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RESUMEN 

Los aminoácidos excitadores inducen el fenómeno de fagocitosis en las 
células del epitelio pigmentario de la retina (EPR), a través de su interacción 
con receptores específicos. Con el fin de determinar si el efecto de estos 
compuestos se debe a la activación de segundos mensajeros, se caracterizó 
la hidrólisis de fosfoinositidos inducida por L-glutamato (L-glu) y algunos 
análogos en cultivos primarios de EPR de polio. Los agonistas de los 
receptores ionotrópicos de L-glu estimulan con mayor eficiencia la generación 
de IPs-H': ácido N-metil-D-aspártico (NMDA) " L-glu > ácido quiscuálico (QA) 
" ácido kainico (KA) > ácido (1S-3R)-1-aminociclopentano-1,3-dicarboxílico 
(ACPD), mientras que aquellos de los receptores metabotfÓpicos lo hacen con 
mayor potencia (ACPD " L-glu > NMDA > QA > KA). El ácido L-2-amino-4-
fosfonobutírico (L-AP4) también estimuló la acumulación de fosfatos de 
inosito!. El efecto del NMDA se inhibió con los antagonistas ácido 2-amino-5-
fosfonopentanoico (AP5), ácido 3,(RS)-(2-caboxipiperazin-4-il) propil-1-
fosfónico (CPP) y maleato de dizocilpina (MK-801), mientras que el del KA se 
inhibió con los antagonistas de los receptores ácido a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propiónico (AMPA)/KA, 6-ciano-7-nitroquinoxali-na-2.3-dlona 
(CNQX) y 6-7-dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX). El estímulo inducido por L­
glu se inhibió parcialmente por ambos tipos de antagonistas. El antagonista 
metil-carboxi-fenilglicina (MCPG) inhibió el efecto de los agonistas trans­
ACPD, dihidroxi-fenilglicina (DHPG) y L-AP4. La estimulación por NMDA 
requiere de Ca'> extracelular y se inhibe por quelantes del mismo y por 
bloqueadores de los canales de Ca" sensibles al voltaje, así como por 
inhibidores de los movimientos intracelulares de Ca'>. Ninguno de los 
agonistas probados modificó la concentración de adenosin monofosfato ciclico 
(AMPc) basal, ni la estimulada por forskolina o carbacol. Los resultados 
demuestran la presencia de receptores a aminoácidos excitadores en el EPR, 
acoplados a la hidrólisis de fosfoinositidos, Con caracteristicas similares a 
aquellos de la retina neural, pero diferentes de los descritos en el sistema 
nervioso central; se discute la posibilidad de su participación en la fagocitosis. 
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ABREVIATURAS 

aminoácidos 
Aminoácidos excitadores 
Adenilato cic\asa 
Ácido trans-1-amino-ciclopentil-1,3-dicarboxilico 
Ácido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiónico 
Adenosín monofosfato cíclico 
Ácido 2-amino-3-fosfonopropiónico 
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Ácido 3-(RS)-(2-carboxipiperazín-4-il)propil-1-fosfónico 
Diacilglicerol 
3,5-dihidroxifenil-glicina 
6,7 -dinitroquinoxalina-2,3-diona 
Constante de estimulación 50 
Epitelio pigmentado de la retina 
Ácido y-amino butirico 
Fosfatos de ínositol 
T rifosfato de inositol 
Ácido kainico 
Ácido L -2-amino-4-fosfonobutírico 
Ácido glutámico 
Ácido glutámico tritiado 
(±)-L-metil-4-caboxifenil-glicina 
Maleato de dizocilpina 
Ácido N-metil-D-aspártico 
4,5-difosfato-fosfatidil inositol 
Proteína cinasa C 
Fosfolipasa C 
Ácido quiscuálico 
Ringer Krebs bicarbonato 
Segmentos externos de los bastones 
Sistema nervioso central 
Ácido (1 S,3R)-1-aminociclopentano-1,3-dicarboxílico 
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INTRODUCCiÓN 

MORFOLOGíA Y LOCALIZACiÓN DEL EPR 

El epitelio pigmentado de la retina (EPR), es una capa celular importante 

del sistema visual, vital para el mantenimiento de la integridad de las células 

de la retina sensibles a la luz, los fotorreceptores. 

El EPR está situado entre la coroides y la retina, intima mente asociado a 

los fotorreceptores. Histológicamente el EPR consiste de una monocapa 

continua de células, que comienza en el borde inicial del nervio óptico y se 

extiende periféricamente hacia la ora serrata, zona en la cual termina la retina. 

En la región anterior a la ora serrata, el EPR se continúa como el epitelio 

pigmentado del cuerpo ciliar ( Clark, 1986). 

El EPR es una monocapa de células poligonales de forma hexagonal. Las 

células del EPR al igual que otras células epiteliales son asimétricas. Esta 

asimetria es esencial para muchas de las funciones llevadas a cabo por las 

células. La superficie apical del EPR orientada hacia la retina sensorial, está 

cubierta por procesos o microvellosidades, de 60 a 95 flm de largo que se 

asocian estrechamente a los fotorreceptores y se extienden hacia los 

segmentos internos ( Nguyen-Legros, 1978). 

Las células del EPR se relacionan entre ellas mediante uniones estrechas 

y desmosomas en banda. Este complejo de unión, también llamado de barra 

terminal, está localizado cerca de la región apical de la membrana plasmática 

e impide la difusión de moléculas de gran tamaño a través del espacio entre 
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células adyacentes. El sistema de barra terminal es el responsable de 

mantener la barrera hemato-retiniana a nivel del riego sanguineo coroidal 

(Zinn y Marmor. 1979). 

La membrana plasmática de las células fotorreceptoras y las del EPR no 

poseen puntos de contacto. y están separados por el espacio subretinal. 

constituido por una capa de matriz extracelular viscosa (Clark. 1986; Nguyen­

Legras. 1978). Las células del EPR tienen un color pardo oscuro debido a la 

presencia de gránulos de melanina. Las observaciones histológicas muestran 

que las células del EPR son más largas y contienen más melanina en la zona 

macular que en la periferia. Esto está de acuerdo con la observación de que la 

mácula tiene una apariencia más oscura que otras regiones retinianas (Zinn y 

Marmor. 1979). 

En la región basal del EPR. existe un complejo pentalaminar llamado 

membrana de Bruch. Los estudios con microscopia electrónica han 

demostrado que este complejo está constituido por la membrana basal del 

EPR. una capa de colágena interna. la capa elástica media. la zona de 

colágena externa y la membrana basal de los coriocapilares (Nguyen-Legros. 

1978). 

El núcleo de la célula pigmentada se localiza en la porción basal y mide 

aproximadamente de 8 a 12 ¡tm de diámetro (Zinn y Marmor. 1979). Muchas 

de las células contienen varios núcleos, especialmente en la región de la ora 

serrata donde la relación de células mononucleadas y binucleadas es del 
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orden de 30:1 (Tsunematsu et al., 19B1). En general el núcleo de la célula 

presenta un patrón de cromatina difuso y puede contener 1 ó 2 nucleolos. Los 

microtúbulos y filamentos de 10 nm de diámetro, que forman parte del 

citoesqueleto, parecen intervenir en el movimiento de organelos en estas 

células (Kline y Ali, 19B 1). 

FUNCIONES DEL EPR 

La estructura del EPR está íntimamente relacionada con muchas de sus 

funciones, que pueden clasificase como funciones físicas, ópticas, bioquímico­

metabólicas y de transporte (Zinn y Marmor, 1979). 

Las funciones físicas del EPR consisten en mantener una barrera de 

protección de la retina neural al paso de moléculas procedentes de la 

circulación coroidal, asi como ofrecer una gran fuerza de adhesión retina-EPR 

a través del transporte de fluidos específicos y la síntesis de algunos 

mucopolisacárídos hacia el espacio subretinal (Miller y Steinberg, 1976; 1977a; 

Oakley et al., 197B). Las microvellosidades del EPR también podrían contribuir 

a esta adhesíón por su estrecha relación estructural con los segmentos 

externos de los fotorreceptores (Matsumoto et al., 1987). 

Las funciones ópticas que realiza el EPR consisten en disminuir la luz 

dispersa, lo que mejora la resolución de las imágenes, y absorber la energía 

luminosa por medio de los gránulos de melanina. Asimismo actúa como Una 

barrera pigmentada para prevenir el daño que causaría un exceso de luz. 

(Rapp y Williams, 1980). 
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Por otra parte, el EPR meta baliza por esterificación los precursores de los 

pigmentos visuales como la vitamina A para la síntesis de rodopsina (Bridges 

et al., 1984), a la vez que lleva a cabo el almacenaje y transporte de los 

mismos. Asimismo, contiene enzimas como la tirosinasa que interviene en la 

sintesis y renovación de los gránulos de melanina (Zinn y Marmor, 1979). 

Las funciones de transporte que realiza el EPR, son la de /levar 

numerosos meta bolitas hacia y desde las células retinianas a la circulación 

coroidal, entre los que se encuentran aminoácidos como la taurina y la 

metianina y azúcares como la glucosa (Lake et al., 1977; Miller y Steinberg, 

1976). Asimismo participa en el bombeo iónico, importante para mantener la 

homeostasls del espacio subretiniano (Miller y Steinberg, 1977a; 1977b; 

1979). 

Fagocitosis 

Una función bioquimico-metabólica importante del EPR es la de fagocitar 

paquetes de discos de los segmentos externos de los fotorreceptores 

(Matsumoto et al., 1987; Tsunematsu et al., 1981). El desprendimiento de los 

discos, definido como la eliminación de los discos del extremo distal de los 

segmentos externos de conos y bastones, incluye la separación de grupos de 

discos, los cuales se fagocitan por las células adyacentes del EPR (Young, 

1976). Se estima que cada célula del EPR podría fagocitar en promedio los 

segmentos externos de 30 a 45 fotorreceptores. A este respecto, los estudios 
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de Young (1971) en el mono rhesus, indicaron que cada bastón sintetiza de 80 

a 90 nuevos discos del segmento externo cada 24 horas y el número de 

discos fagocitados por una célula de EPR diariamente es de 2,000 en la 

parafóvea, 3,500 en la perifóvea y aproximadamente 4,000 en la periferia. 

Esto se debe a que la relación entre las células del EPR y los fotorreceptores 

no siempre es 1:1 (Zinn y Marmor, 1979). 

Young y Bok en 1969, usaron el término fagosomas para la inclusión de 

cuerpos con material de bastones y notaron que cada cuerpo estaba rodeado 

por dos membranas celulares separadas, la primera, o membrana interna, 

derivada del segmento externo del fotorreceptor, la segunda o membrana 

externa, derivada de la célula del EPR. 

Por otra parte, las células del EPR contienen numerosas enzimas 

hidrotíticas en sus lisosomas, que intervienen en la degradación de los restos 

de las membranas procedentes de los segmentos externos de los 

fotorreceptores, los fagosomas se unen a los lisosomas y forman estructuras 

especializadas llamadas fagolisosomas (T amai y Chader, 1979). 

La renovación de los segmentos extemos (SE) requiere de la sintesis y el 

ensamble de nuevos discos en la región basal del SE y el desprendimiento 

intermitente de los discos más viejos de la región apical, los cuales se 

degradan en los fagolisosomas (Young y Bok, 1969), Esta función del EPR es 

de gran importancia, ya que en condiciones patológicas tales como la retinitis 

pigmentosa, los discos que se desprenden de los SE se acumulan en el 
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espacio subretiniano impidiendo el aporte de nutrientes a la retina. 

La retinitis pigmentosa (RP) es un grupo de retinopatias hereditarias que 

afecta aproximadamente a 1 de cada 4,000 individuos, y se caracteriza por 

una deficiencia en la fagocitosis de los paquetes de discos de los SE de los 

fotorreceptores por parte del EPR, lo cual conduce a la ceguera progresiva e 

irrevesible del paciente. Se ha establecido una clasificación de éstas con base 

en las características genéticas en: dominante, recesiva y ligada al 

cromosoma X. El EPR es el sitio de lesión primaria en la distrofia retinal 

heretídaria de la rata Royal College of Surgeons, modelo animal de retinis 

pigmentosa (Bird, 1987). 

RELACiÓN EPR-RETINA 

Durante el desarrollo y la diferenciación 

Durante el desarrollo embrionario, el diencéfalo, la segunda vesicula 

cerebral, da origen a las copas ópticas. La zona de la vesicula óptica opuesta 

a la superficie del ectodermo prolifera y forma una depresión que invagina la 

porción distal y media inferior lo que constituye la copa óptica, mientras que la 

superficíe ectodérmica da origen a la vesícula del cristalino, que ocupa la 

concavidad de la copa óptica. La pared externa de la copa óptica permanece 

como una capa de células cuboidales que da origen al epitelio pigmentado de 

la retina, al cuerpo ciliar y al iris. La pared interna de la copa prolifera y da 
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origen a la retina, al epitelio ciliar no pigmentado y al epitelio posterior del iris 

(Barnstable, 1987; Zinn y Marmor, 1979). 

En las etapas primarias del desarrollo embrionario, el fondo de la copa 

óptica que da lugar a la retina y la capa externa que da lugar al EPR son 

equipotenciales. El transplante del epitelio pigmentario o de retina en el 

estadio de copa óptica a distintas regiones del encéfalo embrionario. 

demuestran que tanto una capa como otra tienen la capacidad de generar 

tanto neuronas caracteristicas de la retina como células del epitelio 

pigmentado (Clark, 1986; Zinn y Marmor, 1979). 

La futura retina pierde la capacidad de transdiferenciarse en epitelio 

pigmentado en el estadio que precede a su estratificación. El epitelio 

pigmentado sin embargo, conserva por más tiempo la facultad de 

transformarse en neuronas de la retina, un fenómeno denominado también 

"metaplasia". La importancia de este fenómeno radica en su posibilidad de 

sustituir a células de la retina neural en el caso de daño durante el desarrollo 

embrionario. 

En la retina adulta 

La comunicación entre el epitelio pigmentado y la retina, es indispensable 

para el buen funcionamiento del proceso visual. En los bastones el proceso de 

fototransducción comienza con la incidencia de un fotón sobre la rodopsina, 

proteina integral de la membrana de los discos de los fotorreceptores, que es 
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sensible a la luz. El l1-cis retinal es el grupo prostético de la rodopsina; las 

células del EPR incorporan el trans-retinal del plasma por un proceso en el 

que se considera interviene un receptor de membrana (Das y Gouras, 1988). 

El trans-retinal se isomeriza a 11-cis retinal y posteriormente se esterifica a 11-

cis estero El ll-cis-ester puede ser hidrolizado y el alcohol formado es 

entonces oxidado por una deshidrogenasa estereoespecifica a l1-cis­

retinaldehido. El 11-cis-retinaldehido es transferido a los segmentos externos 

de los fotorreceptores para posteriormente incorporarse a la opsina y formar la 

rodopsina (Bridges et al., 1984). El ll-cis retinal parece ser especifico del EPR 

ya que no se requiere en otra región del organismo. 

Una de las actividades más importantes del EPR es su participación en el 

recambio de los segmentos externos de las células fotorreceptoras, al 

fagocitar paquetes de discos. En ratas con distrofia hereditaria de la retina, la 

actividad fagocitica se ve severamente reducida, lo que ocasiona la 

acumulación de membranas de los segmentos externos en el espacio 

subrretinal y por consiguiente, la degeneración de los fotorreceptores (Tamai y 

Chader, 1979; Welebery Eisner, (988). 

También se pone de manifiesto la interacción EPR-retina en la respuesta 

eléctrica de la retina, puesto que la onda "a" del electrorretinograma se origina 

en la capa de los fotorreceptores, la onda "b" se genera principalmente por la 

actividad de las células bipolares ON y células (glia) de Müller y la onda "e" 

proviene principalmente de la despolarización de la membrana apical del EPR 
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(Zinn y Marmor, 1979). 

RECEPTORES A AMINOÁCIDOS EXCITADORES 

El ácido L-glutámico (L-glu) es un aminoácido no esencial, que posee un 

poderoso efecto excitador sobre la mayor parte de las neuronas del sistema 

nervioso central (SNC) y se sintetiza en el sistema nervioso principalmente a 

partir de la glutamina por acción de la glutaminasa (Gaetano Di Chiara y 

Gessa, 1981). 

Werman en 1966 estableció seis criterios básicos para que un compuesto 

pueda ser considerado como neurotransmisor: 1) su presencia en terminales 

sinápticas, 2) existencia de un mecanismo de sintesis, 3) un sistema de 

desactivación del compuesto, como puede ser un sistema de recaptura de alta 

afinidad dependiente de Na> y ATP, 4) un sistema de liberación del 

compuesto, 5) identidad farmacológica y 6) inducir el mismo resultado que el 

transmisor natural en la célula postsináptica. 

El ácido glutámico reune la mayor parte de estos criterios en las neuronas 

del SNC de los vertebrados (López Colomé, 1986): El L-glu representa del 10 

al 15 % de la poza de aminoácidos libres y su concentración promedio es de 

aproximadamente 4 J.!mollg en la mayoria de las células de los vertebrados 

(Voaden et al., 1977). 

Las enzimas que catalizan la sintesis del L-glu en la retina, están 

concentradas en los segmentos internos de los fotorreceptores, lo cual pOdría 
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indicar la participación de este compuesto como neurotransmisor (López 

Colomé, 1981). El L-glu se acumula en la retina por un sistema de captura de 

alta afinidad que depende de la presencia de sodio. Los estudios 

autorradiográficos en retinas de rata y conejo (Gaetano Di ehiara y Gessa, 

1981) indican que el L-glu se acumula preferentemente en las células gliales. 

También se ha registrado su acumulación en fotorreceptores de varias 

especies (Watkins y Evans, 1981 l, por lo que Brandon y Lam en 1983 

propusieron al ácido glutámico como candidato a neurotransmisor en los 

conos de la retina de rata. En cuanto a la liberación estimulada por 

despolarización, el L-glu se libera de los fotorreceptores aislados, en forma 

dependiente de Ca"(Johnston, 1979). Inicialmente se consideró que el L-glu 

sólo actuaba sobre receptores controlados por ligandos asociados a canales 

relacionados con la transmisión sináptica excitadora rápida. Recientemente se 

ha demostrado que el L-Glu interactúa can receptores acoplados a proteínas 

G (que unen GTP), las que a su vez activan o inactivan la síntesis de 

segundos mensajeros en las células (Nakanishi, 1992). La clasificación de los 

receptores para glutamato y compuestos químicos relacionados (aminoácidos 

excitadores, ME) basada en estudios bioquímicos, farmacológicos y 

electrofisíológicos, señala la existencia de dos grandes grupos: Los receptores 

ionotrópicos y los receptores metabotrópicos. 1. Los receptores ionolrópicas 

son proteinas heteroméricas en las que el ligando controla la apertura de un 

canal catiónico inespecífico; se clasifican a su vez de acuerdo con sus 



propiedades farmacológicas y electrofisiológicas en los tipo NMDA (N-metil-D-

aspartato; McBain y Mayer, 1994), AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-

propioanato) y KA (ácido kainico) por ser estos los compuestos con mayor 

afinidad para activar a sus correspondientes receptores. 11.- Los receptores 

metabotrópicos (mGluRs), son estructuras monoméricas acopladas a 

proteinas G (que unen GTP) que modulan la sintesis de segundos mensajeros 

mediante la regulación de la actividad de enzimas como la fosfolipasa C, la 

fosfolipasa O Y la adenilato ciclasa, asi como de canales de Ca'> y de K> (Pin y 

Duvoisin, 1995). 

El KA Y otros agonistas de los aminoácidos excitadores inducen la 

liberación del L-asp, L-glu y taurina de los fotorreceptores y del GABA y la Gly 

de la capa plexiforme interna de la retina. Con excepción del GABA, estos 

agenles en altas concentraciones, pueden causar el desprendimiento de los 

discos de los fotorreceptores en Xenopus sp, por un mecanismo dependiente 

de Ca'> (Besharse y Dunis, 1983), lo que apoya la posibilidad de que el agente 

endógeno relacionado con el desprendimiento pudiera ser el propio glutamato. 

Receptores ionotrópicos tipo NMOA 

Los receptores de tipo NMDA son permeables al Ca'> y al Na>, y su 

activación causa un incremento de la concentración de Ca'> intracelular. 

Además de su sitio de reconocimiento para el L-glu, este receptor tiene un sitio 

alostérico positivo para la glicina, actuando esta como coagonista; tiene un 
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sitio modulador negativo para el Zn", y algunas poliaminas también regulan su 

actividad (Calderón y López Col amé, 1998), aumentando la unión tanto al sitio 

de reconocimiento como al de la glicina. Asimismo, en el canal iónico del 

receptor hay sitios inhibidores para el Mg" (dependiente de voltaje) y para 

anestésicos disociativos como la ketamina, la fenciclidina y el maleato de 

dizocilpina (MK-801: McBain y Mayer, 1994). 

Experimentos electrofisiológicos y bioquímicos han demostrado que la 

activación del canal requiere al menos de dos eventos secuenciales: una 

despolarización que permita eliminar el bloqueo del canal por el Mg" (Nowak 

et al., 1984), y la unión del L -glu y de la glicina a sus respectivos sitios 

(Johnson y Ascher, 1987). 

Los receptores a NMDA se distribuyen en prácticamente todo el sistema 

nervioso central, pero específicamente en áreas de la corteza cerebral y de los 

ganglios basales, así como en regiones relacionadas con los sistemas 

sensoriales. Estudios electrofisiológicos y con radioligandos indican que las 

caracteristicas bioquimicas del receptor de NMDA varían en las diferentes 

regiones del SNC. En particular, las variaciones regionales de la unión 

específica de L-glu-H', de CPP-H' y de la modulación de la unión de MK-801-

H' por los diversos agonistas y antagonistas del L-glu, han facilitado la 

descripción de cinco subtipos de receptores, entre los que se encuentran los 

que tienen preferencia por los agonistas, los que tienen preferencia por los 

antagonistas, los receptores del tálamo medio, los receptores del cerebelo y 
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los receptores presinápticos (Laurie y Seeburg, 1 994; Wong y Thukral, 1996). 

Las técnicas de biologia molecular han permitida la identificación de una 

gran variedad de subunidades correspondientes a receptores de glutamato 

(Hollmann y Heinemann, 1994). Los ovocitos de Xenopus, las células renales 

I 
HEK-293 Y ciertas neuronas de mamíferos se han usado como sistemas de 

expresión para el estudio biofísico y farmacológico de distintas combinaciones 

de subunidades clonadas, y aunque se desconoce la estequiometria de las 

mismas en el receptor, se sabe que de las 5 subunidades identificadas para el 

receptor de NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C y NR2D) los ensambles de 

subunidades NR1 presentan las propiedades características de los receptores 

nativos, por ejemplo la unión del agonista y la unión del coagonista (Moriyoshi 

et al., 1991; Johnson y Ascher, 1987), alta permeabilidad al calcio (Me Dermo!! 

et al., 1986) y bloqueo por magnesio dependiente del voltaje (Nowak et al., 

1984). Asimismo, se ha demostrado que la amplitud de la corriente registrada 

en estos ensambles homoméricos no corresponde a la obseNada en 

receptores nativos postsinápticos, y que los ensambles que incluyen al menos 

una de las 4 subunidades NR2 conocidas presentan un patrón más frecuente 

(Ikeda et al., 1992). Recientemente se han identificado receptores de NMDA 

presinápticos en neuronas noradrenérgicas del /ocus ceru/eus, y 

dopaminérgicas de la sustancia negra que regulan la liberación del 

neurotransmisor y que presentan una farmacología de receptores 

hOmoméricos (Fink et al., 1990; Wong y Thukral, 1996). 

20 



De manera general, el patrón de expresión de las subunidades 

mencionadas en el cerebro de la rata es el siguiente: la subunidad NR1 se 

expresa prácticamente en todas las células del sistema nervioso. Se han 

encontrado 8 variantes debidas al corte alternativo del RNAm que la codifica y 

que podría indicar diferencias regionales importantes durante el desarrollo yen 

el estado maduro (Ishii et al., 1993; Monyer et al., 1992). Las subunidades 

NR2 presentan un patrón de expresión y de localización más especifico, que 

se superpone en ocasiones. En términos generales se sabe que la subunidad 

NR2A se expresa tan ampliamente como la subunidad NR1 lo cual indica la 

existencia de un receptor de NMOA con una composición heteromérica común 

en varias neuronas de diversas estructuras del SNC; la subunidad NR2B se 

expresa predominantemente en el cerebro anterior y se colocaliza con la 

subunidad NR2A en la corteza cerebral, en el hipocampo y en el cuerpo 

estriado, mientras que la subunidad NR2C se encuentra en el cerebelo, en el 

tálamo y en el bulbo olfatorio. Con respecto a la subunidad NR20, se ha 

localizado predominantemente en estructuras del diencéfalo, del cerebro 

medía y del tallo cerebral; en estas dos últimas estructuras se colocaliza con la 

subunidad NR2A. En el tálamo y en el bulbo olfatorio se expresan y 

colocalizan las 4 subunidades NR2 (Wenzel et al., 1995). 

La heterogeneidad funcional y farmacológica del receptor de NMDA 

depende de la composición heteromérica del mismo; las afinidades de los 

distintos sitios farmacológicos pueden modificarse al coexpresar cualquiera de 
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las subunidades NR2 en receptores recombinantes que expresan la subunidad 

NR1 (Williams, 1993; Laurie y Seeburg, 1994). Sobre esta base, se ha 

postulado que los receptores que contienen las subunidades NR1-NR2A 

corresponden al tipo de receptores que unen preferentemente a los agonistas, 

los ensambles NR1-NR2B corresponden a los receptores con alta afinidad por 

los antagonistas, los heterómeros NR1-NR2C corresponden a los receptores 

cerebelares y los NR1-NR2D, a los receptores caracteristicos del tálamo 

medio (Laurie y Seeburg, 1994). Por otra parte, se ha demostrado que la 

coexpresión de más de dos tipos de subunidades NR2 predomina sobre la 

expresión de heterómeros con tan solo un tipo de esta subunidad (Wafford et 

al., 1993), dificultando asi la clasificación de los receptores basada en su 

estequiometria, la cual hasta la fecha se desconoce. 

En fa retina se han hecho estudios de hibridación in situ para localizar la 

expresión de los mRNA que codifican para cada una de las subunidades del 

receptor de NMDA así como de otros receptores ionotrópicos glutamatérgicos 

(Brandstatter et al., 1994). El patrón de expresión de los RNAm de las 

subunidades NR1 y NR2A-C es muy parecido al observado en el SNC, con 

excepción del mRNA para la subunidad NR2D que no fué detectado, ya que la 

subunidad NR1 se expresa en prácticamente todas las capas celulares de la 

retina, míentras que las subunidades NR2 presentan un patrón de distribución 

restringido a la retina interna (células glanglionares, células amacrinas y 

células bipolares). Existe evidencia de que en cultivos de células de retina de 
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pollo de embriones de 8 dias enriquecidos con células amacrinas hay una baja 

sensibilidad al bloqueo por Mg" y que aparentemente no hay potenciación de 

la actividad del canal al agregar 1 O ¡¡M de glicina en condiciones saturantes de 

NMDA (Duarte el al., 1996). Para explicar lo anterior se ha planteado que 

exista cierto nivel basal de despolarización que mantenga una liberación 

constante del cotransmisor endógeno (glicina o su análogo) que se encuentre 

modulando a los receptores de NMDA (Duarte et aL. 1996), aunque también 

existe la explicación alternativa de que los receptores de NMDA que se 

expresan por las células amacrinas no exhiben potenciación por la glicina 

debido a la composición heteromérica que presentan. 

En condiciones de isquemia en la retina de la rata, se ha observado la 

participación importante de receptores ionotrópicos del tipo NMDA y no NMDA, 

ya que la aplicación de antagonistas competitivos y no competitivos del 

glutamato en eslos receptores, reduce considerablemente la muerte de 

neuronas colinérgicas y gabaérgicas a concentraciones muy bajas (50 nM) 

(Lombardi y Moroni, 1994). Coincidentemente, el ácido 7-cloro-kinurénico 

(7CIK), un antagonista altamente selectivo para el sitio de glicina en el receptor 

de NMDA (Moroni et al., 1992) no reduce la muerte neuronal a 

concentraciones de hasta 200 nM. 

Con respecto a la toxicidad por aplicación excesiva de NMOA en la retina, 

la aplicación de ACPC o de glicina disminuye la muerte celular, probablemente 

a través de una disminución de la actividad del receptor de NMDA, y por lo 
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tanto, contrario a lo que se podría esperar para un receptor de NMDA que 

potencia su actividad a concentraciones cada vez mayores del coagonista 

(Boje et al., 1992). Sin embargo no hay evidencia directa de que dicho efecto 

suceda a nivel del receptor. 

Receptoes ionotrópicos tipo AMPAlKA 

Los receptores AMPAlKA son preferentemente permeables a cationes 

monovalentes y se les relaciona con el componente rápido de los potenciales 

poslsináplicos excnadores que precede a la activación depend',ente de voltaje 

de los receptores de NMDA (Gasic y Hollmann, 1992). Los receptores tipo 

AMPA son canales activados por ligandos constituidos por 5 subunidades y se 

codifican por 4 genes denominados GluR1 (GluR-A) a GluR4 (GluR-D). La 

expresión de la subunidad GluR2 forma receptores heteroméricos 

impermeables a Ca". Ahora se sabe que los receptores tipo AMPA que no 

expresan la subunidad GluR2 son permeables a cationes diva lentes 

incluyendo al Ca" (Carvalho et al., 1998; Taschenherger y Grantyn, 1998) 

La estructura secundaria propuesta para este receptor incluye: 1) un gran 

dominio amino terminal extracelular, 2) tres dominios transmembranales (TM1, 

TM3 Y TM4), 3) un cuarto segmento transmembranal hidrofóbico que forma 

una asa similar a la región que forman las secuencias peptidicas de los 

canales de K' (Nakanishi, 1992), 4) un sitio de unión para agonistas formado 

por las regiones S1 y S2 extracelulares, 5) un extremo carboxilo terminal 
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intracelular (Domenico et al" 1997). 

Las subunidades del receptor tipo AMPA se expresan en todas las 

neuronas registradas del cerebro, sin embargo cada célula puede diferir en el 

numero y tipo de subunidades expresadas. La mayoria de las células 

sintetizan receptores heteroméricos compuestos por al menos 2 diferentes 

subunidades, pero también se pueden expresar como homómeros. No existen 

anticuerpos especificos para cada subunidad del receptor para KA, aun asi los 

estudios inmunocitoquimicos que se han hecho usando un anticuerpo que 

reconoce las subunidades GluR5, GluR6 y GluR7 para el receptor de KA, 

revelan su presencia de manera abundante en neuronas de hipocampo. 

Además de las neuronas, estos receptores se presentan en células gliales 

astrociticas (Betther y Mulle, 1995). 

Desde el descubrimiento de que los receptores para AMPA son sensibles 

también al ácido kainico, para diferenciar los efectos del AMPA y KA 

recientemente Tamawa et al. (1993), sintetizaron una serie de 2,3-

benzodiazepinas que actúan como antagonistas no competitivos en la 

respuesta mediada por AMPA. Uno de estos, el GYK153655 es selectivo para 

AMPA, su uso permite la observación de la corriente de iones inducida por KA 

en neuronas cultivadas. 

Receptores metabotrópicos 

En 1985 (Sladeczek, et aL) se demostró que el L-glu estimula a la 
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fosfolipasa C (PLC) en neuronas de estriado en cultivo, a través de la 

estimulación de un receptor que no pertenece a las familias de receptores de 

tipo NMDA, AMPA o KA; esto mismo se observó en rebanadas de hipocampo, 

células granulares del cerebelo y astrocitos en cultivo. La existencia de estos 

receptores se confirmó usando ovocitos de Xenopus al expresar en ellos los 

RNA mensajeros correspondientes y el NMDA. AMPA Y KA no activan 

directamente a los mGluRs clonados. Consecuentemente, los antagonistas de 

los receptores de tipo NMDA (MK-801, AP5) Y los de los receptores de tipo 

AMPAlKA (CNOX, NBOX, GAMS), tampoco afectan la actividad de los 

mGluRs de manera directa. 

Se han sintetizado ya varios ligandos selectivos para los diferentes tipos 

de mGluRs, que permiten distinguirlos farmacológicamente. Antes de 1993 el 

ácido L-2-amino-3-fosfonopropiónico (L-AP3; Irving et al., 1992; Schoepp et 

al., 1990) y el p-hidroxamato del L-aspártico eran los antagonistas más 

usados; actualmente se consideran poco selectivos y de baja potencia. El 

agonista general más empleado es el trans ACPD «±)-l-aminociclopentano­

tans-l,3-dicarboxilato), mezcla equimolecular de (lS,3R) y (lR,3S)-ACPD, que 

interactúa de manera diferencial con todos los mGluRs y cuyo isómero más 

activo es el lS,3R-ACPD, el AP4 (2-amino-fosfonobutirato) que activa a un 

tipo de receptores acoplados a la inhibición de la adenilato ciclasa, los 

agonistas derivados de la CCG-l, así como una serie de agonistas y 

antagonistas derivados de la fenilglicina la mayor parte de los cuales actúa 
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sobre mGluRs presinápticos (Roberts, 1995). 

Mediante el uso de técnicas de Biologia Molecular se han clonado 8 genes 

que codifican para mGluRs, algunos de los cuales generan variantes 

postrancripcionales ya sea por empalme alternativo o bien por un mecanismo 

de edición del RNA mensajero (Pin y Duvoisin, 1995). Dos laboratorios 

aislaron clonas de DNAc que codifican para el receptor metabotrópico ahOra 

designado como mGluR 1 a cuya secuencia se ha empleado como sonda para 

conformar bibliotecas de DNAc mediante hibridación y reacción en cadena de 

la polimerasa. 

Con base en la homologia de su secuencia de aminoácidos, asl como en 

su mecanismo de transducción, los 8 mGluRs se clasifican en 3 grupos. Los 

mGluRs del mismo grupo tienen aporximadamente 70% de similitud en su 

secuencia. mientras entre los diferentes grupos este porcentaje se reduce a 

45%. El grupo I comprende al mGluR1 y mGluR5, el grupo 11 al mGluR2 y 

mGluR3 y el grupo 111 a los 4 restantes. Sus mecanismos de transducción se 

han estudiado al inducir su expresión en ovocitos de Xenopus. células de 

ovario de hamster chino (CHOl. células de riñón de hamster neonato o en 

células de riñón embrionario humano (BHK; Thomsen. 1996). 

Los mGluRs del grupo 1 están acoplados principalmente a la hidrólisis del 

fosfolipido de membrana fosfatidilinositol-4.5-difosfalo (PIP,), pero entre estos, 

la variante "a" (anteriormente denominada a) del mGluRI, se relaciona con la 

activación de la adenilato ciclasa (Sortino el al.. 1996), mientras que aquellos 
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de los grupos 11 y 111, están acoplados a la inhibición de la adenilato ciclasa. 

a) Grupo I de receptores metabotrópicos a glutamato (mGluRI) 

A este grupo pertenecen los receptores mGluR1 con cinco isotormas (a, b, 

e, d, e) y mGluR5 con dos isoformas (a y b). En los sistemas de expresión 

examinados, el grupo I de receptores al interactuar con su ligando, en su 

mayoria, estimulan a la fosfolipasa C lo que se traduce en un aumento en el 

recambio de fosfoinosítidos, y la liberación de Ca" de compartimientos 

intracelulares (Bardsley y Roberts, 1983). El componente inicial, la molécula 

receptora en la superticie de la célula, transmite información a través de la 

membrana plasmática hacia el interior de la misma, por medio de una proteina 

G, que se activa mediante la unión de GTP. La proteina G, activa la la PLC en 

la cara interna de la membrana; la PLC a su vez hidroliza al fosfolipido PIP, en 

DAG e IP3 . El IP3 libera Ca" del retículo endoplásmico mediante su 

interacción con receptores especificos en este organelo (Fig. 1). El DAG en 

forma sinérgica con el Ca2
', activa a una proteína cinasa unida a la membrana, 

a la que se le ha denominado PKC, que a su veZ fostorila a proteínas de la 

membrana plasmática (Abe et al., 1992). 

Por otra parte, la varianle postranscripcional mGluR1a también induce el 

aumento intracelular de AMPc, lo que implica la activación de la enzima 

responsable de su síntesis, denominada adenilato ciclasa (Sortino et al., 

1996). Esta glicoproteína está anclada a la membrana plasmática y tiene un 

28 



Glu 

IP,.DAG PKC.AA 
~(+) 

mGluRI 
(. ) 

lAMPe 

/ (·)-TxP 

mGluR III 

~GIU~ 
mGluR 1 

IP"DAG 

,,(+) 

Ca""· 

RE 

mGluR II 

(-)-TxP 

lAMPe 

Presinapsis 

Postsinapsis 

Figura 1. El diagrama muestra la comunicación sináptica glutamatérgica entre 
dos neuronas, la localización de los diferentes tipos de receptores 
metabolrópicos para el ácido glutámieo (mGluR), y las reacciones inducidas 
por la activación de éstos en la terminal presináptica y la zona postsináptica. 
Abreviaturas: AA, ácido araquidónico; AMPc, adenosín monofosfato cíclico; 
Ca"; ión calcio; DAG, diacilglicerol; IP" trifosfato de inositol; Glu; ácido 
glutámico; PKe, proteína cinasa e; TxP, toxina pertusis; (+), activación; (.), 
inhibición. 



peso molecular aproximado de 150,000. Su sitio catalítico se localiza en la 

superficie interna de la membrana, transforma al MgATP en AMPc y su 

actividad está regulada por proteínas G. El AMPc es importante en la fisiología 

celular por su acción como segundo mensajero, que activa cinasas de 

proteina, especifica mente la PKA (dependiente de AMPc), la cual está 

formada por dos subunidades reguladoras y causa su disociación de las 

subunidades catalíticas; las subunidades catalíticas transfieren el y-fosfato del 

MgATP a los residuos de amínoácidos de diversas enzimas, cuya función se 

regula por fosforilación. La síntesis de AMPc y la activación de la PKA permite 

la amplificación considerable de la señal inicial. Una herramienta 

farmacológica útil en el estudio de los receptores que estimulan a la PKA es la 

forskolina, fármaco que es permeable a la membrana celular y que activa a la 

AC directamente, un diterpeno aislado de la raíz de la planta medicinal hindú, 

Co/eus forskoh/ii (Shoepp et al., 1990; Fig. 2). 

La cinética de la liberación de Ca" inducida por los mGluRI a, b y c 

expresados en sistemas heterólogas como avacitos de Xenopus y células de 

mamífero transfectadas presenta algunas diferencias. La liberación inducida 

por los mGluR1b y e es más lenta y de más larga duración que la inducida por 

el mGluR1 a. La estimulación de la PLC por activación de mGluR1 a puede ser 

inhibida parcialmente con la toxina pertussis, lo que sugiere la participación de 

una proteína G de la familia Gi-Go. En este grupo, el mGluRl a activa a la AC 

cuando se expresa en ovacitos de hamster chino, lo que aumenta la 
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Figura 2. Diagrama que muestra el control bifásico de la adenilato ciclasa 
(Ae). Los agonistas fisiológicos, transmisores y drogas, se unen a receptores 
específicos de la membrana plasmática, acoplados a proteínas G (Gs o Gi), 
representadas por las subunidades as o ai, /ls o /li, ys o·yi. La transducción 
de esta señal al sitio catalítico de la AC, localizada en la superficie interna de 
la membrana, produce su activación o inhibición. Ciertos agentes, como la 
toxina del cólera o la toxina pertussis, causan la ribosilación de la subunidad 
de la proteína G y estimulan o inhiben respectivamente su actividad. La 
forskolina activa directamente a la AC, sin la intervención de la proteína G 
reguladora (Gs) y aumenta la concentración de AMPc intracelular. 



concentración intracelular de AMPc. 

Entre los ME que activan a los receptores metabotrópicos, asi como a los 

ionotrópicos, están el QA, el IBO y el L-Glu. El QA es agonista más potente en 

los receptores metabotrópicos que en los ionotrópicos AMPNKA. El anális',s 

farmacológico de los receptores mGluR1a transfectados en lineas celulares de 

mamifero y ovocitos de Xenopus, muestra que los agonistas tienen el 

siguiente orden de potencia: QA> L-Glu > IBO > L-CCG >lS,3R-ACPD; el QA 

tiene efecto a concentraciones micromolares bajas, mientras que el ACPD a 

concentraciones micromolaes altas o milimolares. Cuando se elimina una corta 

secuencia por empalme alternativo del extremo carboxilo de mGluR1a, esta 

remoción afecta su potencia pero no el orden de sensibilidad a los agonistas. 

Aunque es dificil distinguir farmacológicamente entre los receptores mGluR1 y 

5, el mGluR5 es más sensible al ACPD que el mGluR1. Por otra parte, la 

mayoría de las fenilglicinas son antagonistas para el mGluRla, siendo las más 

potentes la 4C3HPG y la 4CPG (Roberts, 1995; Jane et al., 1995). 

Se ha demostrado por hibridación con el RNAm correspondiente, que la 

distribución de estos receptores en el SNC de la rata es heterogénea, aunque 

no es posible definir esto en términos cuantitativos; las regiones con las más 

altas concentraciones son: la capa de células de Purkinje, así como las células 

granulares del cerebelo, aunque no se ha definido su función en el cerebelo. 

En el area CA3 y el giro dentado del hipocampo se observa un nivel mayor de 

expresión que en la región CAl Y la substancia nigra, lo que junto con otras 
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evidencias ha permitido asociarlos Con las funciones de memoria y 

aprendizaje. El tálamo, el bulbo olfatorio, el septum, el hipotálamo y los 

núcleos subtalámicos tienen un nivel moderado de expresión; la corteza 

cerebral, el estriado y la capa molecular del cerebelo tienen una concentración 

baja de estos receptores (Con n y Patel, 1994). Estos receptores no solo 

movilizan el Ca" intracelular, sino que al activar cinasas de proteína, pueden 

modular receptores para AAE de tipo ionotrópico alterando su estado de 

fosforilación, por lo que podrían intervenir en la modulación de la transmisión 

glutamatérgica rápida (Doherty et al., 1997). 

b) Grupo 11 de receptores metabotrópícos a glutamato (mGluRII) 

Los receptores del grupo 11 (mGluR2 y mGluR3) se han sobreexpresado por 

transfección en célula3 CHO y BHK; en estas lineas derivadas de fibroblastos, 

la activación de estos receptores inhibe la estimulación de la AC producida por 

forskolina (Tanabe et al., 1993). Esta trasducción se inhibe totalmente con la 

toxina pertussis, sugiriendo que la proteína G involucrada en el acoplamiento 

pertenece a la familia Gi. En contraposición a los receptores del grupo 1, el 

1 S,3R-ACPD es un potente agonista en este grupo, mientras que el QA es un 

agonista débil, aunque cabe aclarar que la sensibilidad al QA varía entre los 

miembros de este grupo, siendo la EC50 del QA para el mGluR2 de 1 mM y 

para el mGluR3 de 40 ¡tM, lo que permite diferenciarlos. El agonista DHPG, 

considerado más potente que el ACPD, es un compuesto especifico para este 
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grupo. La L-CCG-I es aproximadamente 10 veces más potente que el lS,3R-

ACPO en los mGluR2, y para este último la MCPG es el único antagonista, 

pero su efecto es débil y también tiene efecto antagonista sobre el mGluR1 a. 

El perfil farmacológico general de la potencia de los agonistas es: DCG-IV " L-

CCG-I > L-Glu ;, OHPG;, (1 S,3R)-ACPO > IBO > QA. 

b) Grupo 111 de receptores metabotrópicos a glutamato (mGluRIII) 

La DCG-IV es el más potente entre los derivados de la CCG, teniendo poca 

o nula actividad sobre los receptores de los grupos I y 111. Paradójicamente, 

derivados de la fenilglicina como la 4CPG, 4C3HPG y 3C4HPG actúan como 

agonistas en el receptor mGluR2 y antagonistas en los mGluRI (Conn y Patel, 

1994). 

En este grupo, que incluye a los receptores mGluR4, 6, 7 y 8; el agonista 

más potente es el L-AP4 (Thomsen et al., 1992), seguido por el L-Glu. El 

lS,3R-ACPO y el QA son menos activos o carecen de efecto. El orden de 

potencia de los agonistas es: L-AP4 > L-Glu " L-CCG-I ;, L-SOP. El mGluR4 

se identifica por su alta sensibilidad al IBO, mientras que el mGluR6 es más 

sensible a la L-SOP que al L-Glu y su presencia se ha demostrado hasta 

ahora, exclusivamente en la capa interna de la retina. Estos receptores están 

acoplados a la inhibición de la AC, por consiguiente, su activación disminuye 

los niveles intracelulares de AMPc; se considera que estos receptores 

corresponden a receptores presinápticos cuya función es regular la liberación 

32 



• o 
Z 



activadas por la via de los fosfoinositidos. Esta cadena de reacciones se 

activa por 1S,3R-ACPD asi como por QA, 180 Y L-CCG-I, pero no por 

agonistas ionotrópicos como el NMDA o el KA. Puesto que este efecto no se 

bloquea por antagonistas de los receptores jonotrópicos, se postula que se 

debe a la activación de mGluRs. 

d) Características estructurales de 105 mGluR 

La secuencia de aa de los mGluRs es homóloga de la de otros receptores 

acoplados a proteinas G. Cada uno tiene un péptido señal, el dominio amino 

terminal del receptor propuesto como extracelular, 7 segmentos hidrofóbicos 

asociados muy estrechamente y que atraviesan la membrana, deftnidos como 

dominios transmembranales. El dominio carboxilo terminal, propuesto como 

intracelular es variable en longitud y poco conservado entre los miembros de 

esta familia de receptores. La secuencia más conservada corresponde a una 

región hidrofóbica localizada en el dominio extracelular, propuesta como el 

sitio de unión del ligando. Existen 21 residuos de cisteina que se conservan en 

todos los mGluRs; 9 de estos residuos están localizados en la porción 

carboxilo terminal. Los receptores poseen numerosos sitios de fosforilación en 

secuencias intracelulares y sitios de glicosilación extracelulares, propuestos 

como zonas de modulación (Pin y Duvoisin, 1995; Fig. 3). 
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Figura 3, Diagrama de la estructura generat de tos receptores metabotrópicos 
para AAE. Abreviaturas: Ca2', ión catcio; COOH, extremo carboxilo; DG, 
diacilglicerot; IP3, trifosfato de inositol; GLU, ácido glutámico; NH2, extremo 
amino; PLC, fosfolipasa C; IACPD, {±)-1-aminociclopentano-trans-l,3-
dicarboxilato. Estos receptores también se relacionan con la neurotoxicidad 
inducida por L-Glu en desórdenes neuroconvulsivos y neurodegenerativos 
como la Corea de Huntington y la enfermedad de Alzheimer. Asimismo 
participan en la regulación de la liberación del propio L-Glu, 



e) Relación entre los mGluRs y la fisiología neuronal 

Se ha demostrado que los mGluRs participan en muchas funciones 

cerebrales como fenómenos de plasticidad sináptica. desarrollo del sistema 

nervioso. la potenciación y la depresión a largo plazo que son la base 

fisiológica del aprendizaje y la memoria (Conn y Pino 1997). 

Papel de los mGluRs en el desarrollo.- La hidrólisis de fosfoinositidos 

inducida por la activación de mGluRs (específicamente mGluR5a). es 

particularmente elevada en el SNC durante el periodo inmediatamente 

posterior al nacimiento. y esta función disminuye progresivamente durante el 

resto del desarrollo postnatal. El acoplamiento entre los mGluRs y la 

fosfolipasa C durante los estados tempranos del desarrollo sugiere que estos 

receptores pueden participar en el desarrollo postnatal al proporcionar una 

señal trófica. promover la sobrevivencia ylo conferir neuroprotección contra la 

muerte celular apoptótica. Bruno et al.(1994) demostraron que en células 

granulares del cerebelo. el t-ACPD protege de la muerte celular apoptótica 

inducida por despolarización. 

En la neurotoxicidad y neuroprotección.- El L-Glu es el principal agente 

neurotóxico, y responsable del daño que se observa en el cerebro en los 

cuadros de isquemia, anoxia e hipoglicemia. Se entiende por neurotoxicidad a 

la sobreactivación descontrolada de estos receptores, que desencadena 
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respuestas intracelulares tales como el aumento excesivo de Ca". El Ca" es 

considerado un segundo mensajero que activa enzimas que en exceso, llegan 

a Causar la muerte celular. La evidencia bibliografica indica que el receptor tipo 

NMOA es el principal involucrado por su alta permeabilidad al Ca", sin 

embargo, los mGluRs también están involucrados, ya que el QA ha mostrado 

ser un potente neurotóxico en cultivos corticales; el grado de esta 

neurotoxicidad depende de la dosis y del tiempo de exposición, siendo las 

EC" = 250 ¡tM (5 minutos) y 1 ¡tM (20-24 horas). La neurotoxicidad aguda del 

QA es independiente del Ca" extracelular e insensible a los antagonistas para 

los receptores 'Ionotrópicos tipo NMOA y No-NMOA. Sin embargo, los mGluRs 

parecen también ejercer el papel contrario, porque el ACPO actúa como 

neuroprotector contra la toxicidad producida por NMOA en cultivos corticales 

de células granulares del cerebelo y de la retina (Koh et al., 1986). Esta 

neuroprotección se revierte con inhibido res de cinasas de proteína, como el 

H7 y el HA-1004. En este efecto protector participa probablemente una 

proteina G, ya que se rel'ierte pretratando al tejido con toxina pertussis. 

Asimismo la L-CCG y la L-SOP que son agonistas de los mGluRs de los 

grupos acoplados negat'lvamente a la AC (grupos 11 y 111) pueden atenuar la 

neurotoxicidad del NMOA, indicando que en el efecto protector interviene la 

inhibición de esta enzima. Una posibilidad alternativa podría ser que la 

neuroprotección fuera el resultado de la inhibición de los canales de Ca" 

sensibles al voltaje debido a que generalmente, durante el daño agudo 
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cerebral, como trauma, hipoglicemia y epilepsia, la sobreestimulación del 

receptor de NMDA despolariza la membrana e induce la entrada excesiva de 

Ca" a las neuronas a través de estos canales, Por su ubicación en terminales 

presinápticas, se considera que los receptores mGluRI participan en la 

neurotoxicidad al estimular la liberación del ME endógeno y por localizarse en 

la periferia del botón presináptico, sólo se activarian cuando la concentración 

del neurotransmisor fuera excesiva. Mientras que los receptores acoplados de 

manera inhibidora a la AC como los mGluRII y 111 se consideran 

neuroprotectores porque ubicados en la presinapsis bloquean la liberación del 

L-Glu. 

En la potenciación a largo plazo.- La L TP que consiste en el aumento 

sostenido de la eficiencia sináptica, considerada como la facilitación neuronal 

para responder a las señales provenientes de otras células que induce una 

estimulación eléctrica de alta frecuencia en vias cerebrales especificas de los 

mamiferos, es hasta ahora el modelo más aceptado para el aprendizaje y la 

memoria. La L TP requiere un aumento en la concentración de Ca" libre en el 

citoplasma a través de canales membranales. Esta entrada de Ca" puede 

ocurrir a través de 2 canales distintos: a) los canales del receptor tipo NMDA, 

b) a través de canales de Ca" dependientes de voltaje: el aumento intracelular 

de Ca" se consigue también a través de su liberación de almacenes 

intracelulares por medio de receptores para IP" que se produce por la 

37 



activación de la PLC acoplada a mGluRs. Existe evidencia que apoya la 

participación de los mGluRs en el hipocampo, entre la que se incluye el que la 

L TP se bloquee por inyección intracerebro-ventricular de toxina pertussis, y la 

proteína G sensible a esta parece localizarse en la presinapsis de las fibras 

musgosas de la regían CA3 del hipocampo. El D,L-AP3 (lmM) reduce la 

potenciación a largo plazo en las mismas fibras musgosas; las neuronas 

piramidales del area CA3 del hipocampo y células granulares del núcleo 

dentado tienen niveles altos de RNAm para los mGluR1 y 5 (Monaghan et al., 

1996). 

la técnica para la medición de receptores postsinápticos in situ, que 

emplea un radioligando, fue desarrollada originalmente para el estudio de 

interacciones hormona-receptor y aplicada a los aa por Snyder y Bennett, y ha 

sido usada frecuentemente para diversos neurotransmisores. Esta técnica 

consiste en cuantificar la interacción del mismo neurotransmisor propuesto o 

de un agonista o antagonista especifico, de alta actividad especifica, con las 

membranas. Para receptores de aa, cuando el radioligando es el mismo 

aminoácido, es necesario discriminar entre los sitios de unión postsinápticos y 

los sitios de recaptura del compuesto. Es posible hacer esta diferenciación por 

medio de manipulaciones técnicas al medir los sitios de unión, así como por la 

caracterización farmacológica de la interacción. Así la unión del ligando a los 

sitios de recaptura requiere de Na', depende de la temperatura, y los sitios se 

inactivan con la congelación, mientras que la unión a los receptores sinápticos 
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no se afecta por el Na', no depende de la temperatura, y en ocasiones se 

hace más evidente al congelar y descongelar las membranas. 

Receptores a ME en el EPR 

Con respecto a la relación que existe entre la fisiología del EPR y los 

receptores para ME, se ha demostrado que el L-glutamato estimula el 

desprendimiento de los discos de los fotorreceptores (Greenberger y 

Sesharse, 1985), y se ha sugerido que los ME actúan vía un receptor del tipo 

del ácido kainico para el inducir el desprendimiento de los mismos (Besharse 

etal.,1986). 

López Colomé y colaboradores (1993, Artículo 1;), demostramos que los 

receptores para aminoácidos excitadores del epitelio pigmentado de la retina 

del pollo son similares, pero no idénticos a los estudiados en el SNC 

(Monaghan et al., 1989). La unión de L-glu-H' en cultivos de epitelio 

pigmentado de retinas de pollo es farmacológicamente sensible a los 

agonistas y antagonistas de los receptores de NMDA, asi como al agonista de 

los receptores metabotrópicos, t-ACPD. Por otra parte, la glicina incrementa 

considerablemente la unión del L-glu-H' a través de un mecanismo que 

depende de la edad de cultivo y cuyos agonistas pueden ser los aminoácidos 

taurina y con mucho menor potencia el GASA (López.-Colomé y Fragoso, 

1995, Artículo 11). 

Utilizando la técnica de unión del ligando radiactivo L-glu-H', también 
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demostramos que existen receptores especificos para este neurotransmisor en 

células cultivadas de EPR humano (López-Colomé et al., 1994, Articulo 111). 

Estos receptores, asi como en el EPR de pollo, se modulan por los 

aminoácidos glicina, taurina y GASA, aumentando la unión del ligando de 

manera inversamente proporcional a la edad del donador. Las caracteristicas 

farmacológicas de unión indican que exiten receptores ionotrópicos de tipo 

NMDA, y receptores metabotrópicos sensibles a t-AGPD en este sistema 

celular, 

A continuación se presentan los artículos correspondientes a estos 

estudios: 
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JlJurllld ur Ncuro.'iCitlll:C Ih_"5ruro.:h 34:454-4(,1 1l?'\I.1¡ 

Specific Interaction of Glutamate With 
Membraoes From Cultured Retinal 
Pigmeot Epithelium 
A.M. López-Cololllé, R. Salceda. aud G. Fragoso 
Instituto de Fisiología Celular. U.N.A.M. México. D.E México 

Excitalory aruinu acids (EAA) llave been shuwn to 
induce pbagocytosis in retinal pigmcnt cpithelial 
tRPE) cells. In urder lo explore ir lhis action is re­
ccplll'f-medialed, we han identified and charader­
h.ed '["ec~plors rol' L-glutamale tbrough lhe binding uf 
[31l1L-glutam3te lo nrembI'311e5 frum chick. RPE ceUs 
in primary cullure. SpedOc binding was roulld satu­
rable, w¡llt Kn= 333nM aud H.n ... ~ 3.2 plUulllllg pro­
leln in frozeu/lha\\'cd membraues. Na + .illdependcul 
bindillg was present in cultures of 16 aud 2S days in 
vill"O, and was nol aCfecled by lemperature. Pbanna­
colugical profile uf analogues of EAA al difIerenl 
receptor types suggests the presence of a metabotro­
pie type receptor (L-glutamate > S-l-amino-3-pbos­
phollopropionale > 2-amino-4~phosphonobulyrate 

::; trans-( I S.3R}-I-alllinocyclopelltane-l ,J-dicarboxy­
lale > quisquala'e). Excitatory alllino acid analogues 
a.cliug al tbe NMDA-r«eptor alsu displaced bound 
L-glutan1ate, and a lIoticeable slimuIation of specific 
bindiug o( 'bis ligalld by glycine was showlI; lhis er­
fed was lIIullicked by D-seríue and l-hydroxy-3-
ftmiuopyrrolidone-l (HA-966) bu! uot by 7-clllo­
rokyllurellate, and was lIot iuhibited by stryclmille. 
Sílice 'aorille alld GADA also ilJcreased specific bind­
iug, il is likely lhal mooulatioll o( EAA receptors in 
RPE differs frolll tha. in lleUrOIlS. 
e 1993 WII~y·Liss, IlIc. 

Key words: excila.tory amillo acids, metabotropíc re­
ceptors, pllagocytosis, NMDA receptors 

lNTRODUCTION 

A close relationship exisls belween lhe relina and 
lhe rClinal pigmem epithelium (RPE) from Ihe analomi­
cal and funclionaJ poiot of view, sjnce Ihis ceU-mono­
layer shares tbe same embryoJogical origin wilh [he ret­
ina in vertebrate species (Mund and Rodrigues, 1979) 
and is capable oC Iransdifferenliation in early develop­
mental stages (Pillack el at, 199), as well aS in some 
cases or retinal damage (Detwiler and van Dyke, 1953; 

e 199J Wiky·Uss, lne. 

Coulombre and CouJombrc, 1965). Ad<.lilionally, Ihe 
prcsence of RPE is required fur Ihe correel stratification 
of retina) ceUs lIuring develuplllenl (Vollmer el al .• 1984; 
Wolburg el al., 1991). Among the functions subserved 
b)' RPE. which are relalea lo retina! ph)'siology, are the 
tran:sport of molccules frolll blooo vessc\s lo the Tetina, 
(Steinberg and Miller, 1979·, Lake el al .. ! '-)75). the reg­
ulaliu~ ur ¡ouie c(mcc~\ratiom. m the subíctinal spacc 
(lmmel ami Steinbcrg. i9~{). as wcll as ~hc phagoc)'tosis 
of the úisk..s during photoreceplor oulcr segmt;nl shedding 
(Young aOO Bck. (969). Regardmg Ih.is lasl funetíon, it 
has beeo. proven thal sorne glulamatc-rdilled excitalory 
amino acids (EAA) such as kainale (KA). induce degen­
eration of retinal ceUs when auministereu !iyslenüca!ty to 
newborn rals (Salceda el al., 1979) oc allematl",cly, 
whcn applied intravitreaUy tu malurc animals (Lópel.· 
Colomé and Somohano, 1982; 1986) or to ncuroos in 
primary tissue culture (Zambrallo and Hyndman, 1983)_ 
These findings suggesl Ihal lhe concentrallOn of gluta­
male (L-glu) io lhe subretinal space shauld be low and 
finely regulated in order lO avoid relinallOx.icily (Olney, 
1982). 

Do lhe other hand, regarding ROS sheddio.g, it has 
been proposed Ihat (he signaJ f rom (he relina to the RPE 
for aclivating phagocYlosis could be a diffusible sub· 
slance released by (he relina in candllians in which shed­
ding is increased. j.e_, liglu stimulation (Hollyfield el al. 
1976; Young. 1977). 

L-Glu, L-aspartate (L-asp), KA, and lO a minor 
extent quisqualale (QA), have been shown lO induce 
phagocytosis in a light· (Greenberger and Besharse, 
1985) and Ca+ + ~independent fashion (Besharse aod 
Spralt, 1988~ Besharsc: el al., 1986). This induction, as 
well aS ligh\-triggered phagocy\osis, which is Ca + + de· 
pende.n! (Greenberger and Besnarse, 1983), is blocked 
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b} lhe ~¡x:(ifil: EAA rC("cptur ~m~guni~l:; kynurcnah: amI 
O-O-phosphoserinc (Bcshar~c ct al.. 1988) whlch sug­
gcsts tha.t EAA-induccd shcdJing IS <l rcceptor-meuiated 
proccss. 

Rcceptors for EAA llave been eXlcnsivc!y stuJicd 
m ne(Vou:; tissuc tMonaghan el al.. 1989; Colman am.l 
Monaghan. 1987). lonolruplc EAA rc,"cplors have bccn 
classified as N-Methyl-D-aspan.:ne (NMDA) and non­
NMDA ¡ypcs, (he lalesl including Ihe KA, QA, and pos· 
sibly Ihe 2-amino-4-phosphonobulyrate (AP4) Iype (fos­
ter and Fagg, 1984; Walbns and Evans, 1981). More 
recently, a metabotropic c/ass uf EAA receptor which is 
QA-sensilive bUI o-amino-5-mclhylisoxazole-4~propion­
ale (AMPA)-insensitive has been characterized in neu~ 

nms (Sugiyama el al., 1987; Sladeezek el al., 1985; 
Sehocpp and Johnson. 1988) and gliaj ceUs (Milani et 
ar.. 1989), which mediate the activalion of ¡he inositol 
phosphalc eascade. Howcyer. not Illuch is known regard­
illg Ihe propcnies of EAA reccplurs or Iheir panicipation 
in lhe physioiogy uf RPE 

Several findíngs suppon rhe possibiljly o( laurine 
participalion in lhe triggt::ring of phagocytosis. Taurinc 
and glycinc have beco shown [o mduce shedding (Grccn. 
bcrger and Besharse, 1985; Swcatt and Besharse, 1988), 
ami taurine is also capab!c of re\'ersing the inhibition oC 
phagocylosis induccd by cydle AMP and melatonin (Og­
inl,! el aL, 19&3). Taurinc is readily avatlable to RPE, 
sin.ce it ¡s highly concentraled in reúnal ROS {Orr el al .. 
1976; Pas.antes-Mor~les tt al.. IY72) and is released 
from these struclures by light {Salceda el al., 1911} 
which 15 al500 the naturAl trigger fOf phagocytosis (La­
Vail. 1976). Additíollally, \Ve have pre\'iously demon­
struted lhe presence of sJXcific high-affinity, Na+ -jilde­
pendellt b'ilding 50ites for this compound. whieh couid 
mediate íts aclion in RPE (López-Colomé el al., 1991). 

Since it is cOllceivalJle ¡hal a glutamate-rela[ed ex.­
cit<ltory 30lino acid coukl panicipate in the induclion of 
phagocYlosis, we have now invesligaled the presence of 
spe,ifac rcCCP[ors fur thi~ t:"ompound. using (H]L+glu 
binding 10 membranes from chick RPE cells in primary 
cuhure. We have characlcrizcd Ihese siles from the bio­
chelllicaJ and phannacologicai poinl of view, and we 
here demonslf'dle Ihat taurine aod glyeine greatly slimu­
lale glulamate specific bindiog, suggesting lhe possibil­
¡Iy of a joínl aclion of Ihese compounds in Ihe regulation 
of phagocYlosis. 

MATERIALS AND METHODS 
Cell Culture 

Cullures wcre se[ using RPE froOl seven-day+old 
chick embryos from 3 local slrain, as described (López­
Colomé el al., 1991). Eye", were enue/ealed, (reed (rom 
vilrcous and relina, placcd in isolunic Krebs-Ringcr bi-

(;Iulalllah.· IJimling tu IU'E 455 

Gl.rbunatc buffer iKK13¡ ClJnlaining lT!lIllM): NaC!, \ I~, 
KCl. 4.7; CaCl 2 , 2.5~ I\.1gS04 • 1 17; KH!Pü4 • 2.0; 
NaHCO), 25; gluco:.c, 5.6; pH 7.4, amI rin~eJ fOUf lime,> 
with the ~ame ringer. RF'E wa.~ tll~.~or.."iate¡.J in TC-1W 
rnediUIll after incubaung for 5 nHnu¡c~ wilh 0.1 Jt"k 
Iryp~in in pho~phatc buffcreu sulim:, rH 7.4 Cclls werc 
secucu al a l.lcnSII) ur 10\ ccJb rcr Falcon Hask of 25 
cmI growth arca, and incubated al .1rc rn TC-/99 me­
diulll supp/eOlcntcú with 10% heat-inaclrvalcu fetal calf 
scrum, 2.0 mM glutamine. lOO unils/ml {If penICil/in anú 
100 mg/ml slrcp[omycin. Cultures forrn a conflucnI 
monolayer at 16 tlays in vitro (DIV); al Ihls time, ce l/s 
acquirc Iypical cubaidal shape and lIlitia[e rnelanine syn­
Ihesis. The pufÍ[y of the culture is inuicaled by lhe epi­
Iheliuid foml and presence uf pigmenl in every cdl (Sa/­
ceda el al. 1992; 

Membrane Preparation 

After 16 DIV. Ihe llleJium ...... as remuvcd anl.! eells 
wcrc washed once with KRB. Ce/Ji; wen: tlclachctl (mm 
[he dish using a rubber poliecllIan, pooJcJ jn KRB and 
sedimenled by cemrifugation a[ 500 rplll fuc 5 mino Thc 
supernatant was removed, und the eelJ-peJJcI was hu­
mogcnizcd in 20 \"ul (w/\") of di.')tdJcJ ..... atcr un ice, in 
urder to osmolical1y shock the cc:ls. Membrancs werc 
Ihen ob[ained by centrifugalion at 45000 x g for 20 mm 
a[ 4~C. After Ihree washe~, mcmbranes wcre frozcn (or 2 
to 7 days prior ro [he binding assay. The frozen pcllcIs 
wcre thawed and washed once more wilh buffer prior lO 
the assay (López-Colomé and Somohano. 1987)_ Protein 
was measured by lhe method of Lowry el al. (1951). 

Dinding Assay 

Membrane pellets werc rcsuspended in TRIS-He! 
bufrerO.OS M, pH 7.4 with or wilhout 118 mM NaC/ as 
indicated. Binding assay was pcrformed as prevíousiy 
deseribed (López-Colomé, 1981 J. Briefly, membnme 
suspension (30-50 p,g protein per assay) was incubaled 
in the presence of 50 nM CHIL-glu in <i final yolume of 
175 jJ.l for Ihe indicaled periad of time. I 111M cold L~glu 
was used for defining non-specific bínding_ [n pharma­
coiogical ex.periments, specific agoniSls. and antagonists. 
were added instead of co!d glutamate al the concentralion 
indicated in each case. The reacti<l!l was stopped by di­
lution with 3 mi of (;old buffer, and membranes were 
recovered by filtration in gla5os. libre filters (GFIB) and 
washed twice with S mi of cold buffer. Fillers were 
added 10 mi of Trilosol (Fricke, 1975) and counted fur 
radioaetivit)' in a Beckman liquid scintillation coulller. 
Corrections were made for quenching and counting effi­
ciency. 

Malerials 

eHIL~Glutamate (spee.act. 35-59 Ci/mmol) was 
obt.aincd from New England Nuclear (B~lsh.m, MA). 
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Fig. l. Pmlei,,-depel\Úence uf ¡lHIL-glutaulalc bindin.g. Fro­
zenJthawed Illembranes frolll RPE tultures of \6 DIV wen! 
use(). Assay w;!s perfomled as describcd in Malerials amI 
Melhods. al J7"C. t}HJL-glulamale was 50 aM. Dala are Ih.:: 
mean:!: S.O. of [OUT experiments pcñonned in Iriplicale. 

Glass microflbre filters (GFIB) were from Whalman. 
TC-I99 medium and fetal calf serum were from Difco 
(Dclroit, MI). Ex-cilalory amino acid analoglles were 
from Tocris-Neuramin. Brislol, England. Fenilized eggs 
werc frum .. ArmOu.f Hatchery". AiI other rcagcnts and 
chemicab. were from Sigma (S1. Louis. MO). 

RESULTS 
Cbaractedstics of [JH1L-Glutamale 8inding 

Protein concentralion was ím:reased rrom 10 lO 50 
fLg per assay (Fig. 1). Results showed lhal an optimum 
spedfic binding was obtained from 20 p..g; hcoce. a 
working concenua1ion uf 30-40 p.g per assay was cho­
sen. Specifically bound L~glulamate was 50-60% or 10-

tal binding in these conditions. 
In arder ta determine equilibrium time. lhe bindíng 

reaetion was stopped at incubation times frum 5- lo 30 
mino Spedfic binding increased up lo 10 min remaining 
constant Ihereafter. AH other ex-pcrimenls were per­
formed al 10 min incubalíon. 

Eltet:t of Sodium and Temperature on Bindíng 

Binding oC glulamale lO synaplic receptors in Ihe 
CNS (fer re'l .• sec Monaghan el al.. 1989) !lOO lhe retina 
(López-Cololllé. 1981) has been shown to be Na + -and 
lemperalure-independenl. Frozenlthawed membranes 
were used ín arder 10 eliminate (he possible bindiog 10 
uptake sites (Sc"warcz. (981). Results in Fig. 2 show 
that temperature does not affeet binding in cultures or 
twO ages. 16 DIV (connuent) and 25 DIV (old). The 
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Fig.2. Enec! oftempenrture 3nd sodium 011 ¡'HlL-glulamal\! 
binding. Membrancs were isolaled from cultures oí 16 and 2S 
DIV amI binding was measured as described in Matenals and 
Melhods. I)H IGlulamale concel1tralion was 50 nM _ Resulls are 
cxprcsscd as Ihe mcan :!:: S.D. uf scvcn imlcpcmlcm cxpcri­
!tlcnts perlomJed in tnplicate. 

prese¡¡ce of physiological NaCI concentrations (1 ¡ 8 mM) 
in contrasto increases specific binding by Iwo-fold in 
young (16 DlV) but Rol in old cultures. Al! foUowing 
experiments were performed in young conOuent cultures 
(16 D1V), unless stated otherwisc. 

Additionally. binding was also perfonned 10 

fres.ltly obtained membranes from 16 and 25 OIV cul­
tures as a contrul and in this preparatian. bindi.ng to 
uplake sítcs absolulely Na" ~dependent. was observed 
(resuhs nol shown). 

ElTeet of EAA Analogues on 
eH)L.Glutamale Binding 

Sorne compounds which have beeo shown lo inter­
acl wilh lhe different excitat<K)' amino aci.d receptor sub­
types were tried for determíníng their efficiency as 
compelilors at lhe L~glutamate binding siles al I 
mM concentrarion. As can be seen in Table 1, Ihe most 
polent displacer was L-glu foUowed by (s.)-2-amino~3-
pbosphonopropiona.e (S·AP3). AP4. and (1 S.3R)· 
l-aminocyclopentane-I.3-dicarboxylale (Irans-ACPD), 
compounds proposed lo interact wilh lhe melabolropic 
glutamate receptor (Schoepp and Johnson. 1988)~ lhe 
inactive analogue R-AP3 showed a much lower effect. 
o.lsomers of glulamate and aspartate were weaker than 
their L-isometS, indicating stereospecificity of (bis ioler­
action. Amoag ionotropic receptor analagues. QA and 
AMPA were less polen' whereas no displaccmcnt of 
bound glu by KA was seen. Allhough NMDA displaced 
to sorne extent. lhe antagonist 2-amino-S-phosphonopen­
tanoale (AP5) had no efreet. However. upon addition of 
ImM MgCI1 • the potency of AP5 incrused considerably 
whereas Ihar of NMDA remained similar. The uplake , 

j 
j 



TA8LE J. Uisplllc~I1I~lIf uf [JHIl_Glutlllllale by Analoglles 

Spr:ciflc 
Ulsplac.:;ffielll 

Analogllc (pmollrng proteinJ % 

L-GIII[an\3tc 0.450 :!: 0.050 100 
O-Glulamalc 0.245 :!: 0.021 54 
L-Aspartalc 0,360:!:. 0.032 '0 
D-Aspartale 0,24O:!: 0.OJ6 53 
QuisquaJalc 0.204 :!: 0.05/ " AMPA 0.108 :!: 0.060 24 
Kajnale ° trans-ACPD 0.400 ~ 0.015 SO 
S-Z·Amino-J-phosphonopropiOnatc 0.428 :!: 0.024 9' 
R-!-Aminu-]-phospbonopropionatc 0.117 :!: 0.029 26 
RS-2-Amin0-4-pbosphonobutyntc: 0.400 :!:. 0.063 S9 
N-MclhyJ_D_aspana¡e O. /17 ± 0.065 26 
N-Mclhyl-D-aspartatelMg" .. 0.200 :!: 0.060 44 
RS·2- AII\ioo-S-pbo.>Sph.;mopenIMOOJle 0.060 :!: 0.020 J3 
RS-2-Amino-S-phosphunopentanoatelMg" .. 0.315 :!: O.ozO 14 
L-Glulaillate--Y-illOflohydrollamale 0.050 !: 0.008 IJ 
DL -Asp¡utale-~-hydrollama¡e 0.050:!: 0.015 IJ 
L-Ahmiru: ° Jj-Afanine ° 
Assays were perl"ormed in lhe ab~ncc af Na". ¡lHjG)ulamate con­
centr.ltlOn was 50 nM. Analogues were added al I mM \:ORCcnttation 
Mg" .. when pi'escnt, was I mM MgCI1. Resulls are ellpres~d as the 
mean ± 5.0. uf J 10 15 eJtperimenls perfunned in triplicatc Total 
bindil\g \QS 0.85\ :!:. 0.009 pmollmg prolein. 

i.nhibilors L-glutamate~""'t-monohydrox.amate and DL­
aspartate-p-hydroumate (Roberts and Walkins. 1915) 
did not displace g1utamate:. and the same was true for 
L-alanine and fl-alanine. 

The inhibilory amino acids laurine, glycinc and 
GABA, when added al 1 mM concentrarlon, ¡ncreased 
glutamale binding by 5 10 10 timeS in cuhures of 16 DIV 
(Fjg. 3). This jnecease was restricled lO specífically 
bound L-glu, sílICe JI was displaceable by I mM cold 
L-glu, while non·specific binding remaíned unchanged; 
taurine was the rnost pexellt stímulator of binding al 16 
DIV. When the same experimenl was perfGrmed with old 
cultures (25 DlV), allhough lhese amino acids conlinued 
lo enhance specific binding, lhe errect was much lower 
'han in young confluenl cultures; the order of efficiency 
in lhe lalter case was glycine > GASA> laurine (Fig_ 
3). As can be seen in Table 11, lhe enhancemeol of spe· 
c¡fic bínding by glycine. was not inhibited by suycfmine 
up lo 100 p.M ooncentration. Similar enhancement was 
obtained in the presence of D-serine, an agonist al me 
glycinc modldatory site of the NMDA receptor. and by 
HA-966. panilll agonisl al mis sanlC sile (revicwcd in 
Tbomson, 1990)~ 7-chlorokynurenale, cunsidered as an 
anla80nisl at Ihis site (KJeckner and Dingledíne, 1989'. 
did nOl enhance glulamate binding_ 

The dose-dependence of laurioe effect was deter­
mined using 100 nM f~H)l..-gJutamate as a ligand io 16 
DIV cultures. Specific binding was increased (rom 0.768 
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Fig. ). Enhancemenf oC glulAunale binding by inlllbi.tory amino 
acids. Experimetlls were performed in Na of- -free buffer. in the 
presence of 50 nM r)HJglulamale. The ordinate axis represents 
toJal bindíng. Data are lhe mean!: S.D. of 10 experimenls 
petformed in triplicate. In al! cases. specific binding in lite 
pn:scnce of glycine or GASA was signiflCantly different be­
Iween lbem (P < 0.01) and fmm conlrol (P < 0.001 at 16 
DIV; P < 0.005 312.5 DIV); (aurine effecl was significan! only 
al 16 DlV (P < 0.001). SIUdent's "t"'lesl was applied. 

pmoVmg protein without laurine. 10 15.7 ± 0.10,16.9 
:!: 0.05, 18.9 ± 0.2 and 21.6 ± 0.53 in the presence of 
l. 10, 100 and 500 J.l.M taurine respectively. (he latest 
value being equivalent in percent ¡necease, lo Ihat shown 
iR Fig_ 3 (16 DIV) in ,he presente of I mM lauríneo 

Saturation Curve oC eHJL.Glulamalc Binding 

Varyíng eHJL·gJu concenlralion wilhin \he range 
uf 25 lo 2000 nM generaled a saluration curve wilh a 
single slope by Scatchard analysis (Fig. 4). This sug­
gesled a single population of high affinity receptors wilh 
Ko = 333 nM and a Dma¡¡ = 3.2 pmollmg proleio. 

DISCUSSION 

The phagocytosis of ROS disks by retina! pigmeol 
epítheJium is essemial for lhe maintenance uf visual 
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TAnLli: 11. Errecl uf Glydne ulI!"lIIt-Glulam3Ie Dilldillg 

Control 
Glycine (ImM) 
D-Serine' (lmM) 

HA-966 (100 lJ.MJ 
7-Chlorokynurenate (100 p.MI 
Glyciue (lmM) + slrychniue (100 ¡¡.MI 

Glutamate dtiplaceable 
binding 

(pmIlllrng protón) 

0.450 ~ U 050 
1.705 .:t 0.045 
0.929 ± amo 
1.088 ± 0.030 
0.095 ± 0.015 
1.599 ::':: 0.009 

Binding was measured in Ihe absence of Na·. ¡3HIGlutarnale con­
cenlralion was 50 nM. Specific binding in control was lolal binding 
millus binding in the presence of I mM eold glulamale. For glyeine­
reJaled eompounds. bollnd {"Hlgllltamale in lhe:: prescnee of thc com­
!luuml wa..~ displaced by I 111M gluI311l31e::. 0;11011. are lhe:: mean::':: S.D. 
of 9 C'll.pCrimc::nts perfoflllcd in lriplicale HA-966. ¡-hydro.ll.y3_ami_ 
nopyrrotidone.-l. 

function in vertebrates. The failure of this process in­
duces the degeneralion of (he retína. probably due 10 

díffllsionaJ probJems caused by the accumulation of de­
bris in the subreünal space (Dowling and Sidman. t962~ 
Herror'l et al.. 1969). Phagocytosis is considered a mul­
tistep process encompassing a) recognitionlbinding. b) 
ingeslion, and e) digeslion (Bok and Young. 1979: 
Clark.. 1986). Regarding recogniüon. atthough the mo~ 
lecular mechanism remains unknown. the surface of 
bOlh, RPE ceJls and lhe particle (O be engulfed are in­
volved~ mis process has been shown lO be selective and 
does not require energy. As for ingeslion. it has been 
proposed Ihal a signal is required for triggering this 
stage. which is energy-dependenl (Bok and Young. 
1979). This signal cou.ld be a messenger from the retina 
inlcracting wilh specific receplo-rs Qn lhe RPE ceUs. and 
actívaling subsequendy a second messenger inlracellular 
syslem (Clark, 1986). Different mechanisms for ioges­
tion are present in RPE which. could be related to the 
nature of lhe phagocytized particle (Clark. (986). The 
excilalory amino acíds l-glu. L~asp. KA and QA seem 
to be involved in bolh, binding and ingestion. since they 
¡ncrease adbesíveness between RPE and retinal surface 
(Matsumoto el al., 1987), and induce hyper-shedding 
and phagocytosis (Greenberger and Besharse, 1985), by 
two causalJy unrelaled mechanisms (Defoe et al., 1989). 

We have demollstrated that binding sites for L-glu~ 
tamate are present in nlcmhranes from chick RPE cells in 
culture. 1ñese sites show Ihe properties of receplor mol­
ccules since a finite number of these are present as can be 
concluded fmm dala in Fig. l as weU as from the satu­
rable kinetics shown in Fig. 4. Binding was found spe­
cific, reversible and Na + -independenr in 25 DIV cul­
tures, whereas 16 OIV cultures showed in addition. 
Na + ..dependent binding sites (Fig. 2). In order lO ex.­
elude the possibility of bindíng to transport sites. the 

pharmacolugical amI blochcllJical <:hamctcriwtiun of this 
inlcraetion was performed using frOlcn membranes in 
the absence of Na + • condition known lo deerease by 
80% the number of uplake sites (Schwarc-z., 198-1). The 
glu uptake inhibitors glu- and asp-hydroxamates werc 
without effeet, further supportíng the assumption thal we 
are not dealing with uptake sites (Table: [l. 

Another charaeteristic of binding lo receptors, lhe 
high affinily of the interaction, was also demonstrated 
sinee lhe Ks is in the nanomolar range (333 nM), and in 
the same range reported for (JHJL-glu binding to synap­
tic receptors in nerve tissue I Foster and Fagg, 1984) and 
the retina (Lópcz-CoJomé. J 981). PharmacoJogy using 
agonisls and antagonists al the diffcrent sublypcs of EAA 
receptors. ¡ndicated that lhe most potenl compound for 
displacing bound L-glu was L-glu itself. followed by the 
metabotropic receptor agonist trans-ACPD and antago­
nists S-AP3 and APB_ whereas R-AP3. L-asp, D~glu, 
and D-asp wcre less potenl. suggesting a certain degree 
of stcreospecificily. QA and its antagonist glutamate­
diethyl-esler (GDEE) were also moderately potent. 
NMDA was weak. and its antagonist AP5 was wilhout 
effect in lhe absence of Mg'" -t- • however in lhe presence 
of Mg + + • (he potency of NMDA and most importanrly 
of AP5 was greatly increased (Table 1). KA and AMPA 
showed no effcct on fHlglu binding. discarding the 
pre50em::e of KA rcccp1ul~. 

These resuhs agree wilh those in which the effect 
of Slu and ils analogues on shedding were tesled (Green­
berger and Besharse, (985), with the er.ceplion of KA. 
which potently stimulates shedding but does nol displace 
L~glu in our system. This resuh however, suggesls Ihal 
in intact cells. KA could be inducing Ihe release of L-glu 
which in turn would act as the messenger from the relina 
(Besharse and Spratt. 1988), since KA has been shown 
lo release GASA, glycine. laurine. glu and asp from 
postreceptoral neurans in lhis tissue (Campochiaro el al.~ 
1985; Yazull., 1983; Yazulla el .1., (985). 

An interesting finding regarding L-glu binding 
properties was me nOliceable enhancemenl of specific 
binding induced by taurine. glycine and GASA, which 
decreased Wilh lbe age of 1he ~u'ture (Fig. 3). If lhese 
changes are relaled 10 maturational modificarions in the 
specificíly of Ihe phagocylic fUrK;lion of RPE, remains to 
be es.tablished. 

Taken logether, lhe phannacological Char4C\eristics 
of gllllamale binding lO EPR membranes suggesl the 
presence of either one receptor sile for eXcilalory amiDa 
acids showing different properties rrom lhose described 
in me CNS, or alternatively. two populations of recep­
loes wilh equal affinity: one of (he metabolropic Iype. 
sensilive lo trans-ACPD. S·AP3 and AP4 (and QA) and 
another, possibly of the NMOA lype. sioce me e[[ect of 
lhe competitive anlagonist AP5 is greatly enhanced in (he 
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Fig. 4. Saturation curve and Scalchard analysis uf {.lHIglu_ 
lamale binding. Specific binding was measured in rrozen! 
lhawed membranes rrom 16 OIV cultures al 37OC. in the 
absence of sodíum. Data were analyzed using the INPLOT 

presence of magnesium. as has been shown for 3-[("±.)-
2-carboxypipecaún-4-yll-propyl-l-pbosphonate (CPP) 
(López.-Colomé and Somohano. 1992). Additionally gly­
cine. which acts as an aUosleric modulator al ttle NMDA 
receptor compleJo (Johnson and Ascher, (977), highly 
inereases specific glu (agonisO binding and lhis increase 
js mimieked by me glycine agonisl D-serine and lhe par­
tial agonisl HA-966. bul nOI by ilS anlagonist 7-chlo­
rokynurenale, as has been seen in nervous tissue (for 
review see Thomson. 1990). TIte sile through which gly­
cine exerts ilS effet;l is nOI blocked by slryehnine (Table 
11). suggesling Ihat il is nOI an inhibitory glycine recep­
lor. On Ihe orher hand. we cannol diseard lhe possibility 
or an allosleñc intcraction Ihrough laurinc receptors 
since these síles show high affinilY ror glycine (López­
Colomé el al. 1(91). 

Rcgarding lhe possible funclÍon of lhese receptors. 
two of the main problems for proposing glu as lhe mes­
senger inducing shedding and phagoc)'losis have been: 1) 
lhe higb concenlratiQn of glu (mM) required for ,his in· 
duclion would generate retinal tOKicity. and 2) the ap~ 
parenr lack of specificily oC me efCeet, since taurine. 
glycine and glulamine can also índuce shedding. On the 
basis of lhe dala obtained in 'his study. il is lempling lO 
suggesl the possibilily thal glu coming from neural retina 
in vecy low concentrations. eould diffuse tonieally to lhe 
subretinal space. Upon Jighl stimulation. taurine released 
from Ihe pholoreceplor ouler segments would ¡ncrease 
glu binding to ils receprors in RPE (preseol results), Ihus 
aclivating phagocytosis. Since an active high affinity up-
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(Version 3.11 program from GraphPAD Software, San Diego, 
CA. HiII coeffidenl = 0.86. Data are Ihe mean ± S.E.M. or 
(¡ve independenl experimenls performed in triplicate. 

take syslem for taurine has been demonslrated in RPE 
(Lake el al., 1975), the rernoval of the amino acid in the 
absence of light would atlow a return lo basal conditions. 
Ex.perünents in order to further test Ihis hypothesis are 
now under way. 
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ARTicULO 11 

GIycinc Stimulation of GIutamate llinding to Chick RetinaI 
PiglllCllt Epitbclium 

A.M. López-Cololllél and G. Fragoso· 

INTRODUcrlON 

(¡fccepted ApnJ 14. J9SJ5) 

11IC effecl of glycine (O/y) and taurine (Tau) on Ihe biocbemical and phannacological properties 
uf PH]L-glutamate tlJH] Glu) bindill& 10 membranes [rom primary cultures ofchick retinal pigment 
epiUleliulll (RPE), as well as rrom intact tissue during devclopment was ~ Gty and ia~ 
¡ncrease B_ of PHJGlu binding lo a high affinity sjle (le.. ::: 300 nMJ in membranes from 16 
days in vitro.{illlmalure) ~I\ures; addilionally, Gly ¡liscloses a low affinity Glu-binding site (Ka 
= 970 nM) al this stage. In membranes [rom 25 day, in vitro (rnaluccJ cultures, the high affinity 
site is no IOll8er present and rau has 110 efTect on Glu-binding; Gly ¡liI! stimuJates binding lo {be 
low affiniry site by (Out raid. with an EC,. = 200 ilM. Pharmacological prolile usitlg specitic 
excitatory amino acid (EAA) receptor !lgorusts and antagonists suggests lhal al 16 dars in vitro 
Glu binds prefercntially to rnetabotropic: OJu reccptors (mOluRs), aod al 25 days in vitro lO ¡Oll­
otropic recepton; different from neuronal 0l'ICS. The stimula.tory erreet (lf Gly and Tau WllS also 
observe<! in inlact RPE, and decrea$ed with increasing embl)'Oníc a~ Glu binding was aiso stim­
ll{ated in mcm.branes flom chicle retina, bul not in tbose from cal bl1lin. Results support the pos­
sibility or EAA participation in several aspects or RPE physiology, inc:luding phagocytosis and 
cell division. 

KEY \VORDS: Glutamate rw:plors; rctiu; c:eU cuJture; ¡1)'Cine; taurinc. 

Retinal pigment epidleJiwn (RPB) shares the same 
embJyolog~1 oogin wltb lbe retina (1) and is in clase 
aualomical and physiological rdation with this tissue 
(2). Jn addition lo protccling tbe retina fmm pbotic dam~ 
'8e, RPB is involved in sevetal functions as dK! lC81I­
fation oC ionic environmcnt in the subrctinal space, 
relinoid metaboJism. nument transport tram (be bJood lo 
the retina. and lile formation of the bIood retinaJ baaier 
(3). Addi'iooally in lome lpecies, RPB can transdiffer­
enlilde illlo relinal neurons under speciñc circumstances 
(4). Oue of Ihe mast importane functions or RPE is its 
particípalion in retinal pbotoreceploc renewal; disruplion 

or retina-RPE OOIlununication at this Icve1 could be in­
volved in ceÚllOpathie.s such as retinilis pigmentosa oc 
proJirerative vilreoretinopathy (5). 

Ligbt stimulates phagocytosilii. and also reJeases 
Ta. and Gly fmm pbot..-ptor out« .. _ (6) ond 
f1-om posl-re<eptOlllI ....... ClJ. BoIIt <Onljl<lUJl<Is havo 
beM shown lo stimulate pbqooytoaÜl (8) and, addition-

A~villioaal: L-G1u. .......... QA. quiIquaJaIe; KA, bioaIe.; ""'DA. _~ _ao, «¡ 1........,_ 
Iu»-ttaM-J~ áI; D-Al's. .. ~~ 
laaOic .dd: loAN, fo-2-MIioo t i I I +1l)'ric KilI; L-AP3, 
1-24mino-3-pb01phoaopropi -=id;0fQx, kYlftO-l~. 
aliae-~ (+)MCPG, (+)I......, .... ~)'IoJIydoc: 
DHl'O,{RS)3.s~ CPP,3~~ 
zi~ylH'fCIpyI-(~ lICid; MK-IC!i, (+}-S-aIed¡yl-IO, 11-
dih)'dro-SH-.dibauo fu) c:~s, I~ PlPI> ~ 
inosiIoI ~ Ea -~ day. DiV - da~ u" '1i1ro; 
RPE, radJ pipnent epiafteIjudt; EAA, udIaIoty amino kids. 

'1I1$1itufo de F¡.ioIo¡la Celular, U.N.A.M. Apar1Ido PottII 70-253, 
Q4S(Q, MUtto, D.f., Mellic:o. 
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ally. Tau promotes Ihe proliferation of RPE ceJ[s (9). 
Thesc ¡¡mino acids coukl reach RPE froll1 ¡he retina and 
par1icipate in phagocytosis andlor cell di vis ion. 

AI\hough the nom,,,\ activity of RPE is a rcquisite 
ror relinal fURClion, tlle chemical communication be­
twet"n these tissues is still poorly understood. Glutamate 
(L·Glu) and otber excilatory amino acids (EAA) have 
beeo shown lO induce phagocytosis in RPE (J O, I 1). pos­
sibly Ihrough the activation of specific receptotS. L-Glu 
receptors have been characterized in chiel<: (12) anó 
human (1) RPE, hence i1 is likely \hat EAA ('ould par­
ticipate in tlle iR 'litro induction of this phenomeoon. On 
lhe otller hand, RPE undergoes phenoly!,ic and meta­
balic changes related lO de-differentíation 3nd subse­
quenl relum lo active proliferatian in cuilure (14) and 
also in vivo, during the regeneration of damaged sensory 
relina (15). Sioce N-mclhyl-D-aspartatc (NMDA) rcccp~ 
IOrs are illllolved in prolíferation (16) as well as differ­
entiatioll t1?), we have proposed the partidpation of 
~AA io phagocytoslS andlor prohferatlon, possibly 
through an ¡ncrease in intemal calcium concentration 
(IJ). 

SeveraJ typeS of EAA receptors have now been de­
scribed and classified in two main categaries: ionatropic 
receplars oC the NMDA, kainate (KA) and a-amino-3-hy­
droxy-S-methylOOxazole4-pwpionate (AMPA) types (18), 
and metabotropic receptan;. (mGluRs) li.nked to the ac­
tivation of phosphoinosítide (PIP1) hydrolysis. the acti­
vatían or inhibition of adenylyl cyclase, and the 
generatíon of arachidonic acid (19). The stimulation of 
most of (he EAA receptors generales an ¡ncrease in in­
lemal [Cal"] (hrough differenl mechanisms (20), rol­
lowed by lhe activation of severa' enzyme systems. We 
have previously detennined that EAA receptors present 
in chick and human RPE (l2,13), are similar but nat 

identical lo lhose described for CNS cells (18,21), Phar­
maeologically, Ihese receptors are sensitive mainly to 
agonists and antagonists of NMOA rc:ceptors and lo lhe 
mGluR agonist trans-ACPO (19,20). Glycine, whieh has 
been identified as an NMDA coagonist (22), greatly in­
creases (1H}L-Glu binding; this effect is age-related ami 
mimicked by Tau and to a smaUer ex.tent by GABA. In 
an altempt 10 conlríbute infonnation regarding the role 
of Ihese receptors in RPE physiology, \Ve have further 
eharacterized kinelically and pharmacoJogically Ihe ef­
feel of Gly and Tau on PHJL-Glu binding al youog and 
malure ages of RPE in culture as wen as in the intact 
¡issu!!. We here demonstrate Ihat G\u-binding siles as 
well as their mooulation by Gly and Tau undergo 
changes durmg differenliation, which could be related to 
changes in the functions subserved by EAA during de­
veloplllenf. 

LÓpc"I.-Cu1omé and Frap,oso 

EXI'ERIMENTAL PROCEDURE 

Ceff eu/llm!_ Chic\r. RPE cells "'ere cultured as described rrevi. 
ously 112). Eyc$ were enuclcatctl from sevcn d<ly-old cmbryos Ilucal 
Slrain); the vilreous and the retina ,\ere remo\·ctl. and thc eyecups wcre 
rinsed four times wllb K.rebs-Ringer bic<lrbona\e bufT1!l (KRB) con· 
lainin\l. ~in mM¡: NaCI. 118; KCI. 4.7; CaCl,. 2.5; MgS04. 1.17; 
KH1PO •. 2.0; NaHCO" 25; glucose. 5.6; pH 1.4. Afier a 5 min i"· 
cubation in phosphate bufrered ulme contaimng O 1)% Iryps," pi! 
1.4. RPE. cdh wen:: dissocialcd and seede<:1 al a densily of tu' cclls 
per falcon Flask oC 2.5 cm' grow¡h Mea. Culturc~ w-c:rc mainla,ncd ,n 
TC.I99 medium supplemenled wilh Uf!. heat·inactiv8ted felal boville 
serum, 2,0 mM glulaJl1ine. 100 Unlls,!m! of penicillin and \00 mglm\ 
S-treptom)'c.in. CeUs. reached confiuency at 16 days in vitlO (DIV) ex· 
hibiting fibroblasl - (ike morphology; cuboidal shape ami melanine 
Synlhesis are achieved at 25 DIV (maturt' ceUs). TIte punly of the 
culture is indicaled by \be epllhe\iOld funn and ¡m::scnc.e (I( pigmem 
in every cell {2JI 

Mrlllbru/lf' l'rf'pdraljtJlI. RPE cells were harvesled at 1(1 or 25 
DIV. rou1ctl in KRU antl pcllclctl by ccntrofug¡¡tiun al 5\lO rpm ror 5 
n\in. Tbc supcrnalilnl was remu\cd. and lhe cdls were homugclli7.cd 
in 20 vol (wlv) of dislilled watcr on ice. in ortler to ."duce complele 
IIsmotic shock. Membrancs \licre ¡hell úbtained by centrifugallon al 
45,000 g for 20 min al 4 ~C. washed lllmts and fr01.CO fnlln 2 \0 1 
da~; ttu: froz¡:n pelleLS were Iha"ed and \Ii;lShed once more wilh buf­
fer prior lo the assay (24). Proteio was delCmuned by Ihe melhod of 
Lowry el al (25). 

Mtm~s from il\bCl RPE. adul\ and embryonk chl(k n:liua. 
as well as from ral cerebral conex <vece oblained followmg Ihe same 
proccdure as for Ihose (rolll RPE cultures 

Bindhrg A.fSay. I'H)L·Glu bmding was mc:asured 3$ (lreviou~ly 
described (24)_ Membranes. wc(c rcsuspc:nded in TRIS·UCI bulTer 0.05 
M, pH 7.4 10 a prolein concenlralion of 30-50 Ilg protein per assay 
(175 ¡.tI final volume). Unless statw otherwise, ('U¡L·Olu concentra· 
lloo wu 51.1 nM and non·spco:ifu: bii\dir.g was ócCined in ltu: (\fesc.r.ce 
of I mM unlabeled glutamate. A!OfIists aOO Inl'80nlSI5, when tested. 
Wen: ~ instead of glutamale. Reaclion was terminated by dilution 
100 (urtber IlIlralion un glass flbe, lillers ¡GFID) followed by two 
washes wÍlh cutd buffer. Filtee'S wCrc. countcd for ratI¡o~clivily aner 
lhe addition or 10 mi Tritosol (26) in a Beckman liquid scitllillaliun 
c()Umer. Corrcctions wen: made ror quenching and c""nting dJiciency. 
Data _re ana!yzed using 1m: IN\1LOT {'1eTSiOO l') pfugnm (r\m"l 
Grapb PAD software, San Diego. Ca. 

MQI~rjafs. [lHjL--Glutamltt (Sp.Act. 35-59 Cilmmol) was pur­
chued fmm New England Nuclear (Boslon, MA). Microfibre glass 
filter.; (GFIB) ...,ere froro Whaun&n. fetal bovine serum (FaS) and TC-
199 medium wcn: (rom Difto (Delroil, MI). Al! ellcitalory amino Icids 
and relltcd compounds werc from TOCRIS·C:ookson, 8riSlol. eng. 
land. Cbick embfyos and fcrtilized cg¡s "'-eTe from me Uni'lersit)' An· 
¡mal Housc:. Al! common reagtnts 100 chemicals were flOm Sigma 
(SI. Louis, MO). 

RESULTS 

CkveloPllleltlul Prufile of fHJL-Glu Bi/tdi/lg lu 
Membranes from ¡maer RPE: EJJeCl o[ G/y, Tau, und 
GABA. Binding of PHJL-Glu to frozenlthawed mem­
branes from chick RPE was measured in the absence or 
sodium al embryonic days 7. 10, '4, 18 and one day 



7 

.s 
'" 6 -O 
L 
o. 

O> 5 
E -o 
E 

4 

o. 

O> 3 
e 
'6 
.s 
.o 2 
<.) 
;;: 
o 
'" o-

CI) 

, I 
6 

I 
a 

I 
10 12 

• Con'rol 
O + Taurine 
0+ GA8A 
... + Glycine 

I I 
14 16 la 

Embryonic doy 

f¡'~ 
ph I 

Fig. J. EITct"1 of Gly. Tau and GABA on ['HJL-Glu binding 10 cm­
bryonic RPE. RPE was obtained (mm cl:tick. cmbcy<Js at the mdicated. 
age. aOO mtmbtanes were prepared as described in Methods. ['H) GJu 
binding {SO nMI was detenn,ined in the absenc~ {control} OC' prestnCc 
of I mM Gly. Tau Of GABA. I mM unlabele<! Glu was: uscd rOl" 
c.kfinitlg non-spocifl<; biOOinr,. R1$U.11.s ue the 11lW\ uf 3 indcpe.ndcnt 
ClIperimtnl$ whi,h \'aried less tIlan 10%. 

posl-hatching. As can be scen in Fig. I~ with the excep· 
lion of ED 10 in which specific binding was significantly 
higher (0.477 ~ 0.008 pmolJmg proteiD), values re­
mained similar lo those in the mature eye (0.268 ± 
0.009 pmoVmg proteio). 

1 mM Gly or Tau significantly ¡necease<! specífic 
binding in early developmental stages; cnly Gly showed 
an effecr in Ihe malure tissue (Fig. 1). Although GABA 
also slimulated binding, this stírnulation follows a dif­
ferent developmental panero from that (}f Gly and Tau, 
becoming uneffective by day 14 ED for which its aetion 
was not followed further. NOIJ.SpecírlC binding did nol 
vary signiftelillltly jl\ any of tbese condiliolls (0.515 ± 
0.015 pmoVmg prolein). 

EjJecl of G/y, Tall, and GABA on fHJL~Glu Billd­
ing ro Melllbrones from Relina and Brain. 1 mM con· 
cenlralion of Gly, Tau, oc GABA did nol affect 
PI-IJL-Glu binding lO membranes obtained from mi cer-

... 
Table l. EffeCI of Taunne. GABA. and Glycme on ['H]L-Glu 

Bindtng lo Mcmbranes from BrnJn and Retina 

Specific {'H)L-Glu bindtng Ipmollm~ prolein) 

Cnid. Re\Íl'Ia Chitl:. Re\ina 
Rat Cortel (adull) IEO-7) 

Conlrol 0.149 ~ 0.026 OA88 :t 0.06 J 0268 :!:: 0.053 
+ Taurine O.DO :t 0.021 0.564 ±. 0.090 u.684 :t U.012 
+ Glyeine 0.198 :t 0.034 0.526 ::!:: 0025 0626 :!: 0.063 
+ GABA 0.115 :t 0.Q23 0.4&0 ± 0.049 0.450 ± 0.100 

EJlpcriments were performcd as described in Melhods.l 'HIL-Glu con­
een!raljon was 50 nM. Non.specifie binding was defined by 1 mM 
unlabeled L·Glu in the absc:nce lcontrol) O( pn::sence oC added com­
pounds< Taurine. GASA and Glycine were I mM_ Resuhs are Ihe 
man :t SEM of 4 elpc:rimenls peóormcd in (fipticate. ED. erobryonic 
da, 
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Fig. 2. EITecl ofGly and Tau on lhe kinetic paramelers ofOlu-binding 
Experiments wcre pc:donned as deseribed in Metbods. SalUralion 
curve and Seatchard an.lysis were sludied in membnnes rroro 16 DIV 
cuhured"RPE cells. lIH)L-Glu coneenlration was increased (roro 25 10 
2000 nM; I mM unlabeled L-Glu was used for defining non-Spetiftc 
binding. Results an:: expressed as che mean :!:: SEM of 4 elperiments 
perronned in triplicate. Dala were analyzed 115inS the INPlüT (ver· 
siOfl 3.1) proglUl (mm Graph PAD software. San Diego. CA. HiII 
coefficienls were >0.80 in all cases. 

ebral cortex (Table 1). In the same ~ond¡tion. Tau (15%) 
and Gly (7%) showed a small bul consistent stímulaling 
effecl on binding lo membnmes from chicK malure rel­
ina, which was ~ evident in embryonic (ED7) tissue 
(Table 1). 

Kinelics of fH}L-Glu BindilJg. Saluration curves 
for Glu binding were- perfonned in tbe absence (control) 
and presence of I mM Oly or Tau in oroer lO delennine 
ir the increased bínding lo rnemb13nes from 16 DIV cul­
tuIes (12) was due 10 3 change in the affinity of receplors 
or ralher in the number of binding sites. 

As can be seen in Fig. 2. in the presence of Tau, 
!he B_ was increased lo 19.8 pmollrng prolein. as como 
pared to B_ in the absence of che amino acid which 
was 3.2 pmoJlrng protem; no significant change in affin­
ity was seen: K, := 320 nM and 283 nM in the absence 
and presence ofTau, respeclively. Gly (1 mM) atoo in· 
creased B ....... lO 11.4 pmoJlmg protein, without changing 
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Flg. J. Additivily of me c/Teel o( Iaurinc: and glyeine on {'HJL-Glu 
binding. Membrn.tle:l (rom 16 D1V cultures wcn: prepan:d as described 
in (he mClbods secliOl1. Ihe sanie as the binding assays. ['flJL.Glu 
toncenualion wu 50 nM. and gl)'tine. \aUfÍne \)f bol". wcre addcd al 
I mM conccOlralion. Data are % over total control binding in ¡he 
absence of taurine or glycinc in pmoVrng protein. Results are ell' 

pressed as lhe mean ;t SEM of five cJ\penmcnls from difTcrenl cul· 
tures. pcrrorrned in triplicat.:. 

(he Ku (259 nM). However, in the presence of Gly a 
secando lower affinity binding site rOf Glu was apparent. 
with Ka = 960 nM and B ..... = 22 pmo1Jmg proteJn. 
When Gly ami Tau were added silllultaneously at I mM 
concentration, their effect was addilivt (Fig. 3). 

Since \Ve had previously demonstrated Ihat the 
stimulatory effecl ofTau was no longer present in mem­
branes from 25 OlV cultures (12), saturation curves were 
perfonned in this preparalíon in the absence and pres­
ence of 1 mM Gly. Fig. 4 shows Iha! a single, low af­
finity site (Ka = 958 - 987 nM) was preseot, binding 
lO which \Vas slimulated by Gly from B-.. = 2.3 la B ...... 
= 8. [ pmoUmg protejo. 

Effect o/ G/y and rou on rile Pllarmaco!ogic(l! 
Properlies o/ fHjt-G/u Billding. Membranes oblained 
rrom 16 DIV cultures were preincubated foc varyillg per­
iods of time with I mM Gly or Tau. peUeted, resus­
pended, aod binding of Glu measured. In Ihis condilion, 
no increase in binding was observed when compared 10 

controls preincubated io the absence oC the amino acids 
(not shown). This result indicated that a permanent mod­
ification of membrane struclure (j.e. aClivalion of cytos-
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F1e:. 4. Scatchard analysis of Glu binding 10 membranes rrom cultures 
of 25 DtV. Satl1fatiol\ CUfVC. Scatchard &naIysis lUId natislics were as 
describcd for Fig. 2. Dala are the mean ± SEM of 3 expe:rirnents in 
triplicatc:. 

queleton degrading enzymes) by Gty or Tau can be 
discarded. 

The phannacological profile of Glu-binding was 
detennined al 25 DIV. age in which a single receptor 
population is present, and c.ompared wi.tn that ir¡ mem­
branes froro 16 DIV cultures, age in which cells posses 
two binding sites foc L-Glu. The efficacy of the difTerent 
agonists and antagonists of EAA-receptors (25 DIV) ror 
displacing Glu at 1 mM concenlration \'liS l.-Glu > 
QA= KA= NMDA= AP5> CNQX> AMPA> 
ACPD> CPP> AP4> MCPGS DHPG. wilh AP3 hav­
ing no effect (Table 11). This order of efficacy differs 
from the phannacological properties al 16 D\V (12), age 
in which ACPD. AP3 and AP4 are highly efficient. 
whereas KA has no effect (L-Glu> AP3> ACPOS 
MCPGS AP4~ DHPG> DNQX> CPP> QA> AMPA~ 
CNXQ;' NMDA). 

In order to define fue phannacological properties of 
(he two Glu receptor populations present al 16 DIV, the 
same experiments were performed in Ihe presence of I 
mM Gly or Tau. The arder of effieaey did nol change 
with Gly compared to control; Itowever. in the presence 
of Tau. mGluR-interacting drugs became less potenl, 
similar lo the protile obtained al 25 DlV without Tau 
(L-Glu> QA> AP5> AP3> KA> NMDA> ACPD> 
AP4). ComparisQn of litis reslllt with control prafile at 
16 DIV in the absence ofTau, suggesls lhat Glu binding 
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Table U. Dtsplacetru:nt of {'HIL.(¡Iv. Bmdtl'lg by R~l;n~d 
Compounds io Membraoes from 16 aod 25 DIV Cultures 

Dlspbcer 

GI\ltamat~ (1 mM) 
Quisqualate (1 mM) 
AMPA (l mM) 
CNQX tSOpM) 
Kainale (1 mM) 
Trans.ACPD (1 mM) 
I+)MCPG (2S0pM) 
DUI'G ~250 ~Ml 
NMDA (1 mM) 
CPP (200 ~M) 
MK-&\:H \5 ~M) 
D-AP5 (1 mM) 
L-AN (1 mM) 
L-AP) \1 mM) 

Speci!k ['HIL-Glu displa«d 
(prllollmg protein) 

25 D¡V 16DIV 

0.32& :t ().OO2 0.450 :t 0.05 
0.307 :t 0.011 0.204 :!:: 0.U5 
0.230 ± 0.006 0.108 :!:: 0.06 
0.244 :t 0.010 0.107 :!:: 0.09 
0.302 ± 0.010 O 
0.211 :!:: 0.015 0.400 :!:: 0.015 
0.040 :t 0.0 !O 0.410 ± 0.084 
0.032 :t O.ooq 0.361 :t 0.071 
U.289 :!:: 0.009 0.117 :t 0.065 
0.129 :!:: 0.010 0.225 :t 0.052 
0.269 :t 0.006 0.1&1 ± 0.006 
0.261 :t 0.006 0.232 :!:: 0.010 
0.180 ± 0.008 0.400 :!:: 0.063 

O 0.428 ± 0.024 

Membranes were prepared as described in Melhods. 1he concentralion 
or l'H)L-Glu lvas ID nM: loIal bindiog was 0.529 ± 0.060 pmolr'mg 
protein al 25 DlV. aud 0.800 ± 0.005 al. 16 DlV. NMOA. N-medtyl-{). 
Asparwe; lRrJs-ACPD. (:!::) 1-anlÍnocyc/t)penlalle-trans-1 ,J~ylic 
acid AMPA, a-anuno-3-hydroxy.5-methylisoxazole-4- propionatc; 
CNQK, (,..cyaoo-1-Mroquiooxalint;-2,3.-diarc; ( -+) MerG, (+ ) u-mc.tbyl-
4--carbwr.yphenyl-gIYCine; DHPG, (RSJ J.5-dihydroll:wJ¡enyl.glycinr:; CPP. 
J-t2-<*boJ(ypipcrazin--4-yl}propyl-l'ph05phol~ acid; MK..80I, {+)-S­
mt\h)'I-10, II-d.ill)'dro-SH-dibenzo ¡a.d.} cye\Qbq'Jten-5.1{)...imire~ I.>-APS. 
D-2 • .vnino-S-~tanoale: L-AP4, L·2-amino-4-phosphonob­
tyra.te; L-AP), L-l-amino--J-phosphonopropionale. Results are !he mean 
j: SEM or ) in<kpendenl experiments per(onned in biplicalc. -Sorne or 

t111:;$C compow.ds. \Vttl:: pn:vioudy testc:d (t2\. but a aew sr:ries. or~­
iments W3S perfonl1a.l in unIer 10 compare Wllh new compounds. 

T.ble 111. Kinclic Constanls or {'HjL-GIII Binding lO Cullurcd RPE 
Membnnes 

A" 
in culture ('HjGlu [,HJGlu + Tau [lH)Glu + Gly 

K,,= 120 nM K,,=' 28J nM K",· 259 nM 
16 DIV BI1WI= 3.2 Bmn= 19.8 Bmo." 11.4 

~-960I\M 
Bnwt'" 22 

Ka'" 958 nM K.$O 987 nM 
2S OlV Bm;r~= 2.) ama><' S.1 

Dala were calculaled rn:>m Figs. 2 aOO J. Bnw: is expressed in pmoll 
mi prOleiIll. The COlK:mtnrotion oflllu and Gly was 1 mM. 

to iOnolropic receptors is increased by mese agents. Ad­
ditionally, Glu binds with high affinity lO apother pop­
ulalion of receptors. possibly of the metabotropic type, 
which are sensitive lO stimulation by Oly and Tau, and 
are absent in membranes from older cultures (Table lll). 
The stimulating effcct oí Gly showed to be dose--de· 
pendenl in a ooncentration range from 1 ~M to 10 mM. 
with an EC» === 200 ~M in membranes from cultures of 
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measured In the presence of conceoUallons of Gly fmm 1 /-1M 10 10 
mM. TtM: etmemlr,\tiOl\ uf PH1L-GIII wzs SO I\M~ \ mM IIl\lzbeltd 
Glu was used as displacer. Resull$ are lhe mean of 3 experiments in 
triplicale j: SEM. 

Table IV. Effecl of 7-Chlorokyourenate alld Strychnine 00 
Slimllla1ed Glutarnale Bind¡ng 

Additions 

Nono 
GI)'(line 
-¡-CIKyo 
Glyeine + 7CIKyn 
Taunne 
Tlwine + 7 (¡Kyn 
Strydwne 
Glydnc + Slrychnine 

Total binding {pmoUmg prolein, 

160lV 

0.375 :!: 0.021 
0.741 :!:: 0.006 
t).lSO :!: 0.{)()9 
0.1)5 :t 0.008 
1.100 :!: 0.017 
1.075 :!: 0.020 
O.AOO ± 0.011 
0.69-4 ± 0.050 

25DIV 

0.420 :t 0.030 
0.669 ± 0.012 
0.412 :!: 0.015 
0.700 ± 0.042 

0.417 :!:: 0.012 
0.680 ± 0.024 

Experimerus wtl"t perfOl"lntd as descriOOt iR M-ethods. Results are eJ.­
prcsscd as lhe mean ± SEM of lhrte experimeQt.s. from differerrt 
ClllluCe$, perfonned in lriplicate. rlunne was noc lried al 2S OIV, sinee 
it doel ROl S\imulate binttina 11 tbis a¡e. 7-CIKyn. 7-clKrokynureNltc. 
Al! CQmpOUIIICis weR added simulllMOuSly at 100 ~M concentr8lion. 
['H}L-Glu C(l(ICenlRlion was SO nM. 

25 DlV (Fig. 5), and was insensitive lO 100 ¡..tM strych­
n¡ne and 7~CI·Kyn al all ages (Table IV). 

D1SCUSSION 

We have previously demonstraled ¡he presente of 
specific receptur siles for PH]L·Glu i.n chick RPE. Bind-
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mg lo Ihese siles was stimuJated by Cily In young un­
differenlialcd cultures, and in maturc epitheJioid unes. 
This eITect was mimicked by Tau. unly in (he young 
cultures (12,. 

In l11i5 sludy wc have further characterized Ihis er­
feet. and we \'lave demonstrated the presence of tWQ dis­
tit\(;t Glu-binding sites iI\ RPE showing high and tow 
affinity. wilh difTerent pharmacological properties and 
age-dependenl expression. 

In membranes from 16 D!V cultures, Gly and Tau 
oolh incrC<lse Glu-binding due lo a large ¡!lerease in B ..... 
(Fig. 2). Sinec ¡his eITecl is additivc. Tau and Gly prob­
ably promote binding through ao aelion al different siles 
(Fig. 3); Gly also induces Glu binding lo a secund, lower 
affinity site. When lhe phaOl1acological profile al 16 and 
25 DlV are compared, in younger tissue compounds 
knQwn lO inleract with mG[uRs as MCPG (compeülive 
antagonist of PI hydrolysis and AP4 presynaplic recep­
lors) and DHPG (agonisl of I-ACPD), as wcll as AP3 
and AP4 are Ihe mosl etlicient displacers, whereas they 
become Ihe weakesl in older cultures. Pharmacology of 
Glu inleraclion in Ihe presence of Tau or Gly (16 DIV 
membranes), shows tha! cOlllpounds which inleract with 
both. ionotropic and mGluRs (18,19) displace bound L­
Glu, however the effecl of ionotropic-interacting drugs 
beco mes more potent, suggesüug th.at these are the sites 
stímulalcd by Tau and Gly (see Resultsl. Our presel1l 
data also show that in cultures of 25 DIV, the high­
affinity Glu~binding síte ís not present, and Gly but not 
Tau promotes binding of L-Glu to the low affinily site 
(Fig 4, Table 111); Ihe phannacology ofthis site is closer 
lo an ionotropic type receptor (l8), since AP) does nol 
displace binding, and ACPD and AP4 are the less poten! 
competing drugs. Also, MCPG (AP4) and DHPG 
(ACPD) do I\ot displace Glu at lbis age, whercas they 
are aclive in 16 DLV membranes. 

No thorough characterization of EAA recep10rs in 
RPE has becn perfonned, although based on the com-
1110n embryonic ongin of RPE, retina and neural tissue, 
sorne similarity would be eKpecled. Gly illteracts with 
strychnine-insensilive siles which could be allosterically 
linked lO the NMDA receptor (27); ir such was Ihe case, 
NMDA receptors in RPE rear properties dilferent from 
those in CNS l1eurons (2B}, since Gly effecl is not in­
hibiled by 7-CI-Kyn. Taunne seems to act on a different 
site from Gly, transiently producing tbe same effecl. 

In cal brain, Gly potentíates agonisl binding and 
reduces antagonist binding lo NMDA receptors possibly 
through a conversion fram an antagonist-preferring con­
fomlation, relalively unresponsive to Glu, 10 an 3gonist­
preferring conronnation. highly responsíve lo Glu (18). 

This could also be Ihe case in RPE, since lne efficacy 

LOJl('7.-CuIOlllé 2JU) liragusu 

of L~G¡u and NMDA is incrcased. allhuugh the one of 
AP5 remains unchanged. 

According lo our data, Glu receptor binding can be 
modulaled by Ihe inhibilory amino aCl(ls Tau and Gly 
aClÍng a\ differcnt receptor!'. (fig. ~): one specifit: fef 
Gly, and Mother at which Tau can also acto Tite latesl 
is present on(y at irntnature, actively dividing stages of 
Ihe culture, whereas the firSI remains up to the difTer­
entiated non·dividíng stage. The general decrease in Gly 
efTect agrees with Ihe observatíon thal NMDA receplors 
in Ihe CNS bccome less sensitive fa Gly wilh age (29), 
possibly due to variatioos in Ihe composilion of heter­
omeric NMDA receptors duriog development (30). The 
clarification af this pain! musl await lo the establishment 
of the alu-receptor subunits which are expressed by 
RPE. 

The possibility of a rnGluR serlsitíve lo ACPD with 
very clase affinity lo the ionotropic ones exisls. In sev~ 
eral areas oflhe CNS mGluRs are mainly cKpressed dur­
ing diffcrelltiation and early postnalal ages, or following 
nerve injury (31). This is also true for cortical "eurons 
in culture which are protecled from NMDA IOKicity by 
ACPD, before bul not after 18 DIV (32). 

In order to discard culturc>cOl1dition as the cause 
for Gly and Tau efTects, studies were performe<! in mem­
branes from intact embryonic RPE, in which an age­
related dccrease in Glu binding stimulalion was also 
observed (Fig. 1). We have also demonstraled Gly and 
Tau effect in human RPE cultures, whích decreases in­
versely lo Ihe age of the donor (13). A developmental 
correlation is also supported by Ihe lack of effect of Gly 
and Tau in membranes from aduh brain and retina 
whereas io membranes froro ED7 relina, these com­
pounds show a c1ear stimulatory action 00 Glll-bindíng 
(Table 1). 

Regarding the physiological meaning of these re­
sults, no direct corre/alion can be established at Ihis 
poinl, since liule is known regarding the funclions of 
EAA in RPE. We have suggested a role for these com­
pounds in phagocytosis andlor cell division (12,13), 
since calcium entry is an underlying requisile for both. 
The mGluRs could be in volved in cel1 differentiation, 
probably through \he activation of PIP, hydrolysis, as 
well as io phagocytosis, thcough the inhibition of adeo­
ylyl cyelase (19), since cAMP has been shown to also 
inhibíl phagocytosis (33). On (he other hand, ionotropic 
Glu receptoes have been shown lo induce phosphoinos­
itide hydrolysis through the entry of calcium in sorne 
cells (34). 

Binding of Glu to (he low affinity receplor in tum, 
could be related lO the movement of calcium required 
for support fuoctioos such as enzyme activation, and ion 
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channe( regulation. EAA recepton; in RPE.. are distinct 
from Ihose described in neurons (18) and glia (21). and 
their activity could be regulated by Ihe concentralíon of 
Gly and Tau in the extraceJlular compartment. This is in 
keeping wi\h rccen\ findings showing colocalizat1on uf 
Gly transporter and NMDA receptoíS in ral brain (35), 
and also with the fael Ihat Gly and Tau are released by 
the retina upon lighl stimulation (6), which in lum, trig­
gers phagocytosis in vivo. Further sludies on the bio­
chemical characlerislics of RPE. EAA rccepturs will be 
or help in Ihe underslanding or some retinal palhologies 
íllvolving relina - RPE communícalion. 

ACKNOWLEIlGMENTS 

Authors ackllOwledge Ihe tedmical assistallce or Edith LÓpCl 
IlcmimÓCL This work W35 supportcd íll par1 by granl H15·N fmm 
CONACyT 10 A.MLC. 

REFERENCES 

l. Mund, M. L .• alld Rodri¡':lIes. M. M. 1919, Embryology or the 
human relinal pigment epilhchum. Pages 45-52 ¡" Zínn. K. M., 
.lOO ManllOr. M. F. (cds.l. The Retinal Plgmcnt Epithelium. Har· 
"anl Univcrsity Press. Lonoon. 

2. Steinbetg. R. H .. ami Wood. 1. IQ1Q. TI\e n:\aliansllip or t~ reto 
inal piglllent epltllclium to pholoreccplQf outcr scilllenlS in human 
relina. hies 32-14 in Zinn. K. M., anu Mannor. M. F. teds.). 
The Retinal Pilment Epilhelium, Harvard UniY1:rsity Press. lOR· 
doo, 

3, Clark, V. M, 1986. Tbe cell biology of the felinal pillllent epi­
thelium. Pages 129-168 in Musof, R. W, (ed.). The Relina, Part 
11, ... tademic Pms. New Ynñ.. 

4. Coulombfc, J. lo, and Coulombte, A. J. 1965. Regencrluion of 
neurlIl retina from lhe pi¡mc:med epithelium in the chick embryo. 
Deyei09. Oto!. 12:19-92. 

5. Oiro. A. C. 1987. Clinical inYCSIiaalioll of retínilis piillucnlosa. 
Pap' 3-10 il! HoIlyflt:W. J. G .• ~ndenon. R. E .• and lavail, M. 
M. (ed$.). Dc¡encralive Relinal Oisorders: Clinical aOO LaborlllOf)' 
InYeSli.alions., Atan R. Uss )ne., New York. 

6. López-C'okxné, A" Erlij. D .• aOO Pasanlcs.Morales. H. 1976. Oif­
fereul cfTecls of calcium nwt-bloekin. agents on liglll lod potas­
sium. slill\.\l.la.ted f'tltase of tauri\'ll: from telina. Bl"lin Res. 113: 
527--534. 

1. L6pez-CoIoo-e. 11.. M. 1'n6. II.millO acids as uciralory lransmíl­
lers in tbe retina. PaJes 141-151 ¡" Roben •• P. J., SIOfIII-Math· 
isen. J.. and OtadfonJ. H. F. (eds.). ExdtalOlY AlllillO Acids. 
MacUliII.att liten, LT.D., London. 

8. GreenberJcr. L. M., and Besharse. J. C. 1985. Stiml.l!ltion of pho­
tortcqltof disk sneddin¡ aOO pi¡ment epimelial pM¡ocytosis by 
¡lulfImatc:. aspartlle, aOO other amino acids. J. Comp. NeuroI. 2J9: 
J61-1n. 

9. Gabrielian.. K., Wua. H., Oplt, T. E .. and Ryan.. S. J. 1992. In 
vilro stimulalion o( relinal pigmcnl epithelium proIiferalion by 
taurinc. Cunen\. E)'t Res. 11:"'&1-4&1. 

10. Oefoc:. O. M., Matsumoto.. B" and Besbarse, J. C. 1992. Recon­
slitulion o( lhe pbo!oteeepIor-pigmenl epilhelium interra«: L_glu_ 
Ilmate stimulation of adhcsive interactions and rod disc shedding 
afler recombination of dissodated XC'IIUpl/$ lut\u ey«ups. Exp. 
Ey<: Ra.. S4:9Ul-\lII. 

893 

I1 Bcsharse, J. c.. and Spratl. G. 1988. ExcitatOl)' iUIlino acius and 
rod photoreceptor disk sheddmg' analysis usillg sp¡:t:lfic agomsts. 
EJ..p, Eye Res. 41:6/J9---6Z0 

IZ. Lopez·Colomi:, A. M., Salceda. R., and Frago~ G. 199J. Specilk 
interactlon or glutamatc .... ¡tn membraue.s froro cultun:d retinal 
plgment cpithclium, J. Ne:urosci. Res. 34:454-461 

J3 Lópcz·Colomi:, A. M., Fragoso, G .• Wright, C. E .• aud Slurman, 
J. A. t994. Exdtil.tory amino M:id re<;c:ptocs in membmnes from 
cultured human retinal pigmcnt epilhclium. Currenl Eye: Res. 13: 
553-560. 

14. Whillakcr. J. R. 1967. Loss of melanotie phcnotypc in vitra by 
difTeremialed retinal pigmeilt ceUs: demonsmltioo of mCl;hanisms 
itwulvoo. Oev, UiQl. IS:SSl-514, 

15. Slone. L S. 1950, The: rolc of retinal pigmen\ cells in regene:rating 
ncural retina of aduh ulamander eye. J. fuptl. Zool. 11 ):9-) l. 

16. Uchinori, Y., and Puro, D, G. 1992. E}(plttSion of (unctional 
NMDA receptoD by human Müller cells in culture. Inves!. 
Ophthalmo!. Vis. $ci. Supplll <"l. 10m. 

17. NicoleUi. F., Magri, G., Ing~. F .• Bruno, V., Catania. M. V., 
Dell'A.lhaní, P., Condorel1i. D. L and Avola, F. 1990. ExcilalOry 
amino acids s\imulate ¡lIositol phospholipid hydrolysis and reduce 
proliferalion in cultured asll'OCytes. J. Neurochc:m. 54:771-777. 

18.. Monay,I\Il!l, O. T., Bridges. R. J., and Cout!an, C. W. 198.9. 'Thc 
excita{ory amino acid r«eptors: their cllS$CS., pharmacology and 
distincl propcrties in lhe funetion of tbe centnl nervous syslern. 
Annu, Rev, Phannacol. Toxico!. 29:16S---40l 

19. Schoepp. D. O., and CIlIUl, P. 1- 1993. Metabotropic glutamatc 
rc«.ptor.; in brain function and pathokgy. Ttends PhatrnlWll. Sei. 
14:IJ-20. 

2IJ. Gasic, O. P .. Dod Hollmann. M. 1m. Molecular ncutobiology or 
glutamate receptoD. Annu. Re". Physiol. 54:507-536. 

2\ LOpez-Colomé. A. M .• ami Romo-dc:-Vivar. M. 1991. Excitatory 
amino acid ~J'lto", in primary cu.ltu.tes oí glia! cclls from thc 
retina. Olia 4:431-43Q. 

22. Thomson. A. M. 199ft Cilycine is a cOlJOllist ,t ¡he N'MDA re­
cc:ptor/channel complex. Pro¡ess in NeurobioIoaY 35:53-74. 

23. Salceda, R., Sinchez. G., and León-Cizares, J. M. 1992. Char· 
..cte.riution of cnolinestemc ILCtivitie$ in primary ocu.ltures of teto 
inal pigmeot epithelium. Invest. Ophlbalmol. Vis. Sei. 31:1690-
1695. 

24. López..colome. A. M. 1981. "iah affinity binding orL-llula~te 
to chick felinal membranes. Neurochem. Res. 6:IOI9-I01J. 

2S. Lowry, O. H., R'3Soebrough. N. J., fm, A. L .. and ~II, R. J. 
1951. Protein measurement wilh the Folin phenol reagenl J. Bio-!. 
Chcm. 191:265-275. 

26. Fricke, V. 1975. Tritosol: a new scinlillalion cocktail based on 
Triton-X·II.JO. Analyr. Biochem. 63:555-558. 

21. K~, J. 10..., ud Lctsoo, P. D. 1993. Thc Il~¡nt sitt; uf \be 
NMOA receptor·fille yeU1 on. Trends in Phannaeol. Sei. 14:20-", 

28. M.yer, M. lo 1991. Pnysiolo¡y and biophysies of!he NMOA 
R:CeJIIor' cblllllCl complCJt. Pqes 6A-81 ¡II Mddrum, B. S. (ed.J, 
Ex.cilMOry A",iftG Aocid A.~ 81Kk~" Scm...iI'tc 
Publi<:alions. O.doni. 

29. Kkc:kner. N. W .• and Oin¡ledine, R. 1991. Re¡ulallon of hippo­
campal NMDA ~ by ma¡nesiwn ud atycine dwill8. eJe. 
lIe!opmenl. Mol. Brain Res. 1I:15t-IS9. 

lO. Sheft&. M., C\llQl'Din¡s. J., Roldan, L. A .. Jan. Y. N., 1M Jan, L. 
Y. 19904. Chanaina subunil compo$itioll of heteromeric NMOA 
reecptor:S durina devekJpment or 111 cortex. Nature 368: 144-141. 

11. Sclunidt. B. H .• Weiss., S., Sebben, M .• Kem,. O. E.. Bocben. 
J .• and Sladeezek, F. 1987. Dual atlion ofuc:itatory amiDa acids 
on ,he ~ism or iMSoitol ~ m striatal -.srons. Mol 
Pftannacol. 32:164-368. 

32. Kob, J.-Y., Palmer, E., &ni! Cotman. C. W. 1991, Activaüon of 
the metabotropic slutamale receptor IlIenuales N-methyl-l)..lSpaf_ 
ate neurotoxicity in COI1ical cultures. Proc. Natl. AeH. Sei. USA 
&&:9431-9435. 



894 

lJ Ogwo. M_. MatslInlura, M., Shirakawa, H .• and Tsukahara, I 
[983. PhaSocytic aCllvlty of cultured retinal pigmeo! epitheliaJ 
",dls fmm c¡\id. cmbryo: irolllbllipn by melalollln and cyclic AMP 
¡¡,nd lts reversa! by talUilll: a.ru,1 tyclic GMP. Ophlhalmic Res. 15: 
72-89 

34 LÓpCl-(OJOlnc. A. M .• Onega, A" and Romo-de-Vi\ar. M 1993 

E~C(l¡¡tory lImlllU aCld-rnduccd phosphul!1UslUde hydrolysls rn 

Muller (illa Gira 9.117-135 
]5. Smith. K E. Bordeo. L. A.. Han,g. P R. Branchck, T, and 

Wcmshank, R t.. 1992 (lomog and e~pre:;slOn of a glycine IrlIllS­
portef 'cveal colocahuhun ",uh ¡";:"lDh ttrcplor:s Ncuron S·Q21-
m 



RTicULO 111 

CurrCIIl Eye ReseurcJl 
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Abstrae! 

The prcsence of specific. saturable receptor sites for excitatoi)' 
amino ¡lCi\,ls (EAA) in membranes fmm culturtd human retínal 
pigment e¡.li~hclium {RPE) \Vas established through the binding 
uf eH)l.-glutamalc (L-Glu). 1be age of the donors ranged from 
6 days to 33 )'ears. 

The affinity oí the binding (Ka.> sites was between 1.2 and 1.5 
pM I and did not dlange wilh lhe age of me donor. whereas the 
Bu"", was slightly increased (8.6 to 13.0 pmol/mg) in mem­
br.mes froltl lhe 33 year-old compared to the 29 day-old donor. 
The efficacy prof.t1e of agonists and antagonists actin8 at EAA 
receptors for displacing eHjL-Glu was hGlu = L·Aspartale 
> 2·asnin0-4-phosphonovalerate (AP5) > N·melhyl·D-Aspartate 
(NMOA) > l·aminocyclopentane-J.3 dicacboxylsle (trans· 
ACPD) > 2 ·amino-3·phosphonopropioMle (AP3). These data 
suggesl lhe presence of either an NMDA·receptor sensitive lo 
Ihe melabolfopic agottist trans·ACPD or aJtemativeJy. the 
presellCC of two differenl popuJations of receptors wilh similar 
atTinity for the agouise: NMDA and metabotropic, 

GJyciue highly stimulated Glu-binding; truseffect was lnven;ely 
relaltd lO the age of lhe dooor. Tauritle and to a lesser extent 
GASA, nlllllicked litis effect. StimulatiQn by glycine was dose· 
depeodent, insensitive tu strychnine and g()~ inhibited by 
7.allorokynurenate, This effect W8S liso piesenl in human RPE· 
derivoo fibroblasts. humall scleral ftbroblasts and the human 
Iymphoblastuid cdlline NB76. all continuously dividíng cells. 
TIle results further suppon the possibilily ofthe participalion of 
EAA recepten in the regulation of phagOCYlosis in RPE. Curro 
Eye Res. 13: 553-560. 1994. 

Key wurds: excilatory amino acid receptors; cell culture; human 
relinal pigmcIH epílheJium 
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IntroouctioJl 

The norma! funClion of RPE is a necessazy requisite for visual 
function, since. ameng Olher thlngs. in addiuon to its participation 
in lhe lnetabvlislll al visual plgmenl m. thls ceJllayer ís involved 
in lhe renewal o( pboIoreccp(Qr oUler segmenls in the retina (2). 

Allhough it has been known for sorne time: lhat phagocytosís 
of the pbororecqxor outer segment disks from thc retina is a light· 
triggered phenomenon, tbe nature of the message between tbe 
retina and the RPE is slill unknown. PreviQUS work has suggested 
lhe invoJvement of excilatory amino acids (EAA) in me ioduction 
oC tbis proce.ss (3 -6). 

According to their transduction mecltanism, EAA receptors 
have becn das:sified as iQnotropic and mctabotropic. The first 
class includes N·methyl~o.. aspartate (NMOA). IX"ll1llino-5-­
methylisoxazole-4-propionaWquisqualato (AMPAlQA), kainate 
(KA), and possibly!he presyoaptie Z-amin<>4-phospbonoOOty,ic 
acid (AP4) sub<ypcs; seven! suOOniIs of Ihese r=¡tors have bcen 
cloocd and el<pressed O, 8). As ror_opic Elutamate(Glu) 
receptors. six. different subunib have bten c1oned: RI and R.:¡ 
have been fouoo linked \0 the stimuiation of phospboioositide 
(PI) hydrolysis, whereas \he other receptor subunits are negatively 
coupled to adcnylate cyclase (9). 

L-Glu, L-aspanaIC (L·Asp) and sorne o<her EM anatogues, 
as weU as taurine and glut.an1ine llave bcen shown to induce 
phagocytosis of !he retina] OO(e( segmenlS by lhe: RPE in a 
lighl-independc:m fashion (3. S). and aIso to ioc:rease retina­
RPE adhesiveness in an lsotatcd system (10,. 
. PlIagocytwis induced by EAA couJd be recepr:oc·mediated. 

since it ís blocked by genml antagonists of EAA receptors {4}. 
and also, speeiJ'1C receptors for L-Glu have been cbanlefUized 
in memtwmes fmm cultured cbick RPE. Binding lo tbese sites 
was fouod 10 be sensjtive 10 anaJagues whkh interact wilh both 
íonclropic NMDA """"""" and o-..pc: """", ... sensitive 
lO (railS-ACPD (J '). Ir EAA are irtvolved in shedding and 
phagocywsis, !he ¡msence uf 6AA r=plO<S in human RPE ooukI 
be meaniogfuJ for Che mainlenancc of a oonnaI rc1atiooship of 
RPB wilh lhc retina. In fumo a disruptioo of communiCllton al 
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lhis ¡cvd may be mvo/ved in disease processcs 5uch as retmitis 
pigmentosa (12). 

The aim Df mis srudy was to demonstrate, using r3HJL~Glu 
as a ligand. {he presenct of specific binding sites for EAA in 
membranes from culcured human RPE. and to establish their 
characterislics. 

Malerials and methods 

Cell culture 

Post monem posterior poles of eyes wilh !he anterior segments 
surgically removed were obIained from the National Disease 
Research Interchange, PhiladeJphia. Pennsylvania. 1bese poJes 
were the resulr of corneal transplantation. Eyes were enudeated 
in a steriJe field within four hours, and shipped to !he laboratory 
within 36 hours on wet ice.lndividuals had no history of chronic 
disease. were not on any proJonged medica.tion and died rapidly 
of severe trauma in vehicular accidenlS. None received any life 
suppon. Retina! pigmen! epitheJiaJ (RPE) OOJ cultures were 
established fmm donors of differenc ages from 6 days lO 33 years. 
as indicared in each case. The RPE ceUs were isolated using a 
modificaüon of a previously described technique (lJ). Afier 
carefu' removal of the vitreous and neural retina. me eyecup was 
rioseó Wlth serum-free RPMI 1640 medium, and fiUed wilh a 
10% (v/v) solution ofpancreatin in Dulbecco's rnodi[¡ed Eagle's 
medium (DMEM) containing 0.1 % EDTA. After 10 min al 
25°C. RPE cells were removed and \he eyecup was washed three 
times w¡ili. medium containing 16% fetal bovine serum (FBS). 
Ce1ls Were peUeted by centrifugation al 40xg for 10 min anrl 
washed twice with medium cootaining 16% FBS. 5 mM 
glutanUne. 100 U/mI pcaícill" and 100 mglmI st<e¡Komycin. and 
subsequently seeded at a deasity (Jf 5 x 1ft pe[ ml ontO 30 aun 
MilIicell-HA culture plate inserts (Millipore. Bedford. MA) and 
iocubated at 37°C in a humidifaed incubator. in an aunospbere 
of air/Co,. 95:S~. 

Tablf! l. Displacement of []H1L-glulamate by amiM acid 
ana10gues 

SpociflC binding (pmoUmg protein) 

Ate (Jf donor 
AnaJogue 29 day, 33 years 

L-As¡> 0.450 ± 0.0 0.325 ± 0.05 

L-Glu 0.421 ± 0.07 0.393 ± 0.05 

NMDA 0.198 ± 0.07 0.283 ± 0.05 

AP5 0.028 ± 0.01 0.234 ± 0.09 

Trans-ACDP n.d 0.227 ± 0.07 

AP3 n.d. 0.218 ± 0.05 
D-Glu No displacement 0.121 ± 0.0005 
D-Asp 0.081 ± 0.03 0.122 ± 0.05 

E.\perimerkl: were perfonncd .. 37"C in sodiulll-frec bufJer. using 50 nM rlHIL­
Glu as a ligam. All ~ues were adck:d al 1 mM conceruration. Data ve 
tllp!"esscdas.1lY:. mean ± S.E.M. Qi"WmeaM\)r3u.pe.rimans.t:acn perfUtmed 
in ¡riplica[(. n_d_ = llPC detennmed_ 

Al confluency cells wcre remo\"ed (rOIn (he filtcr using 
pancrealin + o. I % EDT A and transferred tu 75 cm l plastic 
tlasks. Cells were passed al confIueoc)' al a rafio of 1 :4. Cultures 
maintaincd cuooidal morphology. bul staned losing pigmertlatíon 
by passage 6; al lateT passages lhese ceUs acquired a fibroblastic 
appearance, as described previously (11 - 14). Except where 
noted (experimenrs reponed jn Table IU) all membranes were 
prepared From RPE cells with cuboidaJ morphology. 

Human Iymphoblastoid ceJl [ine NB76 (obtained [roro Dr. 
Nicholas Beratis) was cultured as previously described (15) in 
RPMI 1640-16% FBS medium and subcultured 1:3 when ceU 
numbers reached I X lcf' viable cells per mI. 
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Figll~ J. Effect of glycine, taUMe aDd GASA on (lHIL-GLu binding 
to RPE membnnes from donors pf diffcrent agc. Experiments wert 
perfonncd as described in methods. in lht presente \)r 1 mM glydne. 
laucine or GASA. For control values, experimc:nts were performed 
withoul additiOflS, I mM L-Glu was added ror defining non-specific 
binding. Resuhs are lhe mean of 3 experimcms. cach performed in 
lfipli<::a.le. ± S.E.M. ofthe. 3 meanS. MembrallCS fmm ttlls in p;wage 
5 were u.sed.. 
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:\Ielllbraue prcparalioJl 

Membr.lIlc fractiuns were prcparcd fmm culturcd RPE cel!s. il1 
passage uumber 5; some ex.periments were perfonned 00. celts 
from passages 8 10 14, Medium was removed and lhe cultures. 

were washed once wilh Krebs. Ringer-bicacbonate aOO tlten 
han'eSled in Ibis same buffer. Afle! pelleting al tcJ(X) x g for 5 

mm cells were homogenized in 20 mI water and placed 00 ice 
for JO min for complete osmOlic shock. Membranes were 
pelleted. washed twice al 45.000Xg for 20 mín and frozen unlil 
used for Ihe binding assay. 

The frozen pellets were lhawed and washed once more with 
buffer prior lO the assay (16). Protein was determined by Ihe 
method of Lowry el al. (17). 

Dinding assay 

Membrane pelJets were resuspended in TRIS-HC! buffer 0.05 

M, pH 7.4 and binding was measured as previousl~' described 
(16). Membrane protein (JO-50 I'g per assay) was incubated 
in the presence of 50 11M ¡JHJL-Glu io a final volullIc o( 175 
pi for the iodicated perioos of lime. Non-specific binding W3S 

de(med by the addilioo of 1 mM L-Glu. 1be reaction was slOpped 
by dilulioo wim 3 mJ of cold buffer followed by filtrarinn on 
glass microtiber filters and washed Iwice wilb the same buffer. 
Afier (he addition of JO mi of scintillatioo mixture (18), tilters 

were counted for radioactivilY. Correclions were made for 
quenching and counting efficiency. 

Materials 

r3HJL-glutamate (spec. acto 45-59 Ci/mmol) was obtained 
frorn Dupont~NEN (Boston, MA). Culture media were froll1 
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Figur~ 2. Decrease in glycine-stimulation of [lH)l-Glu bínding WiID 
\he age of donor. The concentralioo of PH.)L-Glu was 50 nM; I mM 
L·Glli was added ror defming noo-speciflC binrung. Resulls are \he rotan 

± S.E.M. ofthe meansofthme experimcrns each performed in triplicate. 

GIBCO/BRL. Grand lsland, NY; glass miaufíber ¡¡Iten; (GF/l:I) 
wcre from Whatman Intemalional ud., MaidslOllC. Englaod. and 
MilJiccll-HA Culture Plate Insens from Millipore, Bedford, MA. 
Excitalury aminu add ana/ogues were from Tucris·Ncuramin, 

Bristol. England. AH other reagenls and chemicals wcre from 
Sigma, SI Louis, MO. 

Results 

Binding of 50 nM {3H1L-Glu lO RPE membranes was measured 
aldifferent protein concentrations (mm 10 p.g to 100 ¡.tg pee assay. 
As previously determined in the chick (11). 30~50 ¡.¡g was found 
10 be optimaL The time for !.he reaction lO feach equilibrium was 
delennined lo be 10 ± 3 min. Using these assay condilions. 
specific binding was between 30and 50% oftotal binding in most 
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Figuu J. Dose-dependence of glycint stimufalion of l)HjL·Glu was 
determined as describtd in Melhods. Membranes were froro a JJ ytar­
otd donor. eHJL-Glu concentralíon was 50 nM. ResullS are expressed 
io pmollmg prOlein alld represent me mean :i: S.D. of lile means of 
3 independent cxperimen15 each per(onned in lfiplicate. Binding in Ihe 
absence of Gly was 18ken as 100%. 

Table 11. Ef{cc[ of glycioe and related compounds on eHIL­

glutamale bínding 

Compound Glutamate djsplaceable 
binding 
(pmol/mg protejo) 

Conuol 0.299 ± 0.06 
Glycine (ImM) 5.420 ;1: 0.34 
/l-Alanine (IrnM) 2.970 ± 0.22 
Strychnine (lmM) No displacement 
7-Chlorokynurenale (IOp.M) No displacement 
Glycine (lrnM) + Suychníne (1 mM) 5.250 ;t; 0.31 
Glycine (lmM) + 

7-Ch!orokynurenate (I0"M) 0.512 ± 0.07 

EAperiments wcre per(ofTnl:ld as described in Metbods. Mcmbranes were from 
a dooor" mondJs oId. ¡3¡{jJ...Glu conctntra6on was SO nM. In conlrols, ImM 
l.·Glu onI)' _ lIStd as displacel'. Resulu 1ft; 1he mean ± S. E. NI of!he means 
or S experimcntS cach peñormed in tríplicuc 
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fub/e lIf Speófíc 1 IHJL-glutamalC bímJing to U1clIlbrdncs IrulIl RPE-ucrivcu librublastlc n:lh (pmu]lmg prutCJIlJ 

Age vf donor 
----- ------

4 Mumhs 9 Months 17 Month!o Ycar~ 

Comrol 0.170 ce 0.09 O.2.J5 ± 0.02 0.270 ce 0.06 0231 ce 0.02 
Tauríne (1 111M) 4.916 ce 0.08 4.790 ± 0.06 5.120 ce 0.23 .J.6/0 ce 0.09 
Glycine (1 mM) 2.551 ce 0.10 2.412 ± 0.30 1.780 ce 0.42 1.722 ± 0.24 
GASA (1 mM) 3.738 ce 0.07 4.152 ± 0.17 3.748 ce 0.22 3769 ± 0.11 

Mcrubr.lllei wcre obIaíned from RPE cullul"Cl> which had beconJC fibrohla5llC, 1051 pigr:nem a!ld werc ao::ti><t:Jy dIVlding In !,:omroJ nper1OlCllts. SO nM [lHIL_Glu 
was dispQcet! by I mM L·Glu. In c~perirnenUi in lhe prescocr (lf Iaurine. glycinc or GABA, non-spccifk bmdmg wa\ al ... , defino:d ,,-nn 1 mM I-.·Glu RC'ul!~ are 
!he n-.e-.m '* S E.M_ af Ihe mcart!l of futir e.tpcriments each pcrformed IIllriplitatc 

cases. Binding to Ihese sítes was sodium-independent. unlike 
binding 10 uptake siles which requíres Ihe presence of sodium. 

Phllrmacological propertics uf eHIL-Glu binding to RPE 
IIIcmbrancs 

¡JH1L-Glu binding was measurcd in mernhrancs of culturcs 
from donors of differr-nt ages (29 days, 15 and 33 years). 
Displacement oí ¡3H}L-Glu by agonists and antagonisls aCling 
al EAA receptor sublypes al ! mM concentration was measurea 
in an auempl 10 eSlabl¡sh a correlatiuo with those pre\"iously 
characterized in nerve cells (19). 

Results in Table 1 show mairuy quantitative changes in the 
pharmacological profIle of bindiog lo membranes from donors 
oflWQ different ages, TIte general agonists L-Glu and L·Asp .... -ere 
¡he most efficient displacers. NMDA and liS competitive 
antagonist, 2 -amino--S-pbosphonovalerale (APS), were a1so active. 
Displacement by these compounds was higher in membranes of 
cultures fmm \he oIde¡ donor. 

Tbe metabotropic Glu-recep\or agonist trans-ACPD and the 
all\agonists 2-ami~3-phosphunopropionate (AP3) and AN we-re 
a\$O potem. displacers of bound eHIL..clu. Agonists al the 1)00-

NMDA ionoI.ropic recep\ors were ruso tried: KA was without 
effect, and AMPA showed negligible aClivil)1 (data not shown). 
D-lsomers of Gh,! and Asp showed much lower aClivity lhan me 
L-isomers, sugges\ing a slereQSpecific interaction. The hydrox­
amateS of L..<Jlu and L-Asp, compe.\itive inhibitQrS of Glu upt.ak.e 
(lO) were ernirely wilhoot effecL 

Effect oC gl)"cine. GABA and taurine on eRJL-Glu binding 

a) M~mbralles frOIll RPE 
In membranes (rom a 29 day-old donor, glycine, taurine and 
GABA al I mM concentralíon, stimulaled [he glutamale 
Jisplaceable (specifJC) binding of [JHJL-Glu, without altering tite 
non-specitic binding (figure 1); the effecl of glycine decreased 
with the age of the donor (Figure 2), whereas taurine and GABA 
were effeclive on!y in membranes of cultures from the ),ounger 
(29 days old) donor (Figure 1)_ The dose-dependence of the 
glycine effeet in a cange of 1-100 ",M was tesled (membranes 
from thc 33 year-old donar). figure 3 shows mat glycine reaches 
maximum stimulating effecl at about 100 J'M concentnuion, with 
an approxiroate EC~ of 5 ¡tM. The pharmacological 

rabie IV. Effect of taurine, GASA and glycine on [JHIL_ 
glulamate binding to membranes from proliferating cells 

Specific Jisplacement (pmollmg proteio) 

SdcraJ ribrobJas~ CclJ line NB76 

Control 0.521 ce 0.01 0.391 ± 0.04 
Taurine 3.608 ce 0.03 3.153 ± 0.01 
GABA 0.614 ce 001 0.609 ± 0.03 
Glycinc 3613 ce 004 6232 ± 002 

lñc ,oncenlratiQn of Tau. GASA and Gly "'as 1 mM In al! C~_'\eS, nOIl _\pcnlic 
bjOOmg was dclíncd in Ihe prcsence 01 ¡ mM ~oJd L·Glu. Cell IlIle N876 is a 

Iymphoblasloid Hne (Tallan el al., 1983). R.esul!.'> are e~pressed as lhe nlCJln '* 
S.E.M. or lhe mcaru; of) experimcnlS cach pcrformed in lriplicatc in membral1Cs 
{mm \he 'OaIIl:C br.IIch oí CtUS 

characterislics of Ihe glycine-induced effccl were studied, since 
lbis was the most puwerful compound in increasing Glu bindjng. 
As can be seen in Table 11, lbe effect of glycine is mimicked 
by ,B-alanine, a structural analogue of glycine, and by taurinc 
at younger ages (Figure 1); the slimulalOry effect was not affeaed 
by concentrations of strychnine up 10 I mM, but was 80% 
inh.ibited by 10 pM 7-chlorokynurenate, an antagooist of Ihe 
glyeine modulatory site al the NMDA neuronal receptor" (21). 

b) MembraJles frOn! cells di.ff~r~nt from RPE 

As a control for cell-type specificily, eHIL-Glu binding to 
membranes fmm cultures of other cells of human origin was 
measured. 

Fibroblastic cells derived froro RPE cultures which have 10sI 
pigmenl also showed an increase in ["'M)L-Glu binding by 
glycine (Gly), GABA and taurine (Tau) (Table 111), The order 
of jX)teocy in these ceJls was Tau>GABA>Gly, and as a 
difference Wilh RPE, stimulalion did nol vary with (he age of 
,he donor. 

In membranes from hwnan scleral fibrobJasrs and in me human 
Iymphoblastoid cellline NB76, slimulation by Gly and Tau was 
observed, bUI lbat of GABA was much luwer (han in RPE and, 
RPE-derived fibroblasts (rabIe IV). 
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Figllft> 4. Saluration curve and Scalchanl analysis of Glu binding 10 RPE mcmbranes from a 29 day-old donar. EXpe!imenLS were performed 
as dcscríbcc) In Methods, u5ing I~HJL·G1u wímin a concerJlratiod rangc of 50-2txX> nM, in !he 3bsence or prcsence or I mM GJycine. Resulls 
are the mean ± S. D. of the means uf three cxperimenu eadl perfom1ed in triplicate. Data wete analyzed using the INP1..OT (\'ersion 3.1) program 
fn.»lI Graph PAD software, San Diego, CA. Hill coefflCienu {lItI) were > 0.8 for bolh curves. 

Killctic;s u( (}HIL-Glu binding lo RPE membranes 
Saluralion curves using CHll-Glu concentrations (rom 50 nM 
lo 2.0 "M in membranes oC cultures frolO 29 day-old, 15 and 
] 3 ycar.qld dooars showed that binding i.s saturable and reversible 
(Figures 4 and 5). A slighc.. bu, significant, increase in \he 
l1umber of binding sites \lilas observed in membranes from 15 
year-old compared \0 !.hose from 1he 2c) day-old (8.6 lO 13.0 
pmol/mg proteín, respectively) and remained unchanged in those 
(rom 33 year-old (13.1 pmollmg prOlein). The Ka (1.2-1.5 
pM) remained conStalll al aJl ages studied (Figures 4 and 5). 
Figure 4 shOW5 Ihat in Jhe pcesence af I mM Gly, the Ka was 
decreased Ihreefold, 10 565 nM, aOO me binding sitcs doubled, 
(O 26 pmollmg protein (membranes (rom 29-day-old doDOr). 

DiscussiolJ 

In mis sludy. we demorutrale lhe presence of speciftc Glu 
rCl'CplOrs in membr.mcs rrotU cuhured human RPE. showillg 
partial phammcological resemblarlce wilh those previously 
describe:d in diverse areas of the CNS (19) and the retina (22), 
a1though lIte affmiry af \he RPE recepwrs (Ks = 1.2 -[.5 "M) 
¡s much lawer (Figures 4 and 5) lhan that replrted in exci.table 
lÍssues (200-500 nM). 1ñe faet that binding was 001. inhibited 
by lhe hydro,.;.amates uf Glu and Asp. and did nol. require \he 
presence of sodiurn, rules out the possibility of an imeraction 
with transpon sites for the amino acid (20). 

The phannacological profiJe oblained usiog agonists and 
amagonists at the majo sublYpes uf EAA receptors suggests an 
NMOA-receptor. sinte after the general agonislS L-Gh.l and L­
Asp. NMOA and il.s specifLC antaganist. AP5, were the most 

efficient displacers of bound Glu. The metabotropic receptor 
agoRist u-ans-ACPD and ilS antagonists, AP3 (9) and AP4 (8), 
we.e also po!eI'I. dispIacm, raising !he possibilily of!he pr<SeJ>:e 

of tWO differtnl receptor aubtypes in RPE (Table 1). Since kinetic 
analysis of binding showed a single populalion of receptors, we 
cannol discrimínate al d:tis levcl between!he possibiJity of a single 
population of receptor sites. wilh differtnt pbarmacoIogícaJ 
properties andIor subunit composiliOfl from those describe<! up 
[O now in the CNS (7. 8, 19), and lile prestnce of two separate 
binding sites wilh very similar afTtnity for tite agonjsl. 
eH}Antagonisl bioding will be of bclp in solving mis problem 
in the fulOre. Our resulrs al$O sbow fhat KA and AMPA. specific 
agonists al non~NMDA reccpC.ors. displayed none or very low 
poIency for displacing L-Glu, which supports me suggestion of 
an NMOA receptOr (data DO(. shown). 

Que ro the difflculty in obtaining material from )'oung donors, 
especially, tt was not possibIe to repe.at experiments on material 
from the same age. Experiments wt.re peñormed with membranes 
of cultures from dooors oí 6 and 29 days, 4 months, 15 and 33 
ytaTS of age. Specific Glu-binding was slightly higher in !':ulrures 
from oleler donars, although the affinily of Ihe receptor was (he 
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Figur~ 5. Saturatioo curve and Scatdwd anaIysis. oí Glu binding lO RPE membranes rmm a 15 year old (A) and a 33 year-old (B) donors. 
Experi11lenls wcrt u de$cri~ in Methods.. PHJl-Gtu concentration was iocreased (mm SO lo 2000 nM, and non-sptciriC bi.nding was ddined 
with I mM cold Glu. No glycine was added. Results are me mean ::1:: S.O. ol me means o( three experirnents each per(onned in triplicate. HiII 
coeff¡cients (fltt) wecc: A :: 0.82; B :; 0.89. 

same in aIJ preparations (figures 4 and 5); in spite of this facl, 
significant phlrmacological diffecences werc observed. 
Phannacologically however, tite capacity of NMDA and its 
competitive aotagonist AP5 foc displacing bound L-Glu was 2 
and 8 times bigher, respective1y. in membranes from (be 33 year~ 
oJd cullures oomparcd to those from the 29 day-old. Similar 
changes in Ihe properties of binding to NMDA sites have been 
reported in me chick retina during maturation (23). Such 
coincidence is nol unexpected since both tiSSlJes share the same 
embl')'oJogicaJ. origin·(24) and RPE cells can transdifferentiate 
into retinal cells under specific conditíons (25). 

As previously shown in RPE from the cruck (ll). glycine. 
taurine cmd GABA noficeably increase Glu-specific binding. 
glycine being me most potent (Figure 1). The effect of glycine 

on Glu binding was dose-dependent wíth an Ee5() of 5 ",M. 
which is in tite cange of saturation of the aUosteric glycine site 
of the neuronal NMDA receptor (21). TIte fact that me glycine 
coagonist-site antagonist. 7-chlorokynurenate. inhibited lile effec::t 
of glycine. whereas stJychnine. a blocker of inhibitory receptors 
for lhe amino acid dkl no« (Table U), also sllggests an aclioo of 
tbls compound al an NMDA-type recepc:or which shares 
propeníes with those in neurons. but also shows differences. since 
neitber taurine nor GABA can subsutute for gJycine at NMDA· 
recepto~ described in the CNS (21). 

The stimulatory effect of inhibitory anlÍno acids on binding 
was decreased (glycine) or completely loot (tauone and GABA) 
with increasing age of the donar (Figures 1 and 2); differences 
do not derive from culture conditions or number of passages. 
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sinec these wcrC kcpr constan! (.\oc,," materia/s anú melhoJs). arlu 
also sinec the same erreet has becn observed in intae! RPE from 
¡he chick (López-Colomé and Fragoso, submitted). 

'n sorne species. inc/uding humans. RPE cells in culture 
undergo a de-dífferentiation following a number of passages, 
becomíng fibrobJaslic and regaining accelerared cell division (J 4). 
The biochemical mechanisms responsibJe ror mese transforma­
[jon5 are poorly understood. bUI could be relatOO 10 the receprion 
and lransduction of signals and hence, lo lhe receptars iovolved. 
Binding lO membranes from cultures of RPE-derived fibroblastic 
eells (Table 111), scleraJ fibroblasts and human Iymphoblastoid 
line NB76 (TabJe IV), all aClively dividing eells. was also 
increased by glycine. taurine and GABA. Differences in phar­
maoological specificity between RPE-deríved tibroblasts (Table 
UI) and tibroblasts derived from sclera (Table IV) were observed, 
which support the differeot arigio of [hese cells. 

NMDA receptors seem to be ¡nvolved in bom differentiation 
(26) and prolifel1ltíoo (27), and also can modulate me activiry 
of metabotropic receptors (mGluRs) through [he entcy of Ca"'''' 
and me subsequent activatíon of severa! enzyJTle systems and ion 
('hannels (9). 00 this basis it seems possible that Ca"'''' entry 
through NMDA receptors is required (or cell divisjon in RPE. 
This possibility is suggested by the fae! Ihat díviding rells, such 
as Iymphoblasts, tibroblasts and young RPE show positive 
modularion al this receptor, whereas matute RPE does nol. 
TmnsJem variations in me propenies of L-Glu receptor 
mooularion, such as tbose observed here in RPE. have been 
reponed for NMDA receptors in me cerebellum (28), and could 
be explained by differential expression of the receplOr suhuníts 
with age (7). 

As fOt Ibe involvemeot of EAA receptors in phagocytosis, 
previous studies have shown mal L·Glu. but not NMDA. is 
capable of inducing this phenomenon (4. 6). This is in favor of 
two populations of Glu receptors in RPE, one of lhem of the 
metabotropic type. Activation of specific subclasses of mGluRs 
results ín adenylate cyclase inhibitíon (9). Since cAMP has been 
shown to exert an inhibitory effect on phagocytosis. which is 
ancagonized by taurine (29), the possibility exists that lhe 
stimulation of mGluRs sensilive to trans~ACPD in RPE could 
lrigger phagocYlosis by lowering the level of [his compound. 

Although very Httle is known about!he molecular mechanisms 
which regulate the function of RPE and its relalíonship wilh lhe 
relina, the present resullS suggest mal EAA could be involved 
in proliferarion and phagocytosis in Ibis tissue through lile 
activation of two different glutamate receJXors: an NMDA-galed 
receptor ehannel and a sublype of mGluR. Since impakmenl of 
mese processes is related to severa! retinopaIbjes. further 
understanding of the fulletion of EAA receplors in RPE eould 
be of clinica! reJevance, 
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OBJETIVO 

El estudio farmacológico de los receptores se facilita mediante el uso de 

cultivos celulares, ya que constituyen una población homogénea de los tipos 

celulares de interés. Se ha demostrado que las células del EPR en cultivo 

retienen la mayor parte de las características que expresan in vivo, por lo que 

gran parte de las funciones del mismo se han estudiado en este sistema. 

Previamente reportamos la presencia de receptores específicos para el L-glu 

en células del EPR de pollo (López-Colomé et al., 1993; 1995) así como el 

EPR humano (López-Colomé et al., 1994) en cultivo primario. Las 

características bioquímicas y farmacológicas de estos receptores son similares 

en ambos casos, y sugieren la participación de los ME tanto en la inducción 

de la fagocitosís como en el control de la proliferación de las células del EPR. 

Con el fin de definir la participación de los ME como posibles mediadores en 

la inducción de la fagocitosis en el EPR, se estudiaron los mecanismos de 

transducción activados por dichos compuestos en cultivos primarios de EPR 

de pollo. Se caracterizó la hidrólisis de fosfatidil-inositol bifosfato y la síntesis 

de AMPc como productos de la activación de los receptores a ME. Los 

resultados obtenidos acerca del mecanismo nonmal que inducen los ME en el 

EPR nos permitirá en el futuro determinar su relación con la fagocitosis y las 

condiciones patológicas en las que el EPR se altera. 
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MÉTODOS 

Cultivo. Se utilizaron embriones de pollo de 7 dias de desarrollo de los 

cuales se extrajo la copa óptica en condiciones estériles; a ésta se le hizo un 

corte ecuatorial. se desechó la parte anterior y de la posterior se aisló el EPR . 

Se lavó el tejido con Krebs Ringer Bicarbonato (KRB), compuesto por: NaCI 

118 mM, KCI 4.7 mM, KH,PO, 1.2 mM, CaCI, 2.5 mM, MgSO, 1.17 mM, 

glucosa 5.6 mM y NaHCO, 35 mM y se centrifugó 5 minutos a 500 rpm a 

temperatura ambiente; la pastilla que se obtuvo se resuspendió en solución 

KRB fresca y se centrifugó en la mismas condiciones. Se repitió la operación 3 

veces. La disociación de las células se hizo por incubación con tripsina 0.13% 

en amortiguador de fosfatos durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las 

células se sembraron en placas de 12 multipozos con medio de cultivo Difco 

TC-199 con 10% de suero de bovino fetal inactivado, 2 mM de glutamina, 100 

Ullml de penicilina y 100 ¡.tglml de estreptomicina, a una densidad de 25,000 

células pozo y se mantuvieron en un incubador Lab-Line a una temperatura 

constante de 37 oC en ambiente húmedo y gaseado con 95:5 de CO,:O, 

duranle 21-25 días. La identidad de las células y la pureza del cultivo se 

establecieron por la moñologia epiteloide y la presencia de melanina en todas 

las células (Salceda et al., 1992). 

Cuantificación de fosfatos de inosito!. Para cuantificar la producción de 

fosfatos de inositol en las células del EPR, cada pozo de cultivo se incubó con 
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mio-inositol-H' (2 I'Cilpozo) durante 20-24 horas. Posteriormente se lavó 3 

veces cada pozo con KRB para eliminar el compuesto radiactivo no 

incorporado y se mantuvo durante 10 minutos en KRB conteniendo 1mM de 

liCI. Los agonistas de AAE se añadieron a los pozos y se incubaron a 

diferentes tiempos a 37 oC según se indica en la sección de resultados. La 

reacción se detuvo añadiendo a cada muestra 1 mi de c1oroformo/metanol 

(1:2),0.75 mi de H,O y 0.5 mi de cloroformo. Las muestras así obtenidas, se 

centrifugaron para separar la fase acuosa, que contiene los fosfatos marcados 

radiactivamente con tritio de la fase lipídica. Los fosfatos de inositol se 

separaron por cromatografía de intercambio aniónico en una columna DOWEX 

AG1-X8 (100-200 mesh, forma formiato). mediante una modificación de la 

técnica de Berridge (1989). Las muestras se colectaron en viales y las 

desintegraciones por minuto (DPM) se obtuvieron en un contador de centello 

liquido. 

Cuantifiací6n de proteína. En todos los experimenos se determinó la 

concentración de proteína por el método de Lowry et al (1951), utilizando 

albúmina séTica de bovíno (Sigma) como estándar. 

Reactivos. El mio inositol-H' (actividad específica: 20.0-23.45 ei/mmol) fué 

de DuPont NEN Research Products. El medio de cultivo TC-199 y el suero de 

bovino fetal se adquirieron de Difco(Detroit, Michigan, USA). Los agonistas y 
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antagonistas del L-Glu se obtuvieron de Tocris Cookson Inc. (SI. Louis Mo 

63146, U.SA), con excepción del L-Glu, el KA y la nifedipina que fueron de 

Sigma y el MK-801 obtenido de Research Biochemicals International. Los 

demás reactivos fueron de Sigma Chemical Ca. (SI Louis, Mo, USA). 
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RESULTADOS 

Eficiencia de agonistas generales del L-Glu para inducir la 
acumulación de IPs-H' 

La fig. 4 muestra la estimulación inducida por los agonistas generales para 

los diferentes tipos de receptores para ME tanto ionotrópicos como 

metabotrópicos. El orden de eficiencia de los agonistas a la concentración de 

1 mM fué: NMDA ;;, L-glu > OA ;;, KA > AGPO. El NMDA Y el L-glu son los 

agonistas más eficientes al aumentar la hidrólisis de fosfoinosítidos 220% y 

215% respectivamente, mientras que el AGPO es el menos eficiente (120%). 

la curva de tiempo en la figura ~ indica que desde un minuto de 

estimulación hay una respuesta evidente, y el estímulo máximo se alcanza a 

partir de los 15 minutos de estimulación. En experimentos subsiguientes, el 

tiempo de estimulaci6n fué de 15 minutos. 

Potencia de los AAE en la inducción de la hidrólisis de PIP, 

Se elaboraron curvas dosis-respuesta de la acumulación de IPs-H, 

inducida por agonistas de los diferentes subtipos de receptores de ME, en un 

intervalo de concentraciones entre 10 11M Y 1.0 mM. Las EG5() se calcularon a 

partir de las gráficas correspondientes. En la Fig. 6 se observa que el orden de 

potencia de los agonistas probados fué: ACPO (EG5() = 45 ¡tM) > l-glu (EC50 = 
72 11M) > NMOA (EG,. = 135 ¡.¡M) > OA (EC,. = 185 ¡.¡M) > KA (EG50 = 255 11M). 

El compuesto más potente y menos eficiente fue el agonista metabotrópico 
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ACPD, mientras que los más eficientes fueron el agonista ionotrópico NMDA Y 

el agonista general L-glu. 

Farmacología del efecto ionotrópico de los AAE sobre la acumulación 

de IPs-H' 

La especificidad de la inducción de la síntesis de IPs-H' por los agonistas 

de los diferentes subtipos de receptores a L-Glu se determinó mediante el uso 

de antagonistas específicos (Tabla 1). El efecto del agonista general L-glu se 

inhibió por el antagonista del NMDA , AP5 (45%), asi como por la DNQX, 

antagonista de los receptores AMPNKA (53%), La estimulación por KA se 

inhibió 22% por la DNQX y 31% por CNQX, mientras que la estimulación 

inducida por el agonista metabotrópico L-AP4, no se inhibe por las 

quinoxalinas, pero si por el antagonista metabotrópico MCPG (21%). 

Asimismo se estudió el efecto de antagonistas especificos de NMDA, el 

agonista ionotrópico más eficiente para inducir la hidrólisis de PIP,. Los 

antagonistas competitivos del sitio de reconocimiento del receptor, AP5 y CPP 

inhibieron la estimulación producida por NMDA 200 IlM, siendo más potente el 

CPP. Asimismo, el MK-801, bloqueador de canal abierto del receptor, inhibió 

eficientemente el efecto del NMDA (Tabla 1), 
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Efecto de agonistas y antagonistas de los mGluR sobre la acumulación 

de IPs-H' 

La Fig. 7 muestra el estudio farmacológico de la respuesta inducida por el 

ACPD, y la DHPG, agonistas generales de los receptores metabotrópicos para 

los ME (Pin y Duvoisin, 1995). La DHPG estimula la sintesis de IPs con 

mayor eficiencia que el ACPD. La MCPG, antagonista general de los 

receptores metabotrópicos (Roberts, 1995), bloqueó la estimulación inducida 

por ACPD a la concentración de 1 mM. Por otra parte, la respuesta inducida 

por concetraciones máximas de la DHPG no se modifica por la adición 

simultánea de dosis máximas de ACPD, lo que demuestra un mismo sitio de 

acción de estas drogas. 

Dependencia de Ca'· externo en el efecto de los ME 

La estimulación por NMDA requiere la presencia de Ca'· externo (Fig. 8), 

puesto que se inhibe notablemente en presencia de 1 mM de EGT A. La 

inhibición es más notable en el caso de los agonistas ionotrópicos OA, NMDA 

Y KA; tanlo el agonista general L-Glu como el agonista metabotrópico L-AP4 

presentan una estimulación menor en ausencia de Ca'· externo (Tabla 1). Con 

el objeto de detenminar la via de entrada del Ca'· externo, se estudió el efecto 

de los bloqueadores de los canales de Ca'· sensibles al voltaje nifedipina (tipo 

L) y verapamil (tipo T), as! como los inhibidores de transportadores 

intracelulares de Ca'· dantroleno y tapsigargina sobre la estimulación por 
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NMDA 200 ¡>M. Como se observa en la Fig. 8, todos estos compuestos 

disminuyeron parcialmente la estimulación. 

Efecto de los AAE sobre la concentración de AMPc 

Se ha demostrado que los ME activan la sintesis de AMPc en algunas 

preparaciones a través de su interacción con los mGluRs 1 (Schoepp y Conn, 

1993). Con el fin de explorar esta posibilidad, se estudió el efecto de los 

agonistas L-Glu, L-Asp y NMDA a concentración saturante (1 mM), sobre la 

concentración de AMPc, sin observarse ningún efecto (Tabla 2). La 

concentración de AMPc no se modificó por la presencia de ME en el medio. 

Ninguno de los agonistas metabotrópicos o ionotrópicos estimuló o inhibió la 

síntesis de este segundo mensajero. La forskolina, activador directo de la AC, 

aumentó la sintesis de AMPc, sin embargo este efecto no se modificó en 

presencia de L-glu ó L-asp (1 mM), agonistas generales de los receptores para 

ME, añadidos minutos antes que la FKS. Por otra parte, el aumento en la 
<.. 

,intesis de AMPc producido por la estimulación de los receptores colinérgicos 

(Onali et al., 1994) tampoco se modificó por estimulación con L-glu 1 mM 

(Tabla 2). 
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Abstraet 

Excitatory amino acid (EAA)-induced production of inositolphosphates (lPs) 

was sludied in primary cultures of chick retinal pigment epithelium (RPE) 

following in vi/ro ineorporation of ['H] myo-inositol. Glutamic acid (L-glu) 

significantly increased ['H]-IPs accumulation (215 %). L-glu agonists 

stimulaled ['H]IPs accumulation in the lollowing order 01 efficiency: N-methyl­

D-aspartale (NMDA) " L-glu > quisqualate " kainate > (1S,3R)-1-

aminocyclopentane-1,3-dicarboxylic acid (ACPD). Stimulation was dependent 

on extemal Ca". The NMDA-induced response was blocked by (+)-5-methyl-

1 O,ll-dihydro-5H-dibenzo-cycfohepten-5,10-imine maleate (MK-801) and 3-(2-

carboxypiperazin-4-yl)-propyl-1-phosphonic acid (CPP) and was decreased by 

the L-Ca"-channel blockers verapamil and niledipine as well as by dantrolene. 

The metabotropic glutamate receptor (mGluR) antagonist (+)-a-methyl-4-

earboxyphenylglycine inhibiled 3,5-dihydroxyphenylglycine and ACPD-induced 

stimulation, whieh demonstrates the presence in RPE 01 mGluRs 1 andlor 5, as 

well as NMDA receptors, coupled directly, or through the infiux 01 external Ca", 

to phospholipase Coy activation. L-glu agonisls showed no etlect either on 

basal level 01 intracellular cyclic adenosine monophosphate, nor on lorskolin­

or carbachol-induced stimulation of adenylyl cyclase. Since L-glu is released 

from the retina upon illumination, and receptors for this compound are present 

in RPE, the activation of the inositide palhway could be involved in the 

regulation 01 retina-RPE interaction, which is essential lor the visual process. 
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Abbreviations 

L-glu, L-glutamate; QA, quisqualate; KA, kaínate; NMDA, N-methyl-D­

aspartate; ACPD, (1 S,3R)-1-aminocydopentane-1,3-<licarboxylic acid; L-AP4, 

L-2-amin0-4-phosphonobutyric acid; CNQX, 6-cyano-7-nitroquinoxaline-1,3-

dione; (+)MCPG, (+)a-melhyl-4-carboxyphenyl-glycine; DHPG, (RS)3,5-

dihydroxyphenyl-glycine; CPP, 3-(2-carboxypiperazin-4-yl)-propyl-1-

phosphonic acid; MK-801, (+ )-5-methyl-1 O,11-dihydro-5H-dibenzo-

cyctohepten-5,10-imine maleate; PIP 2' phosphatidyl-inositol bisphosphate; OIV, 

days in vitro; RPE, retinal pigment epithelium; EAA, excilalory amino acids. 
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Introduc!ion 

The retinal pigmen! epi!helium (RPE), plays a pivotal role in the 

maintenance of the structural and functional integrity 01 the neural retina, since 

it participates in lunctions such as transepithelial transport 01 nutrients and 

minerals (Steinberg & Miller, 1973), light and dark adaptation, storage and 

conversion of vitamin A esters, synthesis of the acid-mucopolysaccharide 

complex, ensheathing 01 the outer segments of photoreceptors (Zinn & 

Benjamine-Henkind, 1979), and also undertakes the phagocytic lunction, 

essential for the turnover of the rod outer segment discs (Hogan et al., 1974; 

Young & Bok, 1969). 

L-Glutamate (L-glu) is considered as a primary neurotransmitter in 

excitatory synaptic pathways within the central nervous system (lar review, see 

Mayer & Miller, 1990; Monaghan et al., 1989; Nakanishi, 1992), however, 

excessive glutamatergic stimulation is al50 involved in the etiology 01 stroke, 

epilepsy and neurodegenerative disorders (Choi, 1988). Receptors for L-glu 

can be classified into two distinct groups based on their signal transduction 

mechanism: 1) ionotropic glutamate receptors, which include N-methy-D­

aspartate (NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 

(AMPA), ar kainic acid (KA; MacDermott et al., 1986; Murphy e! al., 1987), and 

2) metabotropic glutamate receptors (mGluRs), coupled lo G-proleins (Mayer & 

Miller, 1990; Monaghan et al., 1989, Nahorski & Potter, 1989; Schoepp and 

Conn, 1993), whích in elude a! leas! 8 subtypes and a few addi!ional variants 
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(Pin 1:'. Duvoisin, 1995). These, in tum, are classified into three different groups 

(Pin & Duvoisin, 1995). The phospholipase C (PLC)-coupled receptors 

(mGluRl, mGluR5 and their variants) constitute group I and are highly 

sensitive to quisqualate (OA; Aramori & Nakanishi, 1992), in contrasl to the 

second group, negatively coupled to adenylyl cyclase (mGluR2 and mGluR3), 

at which (2S,3S,4S)-a-(carboxycyc\opropyl)glycine (L-CCG-I, Hayashi et al., 

1992) is Ihe most selective agonis!. L-2-amino-4-phosphonobutyric (L-AP4) 

acid and L-serine-O-phosphale (L-SOP) act as polenl agonists 01 the third 

group, composed 01 mGluR4, mGluR6, mGluR7 and mGluR8, also coupled to 

the inhibition 01 the cyclase (Thomsen et al., 1992; Tanabe el al., 1992). 

(1 S,3R)-1-aminocyc\opentane-l ,3-dicarboxylic acid (ACPD) is a non selective 

agonist for all mGluRs (Palmer el al., 1989; Shoepp et al., 1992). 

The inositol phosphateldiacyl glycerol (IPIDAG) pathway is triggered by 

receptor-mediated activation al PLC (Berridge, 1987), generating inostiol 

trisphosphate (IP,) and diacylglycerol (DAG). Stimulation 01 this pathway 

increases intracellular Ca'· and protein phosphorylation, leading to the 

physiological responses ofthe cells (Berridge & Irvine, 1989). 

We have previously identified and charac!erized specific L-glu receptors in 

chick (López-Colomé et al., 1993; López-Colomé & Fragoso, 1995) and human 

RPE cells (López-Colomé et al., 1994) in culture. Although still controversial, 

previous studies have proposed the involvement 01 IP, (Heth et al., 1995) and 

cyclic AMP (Hall el al" 1993), in the regulation of phagocytosis. In the presenl 
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work we ha ve studied the effects al EM on IPs and cAMP formation in RPE 

cells. in arder to explore the possibility 01 EM participatian in the induction al 

this phenamenan. 
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Materials and methods 

Cell culture 

Cultures were set using RPE cells isolated (rcm seven-day-cld chick 

embryos as previously described (López-Colomé et al., 1991). Eyes were 

enucieated, Ireed Irom vitreous and neural retina, placed in isotanic Krebs­

Ringer bicabonate (KRB) containin9 (in mM): NaCl, 118; KCI, 4.7; CaCl" 2.5; 

MgSO" 1.17; KH,PO., 2.0; NaHCO" 35; glucose, 5.6; pH 7.4, and rinsed lour 

times with the same ringer. RPE was dissociated in TC-199 medium after 

incubating lor 5 minutes with 0.13% trypsin in phcsphate buffered saline, pH 

7.4. Cells were seeded (12 x 105
) anta 3.5 cm diameter multiwell dlshes and 

incubated al 37'C in TC-199 medium supplemented with 20% heat-inactivated 

letal bovine serum, 2.0 mM glutamine, 100 units/ml 01 penicillin and 100 ¡¡g/mi 

streptomycin. Cultures lorm a confluent monolayer at 7 days in vitro (DIV); at 

this time, cells acquire typical cuboidal shape and initiate melanine synthesis. 

The purity 01 the culture was assessed as described (Salceda et al., 1992). 

Measurement of inositol phosphate accumulation 

Confluent RPE cell cultures were incubated in the presence 01 2 ¡¡Ci 01 

myo-[2-'H(N)]-inositol per well lar 20-24 h. Cells were then washed three times 

with 1 mi prewarmed KRB containing 10 mM LiCI. In most experiments Mg'· 

was omitled Irom the incubation buffer. Cells were pre-incubated in 1 mi 01 

KRB for 10 mio al 37'C under gentie shaking, after which agonisls were added, 
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at the indicated concentrations, for varying periods 01 time. Antagonists, when 

used, were added after the pre-incubation periodo At the end 01 the incubation, 

the medium was removed and 1 mi of chloroform/methanol (1 :2) added to ea eh 

culture well. After 20 min, the extract was collected and the wells washed with 

0.75 mi of water and 0.5 mi of chloroform. The pooled extracts were mixed 

and centrifuged at 1,000 xg for 5 min in order to partition the phases. One 

milliliter of the upper aqueous phase was used for separating inositol 

phosphates. Extract was applied to a column containing 0.5 9 Dowex AG1-X8 

(100-200 mesh, formate form), and subsequently eluted with 10 mi of 5 mM 

myo-inositol and 10 mi of 60 mM sodium formate/5 mM sodium tetraborate. 

Inositol monophosphate (IP,), bisphosphate (IP,), and trisphosphate (IP,) were 

extracted in "batch" by eluting with 2 mi 01 1.0 M ammonium formate/O.l M 

formic acid (Berridge et al., 1983). Radioactivity W8S determined, after the 

addition of 5 mi Tritosol (Fricke, 1975), in a liquid scintillation counter. Sister 

wells lrom each experiment, were used for determining cell number in a 

Coulter counter, and lar protein determination by the method 01 Lowry et al. 

(1951), using bovine serum albumin as standard. 

Adenylyl cyclase assay 

Adenylyl cyclase activity was measured as the concentration 01 cAMP. 

Briefty, cultured RPE cells grown to conftuence, were washed three times with 

KRB, lollowed by the addition 01 1 mi of KRB containing 1 mM 3-isobutyl-1-
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methylxanthine (IBMX), and incubated al 37"C for 10 mino EAA or carbachol 

were added to a final concentration of 1 mM; forskolin (2.5 or 30 11M, final 

concentration) was added after a 5 min preincubation. After a 30 min 

incubation with each drug, the medium was removed and cel! monolayers were 

resuspended in 0.5 mi of HCIO, (DA M), homogenized, and centrifuged for 2 

min (12,000 rpm) in a Beckman microfuge. The supernatants were neutralized 

to pH 7.0 with K,CO,lKOH (0.62M/1.4N) and centrifuged lor 2 min at 12,000 

rpm. The upper phase was removed to fresh tubes and stored al ·20"C for 

subsequent analysis. The concentration of cyclic AMP in the extract was 

determined using a radioimmunoassay kit (Amersham Lite Science). 

Statistics 

Dose-response curves were fitted by non-linar regression using the Prims 

program (Graphpad Software, San Diego, CA.). 

Materia/s 

Myo-[2-3H(N}]-inositol (sp.act. 20 to 45 Ci/mmol) was from New England 

Nuclear. Dowex anion-exchange resin AGI-X 8 (200-400 mesh, formate form) 

was from BioRad (Waltford. Herts., UK). TC-199 medium and fetal bovine 

serum were from Difco (Detroit, MI). EAA analogues were from Tocris-Cookson 

(Bristol. England). MK-801 was from Research Biochemicals Intemationa!. 

Fertilized eggs were from "Alpes· (Puebla. México). Al! other reagents and 
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chemicals were from Sigma (SI. Louis, MOj. 
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Results 

Effect of L-g/u agonists on fHjlPs accumulation 

Confluent primary cultures of chick RPE were used for every experiment. 

The effect of 1 mM L-glu as well as ionotropic and metabotropic L-glu receptor 

agonists was tried. ['HjlPs formation was increased by EM (Fig. 4) in the 

following rank of efficieney: NMOA " L-glu > QA " KA > (lS,3R)-ACPO. The 

stimulatory etleel of Ihese compounds increased with time; equilibrium was 

reached by 15 min, remaining unchanged up to 30 min in Ihe presence 01 the 

agenisl (Fig. 5). 

Pharmaco/ogy of the L-glu-induced increase on IPs concentration 

L-glu agonists increased the levels of ['H]IPs in RPE cells in a 

concentration-dependent manner (Fig. 6). The potency 01 EM analogues for 

stimulatíng ('HJIPs formation was determined wilhin a concentration range from 

10 ¡tM to 1 mM. The metabotropic L-glu agonist ACPO waS the most potent 

agent (EC50=45 ¡tM), followed by L-glu (EC50=72 JlM) > NMOA (EC50=135 ¡tM) > 

QA (EC50=185 ¡tM) > KA (EC,.=255 ¡tM). In terms 01 efficiency, however, L-glu 

and NMOA increased IPs by 215%, QA and KA by 167%, and ACPO was the 

least efficient compound ( 120%). 

The action of specifie antagonists for the different subtypes of ionotropie L­

glu receptors, on basal and agonist-stimulated ¡nerease in IPs, was also tested 

(Table 1). Stimulation by L-glu was inhibited by the AMPAlKA receptor 
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anlagonists 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX; 50 /-1M) and 6,7-

dinitroquinoxaline-2,3-dione (ONQX; 50 J.1M) as well as by Ihe recognition sile 

anlagonisls of NMOA receptor, CPP (200 flM) and 2-amino-5-

phosphonopenlanoale (AP5; 200 flM), and by Ihe channel blocker MK-801 (5 

/-1M). NMOA stimulation was inhibited by 200 flM CPP or AP5, as well as by 5 

¡!M MK-801. CNQX and ONQX decreased Ihe KA- aS well as QA-induced 

reponses which were, also, slightly inhibiled by 200 ¡!M of Ihe partial agonist 

2-amino-3-phosphonopropanoate (AP3), and 1 mM of Ihe melabolropic 

anlagonisl MCPG. 

The effecl of ACPO (1 mM) was potenlly antagonized by 1 mM MCPG (Fig. 

7) and by 200 flM AP3. Accumulaflon of ¡'HJIPs induced by OHPG 

(metabotropic agonist for group I receptars) was more pronounced than the 

eflecl of the general metabotropic agonist ACPO. The simultaneous addition of 

both compounds showed no additive effed, suggesting an inleraction wilh a 

single site. 

Effect af calcium channel blockers on EAA-induced increase in fHjlPs 

In arder lo lest Ihe participation of exlracellular Ca" on IPs increase, 

experiments were performed in the presence of 1 mM EGTA; no a90nisl-. 
triggered accumulalion of ['HJIPs was seen in this condilion. which 

demonstrates Ihe requirement 01 Ca" influx far the activalion of PLC-y. 

Slimulation 01 cultures in the presence of verapamil (10 ¡!M) or nifedipine (10 
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¡.tM). inhibitors al voltage sensitive L-type Ca" channels. partially prevented 

NMDA-stimulation al ¡3H)IPs accumulation. Thapsigargin and dantrolene. 

known to interfere with internal Ca" movements (Simpson el al.. 1993). also 

decreased IPs accumulalion induced by NMDA (Fig. 8). 

Effecl of EAA on cAMP synlhesis 

cAMP participation in the regulalion 01 phagocytosis (Ogino el al .. 1983; 

Gregory et al.. 1994). and other RPE tunctions as fluid transport (Miller et al.. 

1962) and retinomotor movements (Burnside et al.. 1982) has been proposed. 

Since mGluRs 2.3.4.6.7 and 8 are linked to the inhibition. and mGluR la to the 

activalion ot adenylyl cyclase. Ihe effecl 01 EAA on cAMP accumulalion was 

al so tesled. Qur results show thal L-glu has no effecl eilher on basal cyc/ase 

aclivily nor on stimulalion by lorskolin (30¡.tM) or carbachol (1 mM; Table 2). 

Stimulation by 2.5 JiM fosrkoJin was nol affected either by 1 mM L-glu. In 

pmoles al cAMP/mg protein: control. 1.4 ± 0.2; forskolin. 3.73 ± 0.35; L-glu. 1.6 

± 0.2; lorskolin + L-glu. 3.8 ± 0.3. 
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Discussion 

Dysfunctional RPE cells cause secondary changes in the neurosensory 

relina, which can lead lo permanenl loss of vision, as in Ihe case 01 

prolileralive vitreoretinopathy (PV) or retinitis pigmenlosa (RP; Bird, 1987). An 

increasing amount of evidence suggesls thal induclion 01 phagocytosis 01 shed 

lips 01 rod and cone ouler segments, is mediated by specific cel! surface 

receplors on RPE (Mayerson & Hall, 1986). The disc-shedding process, 

balances Ihe conlinuous renewal 01 pholosensilive membrane. Rod disc­

shedding is normally induced by lighl (Basinger el al., 1976); however, 

excilalory amino acids such as L-glu or KA have been shown lo slimulale thls 

process independently 01 a dark-lighl Iransílion (Besharse el al. .1986; 

Greenberger & Besharse, 1985). 

L-glu mediales a number 01 dislincl ínlracellular evenls Ihrough receplor­

mediated activation of second messenger pathways. Specific receplors lar L­

glu have been characlerízed in chíck (López-Colomé, el al., 1993) and human 

RPE in culture (López-Colomé el al., 1 994), and shown here lo stimulate the 

IPs cascade. Although Ihe physiological meaníng of Ihese findings is slill 

uneertain, IPs modulale diverse cel! processes as growth, neurotoxieity, and 

eould possibly relale lo phagocytosis (Helh el al., 1 995; Pacheco & Jope, 

1996). 

Two conlradiclory fines 01 evidence exisl regarding Ihe role 01 IP, in 

phagoeytosis. Heth el al. (1995) have shown an inerease in rad ouler se9menl 
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phagocytosis by RCS-RPE, induced by IP,; however, Hall et al. (1996) lailed to 

obseNe this effect. Qur data demonstrating that L-glu and specific analogues 

increase IP, concentration through an interaction with specific receptors, are in 

line with results by Heth et al. (1995), since L-glu analogues have been shown 

to induce shedding (Besharse et al., 1986). However, the possibility 01 these 

two phenomena being umelated cannat be reled out. 

L-Glu analogues increase fHJlPs accumulation through activa/ion of specific 

receptors 

Previous studies have demonstrated the presence 01 specific bJnding sites 

lor 'H-L-glu, which pharmacologically correspond to ionotrepic (NMDA and 

AMPAlKA), as well as metabotropic receptors (López-Colomé et al., 1993; 

1994; L6pez-Colomé & Fragoso, 1995), in chick and human RPE. We show 

here, that ionotropic L-glu receptor agonists stimulate IPs accumulatian, NMDA 

being more potent and efficient than OA or KA (Figs. 4 and 6). The increase in 

¡'H)IPs induced by NMDA was inhibited by the competitive antaganists AP5 

and CPP as well as by the receptor-channel blocker MK-801. Correspondently, 

the action of KA and OA was blocked by the quinoxalines CNOX and DNOX. 

This pharmacological prefile (Table 1) parallels that established for these 

receptors in Ihe CNS and the retina (Choe et al., 1996). 

Our results also demostrate the aclivalion of mGluRs, which correspond 

eilher lo mGluR1 and/or lo mGluR5, since ACPD and DHPG showed potent 
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agonisl aClion, which was anlagonized by MCPG (Fig. 7). 

cAMP concentration is nol altered by L-glu 

Since Ihe vanalion in cAMP concenlralion has been relaled to 

phagocytosis in RPE (Edwards & Bakshian, 1980), we explored the possibilíty 

01 L-glu having an eftect Ihrough mGluRs coupled eilher lo Ihe inhibition 01 

AMP cyclase (groups 11 and 111) or (mGluRs 1a) lo the stimulation 01 this 

enzyme (Pi n & Duvoisin, 1995), L-Glu did not alter Ihe basallevel 01 cAMP nor 

the slimulation 01 Ihe cyclase induced by 30 ¡lM lorskolin (FSK). L-Glu has 

been shown, in brain tissue, lo inhibil the increase 01 cAMP induced by 

carbachol (Pintor el al., 1994), however, no change could be observed in RPE 

using Ihe same concenlration seen lo increase IP3 (Table 2). 

Possible mechanism for EAA-induced increase in IPs concentration 

The mechanism through which the aclivation 01 ionotropic L-glu receptors 

increases IPs in RPE could relate lo a raise in intracellular Ca" via Ihe receplor 

channel ilsell or, allematively, lo Ihe enlry 01 this ion through vollage­

dependent channels. Ca" has been implicated in phagocytosis (Hall el al., 

1991), since Ihe total Ca" concentration in RPE cells is very high (Hess, 1975). 

It is possible Ihat the accessibilily 01 bound Ca" lo Ihe cytoplasm, where it 

would aftect cellular funclions, is tightly conlrolled, and L-glu receplors could 

participate in such control, Ihrough the activalion 01 PLC. On Ihis matter, 
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although Heth et al., (1995) have observed an increase in phagocytosis by IP, 

in RCS rats, which could be induced by Ca", Hall et al., (1991) showed that 

elevation 01 Ca" concentration, down-regulates this phenomenon; hence, the 

link between Ca2
' an IP, concentration as well as their possible effects on 

phagocytosis remain unclear. In our system the effect 01 EGTA, verapamil and 

nifedipine, suggests the participation 01 external Ca" entry through l-type Ca" 

channels (Fig. B), in the increase 01 IPs concentration induced by EM. In 

addition, intracellular Ca2
' release also seems to playa role in the regulation of 

IPs in RPE. Dantrolene, which inhibits Ca" -induced Ca" release without 

affecting IP,-mediated Ca" release in olher excitable cells (Ohta et al., 1990; 

Frandsen & Schousboe, 1992), decreased stimulation by NMDA (Fig. 8). 

Thapsigargin , a specific inhibitor of endoplasmic reticulum Ca2'-ATPases 

which has been shown to release Ca" from the IP,-sensitive pool (Lytton et al., 

1991; Charles el al., 1993), also generated a decrease in EAA-induced 

stimulation 01 IPs produclion (Fig. 5). These results suggest that elevation of 

internal Ca2
' both, through plasma membrane channels (including receptors) or 

internal reservoirs, is required for the stimulation of the inositol pathway by l­

glu. 

The relationship 01 L-glu-stimulated IPs lormalion wilh induclion 01 

phagocytosis, Ihough speculative at present, would have important implications 

regarding normal retinal function and some pathological states as RP and PV. 

Experiments are now on line in order lo demoslrate such link. 
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Fig. 4 EAA-stimulated accumulation of ['H]IPs. EPR cultures were incubated 
for 15 min in the presence of 1 mM concentration of EAA agonists. The order 
of efficiency was: N-methyl-O-aspartate (NMOA) ;;, L-glutamate (L-Glu) > 
quisqualate (QA) ;;, kainate (KA) > (1S,3R)-1-aminocyclopentane-3,3-
dicarboxylate (ACPO). Results are expressed as the mean ± SEM 01 live 
independent experiments performed in triplicate. c. control. 

77 



0.44 

e 
Q) - 0.33 o 
~ 

o. 
O> 
E ..... 
o 0.22 E 
o. 

,..--, 
VJ 

Q.. 
H 

I 0.11 
I 

'" L....J 

10 20 30 

Time (mio) 

Fig. S Time course of L-glu-induced ['H]IPs accumulation in RPE cells. Cells 
were incubated by various periods of time in the presence of 1 mM L-glu. The 
data are !he mean ± SEM of six independent experiments performed in 
triplicate. 
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Fig. 7 Effect of metabotropic receptor agonists and antagonists on ['Hj.IPs 
formation. The antagonist MCPG and the agonist DHPG were added to the 
incubation buffer 5 min before ACPD. Values are the mean ± SEM (n ~ 3). 
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Fig. 8 Effecl of calcium channel blockers on Ihe NMDA-induced stimulation of 
['H]-IPs accumulation in RPE ceUs. The concenlralion of Ihe drugs was: N­
melhyl-D-aspartate (NMDA, 200 ¡.M), Verapamil (VPM, 10 ¡.tM), Nifedipine 
(NFD, 10 ¡.tM), Dantrolene (DNT, 30 ¡.tM) and Thapsigargin (TPG, 10 ¡.tM). 
Resulls are the mean ± SEM of three separate experiments carried out in 
triplicate. 
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Table 1. Effect of Antagonists on EEA-Induced IPs Accumulation. 

Antagonists Agonists 

% Stimulation over control 
L-Glu NMDA KA OA AP4 

(200 J.lM) (200 ¡tM) (500 J.lm) (500 J.lM) (1 mM) 

None 204 ± 9 149 ± 7 57 ± 2 80 ± 2 61 ± 2 

CNOX 
64 ± 3 n.d. 9 ± 0.5 60 ± 2 61 ± 2 

(50 ¡tM) 

DNOX 
44 ± 2 n.d. 20 ± 0.5 65 ± 3 72 ± 3 

(50 ~M) 

CPP 
(200 ¡tM) 

111 ± 4 14 ± 0.5 n.d. 83 ± 3 80 ±3 

AP5 
68 ± 3 38 ± 1 n.d. n.d. 67 ±3 

(200 ¡tM) 

MK-801 
133 ± 5 12 ± 0.5 n.d. 79± 3 n.d. 

(5 J.lM) 

AP3 
200 ± 9 n.d. n.d. 70 ± 3 15 ± 0.5 

(200 ~M) 

MCPG 
200 ±9 n.d. n.d. 20 ± 1 26± 1 

(1mM) 

~Ca2+ + 
62 ±4 5 ± 0.5 5 ±0.7 35 ± 3 28 ± 3 

EGTA (1mM) 

Selective antagonists for the different subtypes of glutamate receptors were 
tested in each case. Data are referred to the non-stimulated value, which was 
0.093 ± 0.011 prnol/mg protein (100 %). Antagonists were added 5 min before 
agonists. Data are the mean ± SEM of 3-6 experiments carned out in triplicate. 
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Tabla 2. Effect 01 EAA on cAMP concentration 

pmoles of cAMPlwell 

Additions Control 
Forskolin Carbachol 
(30flM) (1mM) 

None 1.9 ± 0.20 8.1 ± 0.40 5.95 ± 0.55 

L-Glu 
2.0±0.12 7.8 ± 0.30 6.02 ± 0.4 (1mM) 

L-Asp 
1.9±0.11 8.1 ± 0.55 n.d. (1mM) 

NMDA 
1.9±0.11 n.d. n.d. (1mM) 

Cyciic AMP was measured by radioimmunoassay, as described in Methods. 
Experiments were performed in sister cultures. Results are the mean ± S.E.M. 
01 three independent experiments performed in triplicate. 
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DISCUSiÓN Y CONCLUSIONES 

Los resultados de este trabajo demuestran que agonistas del L-Glu que 

interactúan tanto con los receptores ionotrópicos del tipo NMDA y AMPAlKA, 

como con receptores metabotrópicos sensibles al ACPD, inducen la hidrólisis 

de PIP, en cultivos primarios de células del EPR. Los agonistas ionotrópicos 

son los más eficientes, con un perfil farmacológico NMDA " L-Glu > OA" KA > 

ACPD, mientras que los metabotrópicos son los más potentes en el orden 

ACPD " L-Glu > NMDA > QA > KA. 

Nuestros estudios previos han demostrado la presencia de receptores de 

L-Glu tanto ionotrópicos como metabotrópicos en membranas de células 

cultivadas del EPR de pollo (lópez-Colomé et al., 1993, Articulo 1; 1995, 

Articulo 11) y EPR humano (lópez-Colomé et al., 1995, Artículo 111). En el 

presente trabajo, se comprueba que dichos receptores están acoplados a la 

síntesis de fosfoinosítidos, y no a la modulación, positiva ó negativa, de la 

adenilato ciclasa (Tabla 2). las características farmacológicas de los 

receptores ionotrópicos involucrados coinciden con las descritas p;;ora los 

mismos en el SNC y la retina, ya que la acumulación de IPs-H' inducida por 

NMDA, se inhibe tanto por antagonistas del sitio de reconocimiento del 

receptor (AP5 y CPP), como por el bloqueador del canal, MK-B01. La 

estimulación por KA en cambio, se inhibe por las quinoxalinas CNOX y DNOX, 

y consecuentemente, la del L-Glu, agonista general, se inhibe parcialmente 
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por ambos tipos de antagonista (Tabla 1). 

En otros tipos celulares, como son los de la retina (López-Colomé et al., 

1986), se ha demostrado la activación de la cadena de fosfoinositidos por 

estimulación de receptores ionotrópicos. Dado que la retina y el EPR tienen 

un mismo origen embrionario, y las células del EPR tienen la capacidad de 

transdiferenciarse a neuronas retinianas en ciertas circunstancias (Pittack et 

al., 1991), podrían tener mecanismos y estructuras comunes de los receptores 

de AAE. Tanto los receptores de NMDA como los de KA generan entrada de 

Ca'· a las células, el cual podría activar a la PLC y generar así un aumento en 

la concentración de IPs. El requerimiento casi absoluto de Ca'· externo para 

la estimulacíón mediada por el NMDA (Fig 8) apoya esta idea. Por otra parte, 

la inhíbición del efecto por los bloqueadores de canales sensibles a voltaje 

(VPM y NFD), sugiere la activación de la PKC como consecuencía tanto de la 

entrada inicial de Ca'., a través de los canales del receptor, como por la acción 

del IP, sobre el retículo endoplásmico; esta enzima a su vez podría activar 

dichos canales de fosforilación. Esta hipótesis también es congruente con el 

hecho de que el dantroleno y la tapsigargina, inhibidores de la liberación de 

Ca'· de pozas intracelulares (Frandsen y Schousboe, 1992; Charles et al., 

1993), inhiban la estímulación por NMDA, dato que no elimina la participación 

de Ca" endógeno. El perfil de potencia de los agonistas, sin embargo, difiere 

del descrito para otros tejídos, en los cuales el QA es el agonista más potente 

y el ACPD el menos potente (Roberts, 1995). Esto podría indícar un ensamble 
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diferente de las subunidades que integran a los receptores para ME en el 

EPR. 

En cuanto a los receptores metabotrópicos, estos podrían pertenecer al 

grupo I (mGluRs 1 y 5), ya que se acoplan a la hídrólisis de PIP,. Tanto el 

ACPO como su agonísta OHPG estimulan con alta potencia, interactuando con 

el mismo receptor (Fig 7). El efecto de ambos compuestos, así como el del L­

AP4, agonista de los mGluRs del grupo 111 (4,6,7,8) se inhibe por la MCPG, 

antagonista del ACPO. Se ha demostrado (Roberts, 1995), que el mGluR5 es 

relativamente insensible a la MCPG, por lo que podemos suponer que el 

receptor del EPR es del tipo mGluR1. Sín embargo, nuestros resultados 

sugieren la presencia en el EPR de al menos otro subtipo de mGluR, diferente 

de los ya descritos, puesto que el L-AP4 está alcoplado a la cadena de 

fosfatidil inositol, y no a la del AMPc, como sucede en el SNC (Okamoto el al., 

1994). 

Considerando que los ME inducen a través de su interaccíón con 

receptores específicos la fagocitosis de discos de los SE de los fotorreceptores 

por parte del EPR, tanto en copas aisladas de Xenopus (Greenberger y 

Besharse, 1985), como en cultivos celulares de EPR de mamífero, la 

produccíón de fosfatos de inositol a través de la activacíón de cinasas y 

aumento de Ca'· intracelular, podrían participar en la inducción de este 

fenómeno. Si como se reporta (Strauss et al., 1998), los fosfatos de inositol 

intervienen en la activación de la fagocitosis y el AMPc en la modulación de la 
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misma (Nash y Osborne, 1995), suponemos que los receptores para ME en 

estas células intervienen al inicio del proceso permitiendo la entrada de Ca" y 

la generación de de IPs. 

Se postula que en el modelo animal de retinitis pigmentosa en rata, la 

causa sea una alteración de la función de proteínas en la ruta de segundos 

mensajeros. No se ha trabajado todavía en la búsqueda de los receptores 

para ácido glutámico en este modelo, por lo que sería un proyecto a seguír 

encontrar defectos en la expresión de estos receptores o una alteracón en la 

secuencia de eventos inducida por estos en el EPR. A este respecto cabe 

mencionar que tampoco se conoce que subunidades, formando los diferentes 

receptores a glutamato, estan presentes en el organismo con función 

fagocitica normal. 

El presente reporte propone una nueva perspectiva para abordar el 

problema de alteraciones visuales, tales como la retinitis pigmentosa, ya que 

considerando el efecto fisiológico que tienen estos receptores al inducir la 

fagocitosis de discos y la importancia que tienen el ensamble correcto de 

subunidades que forman a los receptores de tipo ionotrópico, una alteración 

genética podría involucrar cambios en el ensamble de las subunidades de 

estos receptores que pOdrían alterar su fucionamiento correcto y como 

consecuencia, ser ineficientes para inducir la función fagocítica. 
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