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RESUMEN

La funcién del glutamato en la retina, como neurotransmisor, factor tréfico o neurotoxina, se relaciona
directamente con la diversidad y la composicién heteromérica de sus receptores. Los receptores de glutamato
de tipo NMDA (NMDARs) son tetrameros integrados por dos subunidades NR1, que forman un canal iénico
permeable al calcio, y subunidades NR2 y NR3, que modulan su actividad.

Los NMDARs de la retina incluyen subunidades NR2, asi como variantes postranscripcionales de NR1
especificas, tanto en el tejido diferenciado como el embrionario, cuya estructura determina diferencias
funcionales significativas entre el cerebro y la retina. Consecuentemente, farmacos que protegen a las neuronas
de la excitotoxicidad del glutamato en el cerebro, no tienen efecto en la retina.

La repercusion clinica de estos resultados es evidente, ya que permitira, en el futuro, el disefio de compuestos
protectores de la muerte neuronal en la retina en padecimientos relacionados con la elevacion de la
concentracion extracelular del glutamato, como el glaucoma, la oclusion vascular, la neuropatia Optica y la
isquemia, entre otros.
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ABSTRACT

The multiple actions of glutamate in the retina, as a neurotransmitter, a trophic factor or a neurotoxin, are directly
related to the heteromeric composition of the NMDA type of glutamate receptors present in this tissue. The
tetrameric NMDARs include two NR1 subunits which form the calcium-permeable cation channel, in addition
to NR2 and NR3 subunits which modulate its activity.

Recent results demonstrate that retinal NMDARs might include tissue-specific NR1 splice variants and NR2
subunits, in both mature and embryonic tissue, which determine structural and functional differences with brain
receptors. As a consequence, drugs shown to protect brain neurons from glutamate-induced neuronal death, are
ineffective in the retina.

The clarification of the precise subunit composition of NMDARs in the retina will allow the future design of drugs
aimed to prevent neuronal loss in pathological conditions such as glaucoma, vascular occlusion, optic
neuropathy and ischemia, in which glutamate excitotoxicity seems to be involved.
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INTRODUCCION

| glutamato (Glu) esel neurotransmisor excitador més y neurodegenerativas entre las que se cuentan la epilepsia, €l

importanteenel SistemaNerviosoCentral (SNC). Seha Alzheimer, laisquemia, laanoxiay € infarto®.

demostradosurel evanciaenfuncionesnormalescomo

el aprendizajey lamemoria, asi como conlamuertede En el sistema nervioso diferenciado, el Glu juega un papel

neuronasespecificasen numerosasenfermedadesconvulsivas preponderante como neurotransmisor yaque induce cambios
duraderosdelaexcitabilidad neuronal, queson esencialespara

Nota: Articulo recibido el 06 de octubre de 2005 y aceptado el 10 de procesoscomolapotenciacionalargoplazo(L TP) y ladepresion
noviembre de 2005. a largo plazo (LTD), procesos en los que se basa el
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almacenamiento deinformaciénen el cerebro.

Durante el desarrollo embrionario (DE), el Glu es un estimulo
quimico importante paraladiferenciacién delasneuronasy la
formaci én desinapsi sespecificasentreellas(sinaptogénesis),
y se requiere para la supervivencia de algunas neuronas en
cultivo. Asimismo, se hademostrado que la activacién delos
receptores de Glu de la corteza cerebral embrionariainduce la
reduccion selectiva de la sintesis de ADN en las neuronas
progenitoras, |oquedisminuyeladivisioncelulary promuevesu
diferenciacién. En etapas posterioresdel DE, el Glu estimulala
iniciaciondelamigraciénneuronal y laformaci ndeestratosen
|lacortezacereberal, y modul atanto el crecimientodel osaxones
comolaformacidndesinapsisenlaretina, el nicleo geniculado
y lacortezavisual'.

Ladiversidad delos efectos producidos por €l Glu se debe a:
a) suinteraccion conmultiplestiposdereceptoresqueactivan
diversas rutas intracelulares de sefialamiento, y b) su
concentracionextracel ular. Enconcentracionesdel ordennM el
Glu funciona como neurotransmisor o como factor trofico,
mientras que la elevacion de su concentracion extracelular a
orden de mM puede inducir la muerte de las neuronas por
sobreexcitacion, fenémeno conocido como excitotoxi cidad?.

La via principal de neurotransmision en la retina de los
vertebrados, desde los fotorreceptores hasta las células
ganglionares, esexcitadoray utilizaa Glucomoneurotransmisor?®
por lo que, para entender como se establecen los circuitos
sinapticos que codifican los estimulos luminosos y cémo se
transmiteestainformaci 6ndesdel osfotorreceptoresdelaretina
hastael cerebro, esindispensableidentificar el tipodereceptores
deGluexpresadospor | osdistintostiposcel ularesinvolucrados
en el proceso.

Estarevision se enfoca en los estudios que han permitido la
identificaciony caracterizaciondelosreceptoresdeGludetipo
N-Metil-D-Aspartato (NMDA), por laimportanciadesufuncion
en la neurotransmision en la retina, particularmente en las
sinapsisdelacapaplexiformeinterna(IPL ;%) tantoencondiciones
normalescomo patol dgicas.

LOs RECEPTORES DE GLUTAMATO Y SU CLASIFICACION
El Glu gjerce susfunciones através de lainteraccion con dos
gruposdereceptoresespecificos: ionotropicosy metabotrdpicos.
L osreceptoresmetabotropicosseacoplan, atravésdeproteinas
G triméricas, a la activacion de cascadas de sefialamiento
intracelular. Los receptores ionotrépicos, en contraste, son
canales cationicos inespecificos activados por un ligando,
formadospor cuatro subunidadesproteicas®.

L osreceptoresdetipo metabotropico (mGluRs) seclasifican
en tres grupos, con base en lasimilitud de su secuenciade
aminoécidos, sus propiedades farmacoldgicas y sus

mecani smos de transducci 6n de sefial es. Laestimul acion de
los mGIuRs del grupo I (MGluR1 y mGIuR5) activan a la
FosfolipasaC (PL C), mientrasquelaactivaciéndelosmGIuRs
del Grupo I (mGluR2 y mGIuR3) y del Grupo I11 (mGIluR4,
MGIuR6, mGIuR7 y mGluR8) setraduce enlainhibiciéndela
adenilil ciclasa. Los receptores del grupo | se ubican
principalmente en lamembrana postsinaptica, en tanto que
losdelosgruposlly 1l selocalizan mayoritariamenteenla
presinapsis y actlan como moduladores de la liberacién,
tanto del Glu, como de otros neurotransmisores®.

L osreceptores|onotrépicosdeGluseclasifican conbaseen
laafinidad por susagonistasy lasimilitud de sussecuencias,
en receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol epropidnico/kainico (AMPA/KA) (no-NMDA), y
receptores NMDA (NMDARS). Se ha propuesto que estos
agonistasrepresentanal L-Gluensusconformacionesextendida
(kainico) y plegada(NMDA) Yy serel acionan, respectivamente,
con la respuesta rapida en la transmision singptica 'y con el
componentelento delascorrientesionicas postsindpticas®.

Lainteracciondel Gluconsusdiferentesreceptoresgenerauna
ampliagamaderespuestasen|assinapsi sglutamatérgicas. Esta
diversidad seincrementatanto por lageneracion de variantes
postranscripcional esdelassubunidadesatravésdelaedicion
y el empalme alternativo del mRNA, como por mecanismosde
modificacion postraduccional como la fosforilacion y la
desfosforilaciondelosreceptoresy laregul aciondesuexpresion
enlamembrana'.

EsTRUCTURA DE LOs RECEPTORES DE TIPO NMDA

Los receptores de Glu de tipo NMDA (NMDARs) forman un
canal i6nico quepermitelaentradade Ca** y enmenor medida,

deNa*. Laactividad delosNM DA Rsestéfinamentecontrolada
através de seis sitios especificos de modulacién (Figura 1).

Ademasdel sitio dereconocimiento conel cual interactiian|os
agonistascomoel Gluy el NM DA y | osantagoni stascompetitivos,
losNMDARstienenunsitioal que seunencomo coagonistas,
laglicinay/olaD-serina; unsitioenel canal iénicoal queseune
el Mg**, queregulalaactividad del canal enformadependiente
del voltaje; unsitiomasexternoenel canal, conel cual interactlian
anestési cosdisoci ativoscomoladizocilpina(MK-801), laketamina
ylafenciclidina(PCP), queinhibenal canal ensuconformacién
abierta; un sitio modulador negativo parael Zn** enéel exterior
del canal, y unsitiomodulador paralaspoliaminas, queseinhibe
por el ifenprodil®.

LosNMDA Rsestan formados por cuatro subunidadesque se
ensamblandemaneravariable. Sehanclonadolosgenesdetres
familias de estas subunidades: GRIN1, GRIN2 y GRIN3 que
codifican, respectivamente, a las sububidades NR1, NR2 y
NR3°. Lasubunidad NR1 formael canal iénicoy esesencial
para la funcion del receptor. Se conocen 8 variantes
postranscripcionalesdeNR1 (NR1a-h) generadaspor el empalme
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Figura 1. Estructura de los receptores NMDA. Los NMDARs
estdn formados por cuatro subunidades, dos de tipo NR1
y dos NR2. El Glu, sus agonistas y sus antagonistas
competitivos se unen a un sitio en la NR2, en tanto que la
glicina y la D-serina se unen al sitio del coagonista, en la
NR1. Los sitios de modulacién por Zn++ y Mg++, asi como
el sitio de union del blogueador MK-801 residen en el
interior del canal.

alternativode3exonesenel mRNA: el exdn 5, quecodificaaun
casete(N1) enel extremoN-terminal delaproteina, y losexones
21y 22 en el extremo carboxilo de la proteina, que codifican,
respectivamente, aloscasetesCly C2. Adicionalmente, el exdn
22tiene2sitosalternativosdeterminacion, por loquelaproteina
puede contener los casetes C2 0 C2' 10,

LacomposiciéndelosNMDARsnoseconoceconprecision. Se
hademostrado quel osreceptoresformadospor 4 subunidades
NR1 (homomeéricos) sonfuncionales. Sinembargo, lacorriente
i6nicageneradapor laactivaci 6n delosmismosesmenor quela
generada por la combinacién de las subunidades NR1 con
subunidadesNR2, y quelacorrienteinducidapor laestimul acién
delosNMDARsinvivo, porloqueseproponequelosNMDARS
son heterémeros que incluyen dos subunidades NR1, que
forman el canal, y una o més subunidades NR2 y/o NR3 que
modulan su actividad’.

Sehandescrito4 subunidadesNR2 (NR2a-d) codificadaspor
genesdiferentes. Laspropiedadesfuncional esdeloscanales
del receptor, talescomo laafini dad aparente por losagoni stas
y su sensibilidad alos antagoni stas competitivos, asi como

al blogueo por Mg**, dependendelavariantedeNR2incluida
enel heterdmero. Consecuentemente, existeunadistribucion
homogéneadelasubunidad NR1tantoenlasdiversaséreas
del SNC como duranteel DE, mientrasquelas subunidades
NR2sedistribuyendemaneradiferencial enlasregionesdel

cerebroadulto, asi comoalolargodel desarrollodel mismo
Recientemente, se identificaron dos formas de NR3 (ay b)
codificadaspor distintosgenes. MientrasqueNR3aseexpresa

enformageneralizadaen el SNC, laexpresion de NR3b parece
estar restringidaalasneuronasmotoras. A semejanzade NR2,
NR3 es una subunidad reguladora, cuya inclusion en los
receptores disminuye las corrientes iénicas generadas por la
activaciondel osheterémerosNR1/NR2%. Enestudiosrecientes
seobservé quelacombinacion NR1/NR3bformareceptoresde
glicinaexcitadores, insensiblesa Gluy al NM DA, queseinhiben
por D-serina, unco-agonistadelosNM DA Rsconvencional es.
Debidoasuinsensibilidad al bloqueo por Mg**, sehapropuesto
gueestetipodereceptorespodriaintervenir enlaactivacionde
las Ilamadas “sinapsis silenciosas’ de NMDA. Respuestas
similares a las obtenidas mediante la coexpresion de estas
subunidadesen si stemasheterol ogos, sol o sehanidentificado
en neuronasdelacortezacerebral'2.

La diversidad funcional de los receptores de NMDA y su
intervencion en un gran nimero de procesos normales y
patoldgicos deriva de la posibilidad de la formacion de
heterdmeros diversos que, de acuerdo con su composicion,
difierenensuspropiedadesy modulaciénenlasdiversasareas
del SNC, asi como, durante el proceso de diferenciacion delas
célulasqueloforman®o,

EL GLUTAMATO COMO NEUROTRANSMISOR EXCITADOR
EN LA RETINA

La via principal de neurotransmision en la retina de los
vertebrados esta formada por los fotorreceptores, las células
bipolaresy lasganglionares. Lascé ul asbipol areshacensinapsis
conlosfotorreceptoresenlacapapl exiformeexterna(OPL)y con
lasganglionaresenlacapaplexiformeinterna(lPL). L osaxones
delascélulasganglionaresformanel nerviodptico, quetransmite
losimpul sosgeneradosen|aretinahaciacentrossuperioresde
integracion(Figura2). Tantolosfotorreceptorescomolascélulas
bipolaresliberan Glu comotransmisor.

La mayor parte de las neuronas de la retina, a diferencia de
neuronas en otras regiones del sistema nervioso, no genera
potenciales de accidén sino potenciales graduales. Los
fotorreceptorestienenunnivel ténicodedespol arizacion, porlo
gueel Gluseliberacontinuamentedel osmismosenlaoscuridad.
Laluz hiperpolarizaal osfotorreceptoresy detienelaliberacién
deGlu, debidoal cierredeloscanalesdesodioinvolucradosen
lafototransduccion, por loquelacinéticadelarespuestadelas
neuronasdesegundo (bipolares) y tercer orden (ganglionares)
alaestimulaciénluminosareflejade manerafiel loscambiosen
laliberaciondeGludelosfotorreceptores. Como consecuencia,
la codificacion de los estimul os visual es depende tanto de la
presenciacomodelaausenciadeGluenlosespaci ossinpticos
delaretina

En el sistemavisual, ladeteccion de los contrastes selograa
travésdelasegregaci 6n delosestimulosendosviascelulares,
ONy OFF, apartir delascé ulasbipolares(Figura3). Lascélulas
bipolares ON se despolarizan como respuestaalos estimulos
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Figura 2. Estructura de la retina. Modificado de Nicholls!3.

luminosos, en tanto quelas bi polares OFF se hiperpol arizan®.
Dado que todos los fotorreceptores liberan Glu como
neurotransmisor, larespuestaopuestadelascélulasbipolares
ONYy OFFa Glusedebeal apresenciadereceptoresdiferentes,
acoplados acascadas enzimaticasintracel ulares particul ares.
Las células bipolares ON poseen receptores de tipo
metabotropicoexclusivosdelaretina(mGIuR6) que, enpresencia
deGlu(oscuridad), activanaunafosfodiesterasaquehidroliza
a GMPc. Ladisminucion delaconcentracion de GMPc por la
actividad deestaenzimaproduceel cierredeloscanalesdeNa*
y lahiperpolarizacion delacélulat*. En contraste, las células
bipolares OFF se despolarizan en laoscuridad, debido aque
tienenreceptoresde AMPA/K A enlamembranapostsi naptica,
cuyoscanalesionicos, permeablesal Na*, seactivanpor €l Glu
liberadoténi camentepor losfotorreceptoresenlaoscuridad®.
Consecuentemente, lailuminaciondelaretinadespol arizaalas
células hipolares ON, e hiperpolariza a las bipolares OFF. A
diferenciadelamayor partedelosreceptoresAMPA/KA enel
cerebro, losdelaretinatienen mayor permeabilidadal Ca**yse
desensibilizan més |entamente, lo que permite a estas células
responder de maneraténicaalaliberacion de Glu?s.

L ascélulasganglionaressonun puntodeconvergenciaparala
informaci6n proveniente delas células bipolares, amacrinasy
otrascélulasganglionares, porloqueexpresanunagranvariedad
dereceptoresparaneurotransmisores, tanto excitadores(como
acetilcolina'y Glu) como inhibidores (&cido g-amino butirico
(GABA)yGlicina). LosreceptoresdeGlu, principalmentelosde
tippAMPA/KA Yy NMDA, jueganunpapel crucid enlafisiologia
delas células ganglionares, debido aque el influjo de Ca** a
travésdel osmismosintervieneenunagranvariedad deprocesos
celulares, y en condiciones patol 6gicas como €l glaucomay la

isquemia, estan directamente rel acionados con la muerte por
excitotoxicidad”.

LA FUNCION DE LOS RECEPTORES DE GLUTAMATO DE
1,0 NMDA

L osreceptoresdetipoNM DA delaretina, al igual quelosdetipo
metabotrépicoy losde AMPA, difieren significativamente de
los descritos en el cerebro. Se ha demostrado que existen
diferencias en las caracteristicas de la interaccion de los
antagonistas del Glu, como el CPP (acido 3-((+)-2-
carboxipiperazin-4-yl)-propil-1-fosfonico) y el MK-801(+)
(mal eatode5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo[ a,d] ciclohept-5,10-
imina) conel sitiodel agonista'®. Asimismo, |losantagonistasde
laglicina en €l sitio del coagonista, como & 7-CK (acido 7-
clorokinurénico) y e ACEA-1021 (5-nitro-6,7-dicloro-1,4-
dihidroquinoxalina-2,3-diona) nomodifican significativamente
lainteraccion de laglicinacon € mismo 1%, Estasdiferencias
podrianexplicarlafatadeefectodel 7-CK enlaprotecciondelas
neuronasdelaretinadelamuertepor isquemia, comoocurreen
otrasregiones del SNC?. Lamodulacién delosNMDARs por
poliaminas en la retina también es diferente a cerebro: se ha
observadoqueenlaretinalaesperminay laespermidinainhiben
launién de glicinaa sitio del coagonista, en tanto que en el
cerebro potenciantantolainteracciondelaglicinaconel mismo,
como laestimulacion producidapor el Glu?®.

L asdiferenciashioquimicasy farmacol égicasentrelosNMDARs
delaretinay losdel cerebrosugierenquelacomposiciondelos
receptoresheteroméricospodriadiferir enambostejidos, tanto
por lainclusion delasubunidad NR2C, exclusivadelaretinay
el cerebel o, como por laexpresiondiferencial delasvariantespor
empal mealternativodelasubunidad NR1. Particularmente, las
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Figura 3. Vias celulares de la neurotransmision excitadora en la retina. Se ilustra la segregacion de las vias ON y OFF que
intervienen en la neurotransmision glutamatérgica en presencia de luz. Modificado de Nicholls'®.

caracteristicasrel acionadas con €l efecto delaesperminay la
potenciay eficienciadelosantagonistasen laretina, podrian
derivar delaexpresion predominantedeisoformasdeNR1 que
contienen el casete N1, en contraste con el cerebro, en el que
predominanlasvariantessinestaregion (Figura4). El caseteN1
esta constituido por 21 aminoéacidos, de los cuales 6 estan
cargados positivamente??. Se ha propuesto que estos
aminoé&cidosformanunlazosobrelabocadel canal, modificando
asi sus propiedades. Enlasisoformasque contienen el casete
N1, nilaspoliaminasni el Zn* potencianlaestimulaciénpor
Glu?3, posiblemente por su natural ezacatiénicay surepulsién
por €l casete. También se relacionan con la presencia del
casete N1, propiedades como la afinidad de |os receptores
por losagonistas, y su sensibilidad alosantagonistas APV
(é4cido D-(-)-2-amino-5-fosfonopentandico), CPP, 7-CK y MK -
801, quedisminuyenenlosreceptoresqueincluyenNR1con
el caseteN1respectoalosquenoincluyen el casete N12425,
loquecontribuyeaexplicarlascaracteristicasdelosNMDARS
enlaretina.

Lasubunidad NR1delosNMDARsdelaretinay el cerebrono
solodifiereenel extremoN-terminal. Laretinaexpresavariantes
por empameenel extremo C-terminal deNR1distintasdelasdel
cerebro? (Figurad), cuyaexpresionserelacionaconlainsercion
de la subunidad NR1 en la membrana?’%, asi como con el
agrupamientodel osreceptoresencimul os, enareasespecificas
delamembranaplasmética?®.

La region C-termina de NR1 varia ampliamente entre las

especies?®, El andlisiscomparativo delasecuenciagendmica
delaNR1demamiferos(ratay humano), avesy peces, demuestra
guelasecuenciadepollotienealto grado dehomologiaconla
ratahastael final del exdn 21, quecodificaparael caseteC1. Este
caseteserelacionaconlaregulaciéndel receptor porlaproteina
cinasa C (PKC) y la proteina cinasa A (PKC)%:3L; contiene
asimismo, un sitio de union para la calmodulina (CaM), que
intervieneenlaregul aciéndelainactivaciéndelosreceptores®.
Enlaretina, a igual queel cerebro, seexpresalasubunidad NR1
guecontienecasete C1 pero, adiferenciadeéste, enlaretinase
expresan adicionalmente variantes exclusivasdelaretinay el
cerebelo de pollo, que contienen un casete C3, descrito
recientemente?® (Figura4B). El casete C3 estacodificado en el
gen por un exdn de 42 pb que no existe en el gen delaratay
codificaparasei saminoécidos(EETSEH). Estecaseteseinserta
acontinuacion del casete CO (porcion C-terminal quesigueal
ultimo segmento transmembranal y precede al casete C1), e
incluye una secuencia de fosforilacion por la caseinacinasall
(CKIN®E3* Figura 5). Aunque su significado fisioldgico se
desconoce, se demostrd la intervencion de la CKIl en el
manteni miento delaactividad basal del canal delosNMDARsen
€l hipocampo®, asi comoenlaregulaciondel osritmoscircadianos,
procesoen €l cua estainvolucradalaretinadelasaves®.

LoscasetesC2y C2' intervienen en el transporte, inserciony
mantenimiento delasubunidad NR1 enlamembranasinaptica.
El casete C2' de laNRL1 de larata contiene una secuencia de
interaccién con dominios PDZ, através de la cual el receptor
NM DA interactliacon proteinasdeladensi dad postsinéptica®<;
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Figura 4. Expresion de las variantes de NR1 en la retina y el cerebro. El perfil de expresién del mRNA de la NR1 se determiné
mediante la RT-PCR, usando un juego de “primers” que amplifica desde el exén 4 hasta el exdn 6 (Panel A), y desde el ex6n
19 al ex6n 22 (Panel B). Los resultados se normalizaron con respecto a la expresion del mRNA para actina. Las graficas
corresponden al analisis densitométrico normalizado de los geles correspondientes (no se muestran). Se muestran
resultados representativos de 3 experimentos independientes. CR, cerebro de rata; RR, retina de rata; CP, cerebro de pollo;

RP, retina de pollo. Modificado de Lee-Rivera?°.
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Figura 5. Variantes de la NR1 generadas por empalme alternativo
de los exones 20, 21 y 22. Esquema de la regién 3’ del gen de NR1
de pollo que, al procesarse por empalme alternativo del mRNA,
genera 3 variantes del extremo C-terminal: La variante Cl1 que
contiene los casetes C1 y C2, la variante C3 que contiene los
casetes C3 y C2, y la variante C2, que contiene Unicamente el
casete C2.

sinembargo, |laNR1 deavesy de pecescarece deestosdominios. En
lasaves, el casete C2 contieneunsitiodeN-miristoilacion, quepodria
proveer un mecanismo alterno de anclajeenlamembrana, y tanto C2
comoC2’ contienendossecuenciasconsenso paral afosforilaciénpor
PK C. Estascaracteristicassugieren quel osmecani smosquecontrolan
el nimero de receptores NMDA en la sinapsis 'y su variacion en
condicionesfisiol6gicasy patol égicas difiere ampliamente entrelas
especies.

Lacomposicidnheteroméricadel osreceptoresNM DA determinalas

propiedadesbioquimicasy biofisicasdel canal, porloque
ladiversidad delasrespuestasel ectrofisiol 6gicasdelos
NMDARSs de las neuronas de la retina interna podria
derivar dediferenciasen sucomposicion®. LosNMDARs
de laretina son poco sensibles al bloqueo por Mg** 2°,
posiblemente por lainclusion tanto devariantesde NR1
quecontienen caseteN1comodelasubunidad NR2C en
el receptor. Adicional mente, algunos receptores de las
célulasganglionaresy amacrinasdelaretinaderoedores
contienensubunidadesNR3a, cuyapresenciaenel receptor
reducelascorrientesde Ca** inducidaspor NMDA .Es
importante considerar que en laretinamadura, €l Glu se
libera de manera ténica, por lo que lainclusién en los
receptores de subunidades que confieran baja
permeabilidad al Ca**, podria constituir un mecanismo
protector contralaexcitotoxicidad en estetejido.

L acomposiciénheteroméricaprecisadelosNMDARsse
desconoce, tantoenlaretinacomoenel cerebro. El andlisis
delaexpresondel mRNA y delaproteinadel assubunidades
delosNM DA Rsenlosdistintostiposcel ularesdelaretina
delosmamiferosutilizando técni casde hibridacioninsitu
e inmunohistoquimica ha generado resultados
contradictorios**-*, Mediante lahibridacionin situ,se
identifico al mRNA de la subunidad NR1 en todas las
neuronasdelacapanuclear interna(INL) y enlascélulas
ganglionares (GCL), mientras que la expresion de las
subunidades NR2 se localiz6 en subpoblaciones
restringidas de neuronas de la capa plexiforme interna
(IPL)#*. Encontraste, utilizandolainmunohi stoquimicase
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localiz6 alas subunidades proteicasdelosNMDARstanto en
lal PL comoenlacapaplexiformeexterna(OPL). Auncuandono
hasido posibleregistrar respuestasdelascélulasbipolaresal
NMDA en laretinaintactals, estos estudios identificaron las
proteinasNR1, NR2D y NR2C enalgunascélulashipolares, asi
comolasNR1y NR2B enlascélulashorizontales®. EnlalNL, la
inmunorreactividad a NR1 se atribuye principalmente a las
célulasamacrinas, enlascual esel tratamiento conantagonistas
delosNMDARsabatelarespuestaalaluz®. Tantolascélulas
amacrinasdetipo” starburst” como célulasamacrinasgabagrgicas
expresanNMDARs, mientrasquelasdel tipo All noresponden
a NMDA,

FuncioN DE Los ReceprTORES NMDA EN LA
MADURACION DE LOS CIRCUITOS SINAPTICOS DE LA
RETINA

Una de las teorias més aceptadas acerca del desarrollo del
sistema nervioso propone gue las conexiones sinapticas que
existen en el cerebro adulto son aguellas que sobreviven aun
intenso proceso de competencia por el espacio sinaptico. De
acuerdoconestateoria, lassinapsisqueseactivanrepetidamente
demanerasincrénicasonaquellasquesefortal eceny sobreviven.
El fortalecimiento sindptico requiere de la sincronizacion del
proceso delaliberacion presinapticadel neurotransmisor, con
laactivacion dereceptoresenlapostsinapsisy laconsecuente
entradadeCa**atravésdel canal . Paraell o, tantolaconcentracion
del neurotransmisor enlahendidurasinéptica, comolamagnitud
del influjodeCa**, resultantedelaactivacion del osreceptores,
deben estar estrictamentecontrol adas*.

Durante € DE, las neuronas reciben un nimero pequefio de
estimul os de bajaintensidad, debido aque existe pocasincronia
entre los procesos pre- y post-sindpticos. Estos estimulos, sin
embargo, debentener lacapacidad deactivar alosreceptoresde
las neuronas jévenes. A medida que se refinan las conexiones
sindpticas, serequierelaregul acidntantodel asensibilidad delos
receptores a estimulos de mayor intensidad como de su
permeabilidad i6nica, ya que la despolarizacion continuao la
devaciénexcesivadelaconcentracionintracel ular deCa** podria
tener unefectotdxicosobrelasneuronas. Loanteriorimplicaque
| aspropiedadesdel osreceptoresenlamembranadelasneuronas
debenmodificarsecomoconsecuenciadel estadodemaduracion
delas sinapsis. Esta hipdtesis se ha confirmado en numerosas
estructurasdel SNC, comoel coliculosuperiorylacortezavisual,
dondelascorrientesgeneradaspor laactivaciondelosNMDARS
enlasneuronasjdvenesson mayoresqueaquellasgeneradasen
el estado adulto*. Existe evidencia, asimismo, de cambios
farmacol égicos asociados con periodos especificos del
desarrollo, comolosobservadosenlasensibilidadal Mg+ 4y
alaglicinacomo consecuenciadelamaduracion del tejido®.

Congruenteconloanterior, durantelasprimerasetapasdel DE
delaretinaseexpresanreceptoresmuy sensiblesal Glu, conalta
permesabilidad a Ca**, quepermitenalasneuronasresponder a

estimulos débiles y/o Igjanos, y consolidar las respuestas
postsindpticas. A medida que se establecen y se refinan las
conexionessindpticas, |adistanciaentrel ossitiosdeliberacion
del Gluy susblancospostsinpticosdisminuye, y laliberacion
de Glu se controlamediante procesosretrégradost, por lo que
deja de ser indispensable |la alta sensibilidad al glutamato.
Paralelamente, debe reducirse la permeabilidad iénica de los
receptorespostsi napti cos, tanto parapermitir laprecisiondela
neurotransmision, como paraproteger alasneuronasdel dafio
excitotdxico. En concordanciacon estosrequerimientos, seha
demostrado la modificacién de la interaccion especifica del
NMDA ydeAMPA/KA consusreceptoresduranteel DEdela
retina. A medidaquesediferencialaretina, launiondeagonistas
especificosdelosreceptoresde AMPA/KA decrece, entanto
guelauniéndeligandosdelosreceptoresdeNM DA, asi como
ladel bloqueador MK -801 seincrementa®®st, loquesugiereque
laexpresiondel osreceptoresdeNM DA aumentaparal elamente
aladiferenciaciondel tejido. Enlafasedel desarrollopreviaala
estratificacion (E6 en el pollo, P3 enlarata), se hadetectado la
expresiondeNR1a(isoformasinloscasetesN1y C1l)y NR2B en
laretina (Figura 6). Latransfeccion de estas subunidades en
sistemas heterélogos demostré que los heteromeros NR1a/
NR2B generan mayor influjo de Ca** (667nA) que los NR1a/
NR2A,y seactivan por concentracionesbajasdeGlu (0.8mM ).
Lainclusion delasubunidad NR1atanto con NR2B, como con
NR2A, forma receptores altamente sensibles a bloqueo por
Mg**, porloquesol o seactivanen condi cionesdespol arizantes;
estacaracteristicalespermitefuncionar como detectoresdela
actividad sindpticaen el desarrollo embrionario®.

El periodo de estratificacién de la retina se caracteriza,
principal mente, por laactivaproliferaciéndelosneurobl astos™.
Alolargodel procesodediferenciaciény el establecimientode
lasprimerasconexionessinpticas(E13ene polloy P9enlarata),
lasubunidad NR1delosNM DA Rsadqui erepaul atinamentesus
caracteristicasdiferenciales, comolapresenciadel caseteN1,y
del casete C3; asimismo, seiniciatanto laexpresion de NR2A
como de NR2C, aunque este Ultimo en menor proporcion que
NR2A (Figura6)?4, A diferenciadel osreceptoresquecontienen
NR2B, los que contienen NR2A son poco sensiblesal Glu (1.7
nM), aungque generan corrientes considerables (364 nA), y
aquéllosquecontienenNR2C sonmuy poco sensiblesal bloqueo
por Mg**, por loquesuactivacionrequiereunadespolarizacién
menor queaquéllossensiblesal Mg**, cuyaactivacionrequiere
potencia essuperioresa+40mveés?,

Las primeras corrientes de Ca** intracelular evocadas por €l
receptor de NMDA, se observan durante el periodo de
estratificacion delaretina, aunquelosprimeros potencialesse
registran cuando concluye estaetapay seforman lasprimeras
sinapsisenlacapaplexiformeinterna(E17 enel pollo, P19enla
rata)®.

Una vez estratificada la reting, se inicia el periodo critico de
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Figura 6. Expresion diferencial de las subunidades del NMDAR en el DE de la retina. El perfil de expresién de las
subunidades del receptor se determind por RT-PCR. Se utilizaron retinas de embriones de 8, 10, 13 y 17 dias de DE (ES8,
E10, E13, E17); retina de pollo de 3 dias de nacido (P3) y retina de pollo de 21 dias de nacido (P21). Se muestra el andlisis
densitométrico de los geles, normalizado con respecto a la expresién de actina, haciendo énfasis en la relacién
proporcional entre las subunidades. Los resultados son representativos de, por lo menos, 3 experimentos independientes.

refinamiento de las conexiones sinpticas. La remodelacion
dendriticay laformacion deestratosfuncional esenlaretinade
losmamiferosdependedelaactividadsindpticay, particularmente,
delaactivaciéndelosreceptoresde NM DA 6. Sehademostrado
gue durante este periodo existe un aumento significativo del
nimero dereceptoresmembranalesde NMDA %, acompafiado
del incremento delaafinidad de antagoni stas competitivos de
losNMDARs, comoel APV y el a-aminoadipato, por el sitiode
uniondel Glu¥’, y decambiosdel aspropiedadesfarmacol 6gicas
de lainteraccidn de la glicina con €l sitio del coagonista del
receptor®. El sitiodelaglicinaselocalizaenlaNR1, y € sitiodel
agonista y los antagonistas competitivos se forma por la
interaccién entre subunidadesNR2, por o quelamodificacion
funcional delosNMDARsduranteel DE sellevaacaboatravés
del recambio de las subunidades NR2 y de las variantes de
empalme de NR1 queseincluyen en el receptor.

La muerte celular programada (apoptosis) mediada por los
receptoresdeNM DA juegaun papel importanteenlaremodel acién
delasconexionessindpticasenlaretina®. Duranteesteperiodo,
losNM DA Rsincluyen variantespor empa medelasubunidad
NR1 que contienen casete N1 y casete C1, asi como las
subunidades NR2A y NR2C%:43, por |o que sus caracteristicas
farmacol égicas son muy similares a las que exhibe la retina
diferenciada. Esprobable, sinembargo, quelosmecanismosde
regulacién funcional de los receptores por reacciones de
fosforilacion e insercion en la membrana difieran de los
observadosenlaretinamadura, yaque predominalaexpresion
delasubunidad NR1 quecontieneel caseteC1, involucradoen
laagrupaciondelosreceptoresenlamembrana, suinteraccion
conneurofilamentosdel citoesquel etoy supotenciacionporla
PKC, adiferenciadelaretinamadura. El establecimiento delos
circuitossinapticosenlaretinarequieredelaconsolidacionde
|oscontactossinapticosy delasrel acionesestructural esentre
los receptores membranales y 1as mol éculas transductoras de

sefial es, encongruenciacon|aexpresidnmayoritariadeisoformas
gue contienen C1 durante este periodo.

Se ha demostrado que el refinamiento de las conexiones
sindpticas en la retina entre E13 y P3, caracterizado por la
generacion deondasdeactividad independientesdelaluz, asi
comopor laeliminacidnnatural deneuronasenel sistemavisual,
requieredel incrementodelaconcentraciénintracelular decalcio
mediado por los receptores NMDA y no-NMDA®%€, | g
expresionrestringidadelavariantedeNR1 concasete C3durante
esteperiodo, sugierequepodriarel acionarseconel proceso; la
confirmacién de esta posibilidad requiere la caracterizacion
funcional de los NMDARs que contienen esta variante en el
futuro.

Concluidalaestratificaciondelaretina, seinicialaformaciénde
lassinapsisentrelascélulasbhipolaresy |osfotorreceptoresen
lacapaplexiformeexterna(OPL ) (E16en€l polloy P9enlarata)™.
Duranteesteproceso predominalaexpresiéondeNR2B enlaOPL,
enlaquelassinapsisestdn en consolidacion, y ladeNR2A en
lacapaplexiformeinterna(IPL), cuyassinapsisestan en proceso
derefinamiento. LainclusiéndeNR2A enlosNMDARsdelal PL
es consecuencia de la disminucion en |os requerimientos de
sensibilidad al osagonistasy lanecesidad dedisminuir el influjo
de Ca**, paraincrementar laprecision delaneurotransmision.

AlgunasdelascaracteristicasbioguimicasdelosNMDARdela
retina, como suafinidad por losagonistas, podrianderivar dela
inclusiondelasubunidad NR2C?8, dado quesu expresionescasi
exclusivadelaretinay el cerebel 0*36L,

Enlascélulasganglionaresseexpresan, ademasdeNR2C, NR2A
y NR2B, lo que sugiere que los NMDARs podrian estar
conformadospor 2, oincluso 3tiposdesubunidad, deacuerdo
conlaampliadiversidadfuncional identificadaenestascélul as.
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Lascélulasganglionaressonresponsablesdelaintegracionde
lainformacion procedentedelasdistintasviasON, OFFy ON/
OFF, por loquelasvariacionesenlacorrientede Ca**inducida
por NM DA Rs de composicién heteroméricaespecificapodria
intervenir enlasegregaciondelasviasenlosdistintossubtipos
decélulasganglionares.

Enlaretinadepollo, a igual queenel cerebroderata, NR2D se
expresa transitoriamente durante el DE temprano®?. Como se
observaenlaFigura6,laexpresiondeNR2D decreceal iniciarse
la estratificacion (E13), posiblemente como consecuenciadel
aumento de la actividad sinaptica, ya que los receptores con
NR2D tienenmuy altaafinidad por el Glu, sonpoco sensiblesal
bloqueo por Mg** y se inactivan con lentitud®®. Cuando las
conexionessinapticasserefinan, laentradade Ca** atravésde
losNMDARsdeberestringirse, por loquelainclusiéndeNR2D
en los receptores sindpticos podriagenerar dafio excitotdxico
por Glu. Debido aquelaexpresion deNR2D selimitaalaparte
externa de la IPL y a algunas células ganglionares, y a su
inmunodetecci én enlascél ul asbipolaresque se conectan con
bastones en la retina de conejo®, se ha sugerido que esta
subunidadpodriaestarinvolucradaenlaconsolidaciondelavia
detransmision delos bastones®. Sin embargo, el papel delos
NMDARsenestavianoestaclaro, yaquelascélulashipolares
debastonessondetipo ONy surespuestaalaluz estamediada
por mGluR6.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

L aheterogeneidad del osreceptoressinapticosdeglutamatoen
laretinaesunfactor claveparalageneraciondelaspropiedades
funcionales especificas de las neuronas en este tejido. La
activacion de los NMDARs es esencial, tanto para el
establecimiento de las conexiones sinapticas, como para la
codificaciondeestimul osy sutransmisionhastael cerebro. Los
NM DA Rsjueganun papel muy importanteenel procesamiento
delainformacién necesariaparael desarrollodel sistemavisual
y esténinvolucrados, asimismo, enlamuertepor excitotoxicidad
caracteristicade padeci mientoscomo el glaucoma, laoclusion
vascular, laneuropatiadpticay laisguemia.

El estudio delosNMDARsdelaretinahademostrado que sus
propiedadescinéticasy farmacol 6gicasdifierendel asdescritas
enel cerebro, tantoenel tejidodiferenciadocomoduranteel DE®.
Estasdiferenciastienenimportanterepercusionenlaclinica,ya
quelosNM DA Rsdelaretinano responden alosantagonistas
del Glu, comoe 7CK, el CPPy el MK-801(+), empleadosparala
proteccion de las neuronas del cerebro contra la muerte por
excitotoxicidad'®5t, Por lo tanto, la determinacién de la
composiciénoligoméricadelosNMDARsenlosdistintostipos
celulares, asi comolaexploraciondel oscircuitosglutamatérgicos
delaretinareviste particular importanciaen el futuro.

El andlisis de los mecanismos que controlan el recambio de
subunidadesdelosNMDARsy, consecuentemente, €l ajustede

sus propiedades alos cambios genéticos y epigenéticos que
subyacen la plasticidad tanto durante el DE, como en el SN
diferenciado, requiere un modelo animal adecuado para su
estudio. Laretinadel pollorepresentaun excelentemodel o para
esteprop0sito, yaqueexpresade maneraorquestadatodaslas
isoformasdeNR1y todaslassubunidadesdetipoNR2alolargo
del DE.
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