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.\:.kINTRODUCCION
Las celulas nerviosas tienen dos plopiedades especiales que las ha—
) cen diferentes de 1as celulas de otros tejidos. La primera es su habili .
dad para conducir impulsos bioelectricos a 1argas distancias sin ninguna‘
f{_perdida en la fuerza de 1a sefial, La segunda, directamente relacionada

: con la primera, es la de poseer conexiones especificas de entrada Y sa-

“ida, ya sea con otras celulas nerviosas o con tejidos inervados como

mﬁspulos o glandulas._ Estas conexionesvdeterminan el tip0\de informa-

';vfcién que recibe cada celula nerviosa, asi como los tipos de respuesta que S

“fes capaz de dar.

V,La celula nerviosa esté formada'ror el soma que es- la parte que ro~

dea al nﬁcleo y por ﬁn ﬁume%o variabié de terminaciones, desde una solav.
en 1a monopolar que es. una via eferente, el axon, hasta la multipolar que

 ipo>ee ademés de la anterior una serie de terminaciones eferentes més 0 Q&
ﬁménos,ramificadas, 1és dendritas. .LOS'axones establecen contacto con

vlas dendritas o con 108 cuerpos celulares en puntos especificos conoci— :

’Ur“dos como sinapsis, en los que se establece 1a comunicaci&n interneuronallf}

FFS PRI

v*°7funcional.(;; 

La zona- dlstal‘del ax6n pfesénta caracteristicasvdistintivas céﬁo’
»jQQOn‘mitochdrias y un gran nﬁmero de vesiculas pequenas de forma esféri—
.”?féaléoﬁ,un,diﬁmetro de 200’a'l;200f§.queksérﬁan dendminadd Vesiculas s~ "

’i inapticas y que contienen moleculas de substancias quImicas consideradas
;como posibles transmisores. Los axones tambien pueden presentar en su
trayecto aclimulos de vesfculas en ‘108 que otras dendritas °pueden estable

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

‘:sis‘"eh,péssant" y su existencia indica claramente que el e rmino sinap-\r,




sis se ajusta més & un concepto. funcional de comunicacion que a una;confi -

guracidn anat6mica determinada (Cooper y col., 1970)

La microscopia electrdnica de las zonas sinépticas en el Siétema Ner
, "}vf ‘vioso Cenéral revela la existencia de-una zona de éohtactoveapecializada'
entre la terminacién axonal y la regién postsindptica. Esta zona de con-
tacto estd compuesta por. material amorfo que recubre las porc1ones inter—_

xfgvi;» ce1u1ares de 1as membranas pre y postsinapticas, llenando la hendidura si

”'naptica que existe entre las dos superficies en aposicién. Tales~formasv~“

‘de contactos especializados son comunes a varios tipos de celulas deriva—.‘
”das del ectodermo embrionario al igual que 1a celula nerviosa. Sin~embarF'
go, en el caso de la neurona, el material intracelular de la terminaciﬁnv,‘

'Q.fpresinaptica presenta proyecciones densas que podrian desempenar un’ sim—{,fi

V{ple papel de enlace entre zonas pre y postsinapticas especiflcas, o bienf,‘f-‘va

'  5u_ mecanismo potencial para modular 1a transmision sinaptica en terminos 1ff"

de su frecuencia de descarga.
La transmision quimica entre las celulas nerviosas se lleva a cabof

. b§sicamente mediante 1a liberacion de una substancia transmiso1a que pue»

:*,de ° no estar almacenada en vesiculas de la terminacion presinaptica..‘Esf’

'a?:La substancia debe interactuar con uﬁwfeéeptor especifico en la zona post€v 
;Sinaptica' esta interaccion produce; a su vez, un cambio en la permeablli 3
dad de la membrana al Na "y al kKt o al Cl’, y segun el tipo de transmisor,
':ya sea excitador=o inhibidor, el_impglso:eléctrico que viaja po:'elkaxSQ“

- ;énifofma*dé ppﬁengial de;acdiﬁn se transﬁité o se blqéueg;(ﬁc;Géér y.c915;‘

 1978) , , . ; R R _ i

Puesto que ‘este fenémeno de conduccion nerviosa lleva implicita una

interaccidn de la molécula transmisora con un sitio especifico en la mem~

Loy




 LL{ce1u1a blanco como la interaccion neurotransmisor-membrana postsiné"t‘;,”

[ 3. Alta afinidad por el receptor' esto puede evaluarse por 1a habilidad'

brana que es el receptor/postsinﬁptico, en 1os ltimos afios ha cobrado
gran importancia el estudio de 1os receptores en las membranas. Asi se,
han ebtudiado entre otros, receptores a varias hoxmonas polipeptidicas,

a catecolaminas, a la acetilcolinaf a aminodcidos y a un creciente nime-
ro de péptidos considerados como pqsibles_transﬁisores en el Sistém& ng“
vioso Central y Periférico, asl como a hormonas esteroides, cuyos récep—

“tores no son. membranales sino citoplﬁsmicos.

Desde el punto de vista farmacol6gico, tanto 1a interaccion hormona-~;?’

”,*pueden ser estudiadas con la misma tecnlca especializada, puesto que en
ambos casos se.trata'de una 1nteraccion tranSmisor-receptor. Las carac—f g
,}teristicas de esta interaccién son (ver De Robertis, 1981)

“<~1. Saturdbilidad dado QL; ﬂ1 nﬁmaro de sitios receptores es finito,'

i curva que representa la ir*eracci&nfligando-receptor debe ser sa 'rable

v:(presentar una. Bmax)
2, Réversibilidad:vla intwrucCién debe ser réversible dado que, pofficf’

‘general, no es de tipo covalente. ’

'f de otros compuestos relacionados para desplazar al transmisor del recep-, $

f;pr, La afinidad se expresa por la KB que es 1a relaci6n entre las consfl

K disc.
K asoc.

. tantes de disociacién y de asociacion: KB
1 4,3Especificidad! la interaccién debe presentar un cierto grado de espe-
" cificidad farmacoldgica, que pﬁedebset incluso de tipo estérico, eé deqiﬁ,‘:
preferente o absoluta para uno de los isﬁmeros~6pt1cOs, y modificarse en'“  e

presencia de compuestos agonistas y antagonistas de manera paralela a lo

observado en preparaciones fisioldgicas mds Integras.




‘1Eh'g1 sistema nervioso de los mamiferds; los cpmpuestos‘mﬁs amplia~
mente aceptados como neurotransmisores, ademas de algunos aminofcidos
" como GABA, glicina, B~a1anina y los dcidos glutﬁmico, aspértico, cistel

co y homocisteico, son la acetilcolina, las catecolaminas norepinefrina'

y epinefrina, asi como la indolamina serotonina (5HT). El estudio de la
':l,aCQiﬁh'de 1as cateéolaminas a nivel sinéptico,ha ayudado gréhdemenﬁe a

aescla'ecer el mecanismo de acc16n de drogas importantes que afectan el

-j}comportamiento, comn ‘son 1os antidepresivos, anfetaminas y tranquilizan‘
tes. Los estudios similares con SHT han ayudado a aclarar el mecanismo"

de’ accion de las drogas p51cotr6picas. Sin embargo, a pesar del interésf

‘ F_c1iniconel estudio de las aminas biogenicas, su accifn se restringe a

%Tun'nﬁmero pequeno de neuronas en el Sistema Nervioso £ vtral.. kufelt_y

£ (1970) calcularan que aproximad“wungu e 1% de las sinapsis del ce-3 ;fﬁ?
rebro emplean norepinefrina fodahads *ransmisor, up*oximadamente el mismo

f?ofcentaje emplea domapina > xﬁwarm'xﬁn menor deTneuron:s emplea SHT;

S

 ;7 7L*MbLennan (1970) Bsf*mﬁ QL” A IEPRRR sl e que utilizan ﬂvwfilcolina al—_];ﬁ

]f;canzan'solo'un 10. de,lam Lineesis del cerebro.

. Tomando en c:enta lo ST R R minos cuantJtativos los amino-

-8cidos parecen ser los tramsmisor - i auciGn,més g@nﬂral en el Sistema

wjrﬁ'Nervioso Central de los mamiferos. De acuerdo con su actividad neurofi-~
ffiologica, pueden distinguirse dos clases de_ aminoécidos. excitadores,
:lcomo los &cidos glutﬁmico, aspértico, cisteico y homocisteico, los cua—

;les despolarizan a la mayor parte de las neuronas en el Sistema Nervioso

Central de los mamiferos, y aminoécidos inhibidores, como GABA, glicina

y B-alanina; que hiperpolarizan la membrana de las c&lulas neuronales.

:ﬁe;éste{ﬁltimo g:upp,feIVGABA y la glicina son los candidatos mis ngpqé '



'dés‘como neurotransmiaores en el Sistema ‘Nervioso Central., Asi, Curtis
y col ‘en 1968 demostraron que el GABA act@ia a lo largo dektodo el neu~
‘roede, mien::as‘que la glicina g6lo afecta a las neuronas de lg médula
espinal y talio éerebral, pefo no a las de 1a corteza cerebfal.

Al caracterizar la interaccidn del transmisdr con su receptor en

:a nwnmrana, se ha podido obtener informacion acerca del nlmero y distri
u'ién de los receptores a varios aminoécidos como GABA, glicina, dcddo

: 1ucamico y B-alanina‘ El conocimienta de estas caracteristicas es un -

 ‘farma importante para el esc1arecimiento de la funcion que estos compues- ng“‘

Jﬁ\ _tos desempenan en dreas esperificas del Sistema Nervioso Central. Se ha o

lpodido comprobar que en las 5reab en las que se ha astudiado, la densi—-"

‘dad de los sitios de union para GABA, glicinﬂ y acl ido ~glutamico en mem-

'"7’branaa aisladas,brs paralela a la disLxABuL;on u¢»Ju'aucisnlfarmaédlsg;5: ;
- La retina es un 5?3&06 ontogenefx.ﬂmenLe ﬂELLVdﬂn ual diencefalo,‘:5

yrque"sp i ”.,,¢1ado frecuentemente cam\ i} modelo pa. ,zudiar los me- ;

V:canismus e 11teracciones que ocurren en el Qistema Nervioso Central debi

A"do a varios factores"

'a) Su-accesibilidad, quakarﬁiié §i3g:éii@ifépidémente;yﬁgbhééivéflé@gpfi‘

©un med1o artificial.

;'? jb) La disposieién de los distintos tipos celulares en capas definidas f&

J €;¥ci1mente diferenciables.
‘f‘c) La facilidad de estimulacién de los diferentes tipos celulares por. cam

‘bios en Jos patrones de iluminaci6n.

d) La facilidad de registro tanto de la actividad-éléctrica.dé 1a§.¢élﬁ£éa f{

ilgg[individuales, por registro intracelular, como de la retina COmpléta'iiyk




' Qpr,xégistfo'envel hefvio 6ptic6'$gjg}££g.:

| La retina de los vertebrados ésté constituida pdr cinco tiposfdife-‘
«rgntés de neurohas:-lps fotorreceptores, 1és células hérizontales,_las ’
‘amacriﬁas, las bipolarés y las ganglionares (Figura 1). . HistolSgicamen-
te se observan tres capas celulares y.dos zonas sinapticas que son la ca

v pa plexlforme externa y la interna, En la dépa plexiforme externa hacen

 ’*3sinapsis 1as terminaciones procedentes de 1os fotorreceptores, que. cons-"‘ i
ituyen 1a primera capa celular,_con las terminaciones de las celulas bi e
‘_polares y horizontales, correspondientes a la segunda capa celular, diri-

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

V'-=80mas se éncUentranrtAmbién en la segunda capa celular, establecen con-
tacto en la capa plexiforme interna a traves de las terminaciones ‘de. 1as»f“”
1ulas ganglionares que constituyen el tercer estrato celular y cuyos

‘ones se prolongan para formar el nervio optico. Ademﬁs de los elemen-»vf“

E?os neuronales, existe un tipo de célula glial, las celulas de Mhller,
7 fqug atraviesan la retina verticalmente en todo su espesor (Dowling, 1979).
H ffEl impﬁlso?neivioso que se genera en la bapa de 1os fOtorreCeptoresijh
iéé transmitido en sentido vertical a traves de 1as celulas bipolare; y
annglionares hasta 'salir por el nervio optico hacia centros superiores

 de integracion. El impulso es modulado en sentido horizontal por las in  €
",terneuronas inhibidoras horizontales y amacrinas.

Al estudiarse los potenciales de reposo de las celulas horizontales,»f g:_

"fﬁfse vio que en comparacidén con otras neuronas, éstos son’ relativamente ba -

» ?jos en la oscuridad, del orden de =25 a —40 mV (Svaetichin y Mac Nichol,
1958). En 1la luz; estas células se hiperpolarizan hasta alcanzar valores

”seméjantes'a los del potencial de reposo de otras neuronas, entre ~60 y




o ﬂ".‘;’;fj/it_’lra 2

""lﬁi’Difaremes tipos calulores en o retinat R fotorreceptores o

H: células horizonfales ; B : células bipolares ; A celulas
amuc:inas y G celulos gung"onures. ’




=80 mV,flo cual parece indicar que las células horizontales se encuen-

tran parcialmente despolarizadas en la oscuridad, y con:la luz disminu-
- ye esa despolarizacidén, Con estos antecedentes, Trifonov propuso, en
f1968, que las sinapsis de los fotorreceptores son t6n1cés, es decir,

que 1iberan.continuamente un neurotransmisor despolarizante, es decir,

‘-j.excitador, en la oscurldad disminuye o detiene la 1iberaci6n del mis-

v" ?fm Hagins (1979) demostr6 que existe una- corriente continua de’ entra;ffﬁ
:éa de sodio al fotorreceptor en 1a oscuridad y que 1a luz disminuye la: 
‘vnductancia a este ion en- los segmentos externos del fotorreceptor,:i;
: fproduciendo su hiperpolarizacion ¥y que el transmisor deje de liberarse.
Los compuestos que se han propuesto como neurotransmisores en las
i%distintas poblaciones celulares de la retina son- a nivel de los fotoﬂf

ﬁreceptores, un ccmpuesto de tipo excitador~ acetilcolina §cido glut&

to inhibidor que module la actv@idad de los fotorrecep&bres y de las

bipolares: GABA; a nivel de 1o+ amacrinas, compuestos éxcitadores o in-

“1?f3ﬁibidotes, de?ehdiendbide las distintas poblacibnés de’émacrinaé,bque-*

‘ modulen 13 act;i'v“;tdad'i de 1%3‘9 ra?re.s Bipolareé':'dopamina‘, 'acetifléolsi‘né-{,'*:’ _='
-GABA, gliuina 0 neuropeptidne- a nivel de las celulaa gangllonares, el
JvaCidO glutamico y.a nivel de las células interplexiformes, cuya exis-
tencia se ha demostrado en peces y monos del nuevo mundo, dopamina
;(Gershenfeld y Piccolino, 1979).
Por lo que se refiere a las neuronas que liberan neurotransmisores;

g , LI
excitadores como los fotorreceptores y bipolares, y especiaimente en el .

_caéb de los fotorreceptores, Murakami y col. (1972) demostraron en expe

rimentos fisioldgicos que es poco probablé que la acetilcolina sea el

,_'mico o 5cido aspﬁrtico' a nivel de las celulas horizontales, un compuesff V1




: : ‘:,fVel- |

~neurotransmisor liberado, ya que casi no hay actividad‘de;ia enzima que .
la sinteﬁizé, la acetilcolintransferasa, en la-capa de los fotorrecé§§g
res y la aéeﬁilqoliﬁa tiene muy poco efecto sobre las células horizonta
les. En cuanto a los éminoécidos excitadores, es decir, el &cido glutd
4mico y\el ééido éspértico, existen evidencias ?rincipalmente fisiologi-

cas que permiten_considerarlos como los posiblés transmisores‘a este ni

Werman en 1966 establecio 6 criterios basicos para que infcomp

ftb ﬁﬁeda ser considerado como neurotransmisor;ﬂ i
 1 Presencia' El transmisor propuesto debe estar presente en la neufonav'
7  que lo produce y encontrarse potencialmente :wcesible para su utilizacién.
' 252 Existencia de enzimas determjnantes en la sIntesis del candidato #~~~*
?vftfahsmisor en. la neurona que 10 produce.“f | |
f?3. Identidad de accion. E1 transmisor propuesﬁé débe inducir el mismo’“':hw
t  efecto en la ce]ula postsinaptica que el transmisor natural Es decir,‘
debe modificar la conductancia iGnica de la membrana a.través'dejlos mis
:mos mecanismos.
4. Liberacion del transmisor' Durantella estimulacién nerviosa, la subs— :*

'vtancia transmisora debe ser identificada en el fluido extracelular de la

o regién de la sinapsis activada.

5. Inactivacidn: Debe existir un gisteﬁa ;esponsaﬁle de la eliminacidn
‘déiktransmiéor una vez efectuads su acc;&h. ‘ k

6. Idéntidad.farmacolégiéé: Los agen;es'éue ihteractﬁén fisibl6gicameﬁtg_, ;
_con el‘ﬁransmisor'néturgl‘déﬁeﬁ interactuér en ié’misma fbrméycon.al |
transmisor propuesto, | | | ‘ |

Los acldos glutamico y aspﬁrtico (Figura 2) se han postulado como




L~GLUTAMATO

NH2

. KAINATG

| L-ASPARTATO

- Figura 2

5 "'Analogos estructurales del dcido glutdmico: que S8 hdn PrOPUGSfO

~ ‘como posibles neurotrasmisores excitadores en la retina. En el ¢aso

- ~del kalnato ,no. este dlrecmmenia slno una subsmncia similur,es el
pastble ccmdidafo. | -




pééiblesfttanSmiSQfes exCitadores en 1a retina debido principalmente a
“evidencia indirecfé, sin embargo,>cump1en varios dé‘loé criterios antes
mencionados para considerarlos como transmisores: 0
Presencia: El Gcido glutdmico se’encuentré en 1a‘retina‘déarata,
rana y pollo en una concentracidn de aproximadamente 4 pﬁolas/gr, y el
',aspartico en una concentracidn de 0. 2 al. 5 umolas/gr (Starr, 1973).
‘:'Kennedy y Voaden (1974) encontraron que ambos aminoacidos se concenﬁran;ilﬁ o

fgpreferentemente en las capas externas de la retina._,m '

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

ki glutamato-aspartato transaminasa y de la deshidrogenasa malica en los
!ijsegmentos internos de los fotorreceptores.k Dado que el glutamato y el
‘} téspa¥tato se sinteiizan a partir de glucosa y otros precursores median ;*
fa@fte el ciclo de 1os écidos tricarbox111cos por reacuxanes de transamina'i;i

; ',1‘~.-’_c16n."?”'- “  i o . . Glut

o S DHM E transamfnasé : :". s
L—malato4¢;1;;.=;;——+ Oxaloacetato j‘a-cgtogluparato
NAD NADH trancominasa N - -
' L ' Aspartato

'jklé éiéééﬁéiééde'egﬁéglénéimés satiSfaée_uno de los cfiteriostbiQQUimi;_;gffﬁ
"- §63:55§ impéttaﬁte§5para ﬁostular # eétqé_éompues;ds como néuxoffansmi 
 éoréé:.que ias‘énzimas:dé.sinteéis_deuioé poéiﬁleévneurotransmiéorgs sej:;j;,g
'encuéﬁtren concentradas érinci?almente eh las terminales‘sinapticés. |
.‘Dowling‘y Ripps (1973); Murakami y col. (1972 y 1975), Cervetto yv
Pidcqlino (1974);AGerShenfeld-y Piccblino (1979) y otros ihvestigadorés' 
'impstrarOn evidenqia.eléctrqfisiol&gica de que tanto el Scido glutdmico
como el'aspértico tienen la éapacidad de despolarizar a 1as-cé1u1as ﬁo—-
rizoﬁtales, bipélares y amacrinas como se esperaria en el caso de que

' estos compuestos fueran los transmisores liberados per los fotorrecepto

NEREES

-




210 -

v'  réé 'y‘p6£~1aé célulag bipolareé; lo cﬁal satisfacéﬁel.éritefidfde idég
’:Eidad de accidn dél compuesto. | |
Deéde el punto de vista’bioq;imicp, Milier y_Schwartzl(l§83) demng_
yﬁraroh’récienteménte, en una ﬁreparacisn de fétorreceptores,'Qué el dci
vdo glutémico y el écido.aspértico se liberan'al»estimular por alto pota -
7ﬂﬁ sio en un medio con cobalto y sinvcalcio y que esta liberacion aumenta 39 i.'

| ftfal doble en un medio con 3 mM de Ca++ sin cobalto, lo cual corresponde

1ﬁaﬁuna liberacién dependiente de Cé+f, caracteristiea de un neurotrans—,ﬁf

- misor (Rubin; 1970) Por otra parte, Neal y col (1979). en preparacio 1{ 

. mes fiuiolﬁgicas de retina de conejo ("eye cups"), mostraron evidenc1a 4,}5§”
¥{'_de>que la liberaciBn de acido aspartico H3 disminuye al estimular la re'?;,lf:
"ﬁi;tina previamente adaptada a 1a oscuridad con’ un fonoestimulador 1o que: g

lid«parece indicar que 91 5Cid° aSpartico podria ser el neurotransmisor que¢fg Qj5

m':se libera tonicamente del fotorreceptor en la oscuridad.
- En cuanto a un sistema eficiente para 1a remociGn del neurotransmi_f'

" ;fsor del espacio slnaptico, en 1971 Neal, y en 1976 Neal y White deséri:}iigyyf

‘v“'bieron en la retina de rata un sistema de recaptaci&n, dependiente de L
b'»Na+, con dos‘componentes cineticos' uno - de alta afinidad con. un valor
f‘de Km aparente de 21 uM y uno de baja afinidad con una Km aparente de

0.63 mM.V Por otra parte, Thowas y Redburn (1978) describieron en la re
'jtina de conejo un sistema de recaptacion dependiente de Nat, tamb;en de

o alta*afinidad,kcon‘una'Km de 1l a2 uM Estos sistemas sonxcompgftidosﬁ"f 

'fpor el ‘&cido glut&mico y el &cido aspértico.‘ H
Desde el punto de vista metab&lico, tanto el dcido glutéﬁico como

S el aspértico participan en numerosas reacciones celulares como la sinte

"-}s;é‘dé;proteings.j Con base en los estudios de Van den Berg y col,




(1969; 1971‘y_1973)_con precursores mércados como glucosa C14 y aceta—

14,*Se’piéusa7que existén dos compartimehtos ceidlares de glutama-

S to €
'fto relacionados con el ciclo de Krebs: uno menor en el que el glutamato o

';procedente del ciclo de Krebs se convierte en glutamina

NH 'ATP

| 3
ozqfcgfcﬁz'CHz'.f’Qz. T R ,Hooc~cH—cuzecn2’-c‘omz;.‘ o

sintetasa N ADP + Pi x Nﬂzf

lfque?pasa esta glutamina produciendo glutamato suplementa-

la poza my abﬁlica procedente del ciclo de Krebs- :r‘ " J

"kbéé;cn:.'cn —cH ;CbNH ARV ) i 0, c—ca-‘-cmv -ch‘ ;'co”""'
ity Nt 3 2 glutaminasa = 2" 272 772
e ; : D,NHQf o

;&5u lPor los estudios de Rose (1973), se piensa que la formacion de 1a

‘1utamina es un ;roceso que ocurre principalmente en la glla y que la'

transformacién;de esta en glutamato ocurre en las neuronaa y esta di— L
wvi_témente relacionada con el acido glutamico 1iberab1e durante la neu-
rotransmision. Apoyando este criterio, White y Neal (1976) y Ehinger y )

'ralck (1971) demostraron por radioautografia que el acido glutémico y

'f ﬁe1 acido aspartico marcados se acumulan principalmente en 1as celulas kf o

:'3]ﬁgliales de la retina de rata y de conejo. Asi, 1as celulas gliales po—
 l ”drian tener un papnl importante en ‘la remoci6n de estos aminodcidos de
1a-terminal sinaptica y en su reutilizacién a través della glutamina

T para ser liberados nuevamenre.

Desde el punto de vista farmacologico, la existencia de receptores RN

y ]
postsinapticos para un compuesto se considera como evidencia su posible'

papel'comovneurotransmisor.k Lépez~Colomé (1981) caracterizS los recep=-

torés'postsinéptiéos.para,écido glutdmico en ambas capas plexiformes de




- la retina‘de pollo, encontrando para la retina completa una-uniﬁn éspe—
§ifi¢a de‘écido glutdmico H3 de 0.32 pmolas/mg ﬁroieina.' En las frachg
nes subcelularés, la unidn especifica-de dcido glutdmico H3 es ligeia-
mentebmayor en Ja fracéién Pl-0f246 pmolas/mgyproteiha— qué contiene las‘
terminales de los fotorreceptores, que en la fracci6n'P2-O.i9 pmolas/mg

,proteina— éue contiene las terminaciones de la capa plexiforme intérha.

1.Tanto en la retina completa como en las fracciones, observé‘una.cinéti; f;-

5 ca con un solﬂ componente saturable entre 15 y 22 pmolas/mg proteina y

En el. caso de otros amlnoacidos como el GABA o la glicina, 1os re-'fa:  o

'ceptores postsinapticos se han podido identificar gracias a 1a existen—

ﬂcia de compuestos como la bicuculina y La picrotoxina que se. sabe que ;
'”;ﬁnicamente afectan la accion siﬁaptica de dichos aminoacidos. De'esta‘

, manera, al utilizarlos camo llgandos, se elimina 1a posibilidad de in-

"1teraccian con’ receptores como los de captaci5n. Desafortunadamente, no

se conoce ningﬁn agonista o antagonista de aceidn general para los re-
_ﬂceptores postsinépticos de los écidos glutamico o aspartica por lo que

es necesario utilizat estos: mismos compuestos como desplazadores. VLos'

'compuestos que se‘han probado hasta el momento son inespecificos en‘maujﬁ
yor 0 menor grado y, por 10 tanto, no permiten distinguir 1os’recepto~
res sinapticos de &cido glutamico de los de acido aspartico ni tampoco"

:-diferenéiar_los raéeptoigsipqstsinapticos’de otros tipos de reéepﬁo:es 

como serian iosvréceptores presinapticos de captacidn de alta afinidad

o0 los receptores extrasinaptifos., Los compuestos que han resultado més
eficaces para bloquear el efecto neuroexcitador de estos dos aminodci-

dog in'vivo son el dietil ester del glutamatoA(GDEE) para el dcide glu




tamico y el D~ o -amino édipatbl(D-(!-AA)'bara‘el'Ecidb aspéftico.:aunque

existe el problema de que su accidn es,éspecifica Gnicamente para cier-

- tas dreas del Sistema Nervioso Central,
Se ha demostrado que los dcidos glutdmico y aspértico ejercen su

accildon excitadora por intetacciEn con diferentes tipos de receptores en

la.membrana (Cobmbs y col., 1955). Para apoyar esta idea_se‘bap“he;ho‘>f,  

%f’numerosos estudios Lanto in vivo como’ in vitro.'

“? Por estudios in vivo tomando en cuenta la sensibilidad de*los re—l

Ziceptores al GDEE y al a-AA en presencia de cationes divalentes como elg
Mg++ Watkins (1978) los c1a51f1c6 en tres grupos"

"fl. Los que son. activados por el N~metil-DL—asparLato (NMDA), 1botenato,x"

U'D~glutamato y L—homocisteato. La accion excitadora de estos compuestos§

ffés antagonizada por el D— ~AA y Be inhlbe en presencia de concentrac:o%-

f{nes relativamente bajas de Mg

“*f2 LOb receptores activados por qulscualato, cuya respuesta es bloquea— .

:da por el GDEE y no por el D-a-AA lo cual los diferencia de los ante—'ff'”7"

"‘rlores;_ Con este tlpo interactua el acido L-glutamico. e

f;Los receptores activados por acido kainico, que no son sensibles al

:_aumento en la concentraciﬁn de Mg en el medio ni a 1a accién del GDEE

5 o del a-»AA.

Los estudios in vitro proceden de resultados empleando la tecnica - k*

'“i  de la 1nteracc16n de un ligando radioautivo con el receptor solubilizado

o en‘membranas. Esta tecnica, desarrollada por Enna y Snyder en 1976

R’
: para caracterizar los reneptores postsinapticos a GABA en retina de bovi
“no, conSiste en obtener las membranaa, congelarlas durante algln tiempo,

‘descongelarlas e incubarlas coﬁ un ligando radioactivo, en un medio sin




Né+, en ausénéia o presencia dél mismo compuesﬁo‘npbfadioacfiVO'didéiun:
»égonisﬁa‘o antagonista especifiéo péra desplazar, ﬁof'competencia, él
'ligando radioactivo del receptor y de este modo calcular el valor de la‘
un16n especifica ligando-receptor.’ Estos ensayos se ‘hacen en ausencia -
de Nat y en membranas previamente congeladas para diferenciar las in“,:
,teraccionesfdel ligéhdo con-recebtorés dé captacién‘de lag interacéibé

'afnes con receptores sinapticos., Los receptores de captacion requieren f f l5

’f:de Na+ y de energiai ara que"la interaccién ligando~receptor se 1leve‘af  

abo, por lo tanto, en ausencia,de Na y en membranas que han sido con~ﬂH”7”"1'1*
“7:,ge1adas se puede descartar este tipo de interacc1on. Los receptores 31‘J,f;

 jfnapticos, por su, parte, inte;actuan con el transmisor independientemen~5 j;g ._'

;Y"ﬁte de 1a5presencia de Na en cuanto a la congelaciﬁn de las membranas,;ﬁ”{af

”JV'fﬁSharif y Roberts (1980) demostraron que la unidn esp301fica en’ membra—‘>:

 ;f tnas congeladas de cerebelo y corteza desaparece casi totalmente; sin em”
‘ bargo, en 1a retina, L5pez Colom& (1981) comprob6 que en ausencia de Nat
la union especifica de 5cido glutamico H3 tiene incluso valores mas al-
”:Yfitos en las membranas congeladas que en las frescas. Esta discrepancia
se. debe probablemente a- diferencias en la‘preparacibn de las mpmbranas‘
 '0 en las condiclones del ensayo.; Con_esta ;ecnica es posible determinar{5 ';¢f
‘ las caracteristicas cineticas y fafmaéél6gicas de ia intefacciﬁn;
| Desdevel punto de vista ciﬁético; la interaccidn 11gando~recept§r Lo
 debe sét‘satufabié yxpreSeﬁtar ﬁﬁ Eomponeﬁtéide é1té”afinidéd)cbn:uné:
Km apérentq'(K§)~en e1‘orden‘dean;' El;qbteﬁnguna KBZen éste'otdeﬁ:
ﬁémﬁiéﬁ deécarta léiinterécci6n-cén'recepfores de'captaciSn o con enziﬁ; = %::”;ﬁ

mas‘qué utilicen al glutémico o al aspirtico come sustratos, ya que la

Km para estos procesos estd en el orden de mM. Como se observa en los




CfF yca a 1os receptores de écido glutamlco y acido aspartico en cuatro cl

:':ses:-\

‘t;j2. Los que unen preferentemente acido glutémico en configuraci&n paf-

 gando.

datos cineticos para el écido glutdmico sefialados anteriormente, este
'compuestb cumple con este criterio.v |

",Desde el punto de vista farmacoldgico, ios cdmpuestos qué modiﬁiﬁi
can el efecto de los tranéﬁisores en una preparacién fisiolbgica deben$1‘7"l
afectar la interaccidn con el receptor de manera paralela. ‘Por'lo'tqg

to, tomando en cuenta los resultados farmacologicos de Lompetencia a

-‘nivel del receptor y su estereoespecificidad Johnston (1979) clasifi—'5"

1. Los que unen preferentemente al dcido glutamico en configuracion exify

';;tendida y pueden estudiarse utilizando al acido kaInico como ligando.  Y
";cialmente plegada y pueden estudiarse usando acido L—glutamico como 11

3. Los que interactf{ian principalmente con el dcido aspértico'yfséfééq£ ﬁ,,;
dianfémpleando_a este mismo compuesto como ligando.
'”,f“A;’Lds«que acéptan'indiStiﬁtamente a los §éidos L¥asp§rticb o-xr

’ mico, pero no al écido kainico ¥y pueden estudiarse empleando al écidoi

"D-aspartzco como 1igando ya que éste interactﬁa con el Leceptor de tran } ’%
porﬁe que es comﬁn a ambosraminoacidos. |
Desde 1955 se sabe, por los estudios de Coombs y col., que, é peeu.
 saf dé‘due el dcido glutSﬁiéd se encueﬂtraﬁen concehtracionesvinfraéélut?? ;;f :
- ;1ares relativamente altas, la aplicaciﬁn de acido glutﬁmico extrace1u~ |
 1ar provoca una excitacion en practicamente Podas las neuronas del S£s~'

tema Nervibso Central. Més.tardg, por estudios neuroquimicos se vio que

la accifn despolarizante del &cido glutémico extracelular va acompéﬁada




de uma entrada importante de Nat 'y agua a la célulay ‘una disminucion de
1os niveles intracelulares de K+ y ésteres fosforicos de alta energIa'
";(Ha:yeyiy,McIlwain, 1968; Okamoto y Quastel, 1970). Curtis, en 1969,
,ﬁnrn"usc que;esme efecto implica una intexacciGn directa del &cido giqqgj.
1ﬂdcn non rnr&;éaeéc ﬂc‘membrana, ya seé éinapticos o extrasinaptiébé,'
que provoea ln despolarizacién de 1a membrana y la entrada de iones Na

‘ 3;a.ttnvés de éata* este efecto es producido por todos los aminoécidos defgfv

L »;fﬁmua,a fxﬂ-{cn D LH (NH )-coou donde x-coon so H y n=l 6 2

Dtney_y col., en 1971, dleron el nombre de aminoacidos excitotﬁxicas"a

aquellos que excitan reversiblemente a 1as neuronas 0 las destruyen se-ALf

' N lectivamente por un efecto despolarizante al interactuar con receptores;_k;”V S

\\'. |

¥§en las dendritas o somas neuronales f Los aminoacidos excitothicos pro»

i

que 1‘-ua~:n~~ 3*;bu1e a 1a excitacion neuronal por deSpolarizacion y,
_,Fﬁ“"ﬁﬁente, si 13 canuentracion extracelular no ‘es corregida rapidamen— ‘
Cﬁ.~3413238220818 celular. ,

E1 acido ka nico es un. analogo heteroc1clico del acido glutﬁmicoitigil” ‘r" 

‘3 }*;:(Figura 2) que se’ extrajo originalmente del alga Digenea simplex. Enk:ﬁi

‘:E5f51970 Shinozaki y Konishi encontraron que el Ecido kainico excitaba a ff Ry
‘#_ '1as neuronas corticales y potenciaba el gfecto producido por el acido o
| L—glutamico aplicado iontoforeticamente, Estos’ hechos hicieron que

e

“_Johnston y col., en 1974, presentulan la hipétesis de que el dcido kai«wj:ﬁf:ﬂf7'i

‘1J nico pudiera actuar como un agont»r en 1os receptores del acido gluta“ VﬁQ i

~oimico. Sin embargo Coyle y Cbla { 978) caracterizaron los receptores o

para dcido kainico H3 en la retxna'de pollo y enconrraron que difieren

("

de los receptores de dcido glutﬁmicb por su cinética, que presenta dos

l'*AV‘




“f ,:¢6$p6;g££é;;:ﬁh6:dé ﬁaja}afiﬁidéd“con:unéTK~ de 45‘ﬁM y offb'de.éita

;éafinidad con una KB de 2 2 nM, En cuanto a la farmacologia, también '
w.exiaten diferencias entre los dos tipos de receptores ya que el &cido’
»ﬁiglutamico desplaza el 100% de la unidn especifica de &cido kainico H3

al receptor, mientras que el &cido kaInico no desplaza al glutamico

Recien—

o afinidad ~KB=A7“ nM- por los receptores de dcido - glutamico en el cere—'

A "-eptido, ya sea\este o uno similar,;:asQ
_En 1977, Schwarcz y Coy]e demostraron que el écido kainico inyectagﬁ

”ﬁdo intraocularmente degenera 1a capa plexiforme interna de 1a retina.

‘*;bro y presinta un efecto neurotéxico intermedio entre el acido glutémiv CeE

coy elkka{nic‘, lo cual podria sugerir que el neurotransmisor 1ibera-fj{f”'“

3quMas tarde, McGeer, Olney y McGeer (1978) utilizaron este compuesto para ST

f?degenerar selectivamente pobla'i_ 's de neuronas en el Sistema Nervioso .

:;fCentral, por ejemplo, en el hipd;alamo y en 1a substancia nigra., Sinr
embargo, el mecanismo por al cual el écido kaInico ejerce su accién neu d

‘rotéxjca aﬁn no esté claxo. Biviere y Coyle (1978a) demostraron que 1a_

ﬁingubaciﬁn‘de :ebanadasfde cercbro con concentraciones milimolares de-‘




Bcido kainico provoca un aumento significativo en las conceﬁtraciones in
tracelulares de Nat y de agua; éstb podria indicar un efecto excitotdxi~
co como el descrito por Olney y col, (1971) pata el Acido glutamico.
Otra hipﬁtesis es quella activacidén de los recebtores a dcido kainico en
combinaciSn‘ﬁon la despolarizacidn iqducida por el écido glutémicd prodg
 »ce'un aumento en los niveles intracelulares de Catt. En la placa neuro-
ﬁuauular existen alteraciones histopatongicas producidas por concentra~

f’iones intracelulares elevadas de Ca++

aa'producido por el écido kainico, asi como 1a dilataciGn del reticulo
' endoplasmico y la desorganizacicn.da la citoarqxitectura Principalmenté. V5
gi en el érea de los receptores neuronales, es muy similar a las alteracio

nes patongicas en. la placa*neuromuscular, lo nual podrza apoyar esta

ip6tesis (Coyle y. col., 978).,

1ectivamente los distintos tipos celulares a diferentes dosis de acido
kainico. Segun estos autores, la sensibilidad va en el sigulente orden:
amacrinas ~60 nmolas de dcido kdinico— > horizontales v bipolares ~120

"'~vnmolas~ >,ganglionares y fotorreceptnres; estas 1timas son resistentes‘ "

El-hinchamiento deflaS'dendrl- ,,1;

En 1981 Morgan e Ingham describieron un merodo para degeverar se~"*il :

-a dosis hasta de 200 nmolas de Feido kaInico. la técﬁica consiste‘en‘iﬁ :3f,

yectar por via intravitreal a pollos de un d1a de edad con 10 ul de Eci-i‘
do kainico disuelto en solucidn salina, La diseccion de las retinas se

Lﬂhace 15 dfas despugs de la inyeccidn.

Recientemente, Dvorak y Mofgan (1983)'méétrar0n 'qqe una poblaci6n»f;.;
~ de bipolares, las bipolares OFF, que se-despdlarizan con el neurg%ranSmi
sor liberado por el fotorreceptor en la oscuridadé mueren antes que las

células amécrinas; es decir, a dosis inferiores a 60 nmolas de dcido kaf




_nico;Qlo cual hace alin mids especifico el efecto dggénerativo dgl.ﬁcido,
}",kéiniéo en 1aAret1né.' o |
in"El»obje:in de este trabajdffue cafactériiar los'recépﬁores’de;éqii;'
'dbﬁaépértico en‘ia:retina de poilo para‘compararlos con los-de écido 
glutamico cafacterizadosAen 1981 por Lépez-Colomé y verbsi se'tratabdé

un mismo receptor 0 de poblaciones diferentes, y posteriorménte, utili-

u“;”zando la tecnica de degeneracion diferencial de 1as distintas poblacio-" §;f‘*“V

"flnes celulares con écido kainico, localizar 1os receptores con caracte-

= _‘tinas'tratadas conidiferentes dosis de acido kalnico con’ el fin de obser‘ §,‘V

k ;;vce1u1as por choque osmotico.» El homogenado ‘se deja en hielo durante 15

1s icaf”de postsinapticps para los acidos glutémico y aspartico en r

:'var si existe una distribucion heterogenea de estos receptores segﬁn el

“'élular.';

nteriormente, la té niclvah“ i
<caracteristicas de pOstsinapticos se . describiﬁ en 1976 por Enna y Snyder.%‘
El procedimiento con31sLe en homogeneizar 1as retinas en 20 volumenes

 ;&(p/v) de agua bidestilada en un homogeneizador de v1drio para romper las

7;}minutos con el fin de completar el rompimiento y se centrifuga a 45 000 x }".,
g durante 20' a 490 paxa sedimentar las membranas. Despues de lavarlaS'
dos veces, resuspendiendolas en el mismo volumen de agua y centritugando

. nuevamente a la misma velocidad se congelan las membranas por un. perio— 5

4do que puede ir de 48 hrs a 2 SBmanas. ) R
Pasado este tiempo, se descongelan y se resuspenden en 100 volumenes,-
de,acuerdo con el peso~origina1, de buffer Tris-Citrato pH 7.1 a 49C. A

este homogenado se le agrega TritSn X~100 & una concentracifn final de




10 057 (v/v) y. 1a suspensiﬁn se. incuba a 37°C durante 30' El:Tritén X~100

. es un detergente, y Enna y Snyder (1976) reportaron un aumento de la unidn -
especifica en algunas preparaciones probablemente debido a3que desenmasca—
fa algﬁnés proteinas intégraleslde la mémbrana o_eliminé,xsegﬁn‘Yéneda y '
Kuriyama (1980), algunoé elementos inhibidores. ﬁespués de ia incubaciGn,

f’se centrifugan nuevamente a 45, 000 Xg durante 20' a 49C para eliminar el

Zdetergente. Las membranas sedimentadas se resuspenden nuevamente en el

mismo 'uffer y se procede a realizar el ensayo'1_ﬁ.',”'

: 1’nado de membranas y se 1ncuban en hielo durante 10' con el compuesto ra- Fe

Vfdicawtivo en: una concentracion ‘por debajo de la KD, para medir la un16n

nesp ’Ifica.yﬂ”por otraﬁparte, con el compuesto radioactivo mas un ago-1 

oiantagonista especufico de la accién postsinapt1ca del compuesto*~if

ﬁavunaaconcentvacion de 1 nmg para calcular la union espec{fica al reCephzf,
Vtor. ‘La reaccion se para por centrifugaciﬁn a 45, 000 x g durante 201 S

"490. Las membranas se 1avan dos veces superficialmente con agua helada

‘7fg;yase resuspenden en: 0.2 ml de agua. Se les anade 11quido de centelleo y S

‘Ae cuenta 1a raaioactividad

*g' Esta tecnica fue la que se ﬁtilizS para'medir 1°BIre¢éé£0fe§tdffaci L
‘l}dé aspértico en las retinas normales y de dcido. glutamico y acido aspgr_fi?g’i;
ijvtico en las retinas degeneradas con acido kainico, con la diferencia de f,
.2; ;que nosotros utillzamos buffer Tria—HCl 0.1 M pH 7.4 en lugar de buffpr  ¥  , ,
UQTriB—Citratos. | | | | B o
Para el ensayo se ﬁtiliz6 una concentracién,de 20 nM del ligando rg'f |

-dioactivo ~§cido L~asp5rt1ca H3 y 5c1do L—glutémico H3- en ausencia o pre

sencia de;l_mM de &cido L-aspirtico o &cido L-glutdmico respectivamente
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:_;oao désplai;d6ie5 ya qhé; como se indicd anteriormeﬁte,'ﬂo.se éoaneé H
_; agbhistés okantagonistas éspecificos de la accidn postsinaptica*de eéé@s
 combuestos. E1 volgmen final fue de 1 ml. |
" Como lfquido de centelleo se emplearon 10 ml/mueStra'de Tritosol,

cuya f6rmu1a es 1a siguiente (Fricke, 1975)

”ﬁf.Para un volumen final de 1 litro._vf : Xilenof.‘;;y .“;v-? 600 m1 f.i];ﬁjfi~#*
o 0 Tritén X-100 . . . 257 ml
Etilenglicol , . . 37ml
.Etanol absoluto ‘5  106'm1fr

”vLa cantidad de proteina en cada muestra se determino por el meto-,  .

desjrito por{Lowry y col. en 1951-~u

 wSe tomo una alicuota de 0 lmna ﬁﬂl,hamngenado fanal de membranas :

se ajust6 a 0 4 ml con agua, j,ﬂ
}b);?ara la curva standard se. tomaron.alicuotas~de 50 100 y 150 ul de
 ‘ una soluciSn de albﬁmina de 50 ug/O.l ml y se ajustaroh también‘a

0.4 ml con agua.

f;yé);Como blanco se utiliz6 un tubo con O 4 ml de agua bidestilada. ‘;;“Ef}

3y _ cada tubo se 1e anadieron 2 m1 de la siguiente soluc15n°

 987 de Na,C al 27 en NaOH 0 l.M + 1% deCnSD al 17z + lA de Tartra_{!ﬂ_ﬁz,

2 3
to de Potasio al ZA. ‘Se agitaron y se dejaron a temperatura ambiente

:- durante 10'.
 ﬁ éij cada tubo se le anadieron 0.2 ml de FolIn-Ciocaltéu, reaétivo de
k Feno1 diluido 1t 1 (v/v) con agua. Se’agita:on-y'se‘dejaron 301;3':'
temperatura ambiente.:

f) Se leyS la densidad Sptica -a 500 nm en un espectrofotdmetro Zeiss.

- Para la localizacién de los receptores en las retinas degeneradas,"




. se inyectaron por via intravitreal pollitos machos de un. dia de edad

'{fcon 10 ul de 5cido kaInico en concentraciones de 60, 120 y: 200 nmolas,‘
“ :1 disue1to en solucion salina al 9% a pH 7. 4, en el ojo derecho, utili- |
l i1t??nd°yuna jeringajHamilton. ~Como un‘Primer control, se inyectaron.va?;‘

"{i-ioé"?bilitos solamente ,c,én 10 ku1 de scluCiéh salina y se vid qu‘e'no’

l‘-habia diferencia entre el ojo inyectado y el control, por lo cual, en

“los pollos tratados con écido kainico se utilizo el ojo izquierdo, no R

Qo, como control._»

_c Mcer durante do
_jnormaleside'luz y. alimentacién y deqpues se sacrificaron para nxtraer -‘
  vlas retinas y realizar los enaayos de mediclon de receptores.

”El control deilaﬁdegeneracion de 1as retinas se. hizo por microsc03L

;Segdisecaro las retinas y se fijaron en glutaraldehido al 3? en |

uffer de fosfatos 0 1 M;'pH 7 2 durante 2 hrs a 490. Después se.hi—“
"cieron dos cambioa en el mismo buffer, en el cual se quedaron las re-k

La postfiJacion se hizo en tetr6xido de osmio

nas durante 1a nuche.

1Despues, se deshidrataron y se_d”jaron toda la

wn ‘h‘{en una mezcla de ep6n—6xido de propileno 13 1.; Finalmente, se’ in' 3

ycluyeron en epon y se obtuvieron cortes de l Um de espesor que fueron ,¢ f L

X

e montados y tenidos con azul de toluidina.‘

Para el tratamiento estadistico se aplicaron pruebas de analisis S 5

’da varianza. »-‘

‘ ;dad especifica de 43 a 46 Ci/mmol y acido L—asp&rtico, con una activi~b

dad especifica de 10 a 17.3 Ci/mmol, se obtuvieron de la New England

ﬁNuclear Corp., Boston, Massachusetts., Todos  los demée~reactiyos_aqn de




 RE$ULTADOS:
Al estudiar 1a unién de écido aspartico entre 1 y 30 nM en membra-'.
 nas congeladas de las fracciones Pl y P2 de retinas de pollo, se vid
?  que es independiente de Na* en las membranas congeladas y que presenta
" una cinetica saturable con dos componentes en cada fracci&n- en la P.

1’

~ uno de mayor afinidad con una KB de 40 nM y una Bmax de O. 666 pmol&s/mg :

'iiplproteina y una de menor afinidad con una Ky de 291 nM y Uﬂa Bmax de 4 85. 

‘:pmolas/mg proteina y. en la P2,>1a de mayor afinidad con una KB de 11 8 j77A

";_ ntraciﬁn de 1 uM (Figura 3)

Por otra parte, la uniGn eSpecifica de §c1do aspartico H3 se con- “ji“<5

Eu cuantc a la farmacologié, 1os'desplazadores més'potenféé de 1a
un16nvde écido aspﬁrtico H3 con el receptor fueron el écldo L~asp§rticof_
y el acido L~g1ut§mico. El a-amino adipato desplazo un 71% de la union
:?Ebfen ambas fracciones, el N-metil—DL~aspartato desplazo el 79%. en P

1
y el dietil ester del glutamato desplazo unicamente de un 48

y elf,  j1lf
"‘ff 637 en P2

a:un 50% en ambas fracciones.k El receptor mostro una estereoespecificiJﬂ,ﬂﬂ7ﬁ5

,dad similax en Pl v P2 ya que 1os D-isémeros de estos aminoécidos des-"
”‘invplazaron entre un 40 y un 48% de 1a union en ambas fracciones (Tabla I).

Los resultados de la microscopia optica de las retinas degeneradas

}concuerdan con los reportados por” Mbrgan e Ingham en 1981 En las reti{,7~7
:knas tratadas con 60 nmolas de écido kaInico desaparecieron la: m8YOr Par;E;“
| o te de las CEIU135 amacrinas y se redujo en aproximadamente un 40% el

- espesor de 1& capa plexiforme interna comparado con el de la retina CQE



‘"trol. En ias raetinas lesionadae con 120 nmolas de &cido kainico, ademds
de 1as amacrinas, desapatecieron la mayor parte de las células horizon-
talgs y laé restantes aparecieron hinchadas.» Después del tratamient§~’
con. 200 nmolas de &cido kainico sélojge conservaron las célﬁlas ganglio
nafés y los fotorreceétores, aunque eﬁ algunos césos alin' se obséfva:On_ 

‘  :a1gunas bipolares (Figura 4). e

3'f -Como puede observarse en la tabla II en las retinas 1esionadas

co 60vﬁ j”J.zsusl de acido kainico se produjo una disminucion del ZBA d”:la_f; ”f

?esp,c‘ ica de acido glut&mico—H3 de l' U”h ]

témico~H3 disminuyé en un 78% con respecto al control de 1n73 +

: {0,50 + 0 05 pmolas/mg proteina, es decir, un 48% mas en relaciﬁn a

“gretinas lesionadas con 60 nmolas, la union eapecifica de acido aspérti-' i

1f0;08 pmalas/mg Proteina~ y un. 23/ con reSpecto a las retinas tratadas 7?'

‘on}60 nmolas.

| Con el tratamiento de 200 nmolas de. acido kainico, la union eapeci‘¢ff
'; fica de acido glutémico-H3 se mantuvo en valores similares a 1os de las

FE'T;retinas lesionadas con 120 nmolas, disminuyendo ﬁnicamente un 14 mas,‘

 ef1 52 + 0, 3 a0, 45 + 0.058 pmolae/mg proteina con reapecto al’ control.
:i ¢iEn camb?o, 1a unién de écido aspﬁrtico-Hs disminuy& aﬁn un 22% més, de Qt;‘

':f51 27 + 0,17 a O 45 + 0 06 pmolas/mg proteina (Figuraa 5 y 6)

“co-H3 disminuyﬁ en un 437 con respecto al control -de 1 09 +0.1a 0 63 - R




| TABLA 1

. DESPLAZAMIENTO DE GLUTAMATO H> Y ASPARTATO H> POR ANALOGOS ESTRUCTURALES

.‘3.

" % de desplaz. de 3H-Gluw % de desplaz. de “H-Asp

Anélogg 5 - ‘Pl Py | Py P

. Lleglutemato 100 10 100

' ,lDeaSPaftat6  | i } ‘ 47;5:  | 70;5; . |  V 47

o 8sa2 4

- :Kainato e h D : -0 48

-~ :,7Los resultados muestran el porcentaje con respecto al maximo des-

‘”plazamiento del ligando radioactivo por L—glutamato y L—aspartato

‘Fira 1os ligandos radioactivos y 1 uM 5 1 mM dependiendo de las
1050, para los desplazadores. Cada dato es el promedio de 6~10

- ”ﬁ experimentos por - duplicado, con variaciones de menos del 15%.3f

: mm,eg xgspe,,zrc;¢;,'¢mé; 181

_ spectivamente.~ Las concentraciones utilizadas fueron 20 nM pa-. o
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| DESPLAZAMIENTO DE GLUTAMATO H® Y ASPARTATO K’ EN RETINAS TRATADAS CON KAINATO

CLUTAMATO B®  ASPARTATO ®® -~ =

" iiOQz;f 

120 mmolas de kainato o 29% 7%

zwmm@@wm

_Los-rfsultados muestran el porcentaje de desplazamiento de
*jglutamato Hi‘

6 aspartato H (ZC nM) por L—glutamato y L—as

'_?partato (1 mM) respectivamente., Cada dato es un promedlo

»gﬂe;é&ﬁ:expgrimentosaPOp,triplicado;




4| Bmax=15.43 pmol/mg proteing,
: qux*?Z-&ZP,hO’/MG P'°*§i_'?b \

CINETICA DE LA UNION DE L-ASPARTATO

| Bmox=0.4 pimol/mg proteina







,\}FIGURA by

Cortes transversales de retlnas de pollo control y tratadaa
con 5c1do kafnico.  CNE: capa nuclear externa; CPE:' capa
capa

CNI:;,capa,nuclear interna'

"pleXLforme externai ,CPI:

iplexlforme interna, CCG:, capa de cElulas gangllonares,  H;y1y\%

:

lél”las hor;zontales; ﬂB" células blpolares- P células ama

gcrinasf; a) retmna normal" b) retlna tratada con 60 nmolas de'
‘:f561d0 kainlco, c) retlna tratada con 120 nmolas de ac1do kai— ““"
:ﬂ;nicQ, d) retlna tratada con 200 nmolas de 5c1do kainlco. La_

}ba,r? de'callbracLSn representa 4011m.



CONTROL

KAINATO E:: . o

[3H] - Glutamato

UNION ESPECIFICA . (pmolas

200 nmolus
KA

420 amoles

| vFl,"ybrd 5

Efecto de lu inyeccidn mtruoculur de ocndo kmmco sobre la unién especmca de
L-gluyammo H3. Los datos. son el promedio +E.S. de 4-6. experimentos.
~ por triplicudo. En cada experimento slas. menbrunns provsenen del ojo
tratado y del control del mlsmo poHo.»




L- [3H] - Aspariato CONTROL

‘,;"KAIN‘ATO " :

60 nmolas’

120 nmok:s, : 200 nmo!as

"f[:f'llqviv €

: Efecto de Ia inyaccion mtruocular de dcido kamico sobre la unidn especi’ﬂca de
- L-aspartato H3. Los datos. son ¢l promedio +E.S. de- 4-6 experimentos
“'por triplicado .- En cadd experimento )las membronas provnenen del o]o

;;ﬁtratado y del control dei mismo pollo.
N




g nxsc'us'io‘N

Por lo que se’ refiere a 1a medicion de 1os receptores, trabajamos
en condiciones én que unicamente se observan los receptores sinaptlcos.," ;tf:?
Como se menciono anteriormente, al trabajar con membranas_congeladas y

en un medio sin sodio, se elimina la posibilidad de medir receptores

h ; ,de captacidn, ya que se requiere de energIa v de Na para que . Pueda 3»

darsella interaccién*de estos receptores con,el transmisor., Por otraf”

:”lzparte, Sharvf,y;Roberts'(l980) demostraron"a exi:tencia de inhu id

= res endégenos de la uniﬁn especifica de écido glutamico que se’ elimi- Q7’

L nan 1avando varias veces las membranas, preincubandolas a altas tempei -

""‘wfcondiclones, tanto el 1avado exhaustivo de las membranas, com afinq;

'5ﬂ *cubaci6n'de.1as mis_as con Tritén X~100 elimina esta POSibilidad-

51brigﬁiadééﬁaé~fé£iﬁéfde'p0110fauﬁeht&:con élitfatamiento con’TritSn.X—IOOQil

i LpOY 1Q¢cual nofea#p9s1b1é,distinguirlos en nuestra preparacién_&ﬁ;vit:o.  '

mraturas, o al tratarlas con detergentes. Por 10 tanto, en nuestras:f%*

'Esto concuerda con los resultados de L6pez—Colome (1981) en los que

‘se observa que la uniﬁn,especifica de &cido glutémico a membranas con

el

Entre 1os receptores presentes en una preparaci&n de membranas si

xjinépticéa, podemos distinguirkcuando menos dos tipos' 1os’postsinapticoév 
' y los- extrasinapticos 0 autorreceptorea, que se encuentran en 1a termi*;  f
| nal presinaptica y mediante los cuales el transmisor podrIa modular su“
lpropia liberacién.‘ Fisiol&gicamente, es. posible diferenciarlos ya que  '
Wel registro se hace en celulas distintas' sin embargo, tiene 1a desven '

’taja de que la respﬁesta que se mide es el resultado de 1a 1ntegrac15n,'

sinaptica de varios estimulqs que rezibe simulténeamente esa neurona.

Bioquimicamente, estos receptores tiemen las mismas caracterfsticas,




=  de1 5cido aspértico H3 ~ Por otra'parté,‘el reéeptor'de dcido aépéftiCo"f

Por este motivo, el nﬁmero de'receptores determinado en este tipo de’qg :
tﬁdios representa una suma de lOS,aOS.tipOS de reczptores. |

| “Al comparar las caraéteristicas de los receptores de &cido asparti
co con los de &cido glutémico (L5péz~Colomé;‘ 1981), se observa que son ‘.:!g[
difeféntes: | /
- La unidn especifica de &cido aspértico H3 se concentra 7 veces enlla

» ' fracci6n Pl y 4 veces en la Pz, mientras que lv de 5cido glutamico no igfz”f'

se concentra importantemente en: ninguna de 1as fracciones.f 3

 -iLa un16n de écido aspartico H3 presenta dos componentes cineticé
‘v?cada fraccién, mientras que la de Scido glutamico 13 presenta un. 5010» 
 ‘v¥c§mponente tanto en 1a retina completa como en las fracciones.

L-igﬂ;:COmo puede observarse en 1a tabla I, tambien existen difnrencias en;';' Lo

i ?;;c#anto a la farmacologia. el (1—AA Yy el.NMDA, que son 1os desplazadoreé};  ¥
| (;més potentes de la union de écido aspﬁrtico H3 con su receptor, despla‘;ﬁ

zan unicamente del 60 al 70% del écido glutamico H3 unido a su recep_‘ .

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

'Vl;glutémico H3 unido espedificamente, desplaza sblamente entre 40 y‘SO%'

& H3 muestra una” estereoespecificidad similar en ambas fracciones, mien~ f;:  

. {traS que el de Ecido glutamico H3 muestra una mayor estereospecifici—
~Gad en la fraccidn Pl que en la P2.
Por lo. tanto, se puede concluir que existen al menos dos poblacio Rt

k-':nes diferentes de receptores para estos aminoécidos. una para ﬁcido

Jg'glutamico y otra para acido aspértico.
El segundo objetivo de este trabajo fue utilizar la técnica des-'

‘ciita por Morgan e Ingham (1981) de degeneracidn diferencial de las dﬁg




;'tinﬁés pobiaéioﬁes cglulafés de la ?etina como ﬁna herfaﬁienta para me-

. dir'loﬁ reéeptores a 8cido glutdmico y 5cido;ésp5rtico en los diferen-
ites tipbs peﬁronales de la retiné.yfdilucidaf asi que vias nguronaiéSJi:
podrian utilizar a‘uno u otro de estos aminodcidos como»neurotransmiso~

_res.' Para ésto, hay que tomar en consideracién varios aspectos:

‘/~La disminucién del nﬁmero de receptores a una molecula a1 degenerar a f!__“

ierto tipo de neuronas implica que esa sinapsis quimica podrla u:i:

,Vllzar dicha molecula como neurotransmisor, es decir, que esta se'libe‘ -

:ffra de la célula presinaptica. Asi, si al degenerar por ejemplo las ce

5flulas horizontales y bipolares disminuye el numero de receptores a §ci

;do glutamico, esto implica que el fotorreceptor podria estar 1iberand?«¢,‘

‘*a¢es,e aminoécido como neurotransmisor.

' af;~Lfs primeros estudios de degeneracién de celulas de la retina con. ﬁci

do kainico son los de Biziere y Coyle (1978b) que utilizaron una sola

b

.zdosis alta de acido kalnico para degenerar la capa 1nterna de la retina.

;bergan e Ingham (1981) utllizaron este metodo, pero su aportacion con~,

7wfsiste en que lograron degenerar selectivamente 1os distintos tipos neu

rg_ronales segﬁn 1a dosis de acido kainico empleada.. Estos autores compro

T’q .baron 1a especifiCidad de su método ‘tanto fisiol&gicamente, por regis—'
tro_Qe,la actividad_eléctrica en las diferentes poblaciones celulares y

' 5 ¢b£re1gcionéﬁdd la deéapariciﬁn de 1a respuesta con la desaparicién de

‘ uﬁ'det3fﬁiﬂéﬂ0 tipo celular, como morfoldgicamente, por medio de mictos

cbpia electrdnica. :Nuestro estudio répresenta un apoyo“ﬁesde el punﬁd"
de vista bioqufmico a la especificidad de este método; sin embargo, se
hizo también el anflisis morfoldgico de la degeneracidn con el fin de

-.corroborar: los resultados de Morgan y estar seguros de trabajar con el . =~




;f:mismp siétema.  Paia ésto,sg cuid6 deique los céttes de.retiha.para la

micrOSC6pia fueran Siempre dejla'mismé;regién, ya qﬁe la retina no tié;

 7'ﬁe'uﬁ gtbso?/homogéneo‘y, por lo tanto, cortes en diferentes &reas po-
V‘driéﬁ dar 1ﬁgar:a interpretaéiones inexactas en cu#nto al efecto dege= ~ -

nerativo del écido kainicd.

j' Al correlacionar nuestros resultados con las lesiones hlstoléglcas

kiprcducidas por la inyeccion de las dlferentes dosis de acido kainico,ii -

"*sjguie“fes posibilidades.-_" ;’

v Las,celalas amacrinas parecen tener la,misma cantidad de receptores* ,
flffﬁﬁpara §cido glutamico y acido aspﬁrtico.. Esto serla extensivo para 1as S

'ibgﬁolares OFF en el caso de que, como postulan Dvorak y Morgan (1983)

ya hub‘eran desaparecido a esta dosis de 60 nmolas de acido kaInico. ?ff7

2 Ent e“todos los tipoq celulares de la retina, las celulas horizon-i"f“

tales parecen tﬁner la mayor;cantidad de los receptores a anido glut§~

B mico y una pequena fraccion de los receptores a §cido aspartlco.

4

H 3. Las bipolares que no han desaparccldo a una dosis de 120 nmolas de

f_ﬁcido kainico, 1as bipolares ON segﬁn Dvorak y Morgan (1983), parecen &

1ften r'ﬁnicamente receptores a écido asparLico.

fggé;_Los receptorés que aun se abservan a una dosis”ﬁe 200 nﬁolas de écil--»rj -
do kainico, es decir, el 287 de los receptores a acido glutamico y el :
:357 de 108 receptores a 5cido aspartico, podrian corresponder a recep—
ﬁ”; k€£orés postsinapticos en 1as celulas ganglionares. ;‘J |  {  : 5 j v_f_” fi;;55 f
| Puesto que en éste eétﬁdio se usaron ]os mismos éompuastos comoA "
Ml;ligandos, podria existir una interaccidn y que estuvlexamos midiendo

S una mezcla de receptores para acido glutdmico y dcido aspértico. Pa-

. ra descartar,que fuese un solq tipo de receptor, aplicamOS‘pruebas es




~tadisticas devanélisis de varianza que permiten discérnir 61 existe:uhav

'~3diférencia:tanto‘entre los valores obtenidoé con cada dosis,‘édmd entre
‘;  108 dos tipos de receptores medidos. Los valores obtenidos indican que
:Lfi e1 efecto de las ‘diferentes d051s es . espec1fico (F=35, P<0. 0001) y que' 
no existe correlaci6n entre las dos poblaciones de receptores (F=2 09,

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

f *Desde el punto de vista bioquimico y farmacologlco, pensamos deter '

*mina'va que tipo de receptores a aminoacidos excitadores corresponden

xtos neuronales de la retina en general, y en particular de 1os que em-'
;plean como neurotransmisores a los aminoécidos excitadores, puesto que =~ '
U‘»previamente hemos establecido las condiclones optimas para medirlos y

'jdistinguir uno de otro. Por,otra'parte, en el campo del EStudioedellosv;f

receptores a amlnoacidos excitadores en el Sistema Nervioso Central

;fhemos demostrado 1a utilidad del modelo para estudiar las diversas ca—g;

'f:ractnristicas farmacologicas y cineticas de estos receptores, asi comoj;"
1as diversas condiciones que intervienen en la rpgulacion del mecanis-

. mo molecularﬁde la aqgiEn de;estos receptqnqg, L
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