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RESUMEN 

La retina, órgano primario de la visión, ha sido objeto de estudio desde las 

últimas décadas del siglo anterior. Debido a su accesibilidad y su organización 

histológica, este tejido se ha utilizado también como un modelo en la investigación de la 

neurobiología sináptica. En la retina se han descrito los mismos sistemas de 

neurotransmisión que en el resto del sistema nervioso central, con algunas 

particularidades relevantes. La retina de los anfibios es fisiológicamente más compleja 

que la de los mamíferos, por lo que su estudio es aún más motivante. En este trabajo 

estudiamos al receptor postsináptico de la glicina en la retina de la raua, inicialmente 

mediante la unión de alta afinidad de ligandos radioactivos. A partir de estos 

experimentos se dedujo la presencia del receptor típico de glicina (modelado a paltir de 

la médula espinal de los mamíferos), así como la presencia de sitios de unión diferentes a 

este receptor o al sitio de glicina asociado al receptor tipo NMDA de aminoácidos 

excitadores. Posteriormente, mediante inmunorustoquímica con los anticuerpos 

monoclonales mAb 7a y mAb 4a se localizó al receptor de glicina en las regiones 

sinápticas de la retina, y en experimentos paralelos con los anticuerpos policlonales Ab 

384 Y Ah RGly, dirigidos contra la subunidad a del receptor de glicina, se localizó a 

ésta también en las regiones sinápticas y además en las células de MüUer, la gUa 

predominante en la retina. El resultado se confirmó por experimentos con células 

aisladas. En conjunto, nuestras datos revelan que en la retina de la rana coexisten el 

clásico receptor postsináptico de glicina y una isofonDa atípica, la que se localiza en la 

regiones sinápticas de la retina y sobre las células de Müller. 



ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 

Esta tesis tiene como capítulo inicial una mtroducción en donde se ex."poneIl las 

características generales de la retina, tanto en su organización histológica como en su 

función. En la Introducción se incluyen los artículos de revisión titulados 

''El receptor postsináptico de glicina" Pérez-León y Salceda, Ciencia, 47: 177-189, 1996, 

que descnDe al receptor de glicina, y "La neurotransmisión glicinérgica en la retina de los 

vertebrados", Pérez-León y Salceda, Boletín de Educación Bioquímica, 16: 140-146, 

1997, que expone la literatura referente al papel de la glicina en la retina. 

Dentro del capítulo de la Introducción, en la sección de antecedentes, se resumen los 

datos a partir de los cuales se planteó el tema de investigación de la presente tesis. En 

esta misma sección se incluye el artículo ''Different specific binding sites of JH~Glycine 

aud 3H-Strychnine in synaptosomal membranes isolated from frog retina", Pérez-León y 

Salceda (1995), Neurochemical Researc!!, 20:915-922, que es la versión publicada de 

los datos antecedentes. 

En el capítulo Método Experimental se describen in extenso los experimentos que 

fonnan parte del trabajo de tesis. Los experimentos incluyen: 

Unión de ligandos radioactivos en membranas sinaptosomales de la retina de la rana 

Inmunotransferencia de membranas sinaptosomales de la retina de la rana 

Inmunohistoquúnica en cortes verticales de la retina 

lomunocitoquímica de células gliales de Müller aisladas de la retina 

Los Resultados describen los datos obtenidos a partir de tales experimentos. Además 

incluyen al manuscrito "Immunohistochemical localizatioo of the glycine receptor in 

syuaptic layers aod glial cells of lhe retina", Pérez-León y Salceda, 1998. Este 

manuscrito fue aceptado para publicarse en la revista con comité editorial ~ 

SensoIY Neuron. 

Finalmente, quiero aclarar que el título de la tesis no corresponde exactamente con SU 

contenido, ya que no presento ningún experimento con la técnica autorradiográfica. este 

error, que no pudo corregirse debido a impedimentos de tipo administrativo, es completa 

responsabilidad mia. 

Jorge Alberto Pérez-León. 
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LA NEUROTRANSMlSIÓN GUCINÉRGICA EN LA RETINA DE LA RANA: UN 

ESTUDIO INMUNOHlSTOQUÍMICO y AUTORRADIOGRÁFlCO 

INTRODUCCIÓN 

La Retina 

La retina es el t<tiido dentro del cual la luz se transforma en los impulsos nerviosos que dan 

origen a la percepción visual Pese a la diversidad entre los vertebrados, todas las clases de este 

phylum presentan la misma organización histológica en la retina. Los somas de los 

fotorreceptores forman la capa nuclear externa y los somas de las intemeuronas la capa nuclear 

interna. Las sinapsis entre los fotorreceptores y las intemeuronas se establecen en la capa 

plexifonne externa, mientras que las sinapsis entre estas intemeuronas y las células ganglionares se 

encuentran en la capa plexiforme interna. Los axones de las células ganglionares forman la fibra 

óptica la cual, al salir de la retina, se cubre de mielina, transfonnándose en el nervio óptico, por el 

que se transmite la información al encéfalo. 

Los fotorreceptores, pOI medio de la fototransducción, generan y tran.smiten una señal 

hacia dos tipos de interneuronas, las células bipolares y las células horizontales. Los 

fOlorreceptores, encargados de iniciar la transmision visual, son las celulas de primer orden dentro 

de la retina. Las células bipolares y horizontales, que son intemeuronas retinianas de segundo 

orden, transforman la señal transmitida por el fotorreceptor; por un lado, las células horizontales 

establecen sinapsis recíprocas con los fotorreceptore~ mientras que las células bipolares usan dos 

vías alternas en la capa plexiforme interna (Wassle y Boycott, 1991). 

Dentro de la capa plexiforme interna las cé1ulas bipolares conectan sinápticamente con las 

células ganglionare~ o utilizan ahemativamente una neurona intennedia, que es la célula amacrina. 

La célula amacrina finaliza el flujo de información intrarretiniano haciendo sinapsis con una célula 

ganglionar. En virtud de que las células bipolares transmiten el ín:pulso a las células amacmas y 

ganglionares, se les ha denominado a estos dos últimos tipos neuronales como intemeuronas 

retinianas de tercer orden. Hay otro tipo de neurona que recibe informacion de la célula bipolar, 

ésta es la célula interplexifolDle, con prolongaciones en ambas capas plexiformes y que, junto con 

las células horizontales, es un elemento de retroalimentación sináptica de la capa plexifonno 

externa (W issle y Boycott, 1991, figora lB de Pére:o-León y Salceda, 1997, Boletín de Educación 

Bioqoimica). 



Los fotorreceptores se presentan en dos tipos principales: los conos, que contienen 

pigmentos senSlbles a longitudes de onda restringidas, y los bastones, cuyo pigmento fotosensible 

es la rodopsina, sensible a un intervalo amplio de longitudes de onda. Diversos estudios, 

histológicos y electrofisiológicos, han demostrado que el impulso nervioso generado en los conos 

se transmite directamente de las células bipolares y por éstas a las células ganglionares. En cambio, 

la señal nerviosa originada en los bastones se transmite a las células bipolares de bastones y de 

ellas a las células amacrinas, las que finalmente tienen contacto sináptico con las células 

ganglionares por sinapsis qwínicas, o con las células bipolares de conos, por medio de sinapsis 

eléctricas. Las células amacrinas que participan en esta vía son las células amacrinas An, además 

existen otros tipos de células amacrinas que participan en la transmisión lateral dentro de la capa 

plexiforrne interna (Wassle y Boycott, 1991). 

Las neuronas retinianas funcionan con base en campos receptivos circulares. lo que 

significa que responden a los cambios en el estado de iluminación en el área retiniana a su 

alrededor, en forma de encendido o apagado (ONIOFF, Wiissle y Boycott, 1991). 

La retina de los anfibios presenta además otra clase de respuestas, las que están 

relacionadas con los estímulos luminosos que tienen una orientación definida y, por lo tanto, 

implican la detección de una dirección definida (Voaden, 1976). A las células que responden así se 

les denomina células selectivas a la dirección, entre ellas se encuentran algunas células amacrinas y 

ganglionares (Voaden, 1976). Las respuestas de estas células de los anfibios se comparan sólo con 

las que pueden registrarse de las neuronas de la corteza cerebral de los mamíferos y, si se recuerda 

que la retina de todos los vertebrados es bistológicamente semejante, esto indica que, dentro de la 

retina de los anfibios, hay algunas interacciones más complejas entre las diferentes neuronas que 

las que pueden ocurrir en la retina de los mamíferos. 

La Glicina contO neurotransmisor en la retina 

Una de las razones por la que dos tejidos con los mismos tipos neuronales sean 

funcionalmente diferentes, como ocurre entre las retinas de los mamíferos y los anfibio~ puede ser 

la existencia de diferentes tipos de conrunicación neuronaL ya sea mediante la actividad de 

diferentes neurotransmisores, o de los mismos con diversas acciones. Por ejemplo, en la retina de 

los 1DJI000000os la glicina es el neurotransmisor ea diversas sinapsis de la capa plexiforrne interna, 

pero su efecto no se ha detectado en la capa plexiforme externa; por el contrario, en los anfibios la 

2 



actividad de la glicina como neurotransmisor se ha registrado tanto en sinapsís de la capa 

plexiforme interna como de la capa plexiforroe externa (Marc, 1985). 

Aun cuando se tienen evidencias experimentales de la actividad de la glicina como 

neurotransmisor en la retina de los anfibios. hay lagunas respecto a los receptores que median la 

acción de este aminoácido, así como de la identificación de las neuronas retinianas que utilizan a la 

glicina como neurotransmisor (Pouroho y GoebeL 1990). En los siguieotes artículos de revisión se 

expondrán las caracteristicas del receptor postsíruíptico de la glicina y de la participación de este 

aminoácido en la neurotransmisión intrarretiniana. 

J 



Pérez-León y Salceda (1996) El receptor postsináptico de la glicina. Cieocia , 47: 177-189. 

Fe de errata: eo el pie de la figura 1 se lee " .. .la unión de estricnina es irreversible", la frase 

correcta es : ", .. la unión de estricnina es reversible", 

4 



Ciencia (1996)47, 177-189 Slntesisde investigación 

El receptor post-sináptico de glicina 

Jorge Alberto Pérez León 
y 

Rocfo Salceda Sacane/les 

RESUMEN 

La glicina es el neurotransmsior inhibitorio de la mé· 
dula espinal de los mamíferos, en donde acttía abrien­
do un canal de cloruro que puede antagonizarse por el 
alcaloide esmenina. La interacción de la glicina y de 
la estricnina sobre el receptor post-sináptico de la gli­
cina (RGly). es uno de los mejores ejemplos de especi­
ficidad entre agonista y antagonista, así como tam-
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bién. de cuales son ¡as estrategias de investigación 
que se siguen para esc:lareeer la identidad de un 
transmisor y las caracteristieas de su receptor. En es­
te trabajo se exponen los datos más relevantes res­
pecto a la forma en que se ha aprovechado la relación 
glicina-estricnina paTa hacer del RGly uno de los n­
ceptores mejor conocidos al nivel electrofisiológico, 
b10qui'mico y génico, 

INTRODUCCIÓN 

El papel transmisor de Jag1ícina en el sistema 
nervioso central de los vertebrados está bien 

establecido y, junto con la acetilcolina (Ac) y los 
aminoácidos glutámico (Glu) y y-amino butírico 
{GABA), constituye el paTadigma de los transmi­
sores que abren canales iónicos_ El trabajo que 
dilucidó el carácter de la glicina como neuro­
transmisor requirió la c<mveTgeneia de técnicas 
histológicas. bioqlÚmicas y fisiológicas, lo que ha 
llevado al conocimiento detallado de la acci6n de 
la glicína sobre las membranas excitables y de 
los eventos iónicos que provoca, de la fannacolo­
gía de su actividad y del receptor postsináptico 
Que media su acción. 

Las primeras investigaciones dirigidas ex pro­
feso a evaluar la función de la glicina como 
transmisor fueron emprendidas por el grupo en­
cabezado por MH Aprison, en los Estados Uni­
dos. el que, con el uso de la médula espi.nal del 
gato como preparación experimentsl. demostró 
que la glicina se encuentra en concentraciones 
elevadas en la materia gris dorsal y ventral de 
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este tejido, así como que los niveles se abaten de- rriente de iones cr (Fig 1). Los iones cr permean 
----bido-a-la-lesión-selecti\ladeJas_.interneuronas_e~hruáª el interior de la neurona si el potencial de 

pinales (Davidoffy col, 1967). 
Más adelante, el mismo grupo demostró que 

la aplicación iontaforética de la glicina sobre las 
motoneul'onas espinales híperpolariza a éstas, 
de la misma forma en que 10 hace la estimula­
ción de las intemeuronas presinápticas in situ 
(Wennan y col, 1967) y este resultado, así como 
el referente a los niveles endógenos de glicina, 
sugirió que la glicina era el transmisor natural 
de las intemeuronas espinales, Como marco teó­
rico de e$ta línea de trabajo, Wennan y Aprison 
(1968) postularon que, para demostrar que una 
molécula es un neurotransmisor, se requiere la 
conjunción de datos que cubran tres aspectos: el 
neuroquímico, o sea, la localización del supuesto 
neurotransmisor y de las enzimas de su metabo­
lismo; el neurofisiológico, que consiste en )a 
equivalencia de los efectos electrofisiológicos so­
bre la membrana sináptica del transmisor natu­
raly del propuesto, y el neuroquímico-fisio16gico, 
que se cubre al demostrar la liberación del neu­
rotransmjsor de la terminal presináptica como 
respuesta a su estimulación. 

Para demostrar que la glicina funciona como 
neurotransmisor en la médula espinal, rigiéndo~ 
se por los criterios delineados arriba, el grupo re­
alizó una serie de trabajos en los que las ;nter­
neuronas espinales de la médula del gata fueron 
la preparaci6n protagonista y, con el apoyo de 
evidencia ulterior, de carácter neurofannaco]ó­
gico y neuroanatómico, corroboraron la noción 
inicial de que la glicina es uno de Jos neurotrans· 
misores dentro de la médula espinal (Aprison, 
1990). 

La investigación sobre ]a transmisión glici­
nérgica ha desembocado en ]a caracterización 
minuciosa del receptor post-sjnáptico que media 
su acción, el cual es uno de los representantes 
arquetípicos del grupo de los receptores ionotró­
picos; en este trabajo se delineará el estudio ex­
perimental que condujo a este conocimiento. 

l. CARACTERÍSTICAS BIOFÍSICAS 
DEL RECEPrOR POST-SINÁPTICO 

DE LA GLICINA 

L a acción de la glicina sobre las membranas 
postsinápticas consiste en activar una co-

equilibrio del er (Ec¡) es negativo con respecto al 
potencial eléctrico de la membrana en reposo 
(Vm), o hacia afuera, en el caso de que ECI sea po­
sitivo. En el primer caso, la membrana postsi­
náptica se hiperpo]ariza y la actividad de)a neu­
rona se inhibe, y en el segundo, se despolariza, 
con lo que la neurona aumenta su actividad es­
pontánea. 

El efecto de la glicina sobre las neuronas pos­
tsinápticas se media por el receptor postsjnáptico 
de glicina (RGly). Los estudios sobre el RGly en 
los que se ha comparado la comente del receptor 
contra e] valor de Vm, en el cual ésta cambia de 
dirección (el potencial de inversión, que se calcu­
la mediante la ecuación de Hodgkin-Goldman­
Katz), han definido un orden de permeabilidad 
SeN°> l"> Br--> el"> F" (Bonnann, 1990) y tam­
bién han determinado el orden de eonductancia: 
cr> Br-::;. 1"> SeN'> F-. Las secuencias de per~ 
meabilidad y de conductancia están invertidas 
entre sí, 10 que significa que los iones se unen a 
sitios determinados dentro del canal que forma el 
receptor, es decir, que no se mueven en un medio 
acuoso al atravesarlo (Bormann, 1990). 

Desde las primeras caracterizaciones de la 
transmisión sináptica en la médula, un resulta~ 
do consistente fue el antagonismo de la estricni­
na, tanto contra la acción del transmisor natu­
ral, como de la glicina aplicada iontoforética­
mente (Curtís y co], 1971). Se dedujo entonces 
que 1á glicina como agonista y la estricnina como 
antagonista actúan sobre la misma proteína, es 
decir, sobre el RGly; de hecho, el antagonismo de 
la estricnina en contra de la glicina, eS el criterio 
farmacológico al que se recurre con mayor fre­
cuencia para proponer que una respuesta elec­
trofisio16gica es provocada por la glicina. De esta 
forma, todos los datos que se describen a conti­
nuación son atribuidos al RG1y, precisamente 
por ser antagonizados por la estricnina. Con la 
técnica de parche de membrana ("patch-clamp"), 
aplicada a neuronas cultivadas del ganglio del 
asta dorsal de la médula de la rata (DRG), se de­
terminó el valor de la conductancia principal del 
RGly en 46 picoSiemens, con varios subestados 
en el intervalo de 12 a 46 pico Siemens (Bor­
mann, 1990). Los estudios de Bormann y colabo­
radores (1987) en las neuronas DRG, bajO condi­
ciones de variación de la relación molar 
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Fie 1 La glicina actúa sobre las membranas postaitlápticas abriendo un canal proteico selectivo al el, la figura 
mu.e.stra un esquema ideal de la fonnaen que se abre ese canal de el' al unirse la glidna y cómo. en una neurona 
hipoUitica,la entrada del er, (Vm ) l1asttt un estado hiperpolluizado. Cuando se aplican glicina y estricnina, este 
alealoie bloquea a la glicina y el canal pennanece cerrado, sin que se registre un cambio en Vm • pero la unión de 
estricninaesil1'eversible y, al aplicarse la glicina en s.usencia de estrieruna. el canal puede abrirse de nuevo. 

seN-/er, demostraron qu.e la eonduetaneia no 
disminuye monot6nicamente al aumentar dicha 
relación molar, lo que significa que dentro del ca­
nal existe más de un sitio de unión por el cual 
compiten los aniones. 

Las corrientes activadas por glicina, como las 
que se provocan pOr otros transmisores. decaen 
conforme los receptores post5inápticos ex.peri­
mentan el proceso de desensibilización. Por 
ejemplo. la aplicación de la glicina a las neuro­
nas DRG en cultivo ptOvtK:a una eorriente máxi­
ma que se desensibiliza en dos etapas. con sen­
das constantes de tiempo de 2 y 20 segundos. 
Esto quiere decir. que el canal del RGly pasa por 
varios estados ebiertps y varios estados cerrados 
y concuerda con los diversos subestados de con­
dw:tancia (Bormann, 1990). 

Sakmann y sus colaboradoTeS (1982, 1983} 
han 'demostrado que la corriente al pico. regis­
trada mediante fijaci6n de voltaje (·voltage-

clamp"), aumenta proporeionalmente con el eu.a­
drado de la concentración de glicina administra­
da, un indieio de que la apertura del canal re­
quierE: dE: la uni6n sE:cuE:ncial dE: 2 moléculas del 
agonista (Bonnann, 1990). 

Tokutomi y sus colaboradores (1989) fueron 
los primeros en registrar las corrientes provoca­
das por la glicina en las neuronas aisladas del te­
lencéfalo, con 10 que demostraron que las res­
puestas electrofisiológicas provocadas por Is 
glicina también se producen oon L-serina, L·ala­
ni na, O-alsnjna, O-alaninay taurina, pero no con 
GASA. Por otra parte, del mismo trabajo se con­
cluyó que los aminoácidos que provocan respues­
tas electrofisiQlógicas en el RGly son también ca­
paces de desensibilizar de manera cruzada al 
receptor y, a partir de estos datos y del análisis 
de la estructura de los aminoácidos util\7.ados. se 
ha propuesto que la unión de la glicina a su re­
ceptor se realiza por la interacción de sus grupos 
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NH2 Y coa- en dos sitios diferentes y la unión, dad, características Que la asociaron con una 
por puentes de hidrógeno, 8 un tercer sitio que proteína de membrana, aunque 10 más impar-

------ impone-restricciones-alostéricas-y-tiene-una-lo---tante-fue-la-evidencia-de-que-la-uni6n-de--estflc--------
calización asimétrica dentro del receptor (Toku- nina-3H se inhibió-por la glicina, así como por la 
tomi y c01,1989). B-alanina y la taurina, dos aminoácidos Que pro-

Más tarde, Takahashi y Momiyama (1991) de- vacan las mismas respuestas eJectrofisioJógicas 
mostraron que el RGIy, en rebanadas de la mé- Que la glicina. Estos datos indicaron Que la es-
dula espinal de la rata, presenta varios estados trienina-3H se une al RGly, corroborando los Te-

de conductancia, así como las mismas cinéticas sultados electrofisioJógicos. 
de apertura y de cierre Que presentan las neuro- Young y Snyder (1974a) demostraron Que el 
nas en cultivo y las neuronas aisladas. Además, desplazamiento de una molécula de estricnina-
el registro de las corrientes del RGly en el soma 3H se efectúa por dos moléculas de glicina, así 
yen las dendritas de las neuronas medulares fue Que propusieron Que la interacción de estas molé-
igual entre los sitios sinápticos y extrasinápti· culas ocurre por efectos alostéricos sobre la mis-
COS, todo 10 cual sugiere que las propiedades elec- ma proteína. Posteriormente, los mismos investí-
trofisio16gicas del RGly, descritas hasta enton- gadores demostraron el desplazamiento de 
ces en preparaciones de neuronas aisladas, pare- estricnina- 3H por cr y por una serie de iones ha-
cen reproducirse in. situ. logenuros (Er-, r, F-), Y orgánicos (SCN-. HCOO-, 

11- ANÁLISIS BIOQUÍMICO 
DEL RECEPTOR DE GLICINA 

A pesar de que 105 datos electrofisiológicos han 
ft.Servido de base para idear la estructura del 
RGly, su caracterización completa ha requerido 
de la convergencia de varias técnicas. Por un la­
do, con este receptor se desarrolló uno de los en­
sayos clásicos del uso de Hgandos radioactivos; 
por otra parte, el RGly fue de los primeros recep­
tores de aminoácidos Que logró ser aislado yana­
lizado en cuanto a la composición de sub unidades 
proteicas. lo que ha llevado al conocimiento de 
las proteínas que conforman al RGJy y de los ge­
nes que las codifican. Para dichos fines, la estric­
nina, extraída de la planta indiaStry· chnos nux­
L'omica. ha sido la herramienta más importante, 
puesto que, como se mencionó arriba, parece $er 
que no existe ligando más específico para el 
RGly. 

A. Características de la unión 
de estricnina.3H 

La estrienina radioactiva (estricnina-3H) se uti­
lizó por vez primera por Young y Snyder (1973) 
para medir la cinética de uni6n a las membranas 
de sinaptosomas obtenidos de la médula espinal 
y de la médula oblongada de la rata. La unión de 
estricnina-3H resultó saturable y de alta -afini-

CHaCOO-), con potencia y eficacia muy similares 
a las que tUvleron para invertir al potencial post­
sináptico inhibitorio en las motoneuronas espina­
les (Young y Snydera 1974b). La inhibición de la 
unión de estricnina- H por estos aniones sugirió 
que el alcaloide se une al RGly en una región que 
participa en la conductancia iónica (Young y 
Snyder, 1974b)_ 

La evidencia descrita resultó tan contundente 
para considerar a la estricnina como el ligando 
más específico y afín por el RGly, que se convir­
tió en la única molécula radioactiva utilizada pa­
ra caracterizarlo, de manera que, el análisis ci­
nético y fannacológico del RGly se restringió al 
estudio de la unión de estTicnina-3H . 

La uni6n específica de la estricnína-3H se mi­
dió también en el sistema nervioso central de la 
rana, en donde se encontró que coincide en loca­
lización con los sitios de transporte de alta afini­
dad de glicina radioactiva (glicina_3 H) (MüJler y 
Snyder, 1978). La estricnina-3H también se uti­
lizó para estudiar al RGly en la retina de los bo­
vinos (Barbe y col, 1981)y de la rata (Schaeffer y 
Andcrson, 1980). En cada caso, la unión de es­
tricnina.3H se inhibió con el siguiente orden de 
potencia: glicina:::. ll-alan1na > taurina,y esta se­
cuencia se consideró como una de las caracterís­
ticas diagnósticas del ROly. 

La unión específica de estricnina-3H ha per­
mitido inferir cómo se une la glicina a su recep­
tor. por ejemplo, Marvizón y colaboradores 
(1986) demostraron, en menbranas sinaptoso­
males de la médula de la rata, que la interacción 
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estricnina-glicina es alostérica, como se sugirió 
inicialmente (Young y Snyder, 1974a). Por otra 
parte, introdujeron el uso de otros Iigandos, co­
mo los derivados de estricnina (2-amino-estricni­
na, nitro-estricnina, etc) para C{)mpetir por el si­
tio de uni6n de estricnina, y los derivados del 
esteroide 5, 6. 7, 8 tetrahidro-4H-isoxazol[4,5-dJ 
azepin-3-o1 (THAZ) para competir por el sitio de 
glicina (Marvizón y col. 1986). 

El mismo grupo ampliO. y fundamentó la idea 
de dos sitios diferentes para la unión del agonis­
ta y del antagonista, al demostrar que los anio­
nes er, Br-, r, 8042., y HC003- regulan a la 
unión de estricnina de forma negativa y favore­
cen la uni6n de glicina (Matvizón y col, 1986), 
además de que encontraron que la unión de cada 
tipo de ligando muestra diferente dependencia 
de la temperatura: la unión de los antagonistas 
(estricnina y sus derivados. el RU 5135) reduce la 
entalpía del sistema, mientras que cuando se 
unen los agonistas (glicina, taurina, J3-alanina) 
se aumentan la entropía y la entalpía (Ruiz-G6-
mez y col, 1989a). Quizá esto pueda explicar por 
qué los agonistas abren el canal de er y por qué 
los antagonistas lo cierran. 

Además de la 6-alanina, la taurina, la L-seri­
na y los derivados del TRAZ, existen pocas molé­
culas que sean inhibidores efectivos de la unión 
de estricnina· 3H. En un intento reciente por am­
pliar eoSta serie, Johnson y sus colaboradores 
(992) probaron, en las membranas sinaptoso­
males de la médula de la rata, diversos análogos 
sintéticos de la L·prolina en el desplazamiento 
de estricnina· 'H, entre los cuales encontraron 
que la 3-carboxi·3. 4 deshidroxipirrolidina pre­
sentó la misma potencia que la glicina para ¡nhi· 
bir la unión de estricnina-3H (leso:: 8 J.lM>, aun­
que esta molécula provocó respuestas electro­
fisiológicas muy pobres sobre el RGly, lo que 
apoya, de nuevo, que los sitios de reconocimiento 
del agonista y del antagonista no son los mismos 
(Johnsonycol,1992). 

B. Aislamiento y 
purificación del RGly 

La disponibilidad de la estricnica como el ligan­
do más afin por el RGly (Kn de alrededor 4-8 
nM),permitió el us') de este alcaloide para la pu­
rifieaci6n del complejo proteico. El primer paso 

fue dado por Pfeiffer y Beu (981), que solubili­
zaron con Tritón X-lOO al RGly de la médula es­
pinal de la rata y, al unir covalentemente la es­
tricnina·3H C{)n el receptor solubili:z:ado, 
marcaron una banda de 48 kDa en geles de po­
liacrilamida~dodecil sulfato de sodio (SDS) (Gra­
ham y col, 1981). A partir del receptor solubiliza­
do, Pfeiffer y sus colaboradores (1982) aislaron 
al RGly mediante el uso de la 2-amino-estricnina 
acoplada a columnas de sefarosa. En este traba­
jo, que fue el inicial en cuanto al análisis de la 
composición del receptor, se reportó por vez: pri­
mera la existencia de tres proteínas como las 
constituyentes: de 48,58 y 93 kDa, y mediante el 
análisis de sedimentación en gradiente de saca­
rosa, se calculó \a masa. total del receptor en 246 
kDa (Pfeiffer y col, 1982). 

El receptor purificado se uti\i.zó para gene-r8r 
anticuerpos monoclonales, de entre los cuales los 
más sobresalientes son los denominados mAb 48 
y mAb 7a, que reconocen a la subunidad de 48 
kDa y de 58 kDa (4a)y de 93 kOs {1a} (Pfeiffer y 
col, 1984). El reconocimiento cruzado indica que 
los diferentes polipéptidos del receptor son ho­
mólogos entre sí. 

Más tarde, se descubrió que el RGly aislado y 
purificado de la médula espinal del cerdo com­
parte la composición polipeptídica y la reactivi­
dad inmuno16gica con el RGly de la rata (Gra· 
ham y col, 1985). A partir de esta preparación y 
con el uso de lectinas, se demostró que las subu­
nidades de 48 y 58 kDa son proteínas que experi­
mentan glicosilación, pero no así la de 93 kDa. 
Este hecho, jun to con la localización del antfgeno 
reconocido por el anticuerpo 7a, siempre sobre la 
cara cítoplásmica de la membrana (Triller y c01, 
1985; Altschuler y col, 1986), establecieron las 
bases para considerar que la proteína de 93 kDa 
es periférica e intracitoplásmica. y que las de 48 
y 58 kDa son proteínas integrales de la membra· 
na. 

La topografia del receptor de glicina terminó 
de moldearsé·con el Uso de reacti.vos dé entrecru­
zamiento de proteínas, con los cuales se obtuvo 
el hetero·dímero de 48 y 58 kDa, excluido siem· 
pre el polipéptido de 93 kDa CLe.ngosch y col, 
1990). Ya que la proteína de 48 kDa siempre fue 
la más abundante en estas preparaciones, y de 
acuerdo con la masa total del receptor (246 kDa), 
se propuso un modelo en el cual el RGly es un 
pentámero de tres subunidades de 48 y dos de 58 



----_lkDa._conla_a$~_ciación periférica de la de 93 kDa 
sobre la caTa citoplásmica de la membrana (Fig 
2)(Langoschy col,19901. 

e, Reconstitución del RGly 

En 1989 se reconstituyó al RGIy de la médula es­
pinal de la rata en liposomas de fosfatidilcolina 
(Garcfa-Calvo y col, 1989>, preparación bajo la 
cual se demostró una corriente de cr en res­
puesta a la estimulación con glicina, así como la 
unión de estricnina-3H con el mismo perfil far~ 
macológieo que el RGly "nativo" (GaTeís Calvo y 
001,19891. 

El RGly reconstituido en vesículas de fosfolí­
pidos se utilizó para localizar los sitios de unión 
de glicina y estricnina dentro de la subunidsd de 
48 kDa. Ruíz-Gómez y colaboradores (l989b). 
encontraron que, al modificar 8 los residuos de 
lisina, se aumenta la concentración de glicina 
~ue es necesaria para desplazar a la estricnina· 
H, aunque la interacción mol a mol de estos ti· 

gandos se mantenga constante. Más adelante se 
demostró que la modificaci6n de los residuos de 
tirosina reduce el número máximo de sitios de 
unión de estricnina-3H. sin alterar su afinidad Y. 
por prote6lisis de la subunidad, detenninaron 
que estos residuos están en el fragmento Que 

Fíe 2 Esquema de la estructura oligométrica del 
RGly confonne se ha propuesto por Langosch y cólllbo_ 
radares (1990). Los sitios de reconocimiento del ago­
nista y del antagonista se locali¡:an sobre las subuni­
dadas de 48 kDa, mientras que se supone que la de 93 
kDa funciona para anclar al receptor con el citoesque· 
leto neuronal (Kirschy col, 1993), los detalles.sll! discu­
ten en el texto. 
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comprende a los aminoácidos 171-220 (Ruiz-Gó· 
mez y col;-1990);-llichofragmento--se-localiza.",ex",,-__ 
traeeJularmente y es equivalente, al sitio de 
unión de los antagonistas en la subunidad a. del 
receptor nicotínico de acetilcoJina (Steinbach e 
lrune, 1989; Vandenberg y col, 1992). 

IlI. ANÁLISIS GÉNICO DEL RGly 

A. La subunidad de 48 kDa: CL 

L os estudios de marcaje covalente de la subu~ 
n¡dad de 48 kDa con estricnina-3H, demos­

traron Que el marcaje puede prevenirse con glici­
na <Graham y col, 19a1}, así que esta subunidad 
induye el sitio de unión del antagonista y el del 
agonista, como se deduce también de]a evidencia 
expuesta más arriba. Por tal razón, y dado que se 
disponía entonces del receptor purificado, la su­
bunidad de 48 kDa fue la primera del RGly Que 
se sometió al análisis a nivel de los ácidos nuclel­
coso Grenningloh y colaboradores (1987) utiliza­
ron varios fragmentos de esta subunidad para, a 
partir de su secuencia de aminoácidos, sintetizar 
oligonuc1eótidos y revisar las bibliotecas genómi­
cas del.sistema nervioso central de la rata. La es­
trategia les permitió aislaryclonar al gen que co­
difica a la subunidad de 48 kDa, a partir de 
entonces denominada a. del RGly de la médula 
de la rata. El gen codifica s una proteína de 421 
residuos de aminoácidos, cuyo extremo amino­
terminal es extracelular y que además, presenta 
un sitio de glucosilaci6n en el residuo 38. El perfil 
de hidl'opatía de la proteína demostró que tiene 
cuatro segmentos transmembranales (secuen­
cialmente Ml-M4), entre los aminoácidos 220-
246,253-270.285-308 Y 393·410. los cuales po­
drían formar al canal deCrdel RGly. 

La eomparación entre este gen, así como de la 
proteína deducida, con la subunidad n del recep­
tor nicotlnico de acetilcolina (nAeR) demostró 
que el 21% de los aminoácidos SOn idénticos y 
otro 22% tiene propiedades químicas similares 
(cambios conservativos), con 10 Que surgió la no­
ción de Que ambos receptores fueran homólogos. 
La idea se corroboró al encontrarSe Que los seg~ 
mentos extracelulares comparten un par de cis­
teínas en las posiciones 140 y 154, las que pue­
den formar un puente disulfuro y así un asa que, 
se supone, permite la unión del ligando <Gren-
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ningloh y col, 1987). Un reporte simultáneo so­
bre el receptor ionotr6pico de GABA (GABAA) 
(Schofield y col, 1987) pennitió deducir que las 
subunidades de los tres receptores mencionados 
son homólogas, y se obtuvo el primer indicio pa­
ra considerar la existencia de una familia de re­
ceptores ionotr6picos. Se presenta un esquema 
de 1a subwridad a del receptor de glicina en la 
Fig3. 

Mediante la expresi6n heteróloga de las pro­
teinas neuronales, la cual se realiz.a inyectando 
a los ovocitos de la rana Xenopus con los ARN 

mensajeros obtenidos de las neuronas. puede 
analizarse a los diversos receptores de neuro­
transmisores, aun cuando no se conozca la es­
tructura del gen que los codifica. Con esta estra­
tegia, Akagi y Miledi (1988) registraron las 
corrientes iónicas del RGly de la médula de la 
rata, cuyas características electrofisio16gicas y 
farmacol6gicas les sugirieron la existencia de di­
versos isoformas de este receptor. La diversidad 
sugerida en este trabajo se confinnó al encon­
trarse diversas variantes génicas de la subuni­
dad a del RGIy, que se presentan tanto en la rata 
como en el humano (Grenningloh y col, 19901, y 
cuyas propiedades más relevantes se describen 
más adelante. 

B. La subunidad de 58 kDa: B 

Puesto que los sitios de unión de agonistas y anta­
gonista del RGly se localizaron dentro de la subu­
nidad a (Graham y col, 1981) y, dado Que la expre­
si6n heteTÓloga del gen de ésta fue suficiente para 
generar receptores con caracteristicas similares 
a las registradas in situ (Schmieden ':1 col, 19891, 
se pensó que, además de incluir a Jos sitios de 
uni6n de los ligandos, la subunidad (l constituye 
al canal de cr del complejo. Sin embargo, Gren­
ningloh y colaboradores (1990b) aislaron y clona­
ron al gen que codifica a la subunidad de 58 kDa, 
denominada 8, y esta proteína, expresada en ovo­
citos deXeMpus~ respondió a la estimulación con 
glicina generando una corriente de cr sensible a 
estricnina. Este dato constituye una evidencia de 
que para fonnar al receptor in situ se requiere de 
la participaci6n de ambas subunidades, además 
de que podrían encontT8Tse isofoTmas homogé­
neas, es decir, sólo con subunidades el o sólo con 
subunidades O (Betz, 1991>. La subunidad B pu-
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Fig 3 Secuencia de aminoácidos (O y estructura es­
quemática de la $ubunidad el del RGly(ii). Los aminoá­
cidos (a.o..) ae simbolizan por el código de una letra, las 
secuencias subrayadas (MI-M4) corresponden a las se­
cuencias transmembranales probables. Se muestra 
también la secuencia de la subunidad Cl del receptor 
nicoHnico de acetilcolina (nACR), para fines de compa­
ración: los 8.a. encerrados en líneas continúas son 
idénticos, en líneas discontinúas están ¡as sustitucio­
nes conservativas y los triángulos. marcan a tos a.a. 
susceptibles de glicosilaci6n. (ji) Esquema de la subu­
ni dad a del Rgly propuesto por Rufz-Gómez y sos coJa­
oOTa.dores(1990). 

diera no ser exclusiva del RGly, ya Que los sitios 
en los que se encuentra el ARN mensajero 
(ARNm) de esta proteína no coinciden totalmente 
con los sitios de uni6n específica de estricnina-
3H, ni con los sitios de expresión del ARNm de la 
subunidad a (Malosio y col, 1991); no obstante, no 
hay duda de que forma parte del receptor in sita, 
como se deduce de lo expuesto anteriormenteyde 
datos que seTán enumerados más adelante. 

C. Experimentos de co-expresión 
heteróloga de las subunidades (l y n 

El análisis génicode las subunidades del receptor 
de glicina ha tenido un desarrollo sorprendente. 



Hasta 1990 se habían encontrado 3 variantes de 
----~·la-suhunidaQ&_para-eLRQly de la rata, secuen­

cia}mente al, (12. 03, Y dos variantes de la subuni­
dad 8 (Langosch y col, 1990). Las variantes difie­
ren en su localización temporal: al en el adulto, 
02 en los neonatos y en la etapa embrionaria y lX3 

durante los primeros estadios postnatales, así co­
mo en su localización espacial: al en la médula 
espinal y el tallo cerebral, na en el cerebro ante­
rior y O en el resto del cerebro (Seu, 1991). Aun 
cuando estas subunidades difieren en su secuen­
cia de aminoácidos, todas muestran alta afinidad 
en la unión de estricnina-3Hy sudesplazamiento 
por glicina y otros agonistas, así como la capaci­
dad para generar corrientes de er. 

No obstante, el hallazgo más sorprendente ha 
sido el de una variante que activa una conduc­
tancia a cr en respuesta a la glicina, sin que és­
ta pueda ser antftgonizada por la estricnina en 
concentración menor a 1 J.i.M (Kuhse y col, 1990), 
lo cual resulta sorprendente si se considera que 
la afinidad del alcaloide por el resto de las subu­
nidades se encuentra en el intervalo de concen­
tración nanomolar. La subunidad, que se conoce 
como (Q., difiere con respecto 8 la Q2 en el ami­
noácido que ocupa la posición 167: a2· tiene un 
'cido glutámico en lugar de glicina. Mas que ser 
una quimera, el ARNm de la subunidad «2. es el 
más abundante en la médula espinal de la rata 
durante los primeros diez días postnatales, lo 
que quizá explica por qué los roedores neonatos 
son insensibles a la estricnina (Betz, 1991). 

Cuando se expresan en ovoeitos de Xenopus, 
las variantes ell y Q2 difieren en su sensibilidad 
a los agonistas del RGly: los receptores formados 
solamente de variantes al (homo-olig6meros al) 

se activan pOT la O-alanina y la taurina, mien­
tras que los homo-oligómeros Q2 requieren que 
dichos aminoácidos se apliquen en CQncentracio­
nes hasta 30 veces mayores que con las que res­
ponden los homo--olig6meros al (Schm;eden y 
col, 1992). Pese a que ambos tipos de variantes 
responden en el mismo intervalo de concentra­
ciones de glicina, las corrientes generadas son 
siempre tres, o más veces, mayores en las va­
riantes 02 que en )as Cll, un indicio de Que, aun 
cuando se conServen los mismos sitios de recono­
cimiento, la conductividad del canal puede ser 
diferente (Schmieden y col, 1992). 

Los homo-oligómeros a presentan como carac­
terística particular el que son inhibidos por pi-
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trotaxina (Schmieden y col, 1989; Sontheimer y 
col, 1989), un alcaloide que in situ bloquea a la 
comenteneCr-del-receptor-GABAA,pero-no-la_ 
del RGly. En particular, este hecho sugiere que 
los homo-oligómeros adquieren características 
particulares que el Rffiy nativo no presenta, y 
como ejemplo está el aumento en la afinidad de 
los homo-oligómeros (Xl, cuando se expresan en 
alta densidad en ovocitos de Xenopus (Taleb y 
Betz, 1994): en este caso la afinidad por la glici­
na.la B-alanina y )a taurina se aumenta entre 5 
y 6 veces con respecto al RGly nativo, mientras 
que la sensibilidad a estricnína se Teduce en la 
misma inedida. 

La expresión heteróloga en la línea celular 
293 (de nil6n de humano), de cada una de las va­
riantes a. y de las diversas mutan tes puntuales 
de ésta, demostró que el sitio de unión de estric­
nina-3H incluye a los residuos de aminoácidos 
glieina 160, tirosina 161, Iisina 200 y tirosina 
202 (Vandenbergy col, 1992). Ya Que, de acuerdo 
con la estructura deducida de la subunidad 
(Grenningloh y col, 1987), estos residuos se en­
cuentran en una asa extracelular, y puesto que 
esta región es homóloga en las subunidades n de 
Jos receptores GABA,A y nACR se ha propuesto 
que la región tiene una estructura terciaria co­
mún en los tres receptores (Vandenberg y col, 
19921. 

Sehmieden y Sus colaboradores han demos­
trado Que, en la variante 01, los aminoácidos 111 
y 212, que son una isoleucina y una alanina res­
pectivamente, determinan la pobre sensibilidad 
a taurina, pues cuando éstos son sustituidos por 
valioas. la taurina produce respuestas electrofi­
siológicas con la misma potencia que la glicina 
(Schmieden y col, 1992). Por otra parte, también 
mediante expresión heteróloga, se sabe que los 
homo-oligómeros de cualquiera de las subunida­
des a forman canales con varios estados de con­
ductancia. La conductancia más frecuente de­
pende de qué aminoácido se encuentr3 vecesa en 
la posición 121, dentro del segmento M2. y que es 
una glicina en las subunidades nativas az (Bar­
mann y col, 1993). Así, se sugiere que es el seg­
mento M2 el que, con mayor probabilidad, forma 
el canal de cr del RGly. 

La subunidad a también fo.rma receptores con 
diversos estados de· conductancia, pero su con­
duetancia es mucho menor con respecto a los ho­
mo-oUg6meros Cl (Grenningloh y col. 199Gb). Lo 
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que es más relevante, sin embargo, es que la su­
bunidad Jl confiere la resistencia a picrotoxina, 
puesto que los hetero-olig6meros 0:16 no se blo­
quean por este alcaloide (Pribilla y col, 1992). tal 
como 58 comporta el RGly in situ. Además, los 
hetero-oligómeros 016 presentan conductancias 
iguales a las que se registran en la médula espi­
nal de la rata, de tal forma que se corrobora la 
noción de que el RGly es, en forma nativa, un he­
tero-olig6mero alG. 

Los datos referentes a la subunidad n del 
RGly, enunciados arriba. indican que existen va­
riantes que presentan diferencias puntuales, 
mismas que explican, aparentemente, la discri­
minación entre unos 'J otT{~S agonistas~ funda­
mentalmente, la mayor conductividad de unas 
variantes respecto a la de otras. Un caso extre· 
mo de dicha situación lo constituye una doble 
mutante de la subunidad al, reportada por 
Schmieden y sus colaboradores (1993), en la cual 
se intercambiaron la fenilalanina de la posici6n 
159 por una tirosina, y la tirosina de la posici6n 
161 por una fenilalanina. La variante resultante 
fue 3 veces más sensible a la n-alanina que a la 
glicina (Beso = 7 (.1M us 22 JlM), así que, parece 
ser que los residuos de aminoácidos que partici­
pan en el reconocimiento de los agonistas son los 
que se encuentran en la posici6n 112 y 212. que 
son los que impiden que se reconozca a la tau ri­
na, y también los que ocupan la posición 159 y 
161, que discriminan entre la glicina y la 6-ala­
nina; finalmente, el aminoácido en la posición 
160, que es una glicina, determina la alta sen si­
blidad a la estricnina. 

El grupo de M Montal, en los Estados Unidos, 
ha hecho una contribución importante a la dilu­
cidación de la estructura del canal de er del 
RGly, al sintetizar diversos péptidos con la se­
cuencia de los supuestos segmentos transmem­
branales y utilizar a éstos para geneTaT canales 
ani6nicos. Así, han determinado que solamente 
el M2 forma un canal ani6nic:o, el que presenta 
tres caTacterísticas sobresalientes: la primera, 
que los residuos de arginina son determinantes 
para la conductividad; la segunda, que los cana­
les formados por los péptidos son octámeros, y la 
tercera, que la estricnina no puede bloquear a 
este .canal, &\U\que sí 10 hacen otras moléculas 
que inhiben intercambiadores o canales anióni­
cos, como el ácidQ niflúmico, la lidocaína y la pi­
crotoxina (Laxma-Reddy y col, 1993). Todo esto 

sugiere que la estric1üna requiere de ser recono· 
cida por las secuencias extracelulares para po­
der bloqueaT al canal aniónico del RGly, Y que el 
canal, en sí mismo, puede no ser tan específico 
con respecto a los antBgQn;stasque lo inhiben. 

D. La subwlidad de 93 kDA: 
gefirina 

El aislamiento y la clonación del gen de la proteí­
na de 93 kDa fue logrado en 1992 (Prior y col, 
1992). El marco de lectura del gen corresponde a 
una proteína con 736 residuos de aminoácidos, 
con un sitio de unión covalents de ácido mirística 
en el extremo amino terminal y tres reglones de 
hélice (l Que pueden asociarse a la membrana 
plasmática. La proteína de 93 kDa ha sido re­
nombrada como gefirina, del vocablo griego que 
significa puente (Prior y col, 1992), por que se sa­
be que la proteína se une a la tubulina con muy 
alta afinidad (Kirsch y col. 1991l y quizá así se fi­
ja al citoesqueleto y ancla al RG\y. Un hecho que 
corrobora esta noción es que, cuando se impide 
la traducción del ARNm de la gefirlna en las neu­
ronas de la médula espinal en cultivo, éstas no 
pueden incorporar al RGly a la membrana plas­
mática, aun cuando los niveles de las otras subu­
nidades no se alteren (KiTsch y col, 1993). 

Así, el RGly es el único receptor ionotr6pico 
para el cual se tiene la evidenda de que el citoes­
queleto de la post-sinapsis, en este caso por me­
dio de la gefirina, lo mantiene en posición fija: 
hasta 1993 se conocía de la ps.rticipación de la 
agreguina, una proteína de matriz extraceluJar, 
en el anclaje del nACR, míen tras que para el res­
to de los receptores de aminoácidos se supone 

, que el anclaje debe mediarse por el citoesquele­
ta, sin tener tódavía una evidencia que sustente 
tal idea (Froehner, 1993). 

El que los ARN mensajeros del gen de la gefiri­
na se encuentren, además de en el sistema ner­
vioso central, en el hígado, el pulmón y el riñón, 
junto con la evidencia de Que se une a la tubuli­
na. sugirió Que la gefirina pudiera realizar fun­
ciones generales de anclaje de las proteínas 
membrana les con el citoesqueleto, en lugar de 
tener una función única dentro del complejo del 
RGly (Prior y col, 1992) y, en tsl caso, es impor­
tante reconsiderar la evidencia que se ha obteni­
do respecto a la localización de las sinapsis gHci-
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nérgicas por inmunocitoquímica con el uSo del tado de la intraperfusi6n con adenosil monofos-
--_____ -anticuerpo-mAh-7a,-que-Teconoce...aJagefirJrí",pa' ___ fato---CÍClico.lA.M.Ecl.-lL.Con la proteína cinasa de-

IV. REGULACIÓN DEL RGly 

A. Modificaciones químicas 
no-fosforilantes 

E Dsten diversos procesos que modifican a la 
actividad de una proteína, sea ésta una enzi· 

roa. un transportador o un receptor de membra­
na. Con respecto al RG)y, desde las investigacio­
nes pioneras de Young y Snyder (1974a) se supo 
que los aumentos en pH disminuyen el coeficien­
te de Hill (nH) para el desplazamiento de estric­
nina-3H por glicina, mientras que el desvío hacia 
a la acidez inhibe este desplazamiento. 

Sin embargo, la regulación de la unión de es­
tricnina-3H al RGly no fue estudiada con detalle 
sino hasta 1,986, en que Marvizón y colaborado­
res ref.0rtaron un aumento en la unión de estric­
nina- H por las sales de sodio de los aniones Br-, 
C\", r, SCN·, NO,.. RCOO·, SO,2., y CR3COO·. 
lo que se explicó por la interacción de los con­
traiones sobre el canal del RGly y proporcionan­
do así apoyo a la idea que la estricnina se une es­
te poro (Marnzón y col, 1986). Más tarde, 
Ruiz-Gómez y colaboradores (1991a) demostra­
ron que la reducción de los puentes disulfuro au­
menta el nH en el desplazamiento de estricnina-
3H por glicina, pero ocurre 10 contrario al 
estabilízar éstos por oxidación. Así. se originó la 
idea de que la oxidación-reducción de los grupos 
sulfhidrilo del receptor pueden modular su fun­
ción in situ (Ruíz-Gómez y col, 1991a), idea que 
se corroboró más adelante, mediante registros 
electrofisiol6gicos de las células ganglionares de 
la retina (Pan y Lipton, 1992). 

B. Modificaciones fosforilanÚ~s 

Se reconoce que la incorporación covalente de 
grupos fosfatp a las proteínas es un mecanismo 
para regular su actividad (Dohlman y col. 1991), 
y para el RGly se estudió por primera vez en 
1990, cuando Song y Huang registraron, en las 
neuronas espinales del nervio trigémino de la ra­
ta, un aumento en la corriente de el" como resul-

pendiente de éste (PKA). Por el contrario, Agoy­
pan y sus colaboradores (1993) registraron un 
descenso en la corriente del RGly en las neuro­
nas taJámlcas del núcleo ventromedial luego de 
perfundirlas con AMPc, efecto que pudo ser rever­
tido por la aplicación de H8. droga Que inhibe a 
la PKA, señalando con ello Que esta cinasa tam­
bién participa en el fenómeno. Los efectos opues­
tos pueden deberse a que se estudiaron diferen­
tes tipos neuronales, o a que cada neurona 
presenta isoformas del RGiy con susceptibilidad 
difere~te para la fosforilación. 

Con una técnica diferente, en las membranas 
de la médula espinal de la rata, Ruíz-Gómez y 
colaboradores (1991b), demostraron la fosforiJa­
ción de la subunidad n del RGly en el asa intraci­
toplásmica Ma-M4. y cuando los fragmentos del 
péptido fosforilado se separaron por cromatogra­
fía en capa fina, los residuos de serina resulta­
ron ser los sitios de incorporación de fosfato. La 
cinética y la farmacología de este proCeso señala­
ron que la proteína-cinBsa e (PKCJ fue la respon­
sable de la fosforilación (Ruíz-Gómez y col, 
1991b). Luego se demostró que la tasa de fosfori­
lación por la PKC es más rápida en presencia de 
agonistas que en presencia de antagonistas del 
RGIy, un indicio de que el receptor en su forma 
activa es un blanco preferente de la PKC(Vaello y 
col, 1992), y en un trabajo posterior esta fosfori­
lación disminuyó la corriente del RGly en ovoci­
tos deXenopus, mientras que. en el mismO siste­
ma, la fosforilación mediada por PKA aumentó la 
corriente (Vaello y col. 1994); así, la fosforilacon 
del RGly in vivo puede oCurrir por diversas vías, 
siendo esto una posibilidad de que interactúen 
diversos sistemas de neurotransmisores. 

La gefirina es una proteína que también se 
modifica por fosforilación, pero a diferencia de la 
participación de la PKcyde la PKA en la fosforila­
ción de la subunidad a fRuíz-G6mez y col, 1991b, 
Vaello y col, 1992, 1994; Agoypan y col, 1993). 
Langosch y sus colaboradores (1992) demostra­
ron que la fosforilación de la gefJrina no presenta 
las características farmacológicas de las proteí­
nas-cinasas activadas por nucleótidos cíclicos, ni 
de la PRe. Aunque no existe controversia, pues el 
sustrato de cada fosforilación es diferente, en un 
caso la subunidad o. y en éste la gefirina, sí se su­
giere Que, in sita, la fosforilación de! RGly ocurre 
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sobre sus diversas suhunidades e incluye la par­
ticipaci6n de diferen tes sistemas. 

c. Papel de la gefirina 

Como parte de la regulación del RGly, la Gefiri­
na empieza a ocupar un sitio preponderante: 
aunque su participación en la unión del ligando 
yen la apertura del canal no se han demostrado 
(Langosch y col, 1990>, los estudios que demues­
tran que ca-purifica con tubulina y que se une a 
ella con muy alta. afinidad (Kn ::: 2.5 nM), expli­
can por qué el receptor purificado pueda unirse a 
tubuJina polimerizada (Kirsch y col, 1991). 

Por otra parte~ la co-expresi6n de la gefirina 
con las diferentes variantes de la subunidad (l 

ha demostrado que la primera modifica la afini­
dad por el ligando: en ]a línea celular 293, la afi­
nidad de los homorreceptores a2 por la glicina se 
aumenta en presencia de gefirina, mientras que 
se reduce la sensibilidad a estricnina (Takagi y 
col. 1992). 

La co-expresión de la gefirina con los oligóme­
ros de la variante na, o con los heterodímeros Ct.2 
-03, produjo el mismo fenómeno de regulación. 
todo lo cual se explicó por la posible interacción 
de la gefirina con el citoesqueleto (Takagi y col, 
1992). 

D. Regulación por esteroides 

La regulación que pueden efectuar los esteroides 
sobre los receptores acoplados a canales iónicos 
se describi6 prlmero para el receptor GABAA (Ha­
rrison y Simmonds, 1983). Pronto se encontró 
un efecto similar para el RG]y (Gent y Wacey, 
1983), en particular. un aumento por clormetia­
zol en las respuestas eIectrofisiológicas. tanto 
por aplicación ;ontoforética en el tallo cerebral, 
como por inyección intraperitoneal en la rata 
(Gent y Wacey. 1983l. 

A1 respecto, Wu y sus colaboradores (1990) 
utilizaron neuronas bajo fijación de voltaje para 
demostrar que la progesterona y sus metabolitos 
disminuyen las corrientes de er abiertas por gli­
cina, al contrario del efecto que provocan las 
mismas moléculas sobre las corrientes del recep­
tor GABAA_ Los experimentos de competencia por 
el RGly demostraron que los esteroides se unen 

a un tercer sitio, dífereote de aquellos del ago­
nista y del antagonista (Wu y col, 1990). 

Este tipo de resultados también se hallaron 
en el nervio óptico de la rata, donde se demostró 
un aumento en la afinidad del RGly por la glicl­
na como resultado de la aplicación de diversos 
corticosteroidesy del clormetiazol (Prince y Si m­
monds. 1992). En este caso, como en trabajos an­
teriores (Gent y col, 19B3; Wu y col, 1990), el 
efecto fue diferencial sobre el RGly con respecto 
al GABAA. de modo Que los sinergistas de la ac­
dón de la glicina modularan negativamente las 
respuestas provocadas por GABA, pero los este­
roides que aumentaron las respuestas a este úl­
timo no tuvieron efecto sobre las de glicina (Prin­
ce y Simrnonds, 1992). 

CONCLUSIONES 

El RGly es uno de los receptores ionotrópicos so­
bre los cuales se ha est.udiado más y, a diferencia 
de las receptores de otros neurotransmisores, es 
un receptor de! que se han hallado muy pocos ti­
pos de subunidades (considérese, por ejemplo, el 
gran número de subunidades que se conocen del 
receptor GABAA. del nACR o de los recepwres de 
aminoácidos excitadores, tanto de tipo NMDA co­
mo noNMDA). Quizá esto refleje que, en realidad, 
pese a las diversas variantes de suhunidades en­
contradas en el RGly, este receptor sea más ho­
mogéneo que el resto de los integrantes del gru­
po de los receptores ionotr6picos; pero nO debe 
descartarse la posibilidad de Que las variantes 
del RGly no hayan sido percibidas por circuns­
tandas experimentales: consideremos que, debi­
do al uso exclusivo de la estricnina-3H para se­
ñalar al RGly, nadie se percató del otro receptor 
donde la glicina actúa. el cual es el tipo NMDA de 
aminoácidos excitadores, hasta que este hecho 
se hizo evidente por electrofisiologia de neuro­
nas en cultivo (Johnson y Ascher, 19B7). Hasta 
ahora sabemos de esos dos sitios de acción de la 
glicina como neurotransmisor, pero todos los 
otros neurotransmisores también actúan sobre 
receptores de tipo metabotrópi~, algo que nadie 
ha sugerido para la glicina_ Puede ser que la ca­
rencia de ~videT\cia al respecto se deba a un rígi­
do esquema experimental, dentro del cual se en­
casma a la glicina como una molécula qUe activa 
a un canal deCI- intrínseco al RGly. 
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ABSTRACT 

Glycine is tbe majar inhibitory neurotransmitter in 
the marnmalian spinal coro. In this tissue, glycine 
opens a chloride channe! which is antagonized by the 
alcaloid strychnine. The interaction between glyeine 
and strychnine over th. post-synaptic glyeine recep· 
tor is one of the best examples of agonist and sn· 
tagonist specificity. as well as of which investigation 
strategies are being followed in arder to clarify the 
identity of a transmitter together with its receptors 
charaeteristics. In this wark we describe the most 
relevant information relative to the way in which the 
glycine.strychnine relationship is being taken ad­
vantage of in order to make out of GlyR one of the 
best electrophysiological, biochemice.1 and mo)ecular 
biolog)' TeceptoTs known to date. 
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RESUMEN 
En la retina los fotorreceptores transforman la luz 
en un impulso nervioso que se transmite a las célu· 
las bipolares y de éstas a las ganglionares, las que 
lo conducen al encéfalo por el nervio óptico. El 
impulso se modula dentro de la retina JX>r la acti­
vidad de las células horizontales, amacrinas e 
interplexiformes. La glicina se libera de la retina 
por estímulos despolarizantes e hiperpolariza a las 
relU1~ noñioiltáleS, -amactinas--;-1:iipcnar:es -~y gano 
glionares. En la retina se ha encontrado el sistema 
de transporte de alta afinidad de glicina y su recep­
tor postsináptico. Estos resultados demuestran que 
la glicina funciona como neurotransmisor en las 
capas plexiformes de la retina, donde modulan la 
actividad de las intemeuronas y del impulso nervio­
so generado en los distintos tipos de fotorrecep­
tares. 

PAlABRAS eLA VE: Visión, sinapsis, amino­
ácidos, receptores, intemeuronas. 

ABSTRACf 
In the retina the photoreceptors transform the Jight 
into a nerve impulse which is transmitted lo (he 
bipolar cells, through them to the ganglion cells and 
by their axaos into the encephalon. The horizontal, 
amacrine and interplexiform cells modulate the 
primaryimpulsebefore it arrives into lbe encephalon. 
In the retina tbe release of glycine by depolarization 
has been shown as well as the presence of the high 
affinity glycine uptake system and the postsynaptic 
gl ycine receptor on severaI interneurons. This shows 
mat glycine serves as a neurotransminer in relina) 
plexifonn layers, modulating the activity of tbe 
lni.erneurons and also tbe nerve impulse from the 
distinct photoreceptors. 

KEY WORDS: Vision, synapse. amino acids, 
receptor, interneurones. 

rNTRODUCCIÓN 
El sistema nervioso pennite que los organismos 
extraigan información de las características del am· 
biente y se adapten a él con éxito. Para lograr esto, 
el sistema nervioso se sirve de los órganos de los 
sentidos, que captan diversas fomas de estímulos 
que el organismo procesa y a los cuales responde. En 
el caso de los estímulos visuales, la retina sustrae 
información de la energía luminosa X Ia transfonna 
~f¡'impulsOS aéctricos, que es laform'a en que llega -
al sistema nervioso. 

La r.etina logra esta función porque dentro de ella 
existen neuronas especializadas: los fotorreceptores.. 
de los que hay dos tipos, los conOS y los bastones, 
que reciben y transforman los estImulos luminosos.. 
Los conos son sensibles a la luz de diferentes longi­
tudes de onda, es decir, de diferentes colores, mien­
tras que Jos bastones sólo son sensibles 31uz de baja 
intensidad o escot6pica. El impulso nervioso gene· 
rada en Jos rotorreceptores se transmite a las células 
bipolares y, antes de transmitirse al encéfalo, las 
interneuronas retinianas realizan una integración 
primaria del impulso nervioso. La estructura histo­
lógica de la retina, de la que se muestra un esquema 
en la figura 1, es un renejode c6moocurreeste nujo 
de in[onnaclón. 

Los fotorreceplores establecen sinapsis con las 
dendritas de las células bipolares y horizontales en la 
capa plexiforme externa. Las células bipolares ex­
tienden su axón denlrade la capa plexiforme intcrna, 
en donde hacen contactosináptico con las dendritas 
de lascélulas ganglionares. Los axones de las células 
ganglionares, por su parte, se fusionan y mielinizan 
y forman el nervio 6ptico, mediante el cual el impul­
so nervioso llega aJ encéfalo. La ruta que sigue el 
impulso a través de los fotorfeceptores a las células 
bipolares y las céJulas ganglionares, se conoce como 
la vía vertical de la relina (1). 
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Lossornasdelascélúlas horizontales, las amaainas 
e interplexiformes están en la capa oudear interna y 
median la llamada vía horizontal de la retina. Las cé­
lulas horizontales tienen sus procesos, tanto dendritas 
como axones, en la capa plexifonne externa, lo que 
les permite recibir el impulso de un fotorreceptor y 
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Figura 1. Esquema de la fotolransduc.ci6n (A) y de la organización 
his\O\6gica (B) de la felina de \os vertebrados. En b. oscuridad los 
fOlOrrecepeOf'CS eslf.n despolarizados. conlicBCn cooccnl13ciones 
alias de GMPc y liberan continuamente glutamaw. que actúa sobre 
las úlulas bipolares, exciLiondolas (t) o inhibitndolas (-). En 
respuesta I la lut, los rotornceploresse híperpolarizan y disminuye 
su concenlradón de GMPc. dejandode liberar gluLlmaro. con 10 que 
las células bipolares se desinhihen (+) o dejan de exciurse (-). En 
B se presenta la distribución de las capas celulares y sinápticas de 
la rctil1a: los somas de Jos fotorrcceplores. conos (q o baSlOI1eS (R). 
fonnan Ja capa nuclear externa (CNE). Jas células bipolares (B). 
horizontales (H). amacrinas (A) e intcrplexiformes (l) forman la 
capa nuclear intema (Oil) y las cE:1\lIas ganglionares.. la capa 
ganglionar (OC). l..as inlemeuronas nacen sinapsis en la capa 
plcxiConne externa (CPE) y la capa pJexiforme inlel'lll (CPI). Las 
ncchas scAalan el nujo de información en dirccdón "'enical por Jos 
fOlorrecepaores-bipolares·ganglionares. y en dirección hotizontal, 
dentrO de Jascapas plexiformes. pormediode las intcmcuronas.l.os 
circuitoS se activan (ON) o se inactivan (OFF) por la estimulación 
luminosa. 

transmitirlo a otro fotorreceptor aciyacenre o a una 
célula horizontal. Lasarnacrinas y las interplexiformes 
son el elemento p"'tsinápticode las cél ulas bipolares, 
las prolongaciones de las amacrinas se extienden 
dentro de la capa plexífonne interna y establecen 
contacto sináptico con otras células arnacrinas, con 
bipolares e incluso con células ganglionares. En 
cambio, las interplexiformes tienen prolongaciones 
dentro de la capa plexiforme externa e interna y son 
un elemento de comunicación entre éstas. 

En la oscuridad los fotorreceptores mantienen un 
estadodespolarizadodesu potencial eléctrico, equi­
valente a una etapa de excitación. por lo que liberan 
constantemente un transmisor químico, que es d 
glutamato y que actúa sobre las células bipolares. L> 
luz, al incidit sobre la proteína rodopsina, en 105 seg' 
mentos externos de los fotorreceptores, desencade· 
naunac:ascaciaenzimática guetenninaenel~_ 

- so de-la- concentrad6n oel menSa:Jér(n~traceJular 
monofosfato cíclico de guanosina (GMPc). Esu 
molécula mantiene abieno un canal que permite la 
entrada de cationes, al descender la concentracióa 
de GMPc este canal se cierra y ocasiona que el 
fotorreceptorse híperpolarice, es decir que se inhiba, 
y se suspenda la liberación de glutamato (1). 

El glutarnato tie.oe acciones opuestas sobre dos 
distintos tipos de células bipolares: inhibe a algunas 
de éstas, mientras que excita a otras; en consecuen· 
cia, bajo la estimulación luminosa el primer tipo de 
célula bipolar se excita y se conoce como célula 
bipolarON, el segundo típodecélula bipolar deja de 
recibireJ mensaje excitatoriodurante la estimuJaciÓll 
luminosa, por ¡oGue se inhibe y se ronoceentonca­
como célula bipolar OFF. Las células bipolares 
mantienen el signo de la sinapsis primaria: si se 
excitaron porlaestimulación luminosa, excitan, a su 
vez, a la célula ganglionar con la que hacen sinapsi>.. 
de forma que las bipolares ON conectan con células 
ganglionares ON y las bipolares OFF con celu­
las ganglionares OFF. 

El área de fotorreceptores que al ser exciladoo 
producen una respuesta en una neurona detennina· 
da. se conoce como el campo receptivo de ésta. U. 
estímulo luminoso suficientemente pequeño que 
estimule sólo a una célula fOlorreceptora activari 
únicamente a una célula biJX>lar, si el estimulo abarca 
a otra célula fotoneceptora, la respuesta de Jacélul. 



bipolary de liganglioÍlar;deótro dela vía vertical del 
primer fotorreceptor, se reducirá hasta desaparecer, 
mientras que la respuesta de las células de la vla 
vertical del segundo fOlorreceptor empezará a au­
mentar. Como la activación de un ciralito coincide 
con la inhibición del adyacente, se dice que los 
cir",,[tpsretin,ianos "",n antagónicos, por lo general 
se encuentra un circui.to ON adyacente a un circuito 
OFF_ Esto significa queun estímulo luminoso dentro 
del campo receptivo de una neurona activa alguna 
vía de inhibición sobre los circuitos. adyacentes y, 
efectivamente, las vías horizontales en la retina, 
representanvíasdeinhibiciónylosneurotransmisores 
que liberan las células horizontales, arnacrinas e 
interplexiformes son de tipo inlúbitorio. Entre los 
neurotransmisores de tipo inhibitorio se encuentra]a 
glicina, que funciona como posible neurotransmisor 
de la retina de varias especies de vertebrados. 

-La -orga.n¡z3ci6n oeia retina c::n cuantos' antag~ 
nicos se conserva en las estructuras centrales de la 
visión, que son el núcleo geniculado lateral del 
tálamo y la corteza occipital en los marniferos, es 
decir que la retina eS primer paso de un sistema 
jerárquico de información que se rige bajo el mismo 
principio. 

SISTEMA DE LIBERACIÓN Y DE 
TRANSPORTE DE lA GLICINA 
Yarias evidencias experimentales apoyan la idea de 
que la glicina funciona como neurotransmisor en la 
retina En respuesta a un estímulo una neurona libera 
un neurotransmisor, se ha demostrado que esta 
liberación es dependiente de ea-, ya que este catión 
pennite que las vesículas que contienen al neuro-­
transmisor se fusionen a la membrana presináptica y 
liberen su contenido al espacio sináptico. Por tanto, 
la liberación de la glicina de las neuronas retinianas 
en respuesta a un estímulo, señaJaria inequívoca~ 
mente que ésta se utiliza como neurotransmisor. Al 
respeeto hay datos que indican que, en las retinas del 
pez, la rana y el conejo, la despolari:mción con 
concentraciones altas de K+, provoca la liberación de 
g1icina-¡P previamente acumulada y de que el mis­
mo efecto se produce en los sinaptosomas aislados 
de la retina del pullo (2) y de la rana (3). La 
estimulaciónluminosaprovocaqueseliberelaglicina 
de la retina del gato y de la rata (2). En la rana se 
detectó que la liberación de glicina se realiza por las 
células arnacrinas (3). 

Pérez León J A Y Salceda Sacaneu~ R 

Una de las ideas básicas en la biología sináptica es 
que debe existir UD mecanismo que tennine con la 
actividad del neurotransmisor, ya sea por la degra· 
dación de la molécula o por su eliminación del es­
pacio sináptico, mediante un sistema de transporte 
que acumule al transmisor dentro de la terminal 
presináptica. De acuerdo a este principio, la carac­
terización y localización del sistema de transpone de 
glicina, se ha utilizado para definir a las vías 
g1icinérgicas (2 y 3). Para la glicina se ha descrito un 
sistema de trans¡:x>rte con afinidad en el intervalo de 
concentraciones micromolares, que realiza la acu· 
mulación de glicina de manera dependiente de Na- y 
de energía metabólica 

El sistema de transporte de alta afinidad par¡¡ u 
glicina se ha descrito en la retina del pez dorado, u 
rana yel conejo, así comoenlastenninales siná.ptic::ils 
aisladas de la retina de la rana (3). La identificaci6e 
rJé'lascélúias que acumulana lailiCma se bá logrado 
mediante la técnica de autorradiograffa, con la que 
se observa la acumulación de la glicina-H3 en las d· 
lulasamacrinaseinterplexiformes.. En los peces y aA­

libios las neuronas que acumulan glicina present.ul 
alntados s.inápticos con otras amacrinas.. Además de 
las células amacrinas e interplexifonnes ,",y aJgu .... 
células bipolares que tambiénaalmulan g1icina-¡P (1~ 

En la retina de la tortuga y del pollo el uaos"""" 
de glicina se lleva a cabo por células amaerinas de 
diversos tipos, en el poHoalgunas contienen ademi.J. 
péptidos neuroactivos, y es probable que manejen. 
junto con la glicina, a estas otras moléculas como 
neurotransmisores. 

La caracterización autorradiográfica de las neu­
ronas que acumulan gJicina-H' se ha llevado a cabo 
en un gran númerO de especies dentro de la clase de 
los mamíferos. Así se observó que en las retinas dd 
mono y del humano el 53% de las células amaeri~ 
acumulan glicina, enue ellas un subtipo conocido 
cerno A 7, que presenta uniones comunicantes COA 

otras células amacrinas. Un resultado constante coa 
esta técnica es el marcaje de las células amacrilUlo 
denominadas AII~ que son el relevo sináptico de: Las. 
bipolares de bastones y que mantienen conexiones 
con las células bipolares de los conos. 

En contrastecon el resto de los vertebrados.. en k» 
mamíferos las neuronas que acumulan glicina. .ikk-
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más de las células amacrinas, son las bipolares que 
hacen sinapsis con los cenos, lo que sugiere que en 
la visión cromática existeun circuito glicinérgico en 
los mamíferos (2). 

Con laléalicadel manejo de los ácidos nucleicos, 
se ha aislado y clonado el gen para el transportador 
de glicina, denominado GlyT1, que es una proteína 
integral de 633 aminoácidos que forman 12segrnen­
lOS ttansmembranales. El GlyT1 es homólogo a los 
transportadores del ácidoy·amino-butíriro (GABA) 
y dedopamina, con los que constituye una familia de 
transportadores de neurotransmisores. Mediante la 
técnica inmunohistoquírnica se ha detectado }a pre p 

senciadeGlyTl enlossomasdeJascélulasamacrinas 
de la Ietina de la Tata (4). 

EL RECEPTOR POSTSINÁPTICO DE LA 
GUCINA lRGLY) 
·Tj()n,..nsml~aau;¡nSObr'é d05 grandes·tipos de 
receptores: los receptores metabotrópicos, que son 
receptores acoplados a la síntesis de mensajeros 
inlracelulares (segundos mensajeros, como el diacil· 
giicerol o el inoshol trifosfato), o sobre los recepto­
res ioootrópicos. La acción del neurotransmisor 
sobre un receptor ionotr6pico consíste en provocar 
un cambio en la polaridad de la membrana, Esto se 
logra porque el neurotransmisor abre vías de per­
meabilidad por lasque pasan los iones de un lado de 
la membrana haciael otIO.Lasvías de permeabilidad 
son complejos proteicos, conocidos como canales 
iónicos, y los iones que participan son principalmen­
te el Na+, el', K+ o Ca-, por mencionar algunos. 
Cada unO de los canales iónicos es selectivo para un 
ión y cada neurotransmisor activa solamente a un 
tipo de canal, de forma que se puede asociar la 
actividad de un transmisor específico con la apertura 
de uneana) iónicodeterminado. Un neurotransmisor 
que abra un canal de cationes llevará el potencial de 
membrana de la neurona a un estado más positivo O 
despolarizado, en cuyo caso se babia de un 
neurotransmisor excitatorio. Un neurotransmisor 
inhibitorio abre un canal de aniones, y lleva el 
potencial de membrana a un estado más negativo o 
hiperpolarizado. Enel casadel receptorpostsináplÍco 
de la glicina (RGly), el canal es selectivo a O- y el 
complejo se C<lmpone por Ires subunidades diferen­
(es: a,/! y gefirina, con masas mol eculares de 48. 58 
Y 93 leDa. Las subunidades a y /! son proleínas 
transmembranales que se presentan en proJXJrción 

FI¡ura 2. CoID~tóaoligomtria del reccpcor de gltcin.a. Dentro 
4e 11.5Ubunidad euáelsllioóefea)OOCimienlo de. \a glicina, de~ 
tstricniDa (aoll.gouista) y 11,$ subuoMiades a y~ ronDan al eaoa1 por 
doodc:Jlu~tll~~"a:.uo_l..YCZ_qllC,el rec:tpUX' V" activa por ~._ 
glicina. - - .. . 

de 3:2 y forman, al mismo tiempo, el sitio de unión 
de la glicina y el canal por el que se conduce la 
corriente de Cl" . Lagefirina es una proteína periférica 
de membrana que une a todo el complejo con el 
citoesquelelo neuronal, En la f¡gura 2 se muestra UD 
esquema de la oomposición oligomérica del RGly. A 
la fecha se conoce la secuenciade aminoácidos y los 
genes de las tres subunidades. 

Existen varias estrategias para detectar la presen­
ciade un receptor dentro de cieno tejido. unadeellas 
es con el uso de ligandos del receptor que se marquen 
con radioactividad, la otra es la detección directa de 
la proteína con el uso de anticuerpos que la recoooza 

can, o del ARN mensajero de esa proteina. En el 
caso del RGly en la retina, se ha utilizado a la 
estricnina-H', el inhibidor máS potente y específico 
del RGly romo ligando radioactivo y se cuenta oo. 
anlicuerpos que reconocen a las subunidades Cl, /! y 
ala gefírin .. también se ha podido señalar la prese .... 
cia de los ARN mensajeros. 

Los estudios de unión de la estricnina·¡P se han 
realizado en membranas totales de la retina de la tata 
y del bovino(2), en las que la cinética y la fannacología 
son semejantes a las obtenidas de la médula espinal 
de la rata. En membranas sinaptosornales de la cctina 
de la rana, la estricnina-H' tiene sitios de unión 
insensibles a diversos ligandos que reconoa:D al 



RGly de la médula espinal, y la glicina-W tiene sitios 
de unión en los que no actúa la estricnina., pero que 
no pueden atribuirse a un receptor diferente del 
RGly (5), lo que sugieTe que, en la Tetina de los 
anfibios se presentan isofonnas atípicas del RGiy. 

Existen varios anticuerpos monodonales que 
reconoCen a tás subunidades del RGly, entre ellos 
está uno que reacciona con la gefirina y otro 
que reconoce a todas las isofermas de las subunida­
desay~. 

En los peces, los anfibios, los Teptiles y las aves, 
el anticuerpo que reconoce a la gefirina marca a los 
somas de las amaerinas y de las ganglionares que son 
postsinápticos a las células interplexiformes (6 a 8), 
este patrón indica que el RGly puede mediar una 
inhibición lateral entre circuitos vecinos, 

'Ella ranaXenopus laevis la gebnna se encontró 
distribuida de manera dispersa sobre la capa plexi­
forme externa, en membranas de células postsináp­
ticas a células interpl~xiformes y subsinápticas a 
vanos !otorreceptores, de nuevo se sugiere que el 
RGly participa en la transmisión lateTal dentro de 
ambas capas plexiformes de los anfibios. 

La distribución del RGly se ha estudiado en un 
mayor número de especies de mamíferos, En el gato 
la gefirina se ha encontrado distribuida de manera 
uniforme en toda la capa plexifonne interna y sobre 
las células ganglionares, el Testo de las subunidades 
se restringen a dos bandas estrechas en la capa 
plexifonne interna, una en la parte central y otra 
cerca de la capa nuclear interna y en algunas células 
ganglionares y amacTinas (9). Los estudios con 
microscopía electrónica revelaron que las neuronas 
que presentan inrnunorreactividad a la gefirina son 
postsinápticas para algún tipo de arnacrina, lo que 
demuestra que la interneutona glicinérgica, dentro 
delaretinaintemadelosmamíferos,esunaarnacrioa. 
La misma distribución se encontró en el conejo, el 
monoy la rata. En todas estas especies se detectaron 
lassubunidades "" a,y ~ dentro de la capa plexifonne 
externa, elemento que puede considerarse como UD 

indicio de la participación glicinérgica en la Tetina 
externa de los mamíferos. 

La deteeción de los ARN mensajeros de las 
subunidactes del RGly en la Tetina, se ha estudiado 

Péra León J A Y Salceda Sacandles R 

sólo en la rata (10) y se distribuyen de la siguiente 
forma: el de la subunidad al está en los somas de la 
capanuclearintemaydealgunascélulasganglionares, 
el de la subunidad a

2 
en los somas de células ama­

erinas y de la mayoría de las ganglionares, y 105 
correspondientes a las subunidades a" ~ y gefirina 
están dispersos sobre la mayoría de los somas de la 
capa nucleaT interna y de las células ganglionares. En 
pTeparaciones de células aisladas se demostró que 
las bipolares de bastones expresan únicamente a la 
subunidad a

t
, 

El aná1isisdel efectode la glicinasobre las neuTOnas 
retinianas in vitro puede establecer con precisiÓlli 
cuál es el papel de este aminoácido dentro de 1"" 
circuitos retinianos. La aplicación de la glicina 
hiperpolariza a las células ~orizontales de los pe=, 
con lo que disminuyen su respuesta a la hu" ea 
!S])ecial a la luz roja (3), de lo que se deduce qu .... 
.!Stas '·reunas eXISte un aronto glicinérgioo en la 
peTcepción del color a nivel de la capa plexiforrne 
externa, probablemente por medio de una célula 
interplexiforme. En el pez dorado se han registrado 
tambiéncorrientesdeCl'mediadasporelRGlyenlas 
células ganglionares (2). 

En la Tetina de 105 anfibi05 l. glicina afecta ti 
potencial de membrana de las células amacrinas. 
bipolares y ganglionares, sobre estas úllimas ejerce 
una inhibición tónica que ayuda a establecer la 
oTganización de los campos receptivos. Además, la 
glicina activa a una vía polisináptica que tennina coa 
la hiperpolarización de las células horizontales. Este 
efecto indirecto de la glicina sobTe las células hori· 
zontales puede ocurrir por la acción de una célula 
interplexiforme glicinérgica que despolarice a una 
interneuTona GABAéTgica (inhibitoTia), y esta últi· 
ma sea la que inhiba a la célul. horizontal. En apoyo 
a esta idea, se ha reportado la libeTación de GABA· 
HJ de la retina de Xenopus laellis por efecto de la 
glicina. Esta acción cxdtaloria de la glicina puede 
ocurrir debido a que el potencial de equilibrio del 
O·, en algunas neuronas retinianas, es más despo­
larizado que el potencial de la membrana (I 1). Loo 
datossugiereolaparticipacióndelaglicinadentrode 
los microcircuilos retinianos de ambas capas 
plexiformes en los anfibios y los peces. De manera 
semejante,laglicina provoca la hi perpolarización de 
las células amacrinas de la Tetina del pollo, que 
liberan GASA y encefahnas, ambos neuTOtransm).-
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sores inhibitorios. Como consecuencia de la acción 
de la glicina, laliberacióD deestosneurotransmisores 
sesuspende, de forma quela glicina modula también 
la transmisión inhibitoria que realizan otras molécu­
las. 

En la retina'de los mamíferos la glicina aiecta el 
potencial de membrana de las células amacrinas.las 
ganglionares yde algunas bipolares, y su acción eslá 
asociada también a la generación de los campos 
antagónicos. Lascélulasamacrinas y las bipolares de 
la rata responden a la-glicina con una corriente de a­
que se restringe al soma, así que la glicina pudiera 
modificar la entrada sináptica a estas células, más 
que modular su efecto sobre las células gangliona­
res (13). 

En otros mamíferos, como el gato, se presenta 
"'na inhibición't6lii", .. tlé1¡js~células gangl ionares-ON 
por parte de la glicina, as! como la modulación de la 
vía de Jos bastones, que actúan sobre sus relevos 
sinápticos, yasean células amacrinas o bipolares (2). 

. Laglicinainbibeademás las respuestas de las células 
gang1ionares-OFF de la relina del conejof bajo con­
diciones de adaptación a la luz, mientras que en 
condiciones de adaptación a la oscuridad, la glicina 
inhibe las respuestas de las ganglionares-O N, en 
donde interactúa con un neurotransmisor, probable­
mente dopamina, que eleva la concentración de 
AMP cíclico dentro de las ganglionares (14). Así, la 
glicina puede detenninar la generación de los cam­
pos receptivos por medio de la interacción con 
varios sistemas de neurotransmisores. En la retina 
del conejo se ha reportado también la acción de la 
glicina sobre las células amacrinas colinérgicas, que 
participan en la respuesta a la direccionalidad del 
estímulo luminoso. 

CONCLUSIONES 
El estudjodelacomunicaCión sináptieaintrarretiniana 
ha demostrado que la glicina es neurotransmisor en, 
al menos, UD tipode célula amacrina en las diferentes 
clases de vertebrados que se han estudiado. Así, la 
glicina realiza lafunci6n de establecer contacto entre 
Jos circuitos antagónicos vecinos en la retina. Entre 
los casos mejor entendidos está el que ocurre con la 
célula amaaina conocida como AH, de la retina de 
los mamíferos: esta célula recibe la entrada sináptica 
de las bipolares de bastones y mantiene conLacto 
sináptico con I~ células ganglionares OFF y 

conexones con las bipolares de conos~ de forma que 
interactúa, al mismo tiempo, con el sistema de visión 
escotópica (bastones) y con el sistema de visión 
cromática(coDOS). LaAlI es unadelas neuronas que 
acumulan glicina, así que, por su conectividad, la AII 
puede inhibir glicinérgicamente a las células 
ganglionares OFF a la véz '(¡iio -aCuva; ~-meaiarite 
propagación electrotónica, a las células bipolares del 
sistema ON, así se forma un circuito antag6nico 
entre visión cromática. y escotópica, COn la participa­
ción de un solo neurotransmisor: la glicina Esta idea 
se muestra en la figura 3. 
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Filjlora 3. La par1ic.ípadÓD de las newonas ¡Iici~rgicas CD el 
esll blecimieolo de 106 circuitos anLlgónÑ::OS deDlrO de l. re&ioa. Loa 
signos (+) indican una sinapsis cxc:ic.awri. y b sigooc (_) una 
sinapsis inhibiloria. Las bipola,es de N.51ones (BR) c:ooectaJI 

directamente sobre las Im.erinas AlI y fsW tnnsmiten el impulso 
eleclrOCÓnatnent.e I bipolares de conos (BC). JCtivando I UD 

circuilO ON. Al mismo tiempo las AJt inhiben, poi' medio de la 
glicina. I las gangliooares de un cin:llílo OFF adyacenLe. lAs 
bipolares de CODOS estimulan. las interplnifonnes glicintrg;cu 
dentro de la capa plexiforme inlerna y tslaS relroalimenllll, por 
medio de la glicina, a las horizonulcs y • las bipolares denll'O de 11 
capa plc.xi[onne cxlert\l.. La ~u. inbibilOti. o exciutoria 
depende del potencial eleCIroqufmicodel a". 



La participación de la glicina en el antagonismo 
visión cromática/escotópica se sugiere también con 
base en el hallazgo de ciertas bipolares que transpor­
tan glicina y que son el relevo primario de los conos 
en la retina de los mamíferos, y por las respuestas 
provocadas por la glicina en las células horizontales 
sensibles a la luz roja en los peces. La glicina actúa 
también sobre las neuronas sensibles a la direc­
cionalidad del estímulo visual, con lo que la partici­
pación de este aminoácido en la vía horizontal de la 
retiDa interna de los vertebrados, incluye diversas 
propiedades del estímulo visual. 

En la capa plexiforme externa de la retina de los 
peces y los anfibios, la glicina parece modular la 
respuesta alaluzde las células horizontales, a través 
de las sinapsis con las células interplexiformes. Es 
posible que dicha función de la glicina ocurra tam­
.bié. e.losmarnlferos,.en·vista deJ • .Ioca1ización·de 
lassu¡;;¡itidades yde losARN mensajeros del RGLy 
en la capa plerifonne externa de la retina de la rata. 

Los datos que se presentan sugieren que, en la 
retina, el sistema glicinérgico tiene una función 
compleja: es probablemente el neurotransmisor de 
las células amaerinas e interplexiformes lo que per­
mite establecer un circuito entre las dos capas 
plexiformes, el cual participa en la formación de los 
campos antagónicos. 
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Antecedentes 

En la retina de los mamíferos la transmisión glicinérgica se restringe a la capa plexiforme 

interna (Wassle y Boycott, 1991), mientras que existen evidencias experimentales, con el uso de 

técnicas diversas (Voaden, 1976; Borges y Wilson, 1991; Yang y Wu, 1989; Smiley y Yazulla, 

1990), de que la glicina actúa como neurotransmisor dentro de ambas capas plexifonnes en la 

retina de la rana, lo que podría ayudar a explicar la complejidad característica de esta retina. 

Como parte de la caracterización de la glicina como neurotransmisor en la retina de la rana, 

Salceda (1989) demostró que la retina completa y sus fracciones sinaptosomales, derivadas de la 

capa plexiforme externa (PI) y de la capa plexiforroe interna (P2) tienen un sistema de transpone 

para glicina, el cual depende del gradiente electroquímico del ión Na·, de energía metabólica y 

tiene constantes cinéticas de muy alta afinidad (PI lOO ~M, P2 46 ~), junto con estas 

características, se encontró también que diferentes poblaciones celulares hberan glicina en 

respuesta a los estimulos despolarizantes, lo que concuerda con la propuesta función de la glicina 

como neurotransmisor. 

Posteriormente, se evaluó la presencia de receptores de glicina en la retina de la rana 

mediante la técnica de unión de alta afinidad de los ligandos radioactivos estricnina-3H y glicina-3H 

(Pérez-León y Salceda, 1995). 

En el trabajo referido se aislaron las membranas de las fracciones sinaptosomales PI, 

enriquecida en terminales de fotorreceptores, y P2, que contiene terminales sinápticas 

provenientes de la capa plexiforme externa; en ellas se comparó la unión específica de glicina-3H y 

estricuina-3M. La llllión de ambos ligandos radioactivos fue saturable e independiente de la 

presencia del ión Na +, señalando la interacción con receptores de membrana. La unión de glicina-

3H tuvo una cinética de un sólo sitio en las membranas de las fracciones de PI y P2, con 

constantes de afinidad (Kv) de 12 y 82 nM, Y constantes de unión máxima (BMAX) de 3.1 y 3.06 

picomolas/mg de proteína. En cambio, la unión de estricnina-3H presentó Wla cinética de 2 sitios 

en cada fracción sinaptosomal, para Pilas Kv's fueron de 3.9 y 18.7 nM, con BMAX de 1.1 y 7.1 

pmolaslmg de proteina. Las membranas de P2 tuvieron Kv' s de 0.6 y 48 nM Y BMAJ('S de 0.4 y 4.5 

pmolaslmg. La unión de glicina-3H se inlúbió por los aminoácidos B-a1anina, L- y D-serina 

(agonistas de la glicina en el receptor postsináptico de glicina, RGly) y la amino-hidroxi-pirrolidin-

2-ona (HA966, agonista parcial del sitio de glicina en el receptor tipo N-metil-D-aspanato, 

NMDA.), pero no por la estricnina (antagonista del RGly), ni por los ácidos 7-c1orokinurénico y 

6 



5,7-diclorokinurénico (inhibidores del sitio de unión de glieina en el NMDAR). En cambio, la unión 

de estricnina-JH se inhibió sólo parcialmente por la glicina y los aminoácidos análogos a ella, y se 

desplazó totalmente con el uso de la molécula 2~amino-estricnina. que es un derivado de la 

estricnina. A partir de este trabajo se concluyó que, además de unirse al RGIy, cada ligando tiene 

otro sitio de unión que no puede atribuirse al RGly típico o al sitio de glicina deutro del NMDAR. 

De esta manera, surgió la necesidad de delimitar más claramente la identidad de los receptores de 

glicina dentro de la retina de la rana . Se anexa uua copia d. este trabajo. 

Anexo: Pérez-León, lA, Salceda S (1995) Dilferent specifie binding sites of 3H-Glyeine aud 3H_ 

Stl)'ebnine in synaptosomal membranes isolated from frog retina. Neuroehemieal Researeh, 

20:915-922. 
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Different Specific Binding Sites of [3H)Glycine and 
['H)Strychnine in Synaptosomal Membranes Isolated 
from Frog Retina 

Jorge Alberto Pérez-León' and Rocio Salceda" 

INTRODUCTION 

(Acupted May J. /995) 

Syna¡>tosomal ftac;tions were ¡solated froro frog"rctina: a fraction eruiched in photoreceptor ter­
minals (PI) and a sc:cond one (P2) containing intemeurons terminals. We compared the binding 
of pH)g1ycine ud [JH]strychnine to membranes of mese synaptosomes. The binding of both rn,­

dioactive ligands was saturable and Na"-independcnt. [lH]Glycine bound tO a single site ID PI and 
P2 synaptosomal tnctions, witb Ko "" 12 and 82 nM and B ..... - 3.1 and 3.06 pmollmg protein 
~tively. [,HJ$trychnine bound to two ¡ites in each one ofthe synaptosomaJ fiactions. For PI 
Ka values were 3.9 and 18.7 aM, and B_ valucs were 1.1 and 7.1 pmol!mg protein, respectively. 
Membranes from tbe P2 synaptosomal fraction showed Ka's of 0.6 and 48 nM and B ...... ·s of 0.4 
and 4.5 pmollmg. Specific (lH]glycine binding 'Was displaced by ~-alanine, l-sc:rine, d-serine and 
HA%6, but not by strychnlne. 7-ch.1orokynurcnic or 5.7-dichloro-kynurenic acids. Specific 
PHhtrychnine binding was partially displaced by glycine and !'Clated aminoacids and totally dis­
placed onIy by 2-NHJ-strychninc:. Our tesults indicate the presence of high affinity binding sites 
for glycine and strychnine in frog !'Ctinal synaptosomaI membranes. The pbannacological binding 
pattern indicates !he presence of the sttychnine sensitive glycine l'C1:eptor as well as other siles. 
These might not include the NMDA receptor-associated glycine site. 

KEY WORDS: Binding; glycine rec:eplor, strychnine; retina; frog. 

Electrophysiological, neurochemical and mununo­
c)'tochemical studies support the role of glycine as neu­
rorransmitter in the vertebrate retina. By autoradiogra­
phy, glycine has been found to be concentrated in the 
inner plexifonn layer of manunals and in both the outer 
and the inner plexifann Iayers of ectamenns (l,2). The 
glycine receptor (GlyR) has been localized to the retina 
using irnmunohistochemistIy (3-6) and [3H]stryclmine 

binding to whole retinal membranes has been demon­
strated (7.8). Moreover, electrophysiological responses 
mediated by the strychnine sensirive GlyR of gIycine­
evoked responses has been published (I). 

Studies in isolated retinas have shown that glycine 
has several etrects on postsynaptic membrane-potentials. 
acting on ditTerent neuronal types (9-12). This suggests 
a diversity of glycine sites of action throughout the ret­
ina. 

Glycine acts as a neurotransminer through the post­
synaptic GlyR gating a chloride current antagonized spe­
cifically and reversibly by stTychnine (7). Besides. it has 
been shown !hat glycine modulates the N-methyl-D-as­
partate (NMDA) subtype of acidic aminoacid receptor 
(NMDA¡J acting at the strychnine-insensitive site (JJ) 
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PH1slrychnine binding lO membranes of different syn­
aptosomal populations of frog retina aOO compared it 
with the [lH]glycine binding. 

ExrERIM ENTAL rROCEOURE 

UU'('f',iJ/.1'. ('HIGlyeine (43, S3 G/mmol) and ('H]stl)'Chninc (tl 
Cilmmun w<re purchasc:d from New Encland Nuclear (BOSIon, MAl. 
7-ChIOfQ-kynurenic acid (7CKI and ils dcrivalive S,7 dkhloro-kynu­
fo:roic aCld (S,7DCKI. l-amino-l-hydrollypy1Tolidin_2..one (HA9661. 

d$·;mullo-crQfonic :'\Cid (CACA) and Iflns':UllÍno-CfOwnic-ocíd 
(TACA).......re (rom TOCTis-NCul"1l1nin (8rislol, EnCIMd). TIte str)'Ch­
ni....: d<rIYlllívc lNH,.strychnine (l-N-Slfy) and Ihe slcroid RU SOS 
wcre a kind I:ift tTonl or_ Federíco MayCW" Jr. rrom lhe AUlonomoos 
UniYCtSily o( Madrid. OIher rcavenl, and dlUl.'S WCTe rrom conunon 
coonmerrQI .wwCc:5. 

A"ifPIUls. oar\ Hapled.(rn!,:S werc dccapitaled., eyes em..:1C-3led 
and hCnlis.:clcd aOO lhe: rCiinas e~cisc:d under dll1l red lighlllnd place<! 
in Kr~·bic¡ubonale nll:diuul comainin¡,:, in InM: NaCI 118, KCI 4.7, 
KH,PO, U. Cael, 2.S. M¡,:SO. 1.17, NaHCO, 2S, glucosc S.6. pH 

7.·" 
l'll!f~r",ú.,. nf .'ivllufOf(U'Jmr$. To obIa.in Synl\ploson¡'11 fn.ctioll$ 

rCiilWi werc hon.o¡,:cni¡ed (100/. w/v) in 0.2B M SUCfO$e ;md 100 11M 
MeSO, and ccnfrifu¡:ed al 500 g (oc 10 nun. Tbe pdlec WIS disclICded 
and me supem.l1anl .....as cenuifu¡:ed al 1.000 g 10 obllI.in a fu¡clion 
enriehcd in phoIoceceplOC' leflllinal5 (rl). Thc resultant SUpcm.1IMI 
'NaS cenmfu¡,:cd al 11.000 1: (Of 20 lIun. Thc peUec (P2 fnu;lion). con­
laini numC10US eonverolÍooal S}'I'II('IIOSOIllCS, mosr probably derive<! 
(ronl tbe i~r plelli(orm layer. lbt: biochaniul Ind ulrnulr'UCtUrnl 
ch,'''a(lcriulion of these trJICriom has bt:en repotled."'" 

"Il!( .. m"úIII n/.\·vnupft"' .... uJ Ml!lflbrunrs. Menlbr.lIIcs WffC iso­
lalcd by hOlllo¡:cniulion or synaplosoolcs lo 20 wlunles (wlv) o( dis­
lilled walCf :Iond posterior centri(u¡:alion al 71,000 g ror 20 mino In 
onle .. 10 climinAle cndo¡:CAOIIS ligMds. IMI may obscure spccHic 
(IH!J:lyeine bindlng,"" lhe pfOCedure .....as repcated rour linteS and a.1 
Iftis poinl Ihe mCinbtanes .verc incubaled (or 30 min ai 37 "C in SO 
volumcs o( Ringer cOlltainina:: (in mM): KCI 4.1, KH!PO. 1.2, CaCl, 
:U. MgSO. 1.17. glucosc: S.6. Tris-HCI SO DI pH 7.4 (Ringer Tris­
Hell. Thc: incub;'lIion was Slopf)Cd by cenlrifugalion 111 71.000 K for 
20 mm. nlC pello:! was wa$hed ooec IIIOfC in walCf and fin.1lly f(O¡.:n 
al - 20 OC ullt,llhe bindín¡: was usaycd. 

Il¡""in¡: .... s~U". Thc bindín¡: usay .... as basically perfooned as 
de:scribcd by Youna:: aOO Snydcr}'''''' Mcmbt:lnes were rhawed. resus­

pended :Iond incubaled in Rinr:er Tris·Hel al SO-lOO l1e prOlcinlllll. in 
Iht pro:sotnce 01" ~ nM o( ('HI¡,:lyeinc Of ('HJstrychninc rOf 10 mm al 
room IC'llIpctafUrC. TtIc incubAlion was Slopped by cenlri(u¡;atiofl 111 

71.000 -" fOf 20 mino The pdlC'l was washed lwiec wilh 10 YQIU1UCS 
of watCf ¡nd Iho:n rcsuspcndo:d and di¡:CSled wilh 0.1 % of sodium 
dodccyl sulfate (SOS). We fr~(ClTCd lhe samples lO vials comainín¡: 
:'i ,ni 01 T(il.,50\''"' and ¡hc radioactivi,y associa¡cd widl me dil:~ed 

pdlet was coumed in a scin¡illal;on specrrophorollle(CI"_ Thc specific 

bindiAC was dCiCf1llined inc1.l!xl\inU li'Ic membrnn.:s in Ihc prC'S<Rce or 

Iht fadloal·Uvc: Ii¡:and and 1 mM C1yeínc OC' 100 11M suyctmine. 
D,spla,,:menl WlU assayed by incllw,lin¡,: ¡he lissuc wilh eilhe!" 

(,lih:l):cHle.,. ['ltlstrychnine al 2 nM and lhe druC 10 be eY:llualc:d al 

100 j.lM conccnfralion. Whcn displacell1ef1l or lhe radioocllvc li¡:Jnd 
was fllOI': Ihan 60-/. o( Ihe 5pccific bindine, displacrn.cnl cun'c:s .... cre 

lalCf8led. This .... as done by inCUbalin, Ihe lissU( .... i'h 2 nM o( ¡he 
radiooclive ligsnd and Ihe dis.pllter in lbe 10 nM 10 100 11M rance. 

Pérez-León and Salceda 

Tbe tr.inclie anaIysis o( dala from lbe displacemcnl curva wu 
pcrformad by compularional mcthocb usin¡ Inplol.4 (vd'SÍon 4.03. 
Gcapb .... SoIhrue). Thc: diflCl'mtcs detcdcd in die displaccmcnl 
achieved by libe differcnl molccvla wcrc: Ibcn lUl&iyscd fOf starislical 
sienific:ancc by mcans of me Srudenl's , ICS!. PrOlein ..... s deccrmincd 
by lhc mCIbod ot Lowry and co-workers.· .. ' 

RESULTS 

pHIGlycine binding was linear in protein concen­
'tration range of 20-100 ¡..tglml and was independent of 
sodium (nol soown). Binding of(lH]glycine was studied 
in the concentration range of 1 to 200 nM. ['H]Glycine 
binding in PI membranes as well as in P2 membranes 
was saturable. showing in OOth cases high affinity (Fig. 
1).1be affinity constant (Ku) for P2 membranes (82 nM) 
is .Imost 7-rold grea1er than lhal of PI (K" = 12 nM), 
showing Ihe same capacity: B..- = 3.06 pmollmg pro­
tein for PI and 3.15 pmol/mg proteio· for P2. It is re­
markable Ihat these affinilies are very rar from rhose of 
the carner systems when were eharacterized in the same 
synaplosomal fractions.(141 

The displacemem of speciñcally bound ['H)glycine 
was assayed with a set of drugs recognised as ligands 
of the strychnine-sensitive post-synaplic GlyR and sev­
eral oaber" molecuJes proposed la act on Ihe strychnine­
insensitive glycine site at the NMOA!t. Table I shows 
(lHJ-glycine dispfacement by (3-alanine (PI = 79%, P2 
= 92%), and.J:$erine (PI == 96%, P2 = 72%), which 
are agonists of the strychrune-sensirive GlyR. Two rec­
ognized ligands of 'he glycine site at the NMO.~II.' 
namely_~~ne (PI = 64%, P2 = 75%) and HA966 
(PI = 650/., P2 = 70%) also displaced PH]-glycine. ln 
the Table I il can also be seen Ihat the postsynaptic GlyR 
receptor antagonists both strychnine and its analog 2-N­
stry did nOl displace {'H]glycine from PI or P2 mem­
branes. TIte case remains Ihe same for 7CK and 5,7 
DCK. claimed as specific antagonists of glycine al Ihe 
NMOA recepto,.. 

The calculated lCw and nu for ['H]glycine displace· 
ment by (3-alanjne, I-serine. d-serine and HA966 are 
shown in Table 11. Note that for the membranes ITom 
each synaptosomal fracljon Itte most efficient displacer 
was p-alanine followed by J~serine and d-serine -
HA966 were much less pOlent (see Table 11 for valuc:sl. 
a fael lhat will be discussed below. 1lle ntl for all 01 
Ihese displacers in bolh synaplosomal fmctions was ap' 
proximately 1, indic3ting al: I inleraction belween Ih~ 
radioactive ligand and rhe displacer. 

Kinelics and Dúp!acemenl o[ rHj5/1)'chnjnt! Bjnd· 
jng_ The binding of ['H}-strychnine 10 synap1osom:!1 
membraoes was sludied in a concemradon range: from 1 
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Fi~. l. Specific bindina o( ['HJglydne fO synaptosomal membf8nes (rulll PI (a¡ and P2 ([]) fnetiom. Bindlng 'Has &SSl\y~ ~ ~bed uader 
EJlpcnmental Procedun:s, by Incubalm¡: n.ernbfanc:$ in !he presencc of incralSlfl1l ['H]glycine coocetlfnuiQ<tl. Spec,tic binding wa.s Ca.lculaled wtth 
I mM ¡:Iyc;inc:. Curves wac dnWTI by aid of ComPUl:a1lona! memods. B) S¡;¡¡\d~rd analysis fnJm llu:. data o( PI membranes, r' 0= 0.977 e) Scalchud 
analysis from lhe dalot of P2 membrmc:s. r' == 0.976. roinrs ..... : Ihe mean ()( du"ec CJ(per'imenlS peóOfJlled by dupliCJl1c. which did nOl difTer more 
Ih.'In ¡{)"f •. 

10 200 nM. The specific biodin!: was found lO be satu­
nble {fig. 2l. Scatchard analysis from (hese dala showed 
Ihe presence of [Wo sites Wilh Ku= 3.9 nM and 18.7 
nM in P I ~br.mes and 0.6 nM and 48.1 nM in P2 
membranes. The Scalchard plols perfonned for Ihe anal­
ysis of('H}slrychnine binding in PI and P2 indícate tha! 
Ihe (WO sites of binding in each fraction are completely 
independent (Fie. 2) and thus do not represent dilTerent 
affinjl)' stalt.S of \he same r-eceptor.(lO.2'l, Besides. I'lote 
Ihal the lower affiniry site for slrychnine binding in each 
synaptosomal fr.Jclion is near froJO Ihat one 01' glycine 
bindin~. 

The displacemem of [,HJstrychnine was asssayed 
w¡'h ,he same sel of drugs as Ihose used for glycine. 
Table 111 shows ,hat in addition lO strychl'line, Ihe only 
elTeclive displacer of PH)sU'ychnine in both membrane 
fractions is 2·N-stry. Glycine, p-alanine.laurine and RU 
5US displace only 400/0 of Ihe {lH]-srrychnine in P2, 
31\d e~n less in P'. TIte calculaled IC'IO and n" for (he 
displacemeuf of ['Ii]strychnine by 2-N-stry and RU 
51)5 are shown in table IV; it shoul6 be noticed lh.at 
neilher Ihe IC'tO nor Ihe nu could be delennined ror RU 

5135 in PI membranes, because this drug did no\ dis­
place more Ihan 50% of ('H]srrychnine specific binding. 

for lhe resl ofthe condítions Ihe values for 0 11 in­
dicate a 1:1 interaclion between the radioactive ligand 
And lhe displacer, and are similar to other values re­
poned for displacement {)f {lHlstrycMíne from the 
GlyRplJ However,lhe fC~ for 2-N~stry in PI <I3.6~) 
~md P2 (1.4 11M) membranes is vety high compared wilh 
(hose obtained from displacemenl of PH)strychnine in 
rat spinal cord synaptosomal membranes (IC~ = 30 nM. 
22), suggesling that the strychnine bindiog sile where 2-
N-stry binds is different from Ihose in mammalian spinal 
cord. lbe low displacement achieve6 by RU 5135, tly­
cine. l3-alanine and tauiirle is slriking, sinee il has been 
repor1ed mal all oflhem C3n inlerac( with lhe GlyR.tn.m 

Sincc strychnine can block Ihe bicuCulline-sensilive 
GABA-evoked responses in sorne preparations and pi­
croIoxine can pa"ially block t~e c:1ycinc-e\loked chloride 
current,.U4-261 we try 10 displace (lH]strychnine with both 
antagonists (bicueullillt and pierotoxine) of the iono­
tropic GASA receptor. and wilh cis-amino-crotonic acid 
and traIlS-amino-cronotic acid known 10 aCI al !he 



Tablo: l. Pucenl o( DisplacenlCQI of I'H]CI)'tinc Spcciru:ally Bound 
10 Synap'osonW Metnbrancs rronl Froa Rctinll" 
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relinas. As an example is the case that sorne molecules, 
IS glyeine. can ael AS neurotnmsminers in both plexiforrn 

:O~¡ .. ~,~,,~«-:-:::-::-___ -:p~'~m_~...;,""""=-=-__ ...:.P~'~"""='~""""=-.;c layees in amphibians. while in mammals its aelion is 
____ ~G""ycine , mM 100 100 restricted 10 the inner plexifonn layer.'\) It seems lhar 

p .... laninc I n\M----~/9-~-a_O)¡----92-::!:-S-(S,..--glycine-and-strychnine-binding-Sites-ex.tend..-~partjc._--__ _ 
T2Urine I nlM 12 ~ 1 (4)' 36 :!: 20 (4) ulanries. -
Pitfoto:o:inc I 00 ~M 9 n.d. 
GABA I 111M 10 :!: 1 (l) n.d. 
SlIyennlnc 100 11M 11 :!: 6 (101 16 :!: 8 (8J 
Blc¡>cuUinc 100 ~M n.d. n.d. 
u-serinc 100 IlM 75 :!: g (6) 64 :!: 4 (5) 
1.-KI'"Inc: 100 jJM 72 :!: 9 (4) 96 :!: 2 (4r 
HA 966 100 11M 70 :!: 8 (6) 69 :!: 8 (l) 
1 CK 100 11M :n =: 14 (l) n.d. (J) 
S.1 DCK 100 I-IM 28 :!: 10 (4) )1 :!: 18 (4) 
1·N-1uy 100 pM 44 :!: :26(3) .5 .% J (4) 
CACA 100 ¡.1M n.d. n.d. 
T "CA 100 11M n.d. n.d. 

-""'embRAC5 wen: il\Cubated wilh 2 nM Qr ('Hh:t)'tine and displace­
n",", wu usayed as dexribed under ~pcrimCJlul ProccdIltt:S. Spe­
dfic: bindine wu calcut.te4 .... im I nlM ¡:Iycine_ Drota are !tu:: mean 
:t SE ft"on, (11) cxpcrinlcnu « (rom IWO C:llp.:OnltnU per(ORII~ by 

duplicare:.. Thc: individu.al me.an VJlfues WCTC subjcclcd 10 &I\lI,lysis 
lIIIIMa: mClll by Sruderll's I 1eSC. 

'r < O.OS. ¡:rw« displacc:mCIII lhan 111:11 uhic:vcd by fC5t of df'u&s. 
7CK= 7-Cblorokynurcnic acid; S.7 DCK'" S,7- OichlorokyPurcnic 
¡¡(id: CAC,,'" cis_ amir\O-Cl'OIOIIic:: acid an(l TACA;; uans- mino· 
croronlc I(id; GASA; y-lIlllin&- bul~Í( .cid; 2.N.5try= 2-NH,­
snydvtlnc; n.d.'" nOI daccud. 

Tablt 11. PaQme1(fS of DispJMrmenr o( {'Hf:Olycitll: Sp«ilic 
Bin4iR&: ID S)'RlIptosornal Membrana (rom'F'roe RClil'lll-

Pl PI 

" .. E.. .... Jl.M ... """,." 
f\.alllIllRe 0.79 0.06 0.68 0.25 
1)·$CflR<e 0.8S 12_8 I.OS n 
L·SCrlRC: 0.64 0.265 0.97 0.769 
HA 966 0.85 10.9 Ll 2).9 

-The p¡ilralllc:lc:rs "",erc calculalcd "rOlll di~aclCl'I_S curves afld Hin 
plOls ¡nol shown), whith WCfe subjcclcd 101 anaI)'$is by CC»l!pUlaliOfUlI 
n'c:lho.b. r' i!: 0.900. Dala wc:rc !fD"" mrc:c: tllperifllC:RIS de$Cribed Ufl' 

de!" Ellpni"lc:ma! Procc:dure pcr(ormed by duplicalC:, .nd Ihc nleans 
d,d IlOl diffcr morc fhozll IO"A.. 
."bbrcv,a¡ions as in Tablc l. 

GA8A receptOr [oo. The displacemenr was only 
achieved by bicuculline and flOle Ihal it displaced more 
("H Jstrychnine in P2 tllan in r { me:mbranes, althou¡;h 
Ine: efTecl is nOI statislically si¡;nificanl. Also, nOlice a 
modesl effecl of 7CK and 5,7 oCIe 

OISGUSSION 

lllere are several differences re¡;arding the neuro­
tr.lnsmiuers Syslems belween amphibian and mammalian 

PH]Strychnine has been lhe only radioactive ligand 
used lO characterize the GlyR by binding srudies. Until 
Ihe discovery of glycine site al Ihe NMOAII..~Il) specific 
{lH]glycine bindinc stl.Jdies were almost laclting, excepl 
for a few ones.¡71~ We found Ihal bOlh specific 
PH]glycine and PH]strychnin~ binding sites can be de­
tected in lhe memhranes of synaplosomal fractions ¡so­
Ia.ted from frOC retina. By several rea.sOns, to be ellposed 
beJow. we tbink that specific {'H)sIJ)'chnine bjnding rep­
resents, besides Ihe postsynaplic GlyR, anolher memo 
brane prolein. 

First, we found two binding sites for ['H]strychnine 
in e:ach one 'Of (he synapcosomal (metions, PHJScrychnine 
binding has traditionally becn used to localise the GlyR. 
.nd we know of no study tha! has shown !he existence 
of more than one süe.n ,l,U.I6) Howevt:r, strychnine has 
Iwo .pparent affinities for Ihe inhibírion of glycíne­
evoked elcclrophysiological responses in mammalian 
cells in culture,u" It is interesling that the h¡gh affinity 
strychnine binding site in P2 shows higher affiniry for 
strychnine Iban in PI, and even more, a ten-fold higher 
affinity than in other regioos óf the central nervous sys­
tem (CNS). A s.imilar affinif)' ror suychnine has been 
only found in fue ganglion cells from me spaslic mutant 
mouse retinaC l9) and in cultuted medullary neuronspll 
The differenf affiniries belween PI and P2 could signal 
the existence of different kind of receplors, moreover if 
we consider (har disp/acement also djffers. As an ex­
ample, fl-alanine (43%), taurine (46%), glycine (39%), 
lnd RU SOS (53%) partially displace suychnine trom 
P2 membranes. This .panial displacement of JHstry­
chnine in P2 agaíost the lack of dísplacement in PI may 
be is due to the exis[ence of the GlyR, displaced by ~­
alanine, I-serine, glycine. laurine and RU5135. Never· 
theless. ihough Ihe affinily and displacement differences, 
we Ihink thal the same kind ofproteins are found within 
each syl13ploSOnuJ fractions. whik proportions YaI)' be­
tween Ihem: nalice that in P2 B~ is ten-fold·higher 
(han 8-..1, l..ikewise, we Ihink Ih:u rhe low affinity bind· 
ing site signals Ihe GlyR in ea~h synaplosomal fraction, 
whereas me high affinilY binding site binds strychnine 
regardless of glycine and relal~d aminoacids. 

We only know of one kind of str)'chnine binding 
so resistam 10 glycine and analogs. Recently, iI has beeo 
reponed'1I 1 Ihe binding of PH]str)'chnine lO rabbil renal 
proximal tubules wruch was neither displaced by glycine 
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F1~. 2. Spoctfic ~ndinQ: or I'HJSh)'Chnine 10 s)'OIplosomal ~nd rrom PI (.) and P2 ([]) rractiOlU. Binding wu assayed u dacribed u"der 
M"lhods. by incubalinl menabranes in lhe pt"nenee or increuing coocaurafions or I'HJsuyclv¡ine. Specific bindin¡ was c.alculued wllh lOO IJ.M 
$U"ychnm<:. Tbe curves wctc d ... _ by aMI or complludoNlI mdhods. e) Scatctwd analysis (mm thc d.ra of PI mCllltxancs. showin¡ me ui$lCllce 
0.( Iwo btMiQl sita (ri '" 0.959 and ~ '" 0.95&) and. C) St.tct\ard anal)'$i$ from me data QC P2 men\b(3nCS. also showing twQ bloding ~tes <r! '" 
0.'100 and r} = 0.9$4). Poims are lbe meM or Itu"CC e~menlS perfonllcd by dupticate. whieh did nol dirrd" more than 10%. 

T lIblt 111. Pttcea, of Displaccmeal of I'H}Suychniae Specificany 
Bound 10 SynapfO$Ollud Mm1branes (ronl frac Rainr 

DIsplacer P2 PI 

Strydtni"e IOQ ¡A.M 100 lOO 
Glycine I mM )9:!:)(3j 21 :!: 10 (12) 
(3·alllllllC I mM ·O:!:4(9)< 12 :!: 5 (8) 
Tlunne I "1M 46:!: 7(7Y 11:!:6(9) 
PiC(OfOXlne 100 pM 7 :!: 3 (3) 9 :t 2 () 
GA.BA t 111M 9 :!: • (4} S :!: 1 (SI 
BlclKulhne 100 JlM 50:!: 11(4) 20 :!: 6 (4) 
IJ·sertne 100 JiM 12 :!: 7 (3) 7 
1 ·senne 100 pM .. n.d. 
HA 966 100 pM IJ n.d. 
1" CK 100 ~M 11 " :!: 6U} 
5.7 DCK tOO jlM 22 , Il (3) " :!: 9 (3) 
]·N,srry 100 JlM 9J , 8 (4) 12 :!: 10 (5)"' 
RU 5!JS 100 pM Sl , 12 Uf 11 :!: 8 (4) 
CACA 100 J.lM n.d. n.d. 
T."CA 1(0)lM n.d. n.d. 

'M(1.lIhr:Olld wet".: IIIcub:lled wllh 2 nM l'I-IJ~rydl,lIll1: ¡uid .hsplac.:· 
111"'" was asgycd as de$Cribed under Mcthods. spltc,tic bindin.¡:: .... IIS 
,;1",,1;<1.:01 111 lile pre~ke o( 100 !-1M ~Irychni"e. Data :rore the 11Ican 
!: SE ffo," (n) cxpc:runcms or from '''''0 c.~perimcnls. pcñonucd by 

duphc¡uc. ind'lvid~1 OICJ1f1 Vllllcs wet'"c subjeacd 10 S'uoJetU's r les!. 
.p < 0.05 t:re:ua di:splacanet\1 Ih.ln IIlAl achieved by any of the res, 
o( dt\l¡,::s. 

'p < O.OS Il"1:8ler displacemenl lhan !tUI! achieved by Ihe Slme df\lg 
In Pl manbranc:s.. 
AbbrcYlalions u in T'¡'lc 1. 

Tablc IV. Panm¡:¡m of Displlcanenl of rH1Strychnine Specific: 
8inding in FrO¡ SynaplO$Olll&.l MembcanCS" 

0.83 
O.2S 

P2 

1.4 
14.9 

0.88 
n.d. 

PI 

13.6 
~d. 

'PI~lIefers wefC: calclllated ITom displacentent QU"Vd and Hill plou 
(1101 shown) which werc: subjccled 10 anaIysis by computariooal medl­
ods (r ~ 0.94). Data wetC from Ihrcc experimentS perl"ormed by aoJ' 
plicate., me m~ did n'3t diffec by more dl&tl. 10%. 
Abbreviations as in Table /, 

nOf related :i\miooacids. Thoubh the binding was. of very 
low affiniry (Kn :=: 0.87 mM) compared wilh rhat in PI 
and P2 membranc:s, il was also sbowc:d tha1 bicuculline 
did inhibit the binding. lllis eould indicate a resem­
hlance between Ihe funclion orlhose sj(es and these ones 
detccted in frog retina. llle bicuculline aClion over 
strychnine binding and the modest e(feet 7CK and 5.1 
DCK had, could probably be explained on Ihe basis of 
Ihe slrUCturaJ fearurcs of alllhese three molecuJes which. 
like stry'ctmine. are rinc.ed molecules. Indeed ir has beeo 
proposc:d lhat srrychnine intenlcts with tite GlyR through 
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one of jls ring moeities!m hence it is very tikely that rine and RU-5J35 did partially displace strychnine from 
any OIher inleraelion wilh any other membrane proteio P2 membranes. The anotha one protein whieh binds 
In?1 5!T)'chnine jI has eould be medialed in this way. As glyeine also does bind.!:serioe and HA966 but it ís not 
lO e.umple, (lH]stryehnine binding to spinal cord syn- assoc:iated lo NMDAIt after the evidenee exposed above. 
J{nosomaJ memoranes lS iohjbjted-by4)N(tXra-tlw'eeee~t~' --_ILiLis..not {he NMOAIl• what is the nature of Ihe 
nnged molecule whieh is 3n AMPAlkainale receptor another one glycine-binding site'? There 15 another Kt~--
.... IIf.lb:Qnisl.°1l of proteio which biods glyeine io a stryehnine-insensi-

Th~ {'Hlglyeine binding dala from t\¡is sludy are tive way. This is Ihe electrophysiologically detecled o; 
wry similar 10 lhose collecletl for Ihe binding of isofonu of Ihe a subunit of the GlyR,!Ol) although the 
['H l~lycinc in synaplosomal memhrnnes from brain and mRNA of mis subunit W3S not found in the ral retina.!·~l 
spinill coru of mamm::lIs'l1·~l and chick relina,IUl where Aside Ihis, me localisation of the GlyR within Ihe frog 
~1<! KIl valu<!S are betwe<!n 40 and 200 nM. Moré ¡m- retina has nOI been tried thorQughly. The immunocyto-

. pomm is Ihe 'ael Ihar rhe aJfinily Ibr glyóne binding in chemical presenee of GlyR in frog retina is restricted 10 

eaeh synaplosomal fraetiOn is very near from the lower the localisalion of gephyrin,(~) but this proteio could nOI 
atlinjey site for strychnine binding. This suggests .ha. be exclusive of the GlyR.'·)) Qlher srudies using ¡mmu-
gl)'cine and stfychnine share asile within Ihe frog retina. nocylochemistry for localise the rest of subunits have 

TIle displacemelll of PHJglycine (rom PJ and P2 been performed only for mammals.Ol The case is the 
membranes bY.I-serine and {3.alanine ;ndieates tha! Ihe same for in situ hybridization studies.l··) Thus, the lo-
sile glycine anJ stryehnine share eould ir be an ¡soforro calisation of atypical suhuníts of the GlyR in froc retina. 
of the GlyR, overmost if we look Ihe ,C~ and nu that probably alike lO a1 of mammats, must nOI be dis-
bOlh !-serine and j3-alanine showed in displacint; glycine. counted, Finall)'. we know of nO study measuring )H-
alike [O lOase reponed formerly for the displaeemenl of gl)'cine binding to GtyR. we mean to purified GlyR, Ihus 
! 'H )slrychnine in mammalian spinal cord.m ¡ displacement of 'H-glycine to this prolein is nOI docu-

On the OIher hand. displacement by d~serine and mented. 
HJ\966 are consistenl with binding at Ihe gíyeine sile of 00 the other hand. eellolar localisation or 
Ihe NMOA reeeplor.!161 However. we could nol displace (lH}glycine upuke sites is restricted to amacrine ce\lst ..... l 

['HJgJycine neilher by 7CK nor 5,7 DCK. drugs that and, to our knowledge. ¡here are no autoradiographieal 
imer:H.:t with Ihe stryehnine.insensili",e glyeine site al the data over PHlglycine -()r (lH}strychnine binding siles in 
NMDA receptor in all Ihe lissues so far charaelerized.01 - any regian of frog CNS. 11 seems 10 be thal these kind 
j"\ Even more, we could nol modulate Ihe PHJglycine of dala must be generated for frog retina. in order tú 

binding by glutama1e, nor modulate Ihe f'H]glutamate compare Wilh biochemical data. 
NMOA-sensilive binding by glyeine (dala nol shown). Out results demonstrale the presenee of higo aflin-
JI mus' be sajd Ihallhe presence oflhe NMOAI( has beeo ity binding sites for glycine and for strychnine in frog 
delct.:led in Ihe relin:!. of several species: lhe rnRNA's retinal synaptosomal membranes. Some of 1he 
from NMDA H subunils llave becn found in mouse;!"'U) [·'H)glycíne binding sites, as well as sorne of 
glycine potenliation of NMOA-evoked responses has (!l-Ilslrychnine. represent the strychnine-sensitive pOSI-
becn shown in fish;'"·') slrychnine-insensitive and synaptic GlyR. However, in 1he frog relina other glycine 
NMDt\·associ:ned (lHlglycine binding has been meas- and strychnine sites are present. These show pharma-
urcJ m chick relina;¡)ll and NMDA-evoked eolosical characteristics in sueh a way that we can nOI 
['1-1 ]:lce[y\choline release in rabbit retina requires Ihe asign to any 1..110wn site. 
glyóne sire oflhe NMDAK.IHl Afier Ihese dala, il would 
bl! e'tpeclcd thal Ihe glycine site of the NMDAK in the 
(rog relina be alike 10 fhe resl of !he Yertebr:lfes. Our 
11:.lt:l sugt:/':st Ihat if presento this one is extreme atypieal, 
wllic/¡ we t/¡ink is nor rhe case. 

Ahern~lIively, we think Ihal glycine aiso has two 
bUlding si{l!s as does sCrydlOiO(", Ihough in glyeine case 
Ihe slIes can nOI be resolved by glycine allioil)', bUI by 
¡he a{1l1~)bs bouno lO cae/¡ sire: one sile binds ¡-s.enne 
Jntl ¡J-alanine and thus represems GlyR. Like~. the 
posslbility thar one o(dle glyeine binJing sices pertains 
[O GlyR explains why glycine. ¡J-alanine, I-serine. tau· 
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OBJETIVOS 

Se tiene la evidencia de que, dentro de la retina de la rana, la glicina se lUle a receptores 

diferentes al RGly típico de la médula espinal, de forma que el objetivo general de este trabajo fue 

caracterizar a los receptores de glicina en la retina de la rana. 

Para lograr lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

-Evaluar la seosibilidad farmacológica de los sitios de unión de glicina-3H y estricnina-'H que no 

forman parte del receptor postsináptico típico 

-Estudíar la localización de las subunidades del receptor postsináptico de glicina mediante 

inmunohistoquímica. 
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METODOEXP~NTAL 

Ensayos óe unión especifICa 

Unión específica dE L-glulamalo-J H 

Dentro del receptor ionotrópico de g/utamato tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR), existe un 

sitio en donde se une la glicina y tiene por efecto aumentar la afinidad del glutamato, en este sitio la 

estricnina no actúa como inlulJidor y se conoce como sido de glícína insensible a estricnina (Fletcher 

elal, 1990). Los datos obtenidos por Pér~León y Salceda, (1995, Introducción, antecedentes, anexo) 

no descartaron la posible existencia de un sitio de esta naturaleza dentro de las membranas 

siuaptosomales de la retina de la l1IDB, pues se carecía de la evid ... cia de la interacción directa entre la 

glicina Y e! glutamato. Para evaluar esta posible interacción ... e! t~ido, se midió la unión de glicina_'H 

en presencia de glutamato y de glutamato-'H en presencia de glicina. Realizamos este expetimento en 

membranas siuaptososomales de la retina de la rana y ... membranas siuaptosomales del telencéfulo de 

la rata, en donde el co-agonismo es claro (KGssler el al, 1989). 

Las membranas sinaptosomales de la retina de la rana (Rana pipie113) se obtuvieron mediante la 

técnica descrita por Pérez..León y Salceda (1995), grosso modo, se aislaron las retinas de ranaS 

adaptadas a la oscuridad, se homogenó al tejido en sacarosa 0.28 M-MgSO, 100 ¡tM, por 

centrifugación difer ... cíal se eliminó la fracción celular (botón. 500 g), se aisló la fracción sinaptosomal 

PI (botón a 11 000 g) Y la fracción sinaptosomal P2 (botón • 20 000 g). Estas fracciones se han 

caracterizado por microscopú electrónica por Salceda (1989), la fracción siuaptosomal PI contiene 

terminales de fotolTeceptores, ... donde se encuentra la estrnctura conocida como listón sináptico, 

fonnado por proteínas de! citoesqueleto y vesículas sinápticas; en la fracción sinaptosomal P2 se 

encuentran principalmente sinaptosomas de tamaño convencional La preseucia del fistón sináptico 

confiere una tlotabilidad menor a las terminales de los fotorreceptores, lo que Úlcilita la separación de 

las fraecioones siuaptosomales por centrifugación diferencial 

Cada fracción siuaptosomal se sometió a choque osmótico en Tris-HCl 50 mM pH 7.4, se 

sedimentarOn las membranas a 71 000 g Y se lavaron 5 veces, repitiendo la centrifugación a 71 000 g. 

Luego se incubaron en 20 veces el peso de! tejido inicial en volwneu de Tris-HCI50 mM pH 7.4 a 30'C 

durante 30 min Y se sedimentaron a 71 000 g, finalmente se congelaron a -20"C hasta el momento del 

expelÍmenIo. 

Las membranas sinaptosomales del telencéJido de la rata se aislaron de acuerdo al método 

descrito por Kessler y colaboradores (1989). En resumen, se homogenizó al teléncéfalo en sacarosa 
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0.32 M-acetato l mM pH 7.4, se aisló la fracción sinaptosomal por centrifugación diferencial (1000 g )' 

35 000 g). se obtuvieron las membranas por choque osmótico y se sedimentaron por cenuifugacióll a 

40 000 g. 

El glutamato-1-I (56.6 Cilmmola) se utilizó a lIDa concentración final de 10 11M, la unión 

especifica se obtuvo desplazando con glutamato l mM, Y la unión asociada al NMDA, ,e detenninó 

con NMDA 1 mM Y con ácido amino-fosfono-valérico (AP-S) 1 mM. Es impOltante recalcar que el 

desplazamiento obtenido con glutamato 1 mM señala todos los receptores a los que se une el 

glutamato--3fL entre ellos los c:tifermtes receptores ionotrópicos de este aminoácido excitador, mientras 

que el desplazamiento con NMDA ó AP-5- señala sólamente al subtipo NMDA 

Desplazamiento de la wu·ón de gbCina_3Hy de estnázina_JH 

En estudios previos (Pérez-León y Salceda, 1995, Introducción, Antecedentes, anexo) 

demostramos que los sitios de unión de estricnina_3H y los de g1icina_J H pueden distinguirse por que la 

estricnina-\{ presenta dos afinidades y por la carencia de inhibición entre Wla y otra molécula 

Concluímos que existen dos tipos de proteínas membranaIes donde la glicina y la estricnina se unen con 

alta afinidad, lUlO de ellos es el RGIy típico, quedaria por delinear la identidad del tipo restallteo 

Los experimentos de desplazamiento de ligandos radioactivos se plantearon para caractclizar 

farmacológicamente esos sitios de unión de glicina-1-I y estricnina-3H, el espectro de moléculoas 

utilizadas en estos experimentos incluyó a ligandos de otros receptores pertenecientes a la tillnilia de los 

receptores ionotrápicos, a antagaoistas de intercambiadores iónicos y de transpOIladores de membrana. 

con el fin de detectar la interacción de nuestros ligando s radioactivos, si la hubiera, con otras proteínas 

de membrana además del RGIy. 

El desplazamiento de estrimina-l¡{ 2 nM se determinó en presencia de Las siguientes drogas: 

hexametonio, (lig:mdo del receptor nicotínico de acetiIco\ina), ácido niflúmico, DIDS (inhibidore, del 

intercambiador aniónico de la meuinna plasmática del eritrocito de mamífero), sarcosina (inhibidor del 

transportador de alta afinidad de glicina), todas a l mM;. lOO 11M la 2,3 dihidro-6-nitro-7-sulrnmoil­

benzo(f}-quin0xalina-2,3-diooa (NBQX, inhibidor de \os receptores ioootrópicos de ghltamato) y el 

acido 5, 7 diclorokinurénico (5,7-DCK), lig:mdo del sitio de la glicina insensible a estricnuta en el 

NMDA". El desplazamicnto de glicina-'H se midió con las drogas sarcosina, NBQX y bexametonio 
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Inmunohistoqutmica 

Animales 

Se utilizaron ratas pigmentadas (Rat/us rwrvegicus. cepa Long Evans) y ranas. Adaptamos y 

sacrificamos a los animales en la oscuridad, bajo las mismas condiciones disectamos los globos 

oculares, los que sumergimos en parafonualdebído (PFA) 4%, aruortiguado a pH 7.4 con [o;;futo de 

potasio 0.1 M (PB) durante 30 mio, después hemisectarnos y fijamos a la copa óptica durante 2 horas 

más en la misma solución. Posteriormente lavamos al tejido en NaCl 0.9o/.-PB (PBS) y se prepa:ró para 

congelación sumergiendo en concentraciones crecientes de sacarosa (lO, 20 Y 30%)-PB. 

pennaneciendo toda una noche (on) en sacarosa 30%-PB. 

Las retinas de la rana y de la rata se colocaron en un sólo bloque y se cortaron por congelació~ 

en secciones verticales de 10 ¡.un. se colectaron en portaobjetos cubiertos de gelatina y se congelaron a 

_20°C hasta su uso. 

Anticuerpos. - Se utilizó el anticuerpo monoclonal (mAb) 7a (Boehringer), que reconoce a la subuuidad 

de 93 kDa (gefirina) del RGly, y el mAb 4a, que reconoce a las subunidades ex (en todas sus variantes 

génicas conocidas, ul-ex4) y 13. Estos mAb's han sido caracterizados (Pfeiffer el al, 1984), el rnAb 4. 

fue uoa donación del Dr. H Betz, Max Plaock Institut fiir Hirnforscbung, Frankfurt, Alemania. 

Se utilizaron además los anticuerpos policlonales Ah RGiy. dirigido contra el RGly pwificado 

de la médula espinal de la rata, y el Ab 384, dirigido contra un péptido sintético correspondiente a la 

secuencia de aminoácidos 384-391 de la subunidad a. de la médula de la rata. Cada anticuerpo 

polidona! proviene de suero de conejo, reconocen a una proteína con peso molecular equivalente a la 

submtidad ex del RGly, conforme han sido caracterizados por RuíbGómez y colaboradores (1991) Y 

fueron donados por el Dr. F. Mayor (Universidad Autónoma de Madrid, España). 

Incubación con anticuerpos y detección. - En todos los experimentos por describir utilizamos secciones 

alternas para evaluar a cada anticuerpo simuháneamente. Los cortes se incubaron en acetona ~ ·20°C 

para permeabilizar al tejido, se secaron a temperatura ambiente (t..) y se reltidrataron en NaCI 0.131 

M- Tris-HCl pH 7.6- Tritón X-lOO 0.1% (TBS). Los cortes se incubaron en una solución de suero 

nonual de cabra 20o/ .. lBS (t.a, 30 min) e inmediatamente después con la solución del anticuelpo, on a 

4"C. Las diluciones de anticuerpos primarios fueron: mAb 7. (contra gefirina) 1: 10, mAb 4a, AbRGIy y 

Ab 384 1:100, todos preparados en lBS, Al furalizar esta incubación, se lavó con lBS (lO mio, 2 

veces (2x», se detectó la presencia del mAb 4a con IgG clIivo vs ratón acoplada a [o;;futa5O alcalina 
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(AP) Y la de los anticuerpos policIonales con IgG chivo vs conejo-AP (SIGMA), incubando a los cortes 

dw·ante 2 hs, t.a. Cada tipo de IgG se qtilizó diluída 1:100 en TBS. La actividad de [osfatasa alcalina 

(AP) se detectó con 5-brom0-4-cIoro-indolil-fosfáto (BCIP, Boheringer) como sustrato y nitro-azul 

tetrazolio(NBT, SIGMA) como cromógeno, en presencia de Jevanñso~ utilizado como inhíbidor de las 

fusfatasas endógeoas, en un amortiguador NaCl-Tris 0.1 M- MgCI, 50 mM, pH 9.5. La reacción se 

vigiló bajo microscopía de luz y se detuvo sumergiendo a los cortes en agua destiIada. 

Los cortes incubados con el mAb 78 se sometieron a la detección de este anticuerpo por el 

método de la biotina avidina-peroxidasa: 2 horas a La en IgG cbivo vs ratón acoplada a hiatina, 1: IDO 

en TBS, se lavaron (10 min 2x) y se incubaron en avidina-peroxidasa 1: 1000-PBS I h, t.a. La actividad 

enzimática de la peroxidasa se reveló utilizando H,o, 0.01% como sustrato y díaminobencidina (DAB) 

0.05% como cromógeno en un amortiguador Ttis-HCI 50 mM, pH 7.6. La reacción se vigiló bajo 

microscopia de luz. y se detuvo sumergiendo a los cortes en agua destilada. 

En experimentos con marcaje doble, se incubó a los cortes con un mAb dirigido contra la 

siutetasa de glutamina (Chemicon 1:500) y con el Ah RGIy o el Ab 384. En estos exverimentos se 

utilizaron como anticuetpos secundarios IgG vs ratón acoplada a cianometil-indocianina (Cy3, 

fluorescencia roja,Calbiochem) e IgG vs conejo acopIada a isotiocÍanato de fluoresceína (FITC, 

fluorescencia verde, SIGMA). 

Todos los anticuerpos secundarios se pre-absorbieron con suero de rata. En cada serie de 

experimentos se incubaron como control cortes con suero nonnal de cabra al 200/0-TBS, en paralelo 

con los cortes incubados con los anticuerpos primarios, este método resuhó siempre en la carencia de 

señal Al final de cada experimento los cortes se cubrieron con glicerol 70% y se analizaron bajo 

microscopía de contraste interferencia! (Nomarski) o microscopía de fluorescencia. 

Electroforesis preparatoria e irununotransferencia.- Se obtuvieron membranas sinaptosornales de la 

retina de la rana (péreüLeón y Salceda, 1995, ver arriba) y de médula espinal de rata de acuerdo con el 

método descrito por Young y Snyder (1973). Las proteinas de las membranas sinaptosomales se 

separaron en geles reductores de poliactilamida-dodecil suJfuto de sodio, de acuerdo con el método 

descrito por Laemli (1971). Los geles se transfirieron durante toda una noche a nitrocelulosa (BioRad), 

con el USO de un amortiguador Tris 25 mM-glicina 192 mM-metanol 20%. Al término de la 

transferencia, se tiñó a las membranas de nitrocelulosa con rojo de Poncean O.5o/o-ácido acético 2%, se 

seüaló la posición de los patrones de peso IIlOlecuIar de intervalo amplio (BioRad) y se separaron del 

resto de los carriles. 
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La membranas de nitrocelulosa con las muestras se bloquearon durante lUla hora en leche 

descremada 5o/~ EDTA 2 mM en NaCl 500 mM- Tris 20 mM (TBS) y luego se incubaron durante 

toda una noche en una de las soluciones con anticneI]JOs: mAb 7a 1:10 y mAb 4. 1:500; Ab RGly 

1: 100 y Ab 384 1:50, diluídos en TBS. La incubación con los anticuerpos firuiliz.ó lavando en Tween 20 

(BioRad) al 0.5o/~TBS, 10 min 3x. 

La incubación con los anticuerpos secundarios fue por dos horas a t.a. Para los anticuerpos 

policlonales se utilizó 19G clIivo vs conejo acoplada a fosfata5O alcalina (AP) 1: 100-TBS, 2 hs a t.a. Se 

lavó a la nitrocehdosa en Tween 20-TBS, 10 min, 3x y se preincubó 15 min en Tris 100 mM-Nael lOO 

mM- MgCI, 50 mM pH 9.5, luego se añadió una mezcla de BCIP, NBT y levamisol endógenas) para 

revelar la actividad de AP, y se detuvo la reacción con agua destilada. 

Las membranas de nitrocehdo5Os incubadas con los mAb's 7a y 4a se incubaron en IgG chivo 

vs ratón acoplada a biotina, diluída 1:loo-TBS, dos horas a t.a., se lavaron 10 ruin 3x en Tween 20-

TBS y se incubaron una hora en avidina-peroxida5O 1: 1000-TBS. La incubación finaIizó lavando en 

TBS 10 min 3x y posteriormente se preincnbó a la nitrocelulosa en NaCI 0.9o/~fosfatos 0.\ M pH 7.4 

(PBS) 15 ruin, se agregó al medio H,o, 0.01%, DAB 0.05% para revelar la actividad de peroxidasa, la 

reacción se detuvo lavando en agua destilada. 

Iwmmcx:itoquímica de células gliales aisladas de la retina de la rana. 

Se adaptó a las ranas a la oscuridad durante tul período de más de 2 horas. Bajo las mismas 

condiciones, se les decapitó y se extrajeron las retinas en tula solución Ringer> amortiguada con 

bicarbonato de sodio a pH 7.4, en la que se lavó al tejido para posteriormente transferirlo al medio 

DME-70%, con papaína (8.5 UlmI) pre-activada con L-cisteina I mM-EDTA 2mM. Se íncubó al 

tejido durante 30 min a 31°C, la incubación se detuvo lavando al tejido con Riuger Krebs­

bicarbonato, después de lo cual se incubó en una solución de ARNasa 50 U/mI-medio DME 70%, 

a 31°C 30 mino La incubación se detuvo lavando de nuevo con Ringer-bicarbonattl-, a partir de 

este punto se disoció a las células mecánicamente. 

Las células se disociaron mecánicamente, 8 través de la boca de una pipeta Pasteur, se 

pennitió sedimentar durante 5 mio Y se colectó el sobrenadante. Este procedimiento se repitió un 

mínimo de 5 veces, recolectando siempre el sobrenadante y conseIVando aquellos que presentaran 

enriquecimiento en células de Müller, que se reconoºieron por su morfología caracteristica (ver 

figura 11). 
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La fracción de células de Müller se fijó Con PFA-4%-PB durante 1 S mio, se lavó por 

centrifugación a SOO g y se resuspendió a las células con PB, repitiendo el procedimiento Wla vez. 

Las células de Müller se montaron en portaobjetos cubiertos con gelatina y en éstos se realizó la 

illmunocitoquímica, siguiendo el mismo procedimiento que para los cortes histológicos, además de 

que incluÍlDos el uso de un mAb contra vimeotina, 1: IOO-TBS (SIGMA). 
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RESULTADOS 

Ensayos de anión específica 

Unión de glutamato-JH 

La interacción entre la glicina y el glutamato dentro de las membranas de PI Y P2 se muestra, 

respectivamente, en las figuras 1 y 2. La unión de glutamato-3H es de magnitud similar en condiciones 

control y en un medio con 1 mM de glicina, es de notar que se obtuvo unión específica de glutamato-3H 

sólo al desplazar con glutamato I mM, pero no con NMDA ni con AP-5, indicando que, en las 

membranas sínaptosomales de la retina de la rana, el glutamato-'H se une a receptores del tipo no­

NMDA Por su parte, la unión de glicina-'H es equivalente con y sin glutamato. 

En la figura 3 se muestra el efucto de la glicina 1 mM sobre la unión de glutamato-'H en las 

membranas siuaptosomales del telencéülo de la rata, aqlÚ la glicina sí aumentó la unión al NMDA., 

como puede concluirse por el incremento en la unión especifica con NMDA y con AP-5. Este dato 

demuestra que nuestro método detecta la presencia del NMDA. en el tejido en que se presenta (por el 

desplazamiento del glutamato-'H con NMDA y AP-S) y que la afinidad del glutamato-'H por este 

receptor se incrementa por efucto de la glicina. 
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Desplazamiento de la unión de glicina) H y estricnina-J H 

En la figura 4 se muestra que la estricnina-JH se desplazó a llll nivel estadísticamente 

significativo por efecto del NBQX y el 5,7-DCK, pero únicamente en las membranas de P2 (prueba t de 

Student, p<O.05). La sarcosina, el DIDS y el ácido nilIúmico carecieron de efecto sobre la tmión de 

eruicnína radioactiva. 

La figura 5 ronestra el desplazamiento de la unión de glicina-'H por la sarcosina, el hexarnetonio 

y el NBQX, de entre estas drogas, sólo la sarcosina desplazó a la glicina-'H en magnitud significativa 

estadísticamente y el efecto se restringió a la fraoción n. 
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lnnnmotransferencia 

En la figura 6 se muestra la inmunotransferencUt correspondiente al mAb 7 a. En esta figura se 

aprecia que las membranas sinaptosomaIes de la médula espinal de la rata y de la retina de la ,alla 

muestran el mismo patrón de reactividad: hay una banda de 93 kDa correspondiente a la gefiriua, 

además de una banda de aproximadamente 141 kDa. Este patrón se repitió todas las veces que se 

realizó el experimento (3 preparaciones diterentes), pese a combinar diversos periodos de ebullición de 

las nmestras antes de separar por electroforesis. Como el mAb 7a reconoce exclusivamente a la 

gefirina, la banda de abo peso molecular probablemente corresponde a la suma de la gefirina más la 

subnnidad (l del RGly (48 kDa). 

La figura 7 corresponde a las ínmunotransfurencias con el mAb 4a, probado en las membranas 

de PI y P2 de la retina de la rana, el patrón obtenido se repitió en 3 ensayos diferentes. Se encontró Wla 

banda d. 48 kDa, así como otras dos bandas de mayor peso molecular, en el intervalo de 70 kDa y de 

96 kDa. Esta tercera banda corresponde al dímero de subnnidades U, que permanece aun bajo las 

condiciones reductoras del geL la banda de mediano peso molecular no corresponde a ninguna proteina 

conocida, aunqne Miller y Schnellman (1994) ban encontrado que el mAb 4a reconoce a liJa banda de 

75 kDa en las membranas del túbulo renal del con~o. 

Lo más relevante de este experimento es que no detectamos lW.a banda de masa molecular 

equivalente a la subnnidad 13 (58 kDa), lo qne implica que en las fracciones sinaptosomales de la retina 

de la rana se encuentran sólo las subunidades a del RGly. Puede argilirse también que las fracciones 

sinaptosomales, al no incluir a todo el tejido, pierdan las subunidades P; sin embargo, es poco probable 

que se pierda selectivamente sólo un tipo de subunidad durante el proceso de aislamiento. De forma 

análoga a Jo que se expuso en párrafos anteriores, que en los túbulos renales del conejo se detecta la 

subtmidad Jl y no la a, es plausible que los sinaptosomas de la retina de la rana incluyan únicamente a la 

subunidad a de! RGly, ó que en la retina de la rana exista una isoforma de la subunidad Jl a la que no 

reconoce e! mAb 4a; con los datos disponibles, no puede discernirse entre una y otra alternativa. 

Es probable que el RGly de la retina de la rana se componga de homoligómeros de subunidades 

a, la existencia de homoligómeros de esta naturaleza es plausible, confotTUe se expuso en la 

lntrodocción (pérez-León y Salcerla, 1996 El receptor postsináptico de glicina), ann cuando no puede 

descartarse que en la retina de la rana exista una subunidad 13 distinta a las "'sta abora conocidas. 
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El Ab 384 (fig. 8) Y el Ah RGIy (fig. 9) reconocen. oo. sola banda de 48 kDa, tanto eu 

membranas sinaptosomales de la médula espinal de la rata como de la retina de la rana. Estos 

anticuerpos se probaron por Ruíz-Gómez y colaboradores (1991), con resultados semejantes. 
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Figura 6.- Inmunotransferencia de las membranas sinaptosomales de la médula espinal de 
la rata (Se) y de las fracciones sinaptosomales de la retina de la rana con el mAb 7a, 
utilizando DAB como cromógeno. En todos los carriles se marcó una banda de 93 kDa 
correspondiente a la gelirina y una banda adicional que se discule en ellexto. 
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Figura 7.- Inmunolransferencia de las membranas sinaptosomales de la retina de la rana 
con el maAb 4a utilizando DAS como cromógeno. Se marcaron 2 bandas de masas 
relativas de 48 kDa y 96 kDa. la primera correspondiente a la subunidad IX y la segunda al 
dímero de ésta. Se reveló también una banda en el intervalo de 70 kDa. que se discute en 
ellexto. 
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Figura 8.- Inmunotransfereneia de las membranas sinaptosomales de la retina de la rana y 
de la médula espinal de la rata (SC) con el anticuerpo polielonal Ab 384, la localización del 
anticuerpo se reveló con IgG acoplada afosfatasa alcalina. En todas las muestras se marcó 
una banda de 48 kOa. 
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Figura 9.- Inmunotransferencia de las membranas sinaptosomales de la retina de la rana, 
Pl y P2 Y de la médula espinal (Se) de la rata probadas con el anticuerpo policlanal Ab 
RGly (cromógeno DAB). La banda que se aprecia en cada uno de los carriles tuvo una 
masxa molecular calculada en 48 kDa. 



Inmunohistoquímica 

En la figura 10 se muestran los cortes de retina de rana sometidos a inmunohistoquímica con el 

mAb 7a. Puede apreciarse que la inruunorreactividad se localiza en la epI, así nuestros resultados son 

semejantes a los obtenidos con el uso de el mAb 7a en las retinas del conejo, la rata~ el mono y el gato 

(Grunert yWiíssle, 1993) y, en particular, a los que se hau obteuido en la rana Xellopus Jaevis (Smiley y 

Ya:zulla, 1990b), si bien en las especies de mamíferos la gefuina se localizó también sobre algunas 

células ganglionares (Grünert & Wassle, 1993). 

Figura 10 (página siguiente).- Inorunohistoquimica contra la proteina de 93 kDa del RGly, la 
localizacion del anticuerpo se detectó con el método de biotina-avidina-peroxidasa, el producto de 
reacción se localiza sobre la capa plexifunne interna (ePI), indicando la presencia de la gefuina eu esta 
zona de la reóna. Abreviaturas ROS: segmentos externos de los fotorreceptores; CNE: capa nuclear 
externa; CPE: capa p1exifonne externa; epI: capa nuclear interna; GeL: capa de celuIas ganglionares 
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Inmunohisloquímica con/as GTJiicuerpas mAb 40, AbRGIy Y Ah 384 ,- Los resultados obtenidos con 

los anticuerpos mAb 4a, Ah RGly Y Ah 384. se incluy~ en el manuscrito fmnnmohistochemical 

localizalion o/ g!ycine receptor in synaptic layen and g/io! ce!Is 01 frog fetilla, aceptado para su 

publicación en la revista Primary SenSOIY Neuron. se descnñen a continuación, 

La innnmohistoquímica con el mAb 40, que reconoce a las subunidades a l-a4 y 0 del RGly. 

produjo reacción en la capa plexifonne interna (CPI), tanto en la rana (fig lB del m31IUSCI;to refelido) 

como en la rala (fig 2B). Dado que las fracciones sinaptosomales de la retina de la rana evaluadas con el 

mAb 4a no mostraron la banda correspondiente a la subunidad J3 (sección anterior), concluimos que el 

patrón obsetVado en la inmunohistoquímica corresponde únicamente a la distnbucióu de la subwüdad 

a. 

En la retina de la fana la innnmorreactividad fue homogénea sobre toda la extensíón de la (PI. 

ello indica que las neuronas en donde se encuentran las subWI.idades a del RGly. se estratifican de 

manera díspersa. 

En la retina de la rata pudieron distinguirse dos bandas con mayor intensidad al centro d~ la 

epI. Este úhímo dato es semejante al obtenido por Grünert y Wassle (1993), e indica que en esa Zllna 

de la CPI hay \UllI densidad mayor de las subunidades del RGIy, a forma de corolario, el hecho de 'lile 

repítamos el patrón de inmunorreactividad obtenido por otros investigadores al utiliz.1I' el misll10 

anticuerpo (el mAb 4a) en el mismo tejido (la retina de la rata), evalúa satisfactoriamente los resultados 

obtenidos en 13 retina de la rana 

Las figuras l C y 2C del manuscrito citado muestran, respectivamente, la inmunorreactn;dad 

producida con el Ab RGIy en la retina de la rana y de la rata. Hubo una señal positiva muy fuerte ell la 

capa plexifurme externa (CPE), en la CPI y, ademas de estas capas plexifonnes, en algwlOs procesos 

provenientes de la capa de células ganglionares., que se seílalau con flechas en las figuras. Estos 

procesos cruzaron en sentido vertical a la retina, terminando en la CPE, lo que concuerda con las 

prolongaciones descritas en las células de MüDer, el tipo principal de célula glial ell la retilla (Semple­

Rowland, 1991). Los resultados obtenidos en la inmunohistoquímica del Ah 384 fueron semejantes ~ se 

muestran en las figuras ID y 2D del manuscrito citado al inicio de esta sección. 

El USO de estos anticuerpos policlouales demostró que hay alguna isoforma de la ,ublUlidad o. 

que se localiza en la CPE de la rata, con lo que se extiende la participación probable de la glicina ell la 



comunicación neuronal en esta capa de la retina de los mamíferos. Además, y de forma más relevante, 

los anticuerpos policlonales detectaron a esta isoforma ~ procesos que parecen ser de células gliales. 

Para determinar si los procesos DIa1Cados por los anticuerpos Ab RGly Y Ab 384 corresponden 

a células de Müller, realizamos experimentos de marcaje doble con un coctel que incluyó a UllO de esos 

anticuerpos además de un mAb dirigido vs la sinteta .. de glutamina (Chemicon). ÚI figura 3 muestra el 

rerultado correspoudieute a la combinación Ab RGly/sinteta .. de g\utamina en las retinas de la raua 

(3C, 3D) y de la rata (3G, 3H, obtuvimos datos iguales con el coctel Ab 384/sintetasa de g1utamina que 

nO mostramos). El patron obtenido muestra una co-Iocalizacióu exacta del AbRGly y el mAb vs 

sinteta .. de glutamina, apoyando la idea de que los anticuerpos policlonales AbRGly y Ab 384 detectan 

la presencia del RGIy sobre las células g1iales de Müller en la retina. 

Queda por explicar que la co-localización es tan precisa, que la distinción entre una y otra 

figura nO es clara, creemos que los procesos de las células de Müller están marcados y que la 

inmunorreactividad al RGly co-Iocalizó con ésto~ pero coinciden de fonna tal que las figuras 

parecen ser las mismas. No obstante, la especificidad de los anticuerpos secw1darios se demuestra 

en los cortes contro~ probados sin anticuerpos primarios y un coctel de IgG's conjugadas a Cy3 y 

F/TC (figuras 3B y 3F del manuscrito inserto), en los que la fluorescencia basal es muy débil. 

Como una corroboración adicional a la idea del marcaje de células de MüUer por los anticuerpos 

Ah RGly Y Ab 384, intentamos la inmunocitoquímica con tales anticuerpos en células de Müller 

aisladas. 
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Abstraa-Olycine has been considcred as .1 neutOllartSminer in the inner plexifonn layer (IPL) o( 
mamma1ian ~ Jn cold-blooded vcrtebmes both the oucer and tbe inner plcxifonn layer appeac 
to use ¡Iyeine as a neurotr3nSmiucr. In dW; work: we usc:d monoclonal and poIydonal antibodics 
10 study me localization of che postsynapcic gJyeine receptor (GlyR) subunits iD fros' aod rat mina. 
MonockmallUllibodies revealed the presence of GlyR a ~ /J subunirs al me inner plexifonn layer. 
wbeteas immuflOlQCtivitY lO the polydon:ñ llntibodles wus observec1. besides \be IPL.. in me outer 
plex.i.form layer and on MU.Uec Slia! ed15. 1'bese fr.tldings sUggesl mar. some isofonns of G\yR are 
localized in synapdc terminals and gtia! cells witbin vert:ebrale: retina.. 

Keywords: Glydne~ receptor:. retina; im.rnunolüstoehc:mistry: Mntler ceU; 5yn;lptic layers: frog: rato 

l.lNTRODucnON 

GJycme has beeo shown to playan important role as 3D inhibitory neurottansmit­
ter in the vertebrate retina. Several groups have reported high concenttations of 
this amino ac~d within vertebca.te retinas (Voaden~ 1976; Marc, 1989) and autora­
diogra.phic studies have shown glycine tmnsport by retina! neurons (Pourcho and 
Goebel, 1990). In mammals. glycine actions appear to be restricted to me inner 
retina.. acting en ganglion. amacrine and bipolar ceUs (Stone and Pinto. 1992. 1993; 
Boas er al .• 1993). In amphibian retina. glycine appears to act al bolh the outer and 
in \he ioner plexifonn layers. since it depolarizes horizontal neurons (Stockton and 
Slaughter, 1991), hyperpolarizes!he ganglion eells (Pan and Slaughter, 1993; Yang 
and Wu, 1993), and biochemical srudies bave localizc:d glyGioe and strychnine bind­
'mg siles in synaprosornal fmetioos isolar:ed from me OUler and me iooer plexífomi 
layees of frog retina (Pérez-León and Salceda. 1995). These acEions of glycine in 

·To whom correspondence should be addressed. 



lnlroduclion 

Glycinc has been shown to play an important rule as inhibitDry neurotransmitter in the vertebratc 

retina. Several groups have reported high conccntratiom: of trus amino acid witrun vertebrate retinas 

(Mare, 1989; Voaden, 1976) and auloradiographic slodies have shown glyeine lransport by relina! 

neurons (Pourcha and Gaebel, 1990) . In mammals, glycine .ctions appear lo be reslricted lo lhe 

inner retina, acting on ganglion, amacrine and bipolar cells (Baos el al, 1993; Stone and Pinto, 

1992, 1993). In amphibian relina glycine appears lo ael at both the outer and in the inner plexiforrn 

Iayers, sinee it depolarizcs horizontal neurons (Stoekton and Slaughter, 1991) hyperpolarizes the 

ganglion cells (Yang and Wu, 1993; Pan and Slaughter, 1993), and biochemical studies have 

localired glycine and strychnine binding sites in synaptosomal fraetians isolated fram the outer and 

the inner plexjforrn Iayers offrog retina (Pérez-León and Salceda, 1995). These aetians af glycine 

in retina are mcdiated through the stryclmine-sensitive postsynaptic glyeÍfle receptor (GlyR). 

The GlyR has been proposed LO have a pentameric structore, composed ofthree 48 kDa-a 

subunits, and twa 58 kDa B subunits (Langosch el al, 1990). These subunits lorrn the cblonde 

channel gated by glyeine (Langosch el al, 1990). The pentameric GlyR is assoeiated to a peripheral 

intracytoplasmic protein named gephyrin, whieh il is supposed la be a GlyR-tubulin linkcr prolein 

(Kirsch and Betz, 1995; Kirsch el al, 1991). Dilferent isoforms of a and Il subunits have been 

reponed by cloning studies and heterologous expression has demonstrated thal the subunits fonu 

receptors with different sensitivities to the anragonist stryctmine and chloride channel blockers. 

The a and p subunits of the GlyR have been localized by irrununohistochemistry using 

monoclonal antibodies at lhe inner plexiform layer (IPL) ol mammalian retina (Grlinen and Wássle, 

1993), wbereas gephyrin has been irrununolucalized in the lPL in marnmals (Jager and Wássle, 

1987), and in both the lPL and the outer plexiform Iayer (OPL) of cold-blooded vertebrates (Smiley 

and Yazulla, 1990; Yang and Wu, 1993; Yazulla and Studhobne, 1991). However, it has been 

recently shown in mammalian retina that gephyrin colocalizes with severa! subunits of ganuna­

amino-butyric acid (GABA) type A receptor (Sassoe-Pognetto el al, 1995). Therefore, the gephyrin 

irrununolocalization can not be longer used as an unequivocal criterio n for signaling glycinergic 

synapses. 

In this work we used monoclonal and polyclonal antibodies raised agalnst the a and B subunits 

ofthe GlyR to study tbeir localization in Ibe frog and rat retina 

Methods 

Animals.- Frogs (Rana pipiens) and pigmented rats (Long Evans) were used in these experiments. 

AnimaIs were dark-adapted, decapitated and enucieated onder dim red light conditions, Eyeballs 



were irrunedialely irrunersed in 4% paraformaldehyde-O.I M phosphatc huifer, pH 7.4 dwing 30 

min .. Eyeballs were then hemisected and optíc cups were tued for two hours in the sarne fixativc. 

We performed a series of experiments in wruch we used shorter fixation times ana result'i were 

essentiaUy the same, though (he sensivity o[ mAh 4a lO aldehyde flxalion, as reponed hy Grünert 

and Wiissle (1993). Tissue was washed in 0.9% NaCI-PB (PBS) and cryoprotected in successivc 

eoncentrations of suerose (10%, 20% and 30% sucrose-PB. 30 min <"Ich) and tinally in 30% 

sucrose-PB ovemight al 4°C. 

Retinas froro ral and frog were posilioned in a single block and 10 ~m thick vertical sectiOlls 

were cut with a cryostat, collected anta gelatin-coated slides and stored al _2()OC until ex.periments 

weredonc. 

Antibodies .. The monodonal anlibody roAb 4a, raised using purified ral GlyR, re~ogni7.es all the 

GlyR o; subunit isoforrns known to date as weU as the B subunit (Pfeiffer et al, 1984). The rabbil 

polyclonal antibody AbRGly was also raised against the purified rat spina! cord GlyR (Ruiz-Góroez, 

el al, 1991). A synthetic sequence corresponding to amino acids 384 lhmugh 391 of tile a suhunit 

was used to produce the polyelonal antibody Ab384 (Rulz-G6mez el al, 1991). In wcstern blol 

assays both polyclonal antibodies recognize a 48 kDa band in synaptosomaJ membranes i'iolated 

from rat spina! cord (Ruiz-Gómez el al, 1991) and plexiJorm layers offmg retina (Pércz-león, not 

published). A monoelonal antibody against the glial enzyme glutaminc synthetase (Chernieon, USA) 

was used in double-label irnmunofluorescence experiments. 

/ mmunohistochemistry. In all experiments alternate retinal sectiOTL'i were used to test the different 

antibodies. Acetone was used to perrneabiIize seclions (lO rnin at _20°C), lhe slides were then air­

dried al room temperature and hydrated in 0.131 M NaCl-5 mM Tris-HU pH 7.6 containing 0.1 % 

Trilon X-lOO (TBS). Sections were incubated in a blocking solution containing norma! goat serum 

20% -TBS during 30 minutes and lhen with lhe primary antibodies ovemight at 4°C Afier two 10 

mm wash in TBS. sections were incubated two hours al room temperature with secondruy 

antibodies eoupled lo alkaline phosphatase goat anti-mouse (Sigma) or goal anti-rabbil 

(Boellringer). The primary and secondary anlibodies were diluted !:lOO in TBS_ The alkaline 

phosphatase activity was visualized using 5-bromoA-clúoro-3-indolyl-phosphate (BeIP. 

Boellringer)as substrate and nitro blue tetrazolium (NBT, Sigma) as ehromogen in a MgCl, 50 

mM- Tris-NaClloo mM solution adjusted 10 pH 9.5 with HeL levamisole (Sigma) was used as an 

inhibitor of endogenous phosphatases. Then slides were coverslipped using glycerol. 

For double !abel experiments the sections were incubated with !he monoclonal antibody against 

glutamine synthetase (Cbemicon, 1 :500) and either me AbRGly or the Ab384. Goat antimouse 



ciano-mcthyl-indocyanine (Cy3, Zymed) ano goat anti-rabbit Huorcsccm-isothiocianate (ATe, 

Sigma) conjugate irnmunoglobuIins, diluted 1 :50 and 1 :200 respectivcly, wcre used as secondaIy 

antibodic..,>. 

AlI secondary anlibodies were pre-absorbed with rat serurn, as stated hy comen:ial 

providers. 

Scctions incubated in 20% nonnal goal serum instead primary antihodics and cxposed to all 

subsequcnt lrcatments were used as controls. 

Results 

lmmunohistochemistry witb the monoclonaJ antibody mAb 4a revealed the presence of the a 

and 13 subumts ofthe GlyR al lbe inner plexifonn Iayer (lPL) in frog (figure lB) as well as in the ral 

retina (figure 2B). In frog retina a homogeneous irnmunorcactivity covered the entírc IPL, whereas 

in ral retina two strongly-rcactive bands were noticed al the IPL over a diffuse labeling of the rest of 

lrus Iayer. 

Figures 1 C and 2C show the irnmunoreactivity obtained with lhe AbRGly in frog and ral 

retinas, respectively. Strong positive irnrnunoreactivity to AbRGly was observcd at both IPL and 

ouler plexifonn Iayer (OPL). Besides plexifonn Iayers, sorne processes originated at lhe ganglion 

celllayer were Iabeled (arrows in figures 1 C and 2C). These processes extended lhrough lhe inner 

span of the inner nuclear Iayer (INL) and reached Ihe OPL, malching the features charactefÍSlic of 

glial MUlIer cells (MC) (SempJe-Rowland, 1991). Similar results were obtained with Ab384 (figures 

ID and 2D). 

In order 10 delennme whether the processes marked by AbRGly and Ab384 correspond indeed 

lO MC, we perfonned double Iaheling irnmunofluorescence experiments. As shown in figure 3, 

AbRGly irnmunofluorescence coloca!ized wilh thal from glutamine synthetase, a marker enzyme for 

glial cells (SempJe-Rowland, 199 1). Immunofluorescence obtained for frog (fig 3C, D) and ral 

relinas (fig 30, H) supports the nOlion thal the polydonal antibodies againsl a subuml of GlyR 

Iaheled glial cells in these lissues. Similar irnmunofluorescence results were obtained wilh Ab 384 

(nol shown). 

Discussion 

There is a considerable evidence suggesting that glycine is a oeurotransrnitter within lhe lPL o r 
the mamrnaJIan retina (Marc, 1989). On !he other hand, this role for glycine in the OPL and aJso in 



the IPL of the amphibian retina is less clear, although it has beco suggested by several aUlhors 

(Pérez-Leóo and Salceda, 1995; Stoektoo and Slaughter, 1991; Voadeo, 1976). 

Our observation of labeling with mAb 4a al IPL in ral retina is in agrcemcnl with rcsullS 

previously reported (Grünert and Wassle, 1993). There are no previous reports on lhis labcling in 

frog retina, where we found a strong immunoreactivity to mAb 4a covering also the IPL, jndicating 

that the distribulioo af the GlyR subunilS recognized by this antibody is lhe same within amphihian 

and marnmalian retina. 

The polyclonal anlibodies AbRGly and Ab384 were a1so imrnunoreactive at lhe IPL io retinal 

sections !Tom bolh species. This result matches the Iabeling obtained with mAb 4a, dcscribed abo ve, 

suggesting that imrnunoreactivity obtained with polyclooal antibodies at the IPL eorresponds lO 

GlyR (J. and ¡l subunilS. However, !he polyclonal antibodies AbRGlyand Ab384 aIso labeled the 

OPL, suggesting tbat GlyR mediated transmission occurs in this Iayer. A1though the polyclooal 

antibodies we used have not becn lesled hefore far irnmunohistochemistry, biochemical studies 

indicaled tbat they only reaet against the a subunit of GlyR isolated from rat spmal cord (Ruiz­

Gómez el al, 1991) and synaptosomal memhranes from frog retina (001 shown). 5ince Ab384 was 

raised against a sequence consisting of eight amino acids from the (X subunit. and showed the same 

Iabeling pattem of that from the AbROly, il can be safely coocluded that the p01yc100al antibodies 

recognize the same epitope. This epitope is not recognized by lbe monoelonal antibody 4a. This 

apparent discrepancy might be explained by the preseoce in retina of a yet 00 descnbed a subunit, 

as suggested by the different 1mmunoreactivities obtained in mammalian retina with the monoclonal 

antibodies 4a and 2b, the secood one recognizing exclusively the al subunit (Orünen and Wassle, 

1993). 

These findings are in agreemeot, with !he stryclmine-sensitive g1ycine-evoked responses of 

AmhlystonUl tigrinum horizontal cells (Borges and Wilson, 1991; Yang and Wu, 1993) and a1s0 

with tbe specific high affinily ¡'Hl-strychnine and [3H]_ glycine binding in synaptosomes isolaled 

from the OPL (Pérez-Leóo and Salceda, 1995). These data together, point to !he conelusion that 

glycinergic transmission occurs in both outer and inner plexiforrn Iayers of vertebrate relina. 

Interestingly, besides the plexiforrn Iayers, AbRGly and Ab384 Iabeled sorne somata at the 

inner nuclear Iayer. These somata exteoded processes along lbe retina !Tom the inner lintiting 

memhrane to !he outer lintiting membrane, and this Iabeling colocalized wilh !he immuooreactivity 

to!he monoclooa! antíbodyagainst glutaJ1iine synthetase, a marker enzyme af g\iaJ cells. It has becn 

recently sbown that spina! eord macroglia has stryclmine sensitive glycine-activated cbloride 

currenlS (Pastor el al, 1995). Studies performed with reverse tranSCriptase-polyrnerase eu 



reaction in i'mlatcd nlcdullar glial cell'i have dcmonstrated the cx.prcssion 01' al and (l suhunits of 

lhe GlyR. These subul1Íts were cxpressed by diffcrenl populalion uf cclis (Kirchuff el al, 1996). 

These data, aItogethcr with our findings, point out to the existence of rcstricted GlyR isofonns in 

glial celis. Although the role of these receplors remains to be sludied a possible function cuuld be 

the control of concentration of potassiurn during the light-induced depolarization of Müller cens 

(Karwoski and Procnza, 1977). 
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Figure 1. - Vertical scctioos dJrough frog reIina processed \>Ítb 00 primaIy anlibody (cootro~ A) 
mAb 4a (B). AbRGIy (C) OC Ab 384 (D~ B) lmIamoreactivity lo mAb 40 is restricted lo IPL. 
C) Immmoreactivity 10 AbRGIy covers IPL and exteods lo DPL. Strongly Iabeled processes can 
aIso be ..... througb Ibe IPL and reacIúng Ibe DPL (arrows). These processes are cIearIy 
originaúIg al !he gangIioo cdl !ayer, and probably correspond 10 gliaI MüIIer ceO .. O) 
~ obtained with Ab384 parallds that oC AbRGIy: IPL, OPL and MC-Iike processes 
.-.. labeIed. Sorne 00 '1J"CÍIic Iabcliog appeared on photoreceptor 001 ... segmmls (C and D). 
Abbreviatioos: Ph: photoreceptor Jayer, ONL: 001 ... nuclear /ayer, OPL: ooter plexifunn /ayer, INL: 
...... nuclear layer, IPL: ........ plexifunn !ayer, GCL: gangIioo cdllayer. Calibration bar ~ 20 lUIt 
Tbese results were ~ n:peoted in c:igbteen reIina!< 



FJgUre 2.- Micrograpbs of vertical cryostat sections tbrougb rat retina processed with DO prima¡y 
.ootibody (CODtro~ Al, mAh 4. (Bl or polyclooal Ah'. AbRGIy (C) aod Ah384 (O). B) T_ baods 
of inlense Jabeling with mAb 4a are distinguishoo al ioner pJexifunn laye< (IPL). C) Stmog 
inDmnoreactivity lo Ab RGIy is localized al IPL. there is aIso weak althougb signiOOml labeIiog at 
auter plexifoon laye< (OPL). Arrows mark some processes surrounding ce1I bodies at ion ... nuclear 
(INL) and ganglion celllayer, !hese processes couId be M(!)!Ier glial cells (Me, see texl). O) 
IlDIIIlIloreactivity oblilÍDed with Ab384 aIso was nver IPL. OPL and MC-Iike p_ 
Abbreviations as in figure 1, scale bar ~ 20 ¡un. Experiments lWfe repeatOO in a total amount of 
eiBbt .... retina. 



Figure 3 .. - Vertical sections tbrough ftog (A-D) and ca! retina (E-H) processed fuf doub~label 
ÍInDlUIlolluorescence wilh monoelona! antibody against glu!amine synlhetase (C, G) and AbRGly 
(D, H). Inununolluore=ce wíth Ihe two antibodies pelÍectly matched: Ihe same ceUs afe Iabeled. 
Nomarsky optics (A, E) shows retinallayers, control sections (B, F) show no immunoreactivity. 
Abbreviations as in figore 1, scale bar equals 20 ¡un. Experiments were done 3 times. 





lnfllUllocitoquÍmica de células de Müller aÍsladas de la retina de la rana 

La morfología de las células de Múller aisladas de la retina de la ralla (figura 11) 

corresponde con la reportada para otras especies, tanto de mamueros (Rauen et al 1996) como de 

aves y anfibios (Semple-Rowland, 1991; Keirstead y MjUer, 1995). La incubación con el 

anticuerpo monoclonal vs la vimentÍlla (SIGMA), una proteína marcadora de las células gliales, 

produjo una reacción positiva en estas células, reforzando su identificación como células gliales de 

MüUer (figura 13). 

Estas células reaccionaron positivamente a la incubación con los anticuerpos Ah 384 Y 

AbRGly, produciendo una marca que se extendió a todo el soma, incluyendo las prolongaciones 

(figuras 11 y 12). De esta manera, se confirmó que las prolongacíones señaladas eu las secciones 

verticales de la retina correspondieron a las células de Müller. 

En las células aísladas el mAb 4a no produjo reacción. Combinando estos datos con los de 

la inmunohistoquimica en cortes verticales, se deduce que la isoforma del RGly que se encuentra 

en las células de Mül1er no se compone de alguna de las subunidades a conocidas. 
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FlgUIll II (página siguiente, pánel superior).- Inmunocitoquímica con el Ab 384 ea células de Miiller 
aisladas de la retina de la rana. El lote control se trató con suero normal, la presencia del 3l1tiCUe¡pO 

Ab384 se reveló con IgG's acopladas a [osfatasa alcalina. 

Figura 12 (página siguiente, pánel inferior).- Inmunofluorescencia con el anticuerpo AbRGly en células 
de Milller aisladas de la retina de la rana. el lote control se trató con suero nonnal y la presencia del 
AbRGly se detectó con IgG' s conjugadas con me. la señal brillante corresponde a este fluoróforo 
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Figura I3 (página siguiente).- Células de Müller aisladas de la retina de la rana. El panel superior 
muestra una imagen de iluminación de contraste de fases., el panel inferior es Wla imagen de 
llÚcroscopía de fluorescencia. Las células se trataron con tul ntAb contra vimentiua, el anticuerpo 
primario se detectó COn 19G' s coqjugadas a me 
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DISCUSION GENERAL 

En la immmotransferencia realizada con el mAb 4a se detectó sólamentc la banda 

correspondiente a la subunidad (f. del RGly (Resultados, innnmotraosferencia, figura 7). Este dato 

puede deberse a la carencia de subunidades J3 ó a la existencia de isofonnas de ésta a las cuales no 

pueda reconocer el mAb 4a, como se mencionó en la sección de Resultados, los datos presentes no 

permiten distinguir entre tales ahernativas. El mAb 4a se une a la secuencia de aminoácidos 96-105 de 

la subunidad a (ScbrOder et a~ 1991), de localización extra celular y que es idéntica en todas las 

isoformas <J. y en la subunidad 11 Si en la retina de la raoa existe una isoforma de la subunidad 13, ésta 

difiere en la secuencia de aminoácidos mencionada, la existencia de tal subunidad ~ en la retina de la 

rana provocarla el ensamblamiento de heteroligómeros a/j3 bastante diferentes a los que se han 

caracterizado a la fecha~ así que, sea que la retina de la rana carece de subunidades {3, Ó que éstas son 

tan diferentes que no se reconocen por el mAb 43, el resultado sobre el RGly en la retina de la rana es el 

mismo: este receptor postsináptico es atípico con respecto al modelo resultante de la médula espinal de 

los mamífuros. El resto ce los resultados se discuten considerando este hecho. 

Unión de ligandos radioactivos 

La estricnina-'H ha sido el único ligando radioactivo utilizado para caracterizar al RGly 

mediante experimentos de 1.Ul.iÓll específica. Hasta el descubrimiento del sitio de glicina insensible a 

estricnina dentro del NMDAR (Jobnson and Ascher, 1987), eran raros los estudios de unión especifica 

de glicina-'a (p.ej. Kishimoto el al, 1981), esta restricción oscureció dorante mucho tiempo el 

conocimiento de la actividad que la glicina pudiera tener sobre otros sistemas de lleurotransmisióll, e 

incluso sobre algunas isoformas del RGly insensibles a la estricnina (Kullse el al, 1990). Nosotros 

encontramos que, en las membranas sinaptosomales de la retina de la rana, existen diferencias entre la 

unión especifica de glicina-'H y estricnina-'H (péreüLéon y Salceda, 1995, ver anexo, antecedentes, 

Introducción), no sólo en afinidad, lo que podría explicarse por que una molécula es el agonista y la 

otra el antagonista del mismo receptor, si no incluso en sensibilidad farmacológica, la que deberla ser la 

misma si ambos ligandos se unieran sobre el mismo complejo proteinico (Young y Snyder, 1973 y 

1974), sugerimos entonces que estos ligando s pueden señalar la existencia de otras proteÚlas de 

membrana adicionales al RGly típico (Pérez-León y Salceda, 1995). 
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En primer lugar, detectamos la exi5tencia de 2 sitios de unión para estricinina en cada una de las 

fracciones sinaptosoI1Ulles y, si bien la estricnina~3H ha sido el ligando usado tradicionalmente para 

localizar al RGly en la médula espinaL el tallo cerebral y la retina de diversas clases de veltebrados, no 

conocemos de algún estudio en el que se detecte la presencia de más de tul sitio (Borbe, 1981; 

Schaeffer and Anderson, 1980; Kessler el al, 1989; Young aod Snyder, 1973). No obstante, la 

estricnina presenta tilla cinética de 2 componentes en la inhibición del RGly en neuronas cultivadas 

provenientes de la médula espinal de rata (Lewis el al, 1993). 

por otra parte, la afinidad en la tmión de estricnina-3¡J en lUlO de los sitios de las membranas de 

la fracción sinaptosomal P2 es 10 veces mayor que la que se ha registrado en otros tejidos (ver 

Introducción, antecedentes, anexo, P2, 1<0= 0.6 nM, compárese contra el intervalo 4-40 nM en Young 

y Snyder, 1973, 1974; RuíüGómez et al, 1989, I991). Una afinidad similar se ha encontrado 

únícamente en las células ganglionares de la retina del ratón mutante espástico, en el cual las respuestas 

glicinérgicas se inhiben por la estricnina con una constante de inhibición de 8 pM (Stone and Pinto, 

1992). La mutación del ratón espástico consiste en un elemento móvil inserto en el gen de la subuuidad 

13 (Mulhardt el al, 1994), el efecto de esta motación es la reducción en la expresión de la subuuidad 13, 

ensamblándose menor cantidad de heteroligómeros a/f}. Se sabe que afinidad de la estricnina-3H por los 

heteroligómeros af~ de la médula del ratón espástíco es la misma que para los heteroligómeros de la 

médula espinal de los ratones normales, pero el hecho de que la estricnina es mucho más afin por los 

receptores en la retina de este routante, que tiene lUla expresión reducida de la subllllidad P, concuerda 

con la alta afinidad de la estricnina-~ que hemos encontrado en la rana, especie que aparentemente 

carece de subuuidades 13 en la retina. 

Miller & Schnelhnan (1993) han demostrado que las membranas de los túbulos renales del 

conejo presentan inmunorreactividad só!amente para la subuuidad 13, en dicha preparación la ronón de 

estricnina.'H fue de muy pobre afinidad comparada con la que encontramos nosotros (Ko~0.83 mM vs 

0.6 nM en las membranas de P2), eno podría indicar que la carencia de subuuidades 13, como parece ser 

el caso para las membranas sinaptosomales P2, propicia que la unión de estricnina-3H sea de muy alta 

afinidad. 

Uno de los sitios de unión de estricnina-3H en la fracción P2 representa al hOJIloligóroero ex. del 

RGly, 1hlta discernir la identidad del otro sitio, que presenta Wla afinidad más cercaoa a la que se ha 
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medido en otras preparaciones (48 nM. Pérez-León y Salceda, 1995, antecedcntes, ver anexo 

compárese con el intetvalo 4-40 11M, Young y Snyder, 1973 y 1974; Ruiz-Gómez etal, 1991). 

Podría ser que la. unión de estricnina-3H presentara una cinética de 2 componentes por ~u 

interacción con proteínas de otros receptores que no sean RGly. En este sentido, se han publicado 

trabajos en los cuales la estricnina actúa sobre otros receptores y canales iónicos en Wla variedad de 

preparaciones, como los canales de r de algunos moluscos, el receptor nicotínico de acetilcolina y el 

receptor de serotonina en la sanguijuela (recopilado por Barron y Gntb, 1987), aunque el efecto de la 

estricnina se ha detectado por registro electrofisiológico, no por unión de ligandos radioactivos. 

La sensIbilidad fumacológica de la unión de estricnina-'H en la retina de la rana puede indicar a 

qué tipo de proteina se está uniendo el alcaloide, por lo cual realizamos los experimentos de 

desplazamiento de ligandos radioactivos, que forman parte de esta tesis. 

Se ha propuesto que la estricnina bloquea al RGIy por la interferencia con el canal de cr 

intrínseco (Young y Suyder, 1974), parecía probable que la otra proteina en donde se uniera la 

estricnina-3H en la retina de la rana fuera un canal aniónico, pero el DIDS y el ácido niflúmico, potentes 

inhibidores de canales aniónicos no desplazaron a la estricnina-'H (Resuhados, figura 4), de esta forma, 

concluimos que la estricuina-3¡f no interactúa con un canal aniónico en la retina de la rana. Puesto que 

tampoco obtuvimos desplazamiento con bexametonio (Resultados, figura 4), descartamos también la 

pOSIbilidad de que la estricnina-3H interactúe con el receptor nicotínico en este tejido. 

El desplazamiento por el NBQX en las membranas P2 (Resultados, ligura 4) es consistente con 

la presencia del RGly en estas membranas sinaptosomales, puesto que se ha demostrado que esa droga 

inhibe la unión de estricnina-'H al RGIy de la médula espinal de la rata (PoDan y Powell, 1992). 

El desplazamiento por 5,7-DCK en las membranas de n (Resuhados, figura 4) pareceria 

anómala, pero existe 1Ul reporte reciente de la inlu1Jición de las respuestas electrofisiológicas de la 

glicina por parte del 5,7-DCK (Han el al, 1997), En el trabajo referido, se registró a la retina de la 

salamandra y se encontró que la respuesta provocada por la glicina en las células ganglionares (que 

tienen sus dendritas en la CPI) se inhibió por el 5,7-DCK, el cual se utilizó en concentraciones similares 

a las de nuestros experimentos. Así, el desplazamiento por NBQX y 5,7 DCK de la unión de estricnina­

'H, indica que este ligando se une al RGIy en las membranas de la fiacción sinaptosomal P2 de la retina 

de la rana. Puesto que es poco probable que estas drogas desplacen a la estricnina-'H del sitio de 

afinidad de 0.6 11M, el segundo sitio de unión de estricnina-'H en la fracción n, cou afinidad de 48 11M, 

es, muy probablemente, un bomoligómero de otra isoforma de la subunidad a del RGly. 
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La unión de estriaúna-Ju: en las membranas de la fracción PIde la retina de la rana presentan 

también una cinética de 2 componentes (Pérez-León y Salceda, 1995, Introducción, antecedentes, 

anexo), con Ko's de 3.9 y 18.7 11M. Daly cercanas al int,""a1o 4-40 11M. medido eo otras preparaciones, 

incluidas fas retinas de la rata y de fa vaca (Barbe et al, 1980; Ruíz-Gómez el al, 1991, Schaetfer y 

Andersoo. 1980; Young y Snyder, 1973 y 1914). Asimismo, fue en esta fracción sinaptosomal en 

donde fa nnión de estricuina-'Hno se desplazó por el NBQX, el 5,7 DCK, el DIDS, el ácido nifiúmico 

yel hexametomo (Resultados, figura 4). De esta manera, propongo que la fracción sinaptosomal PI 

presenta homoligómeros a diferemes a los encontrados en la fracción sinaptosomal n. 
La unión de glicina-'H al sitio insensible a estricnina eo el NMDA¡¡ se ha medido en val;as 

regiones del sistema neMoso cemraI, como el encétálo yel tallo cerebral (Kishimoto el al, 1981; 

MMvizon el al, 1989), y la retina (Boje el al, 1992). En estos tejidos se han determinado constantes de 

afinidad en el intervalo de 4()...80 nM, si se comparan con las medidas de nuestros experimentos previos 

resultan similares (PI~ 12 11M. P2~ 82 11M. Pérez-LOOn y Salceda, 1995, Introducción. alllecedentes, 

anexo); sin embargo. las diversas drogas que actúan en el sitio de glicina insensible a estricnina del 

NMDAa no desplazaron a la glicina-~ en las membranas sinaptosomales de la retina de la rana (ver 

anexo en antecedentes, Introducción). En esta tesis, en las membranas sinaptosomales de la retina de la 

rana no detectamos unión de glutamato-'H desplazable por NMDA ó AP-S (Resuhados, ensayos de 

unión específica, unión de L-gIutamato-'H, figuras 1 y 2, lo que señalaría al NMDA¡¡). la unión 

especíIica de glutamato-'H sólo pudo detectarse desplazando al ligando radioactiva con glutamalO, 

indicando que los sitios específicos de unión a este aminoácido corresponden a receptores tipo 00-

NMDA (Resnhados, eosayos de unión específica, figuras I y 2). 

Estas características descartan la posibilidad de que~ en nuestros experimentos de unión de 

glicina-'H, estemos midiendo al sitio de glicina insensible a estricnina en el NMDA.. Es de notar que 

nuestro sistema puede detectar la unión del g1utamato-'H al NMDA. en el tejido en el qne se presente, 

confurme se demostró eo las membranas sinaptosoroales del telencétálo de la rata, mediante el aumeuto 

causado por la glicina en la nnión especifica de glutamato-'H, determinada por el desplazamiento por 

NMDA y AP-5 {Resultados, ensayos de nnión especifica figura 3}. 

Si la nnión de glicina-'H eo las membranas sinaptosomales de la retína de la rana nO representa 

e! sitio del NMDA., podría asociarse • alguna isofunna del RGly. N"mguna de las moléculas que 

desplmlron a la estricuina-'H eo la fracción P2 tuvo el mismo efecto sobre la twión de g1icina-'H. 

Podria argüine que la g\iciDa-3H se \UlO. una isofunna del RGIy resistente al NBQX y al 5,7 OCK, 



como lo hace la estricnina·'H en la fracción PI, nO obstante la unión glicina·'H se desplazó por la 

sarcosina (ResuItados, ensayos de unión específica figura 5), una molécula que no tuvo efecto alguno 

sobre la unión de estricnina-'R 
La sarcosina es un inhibidor del sistema de transporte de alta afinidad de glicina de la membrana 

plasmática de las neuronas del cerebro de la rata (Smith et al, 1993), esta molécula inlubió la unión de 

glicina-'H en las membranas sinaptosomaIes de la retina de la rana (Resultados, figura 5), Y quizá 

pudiera atribuirse este eLecto en nuestro t~do • que la unión específica de glicina.'H señalara al 

transportador de glicina. No obstante, esto no es fuctible, dado que las concliciones bajo las que se aisla 

al tejido y las de! experimento, que incluyen choque osmótico, centrifugación a aha velocidad, 

congelación y descongelación de! tejido (ver Métodos) son incompattbles con el aislamiento y 

funcionamiento de un transportador; por e! contIario, las condiciones experimentales descritas en los 

Métodos de esta tesis son las prototípicas para e! aislamiento y la medición de receptores de membrana 

(Unnerstall, 1990). 

Siguiendo este argumento, la unión de glicina·'H en las membranas sinaptosomaIes de la retina 

de la rana señala la existencia de no receptor de glicina, un receptor del cual puede ser desplazada por la 

sarcosina, y que es diferente de! RGIy Y del sitio de glicina inSOllSlble a estricnina en el NMDA •. 

InmuDohistoquímica 

La localización de la gefirina con el mAb 7a (ResuItados figura 10) dentro de la capa pIexiforme 

interna (CPI) apoya la presencia del RGIy en esta capa de la retina de la rana. La inmunorreactividad 

difusa indica que las terminales sobre las que se encuentra la getirioa no provienen de un solo típo 

ueurorull, que se estratificase sobre no estrato restringido de la CPI. Esto sugiere que el RGly es de 

localización ubicua dentro de esta capa 0, alternativamente, que la gefuina puede presentarse sin 

asociarse al RGIy. 

Mediante estuclios de localizacion de ácidos nucleícos, se ha detectado al RNA mensajero de la 

gelirina en homogenados del hígado y el pulmón, así como en diversas zonas del sistema neMoso 

central en las que no se encuentra ninguoa de las otras subuoidades del RGly (Prior el al, 1992). De 

hecho se ha demostrado la presencia de la gefirina en asociación con el receptor tipo A del ácido y. 

aminobutírico (GABA.,R) en la retina de la rata (Sassoe-Pogneto el al, 1995), parlo que su detección 

no puede considerarse univocamente asociada a la presencia del RGly. No obstante, naclie ha 

demostrado que el RGly se presente sin la gefirina, de tal manera que, hasta ahora, la localización de 
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dicha proteína sigue siendo un indicio de la presencia de! RGIy, Y pensamos que este es el caso en la 

retiua de la rana. 

La inmunotransfer ... cia con e! USO del mAb 4a (Resultados, figura 7) demostró la carencia de la 

isofonna p conocida en la retina de la rana, conforme se expuso al inicio de esta sección. En la retma de 

esta especie, la inmunohistoquímica con el mAb4a mostró un patrón de imnunorreactividad homogénea 

en la ePI (ve.- figura 1, Pér=León Y Saleecla, 1998, manuscrito inserto en la sección de Resultados) 

demostrando as;, dentro de esta capa de la retina, que las terminales sinápticas en las que se localizan las 

subunídades a del RGIy provienen de neuronas que no siguen un patrón retringido en su estratificación 

dentro de la ePL 

Un caso contrario es el de la retina de la rata (figura 2, Pérez-León y Salceda, 1998, manuscrito 

inserto en la sección de Resultados), en la cual se detectaron dos bandas con intensidad mayor en la 

mitad de la epI, un patrón de inmunorreactividad que indica la estratificación restringida de algwI3 de 

las subunídades que reconoce el mAb 4 •. Gtünert y Wissle (1993) han demostrado, con el uso de tUI 

mAb específico para la subunidad exl del RGIy, que es ésta la que se estratifica restringidamente en los 

estratos centrales de la ePI De esta forma se concluye que, en la retina de la rana, las suhunidades a 

del RGIy se distribuyen homogéneamente sobre la CPL 

Los anticueq>os potidonales también detectaron. la subunídad a del RGly dentro de la ePI 

(Pérez-Leóo y Salceda, 1998, figuras 1 y 2, manuscrito inserto en Resultados), U11 hecho que indica que 

la localizacion de las isoformas reconocidas por estos anticuerpos se sobrepone con las qne reconoce el 

mAb 41, o akemativamente, que el mAb 4. Y los anticuerpos polielonales reconocen a los mismos 

epítopes. No obstante, ya que los anticuerpos policlonales también marcaron a la CPE, se descarta esta 

segunda posibilidad, yes mas probable que los anticuerpos polidonales reconozcan sublUudades a 

adicionales a las que reconoce el mAb4a y que la distribución de las subunídades se sobrepone. 

A la fucha se piensa la neurotransmisión gIícinérgíca en la retina de los mamifuros se restringe a 

la epI, e! que los antiaJeqtOs polielonales Ah 384 Y Ah RGIy hayan producido reacción el1 l. CPE de 

la retina de la rata sugiere que la neurotransmisión g1icinérgica ... Ios roedores puede ocunir t.mbien en 

esta capa, lo cual ampliaría la función que se le ha .sigIlado a este aminoácido en la retina de los 

ma11'tÍfuros. 
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Es muy relevante que la inmunorreactividad con el Ab 384 Y el Ab RGIy incluya, además de la 

CPE, a las células de Müller, por lo cual decidimos realizar ÍllmWlocitoquímica de estas células 

aisladas. 

Los resultados de estos experimentos confinnaron que las células de Milller presentan las 

isofomas de la subunidad a del RGly que se reconocen por los anticuerpos Ab RGly Y Ab 384, 

(Resultados, figuras 11 Y 12). El mAb 4. no produjo reacción, indicando que las isofonnas a I-(JA, 

las que reconoce este anticuerpo monoclonal, no se encuentran en las células de Müller, o que 

tales isoformas se pierden durante el proceso de aislamiento. La primera posibilidad es más 

factible, dada la caren.cia de reactividad del mAb 4a sobre procesos de células de Müller en los 

cortes de la retina (figuras 1 y 2, Pérez-León y Salceda, 1998, I1lJlnuscrito inserto en Resultados). 

El hecho de que la subunidad a que se presenta en las células de Müller no se reconozca 

por el mAb 4a origina un problema interesante, puesto que las isoformas que reconoce el mAb 4a 

son, hasta ahora, todas las caracterizadas para el RGly. lo que implica que en las células de Müller 

pudiera existir una isoforma a aun no descrita. 

¿Cual es el papel del RGiy en las células de Müller? Debemos inicialmente mencionar que las 

células de Müller presentan una isofol1:Da de la subunidad u que parece ser distinta a las que se conocen 

actualmente. Por otra parte, se sabe que las células de Müller en los anfibios se despolarizan corno 

resultado de la e.stimuIación hnninosa, una función probable del RGly en dichas células puede ser 

contrarrestar tal despolarización. 

La ttansmisión glicínérgica en la retina de Rana pípiens 

La retÍna de la rana nmestra varias características distintiva~ precisamente las que incitan más a 

su estudio, por «jemplo, las respuestas eléctricas de sus células 3I1lJlcrinas y ganglionares pueden 

equipararse con las de la corteza visua1 primaria de los mamífuros (Voaden, 1976). En virtud de que la 

retina de la rana tiene la misma estructura histológica que la del resto de los vertebrados, la peculiaridad 

de este tejido debe subyacer en alguna especialización de los sisteI1lJlS de neurotransmisores. Nuestro 

u'ab'lio denmestra que el RGiy es uno de los receptores que puede presentar esta especializacioll, en 

este caso por la presencia exclusiva de homoligómeros a o de heteroligómeros con una subunidad p 
diferente a la caracterizada actualmente. 

En las células ganglionares de la retina de la S!ÚaI1lJlndra se ha demostrado la co-existencia de 

respuestas glicioérgicas transitorias y sostenidas, éstas últimas más sensibles al 5,7 DCK que a la 
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estricnina (Han el al, 1997). Nuestros datos de uoión de ligandos radioactivos señalan también que los 

sitios de reconocimiento de estricnina~3H son sensibles al desplazamiento por 5,7 DeI<., sobre todo en 

la fracción P2 (Resultados, ensayos de uoión específica, figura 4) correspondiente a la epI, en donde se 

localizan las dendritas de las células ganglionares. Estos sitios podrían corresponder con las diferentes 

respuestas glicinérgicas mencionadas., si bien las especies son diferentes, esta particularidad del RGly 

puede ser común a la c~se de los anfibios. 

En la CPE de los vertebrados poiquilotermos, la glicina actúa sobre las células horizontales que 

participan en la generación de las respuestas al color. La glicina ejerce su efecto activando una vía 

polisináptica que finaliza en una mayor inIn"ición de las células que se encuentran en el centro del 

campo receptivo. Al contrario, en la ePI la acción inhibitoria de la glicina sobre las amacrinas que 

hberan GABA resulta en un aumento del nivel de actividad de algunas células bipolares (Pérez-León y 

Salceda, 1997, Introducción, La neurotransmísián glicinérgica en la retina de los vertebrados y 

referencias incllÚdaS). Es posible que las neuronas que responden a la glicina presenten, en cada caso, 

isoformas alternas del RGly. El desplazamiento diferencial de la unión de estricuina-'H y, sobre todo, la 

presencia de isofonnas a las que este alcaloide se Me con afinidad en el intervalo de concentraciones 

snbnanomolares (P2, Ko= 0.6 nM), hacen fucttDle la posibilidad mencionada. 
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