:cuentari~Já,'.~éstimúlación dependiente de glicina", que 

......• . ,:• .. ·•?~ ';~~··.;;~::::'1fr "'.~'~'.'E:: ~ii.'•;·~9'·;·;fú'Y;i~~á:t~• \. 
consiste· en· un: aumento-de 1a:,afinidaé:t 'dél :•.receptor·. por su coagonista, la glicina 

·' .... ,_,.(;'.:'":>;'·',_.:,":-"'/J. :, :: ·,,: ..... :~··\'_,, ... _.·,_~:>":·.:;:·~/.'.:.:,<_' :.'." ·. ,. 

(15,40), y la ;'esÚml!Ia~iÓn 'írid~p~ridieritede gÚci~~". en la que las PA incrementan la 
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frecuencia ~e ripertura del· canal, a concentraciones sáturanies d~~ glicina; generando 

así un auménto de ;1ri corriente y de la u~ión de bloqLÍeadÓrn~·d¿:;canal. Este efecto 
- - - -----.. -~ . - •·.• ' . . ' . ' y .-. • • -. • 

depende de Ja concentración de las PA, a bajas~ concer1tracion~s incrementan la 
~(~~;:.'" :'; ;•7,: : .':". r 

corriente, mientras que a concentraciones elev'aci~s 1'~ irihiben, posiblemente porque la 

espermlna y Ja espermidina actúan como bloqueadores de canal abierto (41). A este 

respecto, Marvizón y Baudry (42) identificaron dos sitios de unión para las PA en los 

receptores de tipo NMDA: uno de alta afinidad estimulador, y otro de baja afinidad 

inhibidor, cuya activación conlleva una disminución tanto de la Bmax como de la K.i de 

la unión del MK-801[3H], lo que demuestra que la espermina no compite por el 

mismo sitio con este bloqueador de. canal. abierto. Se propone que el efecto inhibidor 

del MK-SOl.ycl~ inhibición,pbr:(¡¡ij;J~hlli~~:se producen a través de mecanismos 
.".: ( < :_·.' -~~-~-.. _,:- . . :.----:) ·._:.:.:::: .. :·::~.'. -. ~ :;_'.~.'.}:<:~(:{·\::~<·~·-;¡~~:~~: -_>1'tt--/. :_~·',_· ~-<> " 

diferentes: bÍoq~eo de;h~n~i;abi~ri6'\j~d~6¡:~~6At~;d~)~ cbnductáncia del canal por un 
. .. .. -: ~-:_~~:---~~~~;{)~::-~:~.:;;~i~t:~:~~;~fr(;-::fa~~~A:::~'.fr~~~j_,~~ifa\: ~;1.~-~~'.;~ ~~i~Jti .. :~:1~~'.;~;-~~~::~~l~~t:,~-~;~i;~:~::'.f :.~-~ ;: :-.~~ ;.,·~: -~ .:;~ · -· --· . . . . --

"apantallamiéntó:~de cárgas·eii'•lri ooca 'de)carial ;'~respecti vilmente. ( 18). 

•• .. ~··· ~~~~~~~~~~J1·1~;1~i~i~l~l&lJ~¡~;~~f c;ón mOIHple de I~ PA 
con los recepfores de:NMDA;.'básáridOse'eri'.eI efücto~de'varios agonistas, antagonistas 

;'·. :~ ~:·:;:·: .. :.~ i)i.~;/,~:~::;:(;:;t)::~{/{0/\~·{~:&H/~1~~f :~~:~11t~ ,?[:¡~~1~:;tt::fi~i~:.If }&!!~:~~~~~i~t~~l:~~v:;.:::·.::~:'.. ~~ -_ :. · -
y agonistas ihve~~os(así¡éoiTio,poi:itin.~lisis.(:sfruétural:'Las PA que interactúan con el 

::E;f :f ¡1~111ill~~~:::~:::,7::;::~::~: 
dos,. actú:ln>como:t¿ll.gÓni~tas/Jíilyerfeos}:A .este respecto, Kashiwagi et al. (44) 

-.--'.:. :· :~·\.'::;-'._::;,'.'i) :~:~~;g~{-~~·;~1\~:'~~?20:s~tr~i§ir~,~!_;~}~~{'., :' .. ~.",::~ __ -~ -\> 
demostraron q'ue ün'·'résTduo"Cíe';h'Spaft'ato,en la posición 0669 de la subunidad Rla está 

:º >:.-.. :·: ~~}~~J:f ~f~~:~ f ~~Zi\~~tf~-~~~~t~-~:;Th1fl~~~~Í~~ti~~{~.:~~~~- ":~X:·~·- .. 
involucrado en·,el;'.recon~cimienfo'¡;deLlá'.'espe1mina, y .en relación directa con la 

.'' :: .-.... ~: ___ .:- :~>t'.~''.i~:Í~):;~~~~t-::'~t{.~1{~:~;:.):{;y~~~;/:.;~-~·-::~~~·\:: -~-~:·~¡:~·,·,-./:,,~·:· .. ·,:'.-· 
es ti mulación ''in~~P,~~,dJ:m~;,~f;~licinag enxec~[Jtores heteroméricos R 1 a/R2B, ya que 

su remoción ''oc'~~i'g~;~·'~'íI'.~.~;~'~a, de; dich~· efe6to. así. como la reducción de la 
. ' <<::"·:; 
j: :·: ... '·. ' 

inhibición por protones. En este contexto, Masuko et al. (45) describen dos dominios 
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efecto requiere de altas concentr:ÍciC>~és d~ PÁcin condiciones hiperpolarizantes (18). 
. . ' ',-;_~ ¡•.';. ,<·\,' ";' 

Esto último sé explica si se considera aÍa)'.n~mbrana celular como un capacitor, qué 
,','.• 

en condiciones hiperpolarizantes,.{~1iti'h~~~~;!:cargas negativas del. lado '.interior, 
- . . .. , : ·. · . .. . . ~.·/:~ ... ::\~:·_.· _::~{~~:~:.\4f!~f.~.:~?~~~f :1J~'.;~:~: .: .. :·· _:·,:·:.- . · -:. , ·: '. -: ;·-:·:"··:·-_ .. :~4P;>~'.~f, : ---~- ~- < . . 

atrayendo del lado. exteliora:•m~lé.CL1las~cón··'carga positiva, como ;·Ias!P~;;•lo •.que 

omion~~·+~,tli~~~~;~~f;j~~l~~t~ptÓ' en función. de I~ ~~f C,~~'.lt~~~'.f •; I~. 
cargas positiva~«4·8,>~(:ci~ter~specto, Zheng et al. (48) demuestran qué t~es.1 residuos 

de "'paragi~~;f ~li~~~ff~~°' Rl y R2 localizodo, en el filou •elecdvo del canal 

de estos receptores,;'.son.cnt1cos para el bloqueo de canal por espermma y por el 

bloqueadot;f·;~,~n;~i¡'o~~~~É:lc\idina (PCP). Aunque la espermi;,ay:laPCP compiten 

para uni;¿e'rii.~W6~~fbFl;'cii 7blbquéo producido por los mismos 'no es aditivo, lo que 
• '. '<~.,~.,c'!i1;f~~-ft~:~:'~;•~;\::;~~é~':•;,::.:. C. • • ' •. .-·- .• 

vestíbulo·· d~l;lllis~b''. 

- lln aspe1ct8.q-ue ll~st~ el mome~to ~a sido poco estudiado, es la posible 

modulaClóndel-sitio de reconocimiento del glutamato en los receptores de NMDA por 
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. . ~· : .. ··_. : .. :hX;~~~ti:\~·:1;~f ;~.;,~t~i~\t;0~~i~·=,:tr~~~~~~i%--t~N~¡~;if:.\·2~{li.~t:·~;¡~:~~K ~:: .. ;~:_'... .. -
1 as PA. DiChíl;.modüliiciiSn:1'péi~ría~élarse:1a'.t . .. . de~,Un mecanismo análogo al de la 

• :· : .! ·.·-. ~·-;?t:~:-.?i<~ -~;;~k~:i?;~DJ:{~~::;::AiJM~~·:~l~f ~·~:~ttij;f -~~XJ~~:~?ti11{~;[?~H~{:~~í~~~1.i :·~:;;;~:~ :::·· -..... _ 
modulac1~njdel~s_1t1g¿_9c;:!~c9ago111sta·;po.1\las~ P¡\;·· sm .embargo, en receptores formados 
. -·- ;-:~:'~-: .. ~r;.-~~~-~;.~--c~~~~-;~~'.r~i~t~~;~,r·~:;~t-(;ti~~·~.~~f~;f f~]ít:~~:;;:·~~ t~$'.f ~:·:,::¡\f ;·· ~~~ ~--_-.· -. · -~ 

por subunidaqes 1 .N,~l'aMR2B; Ja'esperíninil no sólo aumenta la apertura del canal y la 
--: ~.~-.. -~:«~·~.~ .. :~;5z, -.,JJ.:~~.'-... it-~:t·~-r !'.:~::~~~ .. ~~,_ . 

afinidad delrei:éptor,por)a1·glicina; sino que disminuye la afinidad del receptor por el 
· · ._:_· .: .. ---:- .. '._;:f ~~''..~;~;~3r;i¿!,}~,~~.~~i~~~}~-1~~-;~·:&.~t~~~~j~A:~:3;:~;~i.:_: . 

glutamato'(49): Eniestud1os'rec1entés,·se demostró que cada uno de estos efectos se 
:.: . -·/<'/,_~:?f:·'.~\·.j~'Y,~t:~,-~~~!!{~~?Y/.:~~:\~~~?~~·:·~~~ :·~:.~ , : :' 

relaciona"cón'\'combinaciones\oligoméricas específicas (50,51), lo que apoya la 

existe~~i~~~~&~~~IsJ~-if~}:~~~r~~ión para las PA, ubicados en diferentes subunidades 

OO 'º'~~!~~~~~ p~ ;~clu~n el conteo! de la recdficadón en lo< canal« 
rectificadÓres':enfrantes!:<lúK+, (52), la potenciación del efecto despolarizante del 

.. · ·::\::~·- .:~?"-.'. ~: :·:~·:'..~:;~:·;-..:.;{~JX/E )1(':i~~:~~~ ... Y~t?, .-x· ):.~, . 
kainató (53);\éja,:ifllii~ici_óll¡fd_e?Iá. unión de ligandos a Jos' receptores colinérgicos 

n;,a,1rn1t?i,<~Jrn~·~i~f~~~¡~.:~ 1~6~. d~.~:i~i1~1¡,~,{~.canale< de caldo 
tipoNJ55), la.infübició,1i·de los,canal~s_de,calcio·t_ipo P (56);)/ la modificación de la 

. · · . : : ~_:: -, : ·'.::):::: ·~~~1+ · ·;:n:t:~·:.ff ~~~.: :;:.¡H.i,i\~?t .. i.(~~~~~~~~;~~;:~~~;:.:~~-;;f:V.€::~~~;:~~t~~.~J~1~·;/:ff~{s-:::S~:~};·~J~i~~~!~~I?~/i/~i;_:;~:: . \. . 
actividad de canales·aniónicos como'él:Clelredeptór;C!eHGABA:(57)~~EI mecanismo a 

,~vo. · de!·,~t~!¡~~~{~i~~i~~·~~~fl~;,f[&!~~~~~dfü .. e""' pmrern .. 
membranaJes-,11os~·.con()C:e,con precisión, péro podría relacio11arse con el bloqueo del 

canal, o bi~~~:~i~t~!~,;'."J:f ~~~;·,;,~t;?a~ción directa con<la{ p;oteínas de la cara 

extracelulri::«~%&4~e1~i~'.~~Ia membrana (58,59). , .. · 

s~:~~~~~~~!;~~()¡iü~~istencia de una alta conce~,t~;~i'~~ de sitios relacionados 

con fosfolípidcí,sd~\ili€ffi~iana con baja afinidadpa,raias;P~;1éÜ'eicerebro de rata (60), 

"'' co~o df ¡i;ttítr;iTu~~i%n '..'pecm,, de °'P<*;~t~~?};í~fil,' p~nn;na['H] con alto 
afinidad 'ybajri;~de"nsidád· (61,62). Estos datos permiten postular que las PA podrían 

··:,: .}·'.:'.,':;·:\.~:;{~~:~~~j;;:::~~{f;'<\'/ .. ' .. _:· ·-, ; - . . ... .·-;-:·~..-. .. ·-' 
actuar cc:ímo.moduladores específicos a través de su interacción con receptores de alta 

· ,.5 _ ·\:}':~_.:· ,'j":',.';;c .-: ·· 

afinidad. cic6i~'hTfo~<> moduladores "inespecmcos" ª través de sitios de baja afinidad 

en la. membrana sináptica. 
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Neurotransmisión excitadora en la retina 

La retina es un tejido estratificado en el que existen 5 tipos de neuronas que 

establecen contactos sinápticos en 2 capas plexiformes (Figura 3). En la capa 

plexiforme externa, los· fotorreceptores (conos y bastones) hacen sinapsis con las 

células hÓ~zo~,ta!es ;y bipolÓ~es, mientras que en la capa plexifonne interna, las 

células bi6~i¡¡~~~·riihlf~~·~¡J1ápsis con las células ganglionares y amacrinas, las cuales 
--- -- -- ~:~.-. -~:·}r:~~·:7i~~:;-:~J:~~~~r )J.X~~:~~\~~ ~ ~ · .:,_ '. · · 
establecc;:n"s,ina'psis~entre ellas. Las terminales axónicas de las células ganglionares 

\:-;>·' :;.¡._;·:··:\'.:· 

forman eJilf;rv'fóóptico. 

La:Ci~tillap'~see dos tipos de células gliales: los astrocitos, que no difieren en 
' ~ ;· .. 

sus funcidh~s ele los del SNC, y la glía radial de Müller, que interviene en el 

mantenimie~to del ambiente iónico extracelular controlando la homeostasis del K+, en 

la estra'tificÜción durante el desarrollo, y en la eliminación del neurotansmisor durante 

la transmisión sináptica (63) . 

. LaiitJso~ció~ 'de la luzy sutraducciÓn en una señal eléctrica se lleva a cabo en 
' . ·' ~:.·;:. -- ---.· . i ' . - - · .. ' : - . . . - - . - - •. - . ' '. . -·· . . ' 

'º' 'º'º""Í;~,:~~;~~! ;0'.i"Í\¿i:ii ¡¡;~~ ?~I~~~fÍ'~:~~ 'º' '°'º""ºº''º"' a ,., 
célul.as g~nglionare(pi>i' la yí~,·~~ Jas.c;'él.~las oipoliirt?.i{Dós tipos de intemeuronas (las 

~- .- :~~ :;_- ~:-: -):7 :~-~:/~:~<i:~~~;~~~~~~;~~-~~;~~\~f ~J~~~j:~~~1s~~l~~:/}~~-)~/~~ifr~~;~J1~f~~:w~~rN;1~;~~r:?r ?/·~-: \r'."~ '. · 
horizontaJes \y laS:iiijuiéririas);proveeri'.éie;el1tradás'laterales a las células bipolares y a 

-.. . _ .. :.·.~ ~ "~~-:~:~~ :~~'.(~.; _ ~.;:<1l~~::~~f~!;:~ .. :0~~:;~.i~f:;}_(C~t~~~~··;·{~~i~?.!f ~iti,fi~~:}r::\';·~~ ' ... -__ ;~ -. 
las .células ·garigli()nár~~i¿'Ua'.{~bscfrCióriB):fo'~,·laTJüi por un pigmento fotosensible 

--~~ ~·" ~ -'.~'::~:~-'~ ~~;~>; ~~~~J~~i¿:~~t~~~~j .. :~~f\_~:¡'.:~J~~~~ :;'.~~t;~.~tUtt:~t~\t5~:~\fÁ~~)?PE:~:~·;;~:; ~-- ...... · -
(rodopS:iria) :en: los :fotorréé:épfüres·;fse{tradüce eri la hidrólisis de GMPc: el pigmento 

· ··········.t:'· ;'}~:x:f":;111L:;0;:;i:;~:0~~~rf~:f¡~}1;:~1~tw,·%~h·1T:· ···•· 
activado .esffmufa úri'a '¡iroteínáiG ;-, frariS:dúCiria; la cual activa a la fosfodiesterasa que 

.. -· _· '. ,_:.· ._': ::-~ :;~:~~~-_:\1¡~;~: ~&i~:t:~~~W~?~l~~~J~:t:E~~~~~~~ ~~-?H~j!:' ;~~-.-·:" 
cataliza •da; hidrólisis'.de;~,GMPc:;•De';;·estitforma, la luz causa una reducción de la 

. · .. -: :·~-}·:· ;-~~:~i'.-:::{i~;~;::-.:~Vl~}:;¡;~g.~~7-~:<~):~~{~~~{~-~~-:T:~~,~~-;::l~;/ .. ~ ~ ~~(/:=·-_ . ~:; -: 
concentración citoplásrhicade:GMPc. En Ja obscuridad, el GMPc abre canales de Na+ 

:. '·::-·, '·:;-.. -:··.-~·-j):_:::;~?:-'.:~~:''.;'.fi~·>.<;.·,:<.,;,('.\<:. ·. ''. ' 

que manUenen:~'Jriri. ¿'¿rriente despolarizan te, por lo que la reducción de GMPc 
'- -:· .. · .. · ,,_. 

. . - ' ' 

hi perpol~dza a los fotorreceptores. 
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sensible al ár~a Circúllda~te del campo receptivo de las células bipolares, en la 

obscuridad libera tónicamente glutamato que mantiene a la célula horizontal 

19 



',··.. • :,;/;·;··· :•·{}'' ;¡,¡·~;;¡;;\;.'. .· r:;:' Ji~~i·•~~;:} ,:,~,;.. '. ·:~!~r·¡t~i,i;\~~~;t~~i!t\i'.::~ 
despolaíiiada;'cEn·~este:estado':.la célula1fiónzónful 'libera' lin~fransmisor inhibidor que 

mootiene ~)~\,~IPJlfW$J~!il!f \%~;;:'¡¡¡![i'.!tf ptivo hipeqrolori,.do. 
Cuando el fotéfrre~eptO~.'fe iiáí6ii5'Cíg;:c;·Jn'f~ ·' ,· 1rcundartt~ del campo receptivo de 

·~~-.-.,-~.~~,~:~.-~-~iJ;.:~?;tr~1t~t;~1{~·t~}~;:.~~rJ~~~~~~~:~f~&~~'.J5~0j~g~~;~:~;,.·:~t:r··~r 
las células bipoliir~s dec.iP,~)ln ;~~tímulc>:'¡li.J~iriª'só:';;¡¡e\hiperpolariza al igual que la 

_ _ :_:-~ -;:_\:: .. -'._¡{i:~::·~}~~tL~~~~~~;~¿~};¿w~!~~J~fü~¡~·~:~t~~);~~tt~:.:&~i?~&~;rxv~t~~~~~Yi¿~~·~:'.;~;;: _ ·---~ ~ --
célula hori~9nt~l~R~CfC.Sª~.~.:~;;~S,~~j;,E;~t9,~~·,t\~~ue~~~::,~rff! disminución de la liberación 

del rra~',~[;~~~~~¡~g,~di~.~t~Jii~ibi~~J~~~'. ~~t6rreceptore. del crunpo 
recepti~() 'central,';"c¡u / esul.tajen\jia:(despoiari7;ación de e"stos fotorreceptores y las 

oéltilM bi~il~.~~hli~íl~~~H~/;~~,+,~t~~~i;~>~lacionado con el c•mpo 
receptivo C:en~r~l~ir:~,i~~::;,~.n ~estfmul?dúmi.noso lá célula bipolar de este campo 

. . .. ;:' :. 1:\'· .·:~~:).;~'(·-;~·· ~:·::.:: ·:~; ;:~:,:~::·:. ·:\ ·~:~~-:f .. <,; ;;,:;. _:·< :., 
receptivo. sé hi pérpolárizá:~~:, '.( •.•· i,.· :,,· 

, ~-·,. :,·;·'':' .~:·:~._(;:\,--~·~---~·.:-::º:"'~: -: .. ;·;: 

:'':,~t~\11~11~t~li~~!l1lili(::n::~::¡,:::.:::::::: 
receptores pantgl utari)ato; '.Se \demostró l¡¡;c présencia de diferentes tipos de receptores 

-. ~ _ -__ '< -_ { .·-~:,_:-. >~~; ~~-~-~--~~/Fi:l~··:;'~!~~;::··:1 ;;,;,-¡y;~~-:~:~~)f-;::_t~;_'.~~:'.'.~-éi: : .. ~y~:.-\,/:~~--;, ~, -, --!:·· ... . 

para el mismo en.la retina!' Se liari éaracteiiZadó í·eceptores de NMDA y L-aspartato en 
·. . :_:,,-. ~:~):_: ~F!:~:<;:?~:~<i~·:·-~-~~~:!})~:'.:\\~t-h~V':.;\};;tt;Yi~.:~-·-Y/~) -.::_:~:;: :-J~: ... -

Ia retina de boyin()'(67); en rüfetiíiaTde'.pollo se demostró la presencia de receptores 

especfficos;Z~r~~di'~¡~~i~;~sf{~·lu~ia·t~;i·:Wl) yAMPA(68) así como para 3-[(±)-2-
.·. :.:!//,_.<''' .'~--~'.~ ..• }·,·;:·· ·::;-:"·,-,\~~(: :~',._:·:·-~' 

carboxi pi perazi ~~~~yiJ ~ ~r~~ 1l1~rc>~r0Aa'to .~ (CPP;; antagonista competitivo del sitio del 

::::::d::lt~.¡11~~ii~~~1~:~:Ó;,::: ::e l:o::~::.:::,:: 
propiedades ~inétic·~~:§;·¡;~;.M~g'(jÍ~~T2ai;~'ri"1~ri iéceptor metabotrópico (70). Asimismo, 

. ,>: ._ -~~~\-:;; ::::;/~j~~-}~1~:::/;_~~;;\~;J~?,:~t~7:~:;~f ~t~:~~~Y~!'~;:~1ttf{M~t\~ .. ;: : .. 
se describió en['~s.t.á,~/é:,é,!~la,~>r~~ép~(¡fes)§notrópicos de glutamato de tipo NMDA y 

. : · <· .-\~;:,~·\: :'.~<r<:E~~{;~ '..~_4/x ;~X ~;.;t ;~-~tr¡t: ~:~~~~:~_-· ---- .. 
AMPA/KA; acópladós'1a la;hidrólisis de PI (71). Es importante mencionar que en la 

' ' . ' ~ . .. ·:.. ... . . . :~ ' ....... ' - '""• ',· . . ' 

retina se d~11l~st~ó·\~J~"'1df:~j}~J~ntes subtipos de receptores para L-glutamato se 
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Ja parte externa'dé;Já capa nuclear interna, y en subpoblaciones de células amacrinas 
' ' .,·. ; 
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. ·, ·~. ·'·--e," ; JZ-'>':~;·~~~~:_,·- ·~·- , '?f:t;:~~;_1·:;_" .. 

: : : ~. '. !.t~<;~~~t~:~·i:!i~~);,}f '.~~~ .\~~~~;\:· -,~·;.r_:: 
de la parte interna de la capa nuclearintemá;"'.,En'i'el{es a o':aéiulto, la subunidad Rl se 

·.; -·._ -. :.: .. :~/~;_:-.~:~~t:J:~;::-~t~'.t:t::f JJ~~W:~1~~!f.ilfi1~t:~~i~r~ ~ .·-:_~·? · 
expresa en las capas plexiformes externa e iriterníi:',Eri'esta·última aparece en forma de 

- ,. ,_ ,· - -.--' . .': -:;'~T:~ .. -?t~~~·A~'.iS{:.-~>{i::{i·'.·:~:t~~:,t:-:·~-~~~~:r ·;--. -· 
dos bandas. En cuanto a las subunidades;R2;itodasfüis''céll1las ganglionares, así como 

::::::::::::::~::::~:i!IJl/li~~~;,~:~~~:::·: · 
expresa mas tardíamente. En el est,ai.:(ó)i.:llilt0;0R?A,y;R?B:.apar~cen .como dos bandas 

-··;.r ;_é~:.J~~if~~:: .. i~;~~~~;~'.[~~~.;:.::Ht:i;:;· .. :r~;;t=~\~}f;:·>{r/~?; --;.- s :· >· · -
en la capa plexiforme interna; mismás que'no··colóéalizári::con la subunidad Rl. Es 

po•ible que IM band" de ;~,~~~1~~~!~11~~~,'~\ :~rre.pondan con IM vfM 
"on" y "off', mientras'que lasfsúb~nidades.R2A•(y~R2B solamente se expresan en la 

e .- ••..• :.:/:·.~-~. :~:::(:r·t:~.::~~~?~~M~f>;~~t~I.'~~t1ztJ~1~~~r.:~~:~<,\;'.~{:~7,~:~s~~~ .. ·-·<· .. <.: .· 

vía "off'. Lasu~un.idad ~2:C '.secfó2aliz;a ~n.~u~~rosas células en la capa ganglionar y 

en '"b")~,~~[0~~¡1~Jiilg~.~{•~~1~ ,G~7 ~~·CU~~. ~:i de''.'.'°''º· R2C.•e 
localiza.en.las d1endí;tas·d.eJa1s'.é~IUiasgririglioria~es, pero'en·.estados:avrinzados·sólo se 

ide"Úfi~a .. ~:~ ~~~i~í:tM¡•1~tci~~f 61exifo;~i~"Íi~~;~~••·'~bu~id~d ·R2D " 

restringe, en'. estadós,;temprrinos del desiífrolÍo; a liíi('céluliís .gangliónares y algunas 
.~ >;. ·,~~<;:~·¡':: :>"::_; ~\ft·~ ~:_,. '.<::,, ¿ "' .. . . .'/;, .. '.;.~:-.:-'. .· ·:· '..'.~<::. '. :-.. ;::;,- .. ~.;; :-::,",."-,. 1 ........ . 

:::::::~"i11'\~tltlll'l~!lf l[il~i::~·:,·::b::n d:~::,::: 
Estudios mas;detalfadcis'sofüeJa·Ioi::ali:ifü:ióri'sináptica de las subunidades que 

'. ' :~:». · ... : ~~:.:. :.~· ?:p::_:.: ~:,.~:.:"-·. ::}?'·~~} ;;Ji:};~?~'~ii~.;~i~1~~;;;};~~~t gf;~~d~'.~;;t~;;.:·~;};}¡~~"/~/t·;~i<:. ¡_~:-. 
conformaJl alr<?~eptor ~ftipo\~ . .t\;1D,A.:d~fuí.i~s~r~n:~qüe en la .capa plexiforme interna 

. . .· ... ·~ -'·:>:. ~- .:~./; ;./~~iá: :;f :}~?: ;.::(?f :R{tl±~:.i':Js:~{fj:~~ft~~l'J ~,:~~!~;;::~.:~=~:<:: :'·~~;.::~::~· ?i~~r~~i:}i:~~·¡(~~~ -·, .. _, 
de la retina de ra!~~'Ias ~ubu11iqade,f,se;localizan;~n ~Wos 'POStsinápticos en dendritas 

de eéluln•g~f;f~{~~.~1I•!~t~{~k~ad~~~1'~~~inodos ºº"la vía de'" eélul" 
bipolares de sm1?s (79l."Asi!nismo, s~_demuestra que los receptores para NMDA de 

. esta cap~ ~'1~~irá%i~-G~~~~:'1; ~i~~iente composición heteromérica: R 1/R2A, R l/R2B, 

y en un 11Óm~ro;ITI~norde sinapsis Rl/R2NR2B. En la capa plexiforme externa, la 
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· l.D,;;1.,-.:l,';110iiN\¡t;~',!i~·-,1,~&~1'-t~~~:;~~~·,i~ik<"'. -· ·· · '..~rf ·· :::JJiff.~<~i'iff '. 
subunidad/Rl.~se;}ócalizó.i re~,i~'apti§~m~rite;,(7.9;8Q ,··en,·,Ias;,ter.n:i!.11ª~s}i!ñápticas•de 

co~~·x:&~t~~Y~r~I~& ~11~~~ii,ít~lf ii lll~~~!f~~f ;•; 
entre Ios·segmentos 'externo' eomtemo as1~como·en<la·. termmac1on;_detaxón•(80). Los 

· ; • · .-._ · -· . - •• • . .._ ~ _º ~---.~ º~-0-r~~:~(:f >J~5~:.;~~~~1~~~~rr;~!C1i _ ~'.WT~f~~\!;~~;-~~-~::!:~;if_~~?T-~:··~ ·,.>;;\ ~~ ,.;_-~· 
resultados morfológicos que• sé'' mené:iorian,0sug1eren; que '.eri•11a·,·reliná;' fos 'receptores 

-\ :: -~-~~~:)~~,~iJ;~~~i~.~f0{~í~:~~~l;;1~%~t;~i~~:?:N~t~: ~:;~~~;-?~:y:·:·.~:-~\{::~-:~::~~~:- . '.~~'.·:· _.: --· ·_ · _ .. : . 
presinápticos de NMDA partiéip@\efülii(feglJliicjqn~de Ia:néurotransimión excitadora, 

. ,.. .'. •, ,._ .. '_'-~'.;f~j.;}~~-~f~:;;~::~~~:;1;:~:~:;~:~~-~~~-~~;Jf~!('.\:~:/ ,~) :':' '\ -
como se demostró en el SNC (~D·"·~,t!.~t~ r~spiic~ó~ L6pez-Colomé y Roberts (82) 

demostraron la regulación de la liberación estimulada de glutamato de la retina por la 

acción de agonistas, a través de la interacción con receptores presinápticos. 

Localización y función de las poliaminas en la retina 

La función de las PA en la fisiología de la retina aún no es del.todo clara.La 

degeneración específica de la porción in tema de la retina de rata con .gll;ltamato, que 

no afecta a Ja glia y a los fotorreceptores, demostró que(a concéíúrri6iórl de-esperlnina 
:.'-::/.' - ".¡:,.. ¡~~¡ :·~--~ .. ·"· .·:·~~,'~'··.· ·''· .. 

endógena no disminuye consideráblemerite /(83);\,Pd{él',Co0,trari6;' si ·se degenera la 
· ·: . -~- -. :·.;.: -~~-- . :~·~;~:-.'.~ '. ~\;~t:~~->¿i' -~: >~~;~::::·;· ,~~!iI:1~-+;~-~~-~;:_~~:~~fi:{~~St~~~}~~~i2!)~~~{~ ~:.:::/~f_ )-.{~, ,_._ :-_/_ ... :~:··,~: -.. :, 

capa de los. fotorreceptores con'10doacetato,·d1sm1nuye'.la áct1v1dad tanto de la ODC 
-.·_ ·. ·_ :_:·; . _':;·_.:~: \ , __ . ,;_,.; .. -~-.. ; ·:'..J: ~-::_-,:~-~;:~\~«~, ~~~-:~ -·~_-·:-.~i'~~:~~-d.~~~-\~·~,~~J:::~:.::~~fj~~:~:~~;~~1-~~:-.~~~:)~~;-·: ~~-~~ ~--~ ~- . , ',._. -. _: .< • 

como de .Iá s~adenosilmetiéniiná\ descai·boxilasa_:'i\:¡ESfos~~resultados sugieren que la 

•ínt~;, fü°!~~~1~.~~,l~l~iiY~hl~Itf~;•;c;pa ~xtema o ví•ual d~ la 

retma•m1entras:que¡Ja c_o_ncentrac1Ón"de:putrescma•y:esperm1dma es mas homogenea 
. . , ~ . _-,.-~ ~~~~:_;~r;:ri:~~:-,:~~··~_:¡.~-.~ ~;fo;~.¿r~¿~/;t~~~J~;~w1~~~}1~f~~~:t?~t~~·~~;;~:~;i~~-~/;·· ::E{~ -:_· .. : -

en este tejidó_>En-confrástecónfestos:estúdios/mediante el uso de anticuerpos contra 
; ; ·';·: ·,w.:,:J;;1;:~:~fL:~;;~:l~!~1;~:f';:·.':'.i'.:i·'::J:~:'.¡:··;;:.~:: t'· · .. · 

esperminil/espermidiria;'.¡Yaléntino·er'a/;(84) localizaron a estas PA en la capa nuclear 
. . .. -:.:;·.:'fM;·::.~~:~/i;~;;;~~·.f~~~JJ:~\;\:,~iW;./; .. _·.····· · ..• ,. . · . . . . 
mtema, e11 celulas;:am.ac11l)!IS;~gangl1011ares desplazadas, y ganglionares de la retma de 

, _ .. ·-~:.'.:·~---~r;_·:~:=;:~~~r~:_ ~tt~~~~t~~k~~~k~~~~~r~i::~~:J·~~t~·~:- /!~'.'.~;=-::_::.~<,·~ ; -· · -· ·· ._ -
salamimdrá/Con'esta·:misma· técriica, recientemente. se localizó tanto espermina como 

-. : .. ·-~-::: :-.: ~'.'./: -·-;?:\~~}t}~{;~~0.~:~~w~~'.:>~~::_::/;\~:~ ;}::::-:'. ~: 1: ;: ".:: :::: .. • ~::·-~--- : 

espermidina:y á')a ODC casiexclusivamente en las células de Müller (85). La ODC 

también~g··i~~ri'~tFig~t~~~el~~grne~to interno de los fotorreceptores. Estos resultados 
::-,>" 

coinciden cqn ·los obtenidos· en el cerebro de rata adulta, que localizan la mayor 
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Ta~~i~f ~xisten resultados en la retina que apoyan la participación de las PA 

en la neurotraÜsiTiisión. lentile et al. (89) demostraron que en la retina, las PA están. 
i··,1 .. ,, -

involucradas en la síntesis de oxid.o nítrico que depende de la activación de los . 

receptores de NMDA. Esta ~íntesis de oxido nítrico disminuye considerabl~~ente ~I 

inhibir la síntesisinfracelÜÍar el~ PA bon la DFMO. Aunque se están depl¿~)rindo las 
" . ~ ,• ·. '':··'.··:> ;,· .. ';. ·.-- ·,,_ ···~ -~·~. -~- :;·.. .. . .' .. . ~ .. 

pozas intracelulares de PA, ~s pósi~(~ que la acción de estos policatio!lés sobr~ 1.os 

receptoreSde NMDA sea e~trace1LÍia?. A· este respecto, Biedennann et a/; (85) 
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visuri1' y el c~~ebelo de ratones adaptados a la obscuridad, pero en ninguna región del 

cerebro se detectó una disminución en el contenido de estas PA al estimular con luz. 

111. OBJETIVOS 

Planteamiento del problema 

Las PA podrían tener funciones específicas en el SNC como moduladores de la 

neurotransmisión, a través de su interacción con los receptores de gluiamato del Jipo 

NMDA. Se ha demostrado que .tanto la ~sp6rmi~a como lá espermidin~'prcidLÍcen 
diferentes efectos. sobre la::acti~ictÜa'.'J~· fris: ieceptores NMDA que·. depi~'cle~ d~ la 

- . ·. •·.-. ,' ,, ., . ' . ·:·· ·' .\ 

conce,ntració~:cieh~ glidna, coagonista del glutamato, así como de vanaciones e.rl el , ~· ' ' , .. 

potencfal' el~~'iii6o.~e I~ membrana. Estos resultados han llevado a proponer la 

existencia de múltiples sitios de interacción para las PA en los receptores 

mencionados. 

Hipótesis 

Dado que en la retina se ha demo~trado que los receptores de tipo NMDA 

tienen características bioquímicas y farmacológlcas distintas a las reportadas en el 

SNC (69,75,Ú)~ próponemos que en' esté 't~jido la función moduladora de las PA 

sobre estos receptores es distinta a lo que se. ha reportado en el SNC. 
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Objetivos generales 

Se estudiará el efecto de la espermina sobre los receptores de NMDA en la 

retina de pollo. Asimismo, se pretende caracterizar el posible papel modulador de la 

espermina sobre la neurotransmisión glutamatérgica en este tejido. 

Objetivos particulares 

A) Se caracterizará el sitio de unión de las PA .en los receptores de NMDA de las 

capas plexiformes de la retina de poli~. •(: :> •• 
.. ,' ... ·'' . , : - .,e~:· 

B) Determinar el efecto de 1Ú:P~1ts~iJ;irhi:i~t6irid6ión de la glicina con el sitio del 

coagonista de los recept~r~i;j~~~~:l~~:~ri~as plexiformes de la retina de pollo. 

C) Analizar los me~a~~~~~~~;;,~::·trm~~:r~~JJ}:~Jt~r~e~pecífkas de. 1l1sPA en la 

retina de pollo, con el fin de apoyar su función modulad~m en el proceso de 

neurotransmisión. 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

a) Unión específica de espermina[3H] a membranas sinaptosomales de la retina 

de pollo 

Obtención de las membranas 

Se enuclearon los ojos de pollos de 1 a 3 días, y se extrajo la retina libre de 

epitelio pigmentado, en amortiguador Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) (NaCI 118 . . .. ·. ~ ',.. . ," " . 

::: ::4I;1f ~~2~1~l~i-'~~!1;!!rI:~2~:~·. :~;.::~:::º::.:: 
en una solu~ión de sacarosa 0.32 M y MgS04 10"4 M (5.6 g. de tejido/100 mi.) a baja 

velocidad; EL homogeneizado se centrifugó (900 x g, 10 minutos) para obtener en el 

precipitado las terminales sinápticas (sinaptosomas) de la capa plexiforme externa 
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· (P,). •;,r!»l~!1~~r;-1~f &ti3;;ir~~lll!~~Jl~í·rt ·.'º' · 
sinaptosomas~dú lá, capaL: plexi formeL1 nterna "(PíM\ Pal'á f élbf~íítiir;: las~:rriembranas,. los 

s1 naptosomas. s~ spmetu~ron;a unch?c¡ue' ()Smóuco~:e~¡ 25 yol u menes' (con.· respecto al 

""º r~st¡~11kt~~i~\ii~J~l~ii~"5do/'f C1 (50 mM; ~· pH de 7.4. '° 
homogeneizaron a'alta·velóciClad y se incubaron 15 minutos en hielo. Las membranas 

'·-~-· :-:,·;,~<::.-.~'.;'!-~;:~·~~. ' .. ·/.:·. (,"·, .. ·. . 

se lavaron tres \v~6~f~ resuspendiendo en 25 volúmenes (peso/volumen) de 
. - ·~~ __ , ___ ,~_o.· __ .:;=~·¡;_~--~-;.~t~:~:~-/~=-·=_,d,_'. < "_o. 

amortiguádor Tris/HCI(SQ ínM) a pH de 7.4, centrifugando 45,000 x g durante 20 

minutos. Se almdceriar~rl las membranas a -70 ºC durante una semana. Previo al 
' , > ~-·_:·:: .~:· _.' ; 

experimento,:l~s fuembninas se lavaron dos veces en 25 volúmenes del amortiguador 

Curva ele ~d11~;,a'~Íál1,.;ié~~;0Ciació11 y experimelltos dosis-respuesta 
- " - - - - ' ., ••• ; -~-. •• •• __ , ·' • '. > •••• ·.-.· • • ' 

Se' i~~ibJion/lCJ:Ó-ÍOO~tg de proteína membrana! durante una hora a 

::~;~·~y:i~lllf li~~t~~::~~:::::~::~~::::::~: 
de 1 mM ctci e¡~e~f~tÍil~fuaí-cáda. La reacción se paró por centrifugación durante 2 

- - ,-:'. ':" _->}·.-.o....:·--.-'J;__··ff :-'j:-;"•7•':;:..~,-:·=".f':C,-\~.-::::'_r -~· ~': ;. 

minutos e~''üti~'.;Jg¡!c;fJ~~::Be~kman. Posteriormente, las membranas se lavaron dos 

voce' 'º"~~~i¡fi~i:ín"8CI (50 mM). pH 7.4. frío o agua bide•dlada fria para 

eliminar la'espermÍh~[~H]:éxcedente. Las membranas se digirieron en SDS (duodecil 

sulfato ~Ódi~bf'ii'~~~.;·Jg:t~ cuantificó la radioactividad por espectofotometría. 
'' :'.'" .- ._;;:;~/-':·y.~";:':,.~"·'.; .. ,:'.._:. 

La asociatJ~n'~~~<midió por la unión de espermina[3H] (10 nM) a seis 

diferentes d~ITi~os~e~~{~frd y 60 minutos. Para los experimentos de dosis-respuesta las 
' ., 

membranas ,se: incubaron con espermina[3H] (5-20 nM) en presencia de 
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.. 

de NMDA (DET; 50-1000 µM). 

b) Unión específica de glicinar3HJ a membranas sinaptosomales de la retina de 

pollo 

Obtención de las membranas 

Por un proceso de centrifugación diferencial fue posible separar las fracciones 

sinaptosomales de las capas plexifonnes interna (P2) y externa (P1) de retinas libres de 

epitelio pigmentado, de pollos de 1~3 días deCdad. Las fracciolles sinaptosomales P1 y 

P, oc re'"•pendioron en 2~Vº)~.;~t~\i~i~T~~;{~,2~~~~~~H~' fIBPES 5 

mM/Tris 4.5 mM a un pH de'7A; se'homogeneizi:u'on.ii"alfá;velócidad y se incubaron 
. . .•.. ··... . •• . • ;; ·~§i.~:;:,~;;é~:{'.,"{',~;''.tlf;''ff~·'''.i;6~:'.'.~'{'',:~·<:: :: . . ... 

15 minutos en hieh2Dé:estii:niíinera "se fometierón;los sfoaptosomris a un choque 
- , -_- , _ , . , : :·?.~~!{'.':~'.it/- :rY!\~ :.~.~~~,~::t.~~:~~::::f:}i\~?~~\~i:~<·'.·;~·~~:::·:.-~i~~~~;:.:-.-~·:_·,~n\·-:{;~~:/::_'.(::':~; ·.'.:~·~\~-~ .. ,, ;~ --.. ·. <:·. . . , 
osmótico qUe.penn1tió obtenerlasmeníbranas'de.interés;Ambos homogeneizados se ...... · .. ;''·' . .:< ::::·; ./.,: .. ~ :," '"'.::·\:~:\'F·" .. :1,'. ... . . .. . . ~ 

centrifugaron(45;ooó x g; 2o Trifn~tÓ~) y;~e ~~drdar6n I~~ precipitados a -5 ºC de l a 2 
,.· .... :':.:!:::····:~:_··~·;,·.,_· ~>.> .. '.¡.·.~ .. :··~~ . .-·(.-,'.~-:.·.:·;··:-~'.--.:.:_:·,:.'·- ... 

- ·~·_, :' días. 
,. __ .--, ,. "·'-

.:. ~-: ,:~~-:~-~. -~ .~r-

Las membranas ~7. la~aron'ici~co'_y~~es resuspendiendo en 25 volúmenes 
.... · .. ·." -.-··-.. '·.:'_'.--'· .. :. '..}. '"~>-.'· ·."<:-, :.:•~-.-_'>"·:_:_::.(.-._ ·- ':.- . 

(peso/volumen) .. y cen:trifJgandh':;.(45,000:x7g;'20 rriinutos), utilizando amortiguador 

:::,¡ttiillJ.i~:~::::::;:.::~:::::::::: 
congelaron a ~70 .~~ deidos'a:tres''semanas. Previo al experimento las membranas se 

• ---~ • :.::·16_,~.-c:-·,~'·:·-: .. :·:'.{.-': :~-<~·;.))::;:_'; :<:r·' .--:~ -.. 
lavaron C:uatro'.veé6~ ¿orno y~ se describió, usando amortiguador HEPES 5 mMrfris .· ... -._..-, . .... :. -

4.5 mM a un pffde 7 .4 para resuspenderlas. 
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- , ~- '' ,~, ':~:·-~~\,( ':t«-~:.:;i;t.f_i:~->~1-~ .... ·.';.~üt~:·J:~~},·~J~_::;.)!.~_ft.~1 .. :.:~_.:;t~)-·'.~,· "" '' ~ 1 ;~:~_-,. ~ 

:.· ··.:,~/: ?~~i.-~:-;;~:~~-~~-~,)~~~t:J;_:.1~~i~~6~?.tht;:<i~~~~:?- ~ ~:>,Ji ·-~: ' -,~{' ,,,-t: ~-,~~ ~'; ;,. ; _:. / 
Experimentos dos1s~resp11esta;'curva · e saturación y de·asociac1ón_:, ,- . · _ · 

-_-.::·~::· . ~~:-}\::-j~~~~)f.~~-~f ~:~:;~:~.i;;t;_:~~1;iJ~~~·~~~~ii~i~3J~~;rs}JtI~-iii,~J-~l~~.t{~{~~~~~1~liSl~(í;f~i1~;I!> ~~f~/: -~;) ;~--~~ . ~- ·~-; -~ .. ~> .:' . : . · - -· 
Los expenmentos dos1s~respuesta'se h1c1eron-·a temperatura ambiente (25 .ºC) y 

oon u~ ;!~i~~~it1~~~1 'f ~~¿ª~)~Jjj!~l~f ill~~iJá~¡~~ ¡,¡oi~at'Hi a 
una concenfriíC:ióií_'de'20 nM y concentraciones crecientes del inhibidor respectivo en 

un vol~~~~4&_r_'~~i_\;fl'.-~?t;~ ~I de homogenado (70-190 µg de ;r~teína por tubo), 
'-~~ J 

cuando la reac~ión<se detuvo por centrifugación (2 minutos en una aerofuga 

Beckrnarij~~;~~~W1:ºo.500 mi de homogenado (300-400 µg de proteína por tubo) si la 
-. __ . •) "; ~-~~~:~:~:;~.;.:~ ..... _. 

reacción ~e ~~~ó'~o~filtración. Los datos se expresaron como pmolas/mg de proteína. 
··- ·-·---.-,,, .. - . 

Cuan~o'1~::;~-;¡:g.ji'órise detuvo por centrifugación, se usó SDS al 2 % para digerir el 
":' " "¡,_~ - ;"-· : •.. ' . ' 

precipitad·o•Jg'-Ib~ tubos, mientras que con el método de filtración sé utilizaron filtros 

GF/B'(~Ái~l~lW~atn1!ln) que previamente habían sido tratad~s duran't~:LÍna hbra con 
· i ; A' :~~~;,;;;vff (,~if.i ~::, : . , . . · · · ·-· --_: .: f;s;~.t:fr·\~~~;l;~;rw·;~)(~:~J;? :: -····· · · · 

polietilénimirfa;aP0;~~%para-evitar unión inespecífica;a)os .filtrqs:\LosUiltrós se· 
" . -/~_::-.)~.:~~~->~,~::{~t\ '.;f ~t¡\~f :~~i~~;~~u/.:_~:(::-:~: ... ~>;-_ _ ~ . . ... - -. :· .. _ . ; ;:~:~:_/(.:;fr:;:,!:~::~~;~~; .,:~~~r,~:~\~j}~~I:}!lt~{~~-~};<:f ~~~~--:;::'.l~-:-i:_>_ .-: ·;:· :_:_: 

lavaror;i do_s ,vecr;:s;c;()n an:iort1guador HEPES_ 5'1TI1\1/Jfjs4;5 .inM'.·'4,;un/pH•de.7.4•antes 
~: . ,~->: :, : " ~- ~- ,: ···:, \~';!~~--- ~S·~):;?--J::?: .. : > ~~<;<~~ . ,~\~i:~i-;g~~1;i~~~1[~~;~?;~~(fr'-Y;~i~~~:~~l~t~r'.~~1f,'.~ht~1->~::~'.~;~'. ,' -. ~.\'.-

de parar la r~:ic~ió~:f'f'~Ütoilos':fiit~os cómo·;Josgubós\se' colOcaróri,·en viales con 
_ -'.- . .~:_: ;,_;,: :~ ;i~;~--:'._ Nc;\~·);:"-~~·;_;.:_ :-.)- -:¿;,>:·;:_¡:,_, __ ;>,~;.~-~/11~0f.;:~~lí;~~Lit~~i;~~-?~~~~~~ ___ )~-;~;?_~;~;~;~~~~:1~1~::~\~~:<::_ :-=:.~_~:-:. · · . 

líquido de' cc;:T1tel.Ieo. J)a~á'pode~.: cu~11tif}pa~~Ia; n1di2e . ., ,,,,q~d,' Setútilizó él· método de 
.. .-: - ,:; e·_ -. ~ . - :_. _ •• _;~~-~:--_ :: :~ -~,-,_~~l~~;. ::.Ei(A;f¿:¡~t~~r,~~~~!q:?~_:'.'-~ -·!/ '_ : -i:" 

Lowry (91) pará cuantificar la co11centraciórldeprQtéíñas.'> :e·.·· 

Los experimentos de saturación,,se i1ev~~~gf~Z~~~;~ t~mperatura ambiente (25 

ºC), incubando durante dos horas y deteniendo la reacción por centrifugación durante 

2 minutos en una aerofuga Beckman. En estos experimentos se emplearon diferentes 

concentraciones de glicina[3H] y se añadió glicina no marcada para alcanzar las 

concentraciones mas elevadas, en un volumen final de homogenado de P1 ó P2 de 

0.175 mi. La u_nión inespecífica sedetermi11~'c~Í1 l mM del ligando no marcado. Los 

experimentos se hic::i~ron en. presencia Y,~Us~ncia de 100 µM de espermina, para 
J; ~,~ -

deterrrlinar'{]úf"ti~6 ci~rnodulación ejerce este pc;Iicaiión sobre el sitio de la glicina. 
·, . - ' 1: • 
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, ·.· .' 2-s:!.i:f~~:~:~~;.:~~~~m;;:~~éf;¡~f.? · :~,:,~·:W;\@~: . 
Para los experimentos de asociación ·i;'e midió;! .... . 'Jéie(glicina[3H] a una 

:J::.?·.·: :.;~~%~.}:~'..'.d;;f:~;.::~l~;.~.:f;~tYf:::~(!~~~~~~[túr:;~~~i{~1E~M{~~i~,::!~~~{ ·, ·:~ -
concentración de 20, 60 y 100,nM~'cé>n\respestO~al (tiéíiipa·;;o· :'Un)yó!Umen final de 

· .. ~· :'- ·.:. ~? ~::>: J~~;v~w~~~(,~:~~~;~:~~~~;~,~;J;f };'.~t~~;.:i. -.;.t:/~~:- ~-;: _ · 
homogenado de P1 ó P2 de 0.175 'll1ItEa"'re'ácció~'?"~~5H~v.c.~a·.cabo a temperatura 

ambiente (25 ºC) y se paró por ce~tA~l:~;¿1'.'~~1:.fü<~.~'f~~l~s ~n una aerofuga 
:~ .. -,- '.{;:\,~1:-.\: ··':;--·· ... ··;· 

Beckman a distintos tiempos ~n~n illter~aiÓ el~ 2 a 20J ~in~tos. Estos experimentos 

se realizaron en presencia y ausencia de espermina 50 µM. La unión inespecífica se 

determinó con 1 mM de glicina no marcada. 

e) Liberación de esperminac3HJ de la retina de pollo 

Se aislaron retinas libres de epitelio pigmentado de pollos de 1-4 días de 

nacidos y se incubaron durante 60 minutos a 37°C en amortiguador KRB; pH7.4, que 

:··.:.:·._-,_/' .. ·:· 

radioactividad liberada por unidad de tiérripó, ·con ·respecto al total de la 

radioactividad. 
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d) Captura de espermina[3H] en la retina de pollo 

Se aislaron retinas libres de epitelio pigmentado de pollos de 1-4 días de 

nacidos y se incubaron con espermina[3H] durante 10-30 minutos a 37°C en 

amortiguador KRB, pH 7.4~ Se Paró la captura pasando las retinas a amortiguador 

KRB sin espe~i~~[;,Hfduj~rnte~~ minuto. Posteriormente se homogeneizó el tejido 

en agua bi~~~fü'~~f'~-~¿'iJ~~;fffidó la radioactividad por espectrofotometría empleando 
:·~-: -- .. ~·,;~:~~t· .;~)?F:~ ~:f &~~:-'.~~~f{/;,:~.:;.~·~-<~~·~ ·. -

líquido'dé~:Cen'telleó:"se;utilizó el método de Lowry (91) para cuantificar la cantidad 

de proteí~~~:~~;~~R~j~mento. 
:Eii Io~',-i:~p~rimentos de saturación de la captura, se incubó el tejido durante 10 

''-~:-'·~:~,¿:~(.· .'>" 

minutos' -eri,{~rriortiguador KRB que contenía concentraciones crecientes de 
' • <, •• ':- ' ·7 • 

esp~~ill~'rh-iJYá:s-200nM). Las soluciones mas concentradas se completaron con 
. •"'_·:<-:1.··,_ 

esperminano:rri'U'r~ada. Asimismo, se midió la captura de este policatión con respecto 
:~·-\~' '.'>.··'.: - .. ~ ·., - -

a la. tern'pfil"~i3~a·b7°c y.4.ºC);yel~Heíripo/ para ello se paró la .captura a distintos 
.. -· -~·\,· .. ~ -- .. , .. ~--;r.~ ·.:.)'._-.. -.'-·~·Y·,'·-.,, - - . 

tiempos en'.ii&t~t~.~{~f,~.~~~~~1;f .1tf tJt~tas. . · . . . , . .. . . · 

Se determinó lá'.deperidencia iónica de la captura de espermina[3H]. El medio 
: :<·- :_ --t:~:~::::·<?;2~_::~~)i~'.rl~.trr~~~\)~x:_~;;'.~ -·:_\ ____ · · _ · · . : : ... :_ -. ·; -~---~~- -~:-"_ · . : 

libre dé Na+ s~ p;reparó)~ernplazando el NaCI por cloruro de coliná ( ll8 mM) y el 

NaHC()~~~rt~,s~&{mi~{~;, ~H 7:4. En el medio libre de cr se reempl~~ó,~el ~aCl 
,·)·< r;.·<;;;~:¡,>:Y~' 

por glúconato'de"'sodio(118mM), el KCI por gluconato de potasio (4.7 riiM)y el· 

CnCI, Pº';J~t!~~iTu~~';t.5 nmn. < ••• · ... ·.· ··.··• 
La dependen~ia;energéticade la captura se probó incubando las,retinas 15 

mimÍtos cJ~1t~,¡:~;hi~f~t~~~:·:¡~~~~~ólicos: dinitrofenol (2 mM), iodoacet~t: i2 mM), 
··: .: ~-)}:;- ·.-,.-: ' ·.J:~·'.·~· 

cianuro é!e" .~pf'tasiB (2 · mM) y ouabaina (1 mM). Posteriormente, se agregó la 

espelinina[3H] (12.5 nM) y se incubó 20 minutos el tejido. 

· · Para estudiar el efecto del pH extracelular en la captura de espermina se 

preparó amortiguador KRB a distintos valores de pH y se incubaron las retinas 
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du~nie}~t~l{ii!~l~i~l~~!~¡jít~ll!Iíil¡;~~nn;nac'HJ Pam 

el amortigúádor KRB !'áfpHi·'(!e"~5-é'yZ6)sefsi.iSiifüy6 lNáHC03' por. acetato de sodio (O. 
_· - : ·;.-~:.'. -g{~.T-~-~~:~~~·;:::~~)~~~¡.· .;{·¡~;~~:;;-.~~ }¿1~:~ ·~}{::~:/-{tJ~;:--:f }~f f.)'.:~4~%~;;:~\~\:;~s:~i~~i~/;{i\~t~~;~;;~;F; ~, ~-~ :~~: : ... 
4762 g/25 m1 1:Y:().60'gt25'.ínl;~respe~tlyaiTI~iit~b'-sfi'.:ajüst6'el pH con ácido acético al -· -·· :7 -~;-; -.~f:~::;.;~:~~:~z;~~;:~~~~t:~:h:r ... ~;z~--.:.~~~--:~~-.~~~~¿~;r-~.~:?:'.~~;~~r~; :_:-,. 
20 %; Eram~~igua~or':/~·.con~·pH~de§8~se::·prepar6 sustituyendo NaHC03 por 

HEPES i~1*~l~~~¡¡~~tí~~l~i~~~G6!
2

Kim al 20 %. Pora el amon;guadoc 
KRB de pH8.~,se\sus'tit~yl)J\laHC03 ;p.°,r una solución Tris/HCI 0.1 M (6.25 ml/25 

mi .:.r.i;~Jiiti~~:~rj:~¡,z:.::::::: :::::::;meato 
osmóticaínerlte'~e~~ÍblJ se;s'OmetÍeron Jás retinas a unchoque osmótico. Se incubaron 

las retinas 26~~~¡~t~~~.·~l~ ~;p~~i~~a¡;H]/ de~pués se':les,~ambi6 el amortiguador 
- . ~ .': .... : ~ ~" ... .:-:., .. ~ .:~-·~ .. ~.;:~ /·~~!'~:·¡· .:.~~;·K!':.;~.'.~:: .. ::::;;?~;~,{::/~1~~~~~:·\r~~;/.· 

KRB por H20. bidestilada y se incubó:eFtejidc>' 10 ininutos·:·~'el tejido se lavó con 
- - ,··-' ;:., ... ;:[_;',,''"y'·····,-·:'..>' "·-.1 •.. , •• - ' 

. ·: •.' '.·:··:, ::.:;<.\''.·'.: -~'.,;_;·~;,:-.: ::;~~;~; -~~/~·~~:{~\-~·<:l~;,:.: 
amortiguador KRB durante 1 minuto y se' hoinogeneizó'en HíO:bidestilada. 

, ' i.' {~ ,:: i .' • .. :c.f: ·• :.; . ' 

Análisis de resultados. 

Los resultados se analizaron con la a.Y:i.id;clel programa Prism 2.0® (Graphpad 

Software, Inc.) utilizando un método dereg·;~~iÓ~ no lineal, aplicando la prueba t de 

Student (p < 0.05) en los casos en los que fue necesario. 

RESULTA DOS (artículos) 

a) [3H]Spermine binding to synaptosomal membranes from the chick retina. 

b) Sperminc inhibits [·'H]glycinc binding at thc NMDA reccptors from plexiform 

laycrs of chick retina. 

e) Calcium-independent rcleasc of [3H]sperminc from chick retina. 
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3 H]Spermine binding to synaptosomal membranes from the chick retina 
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Acccptcd 13 July 1999 

Abstruct 

The binding of [31-1]sperminc to synaptosomal membranes from chick retina was examined. Saturable specilic binding of [3 H]sperminc 
to synaplosomal membranes from plexiform layers of retina (P1 nnd P,) has been characterized, and found to concentrate in the inner 
plexiform !ayer compared to the outcr plexiform !ayer ( B"'"' = 9.3 :md 37 pmol/mg protein for P1 and P2 , respectively). Kinetics of 
spccilic [3 1-l]spcrmine binding yicld a sigmoidal saturation curve, indicming positive coopcrativity (nl-I: 2.4 and 3.2 for P1 and P2 , 

rcspectively) wilh high uflinity: K.,rr = 61 and 67 nM for P1 and P2 • The time rcquircd to allain cquilibrium al room temperature was less 
than 5 min in both fractions. Dosc-rcsponsc curves for spcrminc, spermidinc, and diclhylcnc-lriamine (DET) show differenl potencies 
far inhibiling [3 H)sperminc binding: sperminc > spcrmidine > DET. Our results support a role for polyamincs (PA) as neurotransmillers 
or neuromodulators in the vertcbrate retina.© 1999 Publishcd by Elscvicr Scicnce B.V. Ali rights rcscrvcd. 

Keywords: Spcrminc: NMDA receptor: Chick retina 

l. Introduction 

Endogenous polyumines (PA), sueh as spermine and 
spermidine, are synthcsized from ornithine via ornithine 
dcearboxyluse (ODC); putrescine thus fonned enters a 
elosed synthetie loop in which putrescine, spermidine, and 
spermine are essentially intcrconvertible und extremely 
long-lived. PA concentnuion und metabolism as well as 
ODC are high in developing tissue [7]. m1d an increase in 
these parumeters is obscrved in nervous tissue upan activa­
tion of volwge- or rcceptor-guted calcium channels 
[12,14,15]. lnhibition of PA synthesis by the irreversible 
ODC inhibitor dilluoromcthylornithine abolishes calcium 
entry through specific reccptor-linkcd or voltage-regulated 
calcium chunncls. which can be restored by the addition 
of putrescine [12-14, 16]. This propcrty would place PA in 
a powcrful position rcgarding the control of neurotrans­
mission in the central nervous systcm (CNS). Recently, 
spermidine and spermine have bcen postulated as neuro­
modulators or ncurotnmsmitters [31,34]. These molecules 

• Corrcsponding author. Instituto de Fisiología Celular. Universidad 
N:icional Au1ónoma de México (UNAM), Apanado Poslal 70-253. 04510, 
Mcxico D.F., Mexico. Fax: + 52-5622-56-07; E-mail: 
acolomc@ilisiol.unam.mx 

interact with the N-methyl-o-aspartate (NMDA) type of 
glutamate receptor, probably as neuromodulators, evoking 
distinct effects, which indicates thc prescnce of more than 
onc PA binding-site on this rcccptor-channel [3,31]. Two 
of thesc cffccts are related to the coagonist glycinc. In thc 
prcscnce of saturating concentrations of glycine, spcnnine 
and spcrmidine induce an increasc in whole-cell current 
and ulso in the binding of [3H]MK-801, possibly due to an 
increasc in the frequency of NMDA receptor-channel 
opening [3,28,40]. On the other hand, in thc presence of 
subsaturuting concentrations of glycine, spermine and sper­
midine increase the affinity of the NMDA receptors far 
this amino acid [29,33]. PA effects are not restricted to the 
NMDA receptor: they also potentiate the depolarizing 
effects of kainate [4]. inhibit the binding to nicotinic 
receptors [ l ], modulate the binding of w-conotoxin to the 
N-type calcium channel [27]. and inhibit P-type calcium 
channels [8]. 

Severa! independent lines of evidcnce are suggestive of 
thc presence of specific binding siles far [3 H]spermidine 
and [3 H]spermine in rat brain, although the nature and 
affinity of such si tes is still controversia! [ 10, 18,41 ]. 

Recent results demonstrate that the effects evoked by 
spermine on NMDA receptors from plexiform layers of 
chick retina are different from those in other regions of the 
CNS [6]. In arder to contribute evidence in support of a 

0006-8993/99/$ - sce fronl muucr <!:> 1999 Published by Elsevier Science B.V. Ali righls rcserved. 
Pll: S0006-8993(99)01866-1 33 
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role for spermine as a neurotransmitter or neuromodulator 
in the chick retina, the binding of [3 H]spenninc to specific 
sites in this tissue should be demonstrated. 

2. Materials and mcthods 

2.1. Membra11e preparatio11 

Retinas, free from pigment epithelium, were obtained 
from 1-3 day old chicks. Synaptosomal fractions from 
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Fig. J. lnhibition of c3 H]spcnnine bimling by NMDA receptor-relutcd 
compounds. Expcritnents wcre pcrformed as dcscribcd in Scction 2. (A) 
Control (10-20 nM [3 H]spcrmine); (B) 1 mM sperminc: (C) 1 mM 
spennidine; (D) 1 mM DET; (E) 200 µM MK-801; (F) 1 mM glycinc: 
(G) 1 mM glutmnate; (H) 1 mM NMDA. Data ure cxprcssetl us thc 
mean± S.E.~1. of 2-J O indcpcndcnt cxpcrimcnts pcrfonnc<l in triplicate. 
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Fig. 2. Jnhibltion of (3 H]spenninc binding by spennine ( • ), spennidine 
( •) nnd DET (a). Synaptosomal ntcmbmncs from thc outcr (P1) nnd the 
inner (P,) plcxifomt laycrs of chick retina wcre obtaincd us dcscribcd in 
Section 2. Mcmbruncs werc incubated for 1 h in thc prcsence of 5-20 nM 
[3H]spcnninc. Data ure exprcssed ns thc mcan±S.E.M. of two to five 
indcpendent curves pcrfonned in triplicate. 

plexiform layers were isolated as previously dcscribed 
[19], from retinas homogenizcd in 0.32 M sucrose contain­
ing I0-4 M MgS04 • Synaptosomal fractions of thc outer 
(P1) and thc inner (P2 ) plexiform layers were homogcnized 
in 25 vols. of 50 mM Tris/HCI buffer, pH 7.4 (THB), and 
kept on ice for 15 min in ordcr to allow complete osmotic 
disruption. Homogenatcs wcrc ccntrifugcd at 20 000 X g 
for 20 min for pelleting the synaptosomal membranes. The 
pellet was subsequently washed threc times in THB fol­
lowed by centrifugation at 20000 X g for 20 min. The 
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Table 1 
JC,0 and Hill cocfficienls for sperminc, spermidine, nnd DET 
[3 H)Spermine binding wns meas u red ns dcscribed in Seclion 2. Half-max­
imal inhibition of binding was determined from competition curves using 
five to six differcnt conccntrations of agonists or antagonists from 1 µM 
to 1 mM, in lhc prescnce of 5-20 nM [3 H]spermine (Fig. 2). nH was 
calculalcd as lhc slope of 1he curve by plolting log(B/ B,.., - B) vs. 
lag[ F), where B = bound ligand and F = concen1ra1ion of free ligand 
[38]. Results were also tested by nonlincar rcgrcssion. Data are the 
mean± S.E.M. of two to five independent curves perfonncd in triplicute. 

P1 fraction P2 fraction 

lC,11 (µM) nH lC,0 (µM) nH 

Spermine 48± 1.0 1.7±0.1 48±1.1 2.7±0.5 
Spermidinc 32±1.6 0.4±0.0 32±1.6 0.5±0.0 
DET 1023±4.8 1.0±0.1 1514±7.1 0.9±0.2 

final pellets were suspended in 8 vals. of 0.32 M suerose 
containing 10-4 M MgS04 and stored at -70ºC for 1 
week. Previous to the assay, membranes were further 
washed twice with THB. 

2.2. Bi11di11g assay 

A total of 100-200 µg Clr 'riiembr~Íle protein was 
incubated, for the indicated perlad of'time, with varying 
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coneentrations of [3 H]spermine (5-200 nM for the satura~· 
tion curve) to a final volume of 175 µl. Nonspecific 
binding (5%-10% of total binding) was defined in the 
presence of 1 mM unlabeled spermine. After 1 h incuba­
tion al 25ºC, reaction was stopped by centrifugation at 
90000 rpm, for 2 min in an air-driven microcentrifuge 
(Beckman). Subsequently, membranes were washed twice 
with cold THB or bidistilled water for separating free from 
bound radioligand and pellets were dissolved in 2% SOS. 

Association curves were generated by measuring bind­
ing of [3H]spermine (10 nM) at six time points from 2 to 
60 min (Fig. 4). Dose-response curves were obtained 
using 5-20 nM [3 H]spermine in the presence of increasing 
concentrations of unlabeled spermine ( 1-1000 µM), sper­
midine ( 1-1000 µM) or diethylene-triamine (DET; 50-
1000 µM). The radioactivity remaining in the pellets was 
measured in an LS-6000 SC liquid scintillation counter 
(Beckman lnstruments) after adding 5 mi of Tritosol [9]. 
Protein was determined by the method of Lowry et al. [24]. 

2.3. Materia/s 

[
3 H]Spermine (40-60 Ci/mmol) was obtained from 

American Radiolabeled Chemicals (St. Louis, MO, 
Spermine, spermidine and DET were from Sigma 

VI 1 I 

20 '60 60 100 190 210 

[3H-spermine] nM 

Fig. 3. Sn1urntion curve for [3 H]spcnnine bindin!l,:' Me~b..;nes from synnplosomal frnclions of chick retina were incubaled for 1 h wi1h incrensing 
concenlrnlions of ¡' H)spermine as described in·:seclio.n' 2: Nonspecific binding was delennined in .1he presence of .1 mM unlabeled spennine. P1 ( • ); Pz 
( ... ), lnsct, plot of log( B/ Bma, - B) vs.· log[ F) (Hill plot). li11e was fil by linear regression analysis. ·Dala are expressed as the mean ± S.E.M. of four 
lndependcnt curves performed in .trip~kn_I~:.: · · 
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Table 2 
Constants for [3 H]spermine binding 
Expcrimcnts wcrc perl"ormed as descrihed in Section 2. Constants were 
calculated from thc saturation curves in Fig. 3. nH was calculated as 
described in Table l. Aflinity of [3 H]spermine binding was calculated by 
nonlincar regrcssion analysis am.J Hill plot analysis, where Kapp = [ FJ0.5 ; 

when log(B/B,,,., - 8)=0 the corresponding position on the log[F) 
axis gives log[ Flo.s· Dula ure the mean± S.E.M. of four independent 
curves performcd in triplicutc. 

Bmax (pmol/mg protein) 
K.,,, (nM) 
nH 

P1 fraction 

9.3± 1.0 
61±1.2 
2.4±0.3 

P2 fraction 

37± 1.6 
67±1.1 
3.2±0.6 

chemicals (St. Louis, MO, USA). One- to three-day old 
chicks (Gal/11s domesricus) were supplied by ALPES 
(Tehuacán, Puebla, México). 

2.4. Srarisrica/ ana/ysis 

Radioligand binding data were mmlyzed by nonlinear 
regression using PRISM computer program (GRAPHPAD). 
The significance of results was assessed by Student's 
/-test; p < 0.05 was considered significan!. 
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3.1. P/larmaco/ogicái profi/e of [JH]sper111i11e bi11di11g to 
synaptlc me111branesJrom ·1/le chick /·etilÍa 

The inhibition of [3H]spermine binding to synaptic 
membranes from the chick retina by compounds related to 
the NMDA rcceptors was determined: dizocilpine (MK-
801), 200 µM; glycine, 1 mM; glutmnate, 1 mM; NMDA, 
1 mM; spermidine, 1 mM; DET, 1 mM; spermine, 1 mM. 
Concentrations used were higher than those reported to 
saturate their siles in the receptor [10,11,18,25,32,41]. 
Only unlabeled spermine, spermidine and DET, considered 
as an untagonist of the modulatory site far spermine on 
NMDA receptors [39], inhibited significantly [3H]spcrmine 
binding to mcmbranes from both plexiform layers of the 
retina (Fig. 1 ). In mcmbranes from both plexiform layers, 
the order of efficiency of these compounds was: spermine 
> spennidine > DET (Fig. 2). The IC50 far spermine, 
spermidine and DET was determined; results show that 
spermine and spermidine are more potent than DET for 
inhibiting [3 H]spermine binding (Table 1 ). Hill slope of 
inhibition curves, obtained by nonlinear regression analysis 
of Hill plots, showed that nH far spermine und spennidine 

o.o..-~~~~,-~~~~.-~~~~.-~-,-~----,,.--~~~-,.~~~~-,-~~~~-. 

o 10 20. .. 30 40 50 60 . 70 

time (min) 

Fig. 4. Associution curves for [3 H)spermine. Membranes °rrom · synnptosomul · fracÚons of chick retina werc incubnted in the prcsence of 10 nM 
[3 H)spermine for different periods of time us described in Section 2. P1 ( • ); P1 ( • ). Datn urc exprcssed ns the mean ± S.E.M. of thrce to four indepcndent 
curves performed in triplicute. 
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signilicantly deviated from unity in both plexifam1 layers 
(Table 1 ), suggesting distinct interactions far these com­
pounds [38], whereas the nH far DET approaches unity, 
indicating a single site of interaction far this compound 
[38]. 

[
3 H]Spermine binding was not affected by the channel 

blocker MK-801 (200 µM) or glycine (1 mM), glutamate 
(J mM) and NMDA (J mM) (Fig. 1). 

3.2. Kinetic mw/ysis of [3H]spermine binding to synaptic 
membranesfrom the cllick retina 

Specific [3 H]spermin°e binding to P1 and P2 membrane 
fractions was faund saturable (Fig. 3). Binding reached a 
pláteau at concentrations above 100 nM in both plexifarm 
layers and concentrated in the inner plexifarm layer com­
pared to the outer plexifarm layer (B111., = 9.3 ± 1.0 and 
37 ± 1.6 pmol/mg protein far P1 and P2 , respcctively). 
Kinetics of specilic [3H]spermine binding was studied 
within a concentration range of 5-200 nM: u sigmoidal 
saturation curve wus obtained, indicating positive coopera­
tive binding, with high aflinity ( K•PP = 61 ± 1.2 und 67 ± 
1.1 nM far P1 and P2 , respectively ). Hill slope of satura­
tion curves, obtained from thc Hill plot, showed that nH is 
higher than unity in both plexifarm layers (nH: 2.4 ± 0.3 
and 3.2 ± 0.6 far P1 und P2 , respcctivcly). Binding con­
stunts are summarized in Table 2. 

Time-coursc of [3 H]spermine binding at 10 nM was 
dctcrmincd. In thesc cxpcriments, [3 H]spcrmine binding 
rcached a platcau within 2 min after the initiation of 
incubation at room temperature (Fig. 4). Nonspecilic bind­
ing did not increuse signilicantly. 

4. Discussion 

PA have been shown to affect excitatory neurotransmis­
sion through u multiplc interaction with NMDA-typc gluta­
matc rcceptors, although thc molecular mechanisms in­
volved rcnmin uncleur. 

In thc vertcbrate retina, the muin excitatory pathway 
uses glutamate as the ncurotransmittcr. and ionotropic, as 
well as mctabotropic rcceptors far this compound have 
bcen identified and charactcrizcd in membranes from the 
outcr (P1) and thc inncr (P2 ) plexifarm Jayers of this tissuc 
[20-23,36]. 

Rcgarding retirml NMDA receptors, previous studies 
havc shown pharmacological and kinetic properties distinct 
from those of NMDA rcceptors in the CNS [23,32]. PA 
have been postulatcd as ncurotran~mitters or neuromodula­
tors acting on NMDA receptors. Rcccnt results from our 
group demonstrate that spermine inhibits [3 H]glycine bind­
ing to thc coagonist site of NMDA receptors from plexi­
farm layers of chick retina, by a reduction in B111., without 
uffccting Kd, contrary to its reported cffects in the CNS. 
In thc prescnt study, we havc churacterizcc;!_specili~, sut-
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~ 
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urable high-uffinity binding siles far [3 H]spermine in mem­
branes from both synaptic luyers of the retina, concentrated 
in the inner plexifarm !ayer, as also seen for [3H]glycine 
binding to NMDA rcceptors [6,32]. Binding was faund 
specilic, since it was inhibited by spermine, spermidine 
and the PA antagonist DET, but not by other compounds 
interacting at differcnt domains of NMDA receptors, such 
as glutamate, NMDA, glycine and MK-801 (Fig. 1). These 
data thoroughly demonstratc the prcsence of specific re­
ceptors far spermine in the retina, through which a modu­
latory function could be excrted. . 

Sigmoidal saturation curves far specilic [3 H]spermine 
binding obtained, indicate an interaction with different 
populations of binding siles with high affinity in both 
plexiform laycrs (Fig. 3, Table 2). This is confirmed by the: 
values far nH calculated by Hill analysis of the curves'. 
which was higher than unity in P1 and P2 , demonstrating, 
positive cooperativity within binding siles, as well as more: 
than one population of binding siles far the PA. These : 
results are in kecping with prcvious evidence showing that 
PA, as spermine and spermidine, interact with NMDA 
reccptors evoking diffcrcnt effects, which suggests an in­
teraction ar thcse PA with more than one site on the 
receptor-channcl [3,31 ]. 

Previous studies in arder to demonstrate thc presence of 
specilic rcceptors far PA in membranes from synaptoso­
mal fractions from rat brain havc shown distinct results 
regarding numbcr and affinity of binding siles. 
[3H]Spennidine binding sitcs were charactcrizcd [41], and 
a single low aflinity site was reported with a Kd value of 
161 µM. Further studics in the sume system showed the 
prescnce of two populations of binding sites with Jow 
( K d = 271 µM) and high affinity ( K d = 3.3 nM) far sper­
midine [ 18]. Discrepancy among thesc studies is clearly 
related to the concentration range of spermidine employed 
in saturation cxperiments: while in the first case 20 µM to 
1 mM spermidine was used, in the latcst, a wider concen­
tration range was cxplorcd, starting from low nanomolar. 
Our present results exploring concentrations from 5 to 200 . 
nM far saturation and kinetics of [3H]spermine binding · 
show the prcscncc of high-affinity sites (K•rr == 60 nM). 
Also on this line, the affinity values obtained here far 
spermine rcceptors in the retina are in keeping with the 
linding by Gilad and Gilad [IO], in rat brain, of high 
uffinity reccptors far spermine ( K d = 83 nM) and spermi­
dine ( Kd = 43 nM) which were obtained, as in our case, 
using nanomolar concentrations of the PA far the calcula­
tion of kinetic constants (5-100 nM). 

Fast association of [3 H]spermine was observed in our 
study, in agreement with results from Yoneda et al. [41] in 
membranes from rat brain. In this preparation, the time far 
maximal [3H]spermidine binding was shorter in Triton­
treated, as compared to untreated membranes. Our results 
are clase to those obtained in detergen! treated, delipidated 
membranes, suggesting wc are looking to spermine bind­
ing to a protein fraction. 
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The presence of high-affinity binding sites far spermi­
dine and spermine [JO, 18] is consistent with the nanomolar 
extracellular content of PA in the brain, as measured by 
microdialysis in awake rats [37]. In contras!, micromolar 
Kd values of the low-affinity sites, correlates with high 
intracellular concentrations of PA in the brain [35]. lt has 
been suggestcd that low-affinity binding siles could relate 
to the stabilization of cell membrane, as demonstrated in 
erythrocyte membranes [2], which involves PA-phos­
pholipid interaction. In this respect, low affinity spcrmi­
dine binding to rat brain membranes is potentiated by 
phospholipase A 2 and, udditionully, a strong associution of 
spcrmidinc with phosphatidylserinc has been demonstrated 
[41 ]. Rcccnt studies using patch-clamp techniquc dcmon­
stratc tlmt the potcntiution of NMDA-induccd currents by 
spcrminc shows a fast on-off kinetics, and an incrcasc in 
intraccllular spcrminc conccntration does not occludc 
potcntiation by cxtraccllularly applicd sperminc [17], which 
strongly suggests thc prescnce of a PA modulatory sitc in 
the cxtruccllular domain of the NMDA receptor, with high 
affinity far sperminc. 

Our previous rcsults on glycinc binding to NMDA 
rcccptors togethcr with those from this study indicate that 
although PA recognition sites in thc retina sharc pharmaco­
logical propcrtics with those on NMDA rcccptors from 
other regions of thc CNS [39], thc mcchanism linking the 
spcrminc sitc lo thc glycinc site could be diffcrcnt. Such 
diffcrenccs could arisc from distinct hcteromeric assem­
blics of NMDA rcccptors in thc CNS and the retina, 
probably rcluted to thc cxpression of NR2C subunit, which 
is rcstrictcd to thc retina and thc cercbcllum [5,26]. In 
support of this assumption, spcrminc and spermidinc havc 
becn found to inhibit cGMP accumulation in the cercbel­
lum, through thc activation of thc glycinc site on NMDA 
receptors [30]. 

Thc results from thc present study suggest that sperminc 
could participatc as a neuromodulator of excitatory neuro­
transmission in the retina, and dcmonstrntc a distinct effcct 
of this PA at the glycine sitc on retina! NMDA rcccptors, 
from that observed in the CNS. 
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Spermine lnhibits [3H]Glycine Binding at the NMDA 
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Saturable specific binding of glycine to synaptosomal membranes from plexiform layers of the 
retina has been described, which seems to correspond to the modulatory sitc on NMDA-reccptors 
(26). Spcrrninc inhibitcd spccific ['H]glycinc binding to mcmbrancs from synaptosomal fractions 
from thc outcr (P 1) and thc inner (P,) plcxiforrn layers of 1-3 day-old chick retinas in a dose­
depcndent manner with an IC,0 = 35 µM for the P, fraction and 32 µM for thc P2 fraction. Kinetic 
experiments and non-linear regression analysis of ['H]glycine-specific binding showed a K. -
100-150 nM in both fractions, and a higher B,=• (4.11 ± 0.47 pmol/mg prolcin) for the inner 
plexiform )ayer compared to the outcr plexiform laycr (B .. w, = 2.76 ± 0.25 pmol/mg prolein). 
Strychnine-insensitive ['H]glycinc binding was inhibited by 100 µM sperrninc, due to a reduction 
in B.., .. (P, = 0.84 ± 0.16 pmol/mg protcin; P, = 0.81 ± 0.16 pmol/mg protein) without affecting 
the K,,. Association and dissociation constants in the abscncc and prcscnce of 50 µM sperrnine 
rcmained unchanged. Rcsults dcmonstrate the prcsence of a single modulatory site for sperrnine 
on NMDA rcccptors, in both synnptic layers of the chick retina. 

KE\' WORDS: NMDA rcceplors; spcnninc; glycinc; chick retina. 

INTRODUCTION 

Endogcnous polyamines such as spennine and sper­
midine have multiple effects in the central nervous sys­
tem (CNS) and have been recently postulated as 
neuromodulators or neurotransmitters (1,2). These mol­
ecules interact with the N-methyl-D-aspartate (NMDA) 
type of glutamate receptor evoking different effects, 
which suggests an interaction of this polyamine with 
more than one si te on the receptor-channel (1,3 ). Two 
of these effects are related to the coagonist glycine. In 
the presence of a saturating concentration of glycine, 
spermine and spennidine induce an increase in whole-

1 Instituto de Fisiología Celular, Departamento de Neurociencias, und 
2 Facultad de Medicina, Departamento de Bioquímica, Universidad 

Nacional Autononm de México (UNAM). 
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Postal 70-253, 04510, México, D.F., México. e-mail: acolomc 
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cell curren! and also in the binding of ['H]MK-801, pos­
sibly due to an increase in the frequency of NMDA re­
ceptor-channel opcning (3.4,5). On the other hand, in the 
presence of subsaturating concentrations of glycine, 
spermine and spennidine increase thc affinity of the 
NMDA receptors for this amino acid (6,7). 

The considerable variation in the stimulatory effect 
of polyamines on NMDA-channel conductance in cul­
tured neurons (3,8,9) suggests the presence of NMDA 
receptors bcaring different subunit composition. Two 
families of NMDA receptor subunits have been cloned: 
the NMDARI family which consists of eight splice var­
iants of the NR 1 gene, and the NMDAR2 family com-

Abbrcvialions: EDTA, cthylcncdiaminc-tctracctic acid; HEPES, (N­
[2-hidroxycthyl)pipcrazinc-N'-[2-cthancsulfonic acid]J; SOS, sodium 
dodccyl sulfate; TRIS, tris(hydroxymcthyl)aminomcthane; MK-801 
(dizocilpinc), 5-mcthyl-1 O, t t-dihydro-5H-dibcnzo[u,d]cyclohcpt-5, 10-
imine; 'NMD¡\, i:"·n\trhyl-D.-asfmnnte;" ACPC, 1-aminocyclopropanc­
carboxylic a2id;jD'ET, 'diethylcntriamine¡ 
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posed by NR2A; NR2B, NR2C and NR2D, encoded by 
different genes (JO). Alone, NMDARI is very poorly 
expressed in oocytes, however, in combination with one 
of the NR2 subunits, expression is dramatically in­
creased and the corresponding receptors show different 
properties depending 011 the type ofNR2 subunit present 
(11-14). NRI, but not NR2 subunit family, fonn func­
tional homomeric channels, but when coexpressed the 
resulting heteromeric receptors induce much larger 
whole-cell currents than homomeric NRI receptors (11-
15). 

Glutamate plays an importan! role in retinal func­
tion (16), although the molecular characteristics of glu­
tamate receptors in this tissue remain unclear. 
Hybridization studies perfan11ed in situ have shown that 
neurons from the inner retina, exprcss ali subtypcs of 
ionotropic glutamate receptor subunits ( 17), in addition 
to inhibitory receptors for GABA and glycinc (18). 

NMDA receptors in thc chick retina show distinct 
pharmacological propcrties, regarding antagonists di­
rectcd to the strychnine-inscnsitive glycine binding site 
(19). On this linc, although 7-Cl-thiokynurenic acid has 
bcen shown to reduce significantly neuronal loss in dif­
fcrcnt brain arcas, using models of focal and global isch­
emia (20,21), in the retina this compound completely 
failed to reduce ischemic damage ( 19). Similarly, 
[3H]CPP binding to retina! membranes shows significan! 
pharmacological and biochemical differences from that 
dcscribed in the CNS (22). Furthcm1orc, potentiation of 
MK-801 binding by glycine, is weak in embryonic chick 
retina compared to thc CNS (23). Also in this tissue, 
ncither glycine nor 1-aminocyclopropane-carboxylic 
acid (ACPC) potentiatc NMDA toxicity, but actually 
protcct retinal ncurons (23 ). 

The aim of this study was to characterizc thc effcct 
of spcnnine on thc glycine site of NMDA receptors in 
chick retina, mcasuring the binding of [3H]glycine to 
synaptosomal membrancs from this tissue. Rcsults on 
this line could providc evidcncc for a regulatory role of 
polyamines on the vertical excitatory pathway of the ret­
ina, and hcnce, havc implications far the undcrstanding 
of ncurotransmission in this tissue. 

EXPERIMENTAL PROCEDURE 

i\/emhrmt<.' Pr,•¡mration. Rc1inas, free from pigment cpithclium, 
wcrc obtaincd from 1-3 day-old chicks. Synaptosomal fmctions from 
plcxifonn laycrs wcrc isolntcd us prcviously dcscribcd (24), from ret­
inas homogcnizcd in 0.32 M sucrosc contnining 10-4 M MgS04 , Syn­
aptosomal fractions of tite outcr (P,) and tite inner (P,) plexiform 
laycrs, were ltomogenizcd in 25 vol. of 5 mM HEPES/4.5 mM TRIS 
buffer. pH 7.4 (HTBJ. and kept on ice for 15 minutes in arder to allow 

Calderón and López-Colomé 

complete osmotic disruption. Homogcnates wcrc ccntrifugcd at 20,000 
g far 20 minutes nnd thc pcllcts containing thc synaptosomal mem­
branes .were stored at -4ºC for 1-2 days. Mcmbrancs wcrc subsc­
quently washed once in HTB bullcr, twice in thc same buffer 
containing 1 mM EDTA (pH 7.4), and two more times witltout EDTA. 
Pellets were storcd at -70ºC for two wccks. Prcvious to thc assay. 
mernbrnncs wcrc furthcr wnshcd four times with l-ITB. 

Binding As.\·uy. 100-200 µg ofrncmbranc protcin wcrc incubatcd. 
for thc indicnted pcriod of time. with varying conccntrations of 
[ 3H]glycine (20-1,600 nM) in the prcscnce or absencc of 100 µM 
spermine ( t 75 µI, final volume). Non-specific binding (20-10% of 
total binding) was defined in the prcsence of 1 mM unlabeled glycine. 
After two hours incubation nt 25ºC. rcaction wns stoppcd by ccntrif­
ugation ut 90.000 rpm. far two minutes in an air-drivcn microccntri­
fuge (lleckman) and pellcts wcre dissolved in 2% SOS. 

Association curves werc gcncratcd by 1ncasuring binding of 
['H]glycine (20 nM, 60 nM. and 100 nMJ in tite presence or absencc 
of 50 µM spcnninc at 9 time points from 2 min to 205 min. Dosc­
rcsponsc curves for spcnninc wcrc obtaincd using 20 nM PHJglycine 
in thc prcscncc of incrcasing conccntrations of spcnninc ( 1-1000 µrvt) 
to a final volume of 500 ¡ti (300-700 µg of protein). In tltese exper­
imcnts. rcaction was tcnninatcd by filtrution through GF/C filtcrs. Sub­
scqucntly, mcmbrancs wcrc washcd twicc with cold 1-ITB in ordcr to 
scparatc free from bound radioligand. Thc mdioaclivity rcmaining in 
the pcllcts or thc filtcrs was mcasurcd in an LS-6000 SC liquid scin­
tillation countcr (Bccknmn lnstrumcnts). Protcin was detcnnincd by 
the method of Lowry et al. (25). 

Materials. ['H]Glycine (42-51.1 Ciimmol) was obtained from 
DuPont NEN Researclt Products (lloston, MA). Spermine and glycine 
wcrc from Sigma Biochcmicals (St. Louis Missouri. USA). 1-3 day­
old clticks (Gal/11s c/0111estic11s) werc supplied by ALPES, S.A. (Te­
huacán, Puebla. México). 

Slatistic Ana(\'.\'is. Radioligand binding data werc analizcd by 
non-linear regression using PRISM computer progmm (GRAPHPAD). 
The significancc of results was asscsscd by Studcnt's t test; p < O.OS 
was considcrcd significant. 

RESULTS 

Dose-response experiments show a clear inhibition 
of [3H]glycine binding by spennine with an IC,0 = 46.46 
µM far P, and 36.76 µM far P2 (Fig. 1). Strychnine 
showed extremely low potency far inhibiting 
[3H]glycine binding: IC"' = 428.74 ± 37.90 µM (n = 
2) far P1 and 469.43 ± 104.68 µM (n = 2) far P2 • 

Glycine and ACPC, agonists at the glycine site of the 
NMDA receptor complex, exhibited high and similar po­
tencies: IC,0 = 1.26 ± 0.14 µM (n = 3) in P, and 7.31 
± 3.21 µM (n = 3) for P2 in the case of glycine, and 
IC,0 = 3.58 ± 2.72 µM (n = 3) in P,; 6.37 ± 1.39 
µM (n = 3) far P2 in that of ACPC, suggesting that we 
are mainly dealing with NMDA receptors (26). The low 
effect of strychnine, at high doses, is probably due to an 
interaction with glycinc inhibitory receptors. 

Saturation expcriments were performed in order to 
determine the type of inhibition exerted by spennine on 
[3H]glycine binding. The results in Fig. 2 show that, in 
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Flg. t. lnhibition or ['H]glycinc bimling by spcnninc. Synaptosomnl 
mcmbnmcs from thc outcr (P,) nnd thc inncr (P,) plcxifann laycrs ar 
chick retina wcrc obtaincd us dcscribcd in Mcthods. Mcmbmncs wcrc 
incubatcd far 2 hrs in thc prescncc ar 20 nM ['H]glycinc. Data are 
cxprcsscd ns thc mean ± SEM from 3 indcpcndcnt cxpcrimcnts pcr­
fonncd in triplicutc. Dashed li11e indicatcs non-spccific ['H]glycinc 
binding. 

membranes from both subcellular fractions, spermine 
significantly decreased maximum. [3H]glycine binding 
without altering affinity, indicating that this polyamine 
does not .compete ·ror the ·glycine-binding site. Binding 
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Flg. 2. Suturntion curve far ['H]glycinc binding. Mcmbrancs from syn­
uptosomnl fractions of chick retina, wcrc incubntcd far 2 hrs. with 
incrcnsing concentrations of [31-l]glycinc ns dcscribcd in Mcthods . 
Non-spccific binding was dctcnnincd in thc prcscnce of 1 mM unla­
bclcd giycinc. Spcm1inc conccntrntion was 100 µM. e•> Control; (A) 
spcnninc. Valucs are thc mean ± SEM from 2-5 indcpcm.Jcnt cxpcr­
imcnts pcrfonncd in triplicntc. 

constants are summarized in Table l. At high (1 mM) 
concentrations, this polyamine slightly inhibits non-spe­
cific binding of [3H]glycine, since displaceable 
[3H]glycine binding increases from 60-80% to 90% of 
total binding (Fig. 1 ). 

Association of [3H]glycine was determined in the 
absence (Fig. 3) and presence (Fig. 4) of 50 µM sper­
mine. Fer the calculation of association (k+ 1) and dis­
sociation (k_ 1) constants, the observed association 
constant values (k.,.,, Table 11) obtained in the presence 
of 20, 60 and 100 nM ['H]glycine, were plotted versus 
['H]glycine concentration, and values were calculated 
using the equation: k.,b, = k+ 1 ([3 H]glycine) + k_, (27). 

These experiments show that spem1ine reduces 
['H]glycine binding, without altering association and 
dissociation constants (Table 111). 

¡'· 
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Table l. Effccts of Spcnninc on ['H]Glycinc-Binding Paramcters 

P1 fraction P2 fraction 

Control Spcrminc (100 µM) Control Spcnninc (100 µM) 

Bn111~ (pmol/rng protcin) 
K, (nM) 

2.76 ± 0.25 
139.12 ± 17.92 

0.84 ± 0.16" 
144.85 ± 15.95 

4.11 ± 0.47 
133.73 ± 11.67 

0.81 ± 0.16" 
108.56 ± 12.24 

"Significnntly difTcrcnt from control, p < 0.05, Studcnt's t test. Expcrimcnts wcrc pcrformcd as d~sc~ibcd in Mcthod~. C~ns~ants wcrc calculatcd 
from tite saturation curves in Figure 2. Data are cxprcsscd as thc mean ± SEM of 2-5 dctcrm1mit1ons pcrfonncd m tnphcatc. P1• mcmbrancs 
from thc outcr plcxifonn Jaycr; P2 • mcmbrancs from thc inncr plcxifom1 laycr. 
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Flg. 3. Associntion curves for ['H]glycinc nt 20 nM (,.-), 60 nM C&l 
and 100 nM <•l concentration. Each point is the mean of triplicntc 
dctcnninations which vnry < 10%. ftM·et, plot of k....,. versus conccn­
tration of PHJglycinc. li11e was fit by linear rcgrcssion unalysis using 
PRISM progrnm from GRAPHPAD. Non-specific binding did not vary 
significantly. 

DISCUSSION 

Thc main finding of thc present study is that, 
[3H]glycine binding to membranes from both synaptic 
laycrs of thc chick retina, is inhibitcd by spem1ine. The 
data prcsented here, show that spermine decreases max­
imal [3H]glycinc binding, without changing the affinity 
of glycine for its recognition si te on thc receptor (Tables 
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Flg. 4. Association curves for ['H]glycine at 20 nM (,.-), 60 nM (Á) 
nnd IOO nM <•> concentration in the prescnce of 50 µM spennine. 
Each point is the mean of triplicnte dcterminations which vary < 10%. 
I11set, plot of k. ... versus conccntration of ['H]glycinc. li11e was fit by 
linear rcgrcssion analysis using PRISM program from GRAPHPAD. 
Non-spccific binding did not vary significantly. 

1 and 111), indicating that spermine does not interact di­
rectly with this site. 

Experiments perfonncd in our laboratory1 have 
shown specific [3H]spennine binding to chick retina! 
membrancs, sensitive to diethylentriamine (DET), con­
sidered as an antagonist of thc modulatory si te for sper-

1 ºUnpublishcd obscrvations .. 
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Table 11. Obscrvcd Association Constants (k,."") far [ 11f]Glycinc Binding 

P1 fraction P2 fraction 

Control Spcnninc (50 µM) Control Spcnninc (50 µM) 

[lJ-1] Glycinc conccntration 

20 nM 
60 nM 

100 nM 

7.51 ± 2.00 
14.45 ± 2.60 
13.45 ± 0.52 

4.54 ± 0.46 
8.95 ± 2.80 
8.81 ± 1.49 

9.30 ± 1.98 
14.19 ± 0.99 
15.31 ± 0.13 

7.93 ± 1.96 
9.13 ± 0.81 

11.80 ± 0.03 

Constants wcrc dcrivcd from timc-coursc cxpcrimcnts in thc prcscncc of thc indicatcd concentrations of 1hc radioligand. Rcsults are thc mean ± 
SEM of 2-3 association curves pcrfonncd in triplicatc. 

Table 111. Kinctic Constants for Pll]Glycinc Association 

P1 fraction P2 fruction 

Control Spcrminc (50 µM) Control Spcmlinc (50 µM) 

k,. 1 (Xlo-~ nM- 1 min- 1) 

k_, (X 10-1 min- 1) 

K, = k_,ik+ 1 (nM) 

7.42 ± 3.82 
7.35 ± 2.60 

98.96 

4.89 ± 3.88 
4.61 ± 2.80 

94.17 

7.50 ± 2.50 
8.61 ± 1.68 

114.80 

4.72 ± 2.54 
6.81 ± 1.62 

144.10 

k. 1 nnd k_ 1 valucs from association cxpcrimcnts wcrc calculntcd by linear rcgrcssion from thc gniph obtaincd plotting mean k,,h. valucs in Table 
JI versus (lH]glycinc concentration according to thc cquation k .. 1>. = k. 1 ([111]glycinc)+ k_ 1 (27). k+ 1 ami k_ 1 valucs rcprcscnt. rcspt:ctivcly, thc 
s)opc and thc ordinatc intcrccpt. Valucs obtaincd for P1 and Pi frnction in thc ;:1bsencc (control) ami prcscncc ofspcrminc, did not diffcr significantly 
Cp < 0.05, Stu<lcnt's t test). 

mine on NMDA reeeptors (28). These findings favor the 
idea that inhibition of ['H]glyeine binding by spermine 
could participale in the modulation of NMDA receptor 
activity. Thus, our results indicate llmt although the po­
lymnine recognition site in chick retina shares phanna­
cological properties with that in NMDA reeeptors from 
other regions of the CNS (28), the mechanism Iinking 
the spermine site to the glycine site could be different. 

On the other hand, thc inhibitory effect of high con­
ccntrations ( 1 mM) of spermine on non-specific glycine 
binding, could be due to changes in the ionic environ­
ment or, alternativcly, to a charge-induced modification 
of synaptosomal mcmbrancs (29). 

Previous rcports (30) havc shown that ['l-l)spem1i­
dine binding sites in synaptie membranes are solubilized 
by dcoxycholic acid, which suggests that endogenous 
polyamines could interact wilh negative chargcs on syn­
aplic mcmbrancs, including the NMDA receptors 
(5,31.32). thus cxe1iing a neuromodulatory role 011 

NMDA-induccd responses. Moreover, spcnnine. cven at 
1 mM concenlration. docs not affect non-spccific 
[-'1-l]glutamatc binding,' which involves different charge­
intcractions from those of glycine. 

Our results differ from lhose published by Ransom 
ami Deschenes (6) and by Saeaan and Johnson (7), dem­
onstrating an inerease in [31-I]glycine binding induced by 

l uunpublishcd obscrvations'' 

spennine in membranes from cerebral eortex, under sim­
ilar conditions to thc prcsent study, whieh further sup­
ports that retina! NMDA receptors differ from those in 
the cerebral cortex. In this regard, Monyer et al. ( 11) 
found that the expression of mRNA for the NMDA re­
ceptor subunits shows a distinct distribution within the 
CNS, suggesting that stoichiometry eould determine the 
regional variation in phammcological properties of 
NMDA heteromeric rcceptors. 

On this line, the expression ofNMDA receptor sub­
unit NR2C is restricted to the retina and the cerebellum 
( 11, 17). In the la ter. Rao et al. (33) found in an in vivo 
preparation, an inhibition of cGMP accumulation, by 
spem1ine and spermidine, induced by the activation of 
the glycine site ofNMDA receptors. Furthermore, Reyn­
olds and Palmer (34) have shown that cerebellarNMDA 
receptors exhibit a significantly Iower affinity for 
[3H]MK801 than those in the cortex. Comparatively, po­
tentiation of MK-801 binding by glycine in embryonic 
chick retina is much lower than in the CNS (23). Based 
on these studies it can be speculated that inhibitory effect 
of spermine is related to NMDA receptors bearing 
NR2C chain. However, this effect was not observed in 
recombinan! NRl/NR2C reccptors expressed in an het­
erologous system (35). 

Wafford et al. (36) have postulated that NMDA re­
ceptors contain a mínimum of two NR2 subunits, which 

.; 
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could be different. In support of this assumption, Luo et 
al (37) demonstrated, in adult rat cerebral cortex, that 
most NMDA receptors contain at least three different 
subunits: NRJ/NR2A/NR2B, and only a minar fraction 
is composed of two subunits, NRl/NR2B or 
NRl/NR2A. Possibly in the retina, NR2C coexpressed 
with NRI and other NR2 subunits, has different prop­
erties from recombinan! heteromeric receptor assemblies 
with only one type ofNR2. Moreover, the possibility of 
splice variants ofthe NRI subunit being involved in the 
regulation of spermine stimulation (38,39), cannot be ex­
cluded. Thus, differences in the effects ofpolyamines on 
NMDA receptor properties, in the retina and the CNS, 
might be related to differential expression of splice var­
iants and/or of NR2 subunits. 

In conclusion, our findings indicate that the glycine 
site of NMDA retina) receptors shows a negative mod­
ulation by polyamines, and hence differs from those de­
scribed in the CNS. 
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Abstruct 

Spcm1ine has been shown to iníluencc NMDA receptor function through un interaetion at thc coagonist site for glycine in the central 
nervous system (CNS) und the retina. In ordcr to support a role for spermine us ncurotransmitter or neuromodulutor in the chick retina, 
specilic stimulated-release of spermine should be demonstrated. Isoluted chick retinas, preloaded with [3 H]spermine, were stimulated with 
1 mM NMDA and other glutamate ugonists at ionotropic receptors, in a continuous superfusion system. (3 H]spennine wus released from 
the retina by depolarization with 50 mM KCJ, in a Ca2+-independent manner. Inhibition of Na+ /K+·ATPase by ouabain or digitoxigenin 
also induced spermine releuse following 36 min in the presence of the drugs; such effect seems unrelated to changcs in Na+ 
electrochemical grudients, since nigericin und verutrine did not induce releuse in Na+ containing medium. The lack of effect of glutumate, 
NMDA und kuinate at 1 mM concentrution, suggests tlmt rcleuse of spermine in the retina is mediuted by the reversul of uptake and no! 
neccssurily linked to EAA-receptor activution. ©2000 Elsevier Science B.V. Ali rights reserved. 

Keywords: Spcrminc; NMDA receptor: Chick retina 

1. Introduction 

Endogenous polyamincs, as spcrmine and spcrmidine, 
are synthcsizcd from ornilhine via ornithinc decarboxylase 
(ODC), and putrescine thus formcd cnlcrs a closcd syn­
thctic loop in which putrescine, spcrmidinc, and spcrmine 
are esscntially interconvertiblc and cxtrcmely long-lived. 
Polyaminc concentration and mctabolism as well as ODC 
are high in dcvcloping tissuc [6]; un incrcasc in thcse 
paramcters is obscrvcd in nervous tissuc upan activation of 
voltagc- ar receptor-opcratcd calcium channcls [ 14, 19,20]. 
Inhibition of polyaminc synthesis by the irreversible ODC 
inhibilor ditluoromethylornithine abolishes calcium entry 
through vurious rcccptor-linked or vollage-regulutcd cal­
cium channels, which can be restored by lhc addition of 
putrescine (14,15,19,21]. This property would place such 
compounds in a powerful posilion in relation to thc control 
of cerebral neurotransmission. Recently, sperrnidine und 

• Corresponding author. Departamento de Neurociencias, Instituto de 
Fisiología Cclulur. Universidad Nacional Aut611u111a de México (UNAM). 
Ap<1rtudo Po,tal 70-253. 04510 Mexico D.F., Mcxico. Fax: +52-5-622-
56·07; e-mail: acolmnc@itisiol.unam.mx 

sperrnine huve becn postuluted as ncuromodulators or 
neurotransmitters (31,34]. These molecules interact with 
the N-methyl-o-aspurtate (NMDA) typc of glutamate re­
ceptor, probably as neuromodulators, evoking distinct ef­
fcets which indicates the presence of more thun one 
polyamine binding-site on this receptor-channel (2,31]. 
Two of these effecls are rclalcd to the coagonist glycine. In 
the presence of a saturaling concentration of glycine, sper­
mine and sperrnidine induce un increuse in whole-cell 
curren! and al so in the binding of (3 H]MK-801, possibly 
due to un increuse in the frequency of NMDA receptor­
channel opening (2,29,37]; in the presence of subsaturating 
concentrations of glycine, spermine und spermidine in­
crease the affinity of the NMDA receptors for this amino 
acid [30,33]. Polyamine effects are not restricted to the 
NMDA receptor; they also potentiate the depolurizing 
effects of kainate [4 ], inhibit the binding of nicotinic 
receptor and channel ligands [ l ], modulate the binding of 
w-conotoxin to the N-type calcium channel (27], und in­
hibit P-type calcium channels [8]. 

Little is known regarding the factors that control 
polyamine activity in the bruin. In rut striatum, sperrnine 
und spermidine are selectively releused by NMDA-recep-

0006·8993/00/$ - scc front mattcr © 2000 Elscvicr Scicncc B.V. Ali rights rescrvcd. 
Pll: S0006-8993(99)02 l 57-5 ~I 
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tor áctivatio.n.Üól(unl..ti)(l.fu\iium-pump inhibition with 
oiiaoáiri"Tl r:r.-r;RJsperm1füne éah also be released from 
brain slices by depolarizing stimuli in a Ca2+-dependent 
manner [ 12]. 

In the retina, excitatory transmission from photorecep­
tors to bipolar cells, as well as from bipolar cells to 
ganglion cells uses glutamate as a transmitter, acting 
through ionotropic (NMDA, AMPA/KA) as well as 
metabotropic receptors [9]. 

Recent results demonstrate that the effects evoked by 
spermine on NMDA receptors from plexiform Iayers of 
chick retina, differ from those in other regions of the 
central nervous system (CNS [5]). In order to understand 
the role of spermine as neurotransmitter or neuromodulator 
in chick retina, spccilic release of spermine should be 
demonstrated. 

2. Materials and mcthods 

Retinas, free from pigment epithelium, were obtained 
from 1-3-day-old chicks and incubated for 60 min at 37ºC 
in Krebs Ringcr Bicarbonate buffer (NaCI, 118 mM; KCI, 
4.7 mM; KH 2 P04 , 1.2 mM; CaCl 2 , 2.5 mM; MgS04 , 

1.17 mM; NaHC03 , 25 mM; 3Iucose, 5.6 mM) pH 7.4 
(KRB), containing 1 µCi/ml [· H]spermine. After wash­
ing, retinas werc transferrcd to isolatcd superfusion cham­
bers and superfused with oxygenated KRB or Na+-, Ca2+., 
Mg2+ -free KRB al a ílow rate of 0.5 mf/min; 6-min 
frnctions were collected. NMDA or other stimulants were 
included for 18-24 min, 42 min after thc start of collec­
tion. Antagonists werc prcsent from the beginning of su­
pcrfusion and removed with the withdrawal of the stimu­
lus. Na+·frec media were prepared by replacement of NaCI 
by choline chloride and of NaHC03 by Tris-CI, pH 7.4. 
Radioactivity in the perfusates and that remaining in solu~ 
bilized tissue (1 mi of 1 N NaOH) at the end of the 
experiment, were counted by Iiquid scintillation spectrome-

Table t 
Effcct of glutunmte receptor ngonists and untugonists on (3 H]spermine 
rclensc from chick retina 
[
3 H]spennine releuse wus measured as described in Section 2. CNQX and 

MCPG were included 42 min befare the ngonisJ. The resulls were 
exprcssed as perccnt relcuse over pre·stimulution vuluc (100%). Data are 
the means±S.E.M. of two to four indcpendent expcrimcnts. 

Stimulating ugcnt 

Nonc 
Glutumate (1 mM) 
Glutamate (5 mM)+ threo-3-hydroxynspanuJe 
(200 µ.M) 
Kainale ( 1 mM) 
NMDA(I mM) 
NMDA (1 mM)+MCPG (200 µ.M) 
Glutamute (l mM)+CNQX (100 µ.M) 
GlutamaJe (1 mM)+MCPG (200 µ.M) 

ERC(%) 

100.00 
103.68± 14.17 

95.96±4.03 
105.47±6.65 
98.28±5.82 
92.19± 1.16 
83.33 ±3.33 

100.00±0.00 
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Fig. l. S1imuln1ion of[3 H]spermine release from chick relina by high K+. 
Supeñusion wns cnrried out ns described in Section 2. KRB wns substi­
tuled by KRB conluining 50 mM KCI during the period indicuted by Jhe 
horizontul bur, ufJer which, medium wus replnced by nonnal KRB. (A) 
Releuse in Cn2 +-containing KRB. (B) Release in cu>+ -free KRB, con­
tnining 100 µ.M EGTA plus JO µ.M BAPTA AM. (•-•) Conlrol 
condilions. Dula ure the means ± S.E.M. of four experiments. ERC: efllux 
rnte constunt. 

try. The results were expressed as the efílux rate constan! 
(ERC),. which is the_ fractional rate of radioactivity released 
per unit time; with r~spé'ct to the toial radioactivity incor-
porated by the tissúe . .- · · 

Tuble 2 
Nu + - and Ca2+ -dependence of depolárizntion-induced release of 
[
3 H]spermine 

[3H)spennine relense was measured ns described in SecJion 2. The resulls 
were expressed as percenl release over pre-stimulnlion value (100%). 
Dula are Jhe menos± S.E.M. of two Jo four independent experiments. 

SJimulaJing ugenl ERC (%) 

None 
KCI (50 mM) 
KCI (50 mM)-Na+ 
KCl (50 mM)+TTX (l µ.M) 
KCI (50 mM) + EGTA (500 µ.M) 
KCI (50 mM)+BAPTA AM (10 µM) 
KCl (50 mM)+ EGTA (100 µM)+ BAPTA AM 
(JO µM) 
Nigericin (5 µ.M) 
VeroJrine (67 µ.g/1111) 
Veratrine (IOO µ.g/1111) 

100.00 
170.13± 13.94 
140.33 ± 7.27 
136.35 ± 6.16 
169.98 ± 11.99 
142.67± 1.97 

168.82± 11.73 
99.73±3.44 

JOl.72±6.96 
87.41 ±3.95 
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Results in Table l show that l mM glutamate in the 
superfusion media had no effect on spontaneous 
[
3 H]spermine release. The inclusion of threo-3-hydroxy­

aspartale, a glutamate uptake inhibitor, at 200 µM concen­
tration, did not modify this result. 

The effect of specific agonists al ionotropic glutamate 
receptors on spermine release was also explored. Kainate 
(1 mM) and NMDA (1 mM) were tested; neither com-
11ound showed un effect on control release ( = 20% of total 
[·'H]spermine incorporntcd by the tissue). 

No effecl was observed when 6-ciano-7-nitroquinoxa­
line-2,3-dione (CNQX, 100 µM) or (RS)-cx-methyl-4-
carboxiphenilglycine (MCPG, 200 µM), antagonists al 
AMPA/KA and metabotropic glutamate receptors, respec­
tively, were tested in order to discard crossed-inhibition of 
NMDA receptor activation by glutamate. As can be seen in 
Tuble 1, NMDA itself had no effect on release even in the 
presence of MCPG. 

Depolarization induced by 50 mM KCI, stimulated 
¡3 H]spcrmine release in a Ca2+ -independent fashion, since 
the effect was not modilied in the presence of EGTA (IOO 
µM-1 mM) and the intracellular Ca2+ chelator BAPTA­
AM (JO µM) (Fig. IA,B; Table 2). 
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Fig. 2. Effcct of Na+ /K+·ATPasc inhibilors on ['H]spermine relcasc 
from chick retina. (Al Ouubain-induccd retcasc of !' H]spcm1inc. Thc 
horizontul bar denotes the inclusion of 1-2 mM ouabain. (B) Effect of 
digitoxigcnin on thc rclcusc of r~ H]spcrminc. The horizontal bar denotes 
thc inclusion of 100 µM digitoxigcnin. (•-A) Control conditions. Da1u 
<1rc thc mc<1ns ± S.E.M. of two to four expcrimcnts. ERC: eftlux rute 
C(H\Stant. 
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Fig. 3. Ca2+ -dependence of [3 H]spermine release induced by ouabnin. 
Retinas were incubatcd far t h nt 37ºC in cu'+ -free KRB pH 7.4, 
containing t µCi/ml [3H)sperminc nnd BAPTA AM (IO µM). Supeñu­
sion wus pcrforn1ed in ca'+ .free KRB containing 500 µM EGTA. The 
horizontal bar denotes thc inclusion of ouubain. (A - A.) Control candi· 
tions. Data are the means ± S.E.M. of four cxpcrimcnts. ERC: cfllux rute 
constant. 

High K+-induced release is also Na+-independent, since 
it was evident in Na+-free medium, as well as in the 
presence of l µM TTX, and was also unaffected by 
veratrine (67-100 µg/1111) or 5 µM nigericin (Table 2). 

lnhibition of Na+ /K+-ATPase by ouabain (1 mM) or 
digitoxigenin (100 µM) by supcrfusion with the drugs 
during 36 min, potently stimulated [3 H]spermine release 
from the retina which peaked 15 min after the withdrawal 
of the drugs (Fig. 2A,B). Ouabain has no effect in Ca2+ -free 
KRB contuining 500 µM EGTA plus 10 µM BAPTA AM 
(Fig. 3).The release evoked by both, high K+ and steroids, 
returned to control levels upon removal of the compounds . 

4. Discussion 

The main finding of the present study is that [3H]sper­
mine release from chick retina is not mediated by gluta­
mate receptor activation. Polyamines have been shown to 
affect NMDA receptors in different ways [2,29-31,33,37] 
and also, their release from rat striatum upon stimulation 
of these receptors has been documentcd [10]. suggcsting a 
modulatory role for thcse compounds in EAA neurotrans­
mission. Our results show that [·'H]spermine is released 
from the retina by K+-depolarization, in a caH-indepen­
dent manner. These datu suggest that the release of sper­
mine in this preparation could be mediated by the reversa( 
of uptake, and not necessarily linkcd to specific receptor 
activation, as proposed in the CNS. On this line, it is well 
known that a high concentration of KCI in the extracellular 
medium changes the driving force for the transport system 
[24,28,35]. In such condition, release is triggered by the 
reversa( of uptake. 

Thc effect of ouabain and digitoxigenin on polyamine 
release (Fig. 2A,B) may be, in part, directly related to 
depolarization. Ca2 + -independent ouabain-induced release 

··.· 
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of diverse neurotransmitters such as DA, ACh and GABA 
has been documented and ascribed to the inversion of the 
Na+ /K + ion gradients and the consequent reversa! of high 
affinity uptake [24,28,36]. Additionally, the release of 
[3H]spennine from cortical slices induced by ouabain is 
Ca2 +-independent [12]. 

High-aflinity Na+- and energy-dependent transport of 
spermine and spermidine has been characterized in cere­
bral cortex preparations [13], which is only partially inhib­
ited by ouabain [ 17]; the small residual intemalization of 
spermidine might reílect a Na+-indepcndent componen! of 
transport. This has also been observed in rat intestinal 
brush-border membrane vesicles, in which spermine up­
take showed to be indcpendent of Na+ elcctrochemical 
gradient [ 16, 18]. In the retina, neither veratrine nor nigericin 
evoked [3H]spermine release (Table 2), suggesting a Na+­
independent component of polyaminc transport. In support 
of this idea, although ouabain and digitoxigcnin stimulate 
[
3 H]sperminc rclcasc, this effcct is observcd only aftcr 30 

min in thc presence of the steroids (Fig. IA,B). Based on 
these data, we suggest that ouabain and digitoxigenin 
potentiate [3 H]spermine release through an increase in 
intracellular [Na+] due to Na+ /K+-ATPase inhibition, 
which in tum activates the Na+ /Ca2 + antiport system. 
The resulting increase in intracellular [Ca2+ ], possibly 
activates a second messenger pathway which regulates 
spermine release. On this regard, ouabain has no effect in 
Ca2 + -free KRB (Fig. 3), and the PKC inhibitors H-7 and 
sphingosine have been shown to inhibit spermidine efílux 
from human lymphocytcs [ 17]. 

NMDA rcccptors in chick retina show distinct phar­
macological properties regarding antagonists directed to 
the strychnine-insensitive glycine binding site [22]. Al­
though 7-Cl-thiokynurenic acid has becn shown to reduce 
significantly neuronal loss in different brain arcas, follow­
ing focal and global ischemia [7 ,26], in thc retina, this 
compound completely failed to preven! ischemic damage 
and to inhibit strychninc-insensitive [3 H]glycine binding 
[22,32]. Furthermore, potentiation of MK-801 binding by 
glycine, is weak in embryonic chick retina compared with 
the CNS [3]. Also in this tissue, ncithcr glycine nor its 
selective agonist at NMDA modulatory site, 1-aminocyc­
lopropane-carboxylic acid (ACPC), potentiate NMDA tox­
icity, but actually protect retina) neurons [3]. [3 H]CPP 
binding to retina! membranes, also shows significant phar­
macological and biochemical differences from that in the 
CNS [23]. 

Differences observed in the interaction of polyamines 
with NMDA receptors in thc retina and the CNS, could 
well be related to a distinct heteromeric assembly in both 
cases. This assumption is in keeping with results showing 
that although [3 H]spermidine and [14C]acetylcholine are 
released by NMDA receptor activation in rat striatum, the 
release of such compounds shows different sensitivity to 
Mg 2 + and ifenprodil, suggcsting the activation of different 
populations of NMDA receptors [25]. 

·Resuits.presentéd here sup¡:Íort ª•.J:>hysfological:role'forO" 
polyiimines in the inodulatiori .cif excitatory'heurotransmis~~\ 
sionin the retina, imd 'show iliai therelease'of'spermine is}, 
triggered by a different mechanism:rrámthat.in ihe''CNS.if: 
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d) Captura de espermina[3H] en la retina de pollo. 

Se caracterizó Ja captura de espermina[3H] en Ja retina de pollo. En este tejido 

la captura de este policatión no se satura (Figura 1, A). El tiempo requerido para 

alcanzar el equilibrio a 37°C .es == 30 min (Figura 2) y no depende del gradiente 

electroquímic~ deÍ; N~fÚ(Tabla\1): ·A.;l~ismo, ni la ausencia de cr, ni la 
' ; ·,:!·-Y ·:·.-::?::r :::i.{.~\:·:~.:~'.~Jt:~~ .. :~..:~f:~1t"'.·-¡~,~~~::.:·:'.>~i-~~\-~: .. --Md~~:-: '}~~_,}~ .;- ~ :~·;_;.;:;· · -<·'. _:- -

despolanzación 'iriespecífica iridúcida'con KCI (50 mM) afectan la captura (Tabla 1 ). 
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Figura l. Curva de saturación de la captura de espermina[3H] en la retina de pollo. A) 
las retinas se incubaron 10 min a 37ºC en medio KRB que contenía concentraciones 
crecientes de espermina[3H] B) El tejido se incubó 30 min a 37ºC en medio KRB que 
contenía 2.5 nM o 25 nM de espermina[3H]. Las fracciones citoplásmica y membrana( 
se obtuvieron por centrifugación. Los resultados representan la media ± E.S. de 2-3 
determinaciones. 
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Tabla .1. Dep~rict~ncia·i~~ica,de.la;cu~~lacióndeespf:rnli~a[jH]en la retina. 
,. . ' ··, . \ ··,~ _,·~:,: '. . • . ' ' '~ ·;;~ ,- -:.;,· • ..- >: •. . -· 

~·captura(%) 

100.00 
108.10 ± 14.84 
81.12 ± 8.48 
123.28 ± 4.86 
112.83 ± 7.08 
106.29 ± 5.8 

108.90 ± 8.25 
98.43 ± 6.30 
93.38 ± 5.89 

El tejido se incubó 10 min en la presencia de 12.5nM de espermina[3H] a 37ºC en 
medio KRB que contenía 118 mM NaCJ, o en medio KRB sin Na+ o cr. El Na+ se 
reemplazó con 118 mM cloruro de colina y el cr fue reemplazado isoosmoticamente 
por gluconato de sodio, gluconato de potasio y gluconato de calcio. Los resultados 
están expresados como el porcentaje del valor control (100%). Los resultados son la 
media± E.S. de 3-5 experimentos independientes. 

En la retina de pollo 1.a captura de espermina[3H] depende de la temperatura ya 
' ; "\ .. - ·. -- .·· .,-· - '.., - .·. 

que fue mayor a 37ºC que a 4°c (Figura 2). Aunque los inhibidores metabólicos que 

se probaron no afecfaron considerablemente dicha captura (Tabla 2). Estos resultados 
.. > ./·3\1; ;;, ; ·. 

sugieren' qlle· efí:j~/fetiníi'.C!e pollo los lípidos de la membrana probablemente están 
;.,,-· .,,,. 

directamentei~~~ih~r~dos en el proceso de transporte de espermina[3H]. 
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Figura 2. Curso-temporal de la captura de espermina[3H] en la retina de pollo .. El 
expelimento se llevó a cabo en medio KRB que contenía 12.5 nM de espermina[3H]. 
Los resultados representan la media± E.S. de 3-4 determinaciones. 

Tabla 2. Efecto de inhibidores metabólicos en la acumulación de espermina[3H] en la 
retina de olio. · 

Ca tura(%) 
Control 100.00 
KCN (2mM) 92.81±5.07 
Iodoacetato (2mM) 78.36 ± 4.85 
Dinitrofenol (2mM) 70.05 ± 6.09 
Ouabaina (lmM) 104.83 ± 13.80 

.. 

El tejido fue expuesto al agente ·15 'riiin!>y '~e(removió previo a la adición de 
espermina[3H] (12.5nM): se :midió la captura despu~s de 20 min de incubación a 
37ºC. Los resultados está~ expresados como el porcentaje del valor control (100%). 
Los resultados son la rriedia ± E.S. de 3 expelimentos independientes. 

Para determinar si la captura de espermina en este tejido representa transporte 

o unión a membranas, se midió el efecto de un medio hipoosmótico en la captura de 

este policatión. Asimismo, se determinó la radioactividad acumulada en la fracción 
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Figura 3. Efecto del choque osmótico en la acumulación de espermina[3H]. A) Las 
retinas de pollo se incubaron 20 min a 37°C en medio KRB que contenía 12.5 nM de 
espermina[3H], posteriormente se expusieron lO min a condiciones hiposmoticas. B) 
El tejido se incubó 30 min a 37ºC o 4ºC en medio KRB que contenía 12.5 nM de 
espermina[3H]. Las fracciones citoplásmica y membrana! se obtuvieron por 
centrifugación. Los resultados representan la media± E.S. de 2-6 determinaciones. 
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Figura 4. Efecto del pH en la acumulación de espermina[3H]. Las retinas de pollo se 
incubaron 10 min a 37ºC en medio KRB a diferente pH (de 5 a 8.9) que contenían 
12.5 nM de espermina[3H]. Los resultados representan la media ± E.S. de 4 
determinaciones. 

Tabla 3. Especificidad farmacológica de la captura de esperrnina[3H] en la retina. 

Compuesto Captura(%) 

Control 100.00 
Espermina (lmM) 107.03 ± 6.83 
Espermina (2mM) 102.82 ± 4.44 
Espermidina (lmM) 102.68 ± 11.24 
Espermidina (2mM) 119.98 ± 12.88 
Dietilentriamina (lmM) 111.13 ± 6.33 
Dietilentriamina (2mM) 102.60 ± 7.11 

El tejido se incubó 10 min en presencia de 12.SnM de espermina[3H] a 37ºC junto con 
el compuesto indicado. Los resultados están expresados como el porcentaje del valor 
control (100%). Los resultados representan la media ± E.S. de 4-7 experimentos 
independientes. 
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VI. DISCUSIÓN 

a) Características de los sitios de unión de la espermina a membranas 

sinaptosomales de la retina de pollo 

Nuestros resultados demuestran la presencia de sitios de alta afinidad en ambas 

capas plexiformes de la retina de pollo. La unión específica de espermina[3H] se 

La ~~pe.rlllí,1ia'}~~~ér111!diri~ g~ne_~!l~:,~~~~~ ár~~fas~~bre los receptores de tipo 
: t.~·~:; ;~-:_~-"/·· ... \:':_<:·:· /::?~>:. :~-·::} .' .:·:~>, .. ~'. ',··:·~t'.~ >~;~t:;i::>~ .. \~~- ~\:.>>-~· ,;:~_i_.· ,-;!~-:~~0~~~~\1~;~'~ ~~~i;;, ... ··~'~:.L: .... ~ < -

NMDA; leí que;sugiereJa presenCi~ d,e;más de.una pqblUCión de sitios receptores pura 

las PA en ~Sl~·;.~e:ep:~~f:~üX~1'(r~{1s)?:·'.r-JG6s;-;:;s:,resúltaélos· indican que existe más de 

un sitib>é!ciYu~i'e~''j;~g~~R~#~(Ji~~.~;~jo~i;;;~~\c~~ra la unión de espermina[3HJ en las 
• .. ,;·:~-::_;_: •·1·~1'/-·-,,~_:;,'._::;",J~\ .. ~:\---·~x:~_-::);¿·.-.~_~'~\~:~. )~_·/: ·: -. 

membranas siiíapiosomrile{d§laretina, porque la curva de saturación fue sigmoidal 

con un. c~;fi¿;~[(~~~;f !~f~i;~¡'.• 
En e,l'SNCeX:isten'sfüos Sáturables para la espermidina[3H] y espermina[3H], 

-· . ·.')_:-~·::_:.;U: );.:~<\;;~~~: .. :~~'.~:~=~/~t,'.{J~·)~;~\:·~· ," .·-.:~·-· · - . _ 
tantodebaja.afiñi~ad'comodealt!l afinidad (60,61,62). Los sitios de baja afinidad se 

relacionan ·.?~&~ti;1itf~l~~;·)~~e membrana, puesto que se demostró una fuerte 

asoéiaciÓri éí~}.(~~i~;.'J;¡nri.c~n la fosfatidil serina, además de que la unión de estas 
-·-. ··.:~\:._ ;.:{1t:f~~.~. ·.:f_~., ;·:'·\ :· ... ' 

.-¡·; ,, 

PA a esios~silios~es insensible al tratamiento con proteasas y se potencia con la 
:· .· __ · . ':".' ' "·· ~ -

fosfolipása ¡ 2 y C(60). Es probable que los sitios de baja afinidad para estas PA sean 
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.•• ··. ,-¿ :;;~r·;~ ~:.;~~;,<;.'.{:'.,;;~'}•D,'~ ·:¿} .,~:..;;lf:1;¡(;~~'fü~i}:<ü~~ .• ·¡;;:. · . 
intraceltila:res.·y.se'rélaéionéÍl'.con'.laiestabilizadón\(&:1á'membrana celular, como se 

.·. ·:;;~- .:;· :~ ,f ~' :r _,_: ~J~:~:~,. i!~~j~\. ~:·~·L~ ~{:~ g¡~r~ .. : ,-~l~~!~.' ~~:~l:fülü~i: :~~~~J~l~'.~:iif;~Ja ~~~~~~~-:;:;.~;%~~~~~~~J~HE~~:;~~i .· -·. :_· · ·_· 
demostró en la rriéinbramide énfrocito'.(32)'.~~or'.ofrá'paí-fo:'cabemencionar que se han 

medfdi'~if C:;;:.o::, ~:j~ ~n~;~~~~it111~v~tracelula< (93). A e<te 
respecto, se demostró que la espermina:aplicada'.de'.manera extracelular en un parche 

•. - -- .,,._- __ .. .,,,_,_ .. _,_,,_,_._,_ 

de membrana, tiene un efecto de potendaciórl''sobré los receptores de tipo NMDA 
. - ' . -

(94), por lo que se propone que los sitios. de alta afinidad se relacionan con los 

receptores de tipo NMDA. 

Nuestros resultados indican ~Lie)ós sitios de las PA en los receptores de tipo 

NMDA de la retina, tienen caraét~rí~frC:iii•fári:riiicolÓgicas similares a las que se han 
• , .-:·.; -~·.:· ".',"r ~-:.~·._ .. · .. :~.~·l. ·_1.·:}.r:;·~_:,_:::•,j;'· ,. • '''-, .' · ;' 

descrito .e,n. :}:1·· {¡¿~Jt:•:~~q.t~i~~Jf lJ~ .. tf J~·~t~~ie:~~~}~~~h~~['.;:\~toceso .de cooperati vidad 

positiva para la':úniórilde:~és¡:ieririiría::a:estos;fecépfores;tque, no esta presente en los 
;. ':.:·>}.~:~~/¡~~~:::·:":N.:t~.~.:,::~~~r>·Y~~i~~{~:ji~t~~-~-~.~~¡.;:.;:?~l}:j'..-:~~~~·.:: ;f~.f~~\/~1:;~~;}':~t\?~~;~PJ~~~(}f Jr2:~i?~~~~ ·-·.~ .:: .· 

receptores.de:NMDA.del'SNC:::Al;menos::uno,de:es.toss1ttoscorresponde con los que 
·.·. · . '••·:;~:}' • •;¡P';;·~!,;Ji'~tt1Vf 8;:;: 1éf(~/;¡;:~:2t1{?:;:~~· .. t f h 9~\\• :;~'.j;{¡~~~~:L1:~1', •. •·· . 

se han,desé'rito•·eri~el :sNc;~yi(é¡ué;':el.cOeficieiite;de#illipífrá la curva dosis-respuesta 
. ~· '. \ -·· .... : ~. :~-~:,~ ;!~:i~~:\~~::.'.~h~~~'.~~~:~~f !/~¡Jj ~;~·~ :¿~¡~~~;~ ¡~k?t ~;~~~\4t .·:;·M.1'.~; ;;r\~~1: ~ :t.M~} ~:~~~f {~'.{~J.!~~~.: :\~:t~~~.~ ~~·~: _.. , -· 

co:n DETc~s i.g~¡¡I,.¡¡'hl·',>'.~si.~i~.Tº·-,.C!I .(:Í,~9.f(),qlle¡!,te~¡ry l,~s·PA sobre estos receptores 

di fi~r~;O:, co~~¿:;-~~~~~~*s;;J~~·~r; é~~/J~.t~E·:p~si~~~b~nte porque la composición 
<:>".,''.~ ; . ·:· } .··:·.' 

heteromérica de los receptores NMDA es distinta a la de los receptores que se 

expresan en el SNC. 

b) Efecto de la espermina sobre la interacción de la glicina con el sitio del 

coagonista de los receptores de NJMDA de membranas sinaptosomales de la 

retina de pollo 

Encontramos que la unión de glicina[3H] insensible a estricnina a las 

membmnas de las capas plexiformes de la retina de pollo se inhibe por espermina. 

Dicha inhibición es de tipo no competitivo, ya que la espermina disminuye la unión 

máxima de glicinar3f1lsin afectar la>afinidad de este aminoácido en ambas fracciones. 
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. -.... ·.\i ·~,~¡, ~;~;v~;fJ<~~t~Nt~f,i;·'.fil~~f .,,,.. ,, ... 
. En la'•.corteza:O.cerebi'ál;~·Rimsom'\Y\ ese enes;.: 5):y;; acaan y Johnson (40) 

· .•.. · · :· ' ,: ;~y·y:1J,2·0v,;1;:.:~J.f::;~1~~??$;~J;~:~~ii~f0[~1~i~~~~~~!~}1i1l~~~~~!4i?~.:i}rf ;~ . .r:~:>it 
demuestran• que·11a.espermma'mcrementa'la:umón'"de1ghcma[ H] ,a•los receptores de 

. "~.~~~~~~t~f:l"~~lcll!lffia\\i~iii~'~~f ~n a cabo bajo 
condiciones similares:a)as empléadás en•es e.• rabajcí;·Ay.lá·.E · 50 fqüe reportan esta en 

--: .. : .. '. .. :~·:;;~-:\:-: : ~'.}\>>:-~~~.t~~~_:· '.}_t-~<,: ~~~::~;; ~- \;_};?~---: ,li2\}f li~~I~~~~: _' . . . ~:: .. ~-~k~~~~iii~t~~i~:~~¡:¿:~r~i:;~~Y~J~t:)~~'.. { 
el mismo· intervalo 'de :concenfraéióñ:>que. . c5¡¡-. qué ·nosotros obtuvimos para la 

·: ·_ -. ~ ; ~-'. · - -,, -· . . ~··: ::.<.:::. '..::~: .;:· ·: :·_.· -> \~-, · ·;.~.:~~~,=-~ n:f~~~'JJ~r;)_~~~:~~2;~:j(;f '.~>tJ:;'.~~-:1l:~t{~>:~r?~;1:;,: ·:.: :-_ ~ 
inhibición de glicina[3~]·~.Lo anterior.áp'óya'·Ia¡idea·de;C¡ue'los receptores para NMDA 

en la retina difieren ~ l~:}~~~~~~il~lt~t~: :rteza cerebral. A e.te 
respecto, Monyer et al. (7)~e~s~,h~r~ro11;~;qu~~:1,~, e)(presión del mRNA para las 

:::···~ .· ~;~J:~.<~~~~tfi;:-;?.tv~:?,~tf~:.~ff r1\~)~·:~~;:l~~~\!~;1s:~~:'.:f·. :··; , · 
subunidades de los receptores dcúip'o';'NMDNtmúéstra una distribución diferencial 

·. ~:~·.\~:j:I~tw~~J?llii~Yt~{~~:~~f~~t~~~{:;.:~~:w~.:i'.~~:)~K:/,:~~:;·8~::·\.t/ . _ 
dentro del SNC, que sugiere(uíúi'esteqüiometriíl'.múy;particular para cada región del 

. ~ -\\/-··.: ~:i~.:~~;~~ftW~l~~~~.~::~~X~-:: ;:.~K~lii:1fi·~~~f f \;-i~Í?t:;~:~~~~{- ,.· _. _ .. · :_ .. 
cerebro con variacionesfri.rin~col9g\c;~s,ge:~Sfo~:r<?éept(>~es'.heteroméricos. 

~ ex~';;ji~~~,g~¡~¡,~~~';;{t~•i;~~¡~,¡~ re'.ino y el ce~b'.lo 
(7,95). Rao e/.;,ah'.(96),'éncoritrá'rpri;'.que_;eri'el',cerebelo·la'tespermma y esperm1dma 
• • . : - :\:.:~:-7:~~\t.,\'f ;f ?t~-~:;~_:~?f~}: l~:~>:'.·.::;:~1?::~t(1~-.~·~::-)f \!;Y-:\t~{~~-:}~:;~r,:;~~~~t:·2_{\~::: :~+ttf ;-,Sf ;f :J*t~f }:·.:~{( .. :~: .. : ~~~-::~:.: .. :.~- ~-- : ~ --.. . «~- ,~ _,· ": _ 
mh1ben la acumulac:;1ón de.;cGJ'vlP producida ponla acuvac1ón del ,s1t10.,d<?;la ghcma de 

~~ ·:~·;_ -. --~~ 1'.::.~f st&.~;.:~~:~?;'._!:;~-~~~-~~:/:;~~~--~-- ;-t,;) < : .. :,-.:~: . .. ~ --~, . ,·. ·., ·_ -~ ~--~ ,-~",-. -·: ;~_~;._. ~:::_::~)/ -~~-~-~ ({-.~~T:~'.~s¿.~i~:;_,:;,:.:;~~~,~-~¿;~ Y~::'.~:'.:·;:::::;~: \". _ . -· 
los receptores .~de'iNMDAY B_asáridonOs <en estos .. estudios',_ podemos ce::spécular, que el 

. . : ... , _ · :·; -_-._-; .. ·:· .. _ :~ .?::·:::·~~ ~<-~\~:·:~~~~~~>~.{.~;r;·;~~r~~~:~-:" ::: -~ ~=, ~--~·-. -'. · .. ··_ .. <' · <~> ~ ~~~;,;_,,·:_ : __ .::t;_,~~/Jf /d~~.:·1~~~ttt~;1~~:-1l~f:l~~~;~~~;.:;:-~~~~~ j~~·::·: ·< , .. · . 
efecto inhibidordecla·~espermina se relacionu-coli los receptores:.de».tipo)NMDA que 

__ · __ >_<:~::~-;~,:~ -·~lt}~-. ~ ~;~~- -~~~-- -_·. ____ - _. . , . ____ · _,_ _ :· ____ --.. -_ ~: -~:-: __ i_;-":_;~-~-::~~~;~~~:~b:.~:;,Iti~'.j~~!tti~:~f_?~l~:-;Y~---:· . 
contienen ~übunid~Cles~NR2c>sin•e~bargü;-este:e:recib'fi~hl.i>icioi:;de ia espermina no 

::p::~::.Í~f 1Er~b~r~~~~~;\~1i:;~~ir~t!~·t:~~e:, :,R;::: 
'~· ' . ' .';. ·:,, .. ;:.; .• ... ' . 

postulado qüe''~~s/i~ceptores de tipo'N~t\c~ntienen un mínimo de dos tipos de 

subunidrid~¡NR2. Apoya~doesta Ídeit~ifá~ Jds:experimentos de Luo et al. (97) en los 

que se d~m~es,tra que en la corteza cerebral derata adulta, la mayolia de los receptores 
,_. -' 

de tipo NMDA contienen al menos .·tres diferentes tipos de subunidades 

NR1/NR2A/NR2B y solo una fracción minoritaria está compuesta por subunidades 

NR1/NR2B o NR1/NR2A. Por esto último es probable que en los receptores 

51 



-. .;-~ ,'-~-:.~:.f::::~i -·, ':. .;g~~,,-,.·;;_'.·{·; ,·' ;'.;·-.;:c¡:·.é::,;,',f}S,"f.{ if;ff·,~.) .. ~{f,-:~~?2~~~- ;c1\;;;:~;::,~:, : ;:·>",<¿~~'/ ;~~,';Sk-. ·;~~-:; .~:-: [ ~ ·.\ 

' 
·,·,·-~:,-~-.-,;~·.:· .·,~,'·'.'~.::.::~.~.·.',?1-~.'."!.!J;;·J.,.~:' :L_:-~_ .. ·_:_,·.·.·.:;'•': __ ._: •.. •.1·.'._'.·,··.' ... '~".-~ ,,.., ' • ' - , - , - >(~¡> :;:;:~:-. ';>;,(. ': ':'ó' ~ . ., - :_,..:,;-

. ~·;"~ :,.~ ~\;~~,f ~:~<! :~: i,:-: ""~~ >t-:;~~_:i_-~!~i~~l~-~~:/,~~~?~ifi~.1-;::: _ f~,t:~~~:.f<%}f1Ii0~~~:,ir~~;\_{- __ -,.~:::º .. 
heteroméncos con un sólo tipo'de' su. unidad•NR2;•no·se .obst:r~•e,-,el:efecto'qúe en este 

trabajo·. ••Já%1t~~~~f gl~l~~;i~K~~~ª~~f~·f~~~rf if~~~;\'q~~··I•. 
subunidad NRI pái1icipe(e11 'el' efecto;ql:íe aqu(se describe, ya:que·en el ·SNC. las 

variantes del e~rl1p:\:~~~~1}[q~Ir;'.·J~:I~- s~~unidad NRI está~ ~i~voluc;rdas en la 
, __ · .. _.~ ' 

regulación del efe~to estiirlufadbr qu~ tiene la espermina en estos receptores (23,24). 

En suma, nuestros :~~JÍtado~ sugieren que la neurotransmisión excitadora en la 

retina difiere de lo que se conoce en el SNC. 

e) Mecanismos de liberación de espcrmina[3H] de la retina de pollo. 

La esperminar3HJ se libera por despolarización inespecifica con;KCi' (50.mM), 

en una forma independiente de Ca2+ intracelular y extracelular .. LoaBteri~rsÚgiere.que 
. '·' ·;··!').: ·.:;· ·- .. -

la liberación del poli~atión está mediada por la actividad inver~~,.~~j;,ii~nspbl°tador de 

1., PA. po'""º .;;~Í~~d~i·~;~~s~~~: ~! ~;·y:·;x~.~~~ ~~~,~~lil~t;~ª · impul•orn 
del sistema dé.transp0rte:(98;9!);109): ,Asi~ismo; 11uc;:~tr~sire~ul{ilªC>.s).deinuestran que 

-.. ._ ·.:·-\'.~::::.: -··: <~-:;~'.; .·,-:=-~:~}t..~·-/i·:';1('.~~=~%~~~:~,; ::~~-,~e-:.~::~>(.:. i.~~~::;~<>It;).~'.;-f;i)~L~.;~~;~:rt~~i~~-~;f i.f;f?~~~~;::=::ogr~-~~Th~r'.1;(~~~~; :-:~~~:;, ·;: · _ :: ; . 
la liberación~ ~e,espermina[~.H]":éie<la''reffná~:nó'.'est~'\ffie~diadf;pof.,:1i~•activación de los 

•'-:-~ 'i··":""> j~- l ~ ~ 

activador de del voltaje o como ionófo;Ó\Je Na+ 
~~ ~ 

en presencia'de:ITX:'.Gabe.; menCionar que se han descrito sistemas de ·transporte de 
·. ,r-~ ··~<:~::::'.\:.',."·'1'.-~~:\.;.~:\?": .. ;:\•-·-,- . ··., 

estos policatíó'nes'(¡J6:rio'se inhiben por la ouabaina (101), lo cual puede reflejar una 
., -;.,, ::·e~-··., .. ; .. 

independenciri,deL Na+ para su funcionamiento. A este respecto, en la retina la 

espermina[3H] s~-libera con inhibidores de la ATPasa de Na+ y K+, como la ouabaina 
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,-.:,,:,. 
'.;::·/, --) •. ~;··:' . ·':,. "-.... , .·:.~:-/\ :·::: .. 

! )-: : -.~ j; ·-

y la digitoxigenina. Ell e~tei6a~~.eJ'áu~so-t~mpor~I di/esta respuesta (la liberación se 
,- _._:~(<: ·::;:~·:\:"~·;· ~::.,-{··:·:.1:'!.·T·::~~';,;·;~:~·.\:~'.-:·'.-·\ ;:,:.-·._.,::- ~-,·- .. 

da = 30 min después de.adiC:ionÜf.Lel.fe~tÍ:.roide)/nos\sí.Ígiere que estos esteroides 
.: :~~~-::7 T~:\~T~If:~;~r·:~~:~~-l_:!?z~r/:.~~:·:>:,;:,~·t· :2.~1.~-->\:r )~~;,:-;:_: ::· :/. :_.; · :::. ··-·. ·.-. . .. : 

potencian la liberációrí de es'penniná[3H]'debidóÍt°qU:~".gerii:fran;un.incremento en la 

ooncentmc~~~:t\J~1J[~~~~!~!~I!lll~~~~~1~~~·J{ca" a ttav" del 
intercambiador~Na~/¡Ca21°!\•iEI iresuliante[iric~eriierífü!dé:!Ca2+, iritiacelular. podría estar 

activan,~~~~\~~l~(t~~j~~i~1¡~~~}Pc¡i11~~c16n de eSpennin•c'Hl 
en este' tejido::.'Apoyandó~ésta'.:idea•(éstánfimestros rl!sJltados que indl~~~; que ''Já 

··:·~/~·:.:~~.''.~ ~ ~~~ _.:-~~J{_{ ~!-/r?.&~~::;::~~J~f '.;~J};_f~: ~.,~1~~~~:
1

)·;~~;?:~~r.'1?<f:.I ;·/~::~~~:~ ;~:;:;~~ ;·~'. .;·¡: '~- .· -. . , ·. 
ouáoairíá' no tieiie efeéto enriiédióKRB sin'Ca2+, ·· 

. --- . ~ . ,.;·:·:·.;~:.·-;::·::~)::>· .x~~2:·:·~-i~~:;?-~~:~tw~~~~~fo~~t::!t:~·.:;-~ .. ·~ ... :~-; ::,~~ : ._.··. ';'_ ·} __ .-.¡ - . . ~ . .·.,- ... -.~-'· .... ~ "-· .. ,·_ ... 

Nuestros resultados',déiniléstran que la.liberación de espennina en.Ja.retina es 
__ , :.': ·;.;:.·~~:'{'.'.'1~·::· .. >~~-,'.:r:-i~If<:{·;;/~ ·~ :,;·"_:.:.:: ·~i:_i:)~,;:i'. -. :'" .. '. . : .. ,, · .. · - -. ~ .. ; ... ,,_ 

diferent~ alSNC;iyii que en elclieípo'esfriádo de rata Fage et al. (32) demuestriírí l.llla 
. . .· , .. -... · ~.:·:~~~~>~,~-:~:;~·Ast~~;~,;J~~~~g1;:~·-~·~,~~~~'.~, ?T\ '. ... ,~·'.;~~~,.:.":.·:~;~~;, .. :'._::<~-. . . . _ _. · ~;" _.~- .:«>·-

11 berac16nse1ect1 va· de'~spen;1 n ax espenmd1na por la actI vac1ón de los receptores de 

tiPo N~~lv~,~í~~li~¡k~~fti'i~$~rºcd"t' ·~~ mdic•n que lo< ,.;eptore' de 
t1po·N~~,·e~'laret1na tiene prop1edadesf~nnacológ1cas distintas a las reportadas en 

el sN6.,¿6~;~~J[li{\~~~~~1ri{í7~&'" en\• li•omción de «penTiina en 10 
retina, en :presellcia'·de glutiímiito :o·.NMDAi 1 pueden estar relacionadas con las 

di ferentias :~~4.:~~J,~~J~~~~;;W{~¡'J~UÍ~'ic\t~'.,~~~/~~i~ten entré : los· receptores'· de tipo 

NMDA 'd~'.Ú~~~?e;~~~;~;Y .el SNC. A esíe ,~~s~~c~J;<se, 'éiemostró. que aunque la 
. . ... _ .·:_\'-...'.-,'''"/,. , " - <··,:;: ·.\;\~;·\~~~/~;,~~-(/~:~:~:~t:'J:~~~~-:~:-':'\S/·· 

espenniciil1~[3r{Jy Ja acetilcolina[3H] se liberan d:rc~erpo,estriado de la rata por 

actiy~ciÓ~de,,l;s receptores NMDA, el perfil fa~tiJ~1!~~\~J::~~,f¡b~'~ntagonistas de los 

mismos difiere considerablemente, lo que sugieréf<:¡üe''::ios receptores NMDA 

estimulados en cada caso tienen estructura heteroméíica,diferente (102). 

53 



d) Mecanismos de captura de esperminar3HJ en la retina de pollo. 

En células de mamífero las PA son capturadas por sistemas saturafües y no . 

saturables. Los sistemas de transporte saturables dependen de energía, te111p¡:r.atl!rá y 
' '._:_: .... ~·-_._.;)y{:.'::~'.: .. :<:-» 

operan contra un gradiente de concentración. En muchos tipos celulares Ios;.sistemas 
._.;,:¡·:fo:·;' 

de transporte de la putrescina y la espermidina son sensibles al Na+ (io3;fo4). ~n su 
'·. ·': -~.: _":··:::.1\:': .. '.;· o· ·,- " 

contraparte, en muchos tipos celulares, la captura de espermina;c~j:;::iiet~Íecta · por 
- -'-:C~-~,~"':·,1 -- -:~:.-,'·-. .::: • 

cambios en la concentración extracelular de este catión (105). 

En rebanadas de corteza cerebral de rata se describier.ón.,cl~'~;~;~mionentes de 

transporte de espermina de alta afinidad, dependientes deNa~'.\il~;~i'~fes:~i~hibición 
por ouabaína (31). Recientemente en cultivos de astrocitc:i.~'.cl~:~~~:;~;~'~Io~e. ratón, se 

describió un sistima de transporte de espermina de a1ia ~finiáa~ q~j~·,\A~:~ó1ri'naesta 
.. _, ... ~+-·'.·:~:---·:/:~.- . . . '····.,-1.--- -·-· ·"-·;"".·' ._;{·:q.-::_:,:·· .. '·' .. - ... 

mediado po~.~1'.'b~tiansporte de Na+. sino q~e e~t~ catión Jo ihhibk( lo6):'·R.bsült~dos 
;;- ·-~- >.\:};;_<\~::~~{, ::~~ ::_:;. ":"':• . . '._ .. , ~:;~~ ,: , ~---~~- _-, -_,\·~~~: /:_;~_:::_,. ,.·.. -_ . ' . ::: . . : . '. ;_--:··:~-:~:~~ .·:_ :·¿_'..~[?:~~i~J[::;~}&~·:._;~·-:::.-~:\~',': ·: ' .. ~/· 

similares se:obti.ivieron en 'cultivos.dé células ·de arteria pulmoriar,de~bóvino ( 107); En 
' '.· :.·:_·:.~.'"·::::· r;~:·.:~·~)¡~.J:·,.:~'.)Y:i ::'::~:~·;:·.;~ ... ~.:;~~\:;,...: :t~::~;·i'.;.;\:~-.:~{:::{!,~{\ ·::·<~: .. - ,.··<;. ·:,,,._ .. j,:,:·:.:.~: ./i';)"·:·;:;.,h~1t~J:éf:~~~~:::,'.t~·\·~~x~+-·: ::.:·;<·: . 

la retina,· la captura '.de:esta'PA'rio!se satura·.a Jas concentraC:ionés'.cieiespermiria[~HJ 
. · · ": · · \.t '.:: ·:: ~;-'.:;-~::~·J~:~~'}_"~:7~J~~-·~t~~?~:~~~~:If >:t1:~} ·~~~::~\:> ~~::.:, . · ;:~\ ,~- ;·.-.~-- t· · -~:::.~;.·.~"._'·:Y~f fj1~i~~:;~~~t;:~~-~~~-~;'.~t~~'.}:¡~~;~~:~.á·;~~/~ : .. ·~ !, ~.·: · :.~:. 

que se emplearon (Figüra;~'·A?)i no .. depe.nde de un gn1di.~rt~0:/:~95~~9.~í,1l1.if?(Tabla. 
1), ni de energía (T~bia.2~; P~r··1c,·¡r~tci~ 1~ d~p~~~~n'cfa~~t%)'~\;~~\~~~?kiü'~~que se 

detootó en e'1a ~aptu'8 aj~~~ ;), •uiie~ 1i;;;,t•*~tt,~iiJli,'~~folfpid~• 
membranales en dicho proceso. A este respecto, se.encc>ntró.que.lmy:una rrmyor umon 

--;2 _ .. -~<>· .< _ '. '.-~~~: __ -.. , : .. ~.:.,.::~:- :-_. -~- .~ ·j:-· .-.:·.~ ~r:<.::·:.)~~;~;:~·~:~r;:?.~~~~(~:~ti~S~~~?~.k;~~~f ~t;_~/.: 
de espermina[3H]en la fracción membranara 37fC q~e·a~~~p(l'igura·3; B). Dentro de 

. ·:. , · :)_'·' : \· .. ::(\:,:., ·.~:.: .. :/.>,_:·_; .. ~~}" :::\~~· ... >~:A~/.~·:;~,~~-~·,_::.dfÍ::t,:~t(/t:_·~~1~~it:\~~:í~ki:::(F,· . ·... . 
este contexi~; ¿xisteri resültados·,que:iridican~;éjué·;'BN•:como la espermina y la 

. ·~:-~:.:,. :<?\ :· ,~~~~:~.:y_~f'. (>: _: ~:.::· : ~:-.~, : ·: __ ~·:~.j:.~._;\~i~~a·l'.t~~lUf ~:.1~:0i~k~~~~"'.~\~:f~~~:~;:~~:i't~.~ .. ;~~·~::<. -': .... 
espemiidfoa' seürien'a fOsfolípido's:cárgadostriégiitivaménte como el PI y la fosfatidil 

_ .. · " -.. -: · · · ··_. ::;:_:.-·:: ·.-.::,,-.·;<·: ::.- ·;:~~~~~\~2?.;~::,;;~~~r~~~~}~.~'.~f~}w1~~f~~~~~~.J~&1~l~h~:~~~F _>:: ... : 
serina (60). Lo anterior. sugiere qiJeili(únion,'de este policatión en la cara interior de la 

· · · · ; ., :· ... :· , .. :~,:~:::;~~·~r.,.:<_":~/i.,·:>::~·.:.:_ ,,, .. ·,.-:,.., · ..... 

membrana es relevante para> la. acumulación de espermina. Experimentos con 

liposomas enriquecidos con fosfatidil serina apoyan esta hipótesis, ya que en estos se 

detecta un drástico incremento en la unión de espermina (108). A este respecto, Bailas 
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_·.' . . -~-:· ·/> ·.;~~-~~;t>:~:;~:-~(:~;'.~f ~:~.t::gz~~~:/iX~~:.;~~~~Z13~~~g~~~~-~~Y.~z::)~;;~l:{".}\-~ ': . . ' .:·_:: ' 
et al. (39).derríbstrarori'óon :~rantüsrriás'kde;eritrocitos que una de las múltiples tareas 

·.:. ;~:.:¿;:~\:fl:?.~;1~;~ji~:~:~~~~~{~:S;>it~:~1~1'.f)·~~i}~~:.;·{0~tE~~\~::.:~:.:·:-~~~~~~~((·::~ : . _._ :-_- , 
de las PA;.el'tlas~.·célulás;es"!a'de''generar,estab1ltdad en la membrana citoplásmica al 

- ,_e_: .. ·:_-:~7~_:.é- -(.~Sr .. :.(~;,~~~1;~~:~;~;3It~~:;?~;:~~rr;;5:~:;:::: ~·r::.~r·· · .. 
interactuar con)oiffósfolípidos_que la componen. 

~- --~~~·,~=-~:;;~t~~~t:~~~~l,:1~~{~:~:·~~1::- ,_~~-·; ~- º'º--

Al parecerdá·.·intéiricción de cargas es indispensable en estos procesos'. En 
.,,<·,.o,···-_;·~·'.-,-:'.>·:~~:~{':~--:~:}~·-: -

nuestros exp~ii~~'ritos de captura de espermina a diferentes valores del pH 

encontramos uiia mayor acumulación de espermina[3H] a pH neutro y básico (Figura 

4). Esta dependencia al pH podría deberse a las propiedades de unión de Jos 

fosfolípidos de la membrana citoplásmica, mas que a la tasa de transporte a través de 

la membrana. Resultados similares se registran en los experimentos en epitelio 

intestinal de Kobayashi et al. (108) 

En vesículas del epitelio en cepillo del intestino delgado, al igual que en la 

retina, la captura de espermina no depende de Na+ (108,109). Probablemente la 

captura de espermina en estas vesículas depende·de una unÍón rápidau fa·car~ ~xterná 

de 'ª mem~~";~/r:{~¡~~~~~i:~~t~i~~¿~l~i~~it~~~lAD~~~~~~t 1' 
trans 1 ocaci ón ( l _09)~lS~/ h4_'pro~u~s,to:¡ i:juéJ:e¡ • p[(•'[dé/~rri,i nas:1prirriarfas;'.décrecé ;'eri •fase 

. ->.~ .. '. ,,-; :~·:·:)P~t:~~~,~.;/:1~~t~·>i~~~·~:';~;}L:~~· ·:_,r)~~:,~~::tfiF~:: :r:~~}::~~::X.f C .. ,~.·', _ <·-~·-- ·.: :<·, . ., .... < ·.: : · :; : -· , ~ 
lipídica permitiendo:·sÜ •aifusión{'.eriYünerríbranas . biológicas ( 108). Reci.entemente 

· · ~:-.~· ~',~\~?/:f ~~:~~~¡~!~~~}f f i:Gti!:JJ~/~~~~[.~.t~~:~{Vi:~;~*{:~:,f ~J :~?r:;::·: ;(.: ~~.. . 
Belting et •al.\;_(llO)r,.•:proponen2·:que .en fibroblastos de pulmón humano los 

.. ·. • .. ::·.·.; :~t't~:.•·.:;;;;<:?:~f:.~~ki?;;'';·· ,. ' 
proteoglicanos'coniJÍeparáÍi~süTfiító·son los responsables de mediar el transporte de 

·_ , __ · _:: .. >~ .. ~(:~:·J::~1x~;~::~1}Xi:;~~~~~1f~i~~~~;~~;i::;r;·:~,_·-~;::'·"< · 
espermina: Al•'prireé:erf~'e1ü:estas:células, este transporte es específico ya que si la 

· . .-.: , ~·~~:y:./~>e~:;~ ;,~~~;/·_:)_~~0F:~f 1fVi.:-~~rt ~::,;.~ ; ... · 
síntesis de PA:se inhibe;'hay,un;incremento en proteoglicanos con heparán sulfato con 

.. ;_:.-:;,·~·:.,_~::;;;.::-~AF~~~~(·}Jl~~t;:/J~:?~,~~H~<~~~E~ :.·,;:~ ·: · 
mayora~ini~~~i·R~L~·~sí)~Í!Ílin§t<UO). Asimismo, la espermina se une al heparán 

:::~~~:~v«l!f li1;~:::::::::· :: ~:,=:::::::.:::: 
responsable de medi'ár el transporte de espermina (110). Apoyando estos resultados, 

'· ·:.< ·", , .·• 
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:_k '~í;f :;;·;;:;;¿.ji;f ,~.J~btw:12;;~f2:1~f ··J~?,~~~~i~:~~k . .·i;~{<ffü1~);;¡~--·· 
Mislick ·y ;Baldeschwe1ler~ (11 ".:.demostraronYi,que+ · proteoghcanos · .si:m ·-.los 

:-· ~-:;·:· __ ;·!~:2~;~tfii~~~:;:!t~X>l~~{)~.~!1:~j~~i,~~~{1{; . J}~if}~~~-!%~.:~~i~ ~~-~~:~~~J~?r\~~~~·tJ\t/·'.;~::r~: .. , -, 
responsablesédé;Ja transferériCia;a )nte. _¡!Jlas:J.~~IA. • _,complej()sf¡)Olicatióriicos 

osociod:g~~J~lf f '"líllr~4;1:~~f fr!{ f i~f\%~,I'·"•\·. 
Lo,· antenor:·. su 1ere :Ja' h1pótes1s ·de· que ~~ ;·ctSlul~s e'n las que la captura de 

'.( .. ~--~~ -·~ ~ ~Ft'i. fJ-t;i1i~:;~i!Nt~;-~~~I~~~-~~0~~;.::.:i:/~: 
espermina '.no·; se'·! ev . · 'cabO'mediante ·un sistema de transporte que requiere la 

::sl;,11.l.li .. lf if.~~~::::::e:~:::~~:~:.:~::;::::e::.: 
'-: ";- ~!· .t 

Erí'..J~W~tih·~; n¡' la espermina, espermidina o DET afectan la acumulación de 
. - ,. .~.-\/':·.· ¡'.'( - 1:, •.. 

espemíinaaHJ'. A 6~te"respecto, en .vesículas de epitelio en cepillo de intestino 
,~·· '¡· .. ' -. :,¡'" ' .. 

_--,· :~:>::_._·~:'{;·_::: ·-. ~--~ '/l; <~~:-. -~-:··: - .. ' -- : . -., 
delgado; : la cáptura\,de:. espermina[14C] . se. inhibe muy poco . por la putrescina y sus 

. . . : ... :~ :/:);~~· {!::·'.~ !:~~Y::~~,~;·fr~F:/.f!:~~): >f~\·'. ~::~~~\·:-.:. _:;/.~·.: /~~h·:-·:: ">/i:·; ~ \i/f,;~ ~T:~~~? .. ::~~h;:~:i1~t~,;~.>;(,;.·,~:~\·. <·· , , 
deriva~os(l08).:Las'~ifere~•ci.as'dete•ctadas.·e~tre'esfüs'experi~en.tos ·podrían deberse 

ª .~· .í;Hz~~;·f ~§.~J;.~;,;··P-~6;~~m·f J~~~~/i~~ji~1li0ii~K~~?·~· ~ 
PA son componentes de todas la celulas.y.part1c1pan en'.procesos:comola.rephcac1ón, 

- : . __ , . · ·_· ·:~-_ ... :_F/ ~?;~>~}-1~~Yf:~~~ti:t:~l;}¡~J.M~~úíi;~L-~1~ji~~¡;f~;~J'.fi;~~~l~\~~~.~;;~:>p~:<~~ -'-<· ·.,. . 
transcripción y traducción de la.ii1f6rinaCión';genética;~cüan'dó·.fosYensayos se llevaron 

:· ·_. - ; -- · _-(1 ~_-._~::r:tJ:;:;)~~7;:~ .. -.. _~<~~(~~?~~~~~--::~:t~·?~.J:y~~?1\::I:,:!~t~~;.~.~~;~,-,~':~;~,:~---<~/·: · 
ªcabo en e1 tejido comp1et6/~st~sP';ap¡~~~CieS'p~a_i~~6·Kiir6~t~üi"u~ión intrace1u1ar ª 

, : ·:_ ~~~;i;i~:./:~<:~-: f ;;J}:i'.~f;~~{::i:-~Rf tº:l:t\~X}S:§~~{(wtf ;}4~~~4~~~Js:0~:''.-~~~-~{~~~; ~., ~~-,· 
membrana citoplásmica porJa aemandaJnfracelula{de'.estos~poliéationes evitando la 

,- -.. -, :_:,:~·~,'.)~::~.~j.~;~~~:~.~j~~~ft~·:;tr~;'.~~/U:;;~:1:::_:-.~~:r~~ .. :2;~_j~~:ó:1Y~~~:.;:;{~~j-~~¡I~~:~:-:<!'_{ .. ··~· : ._. ·_ . 
competencia de la espennirla;:espermidina,:y¡J?E~'asf,é:omÓJasaturación de la captura 

de e•pennin~f~~), ;~:~;i~~;~: ~tj~~~~~i~~~,0~~~0e el número de ,;i;o, 
membranales e~ m~nór y las PA'n~ prirtiriip'itk~·~¡;ti~ vanacios procesos. 

. · ·...: <:·_<. ;_:<- .. ;·;-_: · : · :::-'·· '.':·>' _.-~~,?~'.>-~:~~:!;\·'.~~s::N~·;<:I:f!:P~~:~:~~ri}~~w:~~~:~~;:_:'_, -· · · · 
Nosotr()s deniostramos .. que,en:1a;'retin~:~~Ypollqla:espermina[3H] se acumula 

· . . · .: '--~ }<>/::~!~~"~:fi&,;¿~t~~~:~I>~:~~-;~~:~"..; .;: _ _, 
de manera pasiva, mientras, que'.eri',Iafoortéia'~de'.'..rata la captura de espermina es 

~:(·:_)f;~~-.- J>.~:~:::\¿::~,<~~·~?~~:'1-·:,·-··. -. 
saturable y. depende de un·. g~adie~·i~}~i~~i~~qt;írÍiico · (31). Nuestros resultados se 

asemejan a 10· reportado éritejídbJ-~~."~~Eit~b1~scbmo e1 endotelio, epitelio intestinal 
- - '· . ,.. . ·.. - • , .. -, . ·-· ' .• '.-.. ·~,,_. "e: 

y en células de. arteria pulmcm~;(1Ói5.ÍÓ?;ios,109). Esto sugiere que en la retina la 
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participación de la espennina en la neurotransmisión excitadora es diferente a lo que 

se reporta en el SNC. 

VII. DISCUSIÓN GENERAL 

Para que un compuesto sea considerado como un neuromodulador o 

neurotransmisor clásico, se deben tomar en. cuent~_ l<?~}necanismos generales de la 

transmisión sináptica química. El probábl_~~~~~r~tf~~~riiisor o neuromodulador debe 
:·"" .- ~··.''/'¡;;, ."; -~ . .:¡:". ~-;-:¿·~·:. 

ser sintetizado e~ la presinápsisi~deb6/h~b~;,~·~~~{fÜ~Óanismo de almacenaje del 

- _. · ::,:;·.·-:·~·'.: .. :;r~:;.:-~~1::~i::::~~~:~~~::.;.~~;c~:t:i~,~~;~f-:.;f~~~:;;.:;:~?~0~rit.f!~~~tw:r;;/J~l~\:;:~~f:'~;~(t~~~~:;;i¡~: .-. 
neurotransm1sor-·01.precursor.;.en da0_termmaltpresmápttca;• se debe liberar al espacio 

-_ ~ ~;: /:: ~::}/. < ;)~;?:~~ .. -;~:~?Fc;~~:~~:'t~.~~~i~'.\?~~~~{::~_¡Gt :.~~;: .. ~W~'.:{:;: ~~f ~~:\~-~~~·~:::~~Ft~;~<~-~~~i: ~:·:·;·~: .~: :. : . 
sináptico •y; un,it"s~·,1{,un::'i:C~epf~r;' y{d~be•.eidsti(iitn; m_ecanismo de inactivación y 

·~'""''~J;~~,l~~~~.~~i~~{~:~l~Jf ~t!Jt'• : .• . .. 
Las·PAcomo Jaespermiriaylaespeimtdma·estan presentes en el SNC, pero su 

, ·;->·,.:·:T.{:-; ~t·(~j ::·L,~r,)>t ;:_~T.~\;:~;~-,'.{~i:J~::.\:\:r~g:; >:~~-~\/r~~<: \~;/~;~: .. ~:.:'.,:~;!:\- ~-:~-:~~: :_:· · · ::. -~:'.;.-._ ,'· __ - . ~-: ·: - _:,.:. ~ . ,. . \ 
función no· es 'del 'tódo. clara:: Recientemente se. ha; propuesto que· estos ·poli cationes 

' - .. -;. ".: ···;{',·'·'.':'."\).' .. --· .... -

pueden· fun~io'ri~1~ 6~.Ü~ ~~~~bM~~h?~dÓ~~¡~ d~'da í'ap~rlic~hblóriTt¿~'.~otoria de estas 
- :, ._,; ; .~-.:-~ : ;·:1<' . ":, ,;·,~· ·'·<<{-

molécula~ en íri riihctu1aCióll <le c~'nal~s ióniC~s cie1 sNfr' , · ::: JH·' ·.·· 
_,; '.•'' 

L.a cinética cte '1as corfientes sinápticas está deterrriinada por el curso temporal 
' ·"-·-· ... ; ··.·. ,,, _,' ' -·: 

- ~· - -;_:; 

de la liberación del neurÓtransmisC>r, )a tasa de inacti vación del neurotransmisor (por 

captura o degrad,aci~n),y_Ja~inétfoa de los receptores postsinápticos. En la retina, en 
,,: :.;·.::;,-~_:~--'~-_:'- -:·:.-- -=-· 

la capa visual: ei;gl~tamai6 ~e libera tónicamente de los fotorreceptores durante la 

obscuridad:;A.:i~
1

ikZ'~J'i~l~éllllas bipolares generan potenciales graduados, por lo que 
,· ~ .-~:~.(_,:'.: ?.t:./ tf~.~::~ ~~~~\~;~-~~j~-~' ~: '; .. ' 

pueden 'liberar.:gluta111ato'1:'con un curso temporal más prolongado (112). De esta 
·, . - ,. y ·- - ·11·.;;:./ .-¡.,._ .... ····~--,. 

manera, i~,,~i~~º,f.·,~~'.\~,\~~terminar los factores que dan forma a las comentes 
'-.« 

potenciale~'<l~:~,~~~lÓ1f!y~'~) nervio óptico. Nuestros r~súltados sugieren que la 
,.·;· 

modulació11 ~~gati~a d~ I~ espermina sobre eJ si.tia de la glicina de los receptores de 
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receptores de tipo NMDA se encuentra en la capa pl~~ifonne interna, aunado a que en 

la capa plexifonne externa estos receptores se relacionan con las células horizontales. 

En suma, proponemos que la espermina no potencía la vía glutamatérgica en la 

retina, a través de los receptores de NMDA, como ya se ha descrito en el SNC, sino 

que controla su actividad inhibiendo sus respuestas. Es probable que después de un 

evento excitador mediado a través de los receptores de AMPA/KA, la respuesta de los 

receptores de tipo NMDA se reduzca por el efecto inhibidor de la espermina sobre el 

sitio de la glicina de estosreceptorc::s. A este respecto, los resultados de Gilad G. y 

Gilad V. (113) indican que en la retina de rata las PA previenen la neurotoxicidad que 

se ge~era con glutamato. 

VIII. CONCLUSIONES 

A) En la retina de pollo, encontramos sitios de unión específica para espermina 

en ambas capas plexifonnes, pero el efecto iOhibidor que este policatión tiene sobre el 
·":: .. ---:-· 

sitio de la glicina de los receptore/dl!:~lpo:NMoA de ambas capas plexiformes es 
' '~ .: . .. -, :::; -:. :.~:;~~>;. . 

distinto a lo que se reporta en'eIS~(:. '.·} 
. -·;;·-. . :ii~~~·'.· '!.;~·,:_;~·--<\ ·,'.¡_:· 

'. ?'~·~- -~";:·::::~:-
. _- ~ ' . ~;\ ... ;-.-;~ 

. ::-~:;.;; .... ~.'.-~ '/~ _:;· 

B) En· 1a reHna d~:~o'i16?:1~ ilb~~rié:ión d~ espermina no depende de Ca2
+, pero 

- .. ' '. •.. ' -_,. .. ••• ·--·· ' . '· ~ « . • . -... • • 

. ·,-:.>.";;-< \'. 
se estimula con 'una ctespolaÍizaéión' inespecffica con alto K+. Esto sugiere que la 

liberación· esta mediada por la actividad inversa de un transportador de espermina, 

pero como en este tejido no se detectó un sistema de transporte para espermina que 

depende de un gradiente electroquímico, se apoya la idea de que la liberación se da 

por cambios en el voltaje mas que por los gradientes de concentración de K+. 
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C) Nuestros resultados sugieren que en la retina de pollo la captura y la 

liberación no están relacionadas a un mismo elemento, como podría ser un 

transportador que depende de un gradiente electroquímico. Es indispensable tener 

otras aproximaciones para poder describir con detalle cuales son los mecanismos 

moleculares involucrados en Jos sistemas de captura y de liberación de espennina en 

este tejido. 
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