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Summary

The role of glutamate as an excitatory neurotransmitter is
mediated by transmembrane proteins that differ in terms of
its mechanism of transduction. In the case of fast excitatory
neurotransmission, the existence of varicus types and
subtypes of glutamate-gated ion channels that differ
structurally and functionally from other neurctransmitter
receptors, explains the diverse effects observed of this
aminoacid in the central nervous system. Because of its
participation in processes such as neurogenesis during
development, synaptic plasticity, which is thought to be the
basis for memory and leaming, and neurotoxicity in convulsive
and neurodegenerative illnesses such as epilepsia, Parkinson
and Alzheimer's disease, isquemia and hypoxia, N-metil-D-
aspartate (NMDA) receptors have been the subject of
numerous studies. Cloning of a great variety of glutamate-
receptor subunits ¢cDNAs and the possibility of its expression
in heterologous systems has allowed their characterization in
terms of localization, structure and molecular function. The
evidence provided in the last 10 years indicates that the
expression of these subunits is controlled spatially and
temporally during the development and adult stages, as
expected of a receptive system. This review intends to give a
general view of the molecular characteristics of recombinant
NMDA receptors comparing them with studies on native
recaptors and with emphasis in the glycine binding site, which
is of great importance to understand the modulation of thase
membrane proteins.
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La diversidad funcional de la neurctransmision excitadora
rapida en el sistema nervioso central se debe a la existencia
de varios lipos y subtipos de receptores glutamatérgicos for-
mados por 5 subunidades protéicas, que forman un canal
catiénico inespecifico. La clonacién de una gran variedad de
secuencias complementarias de DNA (¢cDNA) que codifican
estas diferentes subunidades de receptores, y la posibitidad
de emplear sistemas heterdlogos de expresion, permiten lo-
calizar y caracterizar la estructura y la funcidn de los mismos.
Por su participacion en fenémenos como la sinaptcgénesis
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durante el desarrollo, la plasticidad sindptica en la que se
basa el aprendizaje y la memoria, y la neurotoxicidad que
se presenta en diferentes enferrmedades convulsivas y neuro-
degenerativas como la epilepsia, el mal de Parkinson, la en-
fermedad de Alzheimer, la hipoxia y la isquemia, el receptor
de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) ha sido
objeto de numerosos estudios; su actividad puede ser modu-
lada por varios compuestos, tanto endégenos como exdgenos,
y particularmente por la glicina que es coagcnista del
glutamato. El objetivo de esta revision es dar un panorama
general de las caracteristicas moleculares de los receptores
de NMDA en estudios de expresion heterdloga, vy establecer
una comparacidn con estudios similares llevados a cabo en
receptores neuronales, haciendo hincapié en el sitio del
coagonista glicina, que es de gran importancia para compren-
der coOmo se lleva a cabe la modulacién de la actividad de
estas proteinas de la membrana.

Palabras clave: Neurotransmisién excitadora, receptor de
NMDA, glicina, clonacidn, farmacologia.

Introduccion

El acido L-glutamico es el principal neurotransmisor
excitador en el cerebro, en la médula espinal v en la
retina de los vertebrados. L.a demostracion de la exis-
tencia de receptores para aminodcidos excitadores vy
de su participacién en la transduccién de sefales en
neuronas y células gliales, ha contribuide de manera
importante al estudio de la neurofisiologia molecular.
Mientras que la funcidén de estos receptores en los cir-
cuitos neurales de la retina estd menos estudiada, en
el sistema nervioso central (SNC) se les ha asociado
con procesos de memoria y de aprendizaje, ya que en
-preparaciones in vitro su actividad modifica la eficacia
sindptica de las neuronas que los expresan. Por otra
parte, la actividad anormal de estas moléculas puede
causar la muerte de las neuronas durante procesos
como la isquemia y la hipoxia, e incluso se ha propuesto
su paricipacion en enfermedades de tipo neurcde-
generativo como el Alzheimer (30).

La clasificacion de los receptores celulares puede
hacerse en términos del mecanismo de transduccion
con el que se asocian. En el caso de los receptores
activados por glutamato, existen receptores metabo-
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trépicos {acoplados a proteinas G) y receptores
ionotrépicos (canales idnicos operados por ligando)
que, a su vez, se clasifican con base en un perfif farma-
coldgico y se denominan de acuerdo con el agonista
mas potente. En términos generales, los receptores
metabotropicos corresponden a una sola cadena
protéica que atraviesa 7 veces la membrana, mientras
que los receptores ionotrépicos estan formados por
varias subunidades, algunas de las cuales pueden
modificarse por procesos postranscripcionales, como
el corte alternativo y la edicidn, lo que lleva a modifica-
ciones importantes en la funcién de los receptores
{13,30}.

La clasificacién de los receptores ionotrépicos acti-
vados por glutamato se basa en dos grandes grupos:
los canales activados por el N-metil-D-aspeartato (recep-
tores NMDA) y receptores que no se activan por dicho
compuesto (recepteres no-NMDA). Los receptores no-
NMDA se activan por el acido a-aminog3-hidroxi-5-metil-
4-isoxazol propiénico (AMPA) y por el kainato; se ca-
racterizan por tener cinética de apertura rapida y su
actividad se antagoniza por quinoxalinas como la 6-
ciano-7-nitroquinoxalina-2, 3-diona (CNQX) v por la
isotinoxima NS-102, respectivamente. En contraste, los
receptores de NMDA presentan cinética de apertura
lenta, y entre sus antagonistas se encuentran el acido
D-2-amino-5-fosfopentandico (AP5) y el acido 3-{([RS]-
2-carboxipiperazin-4-il)-propil-1-fosfénico (CPP) en el
sitio de reconocimiento a glutamato (26).

Este receptor es un canal cationico que en condicio-
nes fisiologicas hiperpolarizantes esta bloqueado por
el ion Mg?* en forma dependiente del voltaje, y se re-
gula por varios ligandos entre los que se encuentran la
glicina, el zinc, los protones, los agentes redox y las
poliaminas espermina y espermidina, que junto con los
denominados blogqueadores de canal, como los
anestésicos disociativos ketamina, fenciclidina y el
maleato de dizocilpina (MK-801), tienen sitios de unién
especificos en el receptor, distintos entre si, y cuyas
caracteristicas bioquimicas varian segin la regién del
SNC de que se trate (52).

La clonacién de genes correspondientes a subuni-
dades de una gran variedad de receptores glutamatér-
gicos por medio del uso de secuencias del DNA compie-
mentario (cDNA), y la posibilidad de emplear sistemas
de expresion heterdlogos, permite caracterizar a nivel
molecular la localizacion, la funcién y ta estructura de
estas moléculas (30) {fig. 1}, y comprueba la existen-
cia de subtipos de receptores que habian sido identifi-
cados mediante el uso de técnicas indirectas (25). Asi
pues, a la fecha existe un gran nimero de publicacio-
nes en las que se describen las caracteristicas de los
receptores de NMDA (subunidades- NR1a-h, NR2A-
D) empleando técnicas electrofisiolégicas, bioquimicas,
inmunocitoquimicas y de biologia molecular (analisis
de la secuencia y localizacion de acidos nucléicos y
proteinas correspondientes a estas subunidades).

El objetivo de esta revision es dar un panorama ge-
neral de las caracteristicas moleculares de los recep-
tores de NMDA en los estudios de expresién de los
mismos, en combinaciones predeterminadas, usando
sistemas heterdlogos, y establecer una comparacion
con estudios similares de receptores neuronales, ha-
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Figura 1. Distribucion de los dominios transmembranales en
las subunidades de los canales operados por ligando. A, re-
ceptores no glutamatérgicos; B, receptores giutamatérgicos.
Estos modelos se basan en el andlisis de la secuencia de los
aminodcidos de las subunidades de diversos receptores
ionotrdpicos, estudios que han sido corroborados y comple-
mentados empleando técnicas de biologia molecuiar. Los
receptores glutamatérgicos difieren tanto en el ndmero de
dominios transmembranales como en la distribucién de do-
minios extracelulares e intracelulares (11,50}. Por otra parte,
los sitios de reconocimiento de los ligandes presentan
homologia con las proteinas periplasmicas de origen
bacteriano {11).

ciendo hincapié en el sitio de glicina insensible a
estricnina, que es de gran importancia para compren-
der como se lleva a cabo la modulacion de estas pro-
teinas de la membrana.

Distribucion de los receptores de NMDA

Los receptores de NMDA se distribuyen en practica-
mente todo el sistema nervioso central, pero especifi-
camente en areas de la corteza cerebral, de los ganglios
basales y de aquellas relacionadas con los sistemas
sensoriales (figs. 2 y 3). Los estudios electrofisiolégicos
y con radicligandos indican que las caracteristicas
bioquimicas del receptor de NMDA varian en las dife-
rentes regiones del SNC. En particular, las variacio-
nes regionales de la unién especifica del dcido L-gluta-
mico-°*H, de Cpp-°*H y de la modulacién de la unién de
MK-801-*H por los diversos agonistas y antagonistas
del &cido glutamico, han llevado a identificar cinco
subtipos de receptores: los que tienen preferencia por
los agonistas, los que tienen preferencia por los anta-
gonistas, los de tipo talamico medio, los receptores de
tipo cerebelar y los receptores presinapticos en las
neuronas dopaminérgicas del focus coeruleus y en las
noradrenérgicas de la sustancia negra (21,49).

Hay 2 tipos de subunidades de estos receptores,
denominadas NR1 y NR2. De la primera se han identi-
ficado 8 variantes postranscripcionales y de la segun-
da, 4 proteinas codificadas por genes diferentes (fig. 2)
(12). Estas subunidades presentan un patrén de ex-
presidn y de localizaciéon que en ocasiones se sobre-
pone. En términos generales, se sabe que la subunidad
NR2A se expresa tan ampliamente como la subunidad
NR1, lo cual indica la existencia de un receptor de
NMDA con una composicién heteromeérica comuin en
las neuronas de diversas regiones del sistema nervio-
50 central; la subunidad NR2B se expresa predomi-
nantemente en el cerebro anterior y se colocaliza con



cionales del mMRNA de la subunidad NR1 determinada por
hibridacién in situ con oligonucledtidos antisentido marcados
con 28 en los cortes horizontales del cerebro de la rata. La
posicién relativa de los 3 sitios de corte alternativo en el mRNA
de esta subunidad (exones 5, 21 y 22) ha dificultado la localiza-
¢idn de cada una de las 8 variantes empleando esta téchica,
por lo que sélo se han podide identificar aquellas variantes
que presentan (NR1b) o carecen (NR1a) del exén 5, asi como
cuatro combinaciones en las que intervienen los exones 21 y
22. La presencia o ausencia de un ex6n se indicacon 100
respectivamente, y X si no se conoce con precisidn. Se enu-
meran de izquierda a derecha el exén 5, 21 y 22. Abreviatu-
ras: 1, drea CA1 del hipocampo; 3, area CA3 del hipocampo;
A, corteza anterior cingulada; AV, tdlamo anteroventral; E,
corteza entorrinal; CB, cerebelo; H, hipocampo; M, cerebro
medio; O, bulbo olfatorio; P, corteza parietal; S, septo; St,
estriado; y T, tdlamo (Tomadoe de Monaghan y col. [1997],
con permiso de Humana Press) (26).

la subunidad NR2A en la corteza cerebral, en el hipo-
campe y en el cuerpo estriado, mientras que la
subunidad NR2C se expresa en el cerebelo, en el tala-
mo y en el bulbo olfatorio. Con respecto a la subunidad
NR2D, ésta se localiza predominantemente en las es-
tructuras del diencéfalo, del cerebro medio y del tallo
cerebral; en estas dos Oltimas estructuras se colocaliza
con la subunidad NR2A. En el tdlamo y en el bulbo
olfatorio se expresan y se colocalizan las 4 subunidades
NR2 (fig. 3) (43).

Receptores de NMDA expresados
en sistemas heterélogos

Comao ya se ha mencionado, el receptor de NMDA
es un canal catidnico que en condiciones fisiologicas
hiperpolarizantes estd bloqueado por el ion Mg?*. Los
experimantos electrofisiolégicos y bioquimicos han
demostrado que la activacion del canal del receptor
requiere cuando menos de dos fendmenos secuencia-
les: una despolarizacién que permita eliminar el blo-
queo del cana! por el Mg (52), y la unién del acido
glutdmico (que es el agonista principal) v de la glicina
(coagonista) a sus respectivos sitios (17,51), La acti-
vacion del receptor consiste en un incremento en la
apertura de un canal permeable al potasio y al sodio,
pero principalmente al calcio con la consecuente acti-

vacién de procesos celulares dependientes de este
segundo mensajero. Los estudios de expresidn de
subunidades correspondientes al receptor de NMDA
en los sistemas heterdlogos se han hecho tomando en
cuenta estas caracteristicas que, a nivel molecular,
definen a los receptores glutamatérgicos activados por
NMDA.

1 os sisternas de expresion heterélogos mas emplea-
dos son los ovocitos de Xenopus y las célutas de riiién
HEK-293 de mamifero. Las 8 versiones de la subunidad
NR1 que se conocen hasta la fecha pueden clasificarse
en dos grupos: las subunidades que presentan un do-
minio de 21 aminoacidos en la regién amino terminal,
codificada por el exdn 5 del gene (NR1 “b” 0 NR1 e-h},
y las subunidades gque no lo presentan {(NR1 "a” o
NR1a-d) (12). Practicamente todos los estudios han
empleado la subunidad NR1a para ser coexpresada
con alguna o varias subunidades NR2. La razén de
coexpresar dos tipos de subunidades se basa en estu-
dios anteriores en los que se determiné que la sola
expresion de subunidades NR2 no genera receptores
funcionales, y que la expresion de canales homomé-
ricos NR1 da como resultado canales que aunque son
activados por glutamato o NMDA s&n presencia de
glicina y se bloquean por Mg?* de manera dependiente
del voltaje, presentan corrientes de muy baja amplitud
con respecto a los receptores neuronales; en cambio,

Figura 3. Hibridacién /r situ del mRNA de las cuatro subuni-
dades NR2: A, NR2A; B, NR2B; C, NR2C, y D, NR2D usando
oligonucleétidos antisentido marcados con *S. Abreviaturas:
AV, tdlamo antercventral, CB, cerebelo; G, capa glomerular
del bulbo olfatorio; GCL, capa de las células granulares del
crebelo; M, gemiculado medio; MT, nicleo talamico de la li-
nea media; S, septo; St, estriado; y V, tdlamo ventroposterior
(Tomado de Monaghan y col. [1997], con permiso de Huma-
na Press) (26).
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cuando se coexpresan, subunidades NR1 y NR2, se
observa un incremento en la amplitud de la corriente
que es similar a la observada en lfos receptores nati-
vos. Las subunidades NR2 modulan la actividad de los
receptores NMDA: el bloqueo por Mg, la sensibilidad
a la glicina (15,20,27}, la cinédtica de apertura del canal
(27), la conductancia del mismo (38), la modulacién
redox {19,39), la afinidad por los agonistas y antago-
nistas e, incluso, el efecto de las poliaminas (46,47).

Un aspecto notable es que tanto en los receptores
homoméricos NR1 como en los heteroméricos NR1-
NR2, la presencia de la secuencia de 21 aminoéacidos,
codificada por el exén 5 de la subunidad NR1, deter-
mina varias caracteristicas importantes de la modula-
cién de tos mismos, ya que Jas subunidades NR1"a”
confieren al receptor caracteristicas como la inhibicién
de la actividad del canal por el pH (40) la potenciacién
por Zn?* y Ni?* a bajas concentraciones (mM) (12), por
poliaminas de manera dependiente de la concentra-
cién de glicina (7,46) y por histamina (45).

a. Coexpresion de las subunidades NR1a/NR2A

La expresién de la subunidad NR2A en el sistema
nervioso central presenta una distribucién muy pareci-
da a la de los receptores de NMDA con alta afinidad
por los antagonistas del glutamato, como el CPP-°H y
el CGP 39653-*H (ejemplificados por los receptores de
las capas externas de la corteza parietal y del estriado
lateral) (5,21).

El bloqueo por Mg?* dependiente de voltaje es ma-
yor a los potenciales negativos en los receptores NR1a/
NR2A, comparados con los receptores NR1a/NR2C y
NR1a/NR2D cuando se expresan en células HEK-293
de mamifero (6,28). La constante de tiempo de cierre
de estos heterdmeros es la mas rapida, siendode 3 a
4 veces menor que la de los heteromeros NR2B o
NR2C, y hasta 40 veces menor que la de los heterd-
meros que incluyen a la subunidad NR2D (28); ade-
mas estos receptores se distinguen por ser canales de
mas alta conductancia que los formados por las sub-
unidades NR1a/NR2C y NR1a/NR2D (29) (figs. 4-5).
Con respecto al efecto de las poliaminas sobre estos
receptores, se ha observado que la espermina estimula
la actividad del canal de una manera dependiente de la
concentracion de glicina {incrementando la afinidad por
la glicina) y 1a bloquea en forma dependiente del voltaje
a altas concentraciones {47). Por otra parte, el etanol
inhibe la corriente en los receptores recombinantes con
la siguiente potencia: NR1a/NR2A = NR1a/NR2B >
NR1a/NR2C, sin modificar la Ec50 de la glicina (24).

b. Coexpresion de las subunidades NR1a/NR2B

La expresion de las subunidades NR1a y NR2B se
correlaciona con la distribucion de los receptores de
NMDA con alta afinidad por los agonistas (relaciona-
dos con los receptores del estriado medio) (5). En la
rata, la subunidad NR2B se expresa predominantemen-
te en el cersebro anterior de los neonatos, asi como en
el estriado medio y en el cerebelo, del que practica-
mente desaparece en los adultos (28,42). Los estu-
dios funcionales demuestran que los receptores que
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Figura 4. Distintos estados de conductancia observados en
los receptores de NMDA heterémericos expresados en
ovocitos de Xenopusy medidos empieando la técnica de fija-
cion de voltaje (palch clammp, outside ouf). (a) Los registros
corresponden a canales unitarios presentes en los parches
de ovocitos que expresan distintas combinaciones de
subunidades del receptor de NMDA. Los registros fueron
hechos a -60 mV empleando un filtro a 1 kHz (-3dB) con fines
ilustrativos. Los canales fueron activados con dcido L-gluta-
mice 100 mM en presencia de 1 o 10 uM de glicina. Las li-
neas punteadas indican las amplitudes promedio de los dos
componentes de las distribuciones de amplitud (tomado de
Morrisett [1997], con permiso de Humana Press) (29).
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Figura 5. Distribuciones de amplitud de los estados de
conductancia de los canales unitarios de los receptores de
NMDA expresados en ovocitos de Xenopus. En cada caso,
se ajusté una mezcla de dos funciones Gausianas a las am-
plitudes de apertura con duracidn > 99.8% de su amplitud
total. El promedio de las amplitudes de los canales unitarios,
los errores y los porcentajes del total de las aperturas por
cada nivel de conductancia se indican en cada caso (tomado
de Morrisett [1997], con permiso de Humana Press) (29).



incluyen esta subunidad presentan una mayor afinidad
por los coagonistas glutamato y glicina que los recep-
tores NR1a/NR2A (5).

En un estudio reciente, se ha descrito la farmacoiogia
de los receptores de los NMDA humanos (NR1a/NR2A
y NR1a/NR2B), expresados en células de ratén, em-
pleando antagonistas marcados radicactivamente. La
unién especifica del antagonista del sitio de glicina,
L-689,560-°H, se inhibe por glicina, D-serina, D-alanina
y el acido 1-amino-ciclopropil carboxilico (ACPC), con
constantes de inhibicidén practicamente iguales. Sin
embargo, la afinidad por los agonistas del sitio de glicina
en los receptores NR1a/NR2B aumenta proporcional-
mente a la cencentracion de la subunidad con respec-
to a la subunidad NR2B, y no asi con ei aumento de la
subunidad NR2A. En cambio, el aumento en la propor-
cién de subunidades NR1a disminuye hasta diez ve-
ces la afinidad por los agonistas mencionados (10).

Tanto los receptores NR1a/NR2A, como los receptores
NR1a/NR2B, forman canales de alta conductancia; los
blogueadores de canal ketamina y memantina, que
presentan una fuerte dependencia del voltaje, asi como
una cindtica rapida de bloqueo del canal, presentan
una mayor afinidad por los receptores NR1a/NR2B {(10),
mientras que la poliamina argiotoxina bloquea el canal
con la siguiente potencia: NR1/NR2B > NR1/NR2A >
NR1/NR2C (34). El efecto del Mg?* es compiejo, ya que
a bajas concentraciones potencia la actividad del ca-
nal, y a mayores concentraciones la inhibe (10). Por
otra parte, la poliamina espermina modula los recepto-
res NR1a/NR2B de cuatro maneras distintas, como
puede verse en el cuadro 1.

¢. Coexpresion de las subunidades NR1a/NR2C

En el cerebelo, asi como en ciertas neuronas del
hipocampo rastringidas a la capa granular, se ha de-
mostrado la presencia de altos niveles de expresién
de la subunidad NR2C (5). Usando métodos de unidn
de radioligandos, se ha demostrado que las células
granulares del cerebelo expresan dos tipos de recep-
tores, uno de alta y otro de baja afinidad por antago-
nistas como el CPP. Estos datos coinciden con los re-
sultados obtenidos usando técnicas de biologia
molecular en los que se cbserva una afinidad 100 ve-
ces mayor por el CPP en los heterémeros NR1a/NR2A
que en los NR1/NR2C (21}. En los estudios electrofisio-
légicos se ha observado que los receptores cerebelares
tienen baja afinidad por los anestésicos disociativos y
por el MK-801, ademas de ser insensibles a la poten-
ciacion por el coagonista glicina, y por los antagonis-
tas del sitio de la glicina, 7-cloro kinurenato y CNQX
{36). Los estudios con radioligandos indican que mien-
tras la unién de acido 5, 7-diclero-kinurénico-*H no se
modifica ¢onsiderablemente por la composicion hete-
romérica (1,21), la afinidad por el agonista glicina es
mayor en los receptores NR1a/N R2C que en cualquier
otra combinacion de subunidades NR1/NR2 (5,41).

d. Coexpresion de las subunidades NR1a/NR2D

Los receptores de NMDA localizados principalmen-
te en los ndcleos de la linea media del talamo, el giro

dentado del hipocampo y el bulbe olfatorio, se carac-
terizan por la presencia de la subunidad NR2D (5), cuyo
estudio se ha visto restringido por problemas de ex-
presion diferencial (14,15,47) (cuadro 1).

Receptores nativos

Uno de los principales problemas en neurociencias
consiste en explicar cémo contribuyen los fenémenos
que ocurren a nivel sinaptico a la generacion de las
conductas y los procesos mentales. La amplia distri-
bucién de los receptores glutamatérgicos en el SNC y
en particular en las sinapsis corticales durante af de-
sarrollo, asi como en las etapas posteriores, indica una
participacién importante de éstos en los procesos fun-
cionales que alli se llevan a cabo. El requerimiento del
coagoenista glicina y la dependencia del voltaje de una
conductancia de calcio (un segundo mensajero) son
algunas de las caracteristicas que han llevado a pro-
poner que los receptores de NMDA forman parte de
los sistemas de comunicacion neuronal y glial, que son
importantes en la regulacion de la actividad del SNC,
como la integracion temporal, las respuestas ritmicas
y la plasticidad sindptica, entre otros.

Se ha propuesto que la existencia de subtipos de
receptores de NMDA obedece a una regulacion
transcripcional de la sintesis de los distintos mRNA de
las subunidades que los conforman, asi como a modi-
ficaciones postranscripcionales. A pesar de saberse
que las subunidades con mayor expresién en el tejido
nervioso son la NR1a y la NR2A, y de que existe una
correlacion entre las caracter(sticas observadas en las
preparaciones de tejido nervioso y las observadas en
los estudios de expresién en los sistemas heterélogos,
adn no ha sido posible determinar con precision cual
es la composicién heteromérica de los receptores de
NMDA. Esto podria deberse (como lo sugiere la
coexpresion de 3 tipos de subunidades en un receptor
en sistemas heterdlogos) (41) a la presencia in vivo de
varias posibles composiciones heteroméricas, con pa-
trones espacio-temporales de expresion definidos du-
rante el desarrollo y la edad aduita como resultado de
la experiencia. Por mencionar sdlo algunos ejemplos:
los niveles del mRNA de la subunidad NR2C se
incrementan después de un fenédmeno hipéxico (32);
el etanol modifica las caracteristicas de unién de va-
rios ligandos radioactivos, lo que sugiere un cambio
en la composicién de subunidades en los receptores
(37); la expresidn del mRNA de la subunidad NR2C se
incrementa en los ratones que presentan susceptibili-
dad a desarrollar lesiones epilépticas audiogénicas
(23). Por otra parte, se sabe que la distribucidén de las
subunidades NR1 en la membrana no es un proceso
aleatorio, sino regulado por modificaciones covalentes,
como las fosforilaciones en los residuos especificos
{8). La determinacion de la estequiometria y la distri-
bucion de las diversas conformaciones de estos recep-
tores en la membrana neuronal y glial, sera determi-
nante para hacer un mapa funcional a nivel celular que
pueda servir de base para comprender ¢cémo funciona
un circuito neural en particular.
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CUADRO 1
Modulacidn de receptores de NMDA por diversos ligandos: ensayos funcionales

NR1b NR1a | NRt1a/ | NR1a/ | NRt1a/ | NRia/
NR2A | NR2B | NR2C | NR2D

Efecto de la espermina (47)
a. Estimulacién independiente de glicina. no sf no si no no
b. Estimulacién dependiente de glicina (incremento en la afinidad

por ia glicina). si sf sf si no no
¢. Inhibicién dependiente del voltaje. ? si si si no no
d. Disminucion en la afinidad de los agonistas (sitio del glutamato) ? si no si no no
Efecto de metales divalentes £49).
a. Estimulacién por Zn2+ y Ni2* (bajas concentracionss). no si no* no* no* no*
b. Inhibicién por Zn2+*, Ni2+ y Co?+ (altas concentraciones). sl si si sf si sf
Efecto de la histamina (47,49).
a. Estimulacion (bajas concentraciones) no si no sf no no
b. Inhibicién (altas concentraciones) si si si sf si sf
Efecto del ifenprodil (47,49).
a. Afinidad relativa por el ifenprodil ? alta baja alta baja baja
b. Inhibicién (bajas concentraciones) ? si no si no no
c. Inhibicidn (altas concentraciones) ? si si si si si

Inhibicién por protones (49). no s si sf si sf
Efecto de agentes redox (49).
a. Estimulacidn por DTT (reductor) no ne si sf sf si
b. Inhibicién por DTNB (oxidante) no ne sf sf si si

*se inhibe

Los receptores de NMDA en la retina

A finales de la década de los afios 80 se descubrid
el coagonismo de los aminoacidos giicina y acido L-
glutamico en el receptor de NMDA (16,18), desde en-
tonces, el estudio de la neurotransmisién excitadora
se ha centrado en la determinacion de la estructura de
éste y de otros receptores canal activados por gluta-

mato. Se ha demostrado que estos receptores canal
pertenecen a un grupo de proteinas con una historia
comun, ¥ que la heterogeneidad estructural lleva a una
heterogensidad funcional que puede servir como com-
plemento para el estudio de la neurotransmision
excitadora en otros tejidos neurales como la retina.
En la retina de la rata se ha descrito la expresion de
los RNA mensajeros (MRNA) que codifican para las

CUADRO 2
Afinidades y densidades relativas de diversos radioligandos
en receptores de NMDA neuronales

Bmax Kd nH
{pmolimg (nM}
de proteina)
Membranas de cerebro antericr {corteza cerebral e hipocampo de rata) (2,10,31,44)
MK-801-3H 475 6.86 <1.00
L-6895603H 5.93 2.77 1.00
CGP 39653°H 3.47 8.59 1.00
GlicinaH 3.10 130.00 1.00
2.31 112.00 n.d.
8.80 138.00 n.d.
5, 7 dicl-kinSH 14.50 69.00 n.d.
Membranas de cerebelo de rata (31,44)
Glicina3H 0.87 310.00 1.00
3.52 64.50 < 1.00
18.70 619.00 < 1.00
Membranas de células granulares de cerebelo de rata (31).
GlicinaH 3.60 1900.00 1.00

n.d. = no determinado

Bmax, densidad relativa; Kd, constante de afinidad; nH, coeficiente de Hill. MK-801 = Maleato de dizocilpina (antagonista no competitivo, bloqueador de
canal); L689, 560 = (1)-4-trans-2-carboxi-5, 7-dicloro-4-fenilamine carbonilamino- 1, 2, 3-tetrahidroquinclina {antagonista del sitio de glicina); 5, 7 dicl-

kin = 5, 7 dicloro kinurenato (antagonista del sitio de glicina).
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CUADRO 3
Afinidades y densidades relativas
de diversos radioligandos
en receptores de NMDA recombinantes

Bmeéx Kd nH
{(pmol/img
de proteina) {nM)
NR1aNR2A (10,21)
MK-801-2H 1.84 4.28 1.00
n.d. 4.90 n.d.
L-689, 560-3H 2.61 3.24 1.00
5, 7 dicl-kin-*H n.d. 59.00 nd.
NR1a/NR2B (10,21)
MK801-3H 0.69 8.61 1.00
n.d. 5.60 n.d.
£-689, 560-°H 1.01 3.98 1.00
5, 7 dicl-kin-*H n.d. 97.00 n.d.
NR1a/NR2C {21).
MK-801-3H n.d. 189.00 n.d.
5, 7 dicl-kin-3H n.d. 113.00 n.d.
NR1a/NR2D (21).
MK-801-°H n.d 151.00 n.d.
5, 7 dici-kin-*H n.d. 113.00 n.d.

n.d. = no determinado

Brnéx, densidad relativa; Kd, constante de afinidad; nH, coeficients
de Hill. 'MK-801 = Maleato de dizocilpina {antagcnista no
competitivo, bloqueador de canal); L689, 560 = (+)-4-trans-2-
carboxi-5, 7-dicloro-4-fenilaminc carbonilamino- 1, 2, 3-tetrahidro-
quinolina {antagonista del sitic de glicina); 5, 7 dicl-kin =5, 7 dicloro
kinurenato (antagonista del sitic de glicina).

subunidades NR1, NR2A, NR2B y NR2C (4). La
farmacologia de los receptores de glicina, insensibles
a la estricnina en la retina de los pollos de uno a cinco
dias de nacidos, sugiere que dicho sitio forma parte
del receptor de NMDA (22). El estudio farmacolégico
de la afinidad de los agonistas por el sitio de glicina en
las membranas de las capas plexiformes externa e in-
terna, demuestra que el orden de eficiencia es: glicina
ACPC > D-serina, lo cual corrobora lo observado por
otros investigadores en kas membranas del cerebro
(33). Dichos receptores son insensibles a la estricnina
y a la B-alanina (compuestos que interactian prefe-
rentemente con los receptores inhibidores), asi como
a otros compuestos analogos de la glicina que actian

sobre el receptor de NMDA, como el 7-cloro-kinurenato
y la quinoxalina ACEA-1021.

Por ofra parte, hay evidencia de que los receptores
de NMDA en {a retina del pollo presentan baja afinidad
por el antagonista no competitivo MK-801, y poca sen-
sibilidad al bloqueo por Mg* (3). Los receptores de
NMDA que contienen la cadena NR2C tienen un perfil
farmacolégico caracteristico, definido por una baja afini-
dad por los antagonistas del sitio de glicina. Asimismo,
{a inhibicién no competitiva de la unién de glicina-*H
por la poliamina espermina tnicamente se ha demostra-
do en la retina (35). Los experimentos en los sistemas de
expresion heterdlogos indican que los receptores hetero-
méricos de cada una de las variantes postranscrip-
cicnales de la subunidad NR1 no difieren en su afini-
dad por la glicina ni por el &cido 5, 7 dicioro kinurénico-
®H (1,9) (cuadros 2 y 3). Las caracteristicas farmaco-
logicas de la unién de glicina-*H, descritas en la refina,
corresponden a un sitio de unidn en el receptor de
NMDA con muy baja afinidad por los antagonistas, por lo
que una hipétesis plausible para explicar las diferen-
cias observadas en la inhibicién de la unioén de glicina-
3H por estos compuestos a las membranas sinap-
tosomales de ia retina, es que la edicion de subuni-
dades NR1, que forman el sitio de union a glicina en
estos receptares (11), sea un factor determinante de
las caracteristicas molecutares de éstos en la retina.

La diversidad fenotipica ds los receptores de NMDA
se ha correlacionado con la existencia de varias
subunidades homdlogas que determinan las caracte-
risticas funcionales de los mismos en distintas regio-
nes del SNC; sin embarge, adn no hay una tecria que
explique las relaciones existentes entre la interaccién
de ligandos, la actividad del canal, y los distintos esta-
dos conformacionales de estas proteinas de membra-
na en relacion con un comportamiento especifico. El
problema es mucho mas complicado de lo que parece,
sin embargo, el estudio de |la neurotransmision excita-
dora retroalimenta el conocimiento que se tiene sobre
otros sistemas de transduccién. Actuaimente, la estruc-
tura y funcion de los receptores glutamatérgicos se
encuentra en uno de sus mejores momentos y, en pers-
pectiva, el desarrollo de drogas que puedan aliviar los
efectos derivados de la sobrestimulacién de estos re-
ceptores en condiciones patolégicas es un area que
podria beneficiarse con estos estudios.
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