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. INTRODUCCION 

Las .células nerviosas tienen dos ¡n·opiedades especiales que las ha-

cen diferentes de las células de otros tej.idos. La primera es su habi11 

dad para conducir impulsos bioeléctricos a largas distancias sin ninguna 

pérdida en lf1i fuerza de la señal. La segunda, directamente relacionada 

.con la primera, es la de poseer conexiones específicas de entrada ·y sa-

·li.Pat ya.sea .. ·con.otras células nerviosas o.con tejidos inérvados.como 
.·_, 

',,,' 

m~sculos; o 'glápdulas. ~stas cone:M:iones detertninan el tipo de 'inf arma~ ,' ' 

ción que recibe cada célula nerviosa, así como los tipos·. de respuesta· que 

es capaz de dar. 
. '· '.t.· -

La cél11la•ne;rviosa es.tá formada por ~l. ,f30mél ,que es '.J_a parte q11e :ro .. 

<;'dea ªl núcleo y por un./.11úmero váriable .de termimiciories, desde una .so~a .. - .. , - . . . -, . ., . .. ' 

· .e11 la monopolar que es una vía efe+ertte, ·elaxón, ha"Sta la multi1fo1ar que ... 

posee apeinás de la anterior una seri.e de ;terminaciones eferentes más o 

menos ramificadas, las dendritas. Los axones establecen contacto con 

las dendritas o con los cuerpos celulare11. en puntos específicos conqci- "' 

dos como sinapsis, en los que se ~stablece la comunica.ció~ :f.nterrieuronal 

funcional. 

La zona distal del axón presenta características.distintivas como 

son mitocondrias y un gt·an número de vesículas pequeñas de forma esf~ri
. g 

ca con un diámetro de 200 a 1, 200 A que se han denominado vesículas sil-

.· napticas y que contienen moléculas de substancias químicas consideradas 

como posibles tral.lsmisores. · Los axones también pueden presentar en su 

trayecto acúmulos de vesículas en los que otras dendritas,,ueden establ!:, 

cer contacto sinaptico; este tipo de contacto recibe el nombre de sinap-

'·'en. in~ica claramente que el t:ármino sinap-
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sis se ajusta .más a un concepto funcional de comunicación que a una conf i 

guración anatómica determinada (Cooper y col., 1970). 

La microscop!a electrónica de las zonas sinápticas en el Sistema Ner 

vioso Central revela la ~xistencia de una zona de contacto especializada 

entre la terminación axonal y la región postsináptica. Esta zona de con-

tacto está compuesta por material amorfo que recubre las porciones inter- . 

celulares de las membranas pr~ y postsinápticas, llenando la hendidµra si 

· naptica que existe entre las dos superficies en aposición~ Tales· formas 

de 'contactos especializados :son coml;Ínes a varios tipos de c~lulas deriva

das del e'ctodermo embrionario al igual que la célula nerviosa. Sin embar 

go, en el caso de la neurona, el material intracelular de la terminación 
' . . 

p7esinaptica presenta proyecciones densas. que .podrían desempeñar un sim:-
. ' ' 

ple papel de enlace entre. zonas pre y postsinápticas específicas, o bien· 

un m~canbnno pótencial para módu+ar la transmisión sinaptica en términos 

de su frecuencia de descarga. 

La transmisión qu!mica entre las células nerviosas se lleva a cabo 

básicamente me,diante la liberación de una substancia transmisora qu~ pue-

' 

de o no estar almacenada en vesículas d~ la terminación presináptica. Es 

ta substancia debe inter.acituar con un receptor espec'.l'.f ico en la zon~ pos! 

·siná'.ptica; esta interacción produce; a su vez, un cambio en la permeabili 

dad de la membrana al Na+, al K+ o al c1-, ,Y según el tipo de .transmisor, 

.. y,a sea excitador o inhibidor, el· impulso eléctrico que viaja por el axón 

en forma de potencial de acción se transmite o se bloquea (Mc.Geer y col~, 

1978). 

Puesto que.este fenómeno de conducción nerviosa lleva impl!cita una 

interacción de la mol~cula transmisora con un sitio específico en la mem• 



brana que es el receptor1postsináptico, en los últimos años ha cobrado 

gran importancia EÜ estudio de los receptores en las membranas. As!, se 

han estudiado entre otros, receptores a varias hormonas polipeptídicas, 

a catecolaminas, a la acetilcolina, a aminoácidos y a un creciente núme~ 

ro de péptidos considerados como posibles transmisores en el Sis"tema Ne!_ 

vioso Central y Periférico, as! como a hormonas esteroides, cuyos récep-

torea no son membranales sino citoplásmicos • 

. . D,esde el punto' de vista farmacol6gico~ tanto la interacción hormona-

,, célula blanco. como la interacción ~e~rotran~trdSOf-lllembrana post~ináp,t;f.ca • .·. 

pueden ser estudiadas córi. la mismatecnica especializada, puesto que en 

ambos casos se trata de una interacción transmisor-receptor. Lascarse-

.ter!sticas de esta interacción son (ver De.Roberti~, 1981): 

l .• Saturabil:i.dad: dado qt:.: ·.2-1, númuo de sitios receptores es finito,· 

curyaquerepresenta la :f.~teracd~nligando-receptor debe ser 

(presentar una Bmax). 

2. Revet"sibilidad: la 1.nt'''.!·,1cción debe ser reversible dado que, por lo 

general, no es de tipo covalente. 
. ' ' 

3. Alta afinidad por el r~ceptor~ est:o·puede evaluarse por la habilidad 

de otros cowpuestos ·relacionados para ciesplEl.zár al transmisOJ: del recep ..... · 

.tor. La afinidad se expresa por la KB que es la relaciÓ'n entre las cqn_! 

tantes de disociación y de asociación: 
· 'K disc. 

K_ = 
-13 K asoc. 

4. Especificidad: la interacción debe presentar un cierto grado de espe-

cificidad farmacológica, que puede ser incluso de tipo estérft'.o, es de<?ir, 

p'referente o absoluta para uno de los isómeros ópticos, y modificarse en 

presencia de compuestos agonistas y antagonistas de manera paralela a lo 

observado en preparaciones fisiológicas mas !ntegras. 
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En el sistema nervioso de los mamíferos, los compuestos más amplia-

mente aceptados como neurotransmisores, además de algunos aminoácidos 
~ 

como GABA, glicina, 6-alanina y los ácidos giutámico, aspártico, ciste_! 

co y homocisteico, son la acetilcolina, las catecolaminas norepinefrina 

y epinefrina, así como la indolamina serotonina (SHT). El estudio de la 

acción de las catecolaminas a nivel sináptico ha ayudado grandement.e a 

~.sclarecer el mecanismo de acción de. drogas importantes que afectan el 

comport:amiento, como son los antidepresivos, anfetaminas Y· tranquilizan~ ... . . . ' ' . ' . . . 

tes. Los estudios similares. con SHT han ayudado a aclarar el mecanismo 

dt; acción de las drogas psicotrópicas. Sin embargo, a pesar del interés 
.',i.:. 

6iíni~odel estudio· de las.aminas biogénicas, su acción se restringe a . . . . ' . 

··. un: ~ero pequeño ·de neuronas en el Sistema Nerviosi? .1:>.:.;:tral. HBkfelt y , 

cp:t; (1970) calcularon que aproximadh.nicm.:\;;; tou 1;; de las tdnapsis del ce-, .. · 

rebro emplean norepinefrina c0~0 trancmisor, ap=oximadamente el mismo 

porcentaje emplea pomaplna .~ , tl'im0:i·1;. 1th1 menor de ,neuro:n~s emplea 5HT. 

. . 

célnzan solo un lQ'.1! ñ~. faH .:J.~ m·~·~is d~J cerebro. 

Tomando f"T\ r,tenta lo i:t: ;·i_,f~·.,;,_¡~¡minos cu.antJtativos los BU1:l,tio• 

·ácidos parecen ser los transrn1tio:r ·. "~ .:11;ción .más gent>n.i.l en el Sistema 

·- :.---·.Nervioso Central de los mamíferos. De acuerdo con su áctividad neurofi

fiológica, pueden distinguirse do¿ clases de __ aminoácidos: excitadore_s, 

comÓ los ácidos glutámico, aspártico, .cisteico y homocisteico, los cua-

les despolarizan a la mayor parte de las neuronas en el Sistema Nervioso 
J,) 

Central de los mamíferos, y aminoácidos inhibidores, como GAllA, glicina 

y B-alanina, que hiperpol'arizan la membrana de las células neuronales. 

el GABA y la glicina son los candidatos más e ..... pta 
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dos como neurotransmisores en el Sistema Nervioso Central. Así, Curt.is 

y col. en 1968 demostraron que el GABA actúa a lo largo de todo el neu-

roeje, mienttas que la glicina sólo afecta a las neuronas de la médula 

espinal y tallo cerebral, pero no a las de la corteza cerebral. 

Al caracterizar la interacción del transmisor con su receptor en 

<·.la .lll;embrana, se ha podido obtener .información acerca del número y distri 
': ', "·';' . 

. :~bucion. de los rec~ptores a varios aminoácidos como GABA, glicina, ácido . ' .' ~ '· ; 

· .. glutámico y · B-aJanina~ ··El. conocimiento de estas características es un 

arma importante para el es~ 111recimiento de la. f tmción qu,e estos coml'ues

te>.s de~empe~án en úreas específicas del Sistema Nervioso Central. Se :ha•. 

· podido comprob~T .. que en las áreas en las que se ha .estudiado; la densi

dad de los sitios .de unión para GABA, glicina y ;i('..i.~lo glutámico en mem-

. br¡anaa, ~isl.áda$_, o.s p~ralela a la d.ist:rihuclon ci~, .. >u ,;i~.::ión · farmaC:ológi~ 

ca. 

que s~ ~1;; ;~r Uizado frecuentemente co:i1n ·;;1 modelo pa .. ( ,,,;tudiar los me-

canismos e interacciones que o.cu.rren en e1 }iistema Nervioso Central déb.!. 

do a varios factores: · 

" 
a) Su· accesibilidad, que permite dl!=!é.cé\:i;.1~. rápidámente y conservarla .. e.n 

· un medio artificial. 
. ,' f' ~-

b) La disposición de los distinto.a. tipos .celulares en capas definidas'. f!, 

: cilmente diferenc.iables. 

e) La facilidad de eatimulación de los diferentes tipos celulares por éam 

bios en los patrones de iluminación. 

d) La facilidad de registro tanto de la actividad eléctrica de las célu;;. 

las .. individuale.s, por registro intrá.celula.r, como de la retina completa 

·., 
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por registro en el nervio óptico·in'vitro. 

La retina de los vertebrados está constituida por cinco tipos dife-

rentes de neuronas: los fotorreceptores, las células horizontales, las · 

amacrinas, las bipolares y las ganglionares (Figura 1) •. Histológicamen-

te se observan tres capas celulares y dos zonas sinapticas que son la C!_ 

pa plexiforme externa y la interna. En la capa plexiforme externa'bacen 

sinapsis las terminaciones procedentes de los. fotorreceptores, que cons- · 

M .. tuyen la p:~imera capa celular,. con las terminaciones de las cé:lula,s b! 

p~lares y horizontales, correspondientes a la segunda capa celular, dir! 

gidas hacia el exterior. Las células bipolares y las amacrinas, cuyos 

somas se encuentran también en la segunda capa celular, establecen con-

tacto en la capa plexiforme i1iterna a través de las terminaciones de l~s 

'. céiulas ganglionares que constituyen el tercer estrato celular y cuyos 

<&x,cmes se prolongan para formar el nervio 5ptico. Además de los elertien

tos neuronales, existe un tipo de célula. glia.1, las células de Mülle.r, 

.que atraviesan la t"etina verticalmente en todo su espesor (Dowling, 1979). 

El impulso nervios.o que se genera en la capa de los fotorreceptores 

es transmiti.do en sentido vertical a través de las 'células bipolares y 

ganglionares hasta salir por el nervio óptico hacia centros superiores 

de integración. El impulso es 'ptOdulado en sentido horizontal por las'in 

terneuronas inhibidor.as horizontal.es y amacrinas. 

Al estudiarse los potenciales de reposo de las células horizontales; 

se v:l.o que, en compat"ación con otras neuronas, éstos son relativamente'ba 

jos' en la oscuridad, del orden de -25 a -40 mV (Svaetichin y Mac Nichol, 

1958). En la luz, estas células se hiperpolarizan hasta alcanzar valores 

semejantes a los del potencial de reposo de otras neuronas. entre -60 y 
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Flpurá I 

Dlf e~entes tipos celulares en la retina : R : foforreceptores ; 
H: células horizonfales ; B: celulas bipolares,; A: células 
amacrlnas y G: ce lulas ganglionares'• 

,,•' 
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-80 mV, lo cual parece indicar que las células horizontales se encuen-

tran parcialmente despolarizadas en la oscuridad, y con la luz disminu-

.ye esa despolarización. Con estos antecedentes, Trifonov propuso, en 

1968, que las sinapsis de los fotorreceptores son tónicas, es decir, 

que liberan contínuamente un neurotransmisor despolarizante, es decir, 

.excit~dor, en la oscuridad disminuye o detiene la liberaci6n del mis-

mo. Hagins (1979) demostró que existe una corriente contínua de entra-
·.· 

... · da de. sodio al foto~r(:!ceptor en la oscuri~ad y que la luz disminuye 1a. 
conductancia a este ion en los segmentos externos :del fotorreceptor, · 

-.... 

produciendo su hiperpolarización y que el transmisor deje de liberarse. 

Los compuestos que se han propuesto como neurotransmisores en las 
. ' ' '. ·. . 

distintas poblaciones celulares de la retina son: a nivel de lo~ foto;..: 

rreceptores, un COUipUeStO de tipo· excitador: acetilcolina, ácido glut! 
' . . ' . 

micc> o ácido aspártico; a nivel de las células horizontales, un compues 

to inhibidor que module la act·f •.iidad de los fotorrecep.t-Ores y de las 

bipolares: GABA; a nivel de lo. .1macrinas, compuestos excitadores o in

hibidores, dependiendo de las distintas poblaciones de amacrinas, que 

modulen la actividad de la~ (~;:;1 .. 1.!:l.s bipolares: dopamin~, acetilcolina~ 

GABA, glicina o neuropépti<lns: ~ !dvel de las células ganglionares, el 

· ácido glutámico, y a nivel de las células interplexiformes, cuya ~xis-

tencia se ha demostrado en peces y monos del nuevo mundo, dopamina 

(Gershenfeld·y Piccolin~, 1979). 

Por lo .que se refiere a las neuronas que liberan neurotransmisores 

• excitadores como los fotorreceptores y bipolares, y especialmente en el 

casó de los fotorreceptores, Murakami y col. (1972) demostraron en eX¡>e 

rimentos fisiológicos que es poco probable que la acetilcolina sea el 



neurotransmisor liberado, ya que casi no hay actividad de la enzima que 

la sintetiza, la acetilcolintransferasa, en la capa de los fotorreceptE_ 

res y la acetilcolina tiene muy poco efecto sobre las células horizonta 

les. En cuanto a los am:l:noácidos excitadores, es decir, el ácido gluta 

mico y el ácido aspártico, existen evidencias principalmente fisiologi-

cas que permiten considerarlos como los posibles transmisores a este ni 

.vel. 

Werrnan en 1966 estableció 6 ·criterios bá.~ic(>s para que un C()DlpJ.1~.$- > 
to pueda ser considerado com~ neuro.tr~nsmisor,: ., 

·l. Presencia: El transmisor propuesto debe estar presente en la neurona 

que lo produce y encontrarse potencialmente :~-1cesi.ble para su utilizaci6n. 

· ,2 •.. Existencia de enzimas determj.nantes en la s!nte:sis del candidato a . 

trat1smisor en la neurona que lo produce •. 
, .· , . 

3;. Identidad de acción: . El transmisor propuesto debe indu,cir .el mismo 

efecto en la célula postsináptica que el transmisor natural. Es decir, 

debe modificar la conductanci~ iónica de la membrana a través de los mis 

mos mecanismos. 

4. Liberación del transmisor: Durante 1~ estimulac;i6n nerviosa. la subs,_ 

tancia transmisora debe ser identificada en el fluido extracelu1ar_de la 

región de la sinapsis activada. 

5. Inactivación: Debe existir un sistema ~esponsable de la eliminación 

del transmisor una vez efectuada su acción. 

6. Identidad farmacológica: Los agentes que interactúan fisiológicamente 
1) 

con el transmisor natural deben interactuar en la misma forma con el 

transmisor propuesto. 

Los ácidos glutámico y aspartico (Figura 2) se han postulado como 
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HO O OH L - GLUTAMATO 

,.· 

L .. A~'PAtnATO 

.~ ' 

._,···.· 

· · · Figura 2 
.' 

• Análogos estructurales del dcido glutámicó que se han propuesto 
como posibles n~urotrasmisores excitadores en la retina. En el caso . 
del kalnoto , no éste directamente' sino una substancia similar' es el ' 
posible. candidato • · 

... ·~ ·' 

·-" 

·. '-- -,· 

- ,-, 
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posibles transmisores excitadores en la retina debido principalmente a . 

evidencia indirecta, sin embargo, cumplen varios de los criterios antes 

mencionados para considerarlos como transmisores: 
( 

Presencia: El ácido glutámico se encuentra en la retina de rata, 

rana y pollo en una concentración de aproximadamente 4 µmolas/gr, y el 

aspártico en una concentración de O. 2 a L 5 µmolas/gr (Starr, 1973). 

Kennedy .y 'Voaden (1974) encontraron que ambos aminoácidos se concentran 
. . . 

p_re~erentemente en las capas externas de la ·retina. 

Neal y Atterwill, en 1974, comprobaron una alta actividad de la 

glutamato-aspartato transaminasa y de la deshidrogenasa málica.en los 

· . segmentos internos de los fotot"recept.ores. Dado que el glutamato y el 

aspartato se sintet"izan a partir de glucosa y otros.precursoresmedian 
/ - .. 

' . 

te el ciclo de los ~cidos tricarboxílicos por reacciones de transamina 

cié5n:. 
,DHM ... 

L-malato " .r- ::::;;;;;¡ • 
NAD NADH 

· . · · Glut~to 
, · . transam:;:_a 

Oxaloacetato ~~~..,,....~--. 
trane::.!!linasa ~ 

> 

Aspar tato 

a-cetoglutél.rato 

la presencia de estas enzimas satisface uno de los criterios bioqu!mi• 

cos más importantes pa~a postular a estos. compuestos como neurotransmi : . ' '. . . . -
sores: que las enzimas de síntesis de los posibles neurotransmisores se 

encuentren concentradas principalmente en las termina.les sinapticas. 

Dowling y Ripps (1973), Murakami y col. (1972 y 1975), Cervetto y 

Piccolino (1974), Gershenfeld y Piccolino (1979) y otros investigadores 

mostraron evidencia electrof isiológica de que tanto el ácido glutámico 

como el aspártico tienen la capacidad de despolarizar a las células ho-

rizontales, bipolares y amacrinas como se esperar:Ca en el caso de que 

estos compuestos fueran los transmisores liberados por los foto~recepto ··- ...... 
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res y por las células bipolares, lo cual satisface el criterio de iden 

tidad de acción del compuesto. 

Desde el punto de vista bioquímico, Miller y Schwartz (1983) demo!_ 

traron recientemente, en una preparación de fotorreceptores, que el áci 

do glutámico y el ácido aspártico se liberan al estimular por alto pot!. 

sio en \ln medio con cobalto y sin calcio y que esta liberación aumenta 

. -1+ . . .·' 
al doble en un medio con 3 ~ de Ca sin cobalto, lo c.ual corresponde. 

·. ' :' : ' ' '+-t'· 
a una liberación dependiente de Ca , característica de. un rieutotrans-

misar (Rubin, 1970). Por otra parte, Neal y col. (1979) ~ _en preparacio 

nes fisiológicas de retina de conejo ("eye cups"), mostraron evidencia.: 

de que l~ liberadión de ácido aspártico ~,3 disminuye al estimular la r~ 

d.na previamente adaptada a la oscuridad con un i~toest:imulador,. lo que 

parece indicar q\le el ácido aspártico podría ..e;er el neurotransmisor que: 

se libera tónicainente del fotorreceptor en la oscuridad. 

En cuanto a un sistema eficiente para la remoción del neurotransmi 

sor del espac:io sináptico, en 1971, Neal, y en 1976 Neal y White deséri 

bieron en la retina de rata un sistema de recaptación, dependiente de 
: ! 

Na+, con dos componentes cinéticos: uno·de alta afinidad, con un valor 

de Km aparente de 21 µM y uno de baja afinidad con una Km aparente de 

0.63 mM. Por otra parte, Thomas y Redburn (1978) describieron en 1a·r~ 

tina de.conejo un sistema de recaptación dependiente de Na+, también de 

alta afinidad, con una Km de l a 2 µM. Estos sistemas son compartidos 

por el ácido glutámico y el ácido aspártico. 

Desde el punto de vista metabólico, tanto el ácido glutá~ico como 

el aspártico participan en numerosas reacciones celulares como la s!nt~ 

los estudios d.e Van den Berg y col. 



\ .. :· 

(1969, 1971 y 1973) con precursc.)res marcados como g;l.ucosa c14 y aceta

to c14 , se pienaa que existen dos compartimentos celulares de glutama-

to relacionados con el ciclo de Krebs: uno menor en el que el glutamato 

procedente del ciclo de Krebs se convierte en glutamina 

NH
3 

.ATP 

-o C-CH-CH -CH -C0-
2 . 2 2 2 >.. "-----,,.1-t--=-i---" .... ,,__ ___ ., HOOC-CH-CH

2
.-cH

2
-. CONHz.·. g u am no ,... 

. ·NH< •. . · ... 2 
sintetasa ADP + Pi NH

2 
. 

:un.o m~yot,'al que pasa ~sta glutamina produciendo glutamato supl~me1't~- . 
·¡.'. :. 

, ..... . ,. ;. 

i;f:t.k•ár·ci~ 18. voza m~tabólica procedente. del ciclo de Krebá: 

HOOC-CH;...CH -CH ~cONH .· 2. 2 2 
·._)ª4 ---,..__ ___ ....__ ___ ,. -O C-CH-CH -CH -CO-

glutaminasa 2 2 2 2. 
NH2 

•. 

·pcn.- los ~B;tudí,011 .d,~ Rose (1973.) ,. se piensa que la formación de la, 
. . . . 

· ~lutamiJ'la.~s UJ;1. proceso qµe ocurre principalmente en la glía y que la 

. tJ:.¿nsf ormaciort 
0

de ésta e.n glutamat,o ocµrr-e eri las neuronas y está di.;, 

r~ctamente·relacionáda con el ácido glutamico liberable durante la neu-

ro.transmisión. . Apoyando este criterio, Wh:J;te y Neal (1976) y Ehinger y. 

· Falck (1971) demostraron por radioautograí!a que el ácido. glutámicoy 

el ácido aspá~ticornatcados se acum~lan principalmente en las células 

gU.ales de la retina de rata y de conejo. Así, las células gliales po-

drían ten~r un pape¡ importante en la remoción de estos aminoácidos de 

la terminal sinaptica y en su reutilización a través de la glutamina 

para s·er liberados. nuevamente. 

Desde el. punto de vista farmacológico• la· existencia de receptores 
J,) 

postsiriapticos para un compuesto se consideracomo evidencia su posible 

papel como neurotransmisor. López-Colomé (1981) ·caracterizó los recep

tores postsinápticos para ácido glutámico en ambas capas plexiformes de 
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la retina de pollo, encontrando para la retina completa una unión espe

cífica de ácido glutámico H3 de 0.32 pmolas/mg prote!na. En las fraccio 

nes subcelulares~ la unión específica·de ácido glutámico H3 es ligera

mente mayor en la fracción P1-0.246 pmolas/mg,proteína- que contiene las 

terminales de los fotorreceptores, que en la fracción P2-0.19 pmolas/mg 

. proteína- que contiene las terminaciones de la capa plexiforme int"erna. 

Tanto en la retina completa como en las. fracciones, observó una .cinéti.;.. 

ca con un solo ébmponente saturab.le entre 15 y 2Z pmolasbng prqteína. y 

tina ~:de o.ss µM. 

En ei, caso de otros arriino~cidos como el GABA o la glicina, .los re-

ceptores poststnapticos se han podido identificar gracias a la existen~ 

cia de·c~pu~st~~ como la bicuculiria y la plcroto.xina que se sabe que . 

únicamente afectan la acción sitl.aptica de dichos aminoácidÓs. De ~sta 
. . . 

manera, al utilizarlQs como ligandos, i¡ie elimina la posibilidad de in-. . . . . . . . ' . . 

. . 

teracci5n con receptores conio los de captaci6n. Desafortunadamente, no 
•... ,, . 

se conoce ningún agonista o antagonista de acción general para los re-

ceptores postsinapticos de los á'.cidos glutátnico o aspártico·por lo que 

es necesario utilizar estos mismos compuestos corno desplazadores. Los 

compuestos que se han probado hasta el momento son inespecíficosen'm.! 

yor o menor grado y, por lo tanto, no permiten distinguir los recepto

res sinapticos de ácido glutámico· de los de ácido aspártico ni tampoco 

diferenciar los receptores· postsinapticos de otros tipos de receptores 

como serían los receptores presinapticos de captación de alta afinidad 

o los receptores extrasinapti8os. Los compuestos que han resultado.más 

eficaces para bloquear el efecto net.iroexcitador de estos dos ami11oáci-

dos·in·vivo son el dietil ester del glutarnato (GDEE) para el ácido glu 
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támico y el D- a _.amino adipato (D- ex -AA) para· e! ácido aspárd.co • aunque 

existe el problema de que su acción es. espec!f ica únicamente para cier-

·. tas áreas del Sistema Nervioso Central. 

Se ha demostrado que los ácidos glutámico y aspártico ejercen su 

acción excitadora por interacción con diferentes tipos de receptores en 

la membrana (Coombs y col.~ 1955). P?ra apoyar esta idea se han hecho 

numerosos estudios tanto·1n·vivo como'in vitro. 
. -- ----

Por estudios in vivo tomando en cuenta la se1').sibil·idad de los re-
, .... _ .. ,; .-.~··· . ' 

'. \._· ' . ' . 

c~ptor~s al GDEE y al a•AA en presencia de cationes diva-lentes eomo el : 

Mg*; Watkins (1978) los clasificó en tres grupos: 

·l. Los que son activados por el N-metil-DL-aspartato (NNDA), ibotenato, · 

: · ~-g].utamato y V-hoinocisteato. La acción excitadora d~. estos compuesto$ .. ·_. 
- . 

es al1tagonizá.da por ~1 n- a .-M,.: y ae. i~hibe en pre~e11cia. de conceútracio 

1les relativamente bajas de Mg*. 

· ·2. Los receptores activados por quiscualato, cuya respuesta es b~oquea-

da por el GDEE y no por el. D_. r:J. -AA lo cua.1 los diferencia de los ante-

riores'.. Con esté tipo interac.túa el ácido L-glutámico·. 
• • <' -, ,. J - .' 

.. ,, . . 

3~ Los receptores activados pot ácido kaínico, que no son.sensibles al ', '· . . 

aumento e~ la c~ncentrac:l<Sn de Mg* en el tnedío rii a la acc.ión del GDEE 

o del a-AA. 
: 

Los estudios' in vitro proceden de resultados empleando la técnica 

de la interacción de un ligando radioactivo con el receptot solubilizado 

o enmembrana9. Esta técnica; desarrollada por Enna y Snyder en 1976 
Q' 

para caracterizar los receptores postsinapticos a GABA en retina de bovi 

no, consiste en obtener las membranas, c·ongelarlas durante algún tiempo, 

descongelarlas e incubarlas con un ligando radioactiv.o, en un n1edio sin 

'· 
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+ Na• en ausencia o presencia del mismo compuesto no radioactivo O'de un 

,agonistao antagonista específico para desplazar, por competencia, al 

ligando radioactivo del rec~ptor y de este modo calcular el valor de la 

unión espe.cífica ligando-receptor. Estos ensayos se ha,cen en ausencia 

de Na+ y en membranas previamente congeladas para diferenciar las in

,teracciones del ligando con receptores de captación de las interac~io-

nes con rece¡:itores sináptico:s. Los receptores.de capta~ion requieren 

de :Na+ y de energ!a para qµ~, 1,ll interacción ligaJ.l(l_o;..tecept"or se iJeve ~: 

cabo. por 'lo tanto; ; e~ ~·ausencia' de Na+ y en ,m~mbranas que han sido con-

geladas.se puede descartar este tipo de interacción. Los receptores si 

napticos., por. su parte, interactúan con el transmisor independientemen

te de la pr~sencia d~ Na+; en c'uanto a]:a c~ngelaci617: de las uiembranas,, 

·· .Shárif y. Roberts (1980) demostraron 9ue la .unión específica en membra

nas con~el~das' .de cerebelo'. y corteza desaparee~ casi totalmente, sin elll '' 

bargo, en la retina, Lóp'ez Colomé (1981) comprobó que en ausencia de Na+ 

la unión espec!f;lca de ácido glutámico a3 tiene incluso valores más al-

tos en las membranas congeladas que en las,frescas •. E~ta discrepancia' 
' ' 

se debe prpbEl.blemente'a diferencias en l~'prep~ración:de las. membranas . 

. o en las.condiciones del ensayo. Con esta técni~a es posible deteminar 

1as características cinéticas y farmaco16gicas de la interacción. 

Desde el punto de vista cinético, la interacción ligando-receptor 

debe ser .s~turable y presentar un componente de alta afinidad con una 

Km aparente (KB)·en el orden de nM. El obtener una KB en este orden 

también descarta la interacción con receptores de captar.ión o con enzi-

mas que utilicen al glutámico o al aspártico cerno sustratos, ya que la 

Km para estos procesos está en el orden de rtlM. Como se observa en los 

.. 
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datos cinéticos para el ácido glutámico señalados anteriormente, éste 

compuesto cumple con este criterio. 

Desde el punto de vista farmacológico, los compuestos que modifi 

can el efecto de los transmisores en una preparación fisiológica deben 

afectar la interacción con el receptor de manera paralela. Por lo tan 

to, tomando en cuenta los resultados farmacológicos de competencia a 

nivel del receptor y su estereoespecif icidad, Johnston (1979) clasif i;.. 

. ca a los. receptores de ácido glutámico y ácido aspártico en cuatro el,! ' 

ses: 

l. Los que unen preferent.emente al ácido glutámico en configuración'.e!. 

tendida y pueden estudiarse utilizando al ácido kaínico como ligando~ 

2. Los que unen preferentemente ác:i.do glutámico en configuración par- i 

. ' . . 

ciálmente plegada y pueden estudiarse usando ácido L-glutámico 

gando.· 
.. ·__. 

3. Los que interactúan principalmente con el ácido aspártico y se estu 

dian empleando a este mismo compuesto como ligando. 

· 4• Los que ar.eptan indistintamente a los ácidos L-aspártico o I.i:.:.glutá• 

mico, pero no al ácido kaS:nico y .pueden estudiarse empleando af ácido 

D-aspárt:i.co como ligando ya que éste interactúa con el .1.:eceptor de trans · 

porte que es común a ambos aminoácidos. 

Desde 1955 se sabe, por los estudios de Coombs y col., que, a pe-

sar de que el ácido glutárnico se encuentra en concentraciones intracélu 

láres relativamente altas, la aplicación de ácido glutámico extracelu

lar provoca una excitación en prácticamente Podas las neuronas del Sis-

tema Net'vioso Central. Más tarde, por estudios neuroqu!rnicos se vio que 

la acción despolarizante del' ácido glutámico extracelular va acompañada ·· 
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de lma entrada. itnportante de Na+ y agua a la célula y una disminución de 

los niveles intracelulares de K+ y ésteres fosfóricos de alta energ!a 

""(Harvey_ y Mcilwain, 1968; Okamoto y Quastel, 1970). Curtis, en 1Q69, 

· prn::-ucc que ,es1te efecto implica una i11teracción directa del ácido glutá 

aicD ~{'U n~Ú·:',:-;-.~"': ~e membrana, ya sea sinapticos o extrasinapticos, 

. + 
t¡Ue ~rovoca 1:1 despolarización de la membrana y la entrada de iones Na 

· .a 'través-~ ~'Bta.; . .este efecto es producido por todos los. aminoácidos de . 

~ónauJ;a. ~{Cl12\(CH2(NH2)-COOH._ dond~ X=COOH ó SOzH y n=l ó 2 .. 

t>ht~y y ~ol~, e.n 1971/ dieron·. ~l nombre de aminoáéídos· excitotóxicos 
.';:·,o '.· · · ·. · 1 ». ·;· , , '".'" •' 
¡• . 

. aquellos que excitan reversibl~mente a las neuronas o las destruyen se~ 

lectivamente por un.efecto despolarizai;ite al interactuar con receptores. 
. .-.,, 

·:,/<-

. ·· en las dendritas o somas neuronales.!' Los .aminoácidos excitotóxicos pro'."" 
,·, ,.ti· ' .. 

ducen un ".~fndrome. tipo ,gl:µt~m~co'• ocaidonando un estado ·de emergencia 
' . ·:' .. """:>#~;.'.'·· - ,- - . : . ' . . . . - . 

' . . 

~u.e .1~ . .::~,i-t ';,,., ""-:ili.r;:id·e a la excitaci'ón neuronal por despolarización y, 
,.,:-

fi'"'::J.~nte~ s1 .la cofü:.éntracioil extracelular no es corregida rápi.damen:-
,, 

t-e • .a J.a necrosis celular. 
,, 

El ácido kaínico es un análogo heterocíclico del ácido glutámico 

(Figura 2) que se extrajo or'ig:lnaimente del alga~:~igenea· simplex. · En 
. . . ' 

1970, Shinozaki y Konishi encontraron que el ácido ka!Cnico excitaba a 

'las neuronas corticales y potenciaba el:efecto producido por el ácido 

L-glutárnico aplicado iontoforéticament_e.. Estos hechos hicieron que 

Johnston y col., en 1974, presentarán la hipótesis de que el ácido ka! · 

nico pudi.era actuar como un agon i ¡;;rh "en los receptores del ácido glutá 

ll1ico. Sin embargo~ Coyle y eoL ,(i¿~B) caracterizaron los receptores 
:. ; .~j·, 

pata ~cido kaínico HJ en la ret:u:í.8': de pollo y encontraron que difieren 
·' ! ·~·· :· ~: 
jf'.'/.\ 

de los receptores de ácido glutí1n':tco por su cinética. que presenta dos 
~.: .;·.:~ '¡ 

,) "1 

,-.1'·'., 

.:./' 



. componente~, ·uno de baja afinidad con una KB de 45 nM "! otro de alta 

afin:!rdad con una ~ de 2.2 nM. En cuanto a la farmacolog;ía, también 

eY...Uten diferencias entre los dos tipos de receptores ya que el ácido 

,.:,,., .. glutámico desplaza el 100% de la unión específica de ácido kaínico H3 

al receptor, mientras que el ácido kaínico no desplaza al glutámico 

H~, unid,() específicamente a ~u reóeptor (I.ópez~Colomé, 198l). · Recien• 
. . 

· .• tenumte, Morg~n (1983);. por ~:~tµdios fisiológicos de los re.cept;ores a 
- ' : ' ' ~:. _:. i·' . .,. ' ': . ' ' 1 

· · ;¡.\,:2~14g:~~~~~.~··:·~i~if:~f ¡";qre·.··e~;''.neurot.rapsll11"$or .lib~rad9,.por.~,l9~···•Tºtorr~'.. 
;,: t~,~~~ 4~be. ~ei'/ unt{tllolécula similar al ácido ka!niciq que pr~sente ·.· 

. · .una.·alta afin:rn'ad por dos diferentes tipos de receptores, uno re lacio-
. . 

n~do con<rei¡;p\lestas J~spolárizántes en las bipolares OFE' y el 
,· ... ;,;.· '. '· ;.-.'~,-;{' ·. ' : - ·' - . . ' - ;\. . . . . , \ ... _:. . ' ' ": .. ·. . ' 

otro con 

.·,·:: 

.~\1 di~~p~~d~,. ~l N~ac~"17,ila$partÚ:gl~tamato (NAAG), qu~':ti~~e una,álta 

afinidad -KBi:::i&~1) nM- por los receptores de ácido glutámico en el cere

bro ypre~entá.unefecto neurótóxico intermedio entre el ácido glut.imi 

'co .. y el·ka!riico, lo cual. podría sugerir que él neurotransmisor. libera-· 
.. ·.·. ' ,·· ... ·. - . ' . ' ' •. 

pcir ~l fot6rreceptor fuera '4fi péptido, ya ae;.a ~ste ·~ uno similar. 

· ·En 197_7,, Schwarcz y Coyle demo.s.traron que >el ácido kaínico inyect,! 
' 1; ·. 

do intraocularmente degenera la capa plexif orme interna de la retina. 

M~s tard,~, McGeeJ:', Olney y McGeer. (1978) utiliiaron este compuesto para . . . 

:.degenerát selectivamente poblac.i:~~;~ de neuronas en el Sistema Nervioso 
. ~~( . .. ,· ' 

·Central~. por .e,jemplo, en el h:lpb~~ilamo y eh la substancia nigi:a. sin 

embargo, el mecanismo por:; .. ~~· ciiiál el ácido· ka:Cnicó ejerce su acción ne_!:!. 
' ' ' J.~ 

rotó:dca aún no está claX'o. .Bt:dere y Coyle (1978a) demostraron que la 

incubación de rebanadas .de cerebro con concentraciones milimolares de 

._,: .. 
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ácido kaínico provoca un aumento significativo en las concentraciones in 

tracelulares de Na+ y de agua; esto podría indicar un efecto excitot6xi-

co como el descrito por Olney y col. (1971) para el ácido glutámico. 

Otra hipótesis es que la activación de los receptores a ácido kaínico en 

combinación con la despolarización inducida por el ácido glutámico produ 

ce un aumento en los niveles intracelulares de ca*. En la placa rieuro-

. muscular existen alteraciones histopatoll5gicas producidas por concentra--
.. : ·.. . . . -t+ 

· e iones intra.celulares el~vadaa . de Ca • El hinchamiento de las · dendri-

.~ás produci.do. por el ácido ka!riico; así como la ·dilatacip~ del retículo 

endoplásmico y la desorgan.i.zadón .de la citOfiJ:'<pd tectura principalmente 

en el área de los receptores neuronales, esmuy similar a las alteracio 

nes patoll>g:icas en la placaneurmnuscula:r, lo cual'-podría apoyar esta , 
. . 

· 'hipótesis <coyle y cOl., .1978). 

En 19~:t, Morgan e lngrum describiero)'l un método par~ degenerar sé- · 

lectivamente los distintos tipos celulares a diferentes dosis de ácido 

ka:!nico. Según ea.tos autores, la sensibilídad va ~ñ el siguiente orden: 

amacrinas -60 nmolas de ácido ka!nico- > horizontales y bipolares -120 

nmolas- > ganglionares y f otorrec~ptores; éstas últimas son resistentes 

· a Qosis hasta de 200 nmolas de ad.do ka{nico. La técnica consiste en in 

' yectar por vía intravitreal a pollos de un día de edad con 10 µl de ·áci

do ka!nico disuelto en solución sálina. La disección de las retinas se 

i1hace 15 días después de la inyección. 

Recientemente, Dvorak y Morgan (1983) mostraron ql1e una poblac:f.ón 

de bipolares, las bipolares OFF, qué se despolarizan con el neuro\ransmi 

sor liberado por el f otorreceptor en la oscuridad, mueren antes que las 

células amacrinas, es decir, a dosis inferiores a 60 nmolas de ácido kaí 
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nico, .lo cual hace aún más específico el efecto degenerativo del ácido 

ka!nico en la retina. 

El objetivo de este trabajo fue caracterizar los receptores de áci 

do aspártico en la·retina de pollo para compararlos con los·de ácido 

glutamico caracterizados en 1981 por López-Colomé y ver si se trata de 

un mismo receptor o de pobla~iones diferentes, y posteriormente, utili-

zando .·la técnica de degeneración diferencial de las distintas poblacio- · 

¡ nes celulares. con ac;ldo ka.ín:ico, localizar los recepto.res con caracte-

.rr~i:tCéls de P}lstsinaptico~ para 1os ác'~ctos>glut$~ico y áspárt:ico en:· re~; .. 
' ' . . . ~ . " . ' ' . ' . : . . . . ' '. . -·· . - ' . 

tinas tratadas i:;on' diferentes dosis de·ácido kaínico con el·'' fin de' obser 

var si existe una distribución· heterogénea de estos receptores segGn el 

tipo (?elular~ . · 

. <'. 

·. Mttoiios!. · 
-· .-:.• -, . 

-":L·" "._, 
'com~· se j,ndi~6· élptet;ormente, la· ·~€¿~1cd'p~r8. medir redeptores corf 

,-.;"1 '· . , .. ' ... 

carac{er!sticas deposts1napticos se describio en 1976 por Ertriay Snyde~. · 

El ¡:>rocedimiento con~iste en homogeneizar las retinas en 20 volumenes 

.(p/v} de agua bide~tilada en un homogeneizador <le vidrio ·para t:omper las 

~élulas por choque osmótico. ·El homogenad.o se deja en .hielo< durante 15 

; minuto$ con el, fin de completar el rompimiento y se centrUuga a· 45, 000 x 
. ,_. '.! 

:' -, < ¡ • • .. , < : 

g durante 20' a 4ilC pat·a sedimentar las membranas. Después de lavarlas 

dos veces, resuspendiéndolas en el mismo volumen de agua y centrifugando 

nuevam'énte a la. misma velocida.d, se congelan las membranas por un perio-

do que puede ir de 48 hrs a 2 semanas.· 

Pasado este tiempo, se descongelan y se resusperiden en 100 volumene~,. 

de acuerdo con el peso original, de buffer Tris-Citrato pH 7.1 a 4gc. A· 

este homogenado se le agrega Tritón X-100 a una concentraci6n final de 
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0.05% (v/v) y. la suspensión se.incuba a 37ac durante 30'. El Tritón X-100 

es un detergente, y Enna y Snyder (1976) reportaron un aumento de la unión 

específica en algunas preparaciones probablemente debido a que desenmasca-

ra algunas proteínas integrales de la membrana o elimina, según Yoneda y 

Kuriyama (1980), algunos elementos inhibidores. Después de la incubación, 

se centrifugan nuevamente a 45,000 X g durante 20' a 42C para eliminar el 

~etérgente.. Las rnembran~s sedimentadas se resuspenden nuevamente en el 
. . 

·m~sJ1lo··l)uffer y sfi prgcede. a·· real.izar el ensayo: 

. :se tóman,alf¿uotas d~ é.l~roximadaihente 500 µg. en 0.95 nif del hóm~ge~·. 
na4o de membranas y se incuban en hielo durante 10' con el compuesto i;a.

dioa<:tivo en .\lna,'concel1tración. por debajo de la K0 , para medir la unión 

Jnesp¿bífica y, ·por otra ·párt.e~ con e'l: compuestó 0 radioactiy~' mas un.ago-

.• nistá'.,b antagoriista ~specÍf;ico de ·¡a ·acción postsi,11apfica el.el .. compue~td• 

'a 'u1l~\concéntt".a:<!:t6n de l llil'f., . para calcular la 'unión espec!:fica al rece¡; .. 

tor. : La reacción se para por centrifugación a 45,000 x g dur~nte 20' a 

4P.C. ·Las meml,>ranas se lavan dos veces superficialmente con agua helada 

y $e rE!susperiden en>0.2: ml de agua. Se les añade líquido de centelle.o y. 

·. se cuenta la. radioactividád. 
,'¡ ' 

Esta técnica fue la que se ut:llitó para medir los r~C!éptores d~ ·áci · 
. . 

·do aspártico en las retinas normales yde ácido glutémico y ácido aspar-

tieo en las retinas degeneradas con ácido kaínico, con la diferencia de 

que nosotros utilizamos buffer Tris-HCl 0.1 M pH7.4 en lugar de.buffer 

Tris ... Cit.ratos. 
i :. •. ' .·f . 

Para el ensayo se utilizó una concentración de 20 nM del ligando'ra 
•. 3 

dioactivo -ácido L~aspártico H y ácido L-glutámico n3- en ausencia o pr.! 

sencia de l. mM de ácido L-aspártico o ácido L-glutámico respectivamente .. 
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como desplazadores ya que, como se indicó anteriormente, no se conocen 

·agonistas o antagonistas específicos de la acción poHtsinaptica de est{Js 

compuestos. El volumen final fue de 1 ml. 

Como líquido de centelleo se emplearon 10 rol/muestra de Tritosol, 

cuya fórmula es la siguiente (Fricke, 1975): 

Para up volumen final de 1 litro: Xileno 111 • ,. 

Tritón X-100 

. ,• . . 
• • • 

600 ml 

257 ml 

. ··· ... Etilenglicol • • • 37. inl · 

Etanol absoluio • · ·1C>6 · ml · . 

. PPO • • • • • • • . 3 g 

, . La cantidad. de proteína en cada muestra se determinó por el meto-

.· ..... do cleS~t"ito p9r Lowry y ·col. en :19~1: 
(/.: ' .- . ., - . ( .. ·. - ;. . ··~ ' . . ' 

a) Sé tomó urta alÍcuo.ta de O.lJnl.~".ham9genaqo .. fínaJ ~.de~.memQranas y>, 
. . - . ' . . 

se.iijustó a 0.4 .ml ~on agu·a. 
' . . . . 

b) :Para la cut'Va standard se toma'['.<m; ali'.cootas <le 50, '1-00 y 150 µJ. d¡ 

unl.l solución de albúmina de 50 \Jg/0.1 ml y se ajustaron también a 
). 

o .• 4 ml .con agúa;. 

c)' Como blanco se utilizó un tubo con 0.4 ml de agua bidestilada. 

d). A cada tubo se le añadieron 2 ml de la siguiente solución:-

.· ' ~::' ' 

. 98% de Na
2
co3 .al 2% en NaOH o, • .l M +.J.% .deCUSD4 .al 1% + 1% de Tartra- .· 

to de Potasio al 2%. Se agitaron y 1:le dejaron a temperatura ambiente 

durante 10' • 

. e) A cada tubo ae le añadieron O. 2 tr.l de Fol{n-Ciocalteu, reactivo de 

Fanol,. dilu!do 1:1 (v/v) con agua. Se agitaron y se dejaron 30' a 

temperatura ambiente. 

f) Se leyó la densidad óptica a 500 nm en un espectrofotómetro Zeiss. 

Para la localización de los receptores en las retinas degeneradas. 
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se inyectaron por vía intravitreal pollitos machos de un d!.a de edad 
. . . 

con 10 -µ1 de ácido kaínico en concentraciones de 60, 120 y· 200 nmolas, 

disuelto en solución salina al 9% a pH ?.4, en el ojo derecho, utili

.zando una jeringa Hamilton •. Como un primer control, se inyectaron va

rio~ pollitos solamente con 10 µ1 de solución salina y se vi5 que no 

había diferencia entre el ojo inyectado.Y el control, por lo cual, en 
: ' . 

los pollos·trat:ados con.ácido ka!nico se µtiliz6 el· ojo izquierdo, no 
.·. ' ·,.. . ' 

4riyedtado, com.9 c;'ontrol. 
·. "-. _,' ' •.'.'' 

>.;:\ .. ~h~1polfds ·sedé}E1ron .·cre.cer. 4uranfé dCJ~ semanél.s en 'conc1ici()he~ 
. ~·~-' ,., : "'' . 

. . normales 4e luz y alim¿ntación y después se sacrificaron para extraer 

las retinas y realizar los ensayos de medición de receptores. 

· · ~1 cpntrol d~·· +a.degeneración de las ~etinas se hizo por micros<?o .. 

.':p!.~>óptfc~:· 

. · .se <;1.Jsec~r~n· las retinas. y se fija.ron en gl:iJ.taraldehido al 3% en 

·· ~iiffer de fosflito.s. O •. lM,, pH 7. 2 'cltirante 2 hrs .a· 42c. Después se hi-

cieron dos cambios en el mismo buf f e.r, en el cual se quedaron las re

tinas dur~nte la noche. La ¡>ost:fijación se hizo en tetróxido d.e oamio 

· al 2% dui;:~Í1te 2 hr~·~ .Desp1Jés, se dei¡>hidrataron y se. dej.aron to~a 1& •.. 
.. c...... ", ' ' 

· '.noche ien úna mezcla ·a~ epón-óxido de prot>lle110 1:1. · Finalmente; sé' in 

·~luyeron en epón y se Óbt~vieron: cortes de 1 µro de espesor que fueron 
.' 

.montados y teñidos con aztil de toluid:í.na. 

Para el tratam.iento estad.f~t~co .se aplicaron pruebas de análi$is 

. ·ae varianza. 
,·:, 

. ,Los aminó~cidoá radiOactivos: acido·L-glutámicó n3·con una ac~ivi

. dad espec!fica de 43 a46 C'i/mmol y ácido L-aspártico, con una activi-

dad espec:ífica de 10 a 17.3 Ci/mmol, se obtuvieron de la New England 

Massachusetts. reactivos 



RESULTADOS: 

Al estudiar la uniónde ácido aspártico entre 1 y 30 nM en rnembra

n.as congeladas. de las fracciones P 1 y P2 de retina.a de pollo, se vió 

+ que es independiente de Na · en las membranas congeladas y que presenta 

una cinética saturable con dos componentes en cada fracción: en la P1, 

.uno de mayor afinidad con una KB de 40 nM y una Bmax de 0.666 pmolas/mg 

.proteína y una de menor afinidad con una KB de 291 nM y una Bmax de 4.8 

pmolas/mg prote'!na. y en la P
2

, la de mayor afinidad ~on un1:1 KB de 11. 8. · · · 

· nM y una Bmax de , O. 4 pmolas/mg proteína y la de menor af inÚi4.d ·no satu.;;; ,: 
'¡ ' ... •.:. 

~ ' . 

. ~<. ir~lÚe·::auna concz¿ntración de l 11M (Figura 3). 

6 14' á ... ' ' 3 Por otra parte, la uni n espec.&.fica de cido aspartico H · se con-

fracci6n P
1 

-o. 94 pmolas/mg .proteína~ y 4 veces e~. 

proteína. 

En cuanto a la farmacología, los desplazadores más potentes de la 
' . ' . . 3 . . . . . ' ·.' ' ,•·. _· ~· ' ' 

' " · .. · . ' ' ' ' '' '. " ' ' ' ' " 
.. ·. unipn: de ácido aspártico H con el récéptor fueron el ácido L-aspárt:Í.cp 

y el ácido L-glutámico. El ·a-amino adipato desplazó un 71% de la unión 

en ambas fracciones; el N-metil-DL-aspartato desplazó el 79% enP1 y el 

6.3% en P2 y el dietil est~r del glutamato desplazó únicamente qe un 48 

a un 50%. en timbas fracciones. . Ef receptor mostró una estereo.especifici 

·4ad ~imilar en P¡.Y P2 ya que los D-isómeros de estos aminoácidos des

' plazaron entre un 40 y un48% de la unión en ambas fracciones (Tabla I). 

Los resultados de la microscop!a óptica de las retinas degeneradas 

concuerdan: con los reportados porMorgan e Ingham en 1981. En las reti .-.. . ' ' ' 

·· , nas tratadas con 60 nmolas de ácido ka!nic:,o desaparecieron la mayor par 
. . ' ·. . -
te de las c~lulas amacrinas y se redujo .en aproximadamente un 40% el 

~spesor de la capa plexiforme interna comparado con el de la retina con 



', ; . 

- 24 -

trol, En las retinas lesionadas con 120 nmolas de ácido kaínico, además 

de las amacrinas, desaparecieron la mayor parte de las células horizon-

tales y las restantes aparecieron hinchadas. Después del tratamiento 

con 200 nmolas de ácido kaínico sólo se conservaron las células ganglio. 

nares y los f otorreceptores, aunque en algunos casos aún se observaron 

algunas bipolares (Figura 4). 

qomó puede observarse en. la tabla II, en las retinas lesionadas 

60 '.nrnoJ.as de áciclo l<aínico se produjo una,dlsminución del 23%' de' .la 
' , .. ·.·· 3 .··. ., . ·. ··.. ' '.·· ··.. . • .•. ' ·.· . 

tj#i6n;.~s¡>e~:(~:fof3 de ácido glutám1c·9-li , de i~s + g.11 a ~~2 + 0 •. 2 pmc,>.:t~s/ 

· · mi .. proteína, y del 20% de. la unióá específ Íc~ de ácido a~pártico-H3 )/~~ 
1..1 t 0.09 a 0.88 + 0 .• 05 pmolas/mg proteína, en comparación con ·sus r~.! 

· .. •_:···p~~t:J.vos c,9n;ti;oles. 

· Con · t2o .nmolas de ácido ka!nico, la urjioti espec!f:i:ca d~ ác;td(f ~l& . ·. · 

.:_t~liii9o~H~ dÍsminuyó en un 78% .coti respecto a:L control, de ·;l.f3 +·.0~'·26•.a . 

• • 0.50 + O. 05. pmolas/mg prOteína,. es decir, uri 48% más en ~~;J.ación ~· las 
' . - -' . . ; ' .···, 

retinas lesionadas con 60 nmolas; la unión especHica de ácido aspárti

c:ó~H3 dislJl:l.nuyó en un 43% con respecto al control -de 1.09 ± O.l a 0,63 

. ·,!: 0.08 pniolas/mg proteína.:. y un 23% con ·respecto a las· t'et~has tratadás 

. COJ:l . 60 nm6las , 

Con el tratamiento de 200 nmolas de áéidoka!nico, la unióneapéc_! 

f ica de ácido glutámico-H3 se mant~vo en valores similares a los de las 

. retinas le.sionadas con 120 nmolas, disminuyendo únicamente un 1% más, 
,·1 ·· 

+de 1.62 ± 0~3 a 0.45 .± 0.058 pmolas/mg prote!na con respecto al co~trol. 

En campf~~ la unión de ácido aspártico-H3 disminuyó aún un 22% m!.s, de 

· 1.27 + 0.17 a 0.45 ± 0.06 pmolas/mg proteína (Figuras 5 y 6). 



TABLA I 

.._:' ·:. -¡--:; • - ·; ~ . 

" 

DESPLAZAMIENTO DE GLUTAMATO H3 Y ASPARTATOH3 POR ANALOGOS ESTRUCTURALES 

% de desplaz. de 3H-Glu* 3 % de desplaz. de H-Asp 

Análogo pl Pz P1 P2 
-

L~glutamato 100 100. 100 100 

'' 
L"."~~pattato 89 98.9 100., 100 

..... -···-• .. -

''{•-
,, 

·:; D-glut~mato 45.5 95 '' 48 40' 

D-aspartato 47.5 70.5 47 45 

· \GDEE · 77 .85.2 48 so 

NMDA 62~2 13.9 ·79 63 

' 
' 
DL;;.. a -amino ad.ipato . 60 73.4 71, 71 

Kainato o o 48 33 

Los r~sultados muestran ei porcentaje con respecto al máximo des-

- :._ 

.. plazáiniento 4el ·ligando radioactivo por L-glutamáto y L-aspartato 
¡ • . . ' - . . . . - . ' 

•, .'• 

'respéctii¡amente. Las concentraciones utilizadas fueron 20 nM pa

J:S. los liganétos radioactivos y 1 )JM ó 1 mM, dependiendo de las 

Ic50 , para los desplazadores•,. Cada dato es el pr:omedio de 6-10 

ex¡>erimentos por duplicado, con. variaciones de menos del 15% •. 

···.*Tomado de López7Colomé, 1981 



.V. • TABLA II 

' . ' . 

DE~¡>LAZAMIEN'I'.Ó DE GLUTAMATO H3 Y ASPARTATO H3 EN RETINAS TRATADAS CONKAINA'rO 

CLUTAMATO H3 ASPAR¡'ATO a3 
' .. ' ' 

100%.· 100% 

77% .. 

120 nmolas de kainato 29% 57% 

200 nmolas de kainato. 28%· 35%· ···:·...,...._-........_....,_.-..... __ ..,....--___ .,.... _________ _,_ __ __, ________ _ 
. - . ' 

Los,resultadosmuestranel porcentaje. de desplazamiento .de 

glutam_~to H3 6 ~spartato u3 (20 riM) por. L-glutama.to y L-aa' 
••' i·"'" - ._ . . . ~ - . . . . . -- -

;' :·· - \ .. , ., -·, . . 

partato (1 mM) ~espectivamente. Cada dato es un promedio 

-. de 4-6 experimentos por triplicado. 
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. ..• :.:/CÍNETICÁ DE LA UNION. DE l.~ASPARTAT<f · 
,• .. : .. ·· ... , . ' ., .... .,. :-.·· .. ' .. . ' 

0~50·· . 

. ' ; L3 ~.· H ~ Asp~rtÓt() 
•, ' '. ·-· ,_., 

·. :,LÓ~grdffcas ,muestran los curvas,de Uneweaver:.Buck pqra .ta unióJl ·específico lndep.endiente. de.Na+ de 
~ .. g1Utamqf9H3 y cisportato,H3• C~da puntQ~epresent<t el promedio de: 4 .. s·,~perlmentos· por itipUcad.P~. 

' 1 · · ... - · .. :: frácclón Pt · · · 0 = fracción Pa · · ·· · · 
:¡. . ~: " . 

·' ... 
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F1GUR,A 4: 

Cortes transversales de retinas de pollo .control y tratadas 

con ácido kaínico. CNE~ capa nuclear externa; CPE: capa 

plexiform'e externa; CNI: capa. nuclear interna; CPI: capa 

·.·. p+e~iforme interna; CC(;; capa de células ganglionares; H: ·· 

· .. élulas.·horizontal~~H • B: daulas bipolares; A: · cel,ulas amf1.~ 
> "·'· 

a) retina normal; b) tetina tratada con 60 nmoias de> , ·. 

· 6cido kaínico; e) retina tratada con 120 nmolas .de ~cido ka!- .· 

d} retina tratada con zoo·nmolas de ácido ka!i'.nico. La 

',• .. 
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Figura 5 

L - [3H] - Glutamato CONTROL f:y::ff::/=Wfl ·::::::~:=:=:¡:;!::::::::::::: 

KAINATO 1 1 

200 nmotas 
KA 

Efecto de la inyección intraocular de ácido kaínico sobre la unión específico de 
. L~glotamato H3. Los datos son el prQmedlO +E.S~ de 4•6 experimentos 
por triplicado. En coda experimento, las menbranas provienen del ojo 
tra.tddo y del control· del mismo pollo • ' 



2.0 

Figuttt ~ 

L - (3H ]- Aspartato 

120 nmolas 
.KA 

CONTROL fl#$m~~::::::~:3] 
~:;:;::~~%~~:~!!::;:;::1 

KAINATO 1 1 

200 nl'fiolas 
KA 

Efecto de la inyección intraocular de ácido kaínlco sobre la unión específica de 
L - aspartato H3 • Los datos son el promedio + E. S. de 4 - 6 experimentos 
por triplicado • En cada experimento , las membranas provienen del ojp · 

.tratado y del control del mismo pollo. · 
l) 



DISCUSION 

Por lo que se refiere a la medición de los receptores, trabajamos 
' . 

en co~diciones en que únicamente se observan los receptores sinapt:icos. 

Como se mencionó anteriormente, al trabajar con membranas congeladas y 

en un medio si.n sodio,· se elimina la posibilidad de medir receptores 

d~ capt~cion, ya q\1e·se requiere de energ!a y de Na+ para que.pueda 
. . . 

<larse la iriteraccion de estos receptores qon. el transmisor. · Por ptra.> 
1.:: , 

parte,.shar:lfy ·Ro.l?~r.ts Ó.980) ~~mos.trar~n .• la existetjcia de· inhi~ido .. 

res endogenos de la;: urtión específica de ácido glutáinic;o que se el.imi-

nan lavando varias veces las membranas, preincubá~dolas a altas temp!_ 

raturas, o al tratarla~ con detergentes, .Por lo. tanto, en nue~tI'aS . 

condiciones, tanto el i11yado exhaustivo 4e las membranas, c::'omo lS: in-
. . . 

cubación de las mi.amas con Tritón ·X-100. ~limina e'sta posibilidad~ 

Esto concuerda . c~n los resultados . de López•Colom~ , Ú981) en l~s que .· 

se observa que la unión espec!f ica de ácido glutámico a membranas con 
. . 

geladasc de retina de pollo aumenta con el tratamiento c.on Tritón X-100 •. 

Entre l()S receptores prese~t~s en una preparación de membranat:J s_! 
'. .. - ·. . 

napticas, podemos distinguir ~ua11d~ menos dos tipos: los postsinaptiqos 

y los extrasinapticos o autorreceptores, que se encuentran eri la terrni-

nal presinaptica y mediante los cuales el transmisor podría modular su 

propia liberación. Fisiológicamente, es posible diferenciarlos ya que. 

él registro se hace en ~élulas distintas; s.in embargo, tiene la desveE 

taja de que la respuesta que se mide es el resultado de la integración.. 
Q 

sináptica de varios estímulos que red.be simultáneamente esa neurona. 

Bioqu!micamente, estos receptores tienen las mismas caracter{sticas, 

posible distinguirlos en nuestra 
' - ' . ' 
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J' .1 .· ,. 

Por este motivo, el número de receptores determinado en este tipo de es 

tudios representa una suma de los.dos tipos de rec~ptores. 

Al comparar las características de los receptores de ácido aspárti 

co con los de ácido glutámico (López-Colomé1, 1981), se observa que son 

diferentes: 

- La unión específica de ácido aspártico a3 se concentra 7 veces en la 

fracci5n P1 y 4 veces en la P2, mie,ntras que lu de ácido glutámico no 

se concentra importantemente enninguna de las.fracciones. 

,;;. La. unión· de ácido a,spártico n3. presenta do.s . componentes c:ineticos/én 

·cada fracción, mientras que la de ácido glutámi<:o H3 presenta un sólo 

componente tanto en la retina completa como en las fracciones • 

.... Como puede observarse en la tabla ,I, también exist.an diferencias en 

· cuanto a la fai:rmacología: el a -AA y el l'lMDA., que son los desplazadores 

mas potentes de la unión de ácido aspártico n3 con su receptor, despla 

zanúnicanien~e del 60 al 70% del ácido glutámico n3 unido a su recep-:-

tor, y viceversa, el GDEE, que desplaza entre el 70 y el 80% del ácido 

glutámico u3 unido espec!f icamente, desplaza sólamente entre 40 y 50% 

del licido aspártico H3. Por otra parte,, el receptor de ácido aspártico 
4 . - . _.. . . 

H 'muestra una estereoespecificidad similar en ambas fracciones, mie~ .... 

'tras que el de ácido glutámico a3 muestra una mayor estereospecifici-

dad en la fracción P1 que en la P2• 

Por lo tanto, se puede concluir que existen al menos dos poblacio 

.nes diferentes de receptores para estos aminolicidos: una para ácido 

glutámico y otra para ácido aspártico. 

El segundo objetivo de este trabajo fue utilizar la técnica des-

· crita por Morgan e Ingham (1981) de degeneración diferencial de las dis 
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tintas poblaciones celulares de la retina como una herramienta para me-

dir los receptores a ácido glutá~ico y ácido aspártico en los diferen-

tes tipos neuronales de la retina y dilucidar así que vías neuronales 

podrían utilizar a uno u otro de estos aminoácidos como neurotransmiso-

res. Para ésto, hay que to.mar en consideración varios aspectos: 

·~La disminución d.al número de r~ceptores a una molécula al degenet'.ar a 

·\lll ii,~rto ti.po de neurÓrias lmplic~ que esa sinapsis qu!mica podría' ut* 

lizár dicha molécula como neurotransmisor; es decir, que ésta se lÍlie~ 

ra de la célula presinaptica. Así; si al degenerar por ejemplo las e! 

lulas horizonta~es y bipolares disminuye el número de receptores a ác_! 
,; 

·dó~g1utámicoi esto implica que el fotorreceptor podría estar liberando 

e~'fe aminoácido como ne.\lrotrat\smisor. 
- ... , ' - - . . . . ' .· . . .· 

:...ii)s primeros estudios de degeneración de c~luiªs .de lá :i:~tina con ·ác,! 

do kaínico son los de Biziere y Coyl_e (1978b) que utilizaron una só1a · 

dosis alta de ácido kaínico para degenerar la capa interna de la retina. 

Moi'gan e. Ingham (1981) utilizaron este método, pero su aportación con

siste en.que lograron>de$enerar selectivamente los distintos tipos ne.!! 

ronales.según la dosis d~ ácido kaínico empleada, Estos autores compro 

baron la especificidad de su método tant,o fisiológicamente, por regia-

tro de la actividad eléctrica en las diferentes poblaciones celulares· y 

correlacionando la desaparición de ia respuesta con la desaparición de 

un determinado tipo celular, como motfológicamente, por medio de micto.!_ 

cop!a electrónica. Nuestro estudio representa un apoyo desde el punto 

de.vista bioquímico a la especificidad de este método; sin embargo, se 

hizo también el análisis morfológico de la degeneración con el fin de 

torroborarlosresultados de Morgan y estar seguros 



mismo sistema. Para ésto, se cuidó de que los cor.tes de retina para la 

microscopía f uetan siempre de la misma región, ya que la retina no tie~ 

ne µn grosor, homogéneo y, por lo tanto, cortes en diferentes áreas po

dr:!an dar lugar a interpretaciones inexactas en cuanto al efecto dege"."" 

nerativo del ácido kaínico. 

Al correlacionar nuestros resultados con las lesiones histológica~ 

·.· prcducidas, por la inyección de, las diferentes dosis de ácido kSínico~ 

·. <e~~~t~n .las<st&u~en;e.s pó$ibfliq~des :' ·. · 
. ·• '< ... '. •• ' • 

lt· Las :células Smaclrinás parecen tener la m1sma cantidad de t-eceptores. 
. . .. . ' ', ' . . . ~ ~ , . ' . . ' . - . 

· para ácido glutámico y ácido aspártico~ Esto sería extensivo, para las 

.bipolares OFF en el .caso de que, como postulan Dvorak y Margan (1983) 

· ya hubieran desa~a7=ecido a esta dosis de 60 nmolas de ácido kaínico. 

2.'. Entre todos· lo~; t:Lpos celulares de la 'tetina, 1.7is .. células horizon..;. 
' . ', ·- . . ;:- ::. 

· .. :;~. :' /- ' ' . ' '. .' \ : . . . •. . •.,-:: '... . ' ' 

t;lles .. pa,recen .tenér l:a. mayór ·cantidad de los receptores a ácido gluti-. · 

mico .y una pequeña fracción de los receptores a ácido aspártico. 

3~ L~s bipolares que no han desaparecido a una dosis de 120 nmolas de 

ácido ~!nico,-las bipola~es ON según Dvorak y Margan (1983),- parece11 

· te~er únlc~ritente r~ceptores {!,ácido aspárt:léo • 

.. 4. Los receptores que aún se observan a T11na dosis de 200 nmolas de áci

·do kaínico, es decir, el 28% de los receptores a ácido glutámico y el 

35% de los receptores a ácido aspártico, podrían corresponder a recep

tores post~inapticos en las células ganglionares. 

Puei:;to que en éste estudio se usaron los mismos compuéstos como 

ligando_s, podr!a existir una interacción y que estuviéxamos midiendo 

una mezcla de receptores para ácido glutámico y ácido aspártico. Pa-

ra descartar que fuese un solq tipo de receptor, aplicamos pruebas es 
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tadísticas de análisis de varianza que permiten discernir si existe una 

· diferencia tanto entre los valores obtenidos con cada dosis, como entre 

los _dos tipos de receptores medidos. Los valores obtenidos indican que 

el efecto de. las diferentes dosis es específico (F=35, P < 0.0001) y que 

no existe correlación·entre 1as dos poblaciones de receptores (F=2.09, 

P <0.165) que, por lo tanto, son diferentes. 

Desde el pu~to de vista bioqui'.mico y farmacológico,. pen~amos dete~ 

. mi11B:r:. a. qué tipo. de receptores a aminoácidqs excitado.res corre~p8nden. 
........ 

Pensamos que la aportaci5n de esté.trabajo se puédeaplicar a dos 

'áreas: en el campo del estudio de la retina hemos contribuído con un mo 
. . . . . -

:.9eio. que, tanto desde el punto. de yista morfológico como fisioicSg~co y. 

· t.q:l,°:ql!!mico~Jarmacológico; puede ayudar al (a~clarecimiento de .. los circuf. _, 

tos p.euronales de la retina en gener1.U, y en, particular de l~s qu'e eni

~r~i¡aan como. neurotransmisores. a ,los aminoácidos exéitadore.s, puesto que 

previamente hemos establecido las condiciones óptimas para medirlos y 

distinguir uno de otro. Por otra parte, en el campo del estudio.de los 

· 'rec~p~ores a aminoácidos· exc:itadore$ en el Sistema Nervioso Central, . 
hemos demostrado la util:l,dad del mod,el\':l para estudiar las ·diversas·. ca• 

racter1'.sticas farmacológfcas y cinéticas de estos receptores, as!como 

las diversas condiciones que intervtenen en la regulación del mecanis-

mo molecular de la ac_c;ión de estos receptqr.~s<. 

·, .. ·' 

.·; · .. 
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