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1. ANATOMÍA DE LA RETINA DE VERTEBRADOS

La retinade los vertebradosestáformadapordoscapasconestructuracelulardistinta.

El epitelio retinianoo pigmentadoesla capamásexternaen íntimo contactocon la coroides.

Como su nombreindica, esun epitelio uniestratificadode origen neuroepitelial.Suscélulasse

caracterizanporposeerunagran cantidadde gránulosde melaninaen su citoplasma.La misión

principal deestacapaesabsorberla luz no captadapor los fotorreceptoresy servir depantalla

para evitar que la luz que incide por la parte posterior del globo ocular llegue a los

fotorreceptoresconfiriendode estemododireccionalidada la visión. La capamásinternaesla

retina neural. Esta capa está formadaexclusivamentepor tejido nervioso, encontrándose

solamenteneuronasy células gliares(Reichnbachy Robison, 1995). En esteapartadonos

centraremosúnicamenteen la descripciónanatómicade la retinaneural.

1.1. CAPASDE LA RUTINA

La retinaneuraldelos vertebradosposeedoscaracterísticasfUndamentalesEs unaretina

invertida, por tanto la luz deberatravesarel resto de las neuronasantesde alcanzara los

fotorreceptoresqueseencuentranen la partemásprofUnda(Latid y Fernald,1992). La segunda

caracteristicaessuestructuralaminar.La reúnaneuralsepuededividir en unaseriedeestratos

queacontinuaciónsedescribenbrevemente,comenzandodesdela capamásexterna,o próxima

al epitelio pigmentado,haciala más interna.La nomenclaturautilizadaparalas abreviaturasde

las capasretinianasesla aceptadapor la comunidadcientifica:

a) Capade los segmentosexternos<OS

)

Esla capamásexternay seencuentraembebidaenel epitelio pigmentado.Estáformada

porlos segmentosexternosde los fotorreceptoresy, por tanto, esla únicapartefotosensiblede

la retina.

b) Capa delos segmentosinternos(15)

.

En estacapaselocailza la partedel cuerpocelularde los fotorreceptoresqueseencuentra

en contactocon el segmentoexternoy sedenominasegmentointerno. Es la encargadade

satisfacerlas necesidadesmetabólicasde la fotorrecepción.
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e) Cana nuclear externa (ONL)

.

En estacapaselocalizan los núcleosde las célulasfotorreceptoras

d) Capa plexiforme externa (OPLL

En estacapaselocalizanlos axonesde los fotorreceptoresy las dendritasde las neuronas

de la INL. Por tanto, tiene lugar los contactossinápticosentreéstetipo celular, las células

bipolaresy las célulashorizontales.

e) Capanuclearinterna(¡NL)

.

Enestacapaseencuentranlos núcleosde la mayoriade las neuronasde la retina.Deeste

modo,los núcleosde las célulashorizontalesseencuentranen la partemásexternay sus axones

seextiendenhorizontalmente.Los núcleosde las neuronasbipolaresseencuentranen el centro

y susaxonesseextiendenverticalmente.Los núcleosde las célulasamacrinase interpíexiformes

seencuentranenlapartemásinternay susaxonesseextiendenradialmenteala ¡PL. En estacapa

tambiénselocalizanlos núcleosdelas principalescélulasglialesdela retina,las célulasde Múller.

1) Capa plexiforme interna (¡PL)

.

Enestacapaselocalizanlos contactossinápticosentrelas células

ganglionares.Estacapapuedesubdividirsea su vezen dossublaminas:

• Sublamina a: Mitad más externa en contacto con la INL. En

contactossinápticosentrelas célulasbipolaresy ganglionares0FF.

• Sublamina b: Mitad más interna en contacto con la GCL. En

contactossinápticosentrelas célulasbipolaresy ganglionaresON.

La ¡PL tambiénpuededividirse en 5 estratossiendoel estrato

y el estrato5 el máspróximoa la GCL (Ramóny Cajal, 1892)

bipolares,amacrinasy

estacapaserealizanlos

estacapaserealizanlos

1 el máscercanoa la IINL

g) Capa de las célulasganglionares (GCL)

.

En estacapa selocalizan los núcleosde las célulasganglionares
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h) Capa de las fibras ópticas

.

Constituidapor los hacesde los axonesde las células ganglionares.Una vez que

abandonanel ojo formanel nervio óptico, queconstituyela vía de transmisiónde la información

visual al sistemanerviosocentral.

En algunosgénerosdeanuros(Rana, Xenopus)sehandescritofibras retinopetalesen el

nervio óptico, contienenen su mayoríasubstanciaP, y correspondena cuerposneuronales

dispuestosen la lamina term¡naltv en el áreaseptopreóptica(hipotálamo). Su importancia

fUncional sedesconoceen la actualidad(Uchiyamaetal., 1988).

La estructuralaminaro estratificadade la retinaseconservaen todasuextensión,pero

la densidadcelularvaría.Los anurosterrestresposeenunabandadesdeel extremotemporalal

nasalde lazonaecuatorialde laretina,denominadabandavisual. Dicha zonatieneunadensidad

neuronaly de conossuperioral restodela retina,(Tsukamoto,1987; Zhangy Straznicky,1991).

Podríaconsiderarseunaestructuraanálogaa la fóveade los primates,cuyafUnción seríaaumentar

la agudezavisual facilitandola capturade presasvivas.Dichabandavisualno seobservaen las

especiesdeanurostotalmenteacuáticos,comoel géneroXenopus(Zhu eta!., 1990).

1.2. TIPOSDE CELULAS EN LA RETINA

1.2.1. EPITELIO PIGMENTADO

El epitelio pigmentadoes una capade células epitelialesque se encuentranentrela

coroidesy la capade célulasfotorreceptoras.Morfológicamentesus célulassonhexagonalesy

oscuras.La asimetríaesla principalcaracterísticade las célulasdel epitelio pigmentado,jugando

un papelmuy importanteen su flrnción. Lapartebasal(cercanaal endoteliocoroidal) seencuentra

muy replegadaparafacilitar el intercambiode nutrientesy desechosmetabólicosentreel epitelio

pigmentadoy el endoteliovascularretiniano.Además,las secrecionesde la partebasalde las

células del epitelio pigmentadoconstituyenla lámina basal. Esta lámina basalse encuentra

fisicamenteseparadade la láminabasaldel endoteliovascularcoroidalpor un espaciode matriz

extracelular.Ambasláminasbasalesjunto a la matrizextracelularconstituyelo quesedenomina

membranade Bruch’s(Hewitt, 1986).Fisiológicamente,la membranade Brusch’sconstituyela

denominadabarrerahematorretiniana(Vinores, 1995). Por tanto, una de las principales
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flincionesdel epitelio pigmentadoesel intercambiode sustanciasentrela circulaciónsanguínea

y la retina.

La superficiedelaparteapical(cercanaa los fotorreceptores)tambiénseencuentramuy

replegada,mostrandointerdigitacionesde distinto tamaño que facilitan el intercambio de

sustanciasentre las células del epitelio y los fotorreceptores.Las interdigitacionescortas

envuelvenlos segmentosexternosdeconosy bastones,mientrasque lasinterdigitacioneslargas

seproyectana lo largodelos segmentosexternos.Las membranasplásmaticasde las célulasdel

epitelio pigmentadoy los fotorreceptoresseencuentranseparadasfisicamenteporunacapamuy

estrechade matiz extracelulardenominadamatriz interfotorreceptora.Se cree que las

interdigitacionesy la matriz interfotorreceptorassonlas responsablesde la adhesiónretiniana

(Ostwaldy Steinberg,1980).

Lateralmente,lascélulasdel epitelio pigmentadoestánunidasporcomplejosde unión que

incluyen la zondaadherens(formadapor desmosonias),unionestipo OAP y en la partemás

apical la zónida occludens.Estaúltima zona apical sedenominaMembranade Verhoeff

(Rodieck, 1973) o barraterminal (Clark, 1986). Todasestasunionescontribuyende forma

importanteala integridadde labarrerahematorretiniana.

Finalmente,el citoplasmade las células del epitelio pigmentadoposeenuna seriede

orgánulosespecíficoscomo las gotaslipídicas (almacenanprincipalmentevitamina A y otros

retinoides), los gránulos de melaninay los fagosomasque intervienenactivamenteen la

protección,mantenimientoy renovaciónde los segmentosexternosde los fotorreceptores.

1.2.2. CELULAS DE MLJLLER

Son las principalescélulasglialesde la retinaneural.Jueganun papelimportanteen el

mantenimientoneuronalsuministrandonutrientes,reciclandoneurotransmisoresy eliminando

desechosmetabólicosy aislandolas sinapsisde los impulsos químicos o eléctricosde otras

sinapsisvecinas(Reichenbachy Robinson1995).Morfológicamentesecaracterizanporposeer

largasprolongacionesqueseextiendenocupandoel anchototal de la retinaneural.En la cara

externa,las célulasdeMúller estánencontactoconlos segmentosinternosde los fotorreceptores

mediantecomplejosde uniónformandola membranalimitanteexterna.En lacaravitrea!, los
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extremosde estascélulasse unen entresí mediantecomplejosde unión incluyendozonula

adherens,formandola membranalimitanteinterna.

1.2.3. FOTORRECEPTORES

Los fotorreceptoressonlas célulasde la retinaquevan a captarla señalluminosae iniciar

la transmisióndela informaciónvisual.La célulafotorreceptoradelos vertebradospuededividirse

en unaseriede regionesmorfológicay flincionalmenteespecializadas:

Segmentoexterno:

Esun orgánulomembranosoprocedentedela membranaplasmáticaque secaracterizapor

su estructuralamelarformadapordiscosapiladosy dispuestosperpendicularmenteal eje del

fotorreceptor.En las membranasde estosdiscosse localizan los pigmentosvisuales(opsina)

(Besharse,1986).

Segmentointerno:

Es la partedel fotorreceptorque seencuentraentreel segmentoexternoy el núcleo

celular.Secaracterizaporla presenciade orgánulosespecíficos:

Cilio. Carecede microtúbuloscentralesy seencuentraen contactocon los segmentosexternos

Su fUnción es estructuralmanteniendola diferenciaciónentrelas membranasdel segmento

externoe interno(Besharse,1986).

• Gotalipídica. Estácompuestaporlípidos insaturadoscoloreadosporcarotenoides.SufUnción

es actuarcomo un filtro de color, o fUncionar como una lente convergenteenfocandola luz

incidente sobrelos segmentosexternos.Unicamenteestápresenteen los conosde algunas

especies.

• Elipsoide.Estáformadopor unaagregaciónde mitocondriasencargadasde la producciónde

energíanecesariaparala fUnciónvisual.

• Paraboloide.Gránulosdeglucógenoquepodríanserun almacénde reservaparala actividad

metabólicadel segmentointerno.

• Mloide. Es la regióndel segmentointernoquecontieneel retículoendoplasmáticorugosoy el

aparatodeGolgi. En estazonatienelugar la síntesisde proteínasdel fotorreceptor,incluyendo

los propiospigmentosvisuales(Bird et aL, 1988).El mioide escapazde modificarsu longitud
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mediantecambiosen su citoesqueletocomo respuestaa estímulosluminosos(movimientos

retinomotores).

• Cuerpo celular.
Es la regiónquecontieneel núcleocelular.

• Cuerposináptico.

Es la terminaciónespecializadadondeseproducenlos contactossinápticosentrelas

célulasbipolaresy horizontales.

Atendiendoa la intensidadluminosaa la que respondany a la morfología de sus

segmentosexternoslos fotorreceptoressepuedendividir en dostipos:

a) Bastones

Los bastonesestánadaptadosparallevar acabosufUnción a bajaintensidadluminosa.

Morfológicamentesecaracterizanporsus segmentosexternoscilíndricos,alargadosy degran

tamaño(Zhangy Straznicky,1991).Los discosmembranososson independientesde lamembrana

plasmáticasiendoorgánulosintracelulares.Susnúcleossesitúanen la mitad exteriordela ONL.

Enlos anurossehandescritodossubtiposdistintosatendiendoasu morfologíay a la naturaleza

del pigmentovisual (Witkovsky et al., 1981; Zangy Straznicky, 1991):

- Bastonesde A laraa:Sonlos mayoritarios.Sumáximode absorciónseencuentranentre523 y

502 nm dependiendode la especiey susterminalessinápticosseencuentranen la zonamás

externade la OPL

- Bastonesde A corta: Son más pequeñosy menosnumerosos.Su máximo de absorciónse

encuentraentre432 y445 nm y susterminalessínápticosseencuentranen lazonamásinternade

la OPL.

i» Conos

Los conosllevan a cabosu fUnción bajo condicionesde iluminaciónalta y poseenuna

granresoluciónespacialy temporal.Sonlos encargadosde la visión en color. Morfológicamente

se caracterizanpor sus segmentosexternosde forma cónica, longitud corta y sus discos

membranosossonrepliegesapiladosde la membranaplasmática.Susnúcleoscelularessesitúan
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en la mitad interiorde la ONL y susterminalessinápticosseencuentranen lazonamediade la

OPL(Zhangy Straznicky, 1991).

En los anuroslos conospuedenaparecercomo:

- Conossimples: Secaracterizanporla posesiónde unagotalipídica en el segmentointerno.En

Xenopuslaevis, los conossimplessesubdividena su vezendos (Saxen,1954):

• Conosgrandes:Sonmuy numerosos.Muestranmovimientosfotomecánicos(Róhlich el

al., 1989).La mayoría(aproximadamenteel 90%)sonsensiblesal rojo (máximo deabsorcióna

61 Inm), existiendounapequeñapoblaciónsensiblesal azul (Zhangeta!., 1994).

Conosenanos:Sunúmeroespequeño.Sonimmovilesy probablementesonsensiblesal

ultravioleta(Zhanget al., 1994).

- CQnQz.dnI=z:Sondosconosadosadosmedianteunionesen sus membranas.El elemento

principalde la parejaesidénticoaun cono simple. El conoaccesorioposeeel mismopigmento

que los bastonesrojos, sus segmentosexternosson máslargosy finos y su segmentointerno

acumulaglucógeno(paraboloide)(Róhlich eta!., 1989).

1.2.4. CELULAS HORIZONTALES

Las célulashorizontalessecaracterizanpor tenersus núcleosen la INL y todas sus

terminacionessinápticasdentrodela OPL.Funcionalmentelas célulashorizontalesde los anuros,

sepuedendividir en dossubtiposatendiendoal tipo de respuestaque procesen:

a) Célulaslumínicas

Sonaquellasquesehiperpolarizanportodaslas A de la luz visible. Morfológícamentese

caracterizanpor poseerun axónlargosin arborizaciónterminal.Su cuerpocelularesredondeado

u oval y selocalizaen la mitad externade la IiNL. Sinaptancon todaslas clasesde conosy con

los bastonesde A larga(Witkovsky eta!., 1988a;Witkovsky el al., 1995).

b) Célulascrómaticas(tipo C

)

Son las implicadasen la respuestacromática(Ogdeneta!., 1985; Stoneel al, 1990),

recibiendoinformaciónde A cortade los bastonese informaciónde A largade los conosrojos

(Dentony Willey, 1955; Ogdeneta!, 1985) Morfológicamentesecaracterizanporserde gran

tamañoy carecerde axón EnXenopuslaevñ,el cuerpocelularesovaladoy estásituadoen la
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mitad externade la ¡NL. En la mayoríade lascélulas,del cuerpocelularparten6 dendritasque

posteriormentesebifUrcan originandode 4 a7 ramasquerecorrenhorizontalmentela OPL donde

sinaptancon los fotorreceptores(Stoneeta!., 1990).

1.2.5. CELULAS BIPOLARES

Son células alargadascuyo núcleose encuentraen la mitad externade la INL. Se

caracterizanporquesuárbol dendríticose encuentradirigido haciala OPL, dondeseramifica

profUsamente,mientrasquesu axónsedirigehaciala ¡PL. En los anfibiosanurossehandescrito

dos subtiposmorfológicos:

a) Célulasbipolaresgrandes(o externas

)

Morfológicamentesecaracterizanporsucampodendríticoamplio. Establecensinapsis

con los conosy con los bastonesde A larga.

b) Célulasbipolarespequeñas(o internas

)

Sonde menortamañoy Llegana contactarcon la superficiedel neuroepitelio.Poseenuna

prolongacióndistal queseextiendehaciala matriz interfotorreceptoraque sedenominafilamento

deLandolty esun restodel estadode neuroblasto(Wrong-Riley, 1974).

1.2.6.CELULAS AMACRINAS

Lascélulasamacrinassonunaclasemuy heterogéneade interneuronasqueintervienenen

lainteraccioneslateralesqueocurrenen la ¡PL y secaracterizanporcarecerdeun axón. Debido

asugranheterogeneidadsehanaplicadomúltiplescriteriosparasu clasificacióncomoel tamaño

y localizaciónde su cuerpocelular(en la ¡NL o en la GCL, denominándoseestasúltimascélulas

amacrinasdesplazadas),y la organización(difUsaso estratificadas)y extensión(ancho,medioo

extrecho)de sus árbolesdendríticosFuncionalmente,sepuedenclasificaren 3 tipos (Morgan,

1992):

- Intervienendirectamenteen la transmisiónde la informaciónvisual.

- Intervienenen la modulaciónde la transmisiónvisual

- Intervienenen las fUncionesque permiten¡a transmisiónde la informaciónvisual.
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Debido asu fUnción característica,la únicasubclasede célulasamacrinasque sedenomina

de igual formaenla mayoríade los trabajosy queestápresenteen todaslas clasesdevertebrados

esla denominadacélulaamacrinaMI. Sonaquellasinterneuronasglicinérgicasespecializadasen

la transmisiónde la información visual desdeel circuito de los bastonesal de los conos

(Famiglietti y Kolb, 1975). Recibenla información de las célulasbipolaresde la vía de los

bastonesy establecensinapsisquímicasinhibitoriascon la célulasganglionares0FFde la víade

los conosen la subláminaa de la ¡PL, y unionestipo GAP con los terminalesaxónicosde las

célulasbipolaresON de la víade los conosen la subláminab.

1.2.7. CÉLULAS LNTERPLEXLFORMES

Es el subtipocelulardescritomásrecientemente.Puedenconsiderarseun subtipoespecial

de célulasamacrinascuyosarbolesdendríticosseencuentranen la ¡PL y susterminalesaxónicos

en la OPL (Kolb y West,1977).ConcretamenteenXenopuslaevis,sediferenciande las células

amacrinasúnicamenteen la posesiónde un axónque contactaen laOPL con célulasbipolaresy

horizontales(Rayborneta!., 1981, Witkovskyeta!., 1988b)

1.2.8. CELULAS GANGLIONARES

Las célulasganglionaressecaracterizanporquesu cuerpocelularestalocalizadoen la

GCL y susaxonesformanel nervioóptico. SusárbolesdendríticossondifUsosy seextiendenpor

la ¡PL.

En anuros,la morfologíadeestetipo celular esmuy variabledependiendode la especie

estudiada.Lasclasificacionessebasannormalmenteen el tamañode cuerpocelular y la formadel

árboldendrítico(Franky Hollyfield, 1987a;Straznickyeta!., 1990).

Recientementeseha descritoun subtipode célulasganglionarescuyasdendritastienen

contactoscon las doscapasplexiformes(¡PL y OPL), su númeroesreducidoy su importancia

fisiológicasedesconoce(Tóth y Straznicky, 1989).
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2. NEUROTRANSMISORES DE LA RETINA

El conocimientoactualde la neuroquimicade la retinaestábastanteavanzadohabiéndose

descritoquela mayoríade los neurotransmisorescerebralesseencuentrantambiénen la retina.

En la última década los avancesen los métodosde inmunohistoquimicahan permitido

correlacionarla localizaciónde cadaneurotransmisorcon una subpoblaciónespecíficade

neuronasretinianas.

En el siguienteapartadorevisaremosbrevementela localización, fUnción y tipos de

receptoresde los principalesneurotransmisoresdela retina. La serotonina,dopaminay adenosma

serántratadoscon más detalle.Así mismo, debidoa la falta de estudiosen otrasclasesde

vertebradosesteapartadosebasaráprincipalmenteen lo descritoparamamíferos.

2.1. GLUTAMATO

El glutamatosepuedeconsiderarcomo el neurotransmisorexcitadormásimportantede

la retina. Esel neurotransmisoriniciador (oguía)de la transmisiónde la informaciónluminosapor

la víadirectaqueimplica unacélulafotorreceptora,unabipolary unaganglionar(Massey,1990).

Tanto los conoscomo los bastonespresentanuna elevadainmunorreactividadparaaspartato

aminotransferasa,enzimaencargadade la sintesisde glutamato(Slaughtery Miller, 1983),y para

glutamato (Ehinger el aL, 1988; Crooks y Kolb, 1992; Kalloniatis y Fletcher, 1993),

produciéndosela liberación de esteneurotransmisoren oscuridad,cuandodichascélulas se

encuentrandespolarizadas.Estaliberaciónreguladapor la luz ha sido demostradaporMiller y

Schwartz(1983)en los fotorreceptoresde Bufoy en reptiles (Ayoub elaL, 1989; Copenhagen

y Jarh, 1989).Así mismo, tambiénseha demostradola existenciade neuronasglutaminérgicas

entrelas célulasbipolaresy ganglionares(Ehingerel aL, 1988;Masseyy Miller, 1988; Marcel

a!., 1990; Tachinabay Okada,1991;Crooksy Kolb, 1992;Kalloniatisy Fletcher,1993).

El glutamatoliberadoporun único conova aactuarsobredostipos de neuronasbipolares

de segundoorden, produciendoefectoscontrariosen cadauna de ellas en fUnción del tipo de

receptorde glutamato que se encuentreen su membrana.De este modo las células 0FF

(hiperpolarizadasen luz) poseenreceptoresionotrópicosy simplementevan a transmitirla señal
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de despolarizacióniniciadapor los fotorreceptores.Las célulasON (despolarizadasen luz)

poseenreceptorestipo metabotrópicoquevan amostrarun estadohiperpolarizadoen oscuridad

bloqueandola señal.

Los receptoresde glutamato se pueden dividir en 2 grandes clases: receptores

ionotrópicos, que constituyen un canal de cationes activados por ligando, y receptores

metabotrópicos,que estánacoplados,medianteproteínasO, a las cascadasde segundos

mensajeros.Los receptoresionotrópicos a su vez se subdividenen receptoresde N-metil-

D-aspartato(NMDA), de kainato y de a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato

(AMPA). Estudiosde hibridacióniii situhanreveladola presenciade receptoresionotrópicostipo

AMIPA (GIuR-í, GIuR-2, G¡uR-3,GIuR-4)y kainato(GIuR-6, GIuR-7)por todala retinacon

mayorabundanciaen célulashorizontalesy bipolareslargas(Pengeta!, 1995),aunquetambién

sehandescritoen célulasamacrinasy ganglionares(Aizemanel aL, 1988;Masseyy Miller, 1988;

Dixon y Copenhagen,1992; Yazejiany Fain, 1992).Así mismo, se han localizadoreceptores

NMI~A tipo NR2A en la mayoríade las célulasganglionaresy en una subpoblaciónde células

amacnnas(Hartveit elaL, 1994) En la retina, tambiénhansido descritos7 tipos de receptores

metabotrópicosde los que3 deellossonsensiblesaAPB (mGluR4,mOluR6, mGluR7). Estudios

de inmunohistoquimicahanlocalizadomGluR6 en posiciónpostsinápticaen las célulasbipolares

de los conosde mamíferos(Nomuraelal, 1994;Laurie el a!., 1997)y en célulashorizontalesde

vertebradosno mamíferos(Takashashiy Copenhagen,1992).

Finalmente,sehandescritosistemasde recapturaparaglutamatoen los fotorreceptores

depeces(Marcy Lamb, 1981)y anfibios(Lambeta!,1982; Eliasofy Werblin, 1993; Oranty

Werblin, 1996, Yangy Wu, 1997),en determinadassubpoblacionesde célulasbipolaresdela vía

de los conosdemamíferos(Rauneny Kramer, 1994),en célulashorizontalesde reptiles(Schutte

y Schíemermeyer,1993)y en célulasde Múller de anfibios(Yangy Wu, 1997).

2.2. GABA

Entodaslas clasesdevertebrados,la presenciade GABA y de glutamatodescarboxilasa

(GAD, enzimaresponsablede la síntesisde GABA apartir de glutamato)hasido descritaen las

células horizontales,numerosostipos de células amacrinasy un pequeñonúmerode células

ganglionares(BrandonelaL, 1980; BalI el aL, 1988; Carussoel aL, 1989; Grabieleta!., 1992;
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Kalloniatisy Fletcher,1993;Bennisy Versaux-Botteri,1995).En la mayoríadelos vertebrados

estudiados,las células amacrinasque se marcan con inmunorreactividadpara GABA son

aproximadamenteel 30% de todaslas célulasamacrinasy songeneralmenteneuronasde campo

dendríticoancho(BalI el a!., 1988;Carussoela!., 1989).Unade lascaracterísticasde las células

amacnnasGAiBAérgicasessu frecuentecolocalizacióncon otrassustanciasneuroactivascomo

indolaminas(Zhu y Straznicky, 1993),dopamina(Wássley Chun, 1988),acetilcolina(Vaneyy

Young, 1988)y neuropéptidos.

El GABA actúaatravésde 2 tipos de receptores:ionotrópicos(GABAA y GAiBAC) y

metabotrópicos(GABA~) (Djamoz, 1995),pudiendoserconsideradocomoel neurotransmisor

inhibidor más importantede la retina. Los receptoresGABAA median los efectossinápticos

rápidosy sonheteropentámerosquepuedenpresentardistintascombinacionesconstituyendoun

canalde cloro. Hastalafecha,sehandonado13 subunidadesdiferentesdel cerebrode rata,9 de

las cualessehan localizado porhibridaciónbr silu e inmunohistoquimicaen la ¡PL de la rata

(Greferathel aL, 1995).Estudiosfisiológicos handemostradola presenciareceptoresGABAA

en los terminalesde los fotorreceptoresreflejando los efectos inhibidores de las células

horizontalessobrelascélulas sensorialesde primerorder(Kanedoy Tachibana,1986; Wu, 1991;

Stoneeta!, 1990).Mi mismo,estudiosinmunohistoquimicoslocalizanreceptoresGABAA en los

terminalesdendríticosy axónicosde las célulasbipolares(Vardi y Sterling, 1993).Estosdatos

confirmanla transmisiónde informacióndesdelas célulashorizontalesa las bipolaresen laOPL

y la retroalimentaciónnegativaque las células GABAérgicas amacrinasejercen sobre los

terminalesde las neuronasbipolares(Zangy Yang, 1997).

Los receptoresGABAR se encuentranacopladosa canalesde K y Ná a travésde

proteínas O y median funciones como la inhibición presinápticade la liberación de

neurotransmisoreso la modulacióndel balanceentreseñalessostenidasy transitoriasdentrode

la retina(Slaughter,1995).

El receptor0AB1% esun homopentámeroque constituyeun canal de cloro. Estos

receptoressehan localizadoen célulashorizontalesdondefUncionancomoautorreceptores,

limitando la propialiberaciónde GABA por estasneuronas(Kammermansy Werblin, 1992), y

participanen el acoplamientoquímicoentrecélulashorizontalesvecinas(Takahashieta!., 1995).
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Tambiénsehadescritola presenciade receptoresGABAC en las célulasbipolares(Feigenspan

el aL, 1993; Qian y Dowling, 1995). Por tanto, la retroalimentaciónnegativade las células

GAiBAérgicas amacrinassobrelas neuronasbipolaresestadamoduladaconjuntamentepor

receptoresOABAA y GABAC (Pany Lipton, 1995; Qiany Dowling, 1995; Zanghel a!., 1997).

Aunquela mayor liberacióndel GABA ocurreporun mecanismodependientede calcio

atravésde vesículassinápticas,tambiénseha descritoun mecanismode liberaciónno vesicular

e independientede calcio (Schwartz,1987).Esteúltimo mecanismosecreeque se realizaa

travésde un transportadordeGABA cuandola concentraciónde Na4 intracelulareselevada.

Estudiosrecientessugirenqueen la retinaexisten3 subtiposde transportadoresdeGABA con

distintalocalización(Hondael a!., 1995; Johnsonel aL, 1996).

2.3. GLICINA

Estudiosdeautorradiografiae inmunohistoquimicahandemostradoque, en la retinade

vertebrados,la glicinase encuentraencasi la mitad de las célulasamacrinas,en unasubpoblación

de las célulasbipolaresde lavía delos conosy en algunascélulasganglionares(Voadenela!.,

1974; Eldred y Cheung, 1989; Pourchoy Goebel, 1990; Sherryel aL, 1993; Kalloniatis y

Fletcher,1993).En mamíferos,entrelos tipos de célulasmarcadascon [3H]glicinaseencuentran

las neuronasamacnnasMI, A3, A4 y AS (Pourchoy Ooebel,1985;Crooksy Kolb, 1992).En

anfibios,concretamenteen Xenopus!aevis,sehandescritocélulasinterpíexiformesglicinérgicas

(Raybornel a!., 1981)queposeencontactospresinápticoscon las célulashorizontalesexternas

(Smiley y Yazulla, 1990)y cuyafUnción esdespolarizarlas célulashorizontalesprovocandola

liberacióndeGABA (Smileyy Basinger,1990).

Los receptoresde glicinason canalesiónicosque secaracterizanporsusensibilidada la

estricnina y su capacidad para conducir cloro. Estos receptores son normalmente

heteropentámerosde dos tipos de subunidadesa y I~ (Bourmann el al., 1993). Estudiosde

inmunohistoquimicae hibridación in síUs realizadosen la retina de rata handemostradouna

distribucióndiferencialde los distintostiposde subunidadesa sugiriendounadiversidadfUncional

de los receptoresde glicina en la reúna(Greferathela!., 1994). Deestemodo, la subunidada,

estápresenteen los contactossinápticosqueestablecenlascélulasglicinérgicasamacrinasMI con

lascélulasbipolares0FFdela vía de los conosy las célulasganglionares0FF (Sassoe-Pognetto
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elaL, 1994; Grunerty Wassle,1996).Portanto,estassinapsisjueganun papelmuy importante

enla transmisiónde las señalesde visión enoscuridadmediantela via de los conos.Así mismo,

la distribucióny fUnción de los receptoresde glicinatambiéndependede la clasedevertebrado

estudiada.De estemodo, se ha descritola presenciade receptoresde glicina en las células

horizontalesH2 y H4 de teleósteos(Zhou el aL, 1993) y anfibios (Borgesy Wilson, 1991;

Gilbertsonel aL, 1991),perono de reptiles(Zuckery Ehinger,1993).En reptiles, la mayoríade

los receptoresde glicinaselocalizanen célulasamacrinas(Zuckery Ehinger, 1993).

Finalmente,de los 3 tiposde transportadoresparaglicina identificadoshastala fechaen

el sistemanervioso,2 hansido localizadosen la retina(Borowsky elaL, 1993).Concretamente,

el transportadorGLYTI selocalizaen las célulasamacrinas(Zafrael aL, 1995).

2.4. ACETILCOLINA

En todaslas clasesde vertebrados,la acetilcolinase localizaen dossubpoblacionesde

neuronasamacrinasquese caracterizanportenerunamorfologíaespecial,denominándosecélulas

estrelladas(o “starburst”) (Famiglietti, 1983;Eckensteiny Thoenen,1982; Voight, 1986).Son

célulasamacrinasde campodendriticoancho.El primergruposonneuronasamacrinascon núcleo

en la ¡NL y cuyosárbolesdendríticosseramificanen el extrato2 de la ¡PL. El segundogrupolo

contituyen células amacrinas desplazadascuyo núcleo se localiza en la GCL y cuyas

ramificacionesseextiendenen el estrato4 de la ¡PL (Baughmany Bader, 1977; Maslatid y MilIs,

1979).

La acetilcolinaejercesusfUnciones atravésde 2 tipos de receptores:metabotrópicos

(muscarinicos),o ionotrópicos(nicotínicos).Estudiosfisiológicos demuestranla presenciade

receptoresnicotínicosenlascélulasganglionaresde mamíferos(Lipton eta!, 1987, Kanedael aL,

1995) Hastael momento,en la retinasehadescritola presenciade3 tipos de receptoressensibles

a ~, mbas(Ana-bungarotoxinaen fUnción delas subunidadesa quepresenten:a a8, o a andel

aL, 1993)

Los receptoresmuscarinicos,secaracterizanporestaracopladosa proteínasG. Estudios

autorradiográficoslocalizanestetipo de receptoresprincipalmenteen la WL (Polanseta!, 1985)
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En anfibios,tambiénsehadescritola presenciade receptoresmuscarínicosen laOPL (Townes-

Andersony Vogt, 1989).

2.5. NEUROPÉPTIDOS

En la retina de todas las clasesde vertebradosse han descritoun gran número de

neuropéptidoscomocolecistocinina,somatostatina,sustanciaP, glucagón,VLP, neuropétidoY,

etc. En la mayoría de los casos,la fbnción de estosneuropéptidosen la retina no ha sido

determinada,por lo queen esteapartadorevisaremosla escasainformaciónexistente.

2.5.1.SUSTANCIA P

EstudiosinmunohístoquimicoshanlocalizadosustanciaP en la retinadepeces(Brecha

eta!., 1981),anfibios(Eskayel a!., 1981),reptiles(Osborneel a!., 1982),aves(Osborneel a!.,

1982)y mamíferos(Brechael a!., 1982).Esteneuropéptidoselocalizaen las célulasamacrinas

de todaslas especiesestudiadas,aunquedependiendode la especietambiénpuedehallarseen

célulasaniacrinasdesplazadase inclusoen algunassubpoblacionesde célulasganglionares(Unger

elaL, 1981;Vaneyy Whitington, 1986; EhriuichetaL, 1987).En anuros,la inmunorreactividad

parasustanciaP selocaliza en una subpoblaciónde célulasamacrinascuyo cuerpocelulares

redondeadoy seencuentraen la [NL y cuyasprolongacionesdendríticasseramificanen la ¡PL,

principalmenteen los estratos3 y 4 con una pequeñaproporciónen el estrato1 (Hiscock y

Straznicky,1989;Zhuy Gibbins, 1995). Unade las característicasde todoslos neuropéptidoses

su colocalizacióncon otrassustanciasneuroactivas.En anfibiosla sustanciaP secolocalizaen

célulasamacrinasconGABA (Watteta!., 1993;Main el a!., 1993)y glicina (Watt y Florack,

1993a)y, en las especiesdondeseencuentraen célulasganglionares,al menosuna subpoblación

de éstasesGABAérgica(Watt elaL, 1994).

2.5.2.NEUROPÉPTmOy

EstudiosinmunohistoquimicoshanlocalizadoneuropetidoY únicamenteentrelas células

amacrinasdela retinaen todaslasclasesde vertebrados(BrunnelaL, 1986; Osborneel aL, 1985;

Isayamay Eldred, 1988;Straznickyy Hiscock, 1994;Hutslery Chalupa,1994). En anfibios, estas

célulasamacrinassecaracterizanportenerel cuerpocelularlocalizadoen la fila denúcleosmás

internade la [NL y porquesusárbolesdendriticosseramificanen los estratos1, 2, y 4 de la [PL

(Zhu y Gibbins, 1995). En anuros, todas las células amacrinasinmunorreactivaspara el
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neuropéptidoY tambiéncontienenGABA (Main el aL, 1993).En la retinade mamíferos,estudios

fisiológicos demuestranque los receptoresY2 se encuentranacopladosnegativamentea la

adenilatociclasaen la retinadeconejos(BruunelaL, 1994)

2.5.3. SOMATOSTATIINA

La somatostatinaselocaliza en las célulasamacrinasy célulasamacrinasdesplazadasde

todaslas clasesdevertebrados(Ungerel a!., 1981;Wagnery Zeutsis,1987; Adolph y Zucker,

1988;Tramael aL, 1994;Larsen,1995;Rickmanel aL, 1996;Lugo y Blanco, 1997).Enanfibios,

estascélulassecaracterizanporposeersusnúcleoscelulareso en la partemásinternade la ¡NL

o en la GCL y susprocesossinápticosen la [PL (Smileyy Basinger,1986, 1989;Watty Florack,

1991a;Larsen1995).En urodelos,la gran mayoríade las célulasamacrinasdesplazadasque

muestranmmunorreactividadparasomatostatinatambiéncontienenGABA pero no glicina (Watt

y Florack, 1993b).Sin embargo,en anuros,la somatostatinase colocalizacon glicina en una

subpoblaciónde célulasamacrinas(Smiley y Basinger,1988, 1989). Además,en la retina de

mamíferossehancaracterizadositios de uniónparasomatostatina(ValenciaelaL, 1992; Liapakis

elaL, 1993).

2.5.4. ENCEFALIINAS

Estudiosimnunohistoquimicoslocalizanencefalinasen célulasganglionaresdesplazadas

de aves(Britto y Hamassaki-Britto,1993)y célulasamacrinasde todaslas clasesdevertebrados

(Altschuler el aL, 1982; Eldred y Karten, 1983; Watt el aL, 1985; Watt, 1989; Britto y

Hamassaki-Britto,1993).En anfibios,las célulasamacrinasencefalinérgicassecaracterizanpor

tenersusnúcleosen la ¡NL y susramificacionesen la [PL (Watt eta!., 1985)

Al igual quelo descritoparaotrosneuropéptidoslas neuronasquecontienenencefalinas

también muestraninmunorreactividadpara otros neurotransmisorescomo GABA, glicina,

neurotensinay somatostatina(Zhangy Eldred, 1992; Watty Florack, 199la y b, 1993c, 1994;

Watty Glazebrook,1994),aunquesu patrónde colocalizacióndependede la especieestudiada

2.5.5. OTROSNEUROPÉPTIDOS

Estudios de inmunohistoquimicae hibridación in situ localizan el péptido intestinal

vasoactivo(VIP) en las células amacrinasde la retina de vertebrados(Unger et a!., 1981;
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Okamotoel aL, 1992).En algunasespeciesel VIP secolocalizacon GAIBA (Casiníy Brecha,

1992),potenciandolos efectosdel GABA sobrelas neuronasbipolaresy ganglionares(Veruki

y Yeh, 1992).En la retinade mamíferos,seha detectadoel mRNA codificanteparaotrode los

péptidosde estafamilia, el péptídoactivadorde la adenilatociclasa(PACAP, Olianasel aL,

1997),asícomoparalos receptorestipo ¡ de esteneuropéptido(Nilssonel aL, 1994; Olianaset

al., 1997).

Entortugassehalocalizadoinmunorreactividadparael factorliberadordecorticotropina

(CRE) endospoblacionesde célulasamacrinas.TodasestascélulasinmunorreactivasparaCRE

tambiéncontienenGABA (Zhang y Eldred, 1992).

Estudiosinmunohistoquimicoshan descritola presenciade colecistocininaen células

bipolaresde primates(Wássleel aL, 1994; Kouyamay Marshak, 1992),célulasganglionares

desplazadasde aves(Britto y Hamassaki-Britto,1993)y célulasamacrinasde anfibios,reptiles,

avesy mamíferos(Osborneel a!., 1982;Britto y Hamassaki-Britto,1993).

2.6. SEROTONINA

Lastécnicasinmunohistoquimicashan permitidoquelos estudiosanatómicosdel sistema

serotoninérgicoen la retinade los vertebradosseencuentrenmuy avanzados(Osborne,1984)

En unarevisiónqueincluye todaslas clasesdevertebradossedemuestraquela mayoríade las

retinascontienenal menosun tipo de célulasamacrinasqueesserotoninérgica(Ehinger, 1982).

Estas células no son en general muy abundantesaunque tienen muchas ramificaciones

constituyendounaparteimportantede la ¡PL.

Estudios posterioreshan determinadoque aunque existen numerosasdiferencias

interespecíficasen los detallesdel sistemaserotoninérgico,como los tiposde célulasmarcadas

y sus patronesde ramificacióny conectividad,puedenproponersevarias generalizaciones.

Primera, en todas las especiesde vertebradosno mamíferos,al menosse ha encontradouna

poblaciónde célulasamacrinasquecontienenserotonina.Segundo,dichascélulasamacrinasson

detipo estratificado(monoo biestratificado).Finalmente,parecehaberunatransiciónfilogenética

en la distribución de las ramificacionesserotoninérgicas.En peces,estasramificacionesse

encuentranen la subláminaao en la zonadecontactode las subláminasa/bde la ¡PL, en lagartos
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y anfibioslas ramificacionesserotoninérgicasseencuentranmásconcentradasen la subláminab

queen la a, mientrasqueen mamíferossehallanexclusivamenteen la subláminab

En anfibios,concretamenteenXenopuslaevís,seha encontradoinmunorreactividadpara

serotoninaen dosclasesde célulasamacrinasy unaclasede bipolares.Las dosclasesde células

amacrinasdifieren ensu tamañoperoambasseramificandifUsamenteatravésde la subláminab,

específicamentedesdeel estrato3 al 5, de la [PL (Schuttey Witkovsky, 1990).En realidad,en

todas las especiesde vertebradosno mamíferosestudiadas,las supuestascélulas amacrinas

serotoninérgicascubrendensamentela superficieretiniana.Es más,en aquellasespeciesde las que

setienendatosultraestructurales,comolos ciprínidos(Holmgren-Taylor,1983;Marc el a!, 1988)

y los urodelos(Watt y Wilson, 1990), pareceque estascélulas serotoninérgicasson células

interamacrinasgrandes.

En Xenopus!aevis, existe una subpoblaciónde células bipolares,cuyos terminales

axónicosseramificanen el estrato1 de la ¡PL, quepresentaninmunorreactividadparaserotonína

y soncapacesderecapturardichaindolamina(Schuttey Witkovsky, 1990).Estudiosposteriores

handemostradoqueestasneuronassoninmunonegativasparaanticuerposfrentea la fenilalanína

hidroxilasa(PH) y a la triptófanohidroxilasa(TPH), porlo quesecreequecarecendeestaúltima

enzimacaracterísticade las neuronasserotoninérgicas(Zhu et aL, 1992). Deestemodo, en

Xenopus!aevis, al igual que en muchasespeciesde vertebrados(Wilhelm el aL, 1993),

únicamentelas célulasamacrinasgrandesy una pequeñaproporciónde las célulasamacrinas

pequeñasson capacesde sintetizar serotonina, siendo, por tanto, auténticasneuronas

serotoninérgicas.El restodelasneuronasamacrinaspequeñasy todaslasneuronasbipolaresque

muestraninmunorreactividadpara serotoninaúnicamenteseriancapacesde acumulardicho

neuromoduladorperono sintetizarlo.Finalmente,aunqueenlos urodelosseha descritoquetodas

lasneuronasquemuestraninmunorreactividadparaserotoninatambiéncontienenGASA (Watt,

1992),enXenopus!aev¡s,el GABA únicamenteseencuentraenlas neuronascapacesdeacumular

serotoninaperono en las quesintetizandicho neurotransmísor(Zhu y Straznicky, ¡993).

El papelde la serotoninacomoneurotransmisoren la retina, sugeridopor los estudios

anatómicos,esconfirmadopor datosbioquímicosy farmacológicosque demuestrantanto la

presenciade receptoresparaserotoninacomoel acoplamientofUncionalde éstoscon suefector.
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Además, los fármacosserotoninérgicosalteranel patrón de fUncionamientode las células

ganglionares.Prácticamentela totalidaddeestostrabajosha sido realizadaen mamíferos,siendo

los estudios en vertebradosno mamíferos prácticamenteinexistentes.En poiquilotermos

únicamentesehadescritoquela serotoninaescapazde modularla liberación de dopaminay

noradrenalinaen teleósteos(Katoel a!, 1982, 83; Jaiféel a!., 1987).Portantoen esteapartado

nosbasaremosen lo descritoparamamíferos.

Estudiosde unión de ligando realizadosen homogeneizadosde retina de conejosy

bóvidoshanpermitidoencontrar3 de los 7 subtiposde receptoresde serotonina:5H171,SHT2

(Mítchell y Redburn,1985)y 5HT3 (Barnesel a!, 1991).Los estudiosde acoplamientode los

receptoresconsu efectorhandemostradoquela serotoninamodulala actividadadenilatociclasa

(AC) enla retinade conejo,sugiriéndosequedichamodulaciónseejerceatravésde un receptor

5HT1 (Blazynskiel a!, 1985).Posteriormente,sehaconfirmadoquela serotoninaincrementala

actividadAC atravésdeun receptorSHTía(Osborney Ghazi, 1991; UrbinaelaL, 1996).Es más,

estudiosde fraccionamientode la retina encuentranactividadAC sensiblea serotoninatanto en

la ¡PL comoen la OPL, siendolos efectosde la serotoninamáspotentessobrela AC localizada

en la ¡PL (Blazynskiel aL, 1985).

Otra seriede estudiosrealizadostambiénen la retina de conejo,demuestranque la

serotoninaatravésde un receptor5H172 estimulala hidrólisis de inositolesfosfatos(Cutliffe y

Osborne,1987; Osborney Ghazi,1990).

2.7. DOPAM¡NA

En todaslas especiesdevertebradosestudiadosseha descritoinmunorreactividadpara

tirosinahidroxilasa(TH, enzimalimitantede flujo de la síntesisde catecolaminas)en unapequeña

poblaciónde célulasamacrinase interpíexiformes(Nguyen-Legros,1988; Dkhissi el a!., 1993;

Wagnery Behrens,1993;Witkovsky el a!., 1994) Sudensidadvaríaen generalentre 10 y 80

célulaspormm
2 y seencuentranrepartidaspor todala superficieretiniana,aunqueen algunas

especiestienen ciertatendenciaa concentrarseen la retinacentral(Oysterel aL, 1985).En la

reúna de Xenopus !aevis la presenciade neuronasdopaminérgicasha sido ampliamente

demostrada,habiéndoselocalizadosubpoblacionesde célulasamacrinase interpíexiformesque

muestran inmunorreactividadfrente a TH y sistemasde recapturaespecíficospara este
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neuromodulador(Witkovsky el aL, 1993). Además,Las retinasde esteanfibio in vilro son

capacesde liberar dopamina(Boatright el a!., 1989). En reptiles, aves y mamíferos,una

subpoblaciónabundantede las neuronasdopamínérgicastambiéncontienenGABA, perono en

pecesy anfibios(Wulle y Wagner,1990).

Morfológicamente,en la mayoría de los vertebradoslos árboles dendríticosde las

neuronasdopaminérgicasadyacentessesolapandandolugaraun plexomáso menosuniforme

de finas fibras queselocalizaen sublámina1 de la ¡PL con escasaso ningunaramificaciónen la

OPL(Brunkenelal, 1986;Watt el a!, 1988; Schuttey Witkovsky, 1991; Engbretsony BatteUe,

1987; Witkowsky el aL, 1994; Tauchiel a!, 1990; Oysterel aL, 1985). Sin embargo,en los

teleósteos,la ramificacióndelascélulasinterpíexiformesseproducemayoritariamenteen la OPL

(Kalloniatis y Marc, 1990)y en primatestiene lugartantoen la ¡PL comoen la OPL (Ehinger,

1982).Así mismo,lasneuronasdopaminérgicastienenterminalesdendríticosquepenetranhasta

los estratos4 y 5 de la ¡PL y posteriormenteasciendenpararamificarseentreel estrato1 y 3. Los

plexosdopaminérgicosdel estrato1 constituyenanillos querodeanlos cuerposcelularesdeotros

tiposde célulasamacrinas(Tórk y Stone,1979; Schuttey Witkovsky, 1991).

Estadistribución anatómicatieneun significadofUncional. Deestemodo, los terminales

quesesituanen los estratos1 ó 2 van asinaptarcon célulasbipolares0FFmientrasque los que

seramificanenel estrato3 lo haráncon neuronasbipolaresON (Famiglietti y Kolb, 1976;Nelson

ela!., 1978; Salto,1983).Enpeces(Yanilla y Zucker,1988)y anfibios(Hananiy Vallerga 1980;

Witkovsky el aL, 1994),las neuronasdopaminérgicasrecibeninformaciónde célulasbipolares

de la vía de los conosy de los bastones,y de células amacrinasque son positivaspara

FRMRamida(Zuckery Dowling, 1987).En reptiles,concretamenteen tortugas,las neuronas

dopaminérgicasrecibenun 21% de la informaciónde célulasbipolaresy un 79% de células

amacrinas(Pollard y Eldred, 1990). En mamíferos, las neuronasdopaminérgicasreciben

informaciónúnicamentede célulasbipolaresde la víade los conosy de célulasamacrinas(Hokoc

y Mariani, 1988)

Porotro lado, lasneuronasdopaminérgicasvan a sinaptarsobrecélulashorizontalesy una

subpoblaciónno determinadade célulasamacrinasen teleósteos(Dowling y Ehinger,1975) y

sobrecélulasGABAérgicasen la retinadel gato(Kolb el a!., 1990).Ademásdeestassinapsis
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químicastípicas, en otras especiesse ha descritoque la dopaminapuedeactuarcomo un

neurotransmisordiflisible en la retina(Witkovskyy Schutte,1991).Deestemodo, la existencia

de sinapsissobrelos fotorreceptoresno ha sido todavíaestablecidaaunquelos efectosde la

dopaminasobredichascélulashansidoampliamentedescritos(Luvoney Alonso-Gómez,1 997b).

Los receptoresdopaminérgicospertenecena la familia de receptoresde 7 fragmentos

transmembranalesqueestánacopladosa proteínasG (Gingrichy Caron, 1993).Enla actualidad

sehandonado5 subtiposqueseclasificanen 2 grandesfamiliasatendiendoa sufarmacología:

D1 y D2. La familiade receptoresD1 englobaalos subtiposD1 (ó D1,3,D5 (ó DIR), D1~y DID que

seencuentrannormalmenteacopladospositivamentea la actividadAC atravésde unaproteina

G~(Clements-Cornierel a!., 1975; Miller y KeIly, 1975;Dearryel a!., 1990a).Sin embargo,en

algunasocasionesmuestranuna heterogeneidadfUncional. Por ejemplo, en la amígdalalos

receptoresD1 suelenestaracopladospositivamenteal sistemade inositolesfosfatos(Undie y

Friedman,1990).

La familiade receptoresD2 agrupaa los subtiposD2 propiamentedicho, D3 y D4. Aunque

tradicionalmentese pensabaque esta familia de receptoresestabaúnicamenteacoplada

negativamentea laAC (De Camili el a!., 1979;Enjalberty Bockaert,1983), actualmenteseha

descritoqueen muchostipos celularesseproduceunadisminucióndelos nivelesintracelulares

de Ca
2~(Schofleld,1983),queno sueleestaracopladodirectamentea unainhibición en la tasade

recambiode los inositolesfosfatos(Vallary Meldolesi, 1989).Es más, en los melanóforosde la

pan inlermedia (Williams el a!., 1990)y en los fotorreceptoresretinianos(Grant y Werblin,

1990) pareceque los receptorescon la farmacologíatípica D
2 reducenla entradade Ca

2~

actuandodirectamentesobrelos canalesde Ca2~.En la sustancianegra(Laceyeta!., 1987) y el

estriado(Freedmany Weight, 1988) se ha descritoque los receptorescon farmacologíaD
2

puedenaumentarla conductanciade los canalesdeK, hiperpolarizandola célulae indirectamente

cerrandolos canalesde Ca
2~.

En la retina, a partirde los estudiosde unión deligandossehandescritoambostiposde

receptores. Los receptoresD
1, caracterizadospor su union al antagonista selectivo

[
3H]-SCH23390o su análogo[‘251]-SCH23982,muestranunaKd entre0,2 y 1 nM y una

de 50-250flnol/mg prot. (Makmany Dvorkin, 1986;Agui el a!., 1988; DeKeyserel a!., 1988).
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Los receptoresD2, utilizandoel antagonista[
3H]-espiperona,muestranunamayorvariaciónde

su 1<d (0,1-1,4nM) y B,..,~ (10-1600fino/mg prot.) (Redburnel aL, 1980;Maknianel aL, 1980;

McGonigleel a!., 1988).Estasdiferenciasen las constantespuedendeberseala existenciade

distintos subtipos de receptores de la familia D
2. Estudios de autorradiografia e

inmunohistoquimicalocalizanreceptoresD2 en los segmentosinternosde fotorreceptores(Brann

y Young, 1986; Zarbinel a!., 1986;Dickmany Tran, 1990), en la OPL, ¡PL y GCL (Rohrery

Stell, 1995)y en las célulasde Múller (Biedermann,1995).Así mismo, estudiosde hibridación

iii silu localizan mRNA del receptorD4 en la capanuclearexternade la retinade mamíferos

(Cohenela!., 1992)y deaves(Rohrery Stell, 1995).Los receptoresD1 seencuentranigualmente

repartidospor la OPL y la ¡PL en todaslas clasesde vertebrados,exceptoen teleósteosdonde

se localizanmayoritariamenteenla OPL(Behrensy Wagner,1995;Veruki y Wassle,1996;Firth

el a!., 1997;Nguyen-Legrosel aL, 1997).

Las fUncionesdela dopaminaen la retinasonmúltiples. En los vertebradosno mamíferos,

la dopaminaestimulalos movimientosretinomotoresde los fotorreceptoresy las célulasdel

epitelio pigmentadocausadospor la luz (Besharseel a!., 1988;Hilíman el aL, 1995).Además,

en todas las especiesde vertebradosestudiadas,la dopaminaintervieneen el recambiode los

discosdel segmentoexternodel fotorreceptorporel epitelio pigmentado(Besharsey Dunis,

1983; Besharseel a!., 1984;Masriel a!., 1996). Mientrasquelos efectosde la dopaminasobre

los fotorreceptoresestánsiempremediadospor receptoresde la familia D2, los receptores

implicadosen la regulaciónde las células del epitelio pigmentadovarian dependiendode la

especie.Deestemodo,seha descritoquelos receptoresimplicadosen los pecespertenecenala

familiaD2 (Deanyy Burnside,1986, 1988)mientrasqueenel restode los vertebradossonde la

familia D1 (Dearryel al., 1990b;Masri el a!., 1996).Otra de las fUncionesimportantesque la

dopaminaestáejerciendosobrelos fotorreceptoresesla regulaciónde la síntesisde melatonina

de la cualsetratarámásdetalladamenteen el apartado3.2 de estaintroducción.

La dopaminatambiénestáinterviniendoen dosfUncionesde lascélulashorizontales.Por

un lado, la dopaminainduceunamarcadareduciónde la difUsión de colorantesvitalesa través

de unionesgapenpeces(Laufer, 1982;McMahony Mattson, 1996)y reptiles(Geirschenfeldel

a!., 1982) estandodicha acciónmediadaa travésde receptoresde la familia D, (Lasartey

Dowling, 1985; De Vries y Schwartz, 1989). En la cascadade transmisión de esta señal
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intervienenel cAMP, H~ y el ct. El cAMP y E provocancambiosen la resistenciade estas

uniones,mientrasque el calcio actúa como un moduladormodificando la resistenciade la

membranaplasmática(Laufery Salas, 1993). Porotro lado,la dopamina,tambiéna travésde

receptoresD1, regulapositivamentela frecuenciay el tiempomedio de aperturadelos canalesde

glutamatode las célulashorizontalesacopladasala vía de los conos(Knappy Dowling, 1987;

Knappeta!, 1990).Los efectosde Jadopaminasobrelos canalesdeglutamatoestánmediados

por la PKA pero no por la PKC (Schmidt, 1995). La dopaminatambiénpuede reducir la

liberacióndeGASA porel somay dendritasde las célulashorizontalesaunqueno afectaa la

liberaciónaxonaldeesteneurotransmisor(Yanilla y K]einschmidt, 1982).

2.8. ADENOSINA

La adenosinaseencuentraen todaslascélulas,yaque esun productointermediariodel

metabolismoenergético.Los nivelesbasalesde adenosinaintracelularseregulanprincipalmente

porlaaccióndevariasenzimas:1)adenosinaquinasa,quefosforila laadenosinaformandoAlvlIP,

2) adenosinadesaminasa(ADA), quedesaminala adenosinaformandoinosina.Dependiendodel

tipo celular,predominanla forforilación o la desaminación.Cuandolas neuronasseactivan,la

elevaciónde los nivelesde adenosinaintracelularseproducemayoritariamenteal hidrolizarseel

ATP aAMP queposteriormentesedesfosforilaráporuna5’-nucleotidasaparaformaradenosina

(Philipsy Newsholme,1979;NagataelaL, 1984).Otrasposiblesrutasminoritariasde formación

de la adenosinasonla hidrólisis de la S-adenosilhomocisteína,la reacciónde adeninay ribosay

la degradacióndel 3-AMP. Otrosistemaimportantede regulaciónde los nivelesintracelulares

de adenosinaesel transporteatravésde la membranaplasmáticaDicho transporteselleva acabo

por una permeasade nucleósidossimétrica(Plagemanny Wohlueter,1983). La direccióndel

transportedependeúnicamentede los nivelesde adenosinaaambosladosde la membrana.

Cuando se realizan estudiosde autorradiografialocalizandoel marcajede sitios de

recapturadeadenosinaencontramosquesólo unaspocassubpoblacionescelularesde la retina se

marcan, indicando las posibles células con actividad adenosinérgica.En todas las especies

estudiadas,los cuerposcelularesgrandesy los somaspequeñosde las células ganglionares

localizadoscercade la ¡PL acumulanadenosinaradiactiva(Goodmanel a!. 1983;Geiger, 1986).

Así mismo, los fotorreceptores,lascélulashorizontalesde la capadistal 3 dela [NL (Ehingery
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Pérez,1984; PérezandBrunn, 1987; Studholmey Yazulla, 1997)y algunascélulasdeMúller

(Ehingery Pérez,1984)tambiénpresentanunafUerte recapturade adenosinaradiactiva.

Estudiosde autorradiografiautilizando un anticuerpocontraácido levulínico, que es

altamenteespecíficoparaadenosina,localizaninmunorreactividadparaadenosinaen los cuerpos

celularesde la capaganglionary en la mitad internade la [NL de humanos,monos, conejos,

cobayas,ratas,ratonesy ardillas (Braasel a!., 1987;Blazynski ela!., 1989ay b). En todaslas

especies,la inmunorreactividadfUe más fUerte en la GCL que en la ¡NL. Así mismo, se ha

detectadoinmunorreactividadparaadenosinaen fotorreceptoresembrionariosdepoíío(Paesde

Carvalhoel a!., 1990)y en unasubpoblaciónde fotorreceptoresde humanosy monos(Braasel

aL, 1987).

Hastala fechasehandescrito3 subtiposde receptoresde adenosinaA1, A2yA3 queson

receptoresde membranay generalmentese encuentranacopladosnegativa (A1 A3) o

positivamente(A2) a la AC (Van Calkerel a!., 1979; Brunsel a!.,1980).Sin embargo,sehan

descritoalgunasrespuestasde ambostipos de receptoresde adenosinano acopladasa una

variacióndelos nivelesde cAMP (Michaelisela!., 1988;Schubert,1988;Rubio ela!.,1989).Los

receptoresA1 parecenestarasociadosala AC atravésde unaproteinaG~ o G0ya que la unión

del receptorA1 semodificapor GTPy sus efectossebloqueanpor la toxina pertussis(Dolphin

y Prestwich,1985).En mamíferos,estudiosautorradiográficosusando[
3H]R-PIA y [3H]CHA

localizanreceptoresA
1 en la retinainternaencontrándosela máximadensidaddel marcajeen la

¡PL (Braasela!., 1987;Blazynski, 1990).Lautilizaciónde [
3H]NECA ha permitido localizarlos

receptoresA
2 en el epitelio pigmentadoy los segmentosinternoy externode fotorreceptoresde

mamíferos(Blazynski, 1990y 1993;Blazynskiy Mclntosh, 1993).

Los trabajossobrelas fUnciones de la adenosinaen la retina sonescasos.Debido al

carácterubicuo de la adenosinaesmuy dificil el estudiode sus distintasacciones.En avesy

mamíferossehadescritounaliberacióntónicay estimuladapordespolarizaciónde purinas,siendo

los derivadosadenosinérgicoslos productosmayoritarios(Pérezel a!., 1986; PaesdeCarvalho

el a!., 1990). Cuandoseañadeun inhibidor de la ADA aumentael porcentajede adenosina

detectado,indicandoque partede la adenosinaliberadase degradarápidamenteen el espacio

extracelular. Así mismo, la liberación de adenosinaaumentaen presenciade glutamato
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mediándoselos efectospor receptoresNMDA (Pérezy Ehinger,1989).La acetilcolinatambién

pareceestimularla liberaciónde adenosina(Watkinsy Evans,1981),mientrasqueel GABA, la

glicinay la dopaminala inhibirían (Pérezy Ehinger,1989).En la liberacióndeadenosinaparecen

intervenirtanto mecanismosdependientescomo independientesde calcio (Pérezel a!., 1988).

Entrelas fUncionesde laadenosinaen la retinaseencuentranaccionesmediadaspor receptores

A1 como la inhibición de la liberaciónde acetilcolina(Pérezy Ehinger, 1990) y dopamina

(CrossonelaL, 1994)y el aumentode amplitudde la ondab del ERG(Blanzynskiel a!., 1989a;

FrÚh el aL, 1989), y por receptoresA~ como la estimulaciónde la hidrólisis del glucógeno

(Osborne,1989)y el aumentodel flujo sanguíneoocularcausadoporvasodilatación(Braunagel

eta!?, 1988; CampochiaroySen, 1989; Crossonelat,1994;ZhuyGidday,1996).

3. MELATONINA

La N-acetil-5-metoxitriptaminafUe identificada por primera vez por Lerner y

colaboradores(1958),en extractosdeglándulapinealde bóvidosy sela denominómelatonina

por su capacidadpara agregarlos melanóforosdérmicosde anuros. Actualmente, está

ampliamentedemostradoquela melatoninasesintetiza,ademásde en la glándulapineal, en la

retina de todos los vertebradosestudiados,donde,apartede su caracterhormonal,juegaun

importantepapelcomo neuromodulador.En la glándula pineal, la melatoninatiene carácter

únicamentehormonal. En la mayoríade los vertebradosy en ambosórganos, la síntesisy

liberaciónde melatoninaal sistemacirculatorioocurreconun ritmo diario con susmayoresniveles

durantela fase oscuradel fotoperiodo.La melatoninacirculantees una señalhormonaldel

fotoperiodoquereguladiaria y estacionalmenteun grannúmerode ritmos endocrinos,neurales

y de comportamiento(Amstrong,1989; Bartnessy Goldman,1989; Cassone,1990).En esta

memorianoscentraremosúnicamenteen el papelneuromoduladordela melatoninaen la retina.

La melatoninaejercesusfUncionesatravésde receptoresde membranadealta afinidad

(Kd en el intervalopM) queestánacopladosa proteínasG (Nashy Osborne,1995, Reppertel

aL, 1996). Los receptoresde melatoninaseexpresanen la retina de todos los vertebrados,

incluido Xenopus !aev¡s(Mazzucchellieta!., 1996),localizándoseen las [NL, [PL y en el epitelio

pigmentado(Laitineny Saavedra,1990;Blazynskyy Dubocovich,1991; Chong y Sugden,1991;

Wiechmanny Wirsig-Wiechmann,1991;Nashy Osborne,1995).Generalmente,los receptores

de melatoninaseacoplannegativamentea la AC (Luvoney Gan, 1994, luvoneel aL, 1 995b, Nash
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y Osborne,1995)aunqueen algunoscasosseha descritounaregulaciónde las corrientesdeKt

y cambiosenla concentraciónintracelularde calcio (NelsonelaL, 1996; Vaneceky Klein, 1995).

Las fUnciones de la melatonina en la retina son múltiples. La melatonina inhibe la

liberacióndedopaminay acetilcolinay estimulala liberaciónde glutamato(Dubocovich, 1983;

Mitchell y Redburn,1991; Boatrightela!., 1994;Faillaceel a!., 1996).De hecho,enXenopus

!aevislaliberaciónde dopaminase estimulapor la luz (Boatright el a!., 1989)y la deglutamato

por la oscuridad(Schmitz y Witkovky, 1996), por lo que la melatoninaretinianaestaría

mimetizandoel efectode la oscuridad.La melatoninatambiénintervieneen la activacióndel

recambioy fagocitosisde los discosdel segmentoexternode los bastones(Besharsey Dunis,

1983;Besharseela!., 1984).En muchasespeciesdevertebrados,incluidoXenopus!aev¡s,ambos

procesossoncircadianossiendola melatoninael intermediariode los efectosdel reloj biológico

en la retina.Así mismo, la melatoninainducelos movimentosadaptativosa la oscuridaddeconos

y los movimientosretinomotoresdel epitelio pigmentado(Chezey Mi, 1976;Pangy Yew, 1979;

Piercey Besharse,1987;Stemkampel a!., 1994).Finalmente,la administraciónde melatonina

previamentea la exposicióna altailuminaciónaumentaladegeneraciónde los fotorreceptores

inducidapor la luz en ratasalbinas(Bubeniky Purtilí, 1980; Leino el a!., 1984; Wiechmanny

OSteen,1992).Aunquesedesconoceel mecanismoporel que selleva acaboesteproceso,los

datosactualessugierenquela responsableseríala inhibición dela liberaciónde dopaminacon la

consiguientepérdidadel efectoprotectordeesteneurotransmisorfrenteala iluminación intensa

(luvone, 1996).

3.1. RUTA DE SÍNTESIS

La rutabiosintéticade melatoninaescomúnen la glándulapinealy la retinay tienelugar

a partir del aminoácidotriptófano por la acción secuencialde 4 enzimas(mostradasen el

Esquema1) de las cualeslas 2 primerassoncomunesa la síntesisde serotonina.

En la reúna, la producción de melatonina parece ocurrir únicamenteen los

fotorreceptores.En aves,sólo seha localizadomRNA de laHIOMT en célulasfotorreceptoras

(Wiechmany Cmli, 1993; Guerlottéeta!? 1996;Wiechman,1996)y la actividadespecíficaNAT

esmayoren cultivos celularesenriquecidosen fotorreceptoresque en retinasintactas(Luvoneel

a!., 1990).Además,enXenopuslaevísúnicamentesehadetectadohibridaciónin síUs paralaTPH



TPH en los fotorreceptores retinianos de Xenopus taevis 1. INTRODUCCIÓN 28

en los fotorreceptores(Greenela!., 1995)y la liberaciónde melatonínano semodificadespués

de la destrucciónde la retina interna por lisis con detergentes(Cahilí y Besharse,1992).

Finalmente,en cultivos celularesde retinoblastomahumano,las célulasque sediferencianen

fotorreceptoresin v¡lro expresanla actividadNAT y producenmelatonina(Janavsel aL, 1991).

a) Triptófano bidroxilasá

La melatoninase sintetizaa partir del L-triptófano (L-Trp), que es captado de la

circulaciónsanguíneaportransporteactivo (Redburny Mitchell, 1989).La triptófano hidroxilasa

(TPH, E.C. 1.14.16.4) es la primera enzima de la ruta y convierte el triptófano en

5-hidroxitriptófano(5OHTrp).La TPH perteneceala familia de las hidroxilasasde aminoácidos

aromáticosa la que también pertenecenlas actividadesfenilalanina hidroxilasa (PH; E.C.

1.1416.1) y TH (E.C. 1.14.16.2).La reacciónde hidroxilacióncatalizadaporlas 3 enzimasva

a utilizar oxigeno molecularcomo substratoy requierecomo cofactor la tetrahidrobiopterina

(EH4)queseoxidarádurantela reaccióngenerandodihidrobiopterina.

Trabajosrecientessugierena la actividadTPH como unaactividadlimitantede flujo en

laproducciónde melatonina.En estesentido,seha descritoque los nivelesde melatoninaen la

retina (Cahilí y Besharse,1990) y en plasma(Radwingy Hutchison, 1992)de anfibios, en la

glándulapineal de bóvidos(Namboodiriel a!., 1983)y en célulashumanasde retinoblastoma

(Pierceela!., 1989)seencuentranlimitadospor la serotoninadisponible.

Actualmente,seha descritola secuenciadel cDNA de la TPH en 7 especiesdistintas

(Grennetela!,1987;Darmonela¿1988; Kimelat, 1991; Florezela¿ 1996; Boularandeta¿

1990;TipperelaL, 1994;Stoll el a¿ 1990; Greeny Besharse,1994).La secuenciadel cDNA de

laTPH de estasespeciespresentanun alto gradode homologíaentresí, asícomocon los cDNA

descritosparalaTH y la PH. Concretamenteel cDNA de la TPH retinianadeXenopus!aevises

una secuenciade 1452 bp quesetrascribeen un mRNA de 3.8 Kb y codificaparaunaproteína

de 418aminoácidos(Esquema2). La secuenciasupuestade aminoácidosparael cDNA de la TPH

deXenopus!aeviscontiene9 cisteinasconservadas,de las que 5 seencuentranen el dominio

catalíticode las otrashidroxilasasde aminoácidosaromáticos(O), y las otras4 cisteinas(S) se

conservanúnicamenteentrelas secuenciasde la TPH de todos los vertebrados.Así mismo,

también contiene 2 serinas conservadasen posición 95 y 298 propuestascomo sitios de
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fosforilaciónpor la proteínaquinasaA (PKA; Kuhn el aL, 1997; U) y la proteínaquinasa

dependiente del complejo calcio-calmodulina (CaMKII; Darmon el aL, 1988; 0),

respectivamente.La diferenciaprincipal entreel gende la TPH deXenopuslaevisy el deotras

especies,es que posee37 aminoácidosadicionalesen el extremoN-terminal que no sehan

descritoparaningunaotraespecie.

Los estudiosde deleciónsugierenque la TPH, al igual que la TH y la PH, poseeun

dominio reguladorcoincidiendocon los primeros100aminoácidosdel extemoN-terminaly un

dominio catalíticoen el extremoC-terminal(Grenettel aL, 1987; Yangy Kaufman, 1994).El

dominio catalíticode la TPH muestrauna alta homologíacon el dominio catalíticode la TH

(60%) mientrasqueexisteunahomologíamuy bajaentresusdominiosreguladores(11%).Por

tanto, sepensabaquela especificidadporel sustratodeambasenzimasselocalizabaen su domino

regulador. Sin embargo, estudiosrecientescon quimerasmolecularesdemuestranque la

especificidadporel L-Trp de laTPH selocalizaen el dominiocatalítico(MockuselaL, 1997a).

Así mismo,el análisisde la secuenciade aminoácidosde la TPH demuestrala existenciade

regionesaltamenteconservadasentrelas distintasespeciesy con la TH que formaríancremalleras

de leucina(Liu y Vrana, 1991;Yangy Kaufinan, 1994)y seríanlas responsablesde laestructura

tetraméricadeestasenzimas(Tong y Kaufman,1975;Markey el a!., 1980;Nagatsuy Ichinose,

1991; Nakatay Fujisawwa, 1982). De hecho,un trabajo recientedemuestraqueel dominio

catalíticode la TPH contieneun dominiodeunión quees esencialparala formacióndel tetrámero

(Mockusel aL, 1997b).

Los estudiossobrelos mecanismosqueregulanla actividadTPH sonescasosdebidoa la

granlabilidad e inestabilidaddela enzima.Sehadescritoquela actividadTPH sepuederegular

porfactoresambientales,comoel fotoperiodo,y pormecanismosde fosforilación. La regulación

porlaluz de la actividadTPHde la glándulapinealhasido ampliamenteestudiada,encontrándose

entodaslas especiesun ritmo diario de actividadconsus mayoresvaloresdurantela faseoscura

del fotociclo (Shibuyael aL, 1978; Sitaramy Lees, 1978; Erheteta!., 1991).En la retina,

únicamentesehadescritoun ritmo diario deactividadTPH en el poíío, quecoincidecon el ritmo

de produccióndemelatoninay con la característicade queambosritmossoncircadianos(Thomas

y luvone, 1991). Aunque en anfibios no hay ningún trabajo sobrelas caractéristicasde la

actividadTPH retiniana,enXenopus!aevis seha descritoqueel mRNA de la TPH presentaun
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SECUENCIA DE AMflJOÁCIflOS DE LA TRIPTÓFANO IiYDROXILASA

—3.7
1 23

MYSNRKECPR RVKSFDSVNS OLDENQINNE

IFSLKNEVGG KIKALKIFQE KHVNLIHIES
IFSLENEVGG LIKVLKIFQE NEVELIHIES
IFSLKNEVGC LVKALKLFQE KHVNLVHIES

IFSLKNELCC LVKALKIFQE KHVNLIHIES

KSHTNVLSVN LPDNFTLKED G-METVPWFP
KGHATVL5VD SPDQLTAKED V-METvPWFP
KSHVSIVSMN PTEHFNVQED GDMENIPWYP
KRHVNVISMS PPENFTVCED —DMESVPWFP

VYPKRRKYFA DIAMNYKHCD PIPKvEFTEE
VYPRRRKYFAEIAMNYKHGD PIPKIEFTEE

VYPKRRKYFADIAMNYKHGDPIPETEPTEE

VYPKRRKYFADVAMSYKYGDPIPHIEFTEE

a
LSKYCGYREDNIPQLEDVSN FLKERTGFSI

LSKYCGYREDNIPQLEDV5N FLKERTGF5I
LIKYCGYRED NIPQLEDV5R FLKERTGFII

L5KHCGYREDNIPQLEDVSR FLRERTGFIT
PKC

El O
SDPFYTPEPDTCHELLGHVPLLAEPSFAQF’

SDPLYTPEPD TCHELLGHVPLLAEPSFAQF
SDPLYTPEPD TcHELLGHVP LLAEPSFAQF

SDPLNTPEPDTCHELLGHVPLLAEPSFAQF

o
LCKQDGQLRVPGAGLLSSIS ELKHAL5CHA

LCKQDGQLRVFGAGLLS5IS ELKHALSGHA
LCKQEGcLRv YGAGLL55IS ELKH5L5GSA

LCKQEGKLKVYGAGLL5SIS ELKH5LSGNA

EDAKEKMREFIKTIKRPFGV KYNPYTRSIQ

EDALELMREF AKTVKRPFGL KYNPYTQsvQ
EFAKEKMREFAKTIKRPFGL KYNPYTQSVQ
EFAICEKMREF AKTICRPFGL KYNPFTO5VD

MíE D---NKENKD HSLERGRASL
MIE DNKENKENKD HSSERGRVTL
MíE DNKENKENKD HAPERGRTAI

FNK5TYIKIE DNKENKEYSENVCERGKASV

PICA
U 83

RKSKRRNSEF EIEVDCDINR EQLNDIFHLL
RKSKQRNSEFEIFVDCDISR EQLNDIFPLL
RKSKARNSEFEOFVDCDSNREQLNEIPQLL

RK5LRRNSEF EIFVDCD5NR EQLNEIFQLL
e 143

KKI5DLDHCA NRVLMYG5ELDADHPGFKDN
KKISDLDFCA NRVLLYCSEL DADHPGFKDN
KKLSDLDKCA NRVLMYGSDLDADHPGFKDN

KKISDLDKCA NRVLMYGSCLDADHPGFKDN

o 203
EIKTWGTVFQ ELNKLYPTHA cRETLKBLPL
EILTWGTOFR ELNKLYPTHA CREYLRNLPL

EIKTWCTVYR ELNKLYPTHA CREYLKNLPL

EIQTWGTVFRELNKLYPTHA CREYLKNLPL

0 263
RPVAGYL5PRDFLSGLAFRV FHCTQYVRHS

RPVACYL5PR DFL5GLAFRV FHCTQYVRHS
RPvAGYLSPR DFLAGLAFRV FHCTQYVRHS

RPVAGYLSPRDFLAGLAFRV FHCTQYVRHD

• 313
SQEUGKASKGASEEAVQJK.A TCYFFTVEFG

SQEUGKASKG ASEEIvQKLA TCYFFTvEFG
5QEUCKASKG ASDEAVQKLA TCYFFTVEFG
SQEUGKA5KG ASDEAVQKLA TCYFFTVEFG

e 373

KVKPFDPKIT CKQECLITTF QDVYFVSESF

KVKPFDPKIA CKQECLITSF QDvYFvSEsF
KVKPFDPKVT cKQECLITTF QEVYFvsEsF
KVKPFDPMVTCNQECIITSF QELYFVSESF

433
ILKDTKSITS AMNELQHDLDVV5DALAKV5

VLRDTKSIT5 AMNELRYDLD VISDALARVT
ILKDTK5IA5 VVNELRHELD IvsDALsKMG

ILADTKS 1AM VVRELRHELD IVNDALNKMN

RKP5I 444
RWPSV 447

KQLEV 445

KQLGV 481

Esquema 2: Secuencia de aminoácidos de la proteína de la TPH en humanos

<Boulard st al,, 1990), ratón (Stoll st al., 1990), pollo (Florez st al.,
1996) y Xenopus laevís (Creen y Besharse, 1994). En la secuencia se indican

los posibles residuos de fosforilación por la PICA (U> y la NCC (O), y las 5
Cys conservadas en todas las TPH (B> y comunes con la TH y PH (0>.
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perfil circadianocon su valormáximoal inicio dela faseoscuradel fotociclo (Greenel aL, 1995).

Los trabajos sobre la regulación por neurotransmisores de la actividad TPH sehan realizado

fUndamentalmente en cerebro siendo en su mayoría estudios in v¡lro que describen una

estimulación de la actividad enzimática tras su forsforilación por la PKA (Johansen el aL, 1996)

y la CaIVIPKII mhretel al., 1989).Por lo que nosotros sabemos, no existeningún trabajoacerca

de la regulación endógena de la TPH en la retina.

Ii) L-am¡noácido aromático descarboxilasa

.

El 5-OHTrp es descarboxiladopor la acción de la L-aminoácido aromático descarboxilasa

(AAAD; E.C. 4.1.1.28)rindiendo serotonina. Se ha demostrado su existencia en los ojos de

Xenopus!aevis(Baker, 1966). Existen muy pocos estudios acercade la posibleritmicidaddiana

de estaenzimaaunquetodosparecenindicar quedicharitmicidad no tiene lugar,no obstantela

realizacióndetrabajosadicionalesal respectoparecenecesariaparadilucidarestacuestiónen la

retina. Debidoa la presenciade la AAAD en las neuronasdopaminérgicas,parala realizaciónde

dichos estudios se requiere la utilización de neurotóxicosespecíficosfrente a las neuronas

dopaminérgicas.

c) Arilalguilamina-N-acetiltransferasa

.

La acetilación de la serotoninaen su extremo N-terminal es catalizada por la enzima

Arilalquilamina-N-acetiltransferasa, también denominada serotonina N-acetiltransferasa (NAT;

E.C. 2.3.1.5).La NAT es considerada como otra delas enzimaslimitantesde flujo de la síntesis

de melatonina, ya que ha sido ampliamente comprobada la existenciade unavariacióndiaria en

los niveles de esta enzima en concordancia con los cambios observados de la melatonina(Klein

y Weller, 1970;Hammy Menaker, 1980;Besharse y luvone, 1983; Olcesey MoIler, ¡989).

Al igual queparala TPH, el gende la NAT se ha donadorecientementeen tresclases

de vertebrados,peces(Klein elaL, 1997),aves(Bernardel aL, 1 997a)y mamíferos(Coonel aL,

1995, 1996; Rosenboomel aL, 1996), no habiéndosedescritotodavíaparaningunaespeciede

anfibio. La secuenciadel cDNA de laNAT paratodasestasespeciesconservaun alto gradode

homología pero no se parece a la de ningunaotra proteínadescrita(Klein el aL, 1997). La

secuenciadel cDNA de laNAT únicamentetiene ciertasimilitud en los dominiosa y b con la
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SECUENCIA DE AM¡NOÁCTiDOS DE LA NAT

1
M5TQSTHPLK
MSTQSTHPPK
MSTPSVHCLK

.MLSIHPLK

MPVLGAVPFIK

PEAPRLPPGI
PEAPRIEPAZ
P5PLHLPSGI
PEAIIHIJPLGT

PTPLQGPRNS

PICA

PESPSCQRRH
5.. .SCQRRM
PGSPGRQPPH
SEFLGCQRRH
... .GRQPRM

CK2 CK2
TI PASEFRCI TPEDAVSAFE
TI PASEERCí TPEDAVSAFE

TLPANEERCL
TLPASEFRCL
TLPASEFRcL

TPEDAAGVFE
TPEDATSAFE
SPEDAVSVFE

60
TEREAFISVL
TEREAFISVL
IEREAFISVS
IEREAFISV5
IEREAFISVS

FVSV5

K E E QRRH TLPA-EFRCL -PEDA---FE IEREAFISV—

GVCPLYLDEI

GVCPLYLDEI
GNCPINLDEV
GTCPLHLDEI
GDCPLHIDEI
GECPLTLDEV

RHFITLCPEI
RHFLTLCPEI
QHFLTLCPEL

RHFLTICPEL
RHFLTICPEL
LNFLSQCE E L

E LGWESEGOL
SLGWFEEGCL
SLGWFVEGRL
SLGWFEEGCL

SLGWFEEGRI
E LGWFEEG~I

G-CPL-LDE- -HELTIOPEL SLGWFEEG-L

CK2

VAFI 1GSLI4D
VAFIIGSLUD
VAFIIGSLUD
VAFI 1 GSLWD

VAFIIGSLWD
VAFI IGSGWG

LwD
VAET 1 GELUD

120

KERLMQESLT
KDRLMQESLT
SERLTQESIIA
KERLTQESLT

QDRLSQAAiLT
KERLEQEAI’4T

QEKLTMDALT
-ERL-QE-LT

LHR5GGHTAH
HHRPGGHIAH
LHRPRGHSAH
LHRPGGRTAII
QHIPETSAVH
QHI PETSAVH
LHKPHBSTVH
LH-P-G---H

PICC

IHVLAVHRAF
LHVI.AVHCAF
LHALA VEAS F
LHVLAVHRTF
IHVLAVHRTF
XHVLSVHRHA
IHVLAVHRTF
-HVLAVHR-F

RQQGRGPILL
RQQGRGPILL
RQQGKGSVLL
RQQGKGSVLL
RQQGKGS1124
RQQGKGSILL
RQQQKGSILH
ROOGKGSILL

WRYLHHLGSQ
WRYLHHLGSQ

WRYLHHVGAQ
WRYIHHLGSQ
WRYIQYIRCL
w
WRYIQYLRCL
WRYL--L---

PAVRRAALMC
PAVHRAALMC

PAVRRAVIMC
PAVRRAVINC
PCARPAVLMC

.........
P-VRRA- iNC

DOMINIO A

EDALVPFYEA
EDALVPFYEA

EDALVPFYGR
ENALVPFYEK
EDFLVPFUEL

180
FSFHAVGPCA
FGFHAMGPCA
FGFHPAGPCA

FGFQAMGPCA
CGFVAvGPCQ

E--IVPFY--_--F---CPC-

DOMINIO B

CK2
ITVGSLTFME
ITVGSLSFTE

1 VVGSLTFTE
I TMGSLTFTE
VTVGTLAFTE

PKC
LHCSLGGHPF
IHCSIQGHPF

MHCSLRGHAA
LQCSLRCHTF
MQHEVRGHAF

PICA
LRRNSGC

208

LPPNSGC
LRRNSDR
IRaNSGR
MRRNSGC

---G-I-F-E H-- -RSNS--

Esquema3: Secuenciadeaminoácidosde la NAT de humanos,mono, oveja, rata,polío, trucha
y esturión(Klein el aL, 1997). En la secuenciase muestranen negritalos posible residuosde
fosforilación por las proteínasquinasasindicadas,asícomo los dominiosA y B. CK2: Caseína
quinasa2.
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secuenciadel cDNA deuna pequeñafamilia de acetiltransferasasy con unahipotéticaproteína

de levaduras,YD8554 (Coonel aL, 1995). Portanto, sepiensaque en los dominiosA y B

resididael sitio de unión parael cosustratoAcetil-CoA. El tamañodel cDNA de laNAT varia

dependiendode la especieentre 1,9 y 3,8 Kb, y posee3 intronesy 5 exones.EstecDNA se

transcribeen un mRNA comprendidoentre 1 y 1,7 Kb que codifica para una proteínade

aproximadamenteunos23 KDa (pesodeterminadoa partir de su secuenciahipotética;Esquema

3)y cuyopunto isoeléctricovaríaentre7,3 y 8,2 enfUnción de la especie.El mRiNA dela NAT

sehalocalizadoprincipalmenteen la glándulapinealy la retina,aunqueen mamíferostambiénse

encuentraen unosnivelesmuybajosen el testículo,la hipófisisy determinadasáreascerebrales

(BorjiginetaL, 1995;CoonelaL, 1995, 1996;Rosenboometa!?, 1996).En laretina,el mENA

dela NAT selocalizamayoritariamenteen los fotorreceptores(Coonel aL, 1996;Bernardeta!,

1997a).Entrelas distintasregionesconservadasen la secuenciaparala proteínade la NAT de las

distintasespeciescabedestacar:los dominiosA y B, sitiosde fosforilaciónpor la PKA tantoen

laregiónN- como C-terminal,5 cisteinasquepodríanestarinterviniendoen los mecanismosde

inactivaciónpor intercambiodegrupostiol:disulfbro (Namboodiriel aL 1980, 1881) y en la

catálisis(Andreseta!, 1988),un grupode histidinassituadasen el centrode la moléculay a las

queselesha atribuidofUncionescatalíticas(Klein y Kirk, 1976;K]ein el aL, 1997)y estructurales

(Reesel aL, 1983) y porúltimo, una región en el extremoN-terminal que posee3 péptidos

altamenteconservadosque, por su carácteraltamentehidrofóbico, sesuponequepuedenserla

regióndonderesidela especificidadporel sustratoarilalquilamina(Klein eta!, 1997).

d) Hidroxindol-O-metiltransferasa

.

El último paso de la síntesis de melatoninaestá catalizadopor la hidroxindol-O-

metiltransferasa(HiIOMT; E.C. 2.1.1.4).Consisteenla metilacióndel grupohidroxilo en posición

5 del anillo indólico. La enzimautiliza como cofactor la 5-adenosín-metionina(Zawilskay

Nowak, 1992).En la retina,estudiosde hibridaciónin sllu hanlocalizadoel mRNA y la proteína

de la HIOMT únicamenteen una subpoblacicinde fotorreceptores(Guerlottéel a!., 1996;

Wiechmann,1996).En ningunade las especiesestudiadasseha encontradoun ritmo diario de

actividadHIOMT en la retina, encontrándoseunaoscilaciondiaria de los nivelesdeéstaenzima

muy pequeñaen la glándula pineal (Quay1965; Cardinaliy Rosner,1971; Eirchler y Moore,

1975;Wainwright 1979; Gernelal, 1984;NowakelaL, 1993). Sin embargo,en ambosórganos

de avesy mamíferosseha descritoun ritmo diario de los valoresdel mRNA de la HIOMT. En
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la retina, ambasclasesde vertebradosmuestransusmáximosnivelesde mRNA de la HIOMT

durantela noche(Gauery Craft, 1996;Guerlottéelcd., 1996).En la glándulapinealde la ratalos

valoresmáximosde mRNA de la H?LOMT sealcanzantambiénpor la noche(Gauer y Craft,

1996), pero en el poíío ocurren duranteel día (Bernandel a!., 1993). Sin embargo, las

discrepanciasen los ritmos del rnRNA entrelas distintasespeciesy la falta decorrelaciónentre

la no ritmicidad de la actividadenzimáticay las variacionesdiariasdel contenidode mRNA

retinianohacenqueel papelreguladorde la HIIOMT en la biosíntesisde melatoninaestéaúnpor

determinar.

3.2. REGULACIÓN DE LA SINTESISDEMELATONINA EN LA RETINA

.

3.2.1. REGULACIÓN PORLA LUZ.

En la retina de todaslas especiesdevertebradosestudiadas,la luz regulala síntesisde

melatonina.La producciónde este indol muestraun perfil rítmico con sus valoresmayores

duranteel periodooscurodel fotociclo(peces:Cahilí, 1996;anfibios: Delgadoel a!., 1993; aves:

Underwoodel aL, 1984;Zawilskay luvone1992; Zawilskay Wawrocka1993;Adachí eta!.,

1995;mamíferos:Faillaceel aL, 1995; Tosiniy Menaker,1996).El fotoperiodoestáregulando

tantola formacomola amplituddel ritmo de melatoninaocular.Deestemodo, la duraciónde los

nivelesnocturnoselevadosde melatoninaestádirectamentecorrelacionadacon laduracióndela

fase oscuradel ciclo diario (Underwoody Siopes, 1985; Delgadoy Vivien-Roels, 1989).En

Xenopuslaevissehadescritoun ritmo circadianodela actividadNAT (Besharsey luvone, ¡983)

y de la liberaciónde melatoninaretiniana(Cahilí y Besharse,1990).Es más,en estaespecie,al

igual queocurreen el poíío (Zawilskay luvone 1992; Thomasel a!., 1993),seha localizadoel

osciladorcircadianoen los fotorreceptoresretinianos(Cahilí y Besharse,1993).

Los trabajosqueprofUndizansobrela regulaciónpor la luz en la retinasonescasosy la

mayoríaestudianlos cambiosen la actividadNAT. En anfibios,concretamenteen Xenopus!aevis,

la utilizaciónde un sistemade copasópticasbr vilro ha permitidodesvelaren granpartecómo

selleva a caboestaregulación.Deestemodo, seha descritoquela exposiciónde retinasa luz

constanteescapazde eliminarel ritmo de la actividadNAT y quela exposiciónbrevealuz en la

mitad de la faseoscurareducerápidamentela actividadNAT hastasus nivelesbasales(luvone

y Besharse,1983).El efectoestimuladorde la oscuridadsobrela actividadNAT esmimetizado

por la adición de proagonistasdel cAMP (luvone y Besharse,1986a). Así mismo, dicho
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efecto estimuladorde la oscuridadesbloqueadotanto por la omisión de CaCI2 del medio de

cultivo comopor la adición de antagonistasde los canalesde calcio dependientesde voltaje

(IuvoneyBesharse,1986ay b). Estosexperimentosindicanqueel cAMIP y el calcio intervienen

en la regulaciónpor la luz de la síntesisde melatonina.La oscuridadinduce,al menosen parte,

la síntesisde novo dela enzima,ya queinhibidoresde la transcripcióngénicabloqueantantoel

efectoestimuladordela oscuridadcomoel efectode los proagonistasdecAMP sobrela actividad

NAT (luvoney Besharse,1983, 1986a).En últimos años,unaseriede trabajossugierenqueen

estaespecie,la actividadTPH tambiénintervinede formaactivaen la regulaciónpor la luz de la

síntesisde melatonina(CaNil y Besharse,1990,Greeny Besharse,1994). Sin embargo,no existe

ningúntrabajoquedeterminequé mecanismosmolecularesejecutany transmitenlos efectosde

la oscuridadsobrela actividadTPH.

Durantelosúltimos añostambiénse hanrealizadounaseriedeestudiosutilizandocultivos

celularesde embrionesde poíío enriquecidosen célulasfotorreceptoras,quejunto a los datos

molecularesprocedentesde la retina de poííosadultos, han permitidoestablecerun modelo

bastantecompletoy consistentede la regulaciónde la síntesisde melatoninaen el fotorreceptor

propuestoporluvoney Alonso-Gómezen 1997b Bernardy colaboradores(1997)demostraron

quetanto la luz comoel reloj circadianoestáncontrolandola regulaciónde la actividadNAT. La

luz, porun ladosuprimela actividadNAT en retinasen oscuridad,y porotro escapazdeajustar

su ritmo. Ambasacciones están mediadas por cambios en los nivelesdel niRNA de la NAT, que

dependen exclusivamente del reloj circadiano siendoindependientesdel régimenlumínico, y de

modificacionesposttranscripcionales,queson las responsablesde la inhibición agudapor la luz

sobrela actividadenzimática(Esquema4).

Los fotorreceptoresestándespolarizadosen oscuridady sehiperpolarizanen respuesta

ala luz. Niveleselevados de potasioen el medio despolarizanel fotorreceptormimetizandoel

efecto de la oscuridad y estimula la actividad NAT por un mecanismodependientede calcio

(Avendano el a!., 1990). Concentracionesdespolarizantesde K abren los canales del calcio

dependientesde voltaje (Gleason el a!., 1992) provocandoun incrementosostenidode la

concentracióndel calcioen el segmentointernodel fotorreceptor(Uchiday luvone, 1997).La

elevaciónde los niveles de calcio activa una adenilatociclasadependientede calmodulina

(Alonso-Gómezy Luvone, 1995b; luvoney Alonso-Gómez,1995)aumentandolos nivelesde
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cAMP (luvoneel aL, 1991),queatravésde laPKA inducenfenómenosde fosforilaciónque, en

último término,estimulanla actividadNAT (Avendanoel aL, 1990;Ganel a!., 1995; luvoneel

a!., 1990)medianteun mecanismopostranscripcional(Alonso-Gómezy luvone, 1995a)(Esquema

5). La luz esel agenteencargadode finalizar la señal,al hiperpolarizarel fotorreceptorcerrando

los canalesde calcio.

La elevaciónde la actividadNAT se mantienedurantecasi todala nochepor lo quese

necesitaun aumentosotenidodelos nivelesde calcio y cAMP intracelulares.Al menosdoslazos

de retroalimentaciónpositiva intervienenen el mantenimientode estasrespuestassostenidas

(Esquema5). Durante la despolarización,aumentantanto al entrada de 4ta2~ como la

concentraciónintracelularde Ca2~en el fotorreceptor(Alonso-Gómeze luvone, 1995b;Uchida

eluvone, 1997). Inhibidoresde la calmodulinao la CaMKII disminuyenla entradade 4ta2~y la

concentraciónde Ca2. intracelular (Alonso-Gómezel a!., 1996, Uchida y luvone, 1997)

provocadaporcondicionesdespolarizantes,siendolos efectosde dichosinhibidoresrevertidos

por la adicióndel agonistade los canalesde Ca2 tipo L, Ray K8644. Estosresultadossugieren

un mecanismode fosforilación mediado por la CaMI<II que, al igual que el Ray K8644,

aumentarlael tiempode aperturadel canalquehabíasido previamente abiertopor despolarización

(Nowycky el aL, 1985). Deestemodo,unaentradade calcio inicial daríalugara unarespuesta

sosteniday queno seinactiva.

El otro posiblelazo de retroalimentaciónpositiva seríala activaciónde la fosfolipasaC

(PLC) (Esquema5). Sehademostradoquetrasla despolarizaciónseproduceun activaciónde

la fosfolipasaC (Ganeluvone,1997)quehidrolizael fosfatidilinositol 4,5-bifosfatoen inositol

trifosfato (IP
3) y diacilglicerol (DAG). En el segmentointernoy en los terminalessinápticosdel

fotorreceptorse hanlocalizadoreceptoresde IP3 (Pengela!., 1991;Dayel a!., 1993)sugiriendo

unaposibleintervenciónde los depósitosintracelularesde calcioen el mantenimientosostenido

de la elevacióndecalcio intracelular.Así mismo, los inhibidoresde la proteínaquinasaC (PKC)

disminuyen la acumulaciónde cAMP y la estimulaciónde la actividadNAT causadapor la

despolarizaciónen fotorreceptores.Además,los ésteresde forbol potencianla actividadadenilato

ciclasaen fotorreceptorespermeabilizados(luvoneel aL, 1996)sugiriendoquela PKC interviene

en la regulacióndela síntesisde melatoninapotenciandola respuestade la AC al calcio.
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3.2.2. REGULACIÓN POR NEIJROTRANSMISORES RETII~JIANOS:

DOPAMINA.

De los múltiples neurotransmisoresretinianosúnicamentese ha descritoen detalle el

efectode la dopaminasobrela síntesisde melatonina.El motivo principalqueha contribuidoa

esteestudioesque en la retina de todaslas especiesde vertebradosestudiadasdopaminay

melatoninaejercenfUnciones antagónicas,mimetizandola dopaminael papelde la luz y la

melatoninael de la oscuridad.Aunqueel papel reguladorde la dopaminaen la síntesisde

melatoninaseha determinadoen varias especies,la mayoríade los trabajossehan realizado

utilizandoun sistemade cultivo de copasópticasdeXenopus!aeviso poííoy en cultivos celulares

de célulasembrionariasde poííoenriquecidosen fotorreceptores.

La síntesisy liberaciónde dopaminaes estimuladapor la luz (luvone el a!., 1978;

Pakinsony Rando, 1983; Boatright el aL, 1989). La adición de dopaminay sus agonistas

mimetiza el efecto inhibidor de la luz sobrela actividadNAT y la liberaciónde melatonina

retiniana(Cahilí y Besharse,1991; luvone y Besharse,1986c;Nguyen-Legrosel a!., 1996;

Zawilskay luvone, 1989). Estosefectosestánmediadospor receptoresde la familiaD2(Iuvone

el aL, 1987).En algunasespecies,comoenXenopus!aevis, la dopaminamimetizael efectode

la luz ajustandola fasedel ritmo circadianode melatonina(Cahilí y Besharse,1991).En otras,

comoen el polío, seha descritoquela dopaminapotenciael efecto inhibitorio de intensidadesde

luzmesópicassobrela actividadNAT (Luvoneela!., 1995).

Enlos fotorreceptores,la disminucióndelos nivelesde cAMP provocadaporla uniónde

ladopaminacon su receptoresla responsablede la inhibición de la actividadNAT (luvone, 1986;

JuvoneelaL, 1990).Aunquesehademostradoquela activaciónde los receptoresde dopamina

disminuyela formación de cAMP, no seha podido determinarun acoplamientodirecto del

receptorde dopaminaa la adenilatociclasa(Zawilskael a!., 1995).Es más, en cultivos de

fotorreceptoresse ha demostradoque en condicionesdespolarizantes,la dopaminaimpide la

entradade
45Ca2~a travésde canalessensiblesadihidropiridinasdel fotorreceptor,siendolos

efectosde la dopaminay agonistasD
2 bloqueadospor antagonistasD2 o por la toxina pertussis

(Alonso-Gómez el a!., 1996; luvone y Alonso-Gómez, 1997a) Así mismo, estudios de

‘patch-clamp”en segmentosinternosde bastonesdeXenopus!aevisconcluyenquela dopamina

y los agonistasD2 modulanla corrienteactivadaporhiperpolarizaciónmediantela activaciónde
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una proteinaG en un proceso en el que intervieneel calcio pero no el cAMP (Akopian y

Witkovsky, 1996).Estosdatossugierenun modelo dondela dopaminainteraccionaríacon su

receptory a travésde una proteínaG cerraríalos canalesde calcio tipo L. De estemodo, se

produciríaunadisminucióndela concentraciónde 2+ intracelular,unainactivaciónde laAC y,

portanto, unadisminuciónde los nivelesintracelularesde cM44P. El descensode los nivelesde

cA?vlP es el responsable,en último término, de la inhibición de la actividadNAT y de la

producciónde melatonina.



II. OBJETIVOS
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En los últimos añosseha confirmadoel importantepapelde la melatoninacomo señal

hormonal del fotoperiodo que regula diaria y estacionalmenteun gran número de ritmos

endocrinos,neuralesy decomportamiento.Así mismo,tambiénhansido ampliamentedescritas

lasfUncionesparacrinasde la melatoninacomo neuromoduladorde la retina, siendoun elemento

fUndamentalen los procesosdeadaptacióna la visión nocturna.

Aunqueexistennumerososestudiossobrela importanciadela luz en la regulacióny ajuste

del ritmo de síntesisy liberaciónde melatonina,muy pocostrabajosintentandeterminarlos

mecanismoscelularesy molecularesimplicadosen la regulaciónpor la luz de la síntesisdeesta

indolamína.Además,los escasostrabajosexistentesúnicamentedeterminanlos cambiosde una

de lasenzimasde su rutade síntesis,la NAT, no disponiéndosede informaciónsobreotrade las

actividadeslimitantesdeflujo, la TPH.

Por tanto, el objetivo global de estatesisdoctoral esprofUndizaren los mecanismos

celularesde regulación por la luz y otros neurotransmisoresretinianosde la síntesisde la

melatonina,determinandolos cambios experimentadospor la actividadTPH en las células

fotorreceptorasdela retinadel anfibio Xenopus!aevis.

Parallevar a caboesteobjetivo, hemosescogidocomo modelo un sistemade cultivo

estáticode copasópticasde anfibios,que ha sido utilizado con éxito por nuestrogrupode

Investigaciónparael estudiode la actividadNAT y la liberaciónde melatoninaenRanaperezí.

Sin embargo,esimportanteseñalarquela actividadTPH en la retinaselocaliza, no sólo en los

fotorreceptores,sino tambiénen las neuronasserotoninérgicas,por lo queparael estudiode la

actividadTPH del fotorreceptorsehacenecesariola puestaa punto de un métodode lesión

ocular quenospermitaobtenerretinasque poseanmayoritariamentefotorreceptores.En esta

memoria se evaluarán las accionesneurotóxicasdel ácido kaínico (KA), analizándoselas

condicionesadecuadaspara su utilización como neurotóxicoespecifico.Así mismo, sehace

necesariala puestaa puntode una técnicaquenospermitavalorarla actividadTPH. Entrelos

multiplesmétodosdescritosen la bibliograflase desarrollaráy optimizaráun ensayoin sitie que

permita el estudio de la actividadenzimáticaen condicionesfisiológicas.Demodoparaleloa la

determinación de la actividad enzimática, se estudiarán los cambios en la ex~Sresióngénicade la

TPH valorándose su contenido de mRiNA Además,se pondrá a punto la metodología necesaria
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para la determinaciónde varios mensajerosintracelulares,como la entradade calcio y la

acumulacióndecAMP en los fotorreceptores.

Tras la optimizaciónde estascondicionesexperimentales,se pasaráal estudiodelefecto

del fotoperiodosobrela actividady la expresióndel gen de laTPH, paralo queseevaluarán

ambosparámetrosduranteel ciclo diario.

Unavezdeterminadala importanciadela luz, seestudiaránlos cambiosqueprovocaeste

factor ambientalen la fisiología de los fotorreceptoresde anfibios y cómo afectanen último

términoa los nivelesdela actividadTPH. Paraconseguiresteobjetivo se utilizaránherramientas

farmacológicas que nos permitan individualizar las distintas etapasdelascascadasdelos segundos

mensajerosiniciadaspor la oscuridad.Nos centraremosen el estudiode los sistemasdel cAMP,

cGMP y el calcio.

Finalmente, se evaluará el papel de dos importantes neuromoduladores retinianos, la

dopamina y la adenosina,sobrela síntesisde melatonina.Seestudiaránlos tipos de receptoresde

membrana presentes en el fotorreceptor, mediante agonistas y antagonistas específicosUnavez

identificados, se investigará cómo dichos receptores estánacopladosalos sistemasdemensajeros

intracelulares y cómo transducen la señal hasta modificar la actividad TPH.



III. MATERIALES Y MÉTODOS
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1. MATERIALES

1.1. PRODUCTOS

- Reactivos

- Acetil CoenzimaA (Sigma,A-2056)

- Acetatosódico(Fisher,5-210)

- Acetonitrilo (Fisher,A998-4; Scharlau)

- Ácido ascórbico(Sigma, A-4544)

- Ácido clorhídrico(Merck, 317; Fisher,A144)

- Ácido glutámico (Sigma,G- 1251)

- Ácido ortofosfórico(Fisher,A260)

- Acido perclórico(BakerInc., 4805-01)

- Ácido tricloroacético(Fisher,A322)

- Agarosa.Ensayosde rutina(Sigma,A-9539)

- Agarosa. Punto de fUsión bajo. (Sigma,A-9414)

- Albúmina séricabovina(Sigma,A-7030)

- Alcohol isoamilo(Fisher,A393)

- Alúmina neutraTipo WN-3 (Sigma, A-9003)

- 3-Aminobenzoato de etilo. Metanosulfonato(Sigma,A-5040)

- cAMP (Sigma,A-6885)

- ATP (Pharmacia,27-2056-01)

- Azul debromofenol(Sigma, B-8026)

- Bicarbonato sódico(Sigma, S-8875)

- Borax (Sigma,B-9876)

- Bromurode etidio (Sigma,E-1510)

- Carbógeno(5%C02:02)(SEO;PuntanBennet)

- Carbonatosódico (Merck, 6392; Sigma,S-6139)

- Citrato sódico (Baker, 3646)

- Cloroformo (Fisher, C-297)

- Cloruro cálcico(Sigma,C-7902)

- Cloruro magnésico(SigmaM-0250)

- Cloruro sódico(Sigma,S-9888)
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- Compuestode inclusión LXL 12 (LaddResearchIndustries,Burlington, VT)

- Dimetilsulfóxido (Sigma,D-5879)

- Dopamina(Sigma,H8502)

- Dowex-AG5OW-X4(200-400mesh)(BioRad, 192-1351)

- Dodecil sulfatosódico(SDS) (Sigma,L-6026)

- EDTA (ácidoetilendiaminotetraacético)(Scharlau,Ac965; Sigma,ED-2S5)

- EGTA(ácidoetileng1icol-bis-(~-esterde aminoetilo)-N,N,N’,N’,tetraacético)(Sigma,E-4378)

- Enzimasde restricción:

•Hind III (GIIECO, 15207-012)

•Xba 1 (GIIBCO, 15226-O12)

•Xho 1 (GIBCO, 15231-012)

- Etanol (Merck, 983)

- Eterdietílico (Fisher,E-134)

- Ficolí 400

- Formamida(Sigma,F9037)

- Formaldehido(Fisher,F-79)

- Fosfatode piridoxal (Sigma, P9255)

- Fosfato dipotásico (Panreac, 141512)

- Fosfato disódico(Merck, 6586)

- Fosfato monopotásico (Panreac, 141509)

- Fosfato monosódico (Merck, 9090)

- Fragmento largo dela polimerasa deDNA tipo 1 (Klenow)(GIBCO, 18012-021)

- Glicerol (Sigma, G-8773)

- GTP (Pharmacia, 27-2076-01)

- HEPES(Sigma, H-3375)

- Hidróxido potásico (Panreac, 141515)

- Hidróxido sódico(Merck, 6498)

- 5-Hidroxitriptófano (Sigma, H-9772)

- Isopropanol (Sigma, 1-9516)

- Isoproterenol (Sigma, 1-6504)

- Líquido de centelleoEcolume(1.C.N.,882470)

- 2-Mercaptoetanol (Sigma, M-6250)
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- Metanol(Fischer,A-452)

- MOPS(Sigma,M-8899)

- Octanosulfonatosódico(Sigma,0-8380; 0-4003)

- Pirocarbonatodedietilo (DEPC)(Sigma,D-5758)

- Polivinilpirrilidona (Sigma, P-5288)

- Protosol (Dupont, NEF-935)

- Promotoresaleatorios(GIBCO, 48090-Oíl)

- Reactivode Folin-Ciocalteau(Panreac,251567; Sigma,F-9252)

- Serotonina.Hidrocloruro (Sigma,H-9523)

- SolucióndeDNA de espermade salmón(SSDNA) (GIBCO, 15632-011)

- Sulfatocúprico(Probus,52367)

- Sulfatodedextrano(Pharmacia,17-0340-01)

- Tartratosádico-potásico(Merck, 8087)

- Tolueno(Sigma,T-8317; Fisher,T313-4)

- Triptamina.Hidrocloruro(Sigma,T-9628)

- Trizmabase(Sigma,T-0377)

- Triton X-100 (Sigma,X-100)

- Trizol (GIIBCO, 15596-D026)

- UTP (Pharmacia,27.2086.01)

- Radionucléidos

- 1-[’4C] Ácido glutámico(actividadespecíficaSSmCiImmol)(Amershan,CFA-531)

- Adenosina[2,83W(actividadespecífica26.9Ci/mmol)(Dupont,N?ET-063)

- ‘4C-cAMP (actividadespecífica56 mCi/mmol) (Moravec Biochemicals)

- 3,4,5-[3H]-L-leucina (actividadespecífica162 Ci/mmol) (Dupont,NET-460)

- [cO2P]-dCTP(actividadespecifica3000Ci/nmol)(AmershanPB10205)

- 45Ca2~ (actividadespecífica30 mCi/mg) (Dupont,NEZ 013)

- Medios de Cultivos

- Soluciónde aminoácidosMEM (GIBCO 21135)

- Medio decultivo paraanfibios(Wolf y Quimby) (GIBCO 21835)

-Medio 199 (GIIBCO 31100)
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- Filtros y membranas

- Filtros ésterílesAcrodisc de 0,2 pm (GelmanScíence,4192)

- Papelde fosfatode celulosaparacromatografla(WatmannPSi 3mm)

- Filtros depapelde celulosade 2,3 cm de diámetro(Watmann1030023)

- Membranadenitrocelulosa(ProtranRA, Schleicher& Schuell)

- Fármacos

- ActinomicinaD-mannitól(Sigma,A-5156)

- Adenosinadesaminasa(Sigma,A-5043)

- (+) BayK 8644 (RBI., B-l 12)

- CalfostinaC (Calbiochem,208725)

- COS 21680(RBI., C-141)

- CGS 4393B (Ciba-Geiby)

- Cicloheximida(Sigma,C-6255)

- N& Ciclohexiladenosina(CHA) (R.B.I., A-002)

- 8-Ciclopentil-1,3-dimetilxantina(CPT) (R.B.1., C- 102)

- 5’-N-ciclopropil-carboxaniido-adenosina(CPCA) (R.B.I., C- 103)

- o-Conotoxina. Sal deTFA (R.B.L, Cd 10)

- Cheleritrina. Hidrocloruro (RBI., C-198)

- N’2-O-Dibutiladenosina3:5-monofosfatocíclico (dbcAMP). Sal sódica(Sigma,D-0627)

- N2,2 -0-Dibutilguanosina3:5-monofosfatocíclico (dbcGMIP). Sal sódica(Sigma,D-3510)

- 3,7-Dimetil-í-propargilxantina(DMPX) (R.B.I., D-124)

- Eritro-9-(2-hidroxi-3-nonil)adenina.Hidrocloruro. (ERNA) (RBI., E-114)

- Espiperona(Sigma,S-7395)

- S(-)Etilcloprida.Hidrocloruro(R.B.I., E-101)

- Forskolin(Calbiochem,344270;Sigma,F-6886)

- m-Hidroxibencilhidracina(Sigma,H-9382)

- H-8. (N-[2-(metilamina)etil]-5-ísoquinolinosulfonamida).Hidrocloruro (R.B.1., H-122)

- H89 (N-[2-(p-Bromocinamilamina)etil]-5-isoquinalinesulfonamida.Dicloruro. (Biomol, El- 196)

- 3-Isobutilmetilxantina(IBMX) (Sigma,1-5879)

- KN-92 2-jjN-(4-metoxibencenosulfonilflamino-N-(4-clocinamil)-N-metilbenciiamina)(R.B.I.,

K-112)
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- KN-93 N-[2-[ff3-(4’-clorofenil)-2-propenil)-metilamina]metil]fenil]-N-2-hidroxietil)-4’-metoxi-

fostatodebenzenosulfonamida)(RBI., K-í 10)

- KT 5926(Biomol, EI-201)

- 4-[3,4-(Metiiendioxi)benziljjaminoj-6-cloroquina.zo]ino (MBCQ) (Tocris, 0874)

- 8-Metoximetil-1-metil-3-(2-metilpropil)xantina.(8-MIIBMX) (Biomol, PD-150)

- Nifedipino (Sigma,N-7634)

- Nitrendipino (RBI., N-144)

- S-(4-Nitrobenzil)-6-tioinosina(NBTI)(R.B.I.,N- 127)

- Quimpirol (RBI., Q-102)

- Ro 20-1724(R.B.I., R-I II)

- R(+)-SCH-23390.Hidrocloruro (R.B.J.,S-054)

- Sepiapterina(RBI., S-154)

- SKF-38393.Hidrocloruro(RBI., 5-101)

- L-Triptófano(Sigma,T-8659)

- Zaprinast(Sigma,Z-0878)

1.2. INSTRUMENTAL

- Agitadormultitubos(Corning, modelo4010)

- Agitador orbital (Lab-line)

- Balanzasde precisión(Sartorius;Sauter404 y DenverInstrumentalCompanyA-160)

- Bañodeórganostermostatizado(Unitronic,320 ORy Dubnoff).

- Bombade doblepistónparacromatografiade altapresión(Bromma,LKB 2150y controlador

2152; Waters590)

- Cámarade aclimatacióncon fotoperiodoy temperaturacontrolados

- Cámarasde cultivo herméticas,transparentesy opacas.

- Cámarasde cultivo de metacrilato,herméticasy transparentes(Plas-lab).

- Cámarafotográficaparageles(COHU Solid StateCamera)

- CatéterVenocarth-18(Abott, 4718)

- Célulaanalíticacoulométrica(ESA, 5011)

- Célulaacondicionadoracoulométrica(ESA, 5021)

- Centrífugarefrigerada.(Beckman,CS-6KR)

- Colorímetro(Atom, Data-testatom366).
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- Columnasdecromatograflas(Whatman,4621-0502; TraceranalíticaN14763).

- ColumnasdecromatografiaDisposaflex(8 mm x 200 mm.) (Kontes,40 160-0000)

- Congelador a-250C (Liebherr)y a-800C(FormaScientific).

- Contadorfi (Beckman,modeloLS 6500)

- Cubetadeelectroforesishorizontal(GIIBCO, Model H5)

- Detectoresamperométricos(BASS LC-4B y PrincentonApplied Research400)

- Detector coulométrico (ESA, modelocoulochemII)

- Diluidor (Gilsom 401)

- Escanerparapantallasde fosfografia(MolecularDynamics,Phosphorlmager445SI)

- Espectrofotómetros(Beckman,Du-50;Milton Roy Espectronic,1201)

- Generadordecorrienteparaelectroforesis(Bio-Rad,PowerPac300)

- Horno dehibridación(Hybaid)

- Iluminadorde fibra óptica (Dyonics375)

- Iluminadorultravioleta(Ultraviolet TransilluminatorUVB-20)

- InyectoresAutomáticos (Gilson, 230; Perkin-Elmer,ISS-100)

- Jeringuillasde microinyecciónHamilton (10 iii)

- Lupabinocular (Zeissy Meiji EMT)

- Microcentrífúga(Heraeus,Biofuge 13)

- Pantallade fosfografia(MolecularDynamics,PhosphorScreen35 X 43 cm)

- pH-metros(CrisonDigit 501;FisherScientific, AccumentBasic)

- Pipetasautomáticas(Gilson y Kartell)

- Placasde cultivo de24 pocillos (volumen3 mí) (Falcon3047;Corning25820)

- Programasinformáticos:

• ImagenQuant3.3 (Moleculardynamics)

• Lynx 5.1 (Applied Imaging)

• Biocrom 2000 (Micron Analítica)

- Refrigeradorde muestras(mgwLaudaRM6)

- Sonicadores(SonicsandMaterialsInc., Vibra Celí; Kontes,Micro UltrasonicCelí Disrupter)

- Videocámara (Vicon Mod. UC2400)
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1.3. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

En los experimentosde esta memoria se utilizaron ejemplaresadultos (edades

compredidasentre6 mesesy un año)de Xenopus!aevis.La mayorpartede los animalesfueron

de origencomercial(Nasco,Fon Atkinson, Winconsi,EE.UU.),exceptoparala realizaciónde

partede los experimentosdel apartadoIV.3.2.2.cde los resultadosen los que seutilizaron

Xenopus!aevisreproducidosy criadosen nuestrolaboratorio.

En amboscasos,unavezen el laboratorio,los animalessemantuvieronen cámarasde

aclimatacióncon fotoperiodo(12L: 12D) y temperatura(22±20C) controladoshastael díadel

experimento.Duranteeste periodo los saposse encontrabanen acuariostransparentes(15

ejemplarespor acuario)con aguapreviamentedesdoradapor filtración con carbónactivado

duranteal menosdos días.

Los animalesprocedentesde Nascose alimentaroncon escamasparaXenopus!aevís

compradasaNasco.Los animalesobtenidosen nuestrolaboratoriose alimentaroncon hígadode

poílo fresco. En amboscasos,la alimentaciónserealizó3 vecesporsemanay los alimentosse

suministrarondurante2 horas,que estiempo suficienteparaque los animalesse encuentren

saciados,retirándoselos restosde comidano ingerida.

2. MÉTODOS

2.1. LESIONES OCULARES

2.1.1.INYECCIONES INTRAOCULARES nr ~cmo KMNICO

Para la obtenciónde retinasenriquecidasen fotorreceptores,una semanaantes del

experimento,los animaleseraninyectadosintraocularmentecon la neurotoxinaácidokaínico

(KA). Esteagonistaglutaminérgicoproduceunaactivacióntónica delos receptoresde glutamato

tipo kainato induciendounaentradamasivade calcio enel citosol y la consiguientemuertecelular

porexcitotoxicidad(Olney, 1978).

Parala realizaciónde lasinyeccionesocularesde KA seutilizó un sistemaqueconsistió

en una agujadel 301/2 conectadaa un catéterde 0,5 mm de diámetrointerno,queporsu otro

extremo estaba unido a una jeringuilla Hamilton de 10 pl.
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Hamilton (10 ití) cateter (0,5 mm ~3) Aguja (
30V2)

El KA (10,666 21,32 mg/mI) sedisolvió en una soluciónde cloruro sódicoal 0,6%.

Debidoal caracterácidodeestecompuestoy asu escasasolubilidada pH menorde 6, huboque

añadirentre2 y 6 pl deunasoluciónde hidróxidosódico ION parasu completadisolución.Una

vezdisuelto,el pH final de la soluciónsecomprobóutilizandopapelindicadorde pH. Dicho pH

siempreestuvocomprendidoentre7 y 7,5. El volumende la inyecciónfue de 1 pl.

Los animalesseanestesiaroncon 3-aminobenzoatode etilo (0,375g/í deagua).Unavez

anestesiados,serealizóunaligera presióncon el dedoíndiceen la partedorsaldel interior de la

cavidadbucalforzandoa sobresalira la orbitaocular.La inyecciónserealizóinsertandolaaguja

a travésde la ora .serraíacon un angulode450 hastaalcanzarel humorvítreo. Trasinyectar1

pl de la soluciónde KA, seesperó5 segundosantesde retirar lentamentela agujaparapermitir

la difusión de la solucióndentrodel ojo.

Excepto para los experimentosde concentración-respuestade) neurotóxico, la

concentraciónfinal de KA fue de 50 ó 100 nmol por ojo. La concentraciónusadaestuvoen

función del tamañocorporal,esdecir, 50 nmollojo paraanimalescuyo pesoestabacomprendido

entre15 y 25gy 100 nmol/ojo parapesosentre25 y 45 g. En los experimentosquerequeríanun

grupocontrol, uno de los dosojos fue inyectadocon la soluciónsalinaal 0,6%.En todoslos

casos,las inyeccionesintraocularesse realizabanuna semanaantesdel cultivo de las copas

ópticas.
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2.1.2.LISIS DE LA RETINA INTERNA CON TRITON X-tOO

Otra de las técnicasdescritasen la bibliografia parala obtenciónde preparacionesde

fotorreceptoreses la lisis celular utilizando detergentes(Cahilí y Besharse,1992). Una vez

decapitadoel animaly preparadaslas copasópticassegúnel procedimientoqueseexplica en el

apartado2.2, el interior de la copaópticaselavó con unasoluciónde Triton X-100 al 1 % en

aguadestilada.Dichasoluciónsesumistrabamedianteunajeringuillaconectadaaunaagujadel

3O~durante 30 segundosmanteniéndoseun flujo continuode 1 mí/mm. A continuación,lacopa

óptica se dejaballena de la soluciónde Triton X-I00 duranteotros 90 segundos.El mismo

procedimentoserepitió utilizando aguadestiladaen lugarde Triton X- 100. Traslavarla copa

ópticacon la soluciónsalinaparael cultivo de copasópticas(SC)quesedescribeen el apartado

2.3.a,lascopasópticassecultivaron durante1 horaen SC. Finalmente,la capacorrespondiente

alaretinainternaseseparóde lacapade fotorreceptorescongelándoseambascapasen tampón

fosfato250 mM (véaseapartado2.4.2.b).

2.2. OBTENCIÓN DE LAS COPAS ÓPTICAS

Unavezdecapitadoy desmeduladoel animal, el globo ocularseextrajo utilizando unas

tijerasdecirugíade puntacurva(de 10 cm de longitud). Trasla inmersióndel ojo en unasolución

salinaparaextracciónde tejidos(SSE:NaCí 82,5 mM, KCI 2 mM, NaHCO435 mM NaH2PO4

1 mM, pH 7,4) y con la ayudade una lupa binocular, se procedióa retirar la corneay el iris

realizando una incisión en la ora serrala y cortando alrededor de la mismaconunastijerasde

iridectomía. Finalmente, se retiraron el cristalino y el humor vítreo, quedando la copaóptica

preparada para su posterior procesamiento.

2.3. CULTIVO DE COPAS OPTICAS

a) Medios de cultivo

Para la realizaciónde los experimentos de estamemoriaseutilizaronlos siguientesmedios

de cultivo.

- MABA

• Medio 199 (6,6gIl)

• Albúminaséricabovina(0,75gIl)

• NaHCO3 (30mM; 2,52 gIl)

• Ácido ascórbico(50pM; 8,81 mgIl)
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-MAWQ

• Medio de cultivo paraanfibios(Wolf y Quimby)

• NaIHCO3(9,04mM; 0,76 gIl) La concentraciónfinal en el medio fue de 30 mM.

• Ácido ascórbico(50 pM; 8,81 mg/])

- Soluciónsalinaparael cultivo decopasópticas(SC

)

• NaCí (82,5 mM)

•KCI(2 mM)

• MgCI, (1 mM)

• CaCI2(1,8 mlvi)

• NaHCO3(35 mM)

• NaH,P04(1 mM)

• Glucosa(5 mlvi)

• Ácido ascórbico(0,1 mM)

• Soluciónde aminoácidosMIEM (lmlIIOOml)

Todos los mediosanteriormentedescritos,sesaturancon carbógeno(95%02: 5% CO2),

ajustándose su pH a 7,4 con NaOH 10 N 6 HCI ION segúnseanecesano.

b) Procedimiento general del cultivo

Trasla disecciónde las copasópticas,siguiendoel métodoexplicadoen la sección2.2,

se preincubaron30 minutos en el medio correspondiente.Dicho periodo es necesariopara

conseguirla acomodacióndel tejido ocularal medio. Trasestapreincubación,las copasópticas

secolocaronindividualmenteen placasde cultivo de 24 pocillos con un volumende 1,25 ml de

medioporpocillo. A continuación,seutilizó uno de lo~ siguientesprotocolos:

• Método 1

.

Las placassecolocaronen cámarasherméticam~ntecerradasy saturadascon carbógeno.

Dependiendode lascondicionesde cultivo, dichascámarasfuerontransparentes(cultivo en luz),

o totalmentenegras(cultivo en oscuridad).La incubación serealizó a una temperaturade

20+0,1
0C, introduciendolas cámarasherméticasen un baño termostatizado.El cultivo en

condicionesde luz serealizóexponiendolas cámarastransparentesa la luz proporcionadapor
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tubosfluorescentes(intensidadtotal 45 W). En los experimentos realizadosen el departamento

deBiologiaAnimal II (U.C.M.) seutilizó estemétodo.

• Método2

.

Las placas de cultivo se introdujeron en cámarasde metacrilato transparentesy

herméticamentecerradas,cuyaatmósferaestabasaturadaconcarbógeno.Paralos cultivos en

oscuridaddichascámarasseenvolvieronen un sacode tela gruesa,negray opaca.La incubación

serealizóatemperaturaambiente(22*1 0C) y sobreun agitadororbital (60 rpm). En los cultivos

en luz, la iluminaciónsesuministróporun iluminadorde fibra óptica(intensidadde luz 150 W).

En los experimentosrealizadosenel departamentodefarmacologíadeEmory Universityseutilizó

estemétodo.

Cuandosecomparanlos resultadosde experimentossimilaresrealizadosutilizandoambos

protocolos,no seencontrarondiferenciasapreciablesen los valoresde la actividadTPH.

2.4. TÉCNICASANALÍTICAS

2.4.1.DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD TRIPTÓFANO RIDROXILASA

2.4.1.1.DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD TPH INSJTU

a) Fundamentode la reacción

La determinaciónde la actividadTPH serealizósiguiendoel métododescritoporGreen

y colaboradoresen 1995 con algunasmodificaciones.Estatécnicasebasaen la acumulacióndel

productofinal de la reacción,5-hídroxitriptófano(5OHTrp), queseproducetras inhibir con m-

hidroxibencilhidracina(niHBH) la L-aminoácidoaromáticodescarboxilasa(AAÁD), enzimaque

actúainmediatamentedespuésde la TPH en la ruta de síntesisdeserotoninay melatonina.El

mecanismode accióndel mHBH esimpedir la unión de la AAAD a su cofactor,el fosfato de

piridoxal.

b) Procedimiento

Dependiendodequelasretinasprocedierandeojos intactoso lesionadosseutilizarondos

procedimientosdistintos.

- Copasópticasprocedentesde oios intactoso inyectadoscon salino

.

La reaccióncomenzócon la adición a los pocillos de 250 pl de medio de cultivo

suplementadocon 5,85 mM de L-Triptófano(L-Trp, sustratode la reacción)y 60 pM de mHBH,
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siendola concentraciónfinal en el medio duranteel tiempo de reacciónde 1 mM y 10 pM,

respectivamente.Laadicióndeestoscompuestosen los distintosgruposexperimentalesserealizó

utilizando el mismo medio en que sehabíanestadocultivando las copasópticashastaese

momento(conservándose,portanto, la concentraciónde los fármacosutilizadosen cadagrupo

experimental).Tras la adiciónde estoscompuestos,el cultivo seprolongó duranteotros 60

minutos,tiempoconsideradocomoel tiempo de reacción.La reacciónfinalizó con la extracción

de la retina neural. Paraello, la copa óptica setraspasóa una placa de cultivo de 35 mm

conteniendo6 mi deSSE(ver apartado2.2)y, con ayudade unalupabinocular, la retinaneural

seextrajosin epitelio pigmentado.La retinaneuralsesumergióen 80 ó 120 pl (enfunción del

sistemadeHPLCutilizado parala determinacióndel contenidode 5OHTrp> deunasolución0,3

N deácidoperclóricocon0,4 mM de metabisulfitosódico,0,4 mM de EDTA y 25 pmol/ml de

¡soproterenolcomoestándarinterno. Las muestrassecongelarona-800Chastael momentode

la determinacióndesu contenidode SOHTrpporHPLC.

En todoslos experimentos,uno de los gruposno recibióni Trp ni m-HBH denominándose

blanco.Dicho grupoindica, portanto, el contenidode 5OHTrpbasalo inicial a tiempo cero.

- Copasópticasprocedentesde ojoslesionadoscon KA

La reacciónsellevaa cabosiguiendoe! procedimientoanteriormentedescrito,peroen

estecasoseañaden250 pl de mediode cultivo suplementadocon 225 pM deL-Trp y 60 pM de

mHBH, siendola concentraciónfinal de 62,5 pM y 10 pM, respectivamente.Así mismo,el

tiempode reacciónparalas copasópticasfue de 30 minutos.

c) Determinacióndel contenidode5-hidroxitriptófanopor IJPLC

Las técnicasde cromatograflade alta presióno HPLC van apermitir la separaciónde

compuestosdebidoa su distintaafinidadpordosfasesdistintas.Unafaseestáticaqueen nuestro

sistemaseva aencontrarempaquetadadentrode ¡acolumna(faseestacionaria),y unafaseque

fluye a travésde la primeray, por tanto, denominamosfasemóvil. En nuestrosistemala fase

estacionariaesunacolumnaC18 defasereversa.Deestemodo, el tiempode elucióno retención

de los distintoscompuestosde la muestraestáen funciónde su hidrofobicidad,eluyendoen

primerlugarlos compuestosmashidrofilicos. Además,la adicióna la fasemóvil de un par iónico,

el octanosulfonatosódico, va a retenerselectivamentelos compuestoscon cargaspositivas,

retardandosu elución.
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- Instrumentaly condicionesanalíticas

Para la determinación del contenidode SOHTrp retinianoseutilizarondossistemasde

HPLC acopladosadosdetectoreselectroquímicosdistintos: coulométricoy amperométrico.Los

sistemasconstabandelos siguienteselementos.

- Sistemaamperométrico

• Bombaperistálticade doblepistonBrommaLKB 2150. Flujo: 1,5 ml/mm

• InjectorautomáticoPekinElmer ISS-100(loop SOpí)

• ColumnaC18UltrasphereODS. Tamañode partícula:5 pm. Diámetrointerno: 4,6 mm.

Longitud: 25cm(Beckman235329).

• DetectoramperométricoBASS LC-4B. Potencial:500 mV. Sensibilidad5 nA

• InterfaceDionex con softwareDionex AI-4S6 parala transformaciónde la señal

analógicadel detectoradigital y el posterioranálisismatemático.

- Sistemacoulométrico

• Bombaperistáltica Water 590. Flujo: 1 ml/mm

• Injector manualReodine(loop 25 pl)

• ColumnaCtS spherisorbODS-2.Tamañodepartícula: 5 pm. Diamétrointerno: 4,6 mm.

Longitud:12,5 cm (Tracer)

• Célulaacondicionadora(ESA5021): Potencial=O mV; Sensibidad50 nA

• Célulaanalítica(ESA 5011):

Electrodo1: Potenciafr50 mV; Sensibilidad50 nA

Electrodo2: Potenciafr200 mV; Sensibilidad20 nA

• Módulo de control: coulochemII (ESA)

• SistemadesoftwareBiocrom 2000(Micron analíticaSA,) parala transformaciónde

la señal analógica a digital y el posterior análisis matemático.

- Fase móvil

Independientementedel sistemadedetecciónutilizado la fasemóvil fue siemprela misma.

• H3P04(100 mlvi)

• EDTA(0,1 mlvi)

• 1-octanosulfonato sódico (0,4 mM)

• 6 % Acetonitrilo

El pH se ajustó a 3,1 con NaOH(10 N).
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- Procesamientode las muestras

Unavezdescongeladas,las retinassesonicaronen la soluciónde ácidoperclórico,en la

quesehabíanconservado,a50 w depotencia,salida70 %, durante 15 segundos (3 pulsos de 5

segundos).Tras la sonicación,las muestrasse centrifugarona 15000g durante3 minutospara

precipitarlas proteínasdel tejido. El sobrenadanteresultantesefiltró e injectó en el sistemade

HPLC para la cuantificación del contenido de SOHTrp, dopamina y serotonina. El precipitado se

utilizó para la cuantificación de proteínas.

Previamente a la inyección de la muestras se inyectó una curva estándar.Así mismo,

durante el análisis de las muestras, se intercalaronestándarescada10 muestrasparacontrolarlos

posiblescambiosen el tiempo de retenciónde los compuestosy las posiblesvariacionesde

sensibilidaddeldetector.

d) Análisis de los resultados

Las áreas obtenidas tras la integración de los picos del cromatogramafueron

transformadasen pmol/ml utilizando la siguientefórmula:

Concentración(pmol/mI) = (Area - A)/13)x(SI/ Área ~oponnoí)

A’ puntodecortecon el ejede abscisasde la rectade calibración

B pendientede la rectade calibración

81= mediaaritméticadel isoproterenolen los estándares.

La concentraciónde los distintoscompuestosde una muestraexpresadaen pmol/retina

seobtuvotrasaplicar:

Concentración(pmol/retina)= Concentración(pmoL/ml)xVs

Vs = Volumende sonicación decadaretinaexpresadoen ml

Con el detectorcoulométricoestevolumenfue 80 pl (0,08 mí).

Con el detectoramperométricoestevolumenfue 120 pl (0,12 mi).

Finalmente,la concentraciónexpresadaen pmol/mgde proteínasseobtuvoutilizando:

Concentración(pmol]mg prot) = Concentración (pmol/retina)/(mg prot/retina)
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Los cálculosanterioresseaplicaron parahallar el contenidode 5OHTrp, dopaminay

serotomna.

Parahallarla actividadTPH, a los datosindividualesdel contenidode 5OHTrp expresado

enpmol/mgprot. seles restóla mediaaritméticadel contenidode5-OHTrpdel grupoblancoy

seexpresóporhora.

2.4.1.2DETERMINACIóN DE LA ACTIVIDAD TPH IN VIVO

La determinaciónde la actividadTPH iii vivoserealizósiguiendola técnicadescritapor

Carlssony colaboradoresen 1972paracerebroy posteriormentemodificadaporThomase luvone

en 1991parala retinade pollo. Al igual queocurríaparala valoraciónde la actividadin smi,esta

técnicasebasaen la inhibición de la AAAD utilizandomHBH, y la consiguienteacumulaciónde

SOHTrp. Sin embargo,en estecasola administraciónde mHIBH serealizamedianteinyección

intraperitoneal.El tiempo cerode la reacciónesel momentode la inyeccióny el tiempo de

reacciónesel tiempoquetranscurrehastael sacrificio del animal.

Exceptoparalos experimentosde dosis-respuestadel mHBH, los animalessepesarony

se les inyectó el volumende soluciónde mHBH necesarioparaajustarla dosisde mHBH a

100 mg/Kg de pesocorporal.En todoslos casos,el volumen de inyecciónfue dealrededorde

200 pí. Excepto para los experimentosdedesarrollotemporal,el tiempo de reacciónfue de 30

minutos. Transcurridoestetiempo, el animal sedecapitóy las retinasneuralesseextrajeron

siguiendoel procedimientoexplicadoen el apartado2.2.

La valoracióndel contenidode SOHTrpserealizóporHPLC seguiendoel procedimiento

anteriormentedescrito (apartado2.4.1.1.c).

2.4.2. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD SEROTONINA-N-

ACETILTRANSFERASA

a) Fundamentodel ensayo.

La actividad NAT fue medidautilizando un enzimoensayobasadoen la formaciónde

N-acetiltriptamina(NAcTr) apartirde triptaminay acetil-CoAy consiguientevaloracióndeeste
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productoporHIPLC condetecciónamperométricasiguiendoel métododescritoporThomasy

colaboradoresen 1990.

h) Reactivos

- Tampónfosfato250 niI~4

• K2HPO4(250mM)

• KH2PO4(250mM)

• pH6,5

Tras prepararun mismovolumende las dossalesporseparadoy la completadisolución

de las misma, el pH de la soluciónseajustó añadiendola cantidadnecesariade la formabásica

(K2HPO4)a la formaácida(KH2PO4)

- Mezclatoluenoalcohol isoamilo

• 1 ml de HCI iN

• 3 ml de alcohol isoamilo

• 396 ml de tolueno

Mezclarprimeroel HCI y el alcohol isoamilo, agitary añadirel tolueno.Mantenera 4
0C.

c) Procedimiento

Tras la extracciónde la retinaneural,el tejido se sonicóen 150 pl de tampónfosfato

(250 mM, pH 6,5) que contenia 1,33 mlvi de acetil-CoA. Una alícuota de 75 pl del

homogeneizadoseutilizó parala reacción,la cual comenzóal añadir25 pl de unasolución8 mM

detriptamina.Las concentracionesfinalesde los sustratosen el ensayoson2 mM detriptamina

y 1 mM de acetilCoA.Tras incubar 15 minutosa 250C en un bañotermostatizado,la reacción

separóañadiendo1 mi de la mezclade tolueno:alcoholisoamilo a 40C. Paralos tubosblancos,

los 75 pl del homogeneizadosesustituyeronpor75 pl de la soluciónde acetil-CoA(1,33 mM).

Unavezparadala reacciónseprocedeala extraccióndel productode la misma, la NAcTr.

Tras agitar 3 vecesdurante30 segundos,las muestrasse centrifugarona 2000 g durante5

minutos a 40C. 500 pl dela fasesuperior(orgánica)setransfierenaun nuevotubo de ensayoy

se evaporaron con nitrógeno a temperatura ambiente. El residuosecosereconstituyóen lOO pl

de fasemóvil, inyectándose15 pl en el sistema de HPLC.Paracalcularla eficaciade la extracción
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seextrajeron75 pl de NAcTr (4 pM), quecoincidecon la concentraciónmasaltade la curva

estándar, completándose el volumen de reaccióncon 25 pl de la soluciónde triptamina.

d) Detección electroquímica de la N-acetiltr¡ptamina

El sistema deHPLC utilizadoparala cuantificaciónde laNAcTr constade los siguientes

elementos:

• BombaperistálticaBrommaLKD. Flujo: 1,5 ml/mm.

• Inyector automático Gilson 23 1

• Columnade cromatográficaWhatmanpartisphereCI 8. Tamañode partícula: 5 pM;

Longitud: 11 cm; diámetroexterno7,94 mm; diámetrointerno4,7 mm.

• Detectoramperométrico(PrincentonApplied Research,410)Potencial:900 mV.

Sensibilidad: ] 00 nA

La composiciónde la fasemóvil fue:

Acido fosfórico (50 mlvi)

• 1-Octanosulfonatosódico(1,5mlvi)

• 33 % Metanol

El pH seajustóa 3,1 con NaOH (10 N).

e) Análisisde los resultados

En cadaexperimento,previamentea la inyecciónde las muestras,se inyectóunacurva

estándar que se utilizó para la calibración. De este modo, el área obtenida tras la integración del

pico del cromatogramacorrespondientea la NAcTr fue transformadoen pmol/ml utilizando la

siguientefórmula:

NAcTr (pmo1/mí) = (AreaNAÉTr - A)/B

A= puntodecortecon el ejede abscisasde la rectade calibración

13= pendientede la recta de calibración

La actividadNAT expresadacomo pmol/min/retinase obtienentrasaplicar:

NAT(pmol/min/retina) (NAcTrpu,,o~,,,~<mucsíra>- NAcTrPffiOV,,d(bhflCO))XCXVII 5
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C = (pmol/mI)~0~~J(pmol/ml)~~)xO,75I2

V= Vrx(Vs/Ve)x (Vp/Vext)

Vr = Volumende reconstituciónexpresadoen ml

Vs Volumendesonicaciónexpresadoen pl.

Ve = Volumende muestrautilizado en el ensayoexpresadoen pl.

Vp = Volumende toluenoutilizadoparapararla reacciónexpresadoen ml

Vext = Volumenutilizado parala extracciónexpresadoen ml.

El factor 15 es la corrección para expresar la actividad enzimáticaporminuto.

La actividadenzimáticaexpresadacomo pmol/min/mgproteínasecalculautilizando:

NAT(pmol/min/mg prot) NAT(pmol/min/retina)/(mgprot/retina)

2.4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTAMATO

DESCARBOXIILASA (GAD)

a) Fundamentodel ensayo

La actividad glutamatodescarboxilasafUe medida utilizando un radioenzimoensayo

propuestoporprimeravezporAlbersy Brandyen 1959parael cerebrode mono, y modificado

posteriormentepor Zawilskaeluvoneen 1992parala retinade poíío. Estatécnicasebasaen

capturarel CO2liberadodurantela reacciónde descarboxilación:

Glutamato CO2

+ > y-aminobutirato+

[i
4C]Glutamato GAD [14C]C0

2

b) Reactivos

- Tampónfosfato250 mM pH 63

Véase apartado 2.4.2 de esta memona

- Preparaciónde los filtros fiadoresde CO2

Colocartiras enrrolladasde unos 22 cm de longitud y 8 mm de anchurade papel

WhatmanPSI en los portafíltrosde los taponesde los tubos de reacción.

Empaparlos filtros con 100 pl de Protosol
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- Mezclade reacción

0,39 pl de 13-mercaptoetanol1 ml Triton X-100 (2,5%)

Fosfatode piridoxal (0,73 mg/mí).

Acido glutámico 12,3 mM (2,3 mg/mí). Disolver en agua

Trasdisolverel fosfatode piridoxal enla soluciónde ~-mercaptoetanol-Triton,sepreparó

lamezclade reacciónmanteniendolas siguientesproporcionesporcadatubode ensayo:

• 3 pl (0,15 pCi) de L-[l-’4C] ácidoglutámico

• 12 pl dela soluciónde ácidoglutámico

• 10 pl dela soluciónde fosfatode piridoxal

c) Procedimiento

Tras la extracción de la retina neural,el tejido sesonicó en 150 pl de tampón fosfato

(250 mM, pH 6,5) y unaalícuotade 25 pl setrasvasóatubos de vidrio de 15 ml. La reacción

comenzócon la adiciónde 25 »l de la mezcladereacción,e immediatamentelos tubossetaparon

alojandoen su interior el filtro fijadorde CO
2. Laincubaciónfije de 20 minutosa 25

0C utilizando

un bañotermostatizadocon agitación.La reacciónfinalizó al inyectaren el tubo 0,5 ml de ácido

tricloroacéticoal 20 % con cuidadode no tocarel filtro fijadordeCO
2. La incubación se continuó

durante otros 90 minutos para asegurarse de quetodo el CO2producidodurantela reacciónha

sido capturadoporel filtro. Finalmente,el filtro setransfierea un vial de centelleoañadiendo4 ml

de unamezclade líquido decentelleo(Ecolume):metanol(9:1). Contarlas DPM del ‘
4C utilizando

un contadorde centelleoji. Paralos tubosblancos,los 25 pl del homogeneizadosesustituyeron

por 25 pl del tampónde sonicación.

d) Cuantificación

La actividadenzimáticapor retina se obtiene aplicando:

GAD (pmol/min/retina) = ((DPMmu~» - DPMbIfl,CO)IDPMlO~,)>’pmol ~~,~x(Vs/Ve)/20

Vs = Volumen de sonicaciónexpresadoen pl.

Ve = Volumende muestra utilizado para el ensayoexpresadoen pl.

El factor20 esel correctorde tiempoparaexpresarla actividadpor minuto.

La actividadpormg de proteínasecalculautilizando:

GAD (pmol/min/mg prot) = GAD(pmol/min/retina)/(mg prot/retina)
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2.4.4.DETERMINACIÓN DE LA ACUMULACIÓN DE AMP CÍCLICO

a) Fundamento del ensayo

La acumulaciónde cAMP sevaloró determinandola síntesisde [3H]cAIvIPen células

premarcadascon [31-I]adeninasegúnel métododescritoporShimizuet al. (1969).

b) Reactivos

- Preparación de las columnascromato2ráfica$

ColumnasdeDowex

• Columnasde polipropileno Disposaflex de 8 mm x 200 mm.

• Resma Dowex-SOW-X4 (200-400mesh)

Tras lavar la resmaDowex-50W-X4diezvecescon 1120, (proporción1:1 resina:I-1~O,

volumen)seañadióla mezcla(1:1 con H
20) a las columnashastaalcanzaruna alturade 3 cmde

resmaunavezdrenada.Previamenteala adiciónde las muestrasde un ensayo,las columnasde

Dowexselavaroncon 10 ml de aguadestilada.

Columnasde alúmina

• Columnasde polipropilenoDisposaflexde 8 mm x 200 mm.

• Alúmina (Neutra Tipo WN-3)

Tras lavar la alúminadiez vecescon 1120, sesecóa 60
0C añadiéndose0,6 g. a cada

columna.Previamenteala adiciónde lasmuestrasdeun ensayolascolumnasselavaroncon 10 ml

de tampónTris-HCI 50 mM.

- TRIS-HCI 50 mM pH 80

• Trizmabase(50mM)

Ajustar el pH a 8,0 con HCI (10N).

- Solución decAMP portador

Disolver cAMP(4 mM)en agua destilada

- Estándar interno de ‘4C-cAMIP

Prepararunadilución 1:500 y conservaren alícuotasa -200C.
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c) Procedimiento

Lascopasópticassecultivaronen 1 ml de la SC suplementadacon 4 pl de 3H-Adenina

(4 pCi/pocillo) durante4 horas.Trasestetiempo de marcaje,las copasópticasselavaronen

50 ml deSCy setraspasaronaun nuevopocillo con SC sin adeninatritiaday con los fármacos

correspondientes.El tiempo de reacciónfue de 30 minutos,tras los cualesseextrajola retina

neuraly sesumergióen 300 pl de ácidotricloracéticoal 10%.

Parala extraccióndel cAMP, atodoslos tubosseañadieron10 pl de cAlvlP (4 mM) como

portadory 6 pl del estándarinternode HC~cAMP. Los tubos blancosseprepararonsegúnel

procedimientodescritoperosin añadirla retinaneural.Trasla sonicacióndel tejido, las muestras

secentrifugarona 17000 g durante5 mm a 40C. Una alícuotade 10 pl del sobrenadantese

traspasóavialesde centelleoparaobtenerlas cuentastotales.Los tubos estándardelas cuentas

totalesse hicieronpipeteandodirectamenteE pl del estándarinternode ‘4C-cAMIP en un vial de

centelleo.Los vialesde centelleosecompletaroncon 300 pl de aguadestiladay 3 ml de líquido

de centelleo.

El resto del sobrenadanteseañadióa las columnasde Dowex. Una vez drenadas,se

eluyeroncon 2 ml de agua.Trasdrenarsede nuevo,secolocaronsobrelas columnasde alúmina

y seeluyeroncon 4,5 ml de agua.Cuandolas columnasde alúminaterminaronde drenarse

retiraronlascolumnasdeDowexy lascolumnasdealúminase colocaronsobrevialesde centelleo

eluyéndosecon 2,5 ml de Tris-HCI 50 mM. Tras añadirse16 ml de líquido de centelleo, se

procedió a la cuantificaciónde las muestras.Las columnasdeDowexseregenerancon 10 ml de

HCI (íN) y las de alúminacon 10 ml deTris-HCI (50 mM).

d) Cuantificación

La tasade recuperaciónde las columnascromatográficasseobtuvo:

Rec=Estándarmuesfr~x (Vs/Vc)/Estándar
10~0,

Estándar= CPM ‘

4C

Vc = Volumende las muestras añadido a las columnas

Vs = Volumende sonicación
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El porcentajedeconversióndecAMP delamuestrasecalculaa partir de las DPM de3H

aplicando:

AC(%) = (DPM sn-DPMb~CO)/(DPM ~-DPM~.~~,)/Recx Vsx 100

El factor 100 seaplica paraexpresarla actividaden

2.4.5. DETERMINACION DE LA ENTRADA DE CALCIO

a) Fundamento del ensayo

La capturade calcio porpartede las retinasenriquecidasen fotorreceptoressedeterminó

valorando la entrada de 45Ca2~según el método descrito porWei et al. (1988) para cultivos de

neuronasde la retina.

b) Reactivos

• Soluciones madre

• Glucosa (100 mM)

• NaCí (1,25M)

• KCI (360 mM)

• CaCI
2 (114,4 mM)

• MgCI2 (120 mM)

• Tris:HCI (0,25 M) pH 7,2

Conservara4
0C

• TampónSalino-Tris(TST

)

La solución TST se preparó siempre antesdel experimentoa partir de las distintas

soluciones madre:

100 ml [final]

Glucosa SmI SmM

NaCí 6,6 ml 82,5 mM

KCI 555~Il 2mM

CaCI
2 874 pl 1 mM

MgCI2 833 pl lmM

Tris:HCI (0,25) 10 ml 25 mM

H20 76,138ml
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c) Procedimiento

Las copasópticassecultivaronen placasde 35 mm conteniendo5 ml deSCduranteuna

hora. Tras su extracción, lasretinasneuralessedepositaronen unaplacade 35 mm quecontenía

5 ml deTSTcon los farmacoscorrespondientesy sepreincubarondurante5 minutos.El tiempo

decapturade Ca2’ fue de 30 segundosdurantelos cuales,la retinasesumergióen 5 ml deTST

suplementadocon 1 pCi de‘5Ca2’ y los fármacoscorrespondientes.La capturadecalcioseparó

lavando3 vecesen 50 ml de TST a40C y sumergiendolasretinasen 150 pl deNaOH(0,5N).

Tras sonicarlas retinas,seseparóunaalícuotade 15 pl parala determinaciónde las proteínas

totales.Los 135 pl restantessetrasvasaronaun vial de centelleoy trasañadir12,5 pl deácido

acético glacial y 6 ml de líquido de centelleose cuantificóla radiactividad.Parala obtencióndel

blancoseutilizó el mismoprocedimiento,exceptoqueel tiempode capturafue cero, lavándose

la retinainmediatamentedespuésde sersumergidaen TST suplementadocon 45Ca2’.Las cuentas

totalessedeterminaronen unaalícuotade 125 pl del TST con 45Ca2~.

d) Cuantificación

Lacaptura de Ca2’ secalculóaplicandola siguienteformula:

Entradade Ca2’ (nmol/mgprot) = CPlvt~
0 /CPM,~xnmol10~/mgprot

2.4.6. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO TOTAL DE PROTEÍNAS

a) Fundamentodel ensayo

Parala determinacióndelcontenidototal de proteínasse utilizó unatécnicacolorimétrica

basadaen la reacción del grupo alcohol de los residuosde tirosina con el reactivoFolin-

Ciocalteau según el métododescritoporLowry et al. (1951).

b) Reactivos

- Tartrato Na-K (2 %~

• Tartrato NaK 2 g

• 1120 100 ml

- CuSO1<1 %

)

•CuSO4 lg

•H20 lOOml
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- SoluciónB

•NaOH lg

•Na
2CO3 Sg

• H~O 250 ml

- SoluciónC

• CuSO4(1 %) 1 ml

• TartratoNa-K (2 %) 1 ml

• SoluciónB 100 ml

Preparar en el momento de usar.

c) Procedimiento

Añadir 1,25 ml de la soluciónCa250pl de muestra.Agitareincubar15 minutosa 30
0C.

Añadir 0,25 mIde reactivoFolin:H
20 (1:1). Agitar e incubar30 minutosa 30

0C. Lecturade ¡a

absorbanciaa 500 nm

d) Cuantificación

Para la transformaciónde las absorbanciasen mg de proteínasse utilizó una curva

estándarde un patrónde seroalbúminabovina (BSA) en el intervalo5-40 pg. Aplicándosela

siguientefórmula:

mg proteina/retina= (Absorbancia- A)/B)x(Vs/Ve)

A= puntodecortecon el eje deabscisasde la curvaestándar

B pendientede la curvaestándar

Vs= Volumen de sonicaciónexpresadoen pl.

Ve= Volumende muestrautilizado parael ensayode proteínasexpresadoen pl.

2.4.7.DETERMINACIÓN DE LA SÍNTESISDE PROTEÍNAS

a) Fundamentode la técnica

Para la valoraciónde la síntesisde proteínasutilizamosuna modificacióndel método

propuestopor Mans y Novelli en 1961 basadoen la incorporaciónde leucina tritiada a las

proteínasreciénsintetizadasde un tejido. La incorporaciónde leucinasecuantificaráfijando las

proteínasen filtros de papely cuantificandosuradiactividad.
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h)Reactivos

- Thnp&bQraI~ (50 mM)

Ácido bórico (50 mM)

El PH seajustóa9,0 utilizando NaOH(10N)

c) Procedimiento

Tras cultivar las copas ópticas durante 5 horas siguiendo el procedimiento descrito en el

apartado2.3, se añadió3 pCi de [3H]leucina (concentración final en el medio de 2 pCi/mi),

comenzandoel marcajede lasproteínasqueestabansiendosintetizadas.El tiempo demarcajefue

de 60 minutos,duranteel cualel cultivo seprolongóconservandolas condicionesmantenidas

durante el periododecultivo previo al inicio del marcaje.El marcajefinalizó con laextracciónde

la retina neural. Una vez extraída, la retina neural se sumergió en 200 pl del tampón borato.

Tras la sonicación del homogeneizado, una alicuota de 100 pl delmismo sedepositósobre

filtros de papelWatman(3MM) de 2,3 cm de diámetro,los cualessedejaronsecardurante2

horasatemperaturaambiente.Unavezsecos,los filtros sedepositaronen un vasode precipitado

que contenía una solución de ácido tricloroacético al 10 % a 40C (5-10ml por filtro) y sedejaron

duranteuna hora,agitandocada10 mm. Trasdecantarla soluciónde ácido tricloroacético,los

filtros se sometierona unaseriesucesivade lavadoscon:

- Solucióndeácido tricloroacético al 5 % a 40C durante 20 minutos (2 veces).

- Solución de etanol 95%:eter (1:1) (2-6 ml por filtro) durante 20 minutosa 400C.

- Eterdietílico (1 ml por filtro) durante1 minuto atemperaturaambiente(2 veces).

Una vez completados los lavados, los filtros se secaron a temperatura ambiente y se

traspasaron a viales decentelleode20 ml. Se añadió 700 pl de Protosol y los viales se incubaron

a 600C durante14 horas. Finalmente, se añadió 10 ml de líquido de centelleo y se contaron los

viales en un contador de centelleo I~.

d) Cuantificación

La síntesisde proteínasse expresó como DPMde [3Hlleucinaincorporada por pg proteína

trasaplicarla fórmula:
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Síntesisde proteínas(DPM/pg proteína)= (DPMf3H]jeu~jpg prot ~2k(Vs/Vf)

Vs Volumende sonicacton.

Vf~ Volumende muestraañadidoporfiltro.

2.4.8.DETERMINACIÓN DEL mRNA DE LAS RETINAS NEURALES

2.4.8.1.EXTRACCION DEL RNA TOTAL DEL TEJIDO

a) Fundamentodel ensayo

Para la extracción del RNA seutilizó el reactivo comercial Trizol. Estereactivo esuna

solucióndefenol e isotiocianatode guanidina,quepermiteaislarel RNA en un solo pasosegún

la técnicadesarrolladaporChomczynski y Sacchien 1987.

b) Procedimiento

Todo el procedimentoserealizó atemperatura ambiente exceptolas centrifugacionesque

tuvieronlugar a 4
0C. Cadaretina sehomogeneizóen 500 pl del reactivoTrizol y se incubó

durante15 minutos.A continuación, se añadieron 100 pl de cloroformo,seagitó y se incubó 5

minutos.Trascentrifugar15 minutosa 7.500 g, la faseacuosasetransfirió aun nuevotuboy se

añadieron300 pl de isopropanol,incubándosedurante1 hora. Tras centrifugar 10 minutos a

11.000 g, el sobrenadante se descartó y el precipitado se resuspendió en 1 ml deetanolal 75%.

Tras una nueva centrifugación de 5 minutos a 7.500 g, el sobrenadantese descartóy e]

precipitadosesecóal airereconstituyéndoseen 10 pl de aguatratadacon DEPCe incubándose

10 minutos a 600C. Finalmente, la cantidad total de RNA extraído se cuantificó por

espectrofotometría a 260 nm utilizándose una alícuota de 1 pl de la muestra.

2.4.8.2 ELECTROFORESIS DE mRNA

a)Reactivos

- Anua tratada con DEPC(DEPC-H
2Q

)

• DEPC 0,2 ml

•H20 lOOml

Tras mezclar y agitar vigorosamente, la solución se autoclavó para inactivar el DEPC.
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- TampóndeelectroforesispH 5.5

• MOPS(0,02M)
• Acetatosódico(5 mM)

• EDTA (0,01 M)

- TampónMOPS(10)0 pH7

• MOPS (0,2 M)

• Acetato sódico (0,05M)

• EDTA (0,1 M)
El tampónseajustóa pH 7,0 utilizandoNaOH(10N)

- Solución de trabaio

La soluciónde trabajo sepreparómanteniendolas siguientesproporcionesparacada

muestra:

• TampónMOPS (lOx), pH 7 2,5 pl

• Formol 4,5 pl

• Formamida 12,5 pl

- Tampónde carQaparaRNA

Volumenfinal iirni [final]

•EDTA(0,5M),pH8 3pl lmM

• Glicerol 750 ji 50% y/y

• Azul debromofenol 3,8 mg 0,25%p/v

• DEPC-H
20 747 pl

- Gel dea~arosa1%

• Agarosa 1 g

• Tampón de electroforesis 90 ml

• Formol 10,8 ml

• Bromurode etidio (10 mg/mí) 6 pl
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Se añadióla agarosaen el tampónde electroforesisy secalentóhastaebullición. Tras

enfriara400Ccon agitaciónmagnética,seañadióel formol y el bromurode etidio. La disolución

setrasvasóa la cubetadeelectroforesisy seesperóhastaquesesolidificó.

- Tampónde transferencia(SSC

•NaCI(1,5M)

• Citrato sódico(0,151v!)

Seajustóel pH a 7,0 utilizandoHCI (IN).

b) Procedimiento

Parala preparaciónde las muestrasse trasvasóel volumen correspondientea4 pg de

RNA por muestraaun nuevo eppendorf.Cuandoel volumenutilizado fUe menorde 5,5 pl se

completóhastadichovolumenconaguatratadacon DEPC.Trasañadir19,5 pl de la soluciónde

trabajo,seincubóa600Cdurante10 minutos.Finalmente,seañadieron5 pl del tampónde carga

paraRNA.

La separaciónde los distintosRNA se realizó en un gel de agarosasumergidoen el

tampónde electroforesisal queseaplicóuna corrientede 100y durante1 h. Finalmenteel RNA

setransfirió porcapilaridada unamembranade nitrocelulosa.El tiempode transferenciafue de

18 h traslas cualessecomprobóla eficaciadel procesoaplicandoluz ultravioletaal gel y a la

membranade nitrocelulosa.El RNA sefijó a la membrana incubando a 800C durante 2 horas.

Paracomprobarqueseha cargadounamismacantidadde RNA de todaslas muestrasserealizó

una densitrometría del rRNA 28S (Applied Imaging Lynx 5.1).

2.4.8.3PREPARACION DE LAS SONDASDE cDNA

a) Reactivos

- Tampóndeelectroforesis(TRE

)

•TRIS(1M)

• Acido bórico (89 mM)

• EDTA (2mM)

El pH del tampónseajustóa 8,0 con NaOH(10N)
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- Gel dea~arosaparala separacióndeDNA

•TBE 100 ml

• Agarosa(puntode fusión bajo) 0,8 g

• Bromuro de etidio (10 mg/mI) 6 pl

Seañadió¡a agarosaenel IBE y secalentóhastaebullición. Trasenfriar a400C agitando

magnéticaniente,seañadióel formol y el bromurode etidio. La disoluciónsetraspasóa lacubeta

deelectroforesisy seesperóhastasu gelificación.

- Tampóndecar2aparaDNA

Volumenfinal 1,5 ml [Final]

• TBE 7,5 pl 0,5% y/y

• Glicerol 750 pl 50% y/y

• Azul debromofenol 3,8 mg 0,25%p/v

• DEPC-H
20 742,5 pl

Conservaren alícuotasa-20
0C

- Solución 1

Volumenfinal 200 pl [Final]

• Albúmina sérica bovina (10 mg/mí) 80 pl 4 mg/ml

• Promotoresaleatorios(3 pg/pl) 33,3 pl 0,5 pg/pl

• DEPC-H
20 86,7 Ml

Conservaren alícuotasa -20
0C

- Solución 2

Volumen final 1 mi [Final]

• HEPES pH 6,6(1 M) 0,5 ml (0,5 NI)

•MgCI(IM) l2pl (l2mM)

• j3-mercaptoetanol (12,5 M) 2 pl (25 mM)

•TRISpI-1s(2M) 6%l (12nxM)

•ATP(IOOrnM) Ipl (0,Imlv!)

•GTP(lOOmM) Ipl (0,lmM)

•TTP(íOOniM) Ipl (0,lmM)

• DEPC-H
20 423 ji
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b) Procedimiento

La sondadecDNA deTPHutilizadaparalos experimentos de esta memoria es el clon de

la TPH deXenopus ¡Qe vis pTPH381aisladoen el laboratoriode los doctoresBesharsey Green

y que fue cedida amablemente por los mismos. El cDNA de la TPH fue enviado a nuestro

laboratorioinsertadoenun plásmido.Parala extraccióndel cDNA dela TPH, 15 pg de plásmido

se incubaroncon 15 pg de las enzimasde restricciónXhoI, XbaI y Hind III a 370C durante

1 hora. La separación de los distitos fragmentos de DNA obtenidosse realizó mediante

electroforesisen un gel deagarosaal 0,8 % sumergidoen TBE aplicandoun voltagede 100 y

durante40 minutos.La sondade la actinahumanautilizadafue de origen comercial.

El marcajede las distintassondascon32P se realizóporpolimerizaciónaleatoriautilizando

el siguienteprocedimiento.Trasdesnaturalizarla sondade cDNA incubandodurante5 minutos

a 1000Cseañadieron5 pl de la solución1, 20 pl de la solución2, 1 pl de Klenow y 5 pl de 32P-

dCTP incubándosea 370C durante2 horas.La reacciónseparó añadiendo20 pl de EDTA

(0,5 M, PH 8). La cantidadde radioactividadincorporadadurante la reacciónse valoró

precipitando 1 pl de la sondamarcadacon 5 ml de ácido tricloroacético.La radiactividad

incorporadafhe aproximadamenteio~ CPM.

2.4.8.4HIBRIDACIÓN DEL mRNA

a) Reactivos

- Tampónde hibridación

Volumenfinal 800 ml

• Sulfato dedextrano 80 g

• Formamida 320 ml

• SSC 320 ml

• TRIS 2M, pH 7,4 8 ml

• Soluciónde Denhardt 8 ml

• DNA deespermade salmon(ssDNA) 20 pg

• DEPC-H,O 156 ml

Filtrar y conservar a 40C
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- SolucióndeDenhardt

• Polivinilpirrolidona

• Albúmina sérica bovina

• Ficolí 400

Disolvertodoslos compuestos

- TampónSTRIP

Volumenfinal

• EDTA (0,5 lvi), PH 8,00

• SDS (10%)

• 1120 autoclavada

- Solución3

Volumen final

• SSC

• SDS (10%)

•H20

- Solución 4

Volumen final

• SSC

• SDS(10%)

•H20

2% p/v

2% p/v

2% p/v

en agua,filtrar y conservara-200Cen alícuotasde 25 ml

500 ml

2m1

5ml

493 ml

[Final]

(2mM)

(0,1%)

100 ml

20 ml

Imí

79 ml

100 ml

lml

Iml

98 ml

b) Procedimiento

Parala hibridaciónde los distintosmRiNA, 150 pl de ssDNA sediluyeroncon 150 pl de

aguatratadacon DEPC y sedesnaturalizaronincubándosea 1000C durante5 minutos.Tras

enfriarserápidamentea40C semezclócon 10 ml del tampónde hibridacióny setrasvasóaun

tubo de hibridaciónqueconteníala membranade nitrocelulosapreviamentehumedecidaen el

tampón STRIP. Se incubó a 420C durante2 horas en rotación constante Finalizada la

prehibridación, 150 pl de ssDNA semezclaroncon la sondamarcaday sedesnaturalizarona

l00”C durante5 minutos,tras los cualessemezclaroncon 10 ml de nuevotampónde hibridación.
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El tampóndeprehibridaciónsecambióporel nuevo tampón de hibridación conteniendo la sonda,

y la hibridacióntuvo lugarincubándosea420Cdurante18 h en rotaciónconstante.Finalizadoel

tiempo de hibridación, la membranaselavó 2 vecescon la solución3 a temperaturaambiente

durante15 minutosy otras2 vecescon la solución4 a520C durante15 minutos.Trasel secado

delamembranaa600Cdurante30 minutos,seexpusoala pantallade fosforradiografiadurante

4 horasy serealizóel escánerde la misma.

2.5. MICROSCOPIA ÓPTICA. PREPARACIONES HISTOLÓGICAS

Trasla extraccióndelos ojos, sesumergieronen el compuestodeinclusiónLXI 12 (Ladd

Research Industries). Tras la inclusión se realizaron secciones de 1,5 pm quefueronteñidascon

azuldetoluidina.

El registro de la imagende los corteshistológicosde ¡a retinaserealizó utilizando un

microscopio conectado a un sistema de captura de imagen. Sobre las imagenes capturadas se

realizó el análisismorfométricoutilizandoel programaImageTool.

3. DISEÑOS EXPERIMENTALES

Parala especificacióndel fotoperiodoen los distintosdiseñosexperimentalesseusarála

nomenclaturautilizadaen la literaturacientífica, indicandoen primerlugar laduraciónde la fase

luminosaen horasseguidode la letraL, y a continuaciónla faseoscuraseguidode la letra D.

Ambas fasesse separanpor dos puntos. Ejemplo 12L:12D. Así mismo, todas las horasse

especificande acuerdocon el ciclo de luz en el quesemantuvieronlos animales,considerando

el momentode encendidode la luz comotiempocircadianoO (ZTO). Segúnestanomenclatura

con un fotoperiodo12L:12D, la mitadde la faseluminosacoincidecon el ZT6, el inicio de la fase

oscura con el ZT12 y la mitad de la faseoscuracon el ZT18.

Comoya hemosindicadoanteriormente(véaseapartado1.3), los animalesutilizadosen

todos los experimentosde esta memoriaeran mantenidosen condicionesestándaresde

fotoperiodo(12L:12D) y temperatura(22±10C) duranteun periodomínimo de 2 semanasantes

de su utilización. A estafase la denominaremosfasede estandarización.Si no se indica lo

contrario,cadagrupoexperimentalconstóde 6 retinas.
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3.1. LESIONES OCULARES

3.1.1.EFECTO DEL ÁCIDO KAINICO

Para los experimentosde dosis-respuestadel KA, una vez concluida la fase de

estandarización,los animaleseraninyectadosintraocularmenteen el ojo derechocon salinoy en

el ojo izquierdo con las distintasdosisdel neurotóxico,exceptoparael grupocontrol cuyos

animalesrecibíansalino en ambosojos (Esquema6). Las inyeccionesteníanlugar durantela

última horade la fase luminosadel fotociclo.

Unasemanadespués,los animaleserandecapitadosen la mitad de la faseoscura(ZTI8).

Tras la preparaciónde la copaóptica, la retina neuraleraextraíday sumergidaen 150 pl de

tampónfosfato 250 mM pH 6,5 congelándoseinmediatamentesobrehielo seco.Las muestrasse

manteníancongeladasa -800C hastael momento de la determinaciónde las actividades

enzimáticas,NAT y GAD.

3.1.2. LISIS CON TRITON X-100

Unavezconcluidala fasedeestandarizaciónlos animaleserandecapitadosal final de la

faseluminosa(ZT1 1). Trasla extraccióndel ojo y la preparaciónde la copaóptica, seprocedía

ala lesiónconTriton X-I00. Al términode ¡a lesiónocular, la supuestacapade fotorreceptores

era extraíday sumergidaen 150 ¡tI de tampón fosfato 250 mMpH 6,5 congelándose

inmediatamentesobre hielo seco. Las muestrasse manteníancongeladasa -800C hastael

momentode la determinaciónde las actividadesenzimáticas,NAT y GAD

3.2. OPTIMIZACION DELA ACTIVIDAD TPHINSITU

3.2.1. COPASÓPTICASINTACTAS

En todoslos experimentosdeesteapartado, unavez finalizadala fasede estandarización

los animales se decapitaban al final de la fase luminosa(ZTI 1) y las copasópticassepreparaban

parael cultivo segúnel procedimientoexplicadoen el apartado2.2. El cultivo serealizabaen SC

suplementadocon 1 mM deL-Trp durante3 horasen oscuridaddurantela nochesubjetivadel

animal.Así mismo, exceptoparael experimentode desarrollotemporalde la reacción,el tiempo

de reacción fue siempre de 60 minutos y la concentracionesde L-Trp y mHIBH
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Esquema6: Diseño del experimento de la dosis-respuestade la inyección intraocular de ácido
kaínico en Xenopuslaevissobre los marcadores enzimáticos NAT y GAD.
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durantela reacciónfUeron 1 mM y 10 ¡tM respectivamente.Al términode la reacciónlas retinas

neuralesfueronextraídasy conservadassegúnlo explicadoen el apartado2.4.1.

3.2.2. COPAS ÓPTICAS LESIONADAS CON KAINATO

Unavezfinalizadalafasedeestandarizaciónlos animaleseraninyectadosintraocularmente

en ambosojoscon 50 nmol/ojode KA, realizándoselas inyeccionesdurantelaúltima horadela

faseluminosa(ZTI 1).

Unasemanadespués,losanimalessedecapitaronal final de la fase luminosa(ZTí 1) y las

copasópticassepreparabanparael cultivo segúnel procedimientoexplicadoen el apartado2.2.

Si no seindicalo contrario, los experimentosdeesteapartadoserealizaronen medio SC(L-Trp

25 gM) cultivandosedurante3 horasenoscuridaddurantela nochesubjetivadel animal.Durante

el tiempode reacción(30 minutos),el medio sesuplementócon 250 pM deL-Trp y 10 pM de

mHBH. Al término de la reacción la retina seextrajó segúnlo explicadoen el apartado 2.4.1.

3.3. ESTUDIO DE LA REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD TPR

3.3.1. REGULACIÓN POR FACTORES EXÓGENOS: EFECTO DEL

FOTOPERIODO

En estediseñoexperimental,unavezconcluidala fasede estandarizaciónlos animales

fueron inyectados intraocularmente en el ojo derechocon salinoy en el izquierdocon 50 nmoi/ojo

de KA, realizándoselas inyeccionesdurante la última hora de la fase luminosa (ZTí 1)

(Esquema7).

Una semanadespués,los saposfueron inyectadosintraperitonealmentecon mHBH

(100mg/kgdepesocorporal)y sacrificadosa los 30 minutos. Se extrajoinmediatamentela retina

neura]y secongelóen 120 pl de ácido perclórico 0,3 N con EDTA (0,4mlvi), metabisulfito(0,4

mM) y 25 pmol/ml de isoproterenol. Este procedimiento se realizó en los siguientespuntosdel

ciclo diario: ZT2, ZTÓ, ZT1O, ZTI4, ZTI8 y ZT22,utilizándose8 animalesporpunto.En los

puntosde lafaseoscuradel fotociclo (ZTI4, ZTI8 y ZT22), todaslas manipulacionessehicieron

en completaoscuridadayudadosde unadébil luz roja(filtro Kodacnt 92).
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FASE DE ESTANDARIZACIÓN
12L 12D 22±100

>15 Dias
n = 72

¿
ZT1 1 LESIONES OCULARES

SALINO 50 nmo ka nato
2

Volumen nyecc on pl

4”,1 SEMANA DESPUES

+ +
ZT14 ZT1B=MN

+
ZT22

INYECCIONES INTRAPERITONEALES (100 mg/Kg de peso corporal de mHBH>

a — a... o
+

ZT6=MD ZT1OZT2

SACRIFICIO Y) Preparación cJe las copas ópticas

Extraer y Congelar 1 retina en l2OpI de 0.3N PCA
7

•¡1’.

Esquema7: Diseñodel experimentoparadeterminarel ritmo de la actividadTPH en retinas

7

7 7

Retina neural
(120 pl)

SOpIHPLC 15p1
SOHTrp1DA,5HT Proteinas

intactasy lesionadascon 50 nmol de KA de Xenopuslaevis.
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Los parámetros valorados por HPLC fueron el contenidode 5-OHTrp, y por tanto, la

actividad TPH, el contenido de dopaminay de serotonina,utilizándoseestos dos últimos

compuestoscomomarcadoresde la lesiónocular.

3.3.2. REGULACIÓN POR SEGUNDOS MENSAJEROS Y

NEUROTRANSMISORES RETINIANOS

En los experimentosdeesteapartadouna vezfinalizada la fasede estandarizaciónlos

animales eran inyectados intraocularmente en ambosojoscon 50 nmol/ojodeKA, realizándose

las inyeccionesdurantela última hora de la fase luminosa (ZT1 1) (Esquema8). Unasemana

después, los animales se sacrificaron al final de la faseluminosa(ZT11) y las copasópticasse

preparabanparael cultivo segúnel procedimientoexplicadoen el apartado2.2. Dependiendodel

parámetro a medir, se utilizó cada uno de los siguientesprotocolos:

a) Actividad TPH

El cultivo serealizóenmedio SC(L-Trp 25 pM) suplementadocon los distintosfármacos

durante4 horasenluz u oscuridad,segúnseindique en los experimentosconcretos.Durante los

30 minutosdereacciónel mediosesuplementócon 62,5 pM de L-Trp y 10 pM de mHiBH. A]

término de la reacciónseextrajo la retina congelándoseen 120 ¡sí de una soluciónde ácido

perclórico (0,3N), EDTA (0,4 mM), metabisulfito sádico (0,4 mlvi) y 25 pmol/ml de

isoproterenol.

1» Actividad NAT

El cultivo serealizóenmedio SC(L-Trp 25 ¡iNI) suplementadocon los distintosfármacos

durante6 horasen luz u oscuridad,segúnseindique en los experimentosconcretos.Al término

del tiempode cultivo, la retina neural seextrajo, congelándoseen 150 pl de tampónfosfato

250 mM.

c) Contenido demRNA

El cultivo serealizó enmedio SC(L-Trp 25 pM) suplementadocon los distintosfármacos

durante6 horasen luz u oscuridad,según se indique en los experimentos concretos. Al término

del tiempo de cultivo, la retina neural se extrajo, congelándose en seco.
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FASE DE ESTANDARIZACIÓN
12L 12D 22±100

> 15 Días

4
Mil LESIONES OCULARES

100 nmo KA
Volumen nyecc on pl

4, 1 SEMANADESPUÉS

4,
CULTIVO (22±0.500>

SC

ee-~t-~ 9,99
eeeeleeeee qee

Vol medio/pocillo=1 ,25m1

4,
RETINA NEURAL

Contenido de

5OHTrp,5HT,DA

Actividad

NAT

Entrada
Proteínas

de calcio

Acumulación

de cAMP

Esquema 8: Diseñode los experimentosde farmacologíarealizadosen estamemoriaparael
estudio de la regulaciónde la síntesisde melatoninaen la retinadeXenopuslaevis.

DECAPITACIÓN~1~

Mil

Preparación de las

copas ópticas
-A

7

mRNA

TPH,Actina

~/
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d) Síntesisde proteínas

El cultivo serealizóenmedio SC(L-Trp 25 pM) suplementadocon los distintosfármacos

durante5 horasen luz. Finalizadoestetiempo,seañadióla leucinatritiadasiendoel tiempode

marcajede60 minutos.Al términodel marcaje,la retinaseextrajo,conservándoseen 200 pl de

tampónborato.

e) Acumulación de cAMP

El cultivo serealizóen medio SC(L-Trp 25 iiM) suplementadocon [3H]adeninadurante

4 horasen luz o en oscuridad,segúnseindique en los experimentosconcretos.Al términode este

tiempo,la retinaselavóy setrasvasóa medio SCsin adeninatritiaday con los distintosfármacos.

El tiempodereacciónfuede 30 minutos,al términodelos cualesla retinaneuralseprocesósegún

lo explicadoen el apanado2.4.4,conservándoseen 300 pl de tricloroáceticoal 10%.

1) Entradadecalcio

Las copasópticasse cultivanen SC(L-Trp 25 pM) duranteunahora. Trasextraersela

retinaneural,éstasepreincubadurante5 minutosen TST con los fánnacoscorrespondientes.A

continuación,sedeterminóla capturade45Ca2~ durante 30 segundos trasvasando la retina al TST

suplementadocon 45Ca2 y los fármacoscorrespondientes.La retina seconservóen 150 pl de

NaOH(0,5M). En estosexperimentosseutilizaron7 retinasporgrupoexperimental.

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS

Los análisis estadísticosde estamemoriase llevaron a cabo utilizando el programa

informáticoSigmaStat.

4.1. ANÁLISIS DE LA VARLALNZA

Parael análisisestadísticode los datosexperimentales,se aplicó un análisisde la varianza

(ANOVA). Parala aplicacióndel ANOVA sonrequisitosindispensablesque los datosdecada

uno de losdistintosgruposexperimentalesmuestrenunadistribuciónnormaly quelas varianzas

de todoslos gruposseanhomogéneas.Por tanto, previamentea su aplicacióndebenllevarsea

cabolas pruebasestadísticasapropiadasparademostrarambossupuestos.La normalidadde las

distribucionesse comprobóaplicando el test de Kolmogorov-Smirnov.Paradeterminarla
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homogeneidadde lasvarianzasseanalizóla variabilidadentrelos gruposde medias.Entodoslos

casos, nuestros datos pasaron ambos tests,considerándoseque había diferenciasentre los

distintosgruposcuandoel nivel de significacióndel ANOVA fue menorde 0,05.

Hayqueconsiderar,queel ANOVA permiteaveriguarsi existeno no diferenciasdebidas

a los distintostratamientospero no nosindica quégrupossondistintosentresi, ni la magnitud

de esas diferencias, siendo los análisispost hoc de comparacionesmúltipleslos quepermitenaislar

y cuantificar esasdiferencias.Por tanto, en los casosen los que el nivel de significacióndel

ANOVA flie p <0,05, seaplicó el testde Student-Newman-Keuls.Estetestpermiterealizar

comparacionesde todos los grupos entre si basándoseen un modelo matématicode la

probabilidadde la estructurade las comparacionesmúltiples. Tras la aplicación del test de

Student-Newman-Keulsseconsideróquedosgruposeransignificativamentedistintoscuandose

obtuvounap < 0,05. Los nivelesde significaciónseindicanen el texto y las figurasutilizando

letras: las minúsculasindicanel nivel p<O,OSy las mayúsculasel nivel pcO,01.

4.2. ANÁLISIS DE REGRESIÓN LINEAL

Parael análisisdelos estudiosde linealidadtemporalde las reaccionesenzimáticasy las

concentraciones-respuestade los sustratos de la reacciónseutilizó un análisisde regresiónlineal,

calculándoseel coeficiente de correlación r de Pearson.

4.3. MODELO SINUSOIDAL

El ritmo de actividadTPH, tantoen retinasintactascomo lesionadascon KA, seajustó

a una función cíclica de tipo sinusoidal. Se utilizó el metodo de Duggleby(1981)paraajustarlos

datosexperimentalesal modelo:

y=A0+A1xcos(txn/í2~9)

Los parámetrosestimadosfueron:

k: Nivel medio o mesor. Indicala mediade los datosajustadaal ritmo sinusoidal.

•A1: Amplitud sinusoidal. Indica la oscilación de la función sinusoidal a partir del valor de ,%.

• Cp: Fase.Indicael desplazamientodela curvasinusoidalrespectoal origen, su valor coincidecon

el momentodel máximo nocturno.
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El tiempo(t) que se representa en horas debesertransformadoaradianesparaintroducirlo

en el modelo. El periodode la curvasinusoidal,en nuestrocaso,tomael valor de 24 horas(24

horas= 2it radianes).

Para determinar si el ritmo essignificativo, seutilizó la razón señal ruido como estadístico.

Cuando este parámetro es menor que 0,3 se considera que la existencia del ritmo es significativa

(Halbergy Reinberg,1967). El coeficiente ruido/señal se calculó de la siguiente forma:

Error estándar(AJ/A1



1V. RESULTADOS
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1. LESIONES OCULARES

1.1. EFECTOS DE LA INYECCIÓN DE ÁCIDO KA NICO

Para analizarlos efectosdel KA se utilizaron la actividadNAT como un marcador

específicode los fotorreceptoresy la actividadGAD como un marcadorde las neuronasde la

retina interna. En la figura 1 se representanlos valores de las actividadesNAT y GAD

encontradosen las retinasuna semanadespuésde la inyecciónintraocularde distintasdosisde

KA. La dosisde 50 nmollojo o dosissuperioresprovocaronunareduccióndrásticade laactividad

GAD en los ojos injectadosconKA (Fig. la, p<O,Oí)mientrasqueen los ojos controlesno se

modificó, quedandoúnicamenteun 3-6% de la actividadGAD despuésde la lesión. Por el

contrario,no exitierondiferenciasen los valoresde actividadNAT entrelos ojostratadoscon

salino o KA a ninguna de las dosis utilizadas (Fig. ib). Este resultado indica que los

fotorreceptoresno seven afectadosporel neurotóxicoadichasdosis.

La perdidadeactividadGAD enlas retinastratadasconKA sugiereunaextensamuerte

neuronal.Este hecho, es confirmado por los resultadosobtenidosde la observaciónde

preparacionesmicroscópicasde dichasretinas.En lafigura 2 podemosver quela inyeccióndeKA

produceunapatentereduccióndel grosordela retina,afectandoprincipalmentea la retinainterna.

La capanuclearinternaresultamuy afectada,desapareciendola mayoriade sus núcleos.Esta

acusadamuerteneurona]tambiénsereflejaen las capasplexiformesexternae internaqueno sólo

muestranunareducciónen sugrosorsinoquetambiénsonmuchomenosdensasqueen las retinas

controles,llegándoseinclusoaapreciarespaciosyacios.Las células ganglionarestambiénresultan

afectadaspor la accióndel neurotóxicodesapareciendocasitotalmente.Sin embargo,tanto las

capasde los segmentosexternose internoscomola capanuclearexternapermaneceninalteradas,

indicandoquelos fotorreceptoresno hansido dañados.

En la tabla1 semuestranlos resultadosde la valoraciónmorfométricadel grosorde la

retinatotal, las célulasfotorreceptorasy la retina interna.Estosresultadosconfirmanque la

inyecciónintraoculardeKA no causaningúnefectosobrelos fotorreceptoresperoproduceuna

marcadareduccióndel grosorde la retinainterna.
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Figura1: Curvadosis-respuestade la inyecciónintraocularde ácidokaínico sobrea) la actividad
GAD y b) la actividadNAT de retinasdeXenopuslaevis. Las retinasseextrajeronen la mitad
de la fase oscuradel fotociclo. Tras la homogenización,el homogeneizadose dividió en 2
alícuotas valorándose las actividades NAT y GAD. A, indica las significaciones estadísticas
(p<0,Ol) respectoal ojo inyectadocon salino.
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Tabla 1: Efectode la inyección intraocuiar de 100nmoi de KA sobre el espesor de la retina tota],
las célulasfotorreceptorasy la retinainternadeXenopus laevis (x±SEM,unidadesárbitrarias)

.

Tratamiento Espesor total Fotorreceptores Retinainterna

Salino 650,4+ 13,2 325,4±6,6 325,1 ±7,4

Kainato 398,6+ 13,6 * 295,8±9,2 102,8±7,5 *

* p<O,Ol vs el grupoinyectadoconsalino.

1.2. EFECTOS DE LISIS CON TRITON X-100

Otro de los métodos descritos en la bibliografia para obtener preparaciones de retinas

enriquecidas en fotorreceptores es el tratamientodecopasópticascon Triton X-100.En la figura

3 se muestran los efectos de la lisis conestedetergentesobreal actividadNAT y GAD de la

retina. Los datosserepresentancomo la media+ S.E.M. de los datos procendentesde 3

experimentosindependientes(n~=15;~ Las retinaslesionadascon Triton X-l00

mostraronunagranreducción en susnivelesde actividadGAD (21% de la actividaddel grupo

control), indicando una extensa muerte neuronal en la retina interna. Los valores de la actividad

NAT procedentesde retinaslesionadasconTriton X-l0O tambiénmostraronunareducciónhasta

el 45%dela actividadpresenteen las retinascontroles,indicandoqueun elevadoporcentajede

los fotorreceptoresresultandañados.

Por tanto, los resultadosobtenidosen este apartadosugierenque las inyecciones

íntraoculares de KA en dosisde 50 nmol/ojo o superioressonun métodomáseficazy seguropara

obtener retinas enriquecidas en fotorreceptores.

2. OPTIMLZACIÓN DE LA ACTIVIDAD TPII INSITU

2.1. ELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO

En primer lugar, sebuscóel medio de cultivo más adecuado para llevar a cabo la reacción.

La utilizacióndel medio NIABA no pareceser adecuada ni para la determinación de la actividad

TPH (Fig. 4a), ni de la actividad NAT (Fig. 4b). La adición de distintasconcentracionesde

mHiBH no provocó la acumulaciónde 5OHTrp esperada,obteniéndoseademásuna gran

dispersión de los datos. Así mismo, no se encontraron diferencias en los niveles de actividad NAT

entre retinas extraídas en luz y retinas procedentes de copas ópticas cultivadas en oscuridad,

indicando que los fotorreceptores cultivados en MABAcarecen de la fotosensibilidad esperada.
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Figura 3: Efecto de la lisis con Triton X-l00 sobre a) la actividad GADy b) la actividadNAT
de la retina de Xenopus laevis.A, indica la significacionesestadísticas(p<O,O1) respectoal grupo
control.
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Cuando el cultivo se realizó en medio MAWQtampocoseencontróque la adición de

1 mM de mHBHprodujese un aumento significativo de la acumulaciónde 5OHTrp respecto a los

grupos basales (Fig. 5a), encontrándose de nuevo una gran dispersión de los datos en el grupo

estimulado con mHBH. Además, los niveles basales aumentaron durante las 3 horas de cultivo.

Sin embargo, en este medio los fotorreceptores muestran su fotosensibilidad característica aunque

está es pequeña, encontrándose que los niveles de la actividad NATretiniana de las copas ópticas

cultivadas en oscuridad fueron significativamente mayores que los de las copas ópticas cultivadas

en luz (Fig. 5b).

Cuando el cultivo se realizó en SC el contenido retiniano de 5OHTrp en las copas ópticas

estimuladas con 10 ¡iM de niHBH fUe el doble que en las controles (Fig. 6). Sin embargo, cuando

se cultivó en medio NIAWQ la adición de mHBH produjo una reducción del contenido de

SOHTrp.Portanto, el medio SCpareceadecuadoparael cultivo decopasópticas con el fin de

determinar la actividad TPHpresente en las mismas,

2.2. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE LA REACCIÓN PARA

RETINAS INTACTAS

Una vez elegido el medio adecuado para llevar a cabo la reacción, se pasó a la

optimización del resto de los parámetros de la misma para las retinas intactas. En primer lugar,

se realizó una concentración-respuestadel inhibidor de la AAAD, el mI-IBH (Fig. 7). Tanto

cuando el cultivo se realizó a 25 pM de L-Trp como a 1 mM, la adiciónde mI-IBH induceun

aumento en el contenido de 5OHTrp (Fig. 7a). De este modo, cuando el cultivo se realizó con

25 pM deL—Trp todaslasconcentracionesutilizadasde mHIBH producenla mismaacumulación

de SOHTrp. Sin embargo, cuando las copas ópticas se cultivan con 1 mMde L-Trp la

concentraciónde 100 jiM provocó una acumulaciónde este indol ligeramente mayor que

cualquiera de las otras concentraciones. Los valores absolutos de 5OHTrp siempre fueron

mayores cuando el cultivo se realizó con 1 mMde L-Trp que con 25 1iM, incluso cuando no hay

mHBH en el medio. Esteaumentoen los nivelesbasales supuso que los valores de la actividad

enzimática a ambas concentraciones se diferenciaran menos de lo esperado (Fig. 7b). Por tanto,

la dosis escogida de mHBHpara la determinación de la actividad TPHen las retinas intactas en

el resto de experimentos de esta memoria fUe 10 1iNI.
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Los resultadosanterioressugierenque la concentraciónde L-Trp en el medio es

determinanteparael valor de la actividadTPH in sita, por lo cual serealizó el estudiode la

concentración-respuestade esteaminoácido.En la figura Ea observamoscomoun incrementode

la concentracióndel sustratode la reacción,L-Trp, en la SC provocaun aumentolineal del

contenido de 5OHTrp tanto en condicionesbasales(r0,67) como estimuladascon mHBH

(r=0,553).Además,la diferenciaen las pendientesde ambasrectas(Basalb=0,012;Estimuladas

b=0,021)nosestásugiriendoquela actividadTPH dependedel contenidode L-Trp en la SC

comosepuedecomprobaren la figura 8b. De estemodo, 1 mM pareceunaconcentraciónde

L-Trp adecuadaparala valoraciónde la actividadTPH siemprey cuandola reacciónsealineal

duranteel tiempode reacción.

Portanto>seestudióel desarrollode la reacciónrespectoal tiempo,encontrándoseque

tanto la acumulaciónde SOHTrp (Fig. 9a) como la actividadTPH (Fig. 9b) fueron lineales

durantetodo el periodode tiempoestudiado(120 minutos).La linealidadseconservócuandoel

cultivo serealizócon 25 ,aM (r=0,965)y 1 mM de L-Trp (r0,993).Portanto,parael restode

los experimentosdeestamemoriarealizadoscon retinasintactasel tiempode reacciónfue de 1

horay la concentracióndeL-Trp en la SCde 1 mM.

La fuerte dependenciade la actividadTPH respectoal sustratode la reacciónhace

plantearsesi la concentraciondel cofactor, tetrahidrobiopterina(BH4), puedeser limitante

tambiénparala determinaciónde la actividadenzimática.Sin embargo,seha descritoque la

adicióndetetrahidrobiopterinaen cultivo tieneefectostóxicosy provocamuertecelular,por lo

queparala realizaciónde esteexperimentoutilizamos un precursorde su síntesis,la sepiapterina,

que carecede dichos efectossecundarios.Este compuestoes captadopor las células y

transformadoen BH4 por la acción de la sepiapterinareductasa La adición de varias

concentracionesde sepíapterinaen la SCprovocóun aumentodel contenidode SOHTrprespecto

a] controlen las retinasestimuladascon mHBH perono en lasbasales(Fig. lOa), induciendoun

incrementode la actividadenzimáticahomogéneoparatodaslasconcentracionesdesepiapterina

probadas(Fig. lOb).
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En la figura 11 semuestrael efectode la adiciónde 10 pNI de sepiapterinay 1 mM de

L-Trp porseparadoo conjuntamentesobreel contenidoretinianode 5OHTrpy la actividadTPH.

La adiciónconjuntade sepiapterinay L-Trp provocó una sobreestimulación en el contenido basal

de 5OHTrprespectoa la adiciónpor separadode cada uno de ellos (Fig. 11 a). Este efectono se

detectó en los grupos estimulados con mHBH, encontrándose que el grupo tratado con L-Trp

teníael mismocontenidode 5OHTrp que el tratado con sepiaterina y L-Trp. Por tanto, cuando

los resultados se expresaroncomo actividadTPH, el grupo tratadocon sepiapterinay L-Trp

mostróunaactividadenzimáticamenorqueel tratadoúnicamentecon L-Trp.

2.3. OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE LA REACCIÓN PARA

RETINAS LESIONADAS CON KA

.

En primer lugar, se estudió el desarrollo temporal de la reacción utilizando dos

concentraciones de L-Trp (Fig. 12). De este modo, cuando el cultivo se realizó con una

concentraciónde 25 gM de L-Trp, la reacción fije lineal (r=O,976) durantetodo el tiempo

estudiado (60 minutos). Sin embargo,si el cultivo tienelugar con 1 mM L-Trp la linealidadse

conservaúnicamentedurantelos primeros30 minutos.Es importanteseñalar,queal igual que

ocurriaparalasretinasintactas,la adiciónde 1 mM de L-Trp duranteel tiempode cultivo, eleva

los niveles basalesde 5OHTrp, disminuyendo por tanto la diferenciaentreniveles basalesy

estimulados y dando lugar a una reducción de la actividad enzimática. Por tanto, para las copas

ópticaslesionadas,la concentraciónde L-Trp duranteel tiempo de cultivo previo a la reacción

siempreseráde25 gM paramantenerbajoslos nivelesbasalesde 5OHTrp. Así mismo,el tiempo

de reacciónparael restode los experimentosde estamemoriasefijará en 30 minutos.

En la figura 13 seobservael efectode la adición de variasconcentracionesde L-Trp

durantela reacción.Concentracionesde L-Trp superioresa250 gM provocaronunaestimulación

tanto de la acumulaciónde SOHTrp (Fig. 13a) como de la actividadenzimática(Fig. 13b)

respectoa la concentraciónbasalde 25 1iM, no existiendodiferenciassignificativasentrelas

concentracionessuperioresa 250 pM de L-Trp. Es más, en un experimentoposterior, se

comprobóqueestaestimulaciónmáximasealcanzaa concentracionesde L-Trp tanbajascomo

100 pM(Fig. l3cyd).
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Unavezestablecidoel tiempode reaccióny la concentraciónóptimadeL-Trp en la SC

duranteel tiempo de reacción,serealizó una curva concentración-respuestade mHiBH para

determinarla concentraciónóptimade mHBH parala determinaciónde laactividadenzimática

en lasretinaslesionadas(Fig. 14). Concentracionestanbajascomo 1 ¡.iNI provocaronun aumento

significativo de la acumulaciónde 5OHTrp (Fig. 14a) y de la actividadTPH (Fig. 14b).

Concentracionesmayores no provocaron aumentossuperioresde ninguno de estos dos

parámetros.

Enla Fig. 15 serepresentala curvaconcentración-respuestade sepiapterina.A] contrario

de lo encontradopara las retinasintactas, en las retinaslesionadascon KA ningunade las

concentracionesde sepiapterinaprobadasprodujo una estimulaciónni de la acumulacióndel

SOHTrp(Fig. iSa) ni dela actividadenzimática(Fig. lSb).

Finalmente,secomprobóla viabilidad del cultivo de copasópticaslesionadascon KA

durantevariashoras.En la figura 16 sedemuestraque tanto el medio de cultivo como las

condicionesde cultivo quehemosfijado permitenprolongarel cultivo de copasópticasal menos

6 horas.Duranteesteperiodode tiempo, la acumulaciónde 5OHTrp (Fig. 1 6a) y la actividad

TPH(Fig. 16b)semantuvieronconstantes,no existiendodiferenciasentrelos distintostiempos

de cultivo utilizados. Unicamente,cabe señalarque el primer punto mostró unos valores

ligeramentesuperiores,posiblementeporque el tejido no ha tenido tiempo suficiente para

estabilizarseen el medio nuevo.

2.4. COMPROBACIÓN DE LA LESIÓN OCULAR: CONTENIDO DE

DOPAMINA Y SEROTONINA OCIJLAR

.

En el apartado1.1 de los resultadoshabíamosvisto quela actividadGAD esun buen

marcador de la lesiónocular. Sin embargo,el procesamientode las muestrasnecesarioparala

determinaciónde la actividadGAD esincompatiblecon la determinaciónde la actividadTPH iii

situ. Por tanto,paralos próximosexperimentosde estamemoria,necesitamosotrosmarcadores

compatiblescon el sistemade cultivo de copasópticas.El principal objetivo de las lesiones

ocularesesprovocarla muerteneuronalselectivade las neuronasretinianas,principalmentelas

serotoninérgicas.Por tanto,el contenidode dopaminay serotoninade las retinaspodríanserunos
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buenosmarcadoresde la extensiónde la lesión. Además, ambosneuromoduladorespueden

determinarseutilizando lasmismascondicionescromatográficasusadasparala determinacióndel

SOHTrp.En el esquema9 semuestraun cromatogramatipo de los estándares,de unaretina

intactay de una retinalesionadacon KA. Todos los compuestosde la muestra,así como el

estándarinterno(isoproterenol)muestranunabuenaresolución.Sepuedeapreciarqueel pico de

dopaminay el deserotoninasufrenuna marcadareducciónen las retinaslesionadascon KA

respectoa las retinascontroles.Tambiénseobservaqueel pico del 5OHTrpespequeñoen las

retinasbasalesy aumentanotablementetrasel tratamientocon mHBH (10 jiM), permitiendopor

tanto,la determinaciónde la actividadTPH.

En la tabla2 semuestrael contenidode serotoninay dopaminaocularen retinasintactas

y lesionadasconKA en 5 experimentosde estamemoria.Ambosparámetrospuedenserutilizados

comomarcadoresde la lesión.Porun lado, no se ven afectadosporel cultivo mostrandoen los

5 experimentosunosvaloreshomogéneosdel contenidode ambosneuromoduladoresentretodos

los gruposderetinasintactaso lesionadasde un mismoexperimento.Porotro, en todoslos casos

las retinas lesionadascon KA presentaronuna marcadareduccióndel contenidode ambos

neuromoduladores.Deestemodoel contenidomediode dopaminaseredujo al 28.89%del de

los gruposcontrolesy la serotoninaal 11.39%.

En la figura 17 semuestrala distribución de frecuenciasdel contenidode dopamina

(Fig. 17a) y de serotonina(Fig. 17b) de retinas intactasy lesionadascon KA. Los datos

representadosseobtuvieronde los resultadosde 9 experimentoselegidosal azardeestamemoria.

La distribuciónde frecuenciasde la dopaminay la de la serotoninaseajustana unadistribución

normal en retinas intactaspero no en las lesionadascon KA. En las retinas intactas, la

concentraciónde ambosneurotransmisoreseselevada,mostrandola dopaminavaloressuperiores

a 14 pmol/mgprot. y la serotoninaa 15 pmol/mgprot. (concentracionesque correspondena sus

respectivospercentilesal 5%). En las retinaslesionadascon KA, la concentraciónde ambos

neurotransmisoreses baja, no superandolos 14,5 pmol/mg prot. para la dopaminay los

5,9 pmol/mg prot. para la serotonina(concentracionesque correspondena sus respectivos

percentilesal 95%).
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Tabla 2. Contenidodeserotoninay dopaminaen lasretinasintactasy lesionadasconKA deXenopusloevis
en los distintosgruposexperimentalesdecincoexperimentosrepresentativos.Los datosseexpresancomo
la mediaaritmética±SEM. Entreparéntesissemuestrael procentajedel contenidodemonoaminasde los
gruposlesionadoscon KA con respectoa los inyectadoscon salino.

SEROTONIINA (pmo1/mg prot)

Exp.I
Salino 27,3±3,3 28,0±1,1 22,3 ±3,4

Kainato 2,4±0,2
(8,7%)

2,5±0,5 6,1 + 1,5
(9%) (27,1%)

Exp.2
Salino 44,9±6,0 38,2±1,3 43,0±0,5 37,6±2,6

Kainato 3,6±0,7
(8%)

3,5±0,6 4,6±0,6
(9%) (10,6%)

4,3±0,6
(11,4%)

Exp.3
Salino 21,5±0,6 24,6±7,0 22,2±0,5 23,5±2,7

Kainato 3,4±0,9
(15,9%)

1,7±0,4 2,0±0,3
(6,9%) (9,2%)

3,1±0,5
(13,4%)

Exp.4
Salino 42,6±5,4 48,4±9,7 41,7±3,1 35,7+6,0 46,7±3,7

Kainato 5,6±1,4
(13,23%)

5,0±0,8 3,6±0,8
(10,3%) (8,5%)

5,3±1,2
(14,9%)

4,7±1,6
(10,1 %)

Exp.5
Salino 35,5±4,9 25,1±2,1 28,1±1,3 33,3±2,1 26,4±5,0

Kainato 3,1±0,7
(8,7%)

4,2±0,9 2,4±0,7
(16,5%) (8,4%)

2,5±0,2
(7,4%)

3,1 ±0,9
(12,0%)

DOPAMINA (pmol/mg prot.)

Exp. 1
Salino 33,6±5,6 28,2±3,4 25,1 ±2,9

Kainato 3,3±0,5
(9,9 %)

8,3 ±2,4 5,6±1,5
(29,4%) (22,4%)

Exp.2
Salino 40,6±1,3 32,2±2,2 32,2±3,0 33,3±0,6

Kainato 11,8±2,3
(29,1%)

8,4±1,6 9,6±2,3
(26,0%) (30,0%)

9,5±0,3
(28,5 %)

Exp.3
Salino 32,4±5,2 23,1±5,7 25,0±1,6 26,1 ±3,7

Kainato 12,5±3,2
(38,7%)

11,2±5,1 9,7±1,5
(48,5%) (38,5%)

7,8±1,7
(29,89%)

Exp.4
Salino 52,3+8,4 27,59+2,7 32,9±4,9 27,4±1,8 28,9±3,2

Kainato 14,6±2,7
(28,0%)

10,6±0,4 10,0±0,8
(38,3%) (30,4%)

9,4±1,7
(34,2%)

9,8±0,8
(33,8%)

Exp.5
Salino 34,4±3,6 28,2±1,3 21,9±1,8 27,9±3,2 22,3±4,8

Kainato 5,6±1,4
(16,1%)

8,1±1,2 5,7±0,5
(28,8%) (26,0%)

6,7±1,0
(24,2%)

3,6±1,2
(16,1 %)
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Los datos anterioresdemuestranque la distribuciones de frecuenciasde ambos

neurotransmisoresentrela retinasintactasy lesionadascon KA solapanúnicamenteen las colas

de su distribuciónpudiéndoseutilizar el contenidoretinianodecualquierade elloscomomarcador

de la lesión ocular. Sin embargo,las distribucionesde frecuenciasentre retinas intactasy

lesionadasconKA en el casodela serotoninaseencuentranmásdistanciadasqueen el casode

la dopaminapudiéndoseconsideraresteprimerneurotransmisorun marcadormejor del alcance

de lalesión ocular.Portanto,en el restode los experimentosde estamemoria,(asícomo en los

experimentosdel apanado2.3.3)sevaloraráel contenidode dopaminay serotoninaretinianaen

todaslasmuestrasutilizándoseel valor delos percentilesal 95%de ambosneurotransmisoresen

las retinaslesionadascomodiscriminanteparadeterminarla eliminaciónde unaretinade los datos

experimentalesdebidoa quela lesiónocularno ha sido completa.

3. ESTUDIOS SOBRE LA REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD TRIPTÓFANO

HIDROXILASA EN COPAS OPTICAS LESIONADAS CON KA

3.1. REGULACIÓN POR FACTORES EXÓGENOS: EFECTO DEL

FOTOPERIODO

Unavezdeterminadaslas condicionesóptimasde valoraciónde la actividadTPH pasamos

aprofUndizaren el estudiode su regulaciónen los fotorreceptoresretinianosdeXenopuslaevis.

Comoyahabíamoscomentado,laprincipal característicade la síntesisy liberaciónde melatonina

essu marcadoritmo diario regulándosesu perfil y duraciónpor la luz. Por tanto,nuestroprimer

objetivofUe determinarlos efectosdel fotoperiodosobrela actividadTPH retiiana.La actividad

TPH se valoró utilizando un ensayo iii vivo, realizándoseen primer lugar los experimentos

necesarios para la validación y optimización de esta técnica para la TPHde la retina de Xenopus

Iaevis.

En la figura 1 8a y b podemosverel desarrollotemporalde la acumulaciónde SOHTrp

despuésde la i.p. de 150 mg de mHBH/kg de pesocorporal en retinasintactas.Tanto la

acumulaciónde SOHTrpcomola actividadTPH fue lineal durantetodo el tiempoestudiado,60

minutos.Sin embargo,en las retinaslesionadasconKA (Fig. 1 Sc y d), estalinealidadseconservó

únicamentedurantelos 30 primerosminutos, no produciéndoseuna acumulaciónmayor de

SOHTrp pasadoestetiempo. Por tanto, 30 minutospareceser el tiempo adecuadopara la
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valoraciónde la actividad TPH en ambostipos de retinasutilizándoseen el resto de los

experimentos de este apartado.

Una vez determinadoel tiempo de la reacción,seestudióla dosisóptima de mHBH

requerida.Enla figura 19 observamosque la mayoracumulaciónde SORTrptuvo lugarcuando

la dosisde mHiBH inyectadaestuvocomprendidaentre30 y 100 mg/kg de pesocorporal,

obteniéndoseunamenoracumulaciónde esteindol tantoa dosisinferiorescomosuperiores.Por

tanto, ladosisde n-iHBH escogidaparael restodelos experimentosde valoracióndeTPH in vivo

fUe de 100 mg/kgpesocorporal.

Es interesanteseñalarque el tiempopostinyección,30 minutos,y la dosisde mHIBH,

100nmol/kgdepesocorporal,encontradoscomoóptimosparala determinacióndela actividad

enzimáticaen la retinade Xenopus laevisestánen el rangode lasutilizadasporotros autoresen

lavaloraciónde la actividadTPH de la retinade pollo (Thomase luvone, 1991),en la glándula

pineal(Steinlechner,1983)y el cerebro(Carísonei al., 1972; Tappazy Pujol,1980; Miwa ej

al., 1985; Hashiguchiet al., 1993; Ponceta al., 1993)de mamíferos.

Así mismo,esimportantedestacarqueen los 3 experimentosanterioreslos nivelesbasales

de5OHTrp(ya seana tiempoceroo con la inyecciónde salino) fueronen todoslos casosmuy

cercanosal límite dedetecciónanalítico. Por tanto, parala realizacióndel ritmo diario de la

actividadTPH seutilizaronúnicamenteanimalesinyectadoscon ¡nHBH, no siendonecesariala

utilizacióndegruposblanco.

En la figura 20 semuestrael ritmo diario de la acumulaciónde 5OHTrpdespuésde30

minutosde la inyeccioni.p. de 100 mg de miHIBHJKg de pesocorporalen retinasintactasy

lesionadasconKA. Ambostipos de retinasmostraronun ritmo diario de actividad queseajusta

aunafunción sinusoidal(Tabla3). Susacrofasestuvieronlugaren puntosdistintosdel fotociclo,

cercanoa la medianoche(ZT18) paralas retinasenriquecidasen fotorreceptoresy al mediodía

(ZT6) paralas retinasintactas.Así mismo, el cocientemáximo/mínimodel ritmo de las retinas

enriquecidasenfotorreceptoresesmuchomayorque en las intactas.Finalmente,comparandolos

valoresmediosentreambostipos de retinasencontramosquela actividadTPH localizadaen los

fotorreceptoresesun 13%de la actividadTPH total de la retina.
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Tabla 3: Parámetros de la función sinusoidal ajustada a los valores experimentales obtenidos
en el ritmo diario de la actividad TPH de las reúnas de Xenopus laevis inyectados
intraocularmente con solución salina 6 50 nmol deKA una semanaantesde la obtenciónde
las retinas.

Grupo Nivel medio Amplitud Cociente Acrofase Max/Min
(A0±SE) (Aí±SE) Ruido/Señal (cl> tSE)

(.pmol/mgprot) (pmol/mgprot) (SEAI/AI) (ZT hr)
Salino 17 53 +0,66 3 47+0,91 0,26* 5,47+] 04 1,49

Kainato 4,18±0,25 1 85+0,35 0,19* 17,01±0 74 2,59

* El ritmo essignificativo (ruido/señal< 0,3)

Esteefectoreguladorde la luzsobrela actividadTPH seconfirmaen los experimentos

¡ti situ. Deestemodo,tras4 horasdecultivo en luz u oscuridadseobservaquelas copasópticas

cultivadasen oscuridadpresentanunamayor acumulaciónde SOHTrpy actividadTPH quelas

cultivadasen luz en las retinaslesionadascon KA (Fig. 21ay b). En las retinasintactas,porel

contrarioy en concordanciacon los datosobtenidos¡ti vivoen el experimentoanterior,las copas

ópticascultivadasen luzmuestranunamayor acumulaciónde 5OHTrpy deactividadTPH.

Paraconfirmarestecarácterrítmico de laTPH retiianasevaloró las variacionesdesu

mRNA en dosmomentosdel ciclo diario (Fig. 22). Paraello, los animalessesacrificaronal inicio

de la faseoscuray luminosa,procediéndoseinmediatamentealaextraccióny determinaciónde

los nivelesde mRNA de la TPHy la actina.El gende la TPH se expresade formaidénticaen las

retinasintactasy lesionadasconKA, encontrándoseen ambostipos de retinasunamayorcantidad

de mRNA de la TPH al inicio de la faseoscura(ZT13) queal inico de la faseluminosa(ZT1)

(Fig. 22a). El gen de la actina no muestraningunaoscilacióndiaria pero sus valores son

ligeramentesuperioresenlas retinaslesionadascon KA queen las intactas(Fig. 22c). Portanto,

al normalizarel contenidode mRNA de laTPH porel de la actina las retinaslesionadasconKA

muestranunosvaloresdeexpresióndela TPHaproximadamentede la mitad de las retinasintactas

(Fig. 22d). De estemodo, los niveles del mRINA de la actina no son un buen parámetro

normalizadorcuandosequierencompararretinasintactasy lesionadasconKA, ya quela lesión

ocular aumentala expresiónde la actinaposiblementedebido a fenómenosasociadosa la

reparacióntisular.
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3.2.REGULACIÓN ENDÓGENA: PAPEL DE LOS SEGUNDOS MENSAJEROS

Entodoslos experimentosdeesteapartadode la memoriaseutilizó un cultivo decopas

ópticaslesionadasconKA Si no seindicalo contrario, el cultivo serealizóen luz durante4 horas

coincidiendocon lanochesubjetivadel animal(ZTL2—ZTL6). Comoparámetrosdecontrolde

la lesiónocularsevaloróel contenidode dopaminay serotonina.Cuandounaretinalesionadacon

KA mostró niveles elevadosde ambosparámetrosy superioresa los criterios fijados en el

apanado2.4 (percentilesal 95% de ambosneuromoduladores),seconsiderócomouna lesión

ocularimcompletano utilizándoseni los nivelesdel contenidode SOHTrpni de laactividadTPH

de la mismaparael análisisestadístico.En la mayoríade los casosno seencontrarondiferencias

en el contenido de estos parámetrosentre los distintos grupos experimentalesde cada

experimento.

3.2.1.REGULACIÓN POR cAMP

El forskolin esun diterpenocuyaaccióncomo activadorde la AC ha sido ampliamente

demostrada,siendounaherramientafarmacológicamuyutilizada parael estudiode los efectos

del cAMP en las células. En primer lugar, se comprobóel efecto del forskolín sobre la

acumulaciónde cAMP en los fotorreceptoresdeXenopuslaevis.Enla figura 23 semuestraque

en un cultivo de copasópticaslesionadascon KA la acumulaciónbasalde cANil’ en luz fue

significativamentemenorqueen oscuridad.Es más,el forskolin (50 iaM) estimulóla acumulación

de cAMP en ambascondicionesdeiluminación.Estosresultadosconfirmanqueel forskolin auna

concentraciónde 50 MM puedeserutilizado comoun estimuladorfarmacológicode los niveles

de cAiMIP celulares.

a) Efecto del incrementode la concentración intracelular de cAMP sobre la

actividadTPH retiniana.

En el apartado2.3 sedemostróque los requerimientosde la reacciónparala retinas

intactassonmuy distintosque los de las retinaslesionadascon KA, especialmenterespectoa la

concentraciónde L-Trp duranteel tiempo de reacción. Por tanto, la utilización de una

concentraciónbajade L-Trp nos permitefavorecerla actividadenzimáticapresenteen los

fotorreceptoresfrente a la que puedaquedaren las escasasneuronasserotoninérgicasque

sobrevivandespuésde la lesión.Portanto, el objetivo del siguienteexperimentoflie doble: por

un lado,comprobarsi variacionesen el contenidode cAMP intracelularprovocabanvariaciones
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en la actividadenzimáticay por otro ver si concentracionesdistintasde L-Trp (62,5 pM ó

250 pM) afectaa la actividadTPH.En la figura 24 podemosobservarque la adicióndurante4

horasdeun activadordela adenilatociclasa,forskolin, provocóunaduplicaciónenel contenido

de SOHTrp (Fig. 24a)y la actividadenzimática(Fig. 24b)respectoal control.Esteefectose

observóa lasdosconcentracionesde L-Trp utilizadas,indicandoqueunaconcentraciónbajade

L-Trp no alterala magnitudde la respuestade los fotorreceptoresal cAMP. Portanto, parael

restode los experimentosde estamemoriaseutilizará unaconcentracióndeL-Trp duranteel

tiempode reacciónde 62,5 MM.

Paraconfirmar que un incrementoen el contenidode cMvliP intracelularinduceuna

estimulaciónde la actividadTPH, las copasópticassecultivaron en presenciadeun inhibidor

generalde fosfodiesterasas,isobutilmetilxantina(IIBMIX, 1 mM). Tantoatiempode cultivo de 15

mmcomode 4 horas,el LBMIX y el forskolin(10 pM) produjeronun incrementosignificativo de

la acumulacióndel contenidoretinianode SOHTrp(Fig. 25a)y de la actividadTPH (Fig. 25b).

Estosresultadossugierenque,al menospartede los efectosregulatoriosdel cAMIP sobrela

actividad TPH, están mediados por mecanismosrápidos que suceden durante los primeros

minutosde la estimulación.Entrelos mecanismosde regulaciónrápidospuedenincluirse la

fosforilación.Nuestrosiguienteobjetivofue determinarsilos efectosdel cAMP sobrela actividad

TPH estánmediadospor la PKA. En la figura 25csemuestraque la adiciónde un activadorde

la PICA, dibutiril-cAMP (3 mM) estimulóla acumulaciónde 5OHTrpy la actividadTPH respecto

al control, confirmandoel importantepapeljugadopor la PKA en la regulacióndela actividad

TPH.

Unavezdemostradoqueun aumentodel contenidointracelularde cAMIP, provocadoal

inhibir su degradación,produceunaestimulacióndela actividadTPH (Fig. 25b),nosplanteamos

estudiarqué tipos de fosfodiesterasasde cAMIP están interviniendoen la regulaciónde la

actividad TPH. En la figura 26a y b observamosquela adición deun inhibidor especificode las

fosfodiesterasasde tipo IV, Ro2O-1724(75 gM), indujo unaestimulacióndel contenidode

SOHTrp y de la actividadTPH comparablea la obtenidacon forskolin. La administración

conjuntade ambosfarmacosprodujounaestimulaciónaditivade la actividadTPH. Sin embargo,

la adición deun inhibidor de lasfosfodiesterasasde tipo 1, 8-MJBMX, no tuvo ningúnefectoni

sobrela acumulaciónde 5OHTrp ni sobrela actividadTPH, tantoen ausenciacomo en presencia
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de forskolin (Fig. 26cy d). Esosresultadossugierenquelas fosfadiesterasasde tipo IV sonlas

isoenzimasimplicadasprincipalmenteen laregulaciónde los nivelesde cAlvlP responsablesde

la regulaciónde la actividadTPH.

h) Mecanismosde regulación implicados en el efectodel cAMP sobrela actividad

TPH

Nuestrosiguienteobjetivo fUe estudiarsi los efectosdel cAIVIP sobrelaactividadTPH

también estabanmediadospor mecanismosde regulaciónmás lentosque la fosforilación de

proteínas,como los procesosde activacióngénica.Paraello, las copasópticasse cultivaron

durante6 horasconforskolin en presenciao ausenciade un inhibidor de la transcripcióngénica

(la actinomicinaD) y uno de la traducciónde proteínas(cicloheximida).En la figura 27 ay b

podemosver que la adiciónde forskolin indujó un aumentoal dobledel contenidode SOHTrp

y de la actividadTPH respectoal control. Sin embargo,ni la adición de actinomicinaD ni de

ciclohexinxidamodificó laactividadenzimática,no siendotampococapacesde bloquearel efecto

estimuladordel forskolin. Cuando el cultivo se realizó entre ZTO-.-*ZT6 se obtuvo el mismo

resultado(Fig. 27 c y d), indicando que los fotorreceptoresretinianos no muestranuna

sensibilidadvariablea lo largodel díacon respectoalcAMP.

Conel fin de conocersi lasconcentracionesutilizadasde actinomicinaD y cicloheximida

en los experimentosanterioreseranadecuadasparainhibir la transcripcióny traducciónen las

retinaslesionadasduranteel cultivo de las copasópticasserepitió el experimentovalorandola

síntesisde novo de proteínas.Para ello se determinóla incorporaciónde [3H]leucinaa las

proteínasreciensintetizadas.En la figura 28 seobservaqueen presenciade cicloheximidala

síntesis de novo de proteínasfue prácticamentenula. La adición de actinomicinaU también

provocóunadisminuciónsignificativade la síntesisproteica(70% respectoal grupo control). El

efectode ambosfármacosno semodificó por la presenciade forskolin en el mediode cultivo.

Enlas figuras29 y 30 observamosqueindependientementedel momentodel ciclo diario,

el forskolin no fue capazde modificar los nivelesdel niRNA de la TPH, mientrasque la adición

de actinomicinaU los redujoanivelescasi indetectables,excluyendocualquierefectodel cAMiP

sobrelaexpresióndelgendela TPH, así comosobrelavidamediadel mRiNA de la TPH. Aunque

los nivelesde mRNA dela actinasevenreducidosligeramentepor laadición de ActinomicinaD,
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entodoslos gruposencontramosvaloreshomogéneosde rRNA 28S como cabriaesperarya que

secargóla mismacantidaddeRNA totalpormuesta.Por lo tanto, no haygrandesdiferencias

en los resultadosdel mRiNA de la TPH, tanto si senormalizanrespectoal mRNA de la actina,

comorespectoal rRNA S28.

3.2.2. REGULACIÓN POR CALCIO

De forma similar queparael estudiode la regulaciónde la actividadTPR por cAMP,

nuestroprimer objetivo de esteapartadode la memoriafue comprobarsí los tratamientos

farmacológicoselegidosparaestudiarel papelreguladordel Ca2~sobrela actividadTPH, estaban

realmentemodificando la entradade Ca2~ en el fotorreceptory, por tanto, variando la

concentraciónintracelulardeestesegundomensajero.En la figura 3 1 seobservaque tanto la

despolarizacióndel fotorreceptorcon 35 mM KCI comola adición del agonistade los canales

de Ca2~sensiblesadihidropiridinas,Bay K8644(5 pM), estimularonla entradadeCa2 evaluada

comoentradade 45Ca2~.Ambasestimulacionesfrieronbloqueadastotalmentepor la adicióndel

bloqueantede dichoscanales,nifedipino (10 ¡iM), indicandoquesonlos canalesde Ca2~sensibles

a dihidropiridinastipo L los principalesresponsablesde la entradade Ca2 en el fotorreceptor.

a) Importanciadel calcio en la regulaciónde la actividadTPH

Enla figura 32ay b seobservaquela adición de 2 mrvi EGTA (por tanto,la eliminación

del Ca2~extracelular)provocóunareducciónmuymarcadadela acumulacióndel contenidode

5OHTrpy de la actividadTPH, tantocuandoel cultivo serealizóen luz (74% respectoal control)

como en oscuridad(20% respectoal control),indicandoquela regulaciónde laactividadTPH

esdependientede Ca2~.Así mismo,la despolarizaciónde los fotorreceptorescon 35 mM deKCI,

con la consiguienteaperturade los canalesde Ca2~ dependientesde voltaje, provocó una

estimulacióndela acumulaciónde 5OHTrpy la actividadTPH (261% respectoal control) (Fig.

32c y d), mimetizandoel efectode la oscuridadsobrela actividadenzimática.

b) Tipo decanalesdecalcio implicadosen la regulaciónde la actividadTPH

Unavezdeterminadala importanciadel Ca2~en la regulaciónde la actividadTPH, nos

planteamosestudiarqué tipos de canalesde calcio estabanimplicados en la regulaciónde la

actividadTPH. La adiciónde un activadorde los canalesde Ca2~tipo L, Bay K8644(5 pM),

provocóun aumentonotabledel contenidodeSOHTrp(Fig. 33ay c) y la actividadTPH (Fig. 33b
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Figura 31: Efecto del agonistade los canalesde Ca2 tipo L, Ray K8644 (5 pM) y la
despolarizacióndel fotorreceptorcon KCI (35 mM) sobrela entradade calcio en las retinas
lesionadascon KA de Xenopuslaevis. Las letras muestranlas significacionesestadísticas
indicandolas minúsculasp<O,05y las mayúsculaspcO,0I; A vsel grupoblanco;B vsel grupo
control; C vs el grupo tratadocon Bay k 8644 y nifedipino; D vs el grupotratadocon KCI
(35 mM) y nifedipino.
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canalesde Ca
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y d) independientementede queel cultivo serealizaraen luz o en oscuridad.La especificidadde

esteefectoatravésde canalestipo L secomprobóutilizandoun bloqueanteespecificodeestetipo

de canales,el nifedipino. En un cultivo en luz, la adición de nifedipino (10 pM) bloqueó

totalmenteel efectoestimuladordel Ray K8644 sobrela acumulaciónde 5OHTrp(Fig. 33a)y la

actividadTPH (Fig. 3 3b).

El papelde los canalesdeCa2ttipo L en la regulaciónde la actividadTPH seconfirmaen

un experimentoen oscuridad.En dichascondiciones,la adiciónde nifedipino (10pM) provocó

una disminuciónde la acumulaciónde 5OHTrp (Fig. 34a) y la actividad TPH (Fig. 34b)

procedentetanto de retinas lesionadascon KA como intactas (53% y 49% del control

respectivamente),sugiriendoque la aperturade los canalesde calcio tipo L es un requisito

necesarioparaquese mantenganlos nivelesnocturnosde actividadTPH elevados.Sin embargo,

la adicióndeunbloqueantede canalesde calciotipo N, o-conotoxina(1 MM), no tuvo ningún

efectosobrela acumulaciónde 5OHTrpy la actividadTPH delas retinaslesionadasconKA pero

provocóunadisminuciónde la misma en las retinasintactas(Fig. 34d).Estosresultadosindican

que los canalesde Ca2t tipo N, aunquemodifican la actividadTPH presenteen las neuronas

serotoninérgicas,no intervienenen la regulaciónde los nivelesde Ca2tdel fotorreceptor,y por

tanto, en la regulaciónde la actividadTPH.

c) Vías de transmisiónde la señal implicadasen la regulaciónpor Ca2t de la

actividad TPH

Nuestro siguienteobjetivo fue determinarcuálesde las múltiples vías de transmisión

intracelulardependientesde calcioestabanimplicadasen la regulaciónde la actividadTPH. En

la figura 35 observamosque el efecto estimuladordel Ray K8644 sobrela acumulacióndel

5OHTrp(Fig. 35a)y la actividadTPH (Fig. 35b)sebloqueéparcialmenteporel antagonistade

la calmodulina,CGS 4393R (50
1iM), y el inhibidor especificode la PKC, cheleritrína(5 pM),

sugiriendoqueestasvíasdependientesde calcio intervienenenla regulaciónde la actividadTPH.

El papelde moduladorpositivodela PKC seconfirmaen la figura 36, dondeseobservaquela

adiciónde un activadorde dichaquinasa,forbol-12-miristato-13-acetato(TPA, 200 nM), estimuló

la acumulaciónde SOHTrpy la actividadTPH de una maneradependientedel tiempo. En un

experimentoposterioren el que sepreincubócon el TPA durante30 minutos(Fig. 37ay b), el

efectoestimuladordel TPA sobrela acumulaciónde 5OHTrpy la actividadTPHdesapareceen
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presenciadel inhibidor cheleritrina.El mismo resultadoseobtienecuandoseutiliza otro inhibidor

especificode la PKC, calfostinaC (5 pM) (Fig. 37c y d). Es más,en el mismo experimentoel

efecto estimuladordel TPA tambiénesbloqueadopor el inhibidor de la PKA, H89 (200 1iNI),

indicandoquelos efectosestimuladoresde la PKC en la regulaciónde la actividadTPH no son

directos,sino que estánmediadosporun aumentodel contenidointracelularde cAMP y una

activaciónde la PKA.

El complejocalcio-calmodulinapodriaregularla actividadTPH atravésde la activación

de distintasproteínasquinasas.En la figura 38 observamosque el efectoestimuladordel Ray

K8644sobrelaacumulacióndel 5ORTrp(Fig. 38a)y la actividadTPH (Fig. 38b) sebloqucópor

el inhidor de la proteínaquinasaII dependientedel complejo calcio-calmodulina(CaLMIKII),

KN-93 (30 pMl). Sin embargo,su controlnegativo,KN-92 no tuvo ningúnefectoinhibidor sobre

la actividadenzimáticani en ausenciani en presenciade Ray K8644. La intervenciónde la

CaMKII enla regulaciónpositiva dela actividadTPHseconfirmacon la adicióndeotro inhibidor

de dichaproteína,KT5926(10 ~iM).Estefármacoeliminó completamenteel efectoestimulador

del RayK8644sobrela acumulaciónde 5OHTrp (Fig. 38c)y la actividadTPH(Fig. 38d),tanto

cuandoel cultivo tuvo lugaren luz comoen oscuridad.Es más,el KT5926escapazde bloquear

el efectoestimulatoriode la oscuridadsobrela actividadTPH reforzandola participaciónde la

CaMKII en la elevaciónfisiológicade los nivelesnocturnosde actividadTPH.

Otrode los posiblesefectoresdel complejo calcio-calmodulinaen la regulaciónde la

actividadTPH esla estimulaciónde la actividadadenilatociclasatipo 1 (isoenzimadependiente

de calcio-calmodulina).En la figura 39, seobservaqueel efectoestimuladordel Ray K8644 se

reduceligeramenteporel inhibidor de la PICA, H89 (200gM), indicandoquepartede los efectos

reguladoresdel calcio sobrela actividadTPH seejercen a travésdel cAMP. En el mismo

experimento,el H89 bloqueétotalmenteel efectoestimuladordel forskolin sobrela acumulación

de 5OHTrp(Fig. 39a)y la actividadTPH(Fig. 3%),confirmandoquelos efectosreguladoresdel

cAJvIP sobrela actividadTPH seejercena travésde la PKA. Un resultadosimilar seobtuvo

cuandoserepitió el experimentoutilizandootro inhibidor de la PICA, HE (Fig. 39 c y d).

En la figura 40 seobservaquela adición de un antagonistade los canalesdecalcio tipo

L, nifedipino (10 i.tM), bloqueétotalmenteel efectoestimuladordel forskolin (activadorde la AC)
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Figura 40: Efecto del bloqueantede los canalesde Ca2~tipo L, nifedipino (10 pM) en retinas
controlesy tratadascon el activadorde la AC forskolin (50 gM) sobrea) la acumulaciónde
5OHTrp, b) la actividadTPH y c) la acumulaciónde cAMP en retinaslesionadascon KA de
Xenopuslaeris.Previamentea la adicióndel mHBH (10

1iM) las copasópticasfueroncultivadas
en SCdurante4 horasen luz. El tiempode reacciónfue de 30 minutos;concentracióndeL-Trp
62,5 ¡iM. Las letrasmuestranlas significacionesestadísticas:minúsculasp<O,O5, mayúsculas
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sobrela acumulaciónde 5OHTrp(Fig. 40a) y la actividadTPH (Fig. 40b), indicandoque se

requiereunaelevaciónpreviade los nivelesde calcio intracelularparaquepuedaproducirsela

estimulaciónde la actividadTPH mediadaporcAMP. La adiciónde nifedipino tambiénredujo

la actividadenzimáticarespectoal control(38%respectoal control), subrayandounavezmásel

importantepapeldel Ca2 en la regulaciónde la TPH. La necesidaddeunosniveleselevadosde

calcioparaquepuedaproducirsela elevaciónde los nivelesde cAMP quedademostradaen la

figura 40cdondeseobservaquela estimulaciónde la acumulaciónde cAMP provocadaporel

forskolin seredujódrásticamenteen presenciade nifedipíno.

Enla figura41 semuestraquelacoadministraciónde forskolin y RayK8644produjouna

sobreestimulaciondel contenidode5OHTrp(Fig. 41a)y la actividadTPH (Fig. 41b)respectoa

la adición por separadode los mismos.Este efectoaditivo de ambosfármacosrefherzala

hipótesissugeridaanteriormentede que, si bien los efectosdel cAlvlIP en la regulaciónde la

actividadTPHsondependientesde los nivelesdecalcio en el fotorreceptor,el calcio ejerceparte

de suacciónreguladorapormecanismosindependientesdel cAMP.

d) Mecanismosde regulaciónimplicadosen el erectodel calciosobrela actividad

TPR

Enla figura42 observamosqueel efectoestimuladordel RayIC8644 sobrela acumulación

de SOHTrp y la actividadTPH esel mismoparalas copasópticascultivadasdurantesólo 15

minutoso por4 horasantesdel inicio de la reacción,sugiriendoque los efectosdel Ca2~sobrela

actividadTPH estánmediados,al menosen parte,por mecanismosde regulaciónrápidoscomo

la fosforilación.

En la figura 43 observamosquecuandolas copasópticassecultivarondurante6 horas

con RayK8644 seprodujo una estimulaciónde la acumulaciónde SOHTrp(Fig. 43a) y de la

actividadTPH(Fig. 43b)queseconservaen presenciadel inhibidor de la traduccióndeproteínas,

cicloheximida(200 ¡iM). La adición del inhibidor de la transcripcióngénica,actinomicinaD

(20 ~tNI)tampoco modificó el efecto estimuladordel Ray K8644 sobrela acumulaciónde

5OHTrp(Fig. 44ay c) y la actividadTPH(Fig. 44b y d) independientementede queel cultivo se

realicedurantela nochesubjetivao duranteel día. Estosresultadosparecenexcluir queel calcio

estéregulandola expressióndel gen y la traduccióndel mRiNA de la TPH.
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y b) la actividadTPHen retinaslesionadasconKA deXenopuslaevis.Previamentea la adición
del niHIBH (10 pM), lascopasópticasfueroncultivadasen SC durante4 horasen luz. El tiempo
de reacciónfine de 30 minutos; concentraciónde L-Trp 62,5 uM. Las letrasmuestranlas
significacionesestadísticas:minúsculasp<O,O5, mayúsculasp’zO,0l; A, rs el grupoblanco;R, rs

a)

o
o.
o,

o
E
o-
o.4.-

9-

O
LO

o

b)

4-ao
4.—o.
o>

o
Eo.
r
o-
9-
•0
(u
‘O
5

4-a
<-3
.4

6

5

4

3

2

1

o

el grupocontrol; c, rs el grupotratadocon forskolin y BayK8644.



Blanco m Control 5 ~aMBay 1< 8644

2
o1-.o.
a>

o
Eo.
2-1

9-

Oun

o

4

o
4.-o.o,

E
E
o-
r
o-
9-
‘O<u
‘O
.5
<-3
.4

3

2

1

o

TIEMPO DE CULTIVO

Figura 42: Efecto del activadorde los canalesde Ca2~tipo L, Ray K8644(5 p.íM) sobrea) la
acumulaciónde 5OHTrpy b) la actividadTPH en retinaslesionadasconKA de Xenopuslaevis.
Previamentea la adicióndel mHRH (10 ¡íM), las copasópticasfrieron cultivadasen SC durante
15 minutosó 4 horasen luz. El tiempode reacciónfue de 30 minutos;concentraciónde L-Trp
62,5

1iM. A, pCO,OI rs el grupoblanco;13, pCO,OI VS el grupocontrol.

15 mm 4h
TIEMPO DE CULTIVO

iSmin 4h



4-a
o4.-o.
o)

o
Eo.
2-

9-r
OSn

6

4

2

o

o4.-a
o,
E

o
Eo-ET
1 w
115 294 m
124 294 l
S
BT

2:
o-
9-
0
(u
0

u
.4

12

9

6

3

o

Figura 43: Efectodel inhibidor de la traducción,ciclohexindda(200 pM) en retinascontrolesy
tratadascon el activadorde los canalesde Ca2 tipo L, Bay K8644 (5 pM) sobrea) la
acumulaciónde5OHTrpy b) la actividadTPH en retinaslesionadascon KA de Xenopus¡ctevis.
Previamentea la adicióndel mHBH (10 pM), las copasópticasfrieron cultivadasen SCdurante
6horasenluz (inicio delcultivo ZT12).El tiempode reacciónfUe 30 minutos;concentraciónde
L-Trp 62,5 pM. A, p<O,Ol rs el grupoblanco;B, p<O,Ol vs el grupocontrol; C, p-CO,OI vs el
grupotratadocon cicloheximida.

Blanco 200 pM Cicloheximida

LE] Control Bay 1<8644 + Cicloheximida

r 5 pM Bay 1<8644



TPH en los fotorreceptores retíníanos de Yenopus laevis IV. RESULTADOS 150

RETINAS CULTIVADAS DESDE ZT12 HASTA ZT1S

a) b)
o
1—o.
o,

o
Eo.
2:
o-
9-

<u
‘O5:

u
.4

60
6—

4—

2

o

RETINAS CULTIVADAS DESDE ZTO HASTA ZT6
d)

o5—o.o>

.5
Eo.

o-
9-
‘O(u
‘O
5:

<-3
.4

6

4

2

o

Figura 44: Efecto del inhibidor de la transcripción,actinomicinaD (20 pM) en las retinas
controlesy tratadascon el activadordelos canalesdeCa2~tipo L, Ray K8644 (5

1iMj~ sobrea)
y c) la acumulaciónde 5OHTrp y b) y d) la actividadTPH en retinaslesionadascon KA de
Xenopuslaeris. Previamentea la adicióndel mI-IBH (10 ¡.tM} lascopasópticasfueroncultivadas
en SCdurante6 horasen luz. El tiempode reacciónfUe de 30 minutos;concentracióndeL-Trp
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La hipótesisanteriorseconfirma en la figura45. La adición deRayK8644 no modificó

el contenidoretinianode mRNA de la TPH, permitiendodescartarcualquiertipo demodulación

de la expresióndel gende la TPH porcalcio. Además,la adiciónde actinomicinaD redujo el

mRNA de la TPH anivelescasi indetectablesy esteefecto no sevió modificadopor la presencia

de Ray K8644, indicando que el calcio tampocotiene ningún efecto sobrela estabilidaddel

mensajerodelaTPH. Estosefectosfueronindependientesdel fotoperiodo,obteniéndoseel mismo

resultadocuandosecultivó durantela nochesubjetiva(Fig. 45) o duranteel día (Fig. 46). En

amboscasos,tantoel contenidode rRNA (Fig. 45 y 46 b) comoel de mRNA dela actina(Fig.

45 y 46 c) fue similar entretodoslos grupos.

3.2.3.REGULACIÓN PORcGMP

Nuestrosiguienteobjetivo fUe determinarsi el cOMP tambiéninterveníaen la regulación

de la actividad TPH. En la figura 47, se observaque la adición de un activadorde la PKG,

dibutiril-bcGMP(3 mM), no tuvo ningúnefectosobreel contenidode 5OHTrp(Fig. 47a)ni la

actividadTPH (Hg. 47b)cuandoel cultivo serealizóen luz, pero provocóunaestimulaciónde

ambosparamétrosenoscuridad,indicandola posibleparticipaciónde estaproteínaquinasaen la

regulaciónnocturnade la actividad TPH. Así mismo, el grupo control en oscuridad fue

significativamentedistinto al de luz.

La adiciónde un inhibidor de las fosfodiesterasasde cOMP de tipo y, zaprinast(75 ¡iM)

estimulóla acumulaciónde 5OHTrp(Fig. 48a)y la actividadTPH (Fig. 48b)tantoen luz como

enoscuridad.La adicióndezaprinasten luz mimetizóel efectode laoscuridadsobrela actividad

enzimáticasiendoel efectodel zaprinasty la oscuridadaditivos. Cuandoserepitió el experimento

con otro inhibidor de las fosfodiesterasade tipo V, 4-[3,4-(Metilendioxi)benzil]amino]-6-

cloroquinazoline(MBCQ), la acumulaciónde 5OHTrp(Fig. 48c) y la actividadTPH (Fig. 48d)

aumentaronen luz mimetizandoel efectode la oscuridad,pero no semodificaronen oscuridad.

Estosresultadossugierenque las fosfodiesterasascon unafarmacologíasimilar a las de tipo V,

comoesel casode la isoenzimaasociadaa la fotorespuestaenel fotorreceptorde los vertebrados

(denominadatambiénPDE-VI), estánimplicadasen la regulaciónde los nivelesde cOMP que

modulanla actividadTPH.
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Figura 47: Efecto del activadorde la PICO, dibutiril-cGMIP (3 mM) sobrea) la acumulaciónde
SOHTrp y b) la actividadTPH en retinaslesionadascon KA de Xenopus¡ctevis. Previamentea
la adicióndel mHBH (10 pM), las copasópticasfUeroncultivadasen SCdurante4 horasen luz
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pcO,O5, mayúsculasp’CO,Ol; A, rs eV grupo blanco; b, vs el grupo control; C, rs las retinas
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Figura48: Efectode los inhibidoresdeIaPDEtipoy, zaprinast(75 ¡iM) y MBCQ (1 y 10 piM)
sobrea) y c) laacumulaciónde 5OHTrpy b) y d) la actividadTPH, en retinaslesionadascon KA
de Xenopuslaeris. Previamentea la adición del mHBH (10 pM) las copasópticasfueron
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En la figura49 semuestraqueel efectoestimuladordel zaprinast(75 gM) en luz sobre

la acumulaciónde 5OHTrp (Fig. 49a) y la actividadTPH (Fig. 49b) fue bloqueadopor el

antagonistade los canalesde calcio tipo L, nifedipino (10 lflvD. El mismo resultadoseobtuvo

cuandoseutilizó otro inhibidor delas PDEde tipo y, MBCQ (Fig. 49c y d). Estosresultaron

indicanque el efectodel cOMP sobrela actividadTPH no esdirecto,sino queun aumentodel

contenidode cOMPdel fotorreceptorescapazde abrir los canalesde calcio tipo L y, por tanto,

despolarizarel fotorreceptor,desencadenandola secuenciade hechosque conilevaal aumento

de laactividadTPH porcalcio,

3,3. REGULACIÓN DE LA SINTESIS DE MELATONINA POR

NEUROMODULADORESRETINLALNOS

3.3.1.REGULACIÓN DE LA ACTiVIDAD TPH PORDOPAMINA

En la retinadetodaslas especiesde vertebradosestudiadashastala fecha,la dopamina

y la melatoninadesarrollanfUnciones antagónicasexistiendouna regulaciónrecíprocade su

sintesisentreambosneuromoduladores.El papelinhibitorio de la dopaminasobrela síntesisde

melatoninay la actividadNAT estáampliamentedemostrado.Por tanto, el objetivo de este

apartadoesestudiarel papelde la dopaminaen la regulaciónde la actividadTPH.

En todos los experimentosde esteapartadose utilizó un cultivo de copasópticas

lesionadascon KA. Si no seindicalo contrario,el tiempode cultivo fue de 4 horasy tuvo lugar

enoscuridad,durantela nochesubjetivadel animal(ZT12—.ZT16).Comoparámetrosdecontrol

dela lesiónocularsevaloróel contenidode dopaminay serotonina.Cuandounaretinalesionada

conKA mostróniveleselevadosde ambosparámetrosy superioresa los criteriosfijados en el

apartado2.4 de materialesy métodos(percentilesal 95% de ambosneuromoduladores),se

considerócomouna lesiónocular incompletano utilizándoseni los nivelesde5OHTrpni dela

actividad TPH de la misma para el análisis estadístico.En la mayoria de los casosno se

encontraron diferencias en el contenido de estos parámetrosentre los distintos grupos

experimentalesdecadaexperimento.
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a) Tipos de receptoresde dopamina implicadosen la regulación de la actividad TPH

En la figura50 seobservaquetras4 horas de cultivo en oscuridad,el grupotratadocon

3 pM de quimpirol (agonistaD2) redujo de sucontenidode 5OI-ITrp y su actividadTPH hasta

el 33%respectodel grupocontrol,indicandoquela dopaminaejerceun papelinhibitorio sobre

la actividadTPH. Dicho efectofUe bloqueadoporla adiciónde 10 pM deespiperona(antagonista

D2) demostrandola especificidaddel mismoatravésdereceptoresde la familia D2.

Así mismo, secomprobósi los receptoresD1 tambiénestabanimplicadosen la regulación

dela actividadTPHpor la dopamina.En la figura 51, seobservaqueni la adicióndel agonista,

SKF 38393 (10 pM), ni la del antagonistaU1 SCH 23390(10 pM), provocaronningún efecto

sobrela acumulaciónde 5OHTrp ni la actividadTPH en las retinaslesionadascon KA. Sin

embargo,en lasretinasintactas,el SKF 38393 produjounareducciónde laactividadenzimática,

quedándoseen un 44% respectoal control. Dicho efecto lite bloqueadopor la adición del

antagonista.Esteresultadoconfirmaquelos efectosde la dopaminasobrela actividadTPH de

los fotorreceptoresseejercenexclusivamenteatravésde receptoresD2 mientrasquela actividad

enzimáticade las neuronasestábajo el controlde receptoresD1.

b) Segundasmensajerosimplicadosen la transmisión de la señal

Unavezdemostradoel papelinhibitorio de la dopaminasobrela actividadTPH através

de receptoresD2, nuestrosiguienteobjetivo fUe determinarlos sistemasde segundosmensajeros

implicadosen la transmisiónde la señal.En la figura 52, seobservaquela adición de3 MM de

quimpirol bloqueótotalmente,tanto el efectoestimuladordel forskolin comodel Hay K8644,

sobrela acumulaciónde SOHTrpy la actividadenzimática,indicandoqueel cAMP y el Ca
24están

implicadosen la transmisiónde la señalinhibitoria de la dopamina.

En la figura 53, seobservaquela estimulaciónde la entradade calcioprovocadapor la

aperturade los canalestipo L con Hay K8644 (5 gM) o al despolarizarel fotorreceptorcon

35 mlvi deKCI, sebloqueéenpresenciadel antagonistaD
2, quimpirol (3 pM), sugiriendoquela

dopaniinaescapazde cerrarlos canalesde Ca’~regulando,por tanto, negativamentela actividad

TPH Así mismo, la disminucióndel contenidode Ca
24 intracelularprovocadaal cerrarselos

canalesde Ca24, podríainducir una disminuciónen la acumulaciónde cAMP al inactivarsela

adenilatociclasatipo 1. Paracomprobarestahipótesis,las copasópticaslesionadasconKA se
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Figura50: Efectodel agonistaD2, quimpirol (3 1aM) y del antagonistaD2, espiperona(10 MM)
sobrea) la acumulaciónde 5OHTrp y b) la actividadTPH en retinaslesionadascon KA de
Xenopuslaevís.Previamentea la adicióndel mHBH (10 MM), las copasópticasfueroncultivadas
en SCdurante4 horasen oscuridad.El tiempode reacciónfue de 30 minutos,la concentración
de L-Trp duranteel tiempo de reacciónde 62,5 pM. Las letras muestranlas significaciones
estadísticas:minúsculas,p-CO,OS; mayúsculas,p<O,OI; a, vs el grupo blanco; 13, rs el grupo
control; C, rs el grupotratadocon quimpirol; D, rs el grupotratadocon espiperona.
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Figura 51: Efecto del agonistaD1, SKF 38393 (¡0 1.tM) y el antagonista D1, SCH 23390(10 MM)
sobrea) la acumulaciónde 5OHTrpy b) la actividadTPHen retinasintactasy lesionadascon KA
de Xenopuslaevis. Previamentea la adición del mHBH (10 pM), las copasópticasfueron
cultivadasen SC durante4 horasen oscuridad.EJ tiempo de reacciónfue de 30 minutos, la
concentraciónde L-Trp duranteel tiempo de reacciónfUe 62,5 aM. Las letrasmuestranlas
significacionesestadísticas:minúsculasp<tO,05;mayúsculasp<O,Ol;A, rs el grupoblanco;B, vs
el grupocontrol; c, rs el grupotratadocon SKF 38393;D, vsel grupotratadocon SCH 23390
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L, Hay K8644(5 gM), sobrea) la acumulaciónde SOHTrp y b) la actividadTPH de retinas
lesionadasdeXenopus¡ctevis tratadascon quimpirol (3 ¡iM). Previamentea la adicióndel mHBH
(10 pM), las copasópticasfUeroncultivadasen SCdurante4 horasen luz. El tiempode reacción
fue de 30 minutos,la concentraciónde L-Trp duranteel tiempode reacciónfue 62,5 pM. A,
p’cO,Ol rs el grupoblanco; B, p<O,Ol vsel grupo control; C, p<O,Ol vsel grupo tratadocon
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Figura53: Efectodel activadorde los canalesde Ca2~tipo L, Hay 1<8644(5 MM), y la adición
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cultivaroncon forskolin (50 pM~ en ausenciay presenciade quimpirol y nifedipino. Tantola

adición de quimpirol como la de nifedipino produjó una disminución del 50% del efecto

estimulatoriodel forskolin sobrela acumulaciónde cAMP (fig. 54), sugiriendoque ambos

fármacosestáninfluyendo sobrevíasde transmisiónquecompartenpasoscomunes.

3.3.2. REGULACIÓN DE LA SINTESISDE MELATONINA PORADENOSINA.

Nuestrosiguienteobjetivo fuedeterminarsi la adenosinainterveníaen ¡a regulacióndela

síntesisde melatonina.Para ello, copas ópticasprocedentesde retinasde Xenopuslaevís

lesionadasconKA secultivaronenpresenciade determinadosfármacosqueactúanen el sistema

adenosinérgicodurante4 (actividadTPH) ó 6 (actividadNAT) horas.

Como parámetrosde control de la lesión ocular sevaloró el contenido retiniano de

dopaminay serotonina,Cuandounaretinalesionadacon KA mostróniveleselevadosde ambos

parámetrosy superioresa los criterios fijadosen el apartado2.4 de los materialesy métodos

(percentilesal 95% de ambos neuromoduladores),se considerócomo una lesión ocular

mcompletano utilizándoseni los nivelesdel contenidode5OHTrpni de la actividadTPH de la

mismaparael análisisestadístico.En la mayoríade los casosno seencontrarondiferenciasen el

contenidodeestosparámetrosentrelos distintosgruposexperimentalesde cadaexperimento.

a) Controladenosinérg¡code la síntesisde melatonina

En la figura 55 observamosque en un cultivo en oscuridad,la adición de distintas

concentracionesde adenosinadesaminasa(ADA), enzimaencargadade la degradaciónde la

adenosinaendógena,produjo una reducciónde la acumulaciónde SOHTrp (Fig. 55a) y la

actividadTPH(Fig. 55b)de un 60%únicamenteen la retinaslesionadasconKA, no mostrando

ningúnefectoen las retinasintactas.

El papelde la adenosinacomoestimuladorde la actividadTPH localizadaexclusivamente

en fotorreceptores,se confirmé con tratamientos farmacológicos que incrementan la

concentraciónde adenosinaendógena,como sonel bloqueode la recapturade adenosinacon

S-(4-Nitrobencil)-6-tioinosina(NBTI) o la inhibición de la degradaciónde esteneurotransmisor

conENI-LA., un inhibidor de la ADA endógena.En la figura 55c y d se muestraquela adición de

NI3TI (10 pM) y ENHA (1 MM) en oscuridadprodujo unaestimulaciónsimilar de la actividad
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Figura54: Efectodel agonistaD2, quimpirol (3 pM) y delantagonistade los canalesde Ca
24’ tipo

L, nifedipino (10~tM)sobrela acumulaciónde cAMIP en las retinaslesionadasdeXenopuslaevis
tratadascon el activadorde la AC, forskolin (50 pM). Previamenteal comienzodela reacción,
las copasópticasfueron premarcadasdurante4 horas,cultivándoseen SC suplementadacon

4 MCi de [3H]adeninaen luz. El tiempo de reacciónfue de 30 minutos durantelos que se
añadieronlos distintosfánnacos.A, p’<O,Ol rs el grupocontrol; B, p<O,OI rs el grupotratadocon
quimpirol, C, pCO,OI rs el grupotratadocon forskolin.
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Figura 55: Efecto de la adición de adenosinadesaminasa(ADA) exógena,el inhibidor de ¡a
recapturade adenosina,NBTI (10 pM) y el inhibidor de la ADA, ENHA (1 MM) sobrea) y c) la
acumulaciónde 5OHTrpy b) y d) la actividadTPH en retinasintactasy lesionadasconKA de
Xenopuslaeris. Previamentea la adición delmHBH (10 MM), las copasópticasfueroncultivadas
en SCdurante4 horasen oscuridad.El tiempode reacciónfUe de 30 minutos,la concentración
deL-Trp duranteel tiempode reacciónfue 62,5 MM. A, p<O,OI vsel grupoblanco;B, pCO,Ol
vsel grupocontrol; C, p’CO,Ol rs retinasintactas.
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TPH en las retinaslesionadascon KA. De nuevo,estosfármacosno tuvieronningúnefectoen

las retinasintactas.

La adenosinatambiénpareceinterveniren la regulacióndela actividadNAT. En la figura

56 semuestraque, en las retinaslesionadascon KA, un aumentode la concentraciónde la

adenosinaendógenaextracelularal inhibir su recapturaconNBTI, estimuléla actividadNAT. Así

mismo, la adición de ADA exógenainduce una degradaciónde la adenosinaendógena

disminuyendosusnivelesy, portanto,provocandounareducciónde la actividadNAT respecto

al controlen oscuridad.

Estosresultadossugierenclaramenteque la adenosinaestámodulandola síntesisde

melatoninaenel fotorreceptorperono pareceinfluir en la síntesisde serotoninaen las neuronas

amacrínas.

h) Tipo de receptoresde adenosinaimplicadosen la regulaciónde la síntesisde

melatonina.

Debido a que los nivelesendógenosde adenosinapuedenllegar a sersuficientemente

elevadospara modificar las actividadesTPH y NAT, parael estudiodel tipo de receptores

implicadosen la regulaciónde ambasactividadesenzimáticas,seañadiósiempreal cultivo ADA

paraeliminar la adenosinaendógenadel tejido. El cultivo de copasópticasen oscuridadcon un

agonista,CHA (1 uiM), y un antagonista,CPA(1 gM), de los receptoresA1 no produjo ningún

efectosobrela acumulaciónde 5OHTrp (Fig. 57a) ni la actividadTPH (Fig. 57b) de retinas

lesionadascon KAo intactas.El agonistaA1, CHA, tampocomodificó la actividadNAT decopas

ópticaslesionadasconKA cuandoel cultivo serealizóenluz o en oscuridad(Fig. 58). Portanto,

lafaltade efectode los agonistasy antagonistasA1 sobrelas actividadesTPHy NAT de retinas

lesionadascon KA nos permite concluir que ningunode los efectosde la adenosinasobrela

síntesisde melatoninaestámediadoa travésde receptoresA1.

La adición deun agonistade los receptoresA2, CPCA(100 pM), al cultivo de copas

ópticaslesionadascon KA estimuléla acumulaciónde SOHTrp (Fig. 59a) y la actividadTPH

(Fig. 59b)respectoal control, tantosi el cultivo tuvo lugaren luz o en oscuridad.La especificidad

del efecto del agonistaCPCAa travésde receptoresA2 se verificó utilizando un antagonista
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Figura 56: Efectodel inhibidor dela recapturade adenosina,NBTI (10 iIM) y la adición de ADA
(1 U/mI) exógenasobrelaactividadNAT decopasópticaslesionadascon KA deXenopuslaeris.
Las copasópticassecultivaron durante6 horasen oscuridaden presenciade los distintos
fármacos.A, p<0,01 vsel grupocontrol; 13, p<O,OI rs el grupotratadocon NBTI.
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específicodedichosreceptores,DMPX (100 pM). En lasfiguras59c y d semuestraque, en las

retinaslesionadasconKA cultivadasen oscuridad,el CPCA volvió a estimularlaacumulación

de 5OHTrp y la actividadTPH a una concentración10 vecesmenor que en el experimento

anteriorperono tuvo ningúnefectoen lasretinasintactas.El efectoestimuladordel CPCAsobre

la actividadTPHde las retinaslesionadassebloqueéporel DMPX. La adiciónde otroagonista

A2, concretamenteun agonistaespecificoparael subtipode receptorA2A, COS21680 (100 pM),

tambiénestimuléla acumulaciónde 5OHTrpy la actividadTPH en luz y oscuridadsiendodicho

incrementobloqueadoporel antagonistaDMPX (Fig. 60 a y b). Estosresultadosconfirmanque

los efectosde la adenosinasobrela actividadTPH serealizana travésde receptoresA2, más

concretamenteel subtipoA=k

En la figura 61 seobservaquela actividadNAT mostréunaregulaciónparalelaa la de

la actividadTPH. El agonistaA2, CPCA incrementéla actividadNAT respectoal controltanto

cuandoel cultivo serealizóen luz comoen oscuridad,siendoel efectoestimuladordel CPCA

bloqueadoporDMPX. El mismo resultadoseobtuvocuandose utilizó el agonisíaA?A, COS

21680.Estosresultadosconfirmanquelos efectosde la adenosinasobrela síntesisde melatonina

serealizana travésde receptoresAZA

c) Segundosmensajerosimplicadosenla regulacióndela síntesisdemelatoninapor

adenosina.

Una vez demostradoque la adenosinaestá regulandopositivamentela síntesisde

melatonina,nuestrosiguienteobjetivo fuedeterminarquésistemasde segundosmensajerosestán

implicadosen la transmisióndela señal.En la figura62 seobservaque, en retinaslesionadascon

KA cultivadasen luz, el efectoestimuladordel CPCA sobrela acumulaciónde 5OHTrp y la

actividadTPH desapareceen presenciadel inhibidor de la PICA, H89. La adiciónde nifedipino

al cultivo redujodrásticamentelos nivelesbasalesde actividadTPH mientrasque la adición

conjuntade nifedipino y CPCAresultéen unosvaloresde actividadTPH indistinguiblesde los

controles(Fig. 62b), siendoel CPCA capazde estimularla actividadTPH aúnen presenciade

nífedipino.
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Figura 60: Efecto del agonistaCOS 21680 (100 pM) y antagonistaA2, 3,7-dimetil-1-
propargilxantina(DMPX, 100 MM) sobrea) la acumulaciónde SOHTrpy b) la actividadTPH en
retinaslesionadascon KA deXenopuslaevis.Previamentea la adición del 10 pM mHIBH las
copasópticasfueroncultivadasen SCcon 25 MM deL-Trp y 1 U/ml de ADA durante4 horas
en luz o oscuridad.El tiempo de reaccióntite de 30 minutosy concentracióndeL-Trp durante
el tiempode reacciónde 62,5 MM. Las letrasmuestranlas significacionesestadísticasindicando
las minúsculasp<O,O5y las mayúsculap<O,0l. A vs el grupoblanco; 13 vs el grupo control;c vs
el grupotratadoconDMPX másCPCA;D vs las retinascultivadasen luz.
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Figura61: Efectode los agonistasA2, N
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y COS21680(100
1.J.M), y del antagonistaA2, 3,7-dimetil-l-propargilxantina(DMPX, 100 MM),

sobrela actividadNAT en retinaslesionadasconKA deXenopuslaevis. Las copasópticasfueron
cultivadasen SC suplementadocon 1 U/ml de ADA durante6 horasen luz o oscuridad.A.,
p~ezO,Ol rs el grupotratadocon CPCA. 13, p<O,0l vs las retinascultivadasen luz; C, pc0,01rs el
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Cuandoserepiteel experimentovalorandola actividadNAT encontramosqueni el H89

ni el nifedipino tuvieronefectopor sí mismossobrela actividadbasalpero bloquearonel efecto

estimuladordel CPCA(Fig. 63). Estosresultadossugierenqueen la regulación dela síntesisde

melatoninapor laadenosinaintervendríanmecanismosdependientesde cAlvliP y calcio.



H89 Nifedipino

ADA (1 U/mI)

Figura63: Efectodel inhibidor de la PICA, H89 (200
tipo L, nifedipino (10 MM) en retinaslesionadas

MM) y delbloqueantedelos canalesde Ca2~
con KA de Xenopus¡ctevis tratadascon el

agonistaA
2, CPCA(100 pM) sobrela actividadNAT. Las copasópticasfueroncultivadasen SC

suplementadocon 1 U/ml de ADA durante6 horasen luz. A, p’CO,OI rs el grupo control; 13,
p’cO,OI rs el grupotratadoconCPCA.
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1. LESION DELA RETINA CON EL ACuDO KAÍNICO COMO MODELO PARA

EL ESTUDIO DE LA SíNTESISDE MELATONINA

.

En esta memoria hemos demostradoque la inyección intraocular del agonista

glutaminérgico, KA, es un buen método para obtener copas ópticas enriquecidas en

fotorreceptoresen Xenopuslaevis.La obtencióndeestaspreparacionesde fotorreceptoresha

sido el primer pasoimprescindiblepara la realizacióndel restode los experimentosde esta

memona.

a) Tiempo deactuación

Aunquenosotrosno hemosrealizadoningúnestudiosobrela evolucióntemporalde la

toxicidadenla retinaprovocadasporla exposiciónal KA, estudiosanterioreshandemostradoque

la accióndelneurotóxicoeslentay progresiva.Deestemodo,aunqueseencuentrandañosen la

IPL y la IiNL, especialmenteen las célulasbipolaresy amacrinas,a tiempostancortoscomo 30

minutos(Yazulla y Kleinschmidt, 1980;Pérezel aL, 1997),los grandescambiosocurrenen los

dosprimerosdías,estabilizándoseposteriormente.Por tanto,unasemana(tiempoutilizado para

la realizaciónde los experimentosde estamemoria)estiempo suficienteparareflejarel resultado

final de la muerteneuronalselectiva(Yazulla y Kleinschmidt, 1980; Dvorack y Morgan, 1983;

Pérezel aL, 1997).

h) Tiposcelularesafectadosporel neurotóxico

Las lesionesencontradaspornosotrosen la retina deXenopuslaevissonmuy similares

a lasdescritasparala reúnade otrasclasesde vertebrados,reflejandounagran pérdidaneurona!.

Los cambiosmásprofundossemanifiestanen las capasplexiformesexternae internay en la ITNL,

desapareciendola mayoriade las neuronasdela retinainterna(Yazulla y Kleinschmidt, 1980;

Morgane Ingham, 1981; Hamptonet aL, 1981; Kflenschmidteta!, 1986;Thomase/aL, 1993).

Los tiposcelularesmásafectadossonlas célulashorizontales,amacrinasy bipolares,mientrasque

el KA no afectaa las célulasde Múller. Estudiosrecientesde inmunohistoquimicano detectan

receptoresdeglutamatosubtipokainatoen las célulasde Múller, lo queexplicaríael hechode que

estascélulasseanresistentesa la accióndel KA (Pengel aL, 1995;Kawasakiel al., 1996).Es

más,sehadescritoque la inyecciónintraocularde KA puedecausargliosis (Sahelel al., 1991;

Villani eta!, 1995).Portanto, posiblementelos escasosnúcleosde célulasquequedanen la NL
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despuésde la lesiónseanmayoritariamentecélulasde Múller, aunqueno sepuededescartarque

tambiénsobrevivaalgúnsubtiponeuronal resistentea la lesión.

En la bibliografiadisponible,existenmuy pocosestudiosque identifiquendeun modo

directo, los tiposcelularesque son afectadospor la lesióncon KA. Yaqudy Eldreden 1993

realizaronun estudioinmunohistoquimicoen la retinadePseudemysscnptaelegans,encontrando

queunasemanadespuésdela inyecciónintraocularde KA la distribucióndela inmurreactividad

frente a un gran número de neurotransmisoresestabamuy alterada.De este modo, la

inmunoreactividadfrenteaglucagón,encefalinas,neurotensina,serotonina,GABA y la actividad

GAD desaparececompletamente,indicando una pérdidamasivade estostipos neuronales,

mientrasquesealterala localizaciónde la inmunorreactividadfrentea glicinay glutamato.Esta

gran pérdida de neuronasGABAérgicas se confirma también en mamíferos, donde la

inmunorreactividadparaGABA prácticamentedesaparecey las escasascélulasmarcadasque

sobrevivenno muestranningunaflincionalidad(Pérezy Davanger,1994: Osborneeta!., 1995).

Además,estudiosneuroquimicosrealizadosen peces(Villani eta!., 1995) y aves(Zawilskae

luvone, 1992) hallan una gran reducciónde la actividadGAD despuésde la lesión con KA.

Estudiosbioquímicose inmunohistoquimicosrealizadosen aves tambiénsugierenuna gran

pérdidade neuronasdopaminérgicasy serotoninérgicasya queel contenidodopamina,tirosina

hidroxilasay serotoninaoculardespuésde la lesióncon KA se reducenotablementerespectoal

control, desapareciendotambiéntodala inmunorreactividadfrentea serotoninaen las retinas

lesionadas(Schwarcz y Coley, 1977;Zawilska e luvone, 1992; Thomasel al., 1993). Estos

resultadosestándeacuerdocon la reducciónde la actividadGAD y del contenidode dopamina

y serotoninaen la retinaencontradapornosotrosenXenopuslaevís.

Todos los trabajosconsultadosencuentranquelos fotorreceptoressonresistentesa la

neurotoxicidaddelKA, no mostrandoningún síntomamorfológico de lesióncelular, inclusouna

semanadespuésde la lesión(Yazulla y Kleinschmidt, 1980; Hamptone: al., 1981; Margane

Ingham, 1981; Thomase: al., 1993; Yaqub y Bídred, 1993). Estos datos histológicos

concuerdancon los datos neuroquimicosque demuestranque ni los nivelesendógenosni el

comportamientode las actividadesNAT y HIOMT, asi como del contenido retiniano de

melatoninase alterandespuésde la inyecciónintraocularde KA (Zawilska e luvone, 1992;

Thomasel al., 1993). Al igual que ocurríapara las células de Múller, la resistenciade los
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fotorreceptoresal KA parecedebersea la ausenciade estesubtipo de receptoresglutaminérgicos

en estetipo celular(Pengel al., 1995).

La resistenciade las célulasfotorreceptorasal KA y la extremavuJnerabilidadde las

neuronasserotoninérgicasasusaccionesexcitotóxicas,hacenquela inyecciónintraoculardeKA

seaunaherramientafhrmacolégicamuyútil parael estudiode la fisiología y la neuroquimicadel

fotorreceptor.Portanto, estemodeloexperimentalesla herramientafarmacológicaidóneapara

el estudiode la actividadTPH de las célulasfotorreceptorasqueconstituyeel principal objetivo

deestamemona.

c) Mecanismo deacción

El mecanismode las accionescitotéxicasdel KA fue descritoporprimeravezpor Olney

en 1978 en la denominadahipótesisexcitotóxica. El KA produceuna apertura tónica y

prolongadade estetipo de canal provocandoun desequilibrioiónico en la célula debidoa la

entradamasivade ionessodio acompañadode la salidade ionespotasio(Kleinschmidtel a!.,

1986).Estemovimientode ionesprovocadala despolarizaciónde la célulacon la consiguiente

aperturade los canalesde Ca2 dependientesde voltajeprovocandounaentradamasivade Ca2~

y unaelevaciónsostenidade susnivelesintracelulares,sobrepasandola capacidadde regulación

y tamponamientode la célula (Duarte el al., 1996; Ferreira el al., 1996). En el caso de

colocalizarseenla mismacélulareceptoresde NIvIDA, la despolarizacióntambiénprovocaríauna

aperturasostenidade estetipo de canaleslo que contriburíaa una mayorentradade Ca2~,

potenciando¡osefectoscitotéxicosdel KA (Duarteel al, 1996).Estaelevaciónsostenidadel

contenidode Ca24’ intracelularprovocadaunaentradade ionesCl y de aguadesdeel exterior

celular, queserianlos principalesresponsablesdela vacuolizaciónqueseobservaen los primeros

estadosdel dañocelular(Kleinschmidtel al., 1986). Simultáneamente,la elevaciónde los niveles

intracelularesde Ca24’ produceunaactivaciónde la óxido nítrico sintetasay la xantinaoxidasa

aumentandonotablementela produciónde radicaleslibres (Zeevalky Nicklas, 1994; Dutraitel

aL, 1995). Los elevadosy sostenidosniveles de radicales libres provocarían una lenta

fragmentacióndel DNA quefinalmenteconduciríaa unamuertecelularporapoptosis(Pérezel

al., 1997).En ningún casosehanencontradoindicacionesde quela muertecelulartengalugar

pornecrosis(Pérezel al., 1997).
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d) Ventajas sobre otros métodosdescritos

El mecanismodeaccióndel KA haceidóneosuusoparael aislamientode fotorreceptores

retinianos. La primera ventajaes la alta especificidady selectividad de este método. La

neurotoxicidaddel KA esaltamenteselectivaya queestefármacoúnicamenteva aafectara las

célulasqueposeanreceptoresdeglutamatoionotrópicossubtipokainato(Cazevieilley Osborne,

1991; Villani el al. 1995; Vorwerk, 1996). En la retina de vertebrados,los receptoresde

glutamatotipo kainatose encuentranampliamentedistribuidos,habiéndosedescritosu presencia

en la mayoríade las neuronashorizontales,bipolaresy amacrinas,así como en una pequeña

subpoblaciónde célulasganglionares(PengelaL, 1995; Dixon y Copenhagen,1992;Eulerel al.,

1996; Laufer el al., 1996). Esta distribución de los receptorescoincide con las lesiones

observadastrasla inyecciónintraoculardeKA y permitenobtenerretinasque poseenúnicamente

fotorreceptores,célulasdeMÉiller y escasascélulasganglionares.Portanto, no sólo el empleodel

KA sino tambiénel de cualquieragonistade los receptoresde glutamatosubtipokainatocon

característicasfarmacológicassimilaresal KA, como porejemploel ácidodomoico(Duraneí aL,

1995),esunaherramientaútil parala obtenciónde retinasenriquecidasen fotorreceptores.

Aunqueel carácterselectivodel neurotóxicoKA tambiénlo compartenotrosfármacos,

como los agonistasde los receptoresde NMDA, la distribuciónrestringidade estesubtipode

receptor,sólo presenteen las célulasganglionaresy algunascélulasamacrinas(Brandstátteret

al., 1994), hacenquetras la inyecciónocularde estosneurotóxicosúnicamenteseobserven

cambiosenla IPL, no habiendoapenaspérdidaneuronalen la INL (Morizaneet al., 1997).Estos

resultadosseconfimanen experimentosin vilro quedemuestranqueel dañoneuronalprovocado

porlos agonistasde los receptoresde NMDA es muchomenorque el inducidoporlos agonistas

dereceptoresde kainato(Izumi eta!., 1995).Es más,estudiosinmunohistoquimicosdemuestan

que la adición de NMDA en concentracionesexcitotóxicasa un cultivo de copasópticasno

modificala inmunorreactividadparaglucagón,encefalinas,neurotensina,aspartatoy serotonina,

disminuyendounicamentela inmunorreactividadparaGABAy glicina. Portanto, la resistencia

de las célulasamacrinasserotoninérgicasa la toxicidad de los agonistasNMDA, hacea estos

neurotóxicosinapropiadosparanuestroestudio.

Recientemente,seha descritoun métodode aislamientoquímico usadocon éxito para

obtenerfotorreceptoresdela retinadeXenopuslaevis(Cahilí y Besharse,1992).Estemétodose
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basaen la lisis de la retinainternay lascapasplexiformescon detergentes,concretamenteTriton

X-100, obteniéndoseuna retinaque únicamenteposeefotorreceptores.Esté métodoposeela

ventajadeobtenerpreparacioneslibres de cualquiertipo celularapartede los fotorreceptores,

mientras que en las lesionescon KA siempresobrevivenlas células de Múller y algunas

ganglionares.Además,laslesionescon detergentessonun procedimientorápido,ya quetodoel

procesodelesiónpuedellevarseacaboen un parde horas,frenteaunasemanatrasla inyección

querequierenlas lesionescon KA. Sin embargo,presentael inconvenientedequela lisis no es

selectivay el detergenteva ir dañandolos distintostipos celularesúnicamenteen función del

tiempode exposicióny la proximidad de los distintostipos celularesa la superficiede la retina

atacadapor el detergente.De estemodo, en el métodooriginal, en 1 de cada12 retinas,los

fotorreceptoresresultandañadosirreversiblementeperdiendototalmentesu flincionalidad y

capacidadde sintetizarde melatonina(CaNIl y Besharse,1992),existiendosiempreun porcentaje

deriesgobastanteelevadodedañoparcialde las célulasfotorreceptoras,o dedestrucciónsólo

de partede las neuronasde la retina interna. De hecho,en los tres experimentos,dondese

realizaronlesionescon Triton X- 100 en estamemoria, se encontróque para obteneruna

reducciónde la actividadGAl) del 68,3%,seproducíadañocelularen aproximadamentela mitad

de las célulasfotorreceptoras(reducciónal 45%de su actividadNAT). Portanto, la falta de

selectividaddelTriton X-100comparadoal métododel KA, conviertenaestemétodode lisis en

un procedimientopocorepetitivo.

También se han descrito métodos de aislamiento de fotorreceptoresbasadosen

procedimientosmecánicos o enzimáticos. Los métodos mecánicos no suele dañar los

fotorreceptores.Es más,cultivadosen el medio adecuado,puedenconservarsuflincionalidad

duranteunasemana(Leibovic, 1986). Sin embargo,tienen el incovenientequeseobtieneuna

suspensióndetodoslos tipos celularesde la retinasiendoimposibleel aislamientoúnicamentede

las célulasfotorreceptoras.Deestemodo, aunqueestosmétodossonadecuadosy útiles para

estudioselectrofisiológicoso técnicasdondesepuedanrealizarmedicionesen célulasindividuales,

no son adecuadasparanuestrotipo de estudio.Los métodosenzimáticospermitenobtener

preparacionesenriquecidasen fotorreceptores(Dentonelal., 1992; Adíer el al., 1984),por lo

que seríanuna alternativaa las lesionesocularescon KA. Sin embargo,normalmenteestas

técnicassoncarasy suprocesode realizacióneslento.
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2. REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD TPH EN CÉLULAS

FOTORRECEPTORAS

.

2.1. REGULACIÓN POR FACTORES EXÓGENOS: EFECTO DEL

FOTOPERIODO

.

Parael estudiode la regulaciónde la actividadTPH porel fotoperiodohemosutilizado

un métododevaloraciónde la actividadTPH in rivo. Estemétodoposeeunaseriedeventajas

frentea las determinacionesde la actividadenzimáticain vitro como son el hechode quelas

medicionesserealizana las concentracionesfisiológicas de sustratosy cofactores.Portanto,

permite determinarla actividadenzimáticade un modo rápido, reflejandolos nivelesrealesde

actividadpresentesenel momentodel sacrificio del animal. Los primerostrabajosquedescribían

estemétodode valoraciónit> viro determinabanla formaciónde serotoninaen Jugarde la de

5OHTrp (Hamone: al., 1973; 1979).Sin embargo,estaaproximaciónno reflejadirectamente

la actividadTPHya que varíadependiendodel contenidoinicial deserotoninaen el tejido y de

la actividadAAAD.

Esteesel primertrabajodescribiendoun ritmo diario de actividadTPH en ¡a retinade

Xenopuslaeris. Tantolos nivelesde actividadenzimáticacomo el perfil del ritmo diario son

diferentesen las retinasintactasy lesionadascon KA, indicandouna regulacióndistinta de la

actividadenzimáticaentrelos fotorreceptoresy las neuronasserotoninérgicas.Sin embargo,los

nivelesy lasvariacionesdelcontenidode mRNAde la TPHde lasretinasintactasesindistinguible

del de las retinaslesionadascon KA. Estadiscrepanciaen los nivelesdemRNA y deactividad

enzimáticaen la retinadeXenopuslaevisha sido previamentedescritaporOreenel al, 1 995b.

Estudiosde hibridaciónit> si/udemuestranqueen estaespeciede anuroel mR.iNA dela TPH se

localiza en los fotorreceptores.Sin embargo,la actividadenzimáticaen retinastratadascon

detergentesesmenorqueen retinasintactas,sugiriendoque partedela actividadTPH retiiana

selocaliza en otrascélulasdistintasal fotorreceptor.Nosotroshemosencontradoque tras la

lesióncon KA, el contenidode actividadTPH se reduceal 13% del de las retinasintactas,

mientrasque los nivelesde mRNA no seven afectados.Estosdatoscorroboranque, sí bien

prácticamentela totalidaddel mRNA de laTPH de la retinaselocalizaríaen los fotorreceptores,

sólo una pequeliapartede la actividadenzimáticaseencontraría en estetipo celular Es más,

estudiosde inmunohistoquimicalocalizanla inmunorreactividadparaTPH únicamenteen células

amacrinas indicando que la mayor parte de la enzimá se localizaría en las neuronas
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serotoninérgicas(Zhuel aL, 1992).Portanto,podemosconcluir quela actividadTPH en la retina

deXenopuslaevisseJocalizaen las neuronasamacrinasyen los fotorreceptores.La serotonina

sintetizadaen las neuronasva a servir deneurotransmisorretiniano,mientrasquela sintetizada

en los fotorreceptoressirve comoprecursorde la síntesisde melatonina.

Posiblemente,los distintostipos celularesquecontribuyenal contenidototal deserotonina

dependade la especieestudiada.De estemodo, en la retinadel poíío, al contrariode lo que

acabamosde ver para Xenopuslaeris, pareceque los fotorreceptoresson la mayor fuente

productorade serotonina.En estaespecie,el númerode neuronasamacrinasque muestran

inmunorreactividadparaTPH esmuchomenorque en Xenopuslaevis (Wilhem el al., 1993).

Además,la actividadTPHde la retinatrasla lesión conKA no semodifica, e incluso la actividad

específicaes ligeramentemayorquela encontradaen retinasintactasdebidoa la reduccióndel

espesordela retina(Thomasel al., 1993).

La discrepanciaentrelos nivelesde mRNA y la cantidaddeenzimade la TPH tambiénha

sido descritapara el cerebro de rata (Dumasel aL, 1989). En esta especie,aunquela

inmunorreactividadparalaproteínade laTPH essimilar enla glándulapineal y en el núcleodel

Rafe,la glándulapineal muestraunosnivelesmuy elevadosde mRiNA de la TPH, mientrasque

sonprácticamenteindetectablesen el núcleode Rafe.Estasdiferenciaspuedenexplicarsetanto

pordiferenciasenla eficaciadetraduccióndel ¡nRNA de la TPHentreambostejidos(Dumasel

al., 1989)comopordiferenciasen la estabilidadde laproteínade la TPHy desumensajero.La

tasaderecambiode la TPHenla glándulapinealderataes rápida(75 mm, Sitaramy Lees, 1978)

mientrasqueen otraáreasdel cerebroes lenta(2-3 días;Meeky Neff, 1972). Estosfenómenos

tambiénpodríanexplicarlas diferenciasencontradasentrelos distintostiposcelularesde la retina.

Los fotorreceptoresde la retina compartenmuchascaracterísticascon los pinealocitos,mientras

quelas neuronasserotoninérgicasretiianassonsimilaresa las cerebrales.Sin embargo,aunque

nosotrosno hemosestudiadola vida mediade la actividadTPH en la retina,nuestrosresultados

sugierenque la enzimalocalizadaen los fotorreceptoresesrelativamenteestable,ya que sus

nivelesdeactividadpermancenconstantesdespuésde 6 horasen presenciade actinomicinaD,

aunquesusnivelesde mRNA disminuyandrásticamente.
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El perfil del ritmo diario de la actividadTPH estambiéndistinto entrelas retinasintactas

y laslesionadascon KA. En lasretinasintactas,el máximode actividadtienelugarenla mitad de

la fase luminosamientrasque en las retinaslesionadascon KA ocurrehacia la mitad de la fase

oscura.Esteritmo de la actividadTPH localizadaen los fotorreceptoresesparaleloal descrito

paralaactividadNAT (Besharsee luvone, 1983)y la síntesisdemelatonina(Cahilí y Besharse,

1990; 1991)enla retinay en los fotorreceptoresaisladosde estamismaespecie,confirmandoel

importantepapeljugadopor la actividadTPH en la regulacióndel contenidoretinianototal de

melatoninaen Xenopuslaevis.

Tambiénhansido descritasoscilacionesdiariasde la actividadTPH en laglándulapineal

de la rata(Sitaramy Lees, 1978;Shibuyael al., 1978; Sudgenel al., 1989;Ehretelal. 1991)y

en la retinadel pollo (Thomase luvone,1991). Tantola amplitud el ritmo (2-4veces)comoel

momentodel máximonocturno(aproximadamente5-7 horasdespuésdel inicio dela faseoscura)

en estasespeciesson muy similaresa los encontradospor nosotrosen los fotorreceptores

retinianosdeXenopuslaeris, confirmandoque la serotoninaproducidaporestetipo celularse

utiliza fundamentalmenteen la síntesisde melatonina.

También sehan descritooscilacionesdiariasde la actividadTPH y el contenidode

serotoninaen el cerebro.La presenciadeun ritmo y el perfil del mismo,varíamuchodependiendo

del áreacerebralconsideraday la especieestudiada,por lo queesdificil extraergeneralizaciones.

Nuestrotrabajosugiereque, en la retina, las neuronasserotoninérgicasmuestranun ritmo de

actividadTPH con susvaloresmayoresdurantela faseluminosadelfotociclo diario. Por lo que

conocemos,solo existeotro trabajoqueestudielas variacionesdiariasdela actividadTPH en la

retina. Thomasy colaboradoresen 1993,encontraronque en el pollo, tanto las retinasintactas

como laslesionadasconKA muestranun ritmo diario desuactividadTPH cuyosnivelesmáximos

ocurrendurantela faseoscuradel fotociclodiario. Aunquelos resultadosobtenidosen esteúltimo

estudioparalas retinasintactasparezcandiferir de los nuestros,convieneconsiderarque, en el

poíío la amplituddel ritmo dela actividadTPH esmuchomayoren lasretinaslesionadascon KA

(12veces)queen lasretinasintactas(4 veces),indicandoquelas neuronasserotoninérgicasen

estaespecie,o bien carecenderitmo, o la amplitudesmuchomenoro incluso presentanun ritmo

invertido con respectoa los fotorreceptores,comohemosvisto parala retinade Xenopuslaevis.

Es más, si consideramosque estudios inmunohistoquimicosdemuestranque el númerode
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neuronasserotoninérgicasen la retinade poííoespequeño(Wilhelmel aL, 1993), al contrariode

lo descritoparala retinade Xenopuslaeris dondeson muy abundantes(Zhu el aL, 1992),

podemosconcluir que en el poíío, la actividadTPH retinianareflejaprincipalmentela enzima

presenteen los fotorreceptores.

En estamemoriatambiénhemosencontradodiferenciasen los nivelesde mRNA de la

TPH entredos momentosdel día, ZTl y ZT13. El contenidode mRNA de la TPH fue idéntico

en retinasintactasy lesionadascon KA, con nivelesmayoresal inicio de la faseoscura.Estos

datoscoincidencon el ritmo circadianode abundanciade mRNA in viro e it> ritro descrito

previamentepararetinasde Xenopuslaevis (Oreen y Besharse,1995; Oreenel aL, 1995).

Aunqueestosautoresno determinaronel ritmo de mRNA en fotorreceptoresaislados,estudios

de hibridación it> síUs sugierenque, al contrariode lo descritoparala actividadenzimática,en

Xenopusel mRNA de la TPH selocalizaríamayoritariamenteen los fotorreceptores,por lo que

lasvariacionesde mRiNA de la TPHreflejaríanlas variacionesen el fotorreceptor.Nuestrosdatos

confirmandichahipótesis.

En 1996, sedescribióun ritmo de expresiónde laTPH en la glándulapineal y en los

pinealocitosde poííocon un perfil paraleloal hallado en la retinadeXenopuslaeris (Florezel al.,

1996;OreenelaL, 1996).Esteritmo concuerdacon las variacionesdía-nocheencontradasen la

cantidadde enzimaen la glándulapineal(Florez y Takahasi,1 996a) y en la actividadenzimática

de la retinadeestaespecie(Thomase luvone,1991).

Actualmente,tambiénsehandescritoritmos circadianosdela expresiónde la NAT, la otra

enzimareguladoradela rutabiosintéticademelatonina,en la glándulapinealde mamíferosy aves

(Cooneta?., 1995;Roseboometa?., 1996; Bernardel aL, 1997)y en la retina deaves(Bernard

el al., 1997).En todoslos casos,al igual quelo descritoparala TPH, los valoresmáximosde

abundanciade mXNA ocurrendurantela faseoscura.Sin embargo,la amplituddel ritmo esmuy

distintadependiendode la especieestudiada.En la glándulapinealde rata, los ritmosdel mRLNA

y de la actividadde la NAT sonsimilares(incrementonocturnosde unas150 veces),pero en la

oveja, los valoresnocturnosde mRNA de la NAT sólo llegan a duplicarsemientrasque la

actividadenzimáticaaumenta7 veces.Estosresultadossugierenque, si bienen la ratael ritmo



TPH en los fotorreceptores retínianos de Xenopus laevis Y. DISCUSlÓN 187

circadianodeexpresióngénicaseriael principal responsablede la actividadenzimáticatotal en

la ovejaestaríanimplicadosotrosmecanismospostrascripcionalesy postrasduccionales.

En conjunto,estosresultadossugierenque en la retina de vertebrados,la síntesisde

melatoninaestáreguladaen parteporun reloj circadianoquecontrolalos ritmosdela expresión

de las dos enzimasreguladorasde la ruta biosintética,TPH y NAT. De hecho,en aves y en

anfibios,sehademostradoqueel osciladorseencuentraenlos fotorreceptores(Cahil! y Besharse,

1991;Thomasel al., 1993).En estasespecies,el ritmo circadianode melatoninay actividadTPH

semantieneen preparacionesde fotorreceptores.Deestemodo, los nivelesde mRiNA de ambas

enzimasestaríanelevadosdurantela nocheinduciendounamayorproducciónde moléculasde

enzimay en último términoun incrementode las actividadesenzimáticas.En el casode la TPH

de los fotorreceptoresde Xenopuslaeris estasecuenciade sucesosestádemostrada.El ritmo de

mRNA de la TPH se encuentraadelantadoaproximadamente4 horasal ritmo de actividad

enzimáticasiendoestetiempoel necesarioparala producióny activacióndelas nuevasmoléculas

de enzima.Sin embargo,no sepuededescartarque en estaespecie,al igual quelo descritopara

la NAT de la glándulapineal de la oveja, existanmecanismospostranscripcionalesque estén

influyendoen la actividadenzimáticatotal. Paradeterminarestaúltima hipótesis,seestudióel

papelde los segundosmensajeroscelularesen la regulaciónde la expresióngénicay la actividad

enzimáticade la TPH.

2.2.REGULACIÓN DE LA TPH RETINIANA POR FACTORES ENDÓGENOS

:

PAPEL DE LOS SEGUNDOSMENSAJEROS

Este es el primer trabajo describiendola regulación por segundosmensajerosde la

actividadTPH en la retina de vertebrados.Aunqueexistenalgunostrabajossobrelos efectos

activadoresdel cA?vlP y del Ca24’ en neuronasserotoninérgicascerebrales(Boadle-Biber,1980;

Sawaday Nagatsu,1988), por lo que conocemoshastala fechaexistenmuy pocosestudios

enfocadosen el papeljugadoporlos segundosmensajerosen la regulaciónde la actividadTPH

implicadaen labiosíntesisde melatonina.Únicamente,en la glándulapinealde avesy mamíferos

seha descritoqueel cAMP aumentala cantidaddeenzimade la TPH (Ehretel aL, 1991;Florez

y Takahashi,1996b).
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2.2.1. PAPEL DE eAMP

Enestamemoriasedemuestrael importantepapeljugadoporel cAMP en la regulación

de la actividadTPHde fotorreceptoresretinianosdeXenopuslaevis(Esquema10). Cualquier

tratamientoque aumentelos niveles intracelularesde cAMP induceuna estimulación de la

actividadenzimática.Es más, los efectosdel cAMP sobrela actividadTPH estánmediadospor

la PKA. Los experimentosrealizadosacercadel efectode los inhibidoresde los procesosde

trascripcióny traducciónsobrela actividadenzimáticay cantidaddemRNA de la TPHbasaly

estimuladapor forskolin, sugieren que todos los efectosdel cAMP sobre la TPH son

postraduccionales.

Aunqueno existeningúntrabajosobrela regulaciónporcAMIP de laactividadTPH de

la reúna,los escasosestudios¡ti vitro realizadosen cultivos de rebanadasde cerebro(Boadle-

Biber, 1980; Nagatsuelal., 19813)yen laglándulapineal (SheinyWurtman,1971; Sitaramy

Lees, 1984;Ehretel aL, 1991)de mamíferoshanencontradoquelos proagonistasdel cAMP

estimulanla actividadTPH. Además,seha descritoqueel efectoestimuladordel cAMIP sobreel

contenidode proteínade la TPR en la glándulapineal de aveses independientede la fasedel

fotociclo (Florez y Takahasi, 1 996b). Sin embargo, en pinealocitosaisladosde estamisma

especie,los niveles de mRNA de la TPH se modifican por cAMP únicamentecuando el

incrementoen los nivelesde estesegundomensajerocoincidecon las 6 primerashorasde la fase

luminosa(Oreenel al., 1996).Nosotroshemosencontradoqueenlos fotorreceptoresdeXenopus

laeris,el efectoestimuladordel cAMP sobrela actividadTPHno dependede la fasedel fotociclo.

Además,en Xenopuslaevíslos niveles de niRiNA de la TPH no se modifican por el cAlvIP,

excluyendocualquierregulacióntranscripcionaldel gende la TPH porel cAMP.

En 1991,Ehrety colaboradoresencontraronquelos efectosdel cAMP sobrela actividad

TPHdelaglándulapineal de rataestabanmediadosporun aumentoen la síntesisdenovode la

enzima,ya que la adición de actínomicinaD o cicloheximidabloqueabala estimulaciónde la

actividadTPH provocadapor los proagonistasde cAMP. Además,los datosde estosautores

sugierenque el cAilv1P provocaun aumentoen el númerode moléculasde enzimaya que en

presenciade los proagonistasde estesegundomensajeroaumentala velocidadmáximadela TPH

pero no se modifican las característicascinéticasde la enzima.Los datosobtenidosen esta

memoriacontrastancon los anteriormentemencionados.En los fotorreceptoresdeXenopus
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laevís,ni la actinomicinaD, ni la cicloheximidaifieron capacesdebloquearel efectoestimulador

del forskolinsobrela actividadenzimática,corroborandoque,en estaespeciey tejido, el cAMP

estáregulandola actividadTPHúnicamentepor mecanismospostraduccionales.Sin embargo,en

pinealocitosaisladosde pollo, seha descritoquela regulaciónde la TPHpareceimplicartanto

mecanismostranscripcionalescomo postraduccionales(Florezy Takahashi,1996b).Portanto,

el gradodeparticipacióndemecanismospre- o postraduccionalesparecedependerdel tejidoy

especieanimalestudiadaporlo quelos escasostrabajosexistentesno permitenestablecerpautas

generales,siendonecesariala realizaciónde mástrabajosal respecto.

Entre los mecanismospostraduccionalesde regulaciónpor cAMP, uno de los más

comunesesla fosforilación. Estudios it> vilro realizadosen homogeneizadosde cerebrohan

demostradoquela TPH sefosforila y seactivapor la PKA (Garbery Makman, 1987;Vrana el

aL, 1994;JohansenelaL, 1996).Es más,estudioscon quimerasmolecularesdemuestranquela

PKA fosforila laTPH en la serma58 (Johansenel al., 1996;Kumerel al., 1997).La secuencía

del cDNA de la TPH de Xenopuslaeris poseeesteresiduode sermaconservado(Greeny

Besharse,1994),por lo queesprobableque la PICA. seacapazde fosforilar esteresiduo.Así

mismo, Florez y Takahashi (1996b) demostraronque un aumento en los niveles de

cAMIP producía un aumento de la isoformaTPH,,,56 y una dismunición de la isoforma

TPH1, en pinealocitosaisladosdepollo, reflejandoun cambioen el estadode fosforilaciónde la

TPH. Ehrety colaboradores(1991)tambiénencontraronun aumentoen el gradode fosforilación

de las 3 isoformasde laTPH dela glándulapineal de ratadespuésde la exposiciónal cAlvlP,

aunqueno frieron capacesde detectaraumentosdiferencialesentrelas distintasisoformas,ni

cambiosen los parámetroscinéticosde la TPH. Por tanto, parecequela fosforilacióndela TPH

por la PKA esun mecanismogeneralde regulaciónpostraduccional.

Al contrariode lo descritoparala actividadTPH, los estudiossobrela regulaciónde la

actividadNAT retiianasonnumerosos.Experimentosdecultivos decopasópticasde anfibios,

demuestranque los proagonistasdel cAMP estimulanla actividad NAT (luvoney Besharse,

1986a;Alonso-Gómez,1993)y la síntesisde melatonina(Alonso-Gómez,1993),siendoestos

efectosdependientesde la síntesisdenovode la enzima.Aunqueestosresultadossugierenuna

regulaciónpor cAMP de la transcripcióndel gende laNAT, de momentono sedisponendedatos

molecularesque confirmen estahipótesisen estaespecie. Sin embargo,estudiosrecientes
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demuestranqueenlos fotorreceptoresaisladosde pollo, el cAlvlP aumentalos nivelesdemRNA

delaNAT (Gréveel aL, 1997).

La existenciade un ritmo enel contenidointracelularde cAMIP pareceestarregulandolas

actividadesTPH y NAT y la síntesisdemelatoninaen la retina. En la glándulapineal del pollo,

seha descritoun ritmo dedichosnivelesparaleloal ritmo de liberacióndemelatonina(Nikaido

y Takahashi,1989).Esmás, el contenidoretinianode cAMP en las distintasespeciesestudiadas

esmayoren oscuridadqueen luz (Orretal., ¡976; Farberetat,1981;Burnsideeta!., ¡982;

Cohenel al., 1987).Estoconcuerdacon la mayoracumulaciónde cAMP en oscuridadque en luz

encontradapor nosotrosen los fotorreceptoresde XenopusIaevis, permitiéndonossugerirun

modelode cómo la regulaciónporcAMP estáintegradaen el ritmo diario de la síntesisde

melatonina(Esquema10).De estemodo, el incrementonocturnoen la síntesisde melatonina

tendríaal menosdoscomponentes.Por un lado, existiría un ritmo circadianode la expresión

génicade laTPHy laNAT, queesel responsabledel aumentode la cantidadde enzimanecesario

parael incrementode la actividadenzimáticanocturna.Si bien, el aumentoen la síntesisde¡¡ovo,

parecesersuficienteparaexplicarel ritmo de actividadNAT, parala activaciónde la TPH se

requiereun aumentoen los nivelesde cAMP quetransformela reservade moléculasde enzima

reciénsintetizadasdeunaforma inactivaa una forma fosforiladamásactiva.En el casode la

NAT, el aumentoen los nivelesde cAMP provocaríaunaestimulaciónde la expresióngénicaque

sesumaríaa la expresióncontroladaporel osciladorendógeno,y ademáshabriaun aumentode

la vida mediade laNAT en el fotorreceptordebidoa unaestabilizaciónde la enzima(Alonso-

Gómezeluvone,1995a).Deestemodo, los nivelesfinalesde melatoninaproducidasedeberían

a unaregulacióncoordinadade ambasactividadesenzimáticas.

Enestamemoriahemosencontradoquela activaciónde la TPH porcAMP requiereunos

nivelesde Ca24’ intracelularelevados,sugiriendoque la actividadAC implicadaen la regulación

de la actividadTPH en el fotorreceptoresuna isoenzímadependientedel complejo calcio-

calmodulina.Estahipótesisseconfirmaen estudiospreviosen rebanadasdecerebroen cultivo,

que demuestranque la estimulaciónde la actividad TPH cerebral también dependede la

calmodulina(Boadle-Biber,1982; Sawaday Nagatsu,1986;Boadle-Bibery Phan, 1987).Hasta

la fecha,sehan descrito3 isoenzimasde la AC queseactivanporcomplejocalcio-calmodulina:

1,111y VIII. Estudiosde hibridaciónit> situ hanlocalizado la AC tipo 1 en las 3 capasnucleares
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dela retina,siendoparticularmenteabundantesen los segmentosinternosdelos fotorreceptores

(Xia el aL, 1993).Aunquetambiénse ha detectadohibridaciónparala AC tipo III en la retina

(Xia el al., 1992),la señalparaestaisoenzimaesmuchomenorque parala tipo 1 por ¡o quese

cree que la isoenzimaretinianamayoritariaes la de tipo 1. Estos datosconcuerdancon los

estudiosbioquímicosrealizadosenfotorreceptoresaisladosde poííoquedemuestranla presencia

dela isoenzimatipo 1 (Alonso-Gómezeluvone,1995; luvoney Alonso-Gómez,1995). Además,

estudiosdel mismo laboratorio, han demostradoque esta isoenzimaestá implicada en la

regulaciónde la actividadNAT en el fotorreceptor(Avendanoeta!, 1990; Ganel al., 1995;

luvoneel al., 1990).

Enla célula,los nivelesde cAMP sedebentantoa la regulaciónde suproducciónporla

AC comoala desudegradaciónpor lasfosfodiesterasas(PDE). De formasimilar a lo descrito

previamentepara la actividad NAT (luvone y Besharse,1986a), en esta memoriahemos

encontradoquela adicióndeun inhibidor generalde lasPDE, el IBMIX, produceun aumentode

la actividadTPHdela retina,confirmandoel papeldeestasenzimasen la regulaciónde la síntesis

de melatonina.Es más, los datosobtenidosen estamemoriasugierenque la PDE implicada

mayoritariamenteenla regulaciónde los nivelesde cAMP en el fotorreceptoresla isoenzimade

tipo IV. Estosresultadosconcuerdancon estudiospreliminaresde nuestrolaboratoriosobrela

regulacióndela actividadNAT defotorreceptoresaisladosde poíío. En contraposición,no hemos

encontradoningúnefectode los inhibidoresde la isoenzimade tipo 1 (enzimadependientede

calcio-calmodulina)sobrela actividadTPH. Porlo tanto, los nivelesde cAMP en el fotorreceptor

van aestarfinamenteregulados,tantoen su produccióncomoen su degradación,procesosen

los que el calciova ajugarun papelcentral.

2.2.2.PAPELDEL CALCIO

El papeldelCa2~como reguladorde la síntesisde melatoninade la glándulapineal(Zatz

y Romero, 1978; Zhao y Touitou, 1993, 1994; Begayel aL, 1994) y de la retina (luvoney

Besharse,1986b; Avendanoelal, ¡990; Alonso-Gómez,1993)de variasespeciesdevertebrados

ha sido previamentedemostrado.La mayoríade estosestudiosselimitan a determinarlos cambios

de la actividadNAT, siendoésteel primertrabajoquedemuestrala importantefUnción del Ca24’

en la regulaciónde la actividadTPH de la retina.
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En estamemoriahemosencontradoqueel Ca2~esfUndamentalparael mantenimientode

la actividadTPHdel fotorreceptor,yaquela quelaciónde los nivelesextracelularesde Ca24’ con

EGTA, no sólo impide el aumentode la actividadcausadopor la oscuridad,sino que también

produceuna disminuciónde la actividadbasalen luz. En pinealocitosde poíío, el grado de

fosforilaciónde la actividadTPHdurantela nochetambiénsereduceen presenciade un quelante

de Ca24’, aunquelos nivelesbasalesno semodifiquen(Florezy Takahashi,1 996b). Resultados

similaressehan obtenido parala actividadNAT de la retina de anfibios (luvoney Besharse,

1986b;Alonso-Gómez,1993)y aves(Avendandoel aL, 1990)confirmandoel papelclavedel

Ca24’ en labiosíntesisde melatonina.Esimportanteseñalarque seha demostradoqueel descenso

en los nivelesdeCa24’provocadopor la concentraciónde BOlA (2 mM) utilizada en estetrabajo

no comprometela fisiologíadel fotorreceptorno modificandola transducciónvisual (Woodruff

y Fain, 1982).

La intervencióndel Ca24’ en el aumentonocturnode la actividadTPH seconfirmaporel

hechode quela despolarizacióndel fotorreceptorprovocadacon unaconcentraciónaltadeKCI

produceuna estimulaciónde la actividadTPH equiparablea la oscuridad(Esquema11). Este

aumentode la actividadTPHcuandolos nivelesintracelularesde Ca2 sonelevadosseha descrito

tambiénen estudiosit> vitro e it> s¡lu de cerebro(Boabder-Biber,1980,Nagatsuel al., 1983).

Al igual queenel restode los vertebrados,los fotoaeceptoresdeanfibiosposeencanales

de Ca24’ dependientesde voltaje (Fain el aL, 1980; Corey el aL, 1984). Estos canalesestán

abiertosenoscuridady cerradosen luz. Además,su conductanciano parecedecaercon el tiempo,

esdecirno seinactiva (Coreyel aL, 1984),porlo que podríanmantenersetónicamenteabiertos

en oscuridad.En estamemoriasedemuestraquelos canalesde Ca24’ dependientesdevoltaje tipo

L estánimplicadosen la regulaciónde la actividadTPH (Esquema11). La adicióndel agonista,

Bay K8644, produceun aumentoparalelode la entradade Ca24’ en el fotorreceptory de la

actividad TPH. La especificidadde dicho efectoquedademostradapor el hechode que un

antagonistade estetipo de canales,el nifedipino, bloqueaambosefectos.Dehecho,la adiciónde

un antagonistadel los canalesde tipo N, o-conotoxina,no fUe capazde bloquearel incremento

nocturnode actividadTPH. Estosresultadossonparalelosa los obtenidoscuandosevalora la

actividadNAT. En todos los vertebradosestudiados,el bloqueode los canalesde Ca24’ tipo L del

fotorreceptorimpide el incrementonocturnode actividadNAT (luvone y Besharse,1986b;
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Avendanoel al., 1990),sugiriendode nuevola participacióncoordinadadeambasenzimas(NAT

y TPH) en la regulaciónde la síntesisde melatonina.

La elevaciónde los niveles de Ca24’ del fotorreceptorva a producir la activación de

distintasvías de transmisión,entrelas que seencuentrala activaciónde unacalciproteina,la

calmodulina. En está memoria hemos demostradoque la activación del complejo calcio-

calmodulinaesindispensableparaqueseproduzcala estimulaciónpor Ca24’ de la actividadTPH

en los fotorreceptoresde Xenopuslaevis. Es más, entrelas multiples proteínasquinasasque

puedenser a su vezactivadasporel complejocalcio-calmodulina,la CaMKJI parecejugarun

papel fUndamentalen la regulaciónde la actividad TPH, como lo demuestrael hecho de la

estimulaciónde la actividad TPH inducida por Bay K8644 se bloqué en presenciade los

inhibidoresde dichaproteínaquinasa.Es importanteseñalarquelos inhibidoresutilizadosen esta

partedel trabajo,COS 9343B, KN-93 y KT5926 son altamenteespecíficosparalas proteínas

estudiadasno habiéndosedescritointeraccionesde los mismoscon otrasvíasdecomunicación

intracelular.Es más,el 1<14-93y el KT5926aunquesonambosinhibidoresde la CaMKII, fUeron

elegidosdebidoa quesumodode acciónesdistinto, el KT5926esun inhibidor competitivodel

sustratodela quinasa,el ATP (HashimotoelaL, 1991),mientrasqueel KN-93 inhibe la CaMKII

impidiendoquepuedaseractivadaporel complejocalcio-calmodulina(Sumi el aL, 1991).

Existendistintasposibilidadesporlasquela CaMKII podríaactivara la TPH. La hipótesis

másprobableapuntaque laCaMKII podríafosforilar directamentela TPH. Enla secuencíade

aminoácidosde la TPHdescritaparatodoslos vertebradosestudiadoshastala fecha(Grennetel

al., 1987;Darmon el aL, 1988; Stoll el aL, 1990;BoularandelaL, 1990;Kim el aL, 1991;Tipper

el aL, 1994; Florezel aL, 1996),incluidoXenopus¡QeVIS (Green y Besharse,1994),existendos

residuosdesermaconservados(Ser260 y Ser443)quesonposiblessitios de fosforilaciónpor

la CaIdKII (Darmon el al., 1988).De hecho,Ehrety colaboradoresen 1989demostraronquela

CaMKII fosforilala TPHdelcerebrode rata.Sin embargo,no sepuededescartarotrasacciones

indirectasde la CaMKII como la fosforilación de otrau otrasproteínasquinasasque a su vez

fosforilen la TPH. Además, en fotorreceptoresaisladosde poíío se ha demostradoque los

inhibidoresdela CaMXII bloqueantanto la entradade Ca24’ (Alonso-Gómezel a!., 1996)como

el aumentodel nivel de Ca2~intracelularprovocadopor condicionesdespolarizantes(Uchidae

luvone,1997).Estosdatossugierenun mecanismodefosforilacióndel canal de Ca2’ mediadopor
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la CaMKII que,al igual queel BayK8644, aumentadael tiempode aperturadel canalquehabía

sido previamenteactivadopor despolarización(Nowycky el aL, 1985). De estemodo, una

entradade Ca2’ inicial daríalugaraunarespuestasosteniday queno seinactivaríacon el tiempo.

Portanto, la CaMKII podríaestarimplicadaenla regulaciónde la actividadTPH a variosniveles,

unaactivacióndirectade la TPH, y una potenciacióny mantenimientode los nivelesde calcio

intracelularesmediantela activaciónlos canalesde tipo L.

Como hemosmencionadoen el apartadoanterior, la actividad AC presenteen el

fotorreceptoresmayoritariamenteuna isoenzimadependientedel complejocalcio-calmodulina,

portanto,unaelevacióndel Ca24’ intracelularconllevadauna elevaciónparalelade los nivelesde

cAMP del fotorreceptor.De estemodo,los efectosdel aumentode Ca24’ en el fotorreceptorsobre

la actividadTPH podríandeberse,en último términoy comoya hemosdiscutidoen el apanado

2.2.1 dela discusión,a la fosforilacióny activaciónde la enzimapor la PKA. Los datosobtenidos

en estamemoriaapoyanestahipótesis,confirmandola existenciade una interacciónentreambas

vias decomunicaciónintracelular.Pero,si bienel efectoreguladordel cAMIP sobrela actividad

TPH requiereun aumentoprevio de los niveles de Ca2’, el C? ejercepartede sus efectos

reguladorespormecanismosindependientesdel cAMP, como lo demuestrael hechodequela

adiciónconjuntade BayK8644y forskolin produzcauna sobreestimulaciónde la actividadTPH

y quelos efectosestimuladoresdel BayK8644sólo seanreducidosen un 40%por los inhibidores

de la PKA. La existenciade mecanismosreguladoresdel Ca2’ independientesdel cAMP también

seha demostradoparala actividadTPH de cerebrodondeseha encontradoun efectosinérgico

del ionóforode Ca2 (A-23 187)y el dibutiril-cAMP (NagatsuelaL, 1983).

En los fotorreceptoresde aves,seha demostradoquetrasla despolarización,el aumento

del contenidointracelularde Ca24’ produceuna activaciónde la fosfolipasaC (clan e luvone,

1997)que hidrolizael fosfatidilinositol 4,5-bifosfatoen inositol trifosfato (IP
3) y diacilglicerol,

provocandola activaciónde la PKC. En estamemoriahemosdemostradola participaciónde la

PKC en la regulaciónpositivade la actividadTPH. Es más,nuestrosresultadossugierenqueen

los fotorreceptoresde Xet>opuslaevis, los efectosde la PKC sobrela actividadTPH no son

directossino queseejercenatravésdel cAMP. Aunqueno hemosencontradoningúntrabajoque

determineun efectoreguladordirecto de la PKC sobrela AC de los fotorreceptoresde anfibios,

estudiosrealizadosenpoííodemuestranquelos inhibidoresde la PKC disminuyenla acumulación
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de cAMP, mientrasquelos ésteresdeforbol potencianla actividadAC en célulaspermeabilizadas

(luvonee: aL, 1996).Estudios¡ti vitro realizadosen homogeneizadosdecerebrodemuestranque

la AC tipo 1 seestimulaporactivadoresde la PKC como los ésteresde forbol (Jacobowitzel al?,

1993; Choielal., 1993).Es más,en los fotorreceptoresaisladosde poíío seha demostradoque

la PKC intervieneenla regulaciónde la actividadNAT potenciandola respuestade laAC al Ca2’

(luvoneel aL, 1996).Entrelas múltiples isoenzimasdela PKC descritas,las isoenzimasa y ~

suelencolocalizarseen los fotorreceptores(Fukudael al?, 1994). Sin embargo,en la mayoríade

las especiesde vertebrados,únicamentese localiza en el segmentointerno la isoenzima~

(Ghalayiniel al?, 1994;Osborneel al?, 1994),conexcepcióndel pollo dondetambiénselocalizan

las isoenzimas~ y 8 (Osborneel al., 1994). Concretamente,en anfibiosanuros,únicamentese

ha localizado la presenciade las isoformas~ y 8, siendo la ~ la isoenzimapresenteen los

fotorreceptores(Terasawael aL, 1991).

Aunquetodaslas víasde transmisiónde la seflal dependientesde Ca2’, discutidashasta

el momentoy queparecenactivarsetrasla despolarizacióndel fotorreceptor,utilizan mecanimos

reguladorespostraduccionalescomo la fosforilación, a priori no podemosd¿scartarque el

aumentodel contenidode Ca2’ estétambiénestimulandoprocesosde activación génica.Sin

embargo,al igual quelo discutidopreviamenteparael cAMP, en los fotorreceptoresdeXenopus

laeris un aumentodel contenidode Ca2’ intracelularno modifica el contenidode mRNA de la

TPH permitiendoeliminar cualquier mecanismode regulación génica. Es más, el efecto

estimuladordel RayK8644sobrela actividadenzimáticano sevé modificadopor la presenciade

cicloheximidaen el medio, confirmandoquelos mecanismosde regulaciónpor Ca2’ parecenser

únicamentepostraduccionales.Estudiosbioquímicosen homogeneizadosdecerebrode ratahan

demostradoque un aumentodel contenidode Ca2’ intracelularprovocaun cambio en las

característicascinéticasde la TPH confirmandola intervenciónde mecanismosde regulación

postraduccionales(Boabder-Biber,1980).

Los resultadosobtenidosen estapartede la memoriajunto con los halladosen el estudio

del papeldel cAtvliP y el fotoperiodonospermitensugerirun modelo de la regulacióndiaria de

la actividadTPHde los fotorreceptoresdeXenopuslaevis(EsquemaII). Deestemodo, el ritmo

circadianode la expresióngénicadela TPH y la NAT, responsabledel aumentoen la cantidad

de enzimanecesariaparael incrementoen la actividadenzimáticanocturna,severíapotenciado
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y ampliadopor los mecanismospostraduccionalesdisparadaspor la oscuridad.La oscuridad

despolarizael fotorreceptorprovocandola aperturadelos canalesde Ca2’ dependientesde voltaje

de tipa L. La entradamasivade Ca2’ aumentadalos nivelesdel complejocalcio-calmodulina.Este

complejo,porun ladoactivaríala AC tipo 1 provocandoun aumentodel contenidointracelular

decAMP y unaactivaciónde la PICA quefosforilaría la TPH transformandolas moléculasde

enzimareciénsintetizadasen unaformabiológicamentemásactiva. Porotro lado, el complejo

calcio-calmodulinaactivada la CaMKII. Esta proteína quinasa realizada dos fUnciones

fUndamentales:la fosforilacióny consiguienteactivaciónde la actividadTPH, y la fosforilación

de los canalesde Ca2’ tipo L del fotorreceptorpermitiendola elevaciónsostenidade los niveles

de Ca2’ necesariospara que no se produzcala terminación de la respuesta,mientrassiga

manteniéndoselaoscuridad.Además,los niveleselevadosde Ca2’ provocaríanuna activaciónde

la PKC queestadapotenciandola respuestadel cAMA’ promovidapor el Ca2’. Aunqueestas

accionessonlas queseextraende nuestrosdatos,no sepuedendescartarotrasaccionesindirectas

del Ca2’ o del complejocalcio-calmodulinaen la regulaciónde la actividadTPH. Así mismo,

todosestoscambiosestaríantambiénestimulandola síntesisde trovo y estabilizandola actividad

NAT (Alonso-Gómezeluvone,1995a)porlo quela producciónde melatoninatotal dependede

la regulacióncoordinadade ambasenzimas(Esquema10).

2.2.3. PAPELDEL cGMP.

Los estudiosexistenteshastala fechasobrela intervencióndel cOMP en la biosíntesisde

melatoninason escasosy en ocasionescontradictorios.Los primerosestudiosrealizadosen

pinealocitosde poíío adulto proponíanal cGMP como un estimuladorde la liberación de

melatonina(Wainwrighty Wainwright, 1984ay 14 Sin embargo,los fármacosutilizadosen estos

estudiosno eran selectivospara el sistemadel cOMP, por los que los resultadosobtenidos

poddandebersea la intervencióndel sistemadel cAMP. Estudiosposteriores,han demostrado

queel cGMPno pareceinterveniren la regulaciónde la actividadNAT (Thibaultel al?, 1993)ni

en la liberaciónde melatonina(Zatzy Mullen 1988)de ¡a glándulapinealde avesy mamíferos.

Los estudiosrealizadosen ¡a retinatambiénmuestranresultadosdiversos.Experimentos

realizadosen fotorreceptoresaisladosen cultivo y en retinasadultasde poííosugierenque el

cOMPestáregulandopositivamentela actividad NAT (luvoneeta?, ¡990; Nowaket al., 1990;

Nowaky Wawrocka,1993). Sin embargo,en cultivos de copasópticasdeXenopuslaevisno se
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encuentraefectode los análogosdel cGMP sobrela actividadNAT (luvoney Besharse,1983,

1 986a).

Estees el primertrabajoacercadel efectodel cGMP sobrela actividadTPH. En esta

memoriahemosencontradoque,enlos fotorreceptoresretinianosdeXenopuslaevis, los análogos

del cOMP y los inhibidoresde las PDEde tipo y y VI incrementanla actividadTPH indicando

la participacióndel cOMP en la regulacióndedichaenzima.Aunquelos fármacosutilizadosen

esta memoria estimulan la actividad TPH, existen pequeñasdiferenciasen los resultados

obtenidos.La adicióndel dibutiril-cGMP, análogoqueno seunealos canalesiónicos activados

pornucleótidoscíclicosperoqueactivadirectamentela PKO, únicamentefUe capazdeestimular

la actividadenzimáticacuandoel cultivo serealizóenoscuridad.Portanto, los efectosobservados

tras el uso de este fármaco se deberían principalmentea fenómenos de fosforilación

desencadanadospor la PKG, aunquehastael momentono seha descritola fosforilacióndirecta

de la TPH por la PKG. En el fotorreceptor,la PDE-VI que estáacopladaa la rodopsina

(Esquema12), seencontraríaactiva en luz inactivándosecon laoscuridad(Pfisterel al?, 1993).

Estasdiferenciasde actividaddependiendode las condicionesde iluminaciónexplicaríaporqué

la adicióndeM?BCQsólo escapazdeactivarla TPJTI en luz, ya queúnicamentecuandolas PDE

estánactivas,su inhibición seriacapazde aumentarlos nivelesintracelularesdecOMP.

En estamemoria,hemosencontradoqueel nifedipino bloqueael efectoestimuladorde

los inhibidoresde lasPDE-V/VI, sugiriendoquelos efectosdel cOMPsobrelaactividadTPH no

son directos,sino querequierende la entradade Ca2’ en el fotorreceptor(Esquema12). En los

fotorreceptoresde todos los vertebradosestudiados,incluidos los anfibios (Kilbride y Ebret,

1979;Woodruffy Bownds, 1979:Woodruffy Fain, 1982), se ha demostradoquelos nivelesde

cGMIP sonaltosen oscuridady que por acciónde la luz el cOMP sehidroliza. Es más, en el

segmentointernode los anfibiosseha detectadola presenciade canalesiónicos activadospor

nucleótidoscíclicos(Watanabey Matthews,1988).La unión del cOMP a estoscanalesprovoca

su aperturay el intercambiode cationesinducela despolarizacióndel fotorreceptor(Matthews

y Watanabe,1988; Yau y Baylor, 1989) con la consiguienteaperturade los canalesde Ca2

dependientesdevoltaje.Por tanto, unaelevaciónde los nivelesintracelularesde cOMP,comola

queseproduceen oscuridad,conduciríaa un aumentodel contenidointracelulardeCa24’. Esta

elevaciónde los nivelesde Ca2’ seria,en ultimo térmimo, la responsablede la activaciónde la
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actividadTPHpor los mecanismosdiscutidosanteriormente(Esquema11). Estudiosen cultivos

defotorreceptoresaisladosde poííodemuestranquela adiciónde un analogono hidrolizabledel

cOMP aumentael contenidodeCa2’ intracelulary la hidrólisis de fosfoinositoles(Haqueel al.,

1998),asícomoquela elevaciónde los nivelesde Ca2’ inducidaporel cGMPsedebeen igual

medidaalaentradade Ca2’ porel propio canal iónico activadopornucleótidoscíclicosy porel

canalde tipo L.

2.3. REGULACIÓN DE LA SÍNTESIS DE MELATONINA POR

NEUROMODULADORES RIETINTANOS

.

2.3.1.PAPEL DE LA DOPAMINA EN LA REGULACIÓN DE LA ACTIVIDAD

TPH

Aunqueel papelde la dopaminacomo reguladorde la síntesisde melatoninaen la retina

ha sido ampliamenteestudiado,no hemosencontradoningún trabajo acercadel efectode la

dopaminasobrela actividadTPH. Estamemoriaes,portanto, el primerestudioacercadel papel

reguladorde la dopaminasobrela actividadTPH de los fotorreceptores(Esquema13). En los

fotorreceptoresdeXenopuslaevísla dopaminaestáregulandonegativamentela actividadTPH

atravésde receptoresde la familia D
2. Es más,el agonistaD2, quimpirol, bloqueala estimulación

de la actividadTPHprovocadaporel forskolin y el Bay K8644. Estosresultados,sugierenque

la interaccióndela dopaminacon sureceptorinfluye tantoenel sistemadel Ca
2’ comodel cAMP,

provocandouna disminución del contenido intracelular de ambos segundosmensajerose

inhibiendolascascadasde fosforilaciónqueconducena la activacióndela TPH. Es más,estudios

previos no encontraronningún efectode los agonistasy antagonistas1=,sobrelos nivelesde

niRNA de la TPH de la retina de Xenopuslaevis(Oreenel al., 1995a),permitendodescartar

cualquierregulacióntranscdpcionaldel gende la TPH por la dopamina.

En los fotorreceptoresde Xenopuslaevis, la unión de los agonistasdopaminérgicosD
2

asu receptorprovocaunadisminuciónmuy marcadade la entradaCa
2’ similar a la observadaen

presenciadenifedipino. El mismoefectoseha encontadoen cultivosde fotorreceptoresaislados

de poíloy salamandras.En estasespeciesy en condicionesdespolarizantes,la dopaminaimpide

la entradade4ta2’ a travésde canalessensiblesa dihidropiridinasdel fotorreceptor,siendolos

efectosde la dopaminay los agonistasD
2 bloqueadospor antagonistasQ o por la toxina

pertussis(Granty Werblin, 1990; Alonso-Gómezet al., 1996;Luvoney Alonso-Gómez,1997a).
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Además,estudiosde “path-clamp” con segmentosinternosde bastonesde Xenopuslaevis

concluyenquela dopaminay los agonistasD2 modulanla corrienteactivadapor hiperpolarización

mediantela activacióndeuna proteínaO en un procesoen el que intervieneel Ca
2’ perono el

cAMP (Akopian y Witkovsky, 1996). Estos datossugierenun modelo donde la dopamina

interaccionaconsu receptor,y atravésde unaproteínaO, posiblementede la familia0M~ cierra

los canalesde Ca2’ dependientesde voltaje de tipo L produciendouna disminución de la

concentraciónde Ca2’ intracelular.

Comoyahemoscomentado,la AC presenteen el segmentointernodel fotorreceptores

unaisoenzimadependientedel complejocalcio-calmodulina.Por tanto, el descensode los niveles

deCa2’ intracelularesprovocadoporla interaccióndel receptorde dopaminaconel canaldeCa2’

detipoL inactivaríala AC reduciéndoselos nivelesde cAMP. Numerosasobservacionesapoyan

estáhipótesis.En la retina de avesy mamiferos,la activaciónde los receptoresde dopamina

disminuyela formacióndecAMP (Coheny Blazynskí, 1990; luvoneel al?, 1990; Zawilskael al.,

1995) pero no pareceexistir un acoplamientodirecto del receptor de dopaminaa la AC

(Sitaraniayyael al?, 1993;Zawilskael al., 1995).Esmás,nosotroshemosencontradoqueen los

fotorreceptoresdeXenopuslaevis,el quimpirol y el nifedipino producenunainhibición idéntica

en la acumulaciónde cAMP estimuladapor forskolin, sugiriendoque ambosfármacosestán

actuandoen la mismavíay en un lugaranteriora la AC.

Los datosobtenidospornosotrossobreel papelde la dopaminaen la regulaciónde la

actividadTPHtambiéncoincidencon los datosactualesde los efectosde la dopaminaen la

biosíntesisde melatonina.La síntesisy liberaciónde dopaminaen la retina de vertebradosse

estimulapor la luz (luvoneel al., 1978; Pakinsony Rando, 1983;Godley y Wurtman, 1988;

Boatrightel al., 1989;Kirschy Wagner,1989).La dopaminainhibeel incrementonocturnode

la actividadNAT (luvoney Besharse,1986c;Zawilskae luvone,1989; luvoneel al?, 1990)y la

liberacióndemelatoninaretiiana(Cahilí y Besharse,1991, 1993;Nguyen-Legroseta!., 1996),

mimetizandolos efectosdela luz. Estosefectosparecenestarmediadospor receptorescon una

farmacologíatípicadela familia D
2 (luvoneel al?, 1987;Zawilskaeluvone, 1989; luvoneel al?,

1990; Alonso-Gómez,1993; Nguyen-Legrosel aL, 1996) Además,en los fotorreceptoresde

aves,los efectosinhibitorios de la dopaminasobrela actividadNAT van acompañadosde una

disminuciónen la acumulacióndecAIvlIP del fotorreceptor(Luvoneel aL, 1990).
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Los resultadosexpuestossugierenla siguientehipótesisdecómo ladopaminainterviene

en la regulacióndela síntesisde melatonina(Esquema13). La dopaminaliberadaduranteel día

seunea receptoresconunafarmacologíatípica D, situadosen la superficiede los fotorreceptores,

y a travésde unaproteina0M provocael cierrede los canalesde Ca2’ dependientesde voltaje.

La caídaen los nivelesdeCa” intracelularconduceala inactivaciónde la AC y ala disminución

del contenidode cAMP del fotorreceptor.Los bajosnivelesintracelularesdeambossegundos

mensajerosproducidanla reducciónde las actividadesTPHy NAT (luvoneel al?, 1990)y por

tanto, la liberación de melatonina.De estemodo, los bajos nivelesde melatoninadiurnos se

debedan,no sólo aun efecto inhibidor directode la luz, sinotambiéna los efectosmediadospor

la dopamina.

231. PAPEL DE LA ADENOSINA EN LA SINTESIS DE MELATONINA

Al igual que la dopamina interviene en la regulación de la síntesis de melatonina

potenciandoel efecto inhibidor de la luz, podría esperarseque otros neurotransmisores

intervinieranpotenciandolos efectospromovidospor la oscuridad.Los receptoresde dicho

neurotransmisor,por tanto,debedanestaracopladosa unaproteínaO, siendocapaz,o biende

estimularla AC, o biende favorecerla aperturade los canalesde Ca” dependientesde voltaje.

En el segmentointernode los fotorreceptoressehanlocalizadoreceptoresA, (Blazynski, 1990

y 1993;Blazynski y Mclntosh, 1993).Estosreceptoresestánacopladospositivamentea la AC

(Dalziel y Wesfall, 1994) por lo que la adenosinapodríanser un buencandidatopara dicha

fUnción. Además,sehademostradoquelos fotorreceptoresde poíío(PaesdeCarvalho,1990)

liberan adenosinaen condicionesdespolarizantesy por tanto,podríaestaractuandocomo un

agenteautocnno.

En estamemoriahemosencontradoquecualquiertratamientoqueaumenteel contenido

deadenosinaextracelularestimulalas actividadesTPH y NAT presentesen los fotorreceptores.

Igualmente,la eliminaciónde la adenosinaextracelularprovocaunareducciónde las actividades

TPH y NAT, demostrandoquela adenosinaendógenaintervieneen la regulaciónde la síntesis

de melatonina.Los datosobtenidosen estetrabajotambiénpermitenafirmarqueen la retina de

Xenopuslaevisla adenosinaregulapositivamentela actividadesNAT y TPH presentesen los

fotorreceptoresa travésde receptoresA,, concretamentese trata de un receptorcon una

farmacologíatípicadel subtipoA,M comolo demuestrael hechode queúnicamentelos agonistas
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de dichosreceptoresfuerancapacesde estimularlas actividadesenzimáticas.Sin embargo,no

hemosencontradoningúnefectode la adenosinaendógena,ni de los fármacosselectivospara

receptoresA1 y A2 sobrela actividadTPHde lasretinasintactas,permitiendodescartarcualquier

efecto de la adenosinaen la regulación de la síntesis de serotoninaen las neuronas

serotoninérgicas.

Aunque, en la retina, no existe ningún otro estudio al respecto, los experimentos

realizadosenla glándulapinealde variasespeciesencuentranunaintervenciónde la adenosinaen

la regulación de la síntesis de melatonina, aunque en ocasionesestos resultadossean

contradictorios.Deestemodo, en la pinealde rataseencontróquela adenosinay susagonistas

elevabanel contenidode N-acetilserotoninay melatoninaatravésde receptoresA2 (Oharbinel

aL, 1989y Babeyelal?, 1994). Sin embargo,Nordio y colaboradores(1992)no fueron capaces

de detectarningúnefectode la adenosinasobrela actividadNAT y el contenidoy liberaciónde

melatoninade la glándulapinealde la mismaespecie.La posibleexistenciade receptoresA1 y A2

en la glándulapineal,asícomoel usode agonistasinespecíficospodríadificultar la interpretación

delos resultadosdeestostrabajos.Deestemodo, enla glándulapinealde teleósteos(Falcónel

al?, 1991)y de poíío(Falcónelal?, 1988), la adicióndel agonistano selectivo2-cloroadenosina

dalugaraunosresultadosquedependende la formade comosehizo el experimento.Cuandose

administrósolo, no tuvo ningún efecto sobrela actividadNAT, pero estimuló la actividad

enzimáticacuandosecoadmiistrócon el inhibidor de la recapturade adenosinaNBTI. Esto

podríasugerirla participaciónde los receptoresA2. Sin embargoen estosmismostrabajos,la

2-cloroadenosinao un agonistaespecíficoA1 (CHA) bloquearonel efecto estimuladordel

forskolin sobre la actividad NAT y la liberación de melatonina, indicando también una

intervenciónde los receptoresA1. Portanto, en la glándulapineal, al contrarioqueen la retina,

la adenosinapareceejercersusfuncionesreguladorassobrela sintesisde melatoninaactuandoa

travésdeambossubtiposde receptores:A1 y A2. Deestemodo,sehacenecesariala realización

de mástrabajosqueestudienla localizacióncelulardecadauno de estosreceptoresen la glándula

pineal, así comode su función, utilizandofármacosmásselectivos.

Respectoalos mecanismosde transmisiónde la señalacopladosa la interacciónde la

adenosinacon sureceptor,en estamemoriahemosencontradoque el efectoestimuladorde los

agonistasA2 desapareceen presenciadel inhibidor de la PKA, H89, y del bloqueantede los
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canalesde Ca2’ tipo L, nifedipino. Estos resultadossugierenque, en los fotorreceptores

retinanianosde Xenopuslaevis, la unión de la adenosinaal receptorA
2 produceunaactivación

del sistemadel cAMP y quedichaactivaciónpareceserdependientede Ca
24’. Comoya hemos

mencionadoanteriormente,estáampliamentedemostradoquelos receptoresA
2 en la mayoríade

lascélulas,estánacopladospositivamentea la AC (Dalziel y Wesfall, 1994),incluidasla células

delaretina (Paesde Carvalhoy De Mello, 1982; Schorderet,1982). Portanto, parecebastante

probablequeen los fotorreceptoresla interacciónde la adenosinacon el receptorA2 provoque

unaactivacióndela AC, un aumentodelcontenidode cAMP intracelulary en último términouna

estimulaciónde las actividadesTPH y NAT. Debido a que la actividadAC mayoritariaen el

fotorreceptores la ¡soenzimade tipo 1, para que el receptorA2 puedaestimulara la AC se

requierequeel complejocalcio-calmodulinaseencuentreunido aestaenzima,como lo demuestra

el hechodequeel nifedipino bloquéel efectoestimuladordel CPCA.

Estahipótesis,seajustaen nuestromodelode la regulacióndiaria de la actividadNAT y

la síntesisde melatoninaen los fotorreceptoresde Xenopuslaevis(Esquema13). La oscuridad

despolarizael fotorreceptore inhibela liberacióndedopamina.Los fotorreceptoresactivadospor

la oscuridad,por un lado, liberan adenosinade una maneradependientede potasio(Paesde

Carvalho, 1990). Por otro, la oscuridadabre los canalesde Ca
2’ dependientesde voltaje,

produciendounaelevacióndel contenidode Ca2’ intracelulary del complejocalcio-calmodulina

que permitela activaciónde la AC. La adenosinaliberadadurantela oscuridad,seune a los

receptoresA
2 queseacoplanpositivamentea la AC sobreestimulandolaproducciónde cAMP.

Deestemodo, el elevadocontenidonocturnode las actividadesTPH y NAT y dela liberación

demelatoninasedeberíaa laactuaciónsimultáneade ambosfactores:un efectodirecto de la

oscuridaddespolarizandoel fotorreceptory abriendolos canalesde Ca
2’, y la unión de la

adenosinaa los receptoresA
2 potenciandola respuestadel fotorreceptora la oscuridad.
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La inyecciónintraoculardeácidokaínico endosiscomprendidasentre50-300nmoVojo

es un método adecuadopara la obtenciónde retinas de Xenopus laevís enriquecidasen

fotorreceptores.A dichasdosis,lasaccionesneurotóxicasdel ácidokaínico provocanunaextensa

muertecelularqueafectaa la mayoríade los tiposneuronalesde la retina, incluyendolas neuronas

serotoninérgicas.Sin embargo,el ácidokaiico no afectaa los fotorreceptores,que siguen

mostrandosu morfologíay fotosensibilidadcaracteristicas.

La utilización del inhibidor de la AAAD, mHBH, esunaherramientafarmacológicaútil

para la determinaciónde la actividad TPH retiniana de Xenopus laevis. La inyección

intraperitonealdeestecompuestopermitevalorarla actividadenzimática¡ti vivo, mientrasque

suadiciónal medio decultivo permitedeterminarla actividadTPH ¡ti siíu, reflejándose,en ambos

métodos,el fUncionamientodela enzimaen condicionesfisiológicas.

En la retina deXenopusJaevis,la actividadTPH muestraun ritmo diariocuyosnivelesy

perfilesson diferentesen las retinasintactasy lesionadascon ácidokaínico, indicando quela

actividadenzimáticaseregulaporla luz de formadistintaen los fotorreceptoresy en las neuronas

serotoninérgicas.El ritmo deactividadTPHen los fotorreceptoresdeXenopuslaevisesparalelo

a los ritmosde actividadNAT y melatoninaocular,previamentedescritosporotros autoresen

en estamisma especie,indicandoquela actividadTPH intervienede formaactivay coordinada

con la actividadNAT en la regulaciónde la biosíntesisde melatonina.

El ciclo luz-oscuridaddirige los principalessistemasde comunicaciónintracelulardelos

fotorreceptoresretininanosdeXenopuslaevis.Un aumentode los nivelesintracelularesdecOMP

mimetizalos efectosde la oscuridad,provocandounadespolarizacióndel fotorreceptory una

aperturade los canalesde calciodetipo L. Así mismo,nuestrosdatossugierenqueotrasacciones

del cOMP, como la activación de la PKO y las consiguientescascadasde fosforilación

desencadenadaspor estaproteínaquinasa,podríanestarinterviniendoen la regulaciónde la

actividadTPHdel fotorreceptor.

La entradade calcio a travésde los canalessensiblesa dihidropiridinasdesencadenauna

seriede procesosdependientesdel complejo calcio-calmodulina,comouna estimulaciónde la

CaMiKII y de la adenilatociclasatipo 1. La inhibición de la CaMIKII provocauna marcada
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reduccióndela actividadTPH.Esteresultadoconfirmalos datosmolecularesy bioquímicosque

proponenqueestaproteínaquinasafosforiladirectamentelaTPH, activándola.

La activacióndela adenilatociclasade tipo 1, bienporunaelevacióndel contenidode

calcio intracelular,o bien por el uso de activadoresespecíficosde estaenzima,provocaun

aumentodel contenidode cAMP intracelularen los fotorreceptoresdeXenopuslaevís.Esta

elevacióndelos nivelesde cAMP estimulanotablementela actividadTPH porun procesoquees

dependientede la PICA. La TPH tiene un lugarde fosforilación especificoparala PICA, cuya

fosforilaciónconlíevaaun aumentode su actividadenzimática.

La entradade calcioen el fotorreceptortambiénprovocaunaactivaciónde la PKC. La

activaciónde estaproteínaquinasadesencadenauna seriede procesosque conducena una

estimulaciónde la actividadTPH.Entre los pasosintermediosque conducena la activaciónde

la TPH por la PKC se encuentranel aumentoen el contenidode cAlvlIP intracelulary la

fosforilaciónde la TPHpor la PKA.

La fosforilaciónde la TPHporla CaMKII y la PKA propuestaanteriormenteseconfirma

porel hechode queenla regulaciónde la actividadTPH porcalcio y cAMP únicamenteparecen

intervenirmecanismospostraduccionales.Deestemodo, el contenidode mRNA de la TPHno

semodificó por ninguno de los tratamientosfarmacológicosrealizadosen estamemoria.Así

mismo, la estimulaciónde la actividadTPH inducidaporun aumentodel contenidode calcio y

cAl~4iP intracelularessemantuvoen presenciadel inhibidor de la traducción,cicloheximida.

La dopaminaregulanegativamentela actividadTPH presenteen los fotorreceptores

retinianosdeXenopuslaevis,mimetizandoel efectode la luz. El usode agonistasy antagonistas

específicosdemuestraquelos efectosde la dopaminaseejercenatravésde receptorescon una

farmacologíatípica de la familia D2 La interacciónde los agonistasdopaminérgicoscon su

receptorcierralos canalesde caicio sensiblesadihidropiridinas,provocandounadisminucióndel

calcioy del cAMP intracelulares.La caídaen los nivelesde ambossegundosmensajerosesla

responsablede la reducciónde la actividadTPHprovocadaporla dopamína.
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Los nivelesextracelularesde la adenosinaintervienenen la regulaciónde la síntesisde

melatonina,regulandopositivamentelasactividadesTPHy NAT de los fotorreceptoresretiianos

deXenopuslaevis.El usode agonistasy antagonistasespecíficosdemuestraque la adenosina

estimulalas actividadesTPH y NAT a travésde receptorescon una farmacologíatípica A2,

concretamentedel subtipo A2A. Los efectosestimuladoresde la adenosinasobrelas actividades

enzimáticasmimetizanel efectode la oscuridady requierenunosnivelesde calcio intracelular

elevados.Además, la PKA intervieneen los efectosestimuladoresde la adenosinasobrelas

actividadesTPH y NAT, comolo demuestranlos resultadosobtenidosen los experimentoscon

suinhibidor H89.
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