
ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES 

IZTACALA . U N A M 

CARRERA DE BIOLOGIA 

:ff 01-'7' ft CJ f/-. ~ 
¡?/o~G/A. 

"EL ACIDO GLUTAMICO, NEUROTRANSMISOR O 
MODULADOR EN LA RETINA DE POLLO" 

T E s s 
Que para obtener el título de: 

BOL O G O 
P r e s en t a: 

DAVID MEZA GALVAN 

San Juan Iztacala, México 1980 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



( 



A mis padree y hermanoe con c6rifio: 

! 



A .te amigos: 



Quiero e%preear Di m4e eincer& gratitud a todae las 

pereonae, estudiantes e invel!ltigBdo res dl!ll C. 1.11. cs. que 

con sus actitudes y comentarios colaboraron, no sólo en -

la elaboraci6n de este trabajo de teste, sino en buena 

parte de mi formación pers onal, en especial a la Dra. He~ 

minia Pasantee, por su eetimulo y apoyo. 

Asimiemo quiero externar mi agradecimiento a Alicia, -

Carlos, y Enrique por la confianza y apoyo que ban depoe! 

tado en mi. 



Preeidente: 

Vocal: 

Secretario: 

Suplente: 

Suplente: 

JURADO ASIGNADO 

Bidl. lI!Imad Jim4ner. 

Med. Cir. Pernando Pernández Quiroz 

Bi6l. Sergio González Moreno 

M. en C. Hdctor Barrera &. 

Med. Cir. Miguel Huerta 



I N O I e E 

PAGINA 

- Int r oducción - ----------------------------- 1 

- Metodologia ---- - ------------------------- - 10 

- Resultados - - ---------- -------------------- lE 

- Discusión - ----------- - ---------- ---------- 20 

- Resumen - - --------------- -- - - -------------- 30 

- Figuras y tablas -------------------------- 31 

- Biblioqrafia ------------------------------ 39 



- 1 -

- Introducci6n La retina es un modelo e xperimental que -

ofrece mGltiples ventajas para el estudio 

de la funci6n nerviosa y los mecanismo s que regulan la -

visi6n, debido a que es una parte sumamente accesible 

del sistema nervioso central, que puede ser aislada del

globo ocular, intacta, sin producirle daños considera 

bles. Debido a su poco espesor es fácilmente perfundible 

y por ello constituye un material particularmente adecu~ 

do para estudios "in vitre" (1 ,2) . Mediante el registra 

del electroretinograma sus condiciones funcionales pue -

den seguirse en experimentos "in vitra" (3) . 

La organizaci6n celular de la r etina comprende 7 c a -

pas bien definidas a través de las cuales se distribuyen 

5 t ipos de neuronas y un tipo de c~lulas gliales (c~lu 

las de Muller) (4 , 5) . Los somas neuronales constituyen 

las llamadas capas nucleares : La ex terna, formada por 

los fotoreceptores , y la interna , formada por los somas

de las células amácrinas , horizontales y bipolares; 10s

contactos sinápticos de estos tipos celulares se encuen

tran localizados en zonas discretas, la zona sináptica o 

p1exifo rme externa está formada por las sinapsis que se 

establecen entre las células bipolares, horizontales y -

las células fotoreceptoras, y la zona sináptica o p lexi

f o rme interna , en donde interactúan sinapticamente pro 

ceso s de células bipolares , amácrinas y de células gan 

glionares (f igura 1) . 
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externa 
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interna 
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Figura l . Esquema que muestra la disposiciÓn estratifi-

cada de los elementos celulares y sinápticos de la retina . 

A; Células amácrinas . B; Células bipolares . ~; Células ganl i~ 

nares . H; células horizontales . F; Fotoreceotores . y ."1; Cé lu-

las de ~luller. (Tol:1ado de OO\o,-ling. J . E ., (1970) ( 4 ) . ) . 
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Es razonable suponer que desde un punto de vista 

morfolÓgico y funcional , as! como por su desarrollo ont2 

g~nico . la retina utiliza las mismas substancias transmi 

soras que el resto del sistema nervioso central y puede 

ser utilizada como un modelo para el estudio de los meca 

nismos generales que rigen la transmisi6n sin6ptica en -

el sistema nervioso (4 ) . 

La mayor parte de los transmisores químicos reconoci

dos en el sis t ema nervioso centra l pa r ecen funcionar de

la misma manera en las slnapsis de la retina. En la zona 

sináptica interna es en donde se han identificado hasta 

ahora l a mayor parte de los neurotransmisores en la re -

tina; el ácido gamma- aminobut l rico y la glicina reconoci 

dos neurotransmisores inhibidores en el sistema nervioso 

central parecen desempeñar esta misma funci6n en las in

terneuronas inhibidoras de esta zona, modulando la trans 

misi6n ent r e las células bipolar es y las ganglionares 

(J) . En la zona sináptica externa , donde se establecen 

las sinapsis entre los foto receptores y las células bip~ 

lares que permiten la transmis i6n de la fotoexcitaci6n -

a través de las capas de la retina se ha considerado la 

existencia de sinapsis electrot6nicas, sin embargo, el -

gran nGmero de vesículas presentes en l as terminales de

los foto receptores sugiere el funcionamiento de si na psi s 

mediadas qu1micamente (6). 
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rn la retina las c~lulas foto receptoras y las células 

horizontales tienen bajos potenciales de membrana cuando la 

retina se encuentra adaptada a la o~scuricad y responden a 

los estimules luminosos hiperpolarizándose . 

Se ha sugerido que hay una liberaciÓn cont i nua de un 

neurotransmisor excitador de las terminales sinápticas 

de los fotoreceptores cuando la retina se encuentra adapt~ 

da a la Obsc uridad; esta liberación mantendrla a las célu

las horizontales y bipolares en un estado de depolarizac16n 

constante. La identidad de este neurotransmisor excitador no 

ha sido aón definida. 

Substancias como el ácido glutámico y el ácido aspártico , 

la acetilcolina y la substancia "P " , han sido propuestas como 

neurotransmisores en esta regi6n de la retina, pero la evi

dencia experimental en favor de tal acci6 n es a Gn limitada

(3). ~n el presente estudio se realizaron expe rimentos tendie~ 

tes a explorar la posib le funci6n del ácido glutám ico como 

neurotransmisor a es t e nivel . 

El ácido glut~ico es un aminoácido dicarbox!lico que 

tiene una mult iplicidad de funciones en el metabolismo ce -

lular. !n el sistema nervioso parece tener un efecto e xcita 

dor muy generalizado habi~ndose postulado como un neuro 

transmisor de naturaleza excita t oria , o bien como . un modu

lador de la transmisi6n sináptica . De la misma manera que la 

acctilcolin3 , al aplicarse extracelularmente en concentraciones 

fisio1 6g jca~ def-'clariza la membrana del ax6n p r ob<>r' r-r'''r.':.:::! -

debido a un incremento de la conductancia del sodio (7,8,9;10). 
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Existen algunas criterios básicos que determinan s1-

una substancia puede o no ser considerada como neurotrans-

misar: 

1.- Debe estar presente en la terminal 9 resináotica 

debiendo existir asi~ismo, un mecanismo de sfntesis del 

neurotransmisor. 

2.- El neurotransmisor dehe ser liberado al espacio 

sináptico en respuesta a estimulación presináptica y me 

diante un mecanismo dependiente de calcio . El neurotrans 

misar ejerce su efecto sobre la postsinapsis a trav6s de 

la uni6n especifica del rr.ismO con sitios re cept ores espe 

clfiCQS en la membrana postsináptica, modificando .as! su 

permeabilidad y permitiendo por consiguiente la transmisi6n 

del impulso. 

3.- Debe existir un mecanismo de eliminaci6n del sU9uesto 

neurotransmisor del espacio sináptico, que termine su 

acción fisiológica sobre la sina psis . 

4.- La administración exógena del neurotransmisor, de-

be producir los ~ismos efectos s obre la p ermeabil idad ió-

nic a de la menbrana, que los que produc ir1a el supuesto -
• 

neurotransmisor en cond icione s fisiológicas li~erado de-

la terminal presinápt i ca (8,11,12). 

El ácido glutámico esta p resente en la retina en 

concentraciones relativamente altas constituyendo de un -

10 a un 15 \ del total de am inoácidos libres (13). En 
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cuanto a su distribuci6n existe alguna controversia; as! 

Kennedy et. al. (l?77) (14). encontraron que el ácido gl~ 

tárnico se encuentra presente en mayor concent r aciÓn ?ri~ 

cipalmente en las regiones e xternas de la retina, mien -

tras 'lue Lo .... ry et. al. (1956) (lS) , mostraron ,,!ue el áci 

do glutárnico en la r - etina de mono se encuentra relativa 

mente en mayor concentraci6n en la capa de células gan -

glionares _ 

El ácido glutámico se acumula en la retina mediante -

un proceso de alta afinidad, dependiente de sodio y sen

sible a la temperatura (3,16). Este sistema de transporte 

pod ría repr esentar el mecanismo de inactivaci6n. luego -

de realizarse su acci6n fisio16gica. 

Con el objeto de contribuir con mayor evidencia e~ 

perimental, al conocimiento de la participaci6n del áci

do glutámico en la funci6n de la retina y sobre la base

de algunos de los criterios fflencionados anteriormente 9a 

ra la identificación de un neurotransmisor, se llevaron

a cabo l os siguientes estudios: 

1.- Localizaci6n de los sitios receptores del ácido -

glutámico en las diversas capas celulares de la retina. 

a l Invección intraocular de ácido 3H-ka1nico ; la

utilización de agentes químicos agonistas o antagonistas 

de la acci6n que ej erce el ácido glutámico sohre la pos~ 
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sinapsis, cuya a ctividad qUL~ica está bien caracterizada 

ha contribuido al cOnocimiento del neurotransmisor . Es -

tas drogas pueden simular el efecto del neurotransmisor, 

potenciando su acci6n o bien inhibiéndola (17) . 

El ácido kainico es un potente análogo de la acci6n-

e"xcitatoria del ácido glut6rnico en el sistel:l3 nervioso -

central. Su acción está mediada aparentemente por su 1n-

teracci6n especifica con los receptores postsin6pticos -

del neurotransmisor (17,18,19 ,2 0) . Inyectado intraocula~ 

mente, se analizó su distribución en las regiones exter

nas e internas de la retina, mediante el uso de técnicas 

histoqul~icas de ~icrodisecci6n. 

b ) Localizaci6n de los sitios receptores especifi

cas de ácido glutámico sobre la posts inapsis mediante la 

medida de la uniÓn especifica del ácido 3H-glutámico a -

me~branas de terminales sinápticas aisladas y de fotore

ceptores. 

El procedimiento empleado se basa en la uni6n esoect-

fica del ligando radiactivo y su posterior desplazamien -

to, se~ún sea el caso, por el neurotransmisor no radiac

tivo o por agonistas o antagonistas de su efecto, de los 

sitios receptores de alta afinidad. El agente qutmico 

radiactivo se une a todos los ?Osibles sitios receptores 

en la superficie de la membrana celular inde pendiente 

mente de que su uniÓn est€ w-ediada por un mecani~o de 

alta o baja afin idad . Al adicionar el age~te qutmico no 

marcado €ste desplazará al marcado radiactivamente s6lo -
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en los sitios receptores en los que su uni6n este media

da ~or un mecanismo de alta afinidad, el cual se encuen

tra en funci6n de la concentraci6n utilizada del ligando 

radiactivo , de esta manera, la radiactividad desplazada

por el compuesto no marcado será una determinaci6n cuan

titativa de la presencia de dichos sitios receptores (11, 

12 ,20,21. 30) . 

2.- Captaci6n y liberaci6n "in vitre", del ácido 91u

tAmico en fracciones subcelulares aisladas de la retina

de pollo. 

El estudio de la captación del ácido glutámico por 

fracciones subcelulares enriquecidas en terminaciones si 

nApticas (sinaptosomas), provenientes en su mayor1a de 

la regi6n sináp tica interna, o en fracciones que contie -

nen l as terminales ce los foto r eceptor es, puede indicar

la loca l izaci6n de los sitios ce captaci6n c e alta afini 

dad y por tanto la distribuci6n de las sinapsis en las -

cuales el ácido g lutámico puede actuar como neurotransmi 

sor O , lE). 

La l ibe raci6n cel ácido glut!mico en la retina compl~ 

ta as! como en fracciones subcelulares e n respuesta a 

condiciones experinentales q ue s~ulan la depolarizaci6n 

fisio16gica puede contribuir as1mis~o. a la localizaci6n 

de sinapsis en las que el ácido glutárnico se libera como 

neurotransl!lisor . 
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Para q ue estos resultados constituyan una evidencia 

en ::'avor de la acci6n del ácido glu táni.co corno neurotran~ 

reisor. es necesario cel".Qstrar q ue la liberación ocurr e -

en las t~rrninales presinápticas, por esta razón, s e ana

liz6 la liberación del ácido glutámico en fracciones sub 

celulares de retina de pollo en respuesta a concentraciones 

de901arizantes de cloruro de potasio, así c~~o su ca~ta

ci6n en dic~as fraccione s . 
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- Metodolog!a 1.- Localizaci6n de l QS sit i os recepto res -

del ácido glutám i co . 

a ) Inyecci6n intraocular de ácido 3H-ka i nico : Se 

inyect6 intra~trealmente, 20 ~ . de la soluciÓn origi 

nal en etanol-agua de ácido 3H-kainico (New Zngland Nu 

clear, act i vidad especifica = 7 . 3 Ci/rnmol ) (23) , en ambos 

ojos de pol los j6venes anestesiados , de 8 a 10 dias de -

edad , mediante una microjeringa ; al cabo de dos horas se 

aislaron por disección los ~lobos oculares . 

Obtenci6n de las secciones : El ojo se con~e16 rápida-

f!'.ente en nitr6geno liquido , y se coloc6 la muestra sobre 

la platina de un rnicrotomo de congelación (criotomo lEC) 

adhiri~ndose a ella mediante un agente embebedor-fijador 

(Tissue- tek) (l5,2~ , 25). El o j o adherido a la !l l atina 

permaneciÓ en la cámara del criotomo durante una hora, -

donde se le permite estabilizar su temperatura con la 

del cr i otomo. :a temperatura óptima de corte varia, pero 

usualmente se encuentra en un rango que va de -2 0 a -25-

oC. 

Los cortes se realizaron en dirección tangencial al -

globo ocular. Para evitar que las secciones de 8 a 10 pn. 

de espesor , se enrollen al des9renderse de la cuchilla -

se utili z6 una placa de plexiglass colocada sohrc la cu-

chilla del criotomo (26). Las seccio nes se separaron una 
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de otra y se trasladaron siguiendo el orden de obtenci6n 

de las muestras, mediante un manipulador a portaobjetos

de vidrio. 

Los portaobjetos conteniendo los cortes seriados se mantu 

vieron a la misma t emperatura de corte hasta el momento de 

la liofil ización . Las secciones deben ser liofili zadas en 

frf o, a una temperatura de _3SoC, con el fin de obtener -

un secado uniforme de l~ s secciones (15, 25) . 

Microdisecc i6n : Las poblaciones celulares y sinápticas 

de la retina aparecen en los cortes tangenciales como a

nillos concéntriCOS; debi do a la seriación de los cortes, 

las capas de la retina aparecen una a una en el centro -

del corte, libres de contaminación por ot ras capas y pu~ 

den ser aisladas de las secciones, mediante un bisturi -

fino y con la ayuda de un microscopio de disecci6n (26). 

El material obtenido por microdisccci6n se resuspen -

dió y homogeniz6 con ácido perc16rico 0.1 N, el homogcna

do se centrifug6 en una microfuga Beckman 125, un minuto. 

La radiactividad acumulada por el tejido se determin6 

en el sobrenadan te mediante la adici6n de líquido de cen 

telleo para muestras acuosas (Tritosol). 

La cantidad de material utilizado se determin6 en el sedi 

mento por medio del micrométodo de Lowry modificado para 

determinaci6n de proteínas en muestras pequeñas (27). 

Los resu ltados se expresan en desintegraciones por -
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minuto por miligramo de proteina . 

La radiactividad incorporada en la ret ina de cada ojo 

seccionado se determinO digiriendo el tejido con ¡,es (so 

lubilizador de tejidos), y mediante la adición de liqui

do de centelleo (TritoBol) . 

b ) Interacción del ácido glut~ico con membranas -

aisladas de la reti na comp l eta y de fracciones subcelula 

res PI y P2 de la retina de pollo : Las fracciones subce-

lulares PI (nuclear cruda), y P2 (sinaptosomal cruda), -

se aislaron de homogenados de retina de pollo en sacaro

sa 0.3 M {J.1gS04 l }: U-
4 

M), mediante centrifugación di

ferencial en sacarosa isotónica C. 32 '1 siguiendo el métQ. 

do de Nhitake r ?ara se?araci6n de fracciones p rimarias 

en el cerebro (13,22). 

La fracc ión Pi o nuclear cruda contiene fragmentos de 

los fotorece~tores, segmentos internos, segmentos exter 

nos y sus terminales sinápticas . La fracción P2 o sinap

tosomal cruda contiene principalmente terminaciones sináE 

ticas convencionales procedentes de la capa plexifo~e -

interna, as! como algunas mitocondrias. 

Para la obtenci6 n de las membranas, las fracciones 

subcelulares PI y P2 de la retina se sometieron a un cho 

que hipotónico con agua bidestilada (relaci6n P!V = 1 : 20) 

a una t~peratura de 4 . 0 oC , seguido de centrifugación

a 45,000 X 9 durante 20 minutos. El sedimento resultan-
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te de la c entr ifugación se resuspendió en medio Krebs -

tris-HCl (NaCl 116 . 0 mH; KCl 4. 7 mM; K2HP0 4 1.2 mM; CaC1 2 

2.5 mM; MgSO ~ 1.17 mM; amortiguador tris-HCl a pH 7.4, Y 

O. l M) . 

Se emplearon dos protocolos experimentales con la fin~ 

lidad de discernir entre la interacci6n especifica del -

aminoácido con sitios de captación , y su interacci6n es 

pecifica con sitios receptores postsinápticos. 

En el prime ro de ellos se utilizaron membranas recien 

obtenidas , en presencia de sod i o 118.0 mM en el medio de 

incubació-n para determi nar su unión con sitios de capta-

ción ; en otro se utilizaron preparaciones de membranas -

congeladas a O Oc en ausencia de sodio en el medio de in

cubación , par a determinar si la unión especifica del a 

minoá cido resulta de su interacción con sitios receptores 

postsinápticos, cuyo mecani smo ha demostrado ser indepen

diente de sodio (30) . ~n este Gltimo caso las membranas 

obte nidas de las fracciones Pl y P2 se incubaron en medio 

Krebs tris-HC1, con tritón X-l OO (concentración final 0.5 %), 

durante 30 minutos, a 37 oC , a nte s de realizar la determinación 

con el objeto de evitar la posibilidad de un mecanismo de tran s 

porte al interior de vesículas rese lladas de membranas. 

Alí c uotas de cada fracción se incubaron en frío du

rante 5 minutos con una mezcla de á cido L- 3H-glutámico -

(N.~ , N., activ ida~espec1fica 46.15 Ci/mmol , 20 nM) como 

ligando al sitio de unión, y ácido glutámico frío 1 . 0 
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mM, como desplazador . La reacci6n se detuvo centrifuga~ 

do la mezc l a de incubaci~n a 4 5 , 000 X g, durante 20 mi

nutos, a una temperatura de 4 oC. El sedimento resulta~ 

te de la centrifugaci6n se la-v6 superficialme~te con -

agua bidestilada, la radiactividad se determin6 cespués 

de la adici6n de liquido de centelleo (Tritosol). 

La uni6n especifica del aminoácido al sitio recep-

tor se determin6 restando de la radiactividad total uni-

da a las preparaciones de membrana~(control), la radiac 

tividad remanente en las preparaciones en p r esencia del 

agente desplazador (la cual se considera unida inespe -

c1ficamente) (28,29,30). 

2 .... Captaci6n y liberaci6n "in vitro", de .icido glu -

támico en fracciones PI ~P2 de la retina de pollo . 

3 
a Captaci6n de ácido H-glutámico: Las fraccio -

nes PI Y P2 de la retina, se re suspendieron en medio 

Krebs tris-HCL. Cada fracción se incubó en presencia de 

ácido 1_3H- glut.imico (N.E.N., actividad especIfica 46.15 

Ci/llU!Iol, 10.0 mCi/ml . ) o de .icido 3n-kalniCO (N . E.N .• -

actividad especIfica 7.3 Ci/mmol, 10 . 0 mCi / ml.), duran

te 5 Minutos y a una temperatura de 37 oC, con agita 

ci6n. Después de la incubaci6n se tomO una al1cuota de-

cada fracción con teniendo de 0 .4 a 1.0 mg. de proteína -

y se centrifugO en una micro~uga Beckman 125 , un minuto. 
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La radiactividad incorporada en las fracciones se de

terminó en el sedimento previa solubilización con NCS, y 

mediante la adic ión de lIquido de centelleo (tritosol) . 

b ) Liberación de ácido l4c_glutámico en presencia

de concentraciones depolarizantes de KCl: Las fracc iones 

PI y P2 en las que previamente se incorporó el ácido l~C 

glutárnico (actividad especHica .:a. 75 mCilmmol), en un -

medio Krebs-bicarbonato (NaCl 118.0 mM; K
2

HP0
4 

1.2 mM; 

KCl 4.7 mM; CaC1 2 2.5 mM; MgS04 1 .17 mM; NaHC0 3 25 . 0 mM; 

glucosa 5 . 6 ~), se filtraron a trav~s de un filtro Mi 

llipore de 0.45 uro. de poro. Fragmentos de este filtro al 

cual quedan adheridas las fracciones subcelulares, se c~ 

loca ron en una cámara de perfusión de vidrio (capacidad

de 0.25 mI.) y se perfundieron a un flujo constante de 

0 . 6 ml/min., con medio Krebs-bicarbonato oxigenado y a 

una temperatura de 37 oc, colectan-do el lIquido de perf~ 

sión cada minuto. La estimulación se llevó a cabo median 

te el cambio del medio original, por medio conteniendo -

cloruro de potasio 48.0 mM como agente d epolari zante. 

La radiactividad del compuesto liberado por estimula

ción se midió d e spués de agregar lIquido de centelleo en 

cada uno de los perfusados recolectados cada minuto . 
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- Resultados 1.- Captaci6n y liberaci6n de ácido glutá -

mico por fracciones subcelulares de la reti 

na de pollo. 

a ) Captaci6n: Las fracciones subcelulares Pl yP2 -

aisladas de la retina de pollo, fueron incubadas en un -

medio Krebs-bicarbonato, a 37 oC. La captaci6n de ácido-

3H-glut~ico por la fracci6n P2 fué un poco mayor que la 

observada en la fracci6n Pl (figura 2). 

b ) Liberaci6n: La liberaci6n del ácido 14c-glutá 

mico previamente incorporado por la retina completa o 

por las fracciones subcelulares de la retina se midi6 en un 

sistema de superfusi6n. La liberaci6n de radiactividad -

en la retina completa correspondi6 aproximadamente a una -

fracci6n de 2.5 % por minuto del total de radiactividad-

incorporada. La superfusi6n de la retina con un medio 

conteniendo concentraciones depolarizantes de KCl (48.0-

14 mM), no afect6 el patr6n de liberaci6n del ácido C-gl!!. 

t~ico (35). 

La figura 3, muestra el efecto de concentraciones -

depolarizantes de KCl sobre la liberaci6n de ácido 14c -

glut~ico previamente incorporado a las fracciones sub -

celulares de la retina Pl y P2. La depolarizaci6n produ-

cida por el potasio indujo un incremento significativo -

en la liberaci6n del ácido 14c-glutámico de la fracci6n-
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nuclear cruda (PI) . El aumento aobservado fu~ aproximadame~ 

te de un 38 % sobre el nivel de liberaci6n previo a la esti 

mulación. En la fracci6n sinaptosomal c ruda (P2 ), la su -

perfusi6n con un medio conteniendo concentraciones depol~ 

rizantes de KCl, no modific6 la liberaci6n espo ntánea del 

Acido 14C-glutAmico . 

2.- Localizaci6n de los sitios receptores de á c ido glu

tAmico, en las diversas capas celulares de la retina de po-

110 . 

a ) Inyecci6n intraocular de ác ido 3H-kalnico; La -

dist r ibuci6n del á cido kalni co radiactivo inyectado intra 

ocularmente, en las div~rsas c apas ce lu lares de la retina , 

muestra que existe una mayo r interacci6n del ácido kalnico 

con los elementos celulares que constituyen las capas ex-

ternas de la retina , aproximadamente un 60 % del total del 

ácido 3H-kalnico incorporado se encontr6 en las secciones 

que contienen los elementos celulares de la zona de los fo 

toreceptores; un 40 t de la radiactividad t otal incorpora -

da se encontr6 en las secciones correspondientes a las ca-

pas celulares y sináptica s internas de la retina (nuclear

y sináptica i nternas ) y células ganglionares (figura 4). 

b ) In teracci6n del ácido glutámico con membrana s ai~ 

l ada s de la retina completa y d e fracciones subcelulares -

P I Y P2 de la retina de pollo : La uni6n especifica de ácido 
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)H-glut&niCO en la s membranas obtenidas de la re tina com 

pleta fué considerable, tan t o en la s membranaa f rescas 

en presencia de s od i o , como en las membra nas s ometid as 

a congelación a 4 Oc en ausencia de sodio. Un tratamien-

t o con tritÓn X-l OO en estas óltimas condiciones aument6 

considera blemente l a uni6n especif i ca d el ami noác ido ( t~ 

bla 1). 

En las membranas obtenidas de f racciones subcelula-

res de la retina, reci~n preparadas, la unión especifica 

del á cido glut&nico medida en presencia de sodi o fué de 

38.1 dpm X 10-) X mg. - l en la fracci6n PI y de 27 . 8 dpm-

X 10-) X mg .- l en la fracci6n P 2 . En ambos c asos, pero -

part i cularmente en la fracci6n P2, el tratamien to con 

trit6n X-ID O aument6 la uni6n e specif i ca del aminoácido. 

~jedida en membranas congeladas y en ausencia de sodio,-

la uni6n especifica del ácido glut&niCO fué de 19.2 y 

-) -1 
9.2 dpm X 1 0 X mg. en las fracciones PI y P2 respec 

tivamente. El tratamiento con trit6n X- I DO a umen t6 di -

-) -1 cha inte racci6n a 21 .1 dpm X la X m;. e n las membr~ 

nas aislada s de la f racci6n PI y a 12.0 dpm X 10- 3 X 

-1 rng . en aquellas o btenidas de la fracción P2 ( tabla 2) . 

La uni6n especifica del ác ido glutámico me dida utili 

zando á cido kainico como agen te despl az ador en substit~ 

ci6n del ácido glutámico no radiactivo , no se viO af ec t~ 

d a en ninguna de las condicione s experimentales ut il iza-

das en el caso de la fracci6n P2 . En la fracc i6n PI el -
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áci'do kainico desplazó la uniÓn t1e ácido glutalft.ico apro-

ximadamente un 30 \ respect o a l desplazamien t o con á c ido 

glutámico 1.0 ~, en membranas frescas , en presencia de

sodio (tabla 3). 

La unión eSgec1fica de ácido ka1nico, corresponde -

a un la \ de los valores obtenidos en la unión especifi

ca de ácido glutámico. El ácido kainico se une especifi

camente a las membranas de l a s fracciones PI y P2 en to 

das las condiciones ex perimentales probadas , siendo un -

poco mayor en las membranas obtenidas de l a f racción PI . 

La unión especifica de ácido ka i nico es totalmente des

plazada por ácido glut~ico 1 . 0 ~~ (tabla 4 ) . 

La unión especifica del á cid o g l ut&mico mp.dida a 

concentraciones crecientes de ácido glutárnico no radiac

tivo se examinó en un rango ent rp. 1.0 X 10-9 ml'1 y 2 . 0 x-

10-6 ~~. En ambas fracciones se observó una cin~tica de

saturación ( figura 9 ) . 

/ 
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- Oiscusi6n : La caracterlstica pri~ordial que define la 

acci6n de un compuesto neuroactivo como 

transmisor o como modulador, es el grado de especifici 

d ad de sus acciones y la restricciones de las mismas a

sinapsis determinada . La capacidad de un compuesto de 

modificar las propiedades de la mem~rana neuronal en 

cuanto se refiere a cambios en la permeabilidad y sus 

consiguientes modificaciones del potencial no bastan 

por sI mismas para clasificarlo como un transmisor s i 

náptico aún cuando en algunos casos es un indicio extre 

madamente útil en la búsq~eda de nuevos transmisores 

{ 8 l . Sin emhargo, un compuesto puede ejercer una ac

ci6n neuronal inespeclfica mediada por mecanismos gen~ 

rales, o bien mediante el uso de receptores q ue no son 

f isio16gicamente los suyos pero que tienen cierta simi 

litud estructural con el neurotransmisor natural lo 

que le permite utilizar y as! mimetizar el efecto del 

transmisor { 9 l . 

Los estudios de localizaciÓn del compuesto neuroac

tivo con herramientas bioquímicas, en algunos casos no 

son suficientes tampoco pa ra discernir entre una ac 

ciÓn de neurotransmisor o neuromodulador . Esto es par

ticularmente cierto en el caso de compuestos con ac 

ciÓn a nivel neuronal que participan en mecanismos y 
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reacciones metabólicas no necesariamente asociadas a su 

actividad puramente neuronal ( 10 ). !l caso de los amino 

ácidos es particula rmente demostrativo de este punto , es 

especial por ejemplo el de los aminoácidos; aspártico. 

glutámico y glicina. !stas substancias están involucra -

das en mecanismos tan generales como la sIn tesis de pro

teInas y la participación en reacciones cruciales del mt 

tabolismo intermedio . 

! n estas condiciones su evidente ubicuidad hace impo

sible obtener información sobre los sitios precisos en -

los cuales puedan estar ejerciendo una acción especifica 

como neur otransmisores y menos a6n establecer la posibi

lidad de diferenciar entre una poSible acción como neur2 

transmisor o como neuromodulador. 

Los cri terios clásicos util izados en la definición 

de un compuesto coma neurotransmisor tales como la libe

ración del candidato en r espues ta a estimulas depolari -

zantes y la presencia de un mecanismo de eliminación del 

compuesto activo de la sinapsis una vez conclu I da su ac

ción en la misma, no permiten tampoco discernir entre 

una acción definida, restr ingida a sinapsis especificas

que co rresponder1an a una función de transmisor sinápti

co o a una acción más generalizada que le ubicaria en el 

marco de una acción como neuromodulador. tsto se debe a 

que con las técnicas de las que hasta ahora se dispone -
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es pr ácticamente imposible aislar poblaciones definidas -

e identif icables determinaciones si ná p ticas . Por esta ra

zón la ex istencia de áreas del sistema nervioso en las 

que e x iste una estra t if icaciÓn deftnida de estructuras 

constituyen nodelos e xperimentales extremadamente Gtiles

para abordar este tipo de p roblemas. La retina es una de

es tas regiones en las cuales las sinapsis e xcitadoras e 

inhihidoras se encuentran si no claramente separadas sI -

suficientereente concentradas en áreas definidas ( 4 l. 

Por o tra parte las terminaciones sinápticas aisladas -

de las especies celul a res fundamentalmente excitadoras 

o inhib idoras se distrihuyen por su tamaño y pueden por 

e sta propieda d ser sepa radas utilizando las técnicas co -

munes de centrifugación difer encial . 

Se sabe que el transmisor liherado por los fotoreceE 

tores es un excitado r ( 33 l; En los vertebrados los fot~ 

recept ores están cont Inuamen te depolarizados e n l a obscu

r i dad y se h i perpo larizan al momento de la iluminación; -

ésto sugiere l a liber ación contInua en la obscuridad de -

un transmisor excitador de las terminales del recept or 

que cesarla a l ser il uminadas las células ( 31 l . Los me

cani~os ión icos que se sabe ocur r en durante la ilumi na -

ción proporcionan una e v idencia exrerimental pa r a esta 

interpre t ación . La membrana del segmento externo del fot~ 

recept o r es libremente permea~ le al sodio mien tras que la 

cel segmente interno lo es al po tasio ( 32 l . Zn la obscu 



- 2] -

ridad se sabe que existe una contInua corriente de sodio -

en el segmento externo del foto receptor de afuera hacia aden 

tro; este sodio sale de nuevo al exterior por medio de 

la acción de una bomba que se ha identificado con una 

ATPasa Na-K dependiente, la cual mediante la estimulación

de flujos correspondientes de potasio en el sentido opues

to -de a fuera hacia adentro-, que ocurrirían sobre todo en 

el segmento interno del f o t o recep tor , mantendrIa los nive

les constantes de sodio ( ]2 J. Durante la iluminación l a

corrien t e de sodio que ocurre en la obscuridad y la subsi

guiente salida de sodio-entrada de potasio, cesarlan brus

camente, y el potasio de la zona interna del fotoreceptor 

siendo libremente permeable saldrla del mismo: la consi 

guiente disminución en los nivele~ de potasio traerla como 

consecuencia un cese en la libera ción del neurotransmisor 

de la terminal del fotoreceptor. 

La naturaleza del transmisor liberado por las termin~ 

les presi nápticas de los fotoreceptores no se ha determin~ 

do y los candidatos obvios para desempeñar este papel son

los neurotransmisores excitadores conocidos en el sistema

nervio so central , es decir, los aminoácidos glutámico y a s 

pártico , la acetilcolina y probablemente algunos p~ptidos

excitadores como la substancia "P " ( ]], ]4 ) . Lo s resulta

dos del presente trabajo podrlan c o nsiderarse como u n apo 

yo a una posible acción d el ácido glutámico como neuro 
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transreisor en la zona de los fo toreceptores por las si 

g ui en tes razones: Las terminaciones sinápticas aisladas 

de la retina i ncorporan el ácido glutámico en condic io 

nes que refle jan la presencia de un mecanismo de alta a 

finidad dependiente de sodio y saturable ahajas concen 

tracione s externas del aminoácido . Se sahe o ue con l a -

excepción de la acetilcolina para la cual existe un me

ca nismo de inactivación enzimática ( JJ ), en la mayor

parte d e lo s neurotransmisores conocidos has t a ahora l a 

i nactivación a nivel d e la sináp Sis se lleva a cabo por 

un sistema de captaci6n altamente eficien t e q ue lo lle

varia de la hencidura s ináptica transfiri~ndolo a la -

pos tsinápsis o de nuevo a la terminal presináptica pero 

en cualquier caso removiéndolo de los recep tores sens i 

bles a su acción . La identificac i ón de este proceso en

el caso del ácido g lutámico en la retina favoreceria su 

posible función c omo neurotransmisor, pero sin embargo, 

no exluye la posibilidad de que actuara como un modula

dor para el c ual se requerir1a igualmente un mecanismo

de eliminación de los sitios en lo s q ue ejerciera su as 
ción fisio16gica. La diferencia estar1a dada por la re~ 

tricci6n de los sitios de c aptaci6n a sinápsis especi f~ 

cas en el caso de una acción como neurotransmisor o a 

una dist ribución más generalizada si l a funci6n fuera -

la de un modulador. En e l c aso d e l ácico glu támico la 
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c a ptac i6n a s ! como la presencia de sitios de uni6n co

rre spondientes a sitios de transporte en la membrana -

se distribuyeron de manera práctic~ente uniforme en -

las diferentes poblac i ones sinaptosomales ohten idas . 

Más aG.n, se o bserv6 una "'-ayor concentración de este 

proceso en las terminaciones si ná p ticas aisladas del 

tipo convencional, ~s de~ir, de aqu~llas que p roced en

de las c~lulas horizontales, de las in tern e uronas amá

erinas y de las células bioolares; no se observ6 una -

localización p referente en la sinápsis procedentes de

los fotoreceptores. Esto no e x cluye , por supuesto , l a 

posibilidad de que el ácido glutárnico pueda ser consi 

derado el neurotransmiso r liberado por los fotorece?t~ 

res, en f o rma activa en mecanismos siná pticos en una -

g ran población de terminacio ne s nerviosas de la retina . 

El ácido glutámico previamente inco r porado a la -

retina completa se retiene proporcionalmente menos que 

otros aminoácidos considerados como posibl e s neuro 

transmisores, tale s como la gl ic ina o el GABA. Des 

pués de diez minutos de per fusi6n , en el caso del áci 

do glutámico, se ha liberado el 25 % del total incor

porado ; esta cifra es considerablemente menor en e l -

ca s o de la glicina ( 1 0 % l o e l G,\BA 1 2 % ) 35 ) . 

Se ha considerado que la retenci6n de los aminoácidos 
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por el tejido nervioso es una característica que distin

gue a los aminoácidos neuroactivos, posibles neurotrans

misor es , de los aminoácidos no involucrados en mecanis -

mos sinápticos . El ácido glutámico no se liber6 de la retina 

completa en respuesta a concentraciones depolarizantes de 

KC1 . Sin embargo, al estudiar el efecto de este estimulo 

en fracciones subcelulare s de la retina se observ6 que la li 

beraci6n del ácido glutámico se incremento significativa

mente , aunque no en gran proporci6n, en la fracciÓn subce 

lular que contiene a las terminaciones nerviosas de los -

fotoreceptores . Si se considera que dentro del t otal de 

terminaciones s ina~ticas s6lo unas pocas utilizaron al á

cido glut!mico como neurotransmisor esto explicaría la au 

sencia de respuesta en la retina completa. 

Por lo que se refiere a los resultados de la medida de 

la interacciÓn del ácido glutámico con las membranas de -

la retina, puede concluirse que el tipo de interacción que pr~ 

senta el ácido glutámico con las retinas totales corres -

ponde por sus características, a la uniÓn con el receptor 

postsináptico (11). ~n este estudio se pudo detectar asimis 

mo el tipo de interacción que corresponde a la uniÓn con -

el sitio de la membrana que transporta el aminoácido. ~sta 

unión es dependiente de sodio y de temperatura y es sen s! 

ble a la acciÓn de los inhibido res del transporte del aminoá 

cido. 

Sin embargo, los resultados ut ilizando al ácido glut! 
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mico y al ácido ka1nico como desplazadores, indican 

que si bien el primero desplaza en todos los casos al -

ligando radiactivo, esto no es as! para el ácido ka!ni-

ca quien no es capaz de desplazar co~ la misma eficien-

cia que el ácido glutAmico no radiactivo al ácido glut! 

mico tritiado. ~n cambio , la uniÓn del ácido ka!nico ra 

diactivo fu~ totalmente desplazada por el ácido glutámico. 

~stos resultados sugieren que la uniÓn de ácido gl~ 

tAmico, insensible a sodio e independiente de la tempe -

ratura, ocurre en dos sitios distintos, en uno de los 

cua l es el ácido ka!nico es un desplazador eficiente y -

en el otro no. La concentrac i ón de los sitios de un i Ón -

del ácido glutámico que pueden ser desplazados por el á-

cido ka!nico es sin embargo muy baja. La distribuciÓn subcelu 

lar de los sitios de uniÓn del ácido glutAmico mostrÓ u-

na distribuc i Ón preferente en las membranas obtenidas de 

la fracciÓn PI, es decir, en la que se separan las term~ 

naciones nerviosas de los fotorecepto res. As! mismo, los 

sitios de uniÓn del ácido 3H-9lutámico desplazado por el 

ácido ka!nico sÓlo se detectaron en membranas de la frac 

c iÓn PI . Asimismo , los sitios de uniÓn del ácido 3H_ka!_ 

nico , desplazados tanto por el ácido ka!nico no radiact~ 

va como por el ácido glutám ico , se localizaron preferen

temente en la fracciÓn PI. Debe hacerse notar 
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que cuantitativamente este tipo de interacci6n es mucho

menos importante que la del ácido 3H-9lut~icO. 

Los resultados de esta parte del t raba jo parecen i~ 

dicar que las interacciones del ácido glutárnico del tipo 

que se considera asociado al receptor postsináptico fue

ro.n mas numerosas en todos l os casos en las membranas 

obtenidas de la fracci6n subcelular enriquecida en termin~ 

ciones sinápticas aisladas de los fotoreceptores. Hay que 

hacer notar, sin embargo, que las uniones de este tipo 00-

están restringidas a estas terminaciones sino que también 

se encontrarla n en las membranas procedentes de sinaptosomas 

convencionales. 

Los resultados del presente estudio pueden conside

rarse como evidencia preliminar en apoyo de una acci6n -

del ácido glutámico como neurotransmisor en los fotorecept2 

res. !stas observaciones constituyen 6nicamente un es f uer 

zo inicial que deberá ser fundamentado con estudios más -

detallados sobre la especificidad de los fen6menos estu

diados para el ácido glutárnico. !s necesario recordar que el 

ácido aspártico es un análogo estructural del ác i do glu

támico, en sistemas de transporte. asl como de su acci6n 

excitatoria en las neuronas . 

Las observaciones realizadas en este trabajo sugieren 

que la acci6n del ácido glutámico puede no estar res -
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tringida a la de un neurotransmisor. La presencia de un -

eficaz sistema de transporte, distribuido en forma prácti 

camente uniforme en todas las poblaciones de terminales -

sinápticas aisladas, hace pensar en su implicaci6n en un

mecanismo general en el funcionamiento de la sinapsis . 
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- Resumen En la retina el ácido glut&mico ha sido propue~ 

to como un aminoácido neurotransmisor de natura 

leza excitatoria, en la regi6n e xterna de la retina, don-

de se establecen las sinapsis entre los foto receptores y 

los procesos dendríticos de las células bipolares. La evi 

dencia experimental q ue apoye la participación del ácido

glut&mico como neurotransmisor en la retina es aún limita 

da . En el presente estudio se analizó la posible acción -

del ácido glut ámico corno neurotransmisor en la retina so

bre la base de algunos de l os criterios utilizados en la

identificaci6n de un compuesto como transmisor sináptico

mediante la utilización de herramientas bioqu1rnicas e hi~ 

toquimicas . Se analizó la liberación, la captaci6n y la -

localización de sitios r eceptores del ácido glut&mico en

l a retina, en fracciones subcelulares PI (nuclear cruda)

y P 2 (sinaptosomal cruda) aisladas de la retina de pol l o , 

as! como en la retina completa . 

Los resultados del presente estudio pueden cons ider a~ 

se como una evidencia a favor de la acci6n del á cido glu 

támico como neurotransmisor en la retina, sin emha r go , la 

presencia de un sistema de captación de alta afinidad de

ácido glu támico en la mayor parte de las capas celulares

de la retina sugiere una participación más general en los 

mecanismos sinápticos de este órgano . 
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FIGURA 2 Captaci6n de ~cido 3H-9lutám~co, en las fracciones Pl y P2 de 

la retina d e pOllo. - Las fracciones subcelulares Pl (nuclear cruda) y -

P2 (sinaptos omal cruda ), fue r en obtenidas por centrifugaci6n diferen -

cia1 en sac~rosa isotónica 0 . 32 M, a partir de homogenados de retina de 

pollo y de acuerdo al método de Whitaker para separación d~ fracci ones -

primarias en el cerebro. En la figura puede apreciarse la captaci6n re~ 

l izada por dichas fracciones en un ~edio Krebs-tris-HCl conte niendo ác! 

do g lutámico radiactivo. Los exper imentos fueron realizados a temperat~ 

ras de O Oc y 37 oc, los resul tados están expresados en desintegracio -

nes por mine t o po r miligramo de prote ! na y cons tituyen la media de ex 

perimen t o s ~o r separado, mas ~enos el error estándar de la media. 
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FIGU RA 3 Liberaci6n de ~cido , 14cl-glutámico, por las fracciones Pl y P2 

de la ret ina de .J 110. - La fracción PI (nuclear cruda ) cont ie¡,e además de 

los núcl eos ce lulares, fragmentos de c~lulas foto r ecept oras, tales corno -

se ~.nento 5 externo , separ~do s y resellados , segmento s internos y termina-

ciones nerviosas aisladas provenientes t ambién de los f o t oreCE I. ta res. La -

fracci6n P2 (sinaptosomal cruda) con tiene pr incipalmente terminaciones 

sinápticas ccnvencionales , aislada s y resell ada r y alguna s mitocondrias . 

La li beración del ácido glutámico , por las f racciones Pl y P2 d e la r~ 

tina real izó en un medio Kr EJS-bicarbonato conteniendo 48.0 mM de clo-

ruro de potasio como agen te depola rizante. En la fiqura las flechas ind i -

can e l morr.er.t o en e l que f u~ aplicado el est imulo. Los resultado s se ex -

pre san c omo el porciento del t o t al incorporado por cada fracci6n. 
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~ Capas 
externas 

~ Capas 
Internas 

~ Distribución del ácido 3R-Ka1nico a trav~s de las capas 

celulares de la retina.- Las capas externas de la retina corres-

penden a la capa de célula ~ fotorece ptoras, y a las capas nuclear 

y plex1forme externas; las capas internas corresponden a las ca -

pa nuclear y plexiforme i nterna y la capa de células gang110na -

res en la retina. 

Las capas fueron obtenidas por mic r odisecci6n de cortes histo-

16gicos finos de la retina (de 6 a 8 uro.), realizados tangenc 1al

mente al globo ocular, al que previamente se inyectó ácido 3B- ka! 

nieo por via intravitreal. 
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FIGURA 5 Curva de satur aci6n de la uni6n espec i fica de ~cido 3H- glutárn1CO 

en fracciones P I y P2 de la ret i na. - La uni6n .especifica de ácido glutárn! 

co se determinO a concentraciones c rec ientes de ácido glutámico no radiac

tivo en un ra ngo que va C..:! 1 .0 X 10- 9 mM a 2.0 X 10- 6 rn1-. . pudiendo apre 

ciarse una cinét ica de saturación para ambas fracciones. Los resultados se 

encuentran eXFre sados en picomol as X 10-3 por miligramo de prote ína. 
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Tabla l. Uni6n específica de ácido 3 (H)-glutámico a -

las membranas obtenidas de la retina completa, utilizan

do ácido glutámico 1.0 mM como desplazador . 

- Membranas frescas 

con sodio. 

- Mémbranas congs. 

sin sodio . 

- IIembranas congs. 

sin sodio, más tri

tón X-lO O. 

Unió n específica 

(pmol /mg de proteína 

2.50 

0.50 

1. 85 

Los resultados, expresados en picomoles por miligramo 

de proteína, representan la resta de la radiactividad in 

corporada por las membranas en p resencia del aminoácido

radiactivo, menos la radiactividad incorporada por las -

membranas en presencia del agente desplazador . 
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Tabla 2. Uni6n específica de ácido 3H-glutámico a las 

membranas obte nidas de las fracciones subcelulares PI y

P2 de la retina, utilizando ácido glutámico 1.0 mM como-

desplazador. 

Uni6n específica 

(pmol/mg de proteína) 

Fracci6n PI Fracci6n P2 

- Membranas frescas 
0 .3 fi 0.27 

con sodio. 

- r1embranas frescas 

con sodio, más tri- 0.45 0.45 

t6n X-lOO. 

- Membranas congs. 
0.17 0 . 12 

sin sodio. 

- Membranas congs . 

sin sodio, más tri- 0.27 0.1 6 

t6n X- lOO. 

El procedimiento para la obtenci6n de las membranas a

partir de l as fracciones subcelulares se describe en la -

metodología, alícuotas de cada fracci6n se incubaron en -

medio Krebs- tris-HCl conten i endo ácido 3H-glutámico como

ligando al sitio de unión, y ácido glutámico no radiacti

vo como d esplazador. Estos r esultado s se expresan en pic~ 

moles por miligramo de proteína y representan la C" media a

ritmética de cuando menos tres determinacione s por separ~ 

do. 
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Tabla 3. Uni6n específica de ácido 3H-glutámico a -

membranas obtenidas de fracciones subcelulares de la re 

tina, utilizando ácido kaínico 1.0 m1~ como desplazador. 

- Membranas frescas 

con sodio. 

- !o1embranas frescas 

con sodio, más tri

t6n X-IDO. 

- Membranas congs. 

sin sodio. 

- Membranas congs. 

sin sodio, más tri

t6n X-IDO. 

Uni6n específica 

{pmol /mg de proteína} 

Fracci6n PI Fracci6n P2 

0 . 11 0.04 

0.00 0 .00 

0.00 0.00 

0.00 0.00 

Los resultados se encuentran expresados en picomolas

por miligramo de proteína y constituyen la media aritmé

tica de cuando menos tres determinaciones por separado. 
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Tabla 4. Uni6n específica de ácido 3H-kaínico a l as m&~ 

branas obten idas de fracciones subcelulares de la retina,

utilizando ácido kaínico y ácido glutámico 1.0 ~1 como des 

plazadores. 

Ac. Kaínico 

- Membranas congs. 

sin sodio. 

Ac. Glutámico 

- Membranas congs. 

sin sodio. 

Uni6n específica 

(pmol/mg de proteína) 

Fracci6n Pl Fracci6n P2 

0.017 O.Oll 

Fracci6n Pl Fracci6n P2 

0.019 0.010 

Los resultados se encuentran expresados en picomoles 

por miligramo de proteína y constituyen la media aritméti

ca de cuando menos tres determinaciones por separado. 
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