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INTRODUCCION. 

La retina es una estructura especializada del sistema 

nervioso, la cual transduce la luz en señales biológicamente 

significativas, procesa estas señales y subsecuentemente 

transmite esta información al sitema nervioso central. 

La retina se encuentra en el fondo del globo ocular, su 

superficie distal hace contacto con el epitelio pigmentario de la 

retina (EPR), el cual está en contacto directo con la coroides, y 

su superficie proximal se encuentra cercana al humor vítreo, del 

cual se separa por medio de una membrana limitante interna 

(figura 1), (Farber y Adler, 1986). 

ESTRUCTURA Y FUNCION. 

La retina neural consiste esencialmente de 6 tipos de 

neuronas: fotorreceptores, horizontales, bipolares, amacrinas, 

ganglionares e interplexiformes, que presentan una organización 

laminar. Los fotorreceptores (conos y bastones) se encuentran en 

contacto directo con el EPR, sus segmentos externos forman la 

la capa fotorreceptora, sus somas celulares forman la capa 

nuclear externa. Las terminales de los f otorreceptores presentan 

algunas características particulares, tales como su gra~ tamaño y 

la existencia de una estructura electrodensa en forma de listón 

rodeada por pequeñas vesículas; dichas terminales forman 

contactos con los procesos de células horizontales y bipolares, 

formando la capa plexiform~ externa. Los somas de las células 

horizontales, bipolares y amacrinas forman la capa nucledr 

interna. Los procesos de las células horizontales se ramifican en 

grandes áreas en la capa plexiforme externa, haciendo contactos 

con células bipolares, horizontales y fotorreceptores. En la capa 
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Figura l. Diagrama de la sección transversal del ojo de los 
vertebrados. (Farber y Adler, 1986). 
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nuclear interna existen además los somas de las células 

interplexiformes, las cuales se caracterizan por tener procesos 

en ambas capas plexiformes, de tal manera que se crea un flujo de 

información entre ellas. La capa plexiforme interna está formada 

por las sinapsis de células bipolares, arnacrinas y ganglionares. 

Las células ganglionares se encuentran en el margen interno de la 

retina y sus axones constituyen el nervio óptico (figura 2). 

Las células de Müller son las células gliales de la retina, 

que se extienden desde la superficie vitreal hasta la capa de los 

fotorreceptores, en donde sus prolongaciones apicales se conectan 

con éstos y constituyen la membrana limitante externa; sus 

procesos basales forman la membrana limitante interna que aisla a 

las neuronas del cuerpo vitreo. Las células de Müller participan 

en el control extracelular de los niveles de potasio y en la 

eliminación de los neurotransmisores del espacio sináptico 

(Hertz, 1976; Barbour et al. 1988). 

La presencia de un estímulo luminoso, produce en la retina 

una respuesta eléctrica rápida, negativa, denominada onda a, 

correspondiente a la hiperpolarización de los fotorreceptores, 

esta onda, es seguida por una onda lenta, positiva, denominada 

onda b, la cual se piensa es generada en las células de la capa 

interna. Frecuentemente se observa una onda c, que parece 

corresponder a la actividad del epitelio pigmentario de la retina 

(Brown, 1968). 

En la retina, la luz actúa directamente sobre la rodopsina, 

proteína que se encuentra embebida en las membranas de los 

segmentos externos de los fotorreceptores, causando la 

isomerización del pigmento visual. Cuando la rodopsina absorbe un 

3 



EPITELIO PIGMENTARIO 

FOTORRECEPTORES 

CAPA PLEXIFORME 

EXTERNA. 

CAPA NUCLEAR INTERNA 

CAPA PLEXIFORME 

INTERNA 

CELULAS GANGLIONARES 

NERVIO OPTICO 

Figura 2. Diagrama de las capas de la retina y sus relaciones 
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fotón, ésta cambia su configuración, lo que lleva a una 

activación de la transducina o proteína G, la cual intercambia 

guanosín difosfato (GDP) por guanosín trifosfato (GTP) en una de 

sus subunidades. La transducina a su vez activa la enzima 

fosfodiesterasa (FDE), que hidroliza al guanosin monofosfato 

cíclico (GMPc). Un decremento de los niveles de GMPc, conduce a 

un incremento en la resistencia de la membrana, que lleva a una 

disminución en la entrada de iones sodio, causando así una 

hiperpolarización transitoria del fotorreceptor (figura 3). 

En la obscuridad, los fotorreceptores presentan altas 

concentraciones de GMPc, el cual se une a los canales de sodio 

localizados en la membrana del segmento externo, permitiendo la 

entrada de sodio, creando así un flujo continuo de corriente, 

conocida como corriente obscura, la cual depolariza al 

fotorreceptor, provocando la liberación del neurotransmisor 

(Nakatani y Yau, 1985; Fesenko, et al., 1986). 

Diversas evidencias ultraestructurales y electrofisiológicas 

han mostrado que las células fotorreceptoras liberan durante la 

obscuridad un transmisor químico y que la hiperpolarización 

producida por la luz conduce a la reducción de la liberación de 

dicho transmisor (Cervetto y Picolino; 1974; Dacheux y Miller 

1976). El impulso eléctrico que se genera en los fotorreceptores 

se transmite en forma vertical a través de las células bipolares 

y ganglionares, esta información es modulada por la 

depolarización o hiperpolarización de las interneuronas 

inhibidoras, las células horizontales y las amacrinas, y sale de 

la retina a través del nervio óptico hacia los centros superiores 
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Fiqura 3. Mecanismo de la fototransducción: (A) Corriente 
obscura, entrada de iones sodio. (B) Proceso de transducción, los 
canales sensibles a luz se cierran. (C) Cascada de la rodopsina, 
(D) Estados de amplificación y (E). Cascada de nucleotidos como 
proteínas integrales y periféricas de la membrana de los discos 
del fotorreceptor. 
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de integración (Cohen, 1978). 

En la retina, como en todo el sistema visual, las células 

responden en función de sus campos receptivos. Así, una población 

específica de fotorreceptores, cuya respuesta a la luz altera el 

comportamiento de cualquier neurona subsecuente en la cadena de 

información visual, constituye el campo receptivo de dicha 

neurona. Las células bipolares a las que 

transmiten son de dos tipos, las que 

hiperpolarizandose (bipolares Off) y las 

los fotorreceptores 

responden a la luz 

que con el mismo 

estímulo en sus campos receptivos se depolarizan (bipolares On). 

Existen evidencias anatómicas en algunas especies que indican que 

un sólo cono puede conducir tanto a bipolares On. como a las Off 

(Famiglietti, 1976; Stell, et al., 1977). Se ha demostrado que 

las células bipolares On forman contactos sinápticos con células 

ganglionares depolarizantes (On); mientras que las Off activan 

células ganglionares hiperpolarizantes (Off). Existe un tercer 

tipo de células ganglionares, que reciben señales de ambos tipos 

de células bipolares (On-Off), (Murakami, et al., 1975). 

Asumiendo que todas las células fotorreceptoras liberan un mismo 

transmisor, diferentes características en los receptores 

sinápticos son necesarias para explicar las diferentes respuestas 

de las células bipolares. 

EMBEIOLOGIA: 

La retina se deriva de la misma placa neural que da orígen 

~l cerebro. La placa neural presenta una depresión en su centro 

llamada surco neural, cuyos bordes convergen gradualmente y al 

fusionarse forman el tubo neural. La región anterior del tubo 
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neural se divide en 3 dilataciones conocidas como vesículas 

primarias: el procencéfalo, el mesencéfalo y rombencéfalo 

(Martin, 1989). El procencéfalo o cerebro anterior se subdivide 

en telencéfalo y diencéfalo, el cual da origen a las copas 

ópticas, cuerpos geniculados laterales, tallos ópticos y quiasma 

(figura 4a). La zona de la vesícula óptica opuesta a la 

superficie del ectodermo, prolifera y forma una depresión que 

invagina la porción distal y media inferior constituyendo la copa 

óptica, cuya concavidad está ocupada por la vesícula del 

cristalino que se origina de la superficie del ectodermo (figura 

4b) . La pared externa de la copa óptica permanece como una capa 

de células cuboidales que da origen al epitelio pigmentario de la 

retina, cuerpo ciliar e iris. La pared interna de la copa óptica 

prolifera y da origen a la retina, el epitelio ciliar no 

pigmentado y al epitelio posterior del iris (figura 4c) . 

Diferentes estudios han identificado la aparición de los 

distintos tipos celulares de la retina en tiempos específicos 

durante el desarrollo. Así, se ha observado que las primeras 

células que se diferencian son las células ganglionares seguidas 

por las amacrinas, bipolares, horizontales y finalmente los 

fotorreceptores (Meller, 1979). El patrón morfológico es 

comparable con el fisiológico, ya que la respuesta eléctrica de 

la retina se observa una vez que se. han formado los 

fotorreceptores. Con respecto a la aparición de las sinapsis y su 

funcionalidad existen diversas evidencias que indican que la 

presencia de diversos neurotransmisores, así como los mecanismos 

involucrados en su síntesis, acumulación, liberación y presencia 

de receptores postsinápticos correlaciona con la aparición de los 
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Figura 4. Representación esquemática del desarrollo de la retina 
y estructuras oculares relacionadas. La vesícula óptica aparece 
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invaginación de las vesículas ópticas conducen al desarrollo de 
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pigmentario de la retina (C) . 
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distintos tipos celulares (Fung, 1982; Grun, 1982; Marc, 1986). 

Sin embargo a la fecha no se conocen con presición las distintas 

líneas celulares así como el tiempo en que el precursor adquiere 

sus características morfológicas y fisiológicas. 

NEUROTRANSMISORES: 

En la retina, al igual que en el cerebro, 

entre las células ocurre principalmente a 

la comunicación 

través de la 

transmisión química, mediada por neurotransmisores. Para 

considerar una substancia como neurotransmisor, se ha propuesto 

que debe cumplir con los siguientes criterios (Werman, 1966): 

l. El supuesto neurotransmisor debe estar presente en las 

terminales nerviosas. 

2. Presencia de las enzimas involucradas en la síntesis de 

dicho neurotransmisor. 

3. El compuesto debe ser liberado por estimulación 

presináptica e identificado en el fluído extracelular. 

4. El compuesto propuesto deberá inducir en la célula 

postsináptica, el mismo efecto que el producido por el 

transmisor natural, por lo que deberá modificar la 

conductancia iónica de manera similar y a través de los 

mismos mecanismos que el transmisor endógeno. 

5. Agentes farmacológicos que inhiban específicamente la 

síntesis, eliminación del espacio sináptico,liberación o 

interacción con el receptor postsináptico deben inhibir 

la transmisión sináptica. 

6. Debe existir un mecanismo para la remosión del transmisor 

de la región postsináptica, ya sea por transformación 

química, difusión o recaptura. 
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Ninguna substancia ha sido plenamente identificada como 

neurotransmisor en la retina, sin embargo existen evidencias que 

sugieren que la acetil colina (Graham, 1974; Neal 1976a), la 

dopamina (Ehinger y Falck, 1969; Kramer, 1976 y Dowling y 

Ehinger, 1978), la serotonina (Quay, 1965; Ehinger y Floren; 

1978) y aminoácidos tales como el ácido gama aminobutírico (GABA) 

(Graham et al. 1970; Starr y Voaden, 1972; Brandon, 1979), la 

glicina (Voaden et al. 1974; Neal, 1976b; Salceda, 1989), el 

glutamato y el aspartato (Neal, 1976b), participan en la 

transmisión sináptica de éste órgano. 

Diversas evidencias indican que el glutamato y/o el 

aspartato, probablemente son neurotransmisores de 

fotorreceptores, células bipolares y ganglionares (Miller et al. 

1982; Miller y Schwarz, 1983). Por otro lado el GABA se ha 

propuesto como el neurotransmisor de las células horizontales 

(Murakami, 1978; Yazulla, 1983). En las células amacrinas se han 

propuesto una gran variedad de substancias, tales como la glicina 

(Voaden 1977) acetilcolina (Vogel, 1977), dopamina (Redburn, 

1979) y varios neuropeptidos, entre los cuales estan la 

substancia P, encefalina, neurotensina y colecistoquinina (Li, et 

al. 1986; Watt, et al. 1985; Stone, 1987). Y en las células 

interplexiformes, los neurotransmisores propuestos son la 

dopamina y la glicina (Dowling y Ehinger, 1978; Marc, Lam y 

Stell, 1979). 

GLUTAMATO Y ASPARTATO . 
Los aminoácidos glutamato y aspartato se han postulado como 

neurotransmisores excitadores en la retina, en la que se 

encuentran en altas concentraciones (Pasantes-Morales, 1972, 
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Starr, 1975; Macaione, 1974). Sin embargo, es de particular 

importancia mencionar que le glutarnato y el aspartato participan 

en una variedad de funciones metabólicas de la célula, por lo que 

su presencia no es suficiente, para considerarlos corno 

neurotransmisores. 

Ambos, el glutarnato y el aspartato son aminoácidos no 

esenciales que se sintetizan a partir de glucosa y otros 

precursores mediante el ciclo de los ácidos tricarboxílicos. El 

glutamato se deriva del a-cetoglutarato mediante una aminación 

reductiva catalizada por la glutamato deshidrogenasa, por 

reacciones de transaminación de varios aminoácidos, o bien a 

partir de glutamina, por la actividad de la glutaminasa (figura 

5) • 

La vía principal por la que se sintetiza el glutamato en el 

sistema nervioso parece ser a partir de glutamina. En estudios en 

los que se utilizaron glucosa y glutamina marcados 

radiactivamente se comprobó que el glutamato marcado que se 

libera por estimulación depolarizante con altas concentraciones 

de potasio (40 mM), proviene básicamente de glutamina. Además, se 

ha encontrado una alta actividad de la glutaminasa en terminales 

nerviosas y bajos niveles de glutamina, sugiriendo que las 

terminales sinápticas representan un sitio donde la glutamina es 

rápidamente convertida en glutamato (Morjaria y Voaden, 1979). 

Por su parte el aspartato se sintetiza por transaminación, 

s~endo el glutamato su precursor directo (figura 5). 

El mecanismo por el cual el glutamato y el aspartato son 

liberados de las terminales nerviosas no se ha establecido, 

aunque al igual que otros neurotransmisores, el acoplamiento 
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excitación-secresión es mediado por un proceso exocitótico 

dependiente de calcio. Se ha demostrado que la liberación ocurre 

en presencia y ausencia de calcio extracelular, sugiriendo que el 

calcio de reservorios intracelulares puede ser utilizado (Shank y 

Aprison, 1979). 

Después de que 

eliminar rápidamente 

el glutamato se 

de la hendidura 

libera, este se debe 

sináptica. Esto puede 

ocurrir mediante la combinación de 2 procesos: 

l. Por recaptura en la terminal nerviosa. 

2. Por difusión fuera de la hendidura y captación en las 

células gliales. 

El glutamato es acumulado por células gliales en el sistema 

nervioso central (Hertz, 1979). Además es evidente que las 

células gliales poseen un sistema muy activo para transformar 

glutamato en glutamina por medio de la enzima glutamino 

sintetasa. Lo que ha llevado a sugerir que la captación de 

glutamato en células gliales puede terminar con la acción 

transmisora del glutamato, estableciendose así una dinámica entre 

las neuronas glutamatérgicas y las células gliales (figura 5). 

Estudios de microdisección de la retina demuestran que estos 

aminoácidos se concentran en la capa plexiforme externa y la capa 

ganglionar, aunque niveles moderados están presentes en las 

regiones internas de la retina (Kennedy y Voaden, 1974; Kennedy 

et al. 1977). Lowry en 1956, mostró una alta actividad de la 

enzima , glutamato-aspartato transaminasa en la capa de 

fotorreceptores, observación que fue apoyada posteriormente por 

Altschuler et al. (1982). 

Se ha reportado que los niveles de glutamato y aspartato 
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incrementan en la retina de animales adaptados a la luz (Voaden 

et al., 1980). Oraedu et al. en 1980 sugieren que este aumento 

puede ser un reflejo de la actividad metabólica de los 

fotorreceptores. 

Las pruebas más convincentes de que el glutarnato y el 

aspartato son 

acción sobre 

neurotransmisores en la retina, 

las neuronas, cuando 

proceden de su 

son aplicados 

iontoforéticarnente. Así, Furakawa y Hanawa en 1955, demostraron 

en la retina de la rana, que el aspartato suprime la onda b del 

electrorretinograma, sin modificar la onda a. Estos resultados 

sugieren que los fotorreceptores son insensibles a estos 

aminoácidos. 

intracelular, 

Posteriormente usando técnicas de registro 

L- aspartato se encontró que el L-glutamato y el 

depolarizan a las células horizontales, sin ejercer ningún E?fecto 

sobre los fotorreceptores (Cervetto y Macnichol, 1972; Murakami 

et al., 1972; Sugawara y Nigishi, 1973), estableciendo que estos 

aminoácidos pueden funcionar como neurotransmisores de los 

fotorreceptores. 

Por otro lado Murakami et al. (1975), demostraron en la 

retina de la carpa, que el L-glutamato y el L-aspartato aplicados 

exógenamente tienen 

tipos de células 

respuestas de polaridad opuesta en los dos 

bipolares caracterizadas fisiológicamente. 

Es decir las células bipolares-On se hiperpolarizan y las 

bipolares-Off se depolarizan, sugiriendo que estas diferencias se 

deben probablemente a especializaciones en los receptores 

postsinápticos. 

En el sistema nervioso central se han clasificado a los 

receptores del glutamato en 3 subtipos, a saber: del tipo del 
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kainato (Ka), quisqualato (QQ) y sensibles a N-metil-D-aspartato 

{NMDA) . Recientemente se describió una nueva clase de compuestos 

heterocíclicos análogos de los aminoácidos excitadores, derivados 

del ácido iboténico, que interactúan específicamente con los 

receptores de glutamato y aspartato, de tipo metabotrópico, 

asociado al inositol trifosfato y al diacilglicerol {Sugiyama, 

1987). 

La existencia de los receptores a aminoácidos excitadores en 

la retina, se ha podido comprobar mediante estudios 

electrofisiológicos, bioquímicos y de neurotoxicidad. 

En la retina de anfibios, las células horizontales y las 

bipolares On y Off, muestran alta sensibilidad al ka y QQ, 

mostrando baja sensibilidad al NMDA. La acción de estos agonistas 

persiste en presencia de cobalto, indicando efectos directos 

sobre los receptores postsinápticos {Slaughter y Miller, 1983). 

Sin embargo, Wu y Dowling (1978) observaron que antagonistas del 

NMDA, inhiben la respuesta a la luz de células horizontales de 

la retina de ciprinidos. 

Una población de células amacrinas y ganglionares son 

depolarizadas por Ka, QQ y NMDA. La depolarización causada por 

estos agentes persiste en presencia de cobalto, por lo que se 

sugiere una accción directa de estos aminoácidos, sobre los 

recept6res postsinápticos de éstas células {Miller y Slaughter, 

1983). 

Los receptores a glutamato en la retina del pollo se han 

identificado y caracterizado bioquímicamente, demostrándose la 

unión de glutamato de manera dependiente e independiente de sodio 

(López-Colomé, 1981). Posteriormente López-Colomé y Somohano 
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(1982), demostraron con estudios de radioligando, la presencia de 

receptores de alta afinidad e independientes de sodio, para el D-

aspartato, en las fracciones sinaptosomales Pl y P2 de la retina 

del pollo. 

La presencia de estos receptores se ha establecido a través 

de estudios en los que la acción excitotóxica del ka se observó 

principalmente en células amacrinas (Coyle et al., 1981) y en 

menor grado en células horizontales, bipolares y ganglionares 

(Margan e Inhgan, 1981; Schwarz, 1982; López-Colomé y Somohano, 

1984). Estos resultados indican que varios tipos celulares 

utilizan ~l glutarnato y al aspartato como neurotransmisores. 

Similarmente la liberación de aspartato y de glutarnato se ha 

demostrado en la retina de varias especies. La liberación del 

L-aspartato en la retina del conejo, es inhibida en presencia de 

un estímulo luminoso (Neal, 1979), sugiriendo que este se libera 

de las células fotorreceptoras. Resultados similares se 

observaron en la retina de anfibios (Miller et al. 1982) 

Asími.smo, Miller y Schwarz (1983), demostraron que el L-

glutarnato y el L-aspartato se liberan por estimulación con altas 

concentraciones de potasio (40 mM), de retinas en las que la 

actividad de las neuronas de la retina interna se inhibió con 

diferentes neurotoxinas. De acuerdo con dichos resultados, varios 

estudios muestran que el L-glutamato y el L-aspartato inducen la 

liberación de GABA de células horizontales de la retina del pez 
1 

dorado; estos resultados apoyan la idea de que estos aminoácidos 

se liberan de células fotorreceptoras (Yazulla, 1983). Por otro 

lado, Ikeda y Sheardon (1982) sugieren que en la retina del gato, 
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el L-aspartato y/o L-glutamato se liberan de células bipolares On 

y Off y de células ganglionares. 

La acción postsináptica del neurotransmisor liberado es 

terminada por la remosión del mismo de la hendidura sináptica a 

través de un transporte de alta afinidad, 

características que se consideran 

neurotrasmisores (Mudler y Snyder, 1974). 

dependiente de sodio, 

particulares de los 

La localización autoradiográfica de la captación de L

glutamato-3H y L-aspartato-3H, en la retina de varias especies 

sugiere la presencia de tales sitios de transporte en los 

fotorreceptores. Marc y Lam en 1981, demostraron una clara 

acumulación de L-glutamato y L-aspartato en bastones y conos de 

la retina del pez dorado. De manera similar en la retina del 

gato, mono y humano se encontró la acumulación de estos 

aminoácidos en terminales y somas celulares de los 

fotorreceptores. Sin embargo, en otras especies de mamíferos 

Brunn y Ehinger (1974), encontraron que el glutamato se acumula 

preferencialmente en células gliales. El D-aspartato, análogo no 

metabolizable, es acumulado en los fotorreceptores de la retina 

del pez dorado (Marc y Lam, 1981) del cuyo y del conejo (Ehinger, 

1981) así como en células ganglionares; y puede ser liberado por 

estimulación con altas concentraciones de potasio, de manera 

dependiente de calcio. 

Por otro lado, en la retina de la rata albina se reportó la 

presencia de un sistema de captación para el L-glutamato y para 

el L-aspartato, de alta afinidad y dependiente de sodio (Neal, et 

al. 1973; White y Neal, 1976; y Neal y White, 1971). En la retina 
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de conejo, los sistemas de captación del L-aspartato son 

inhibidos por el L-glutamato y viceversa, sugiriendo un sistema 

de transporte común para ambos aminoácidos (Thomas y Redburn, 

1978). Aunque existen reportes referentes al sistema de 

transporte de L-glutamato y L-aspartato, éstos son escasos y no 

han sido totalmente caracterizados, por lo que en el presente 

estudio se pretendió caracterizar el sistema de transporte de 

estos aminoácidos, su establecimiento durante el desarrollo del 

pollo y de la rata, así como su localización en terminales 

sinápticas provenientes de diferentes tipos celulares de la 

retina. 
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METODO: 

Las retinas se obtuvieron de pollos de la variedad Rirr-Barr 

de 2 a 15 días de edad. Así mismo, se utilizaron retinas de 

embriones de pollo de diferentes días de incubación (7, 10, 15, 

18 y 21) y de ratas Long-Evans de 5, 8, 10, 15, 30 y 70 días de 

edad. 

Los animales adaptados a la obscuridad se decapitaron y 

los ojos se extirparon rápidamente , éstos se seccionaron 

ecuatorialmente y la parte anterior de ellos fue eliminada. Las 

retinas se disecaron en Ringer Krebs Bicarbonato (RKB) con una 

composición (mM) de NaCl 118; KCl 4.7; KHzPo 4 1.17; CaClz 2.5; 

Mgso 4 1.17; glucosa 5.6; NaHco 3 25 a un pH de 7.4, oxigenado 

con una mezcla de O al 95% y co al 5%. 

ACUMULACION DE L-GLUTAMAT0-3H Y D-ASPARTAT0-3H. 

Los experimentos de acumulación de los aminoácidos 

radiactivos se llevaron a cabo a 37ºC en la obscuridad. El 

tejido se incubó por diferentes tiempos (2, 5, 10, 20 y 40 min.) 

en 1 ml. de RKB que contenía L-glutamato-3H, D-aspartato-3H o L

aspartato-3H (0.25 µCi, con una actividad específica de 69 

Ci/mmol, 13.l Ci/mmol y 13.5 Ci/mmol, respectivamente, New 

England Nuclear, USA). Al final de la incubación el tejido se 

lavó durante 1 min en RKB normal a 4ºC y posteriormente se pesó y 

digirió con 0.5 ml de dodecil sulfato de sodio (SOS) al 1% a 40ºC 

durante 30 min. Una vez digerido el tejido se le agregaron 5 ml 

de tritosol (Fricke, 1975), y la radiactividad incorporada se 

determinó en un contador de centelleo líquido (Beckman, LS 

1701) . 
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Para medir la cinética del transporte, se incubó el tejido 

durante 2 min en RKB, en presencia de diferentes concentraciones 

del aminoácido (2-500 µM). 

Se probó el efecto del sodio sobre la acumulación de los 

aminoácidos radiactivos, substituyendo el cloruro de sodio por 

cloruro de colina, y el bicarbonato de sodio por bicarbonato de 

potasio. 

Se probó el efecto de inhibidores metabólicos y análogos de 

estos aminoácidos sobre el sistema de captación de los mismos, 

adicionando dichos compuestos simultaneamente al 

radiactivo. 

FRACCIONACION SUBCELULAR DE LA RETINA. 

aminoácido 

Las fracciones sinaptosomales de las retina del pollo, se 

obtuvieron después de que éstas se homogeneizaron al 5.6% (p/v), 

en una solución de sacarosa 0.3 M - Mgso 4 0.1 mM. El hornogenado 

se centrifugó 2 veces durante 10 min a 500 rpm/min, en una 

centríguga CRU 5000 (International Equipment Co,: Nead Ham 

Heights, M.A.) La pastilla se desechó y los sobrenadantes se 

mezclaron y centrifugaron durante 10 min. a 850 x g en una 

centrífuga Sorvall RC-5B (Du Pont Instrurnents). El sedimento se 

resuspendió en sacarosa-Mgso4 y se centrifugó nuevamente a 850 x 

g por 10 min. El sedimento resultante constituye la fracción Pl, 

que contiene terminales sinápticas de las células 

fotorreceptoras. Los sobrenadantes de estas centrifugaciones se 

mezclaron y se centrifugaron a 11, 000 x g durante 20 min; eL 

sedimento así obtenido corresponde a la fracción P2, constituida 

principalmente por sinaptosomas de la capa plexiforme interna. 

Todo el procedimiento se llevó a cabo a 4ºC (Salceda, 1989). 
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Las fracciones sinaptosomales (100 µg de proteina) se 

incubaron a 37ºC en 0.5 ml de RKB que contenía 0.25 µCi del 

aminoácido radiactivo, durante diferentes períodos de tiempo (2, 

5 y 10 min.). Al finalizar la incubación las muestras se 

centrifugaron a 10, 000 rpm por 30 seg. en una microfuga Beckman. 

El sobrenadante se eliminó y el sedimento se lavó 

superficialmente con RKB frío. El paquete se digirió con sos 0.1% 

durante 10 min. y la radiactividad incorporada se determinó en un 

contador de centelleo líquido, después de la adición de tritosol. 

La concentración de proteínas en las muestras, se determinó 

de acuerdo al método de Lowry (1951), que utiliza albúmina de 

suero de bovino como estándard. 

La significancia de los datos experimentales se calculó por 

medio de la prueba de Anova Unifactorial (análisis de varianza) y 

las pruebas de Duncan. 
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RESULTADOS. 

L-GLUTAMATO 

El glutamato-3H se acumula en la retina, a través de un 

sistema saturable en función del tiempo de incubación, alcanzando 

la saturación a los 10 min, con valores de 79 nmolas/g. en la 

retina del pollo y de 130 nmolas/g en la retina de la rata 

(gráfica 1). 

Con el objeto de estudiar la cinética del transporte del 

L-glutamato-3H, se incubó el tejido en presencia de diferentes 

concentraciones del aminoácido (5-200 µM). Bajo estas condiciones 

la acumulación del glutamato es saturable (gráfica 2). El 

análisis de Lineweaver-Burke, mostró un sólo sistema de 

transporte, con una Km aparente de 100 µM para ambas especies, y 

una Vmax de 157 nmolas/g./min. en la retina del pollo y de 100 

nmolas/g./min. en la retina de la rata (gráfica 3A). 

El sistema de transporte de L-glutamato-3H es sensible a la 

temperatura, la incubación a 4ºC causó una inhibición del 85% en 

la retina del pollo y del 95% en la de la rata (tabla 1). La 

dependencia de energia en el transporte de L-glutamato-3H se 

estudió incubando las 

inhibidores metabólicos. 

retinas en presencia 

La presencia de 1 mM 

de 

de 

diferentes 

iodoacetato 

(Iac), inhibió considerablemente la acumulación de L-glutamato-3H 

en la retina del pollo (75%) y en la de la rata (45%). Por otro 

lado, la ouabaina (0.1 mM) también inhibió de manera importante 

(55%) la acumulación del aminoácido en ambas especies. Sin 

embargo, no se observó ningún efecto sobre la acumulación de éste 

aminoácido, en presencia de cianuro de potasio (KCN, lmM) o 

dinitrofenol (DNP, 1 mM) (p<0.05) (tabla 1). 
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La especificidad del sistema de transporte, se determinó por 

el efecto de diferentes análogos sobre la acumulación de 

L-glutamato-3H. El L-aspartato (200 µM), L-hidroxamato de 

glutamato (500 µM) y DL-monohidroxamato de aspartato (500 µM), 

causaron una inhibición del 70%, 22% y 59% respectivamente, en la 

acumulación de L-glutamato-3H en la retina de rata y en la del 

pollo la inhibición fue de 49%, 25% y 35%. Por otro lado el D

aspartato inhibió considerablemente (60%) la acumulación en la 

retina de la rata, mientras que en la retina del pollo sólo se 

observó un ligero decremento en los niveles de L-glutamato 

acumulado. De manera diferente, la presencia de GABA (1 mM) 

y ácido L-a-aminoadípico (1 mM) no causó ningún cambio 

significativo en la acumulación de L-glutamato-3H. Por su 

parte el Ka (200 µM) causó una inhibición del 20% en la retina de 

la rata sin tener efecto en la retina del pollo (p<0.05) (tabla 

1) • 

La acumulación de L-glutamato-3H presentó variaciones 

durante el desarrollo. En la retina de embriones de (7-10 días) 

se observó una captación dos veces mayor que la encontrada en 

estadios posteriores (gráfica 4A). Mientras que en la retina de 

la rata, los niveles de acumulación de L-glutamato-3H se 

mantuvieron relativamente constantes durante los periodos 

estudiados, sin embargo se observó un aumento importante del 5º 

al 10º día de edad. 

El sistema de transporte de los aminoácidos 

neurotransmisores se ha demostrado que es dependiente de las 

concentraciones externas de sodio, por lo que se estudió dicha 

dependencia en el sistema de transporte de L-glutamato-3H en la 
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retina. Para ello, las retinas se incubaron en un medio en el 

cual se substituyó el cloruro de sodio por cloruro de colina (118 

mM). Bajo estas condiciones, la acumulación de L-glutamato-3H en 

la retina del pollo, mostró una dependencia total (95%) por el 

sodio al 7º día de desarrollo embrionario; sin embargo en 

estadios posteriores la dependencia de sodio disminuyó en un 50%. 

Por otro lado en la retina de la rata, el sistema de captación 

del L-glutamato-3H mostró una dependencia absoluta por el sodio, 

dependencia que se observó en todos los estadios del desarrollo 

estudiados (gráfica 4b). 

D-ASPARTATO: 

El D-aspartato es un análogo no metabolizable del L-

glutamato, que parece transportarse por el acarreador del 

glutamato (Balear y Johnston, 1972). Debido al activo metabolismo 

del glutamato, el D-aspartato se ha utilizado ampliamente en 

diversos estudios relacionados con el posible papel del glutamato 

como neurotransmisor, por tal motivo nosotros caracterizamos el 

sistema de captación del D-aspartato-3 en la retina, encontrando 

que éste es saturable en función del tiempo de incubación, con un 

máximo de acumulación de 158 nmolas/g. a los 10 min. en la retina 

del pollo; mientras que en la retina de la rata, la máxima 

acumulación fue observada a los 20 min. (280 nmolas/g.) (gráfica 

1) . 

Cuando el tejido se incubó con diferentes concentraciones 

del D-aspartato (5-200 µM), 
1 

se encontró que el sistema de 

transporte es saturable (gráfica 2). La gráfica de Lineweaver-

Burke mostró un sólo sistema de transporte con una Km aparente 

de 100 µM para ambas especies y una Vmax de 175 nmolas/g./min. 
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para la retina del pollo y de 220 nmolas/g./min. para la de la 

rata (gráfica 3B). 

En la retina de ambas especies estudiadas, la incubación a 

bajas temperaturas (4ºC}, causó una inhibición del 95% en la 

acumulación de D-aspartato-3H (p<0.05) (tabla 2). 

Por otro lado, el iodoacetato (Iac, 1 mM) inhibió 

marcadamente la acumulación del aminoácido, en ambas especies 

(50-80%). La presencia de ouabaina (0.1 mM) disminuyó un 75% la 

acumulación de D-aspartato-3H en la retina del pollo y un 40% en 

la retina de la rata. Mientras que, el cianuro de potasio (KCN), 

y el dinitrofenol (DNP), causaron en la retina de la rata una 

inhibición del 35% y 23%, respectivamente; en la retina del pollo 

la acumulación de D-aspartato-3H se inhibió en un 48% y 57% por 

KCN y DNP, respectivamente (p<0.05) (tabla 2). 

La especificidad del sistema de transporte, se estudió 

midiendo la acumulación de D-aspartato-3H en presencia de 

diferentes aminoácidos que presentan una estructura similar a la 

del D-aspartato. En la retina del pollo, el L-glutamato (200 µM) 

no tuvo ningún efecto en la acumulación de D--aspartato-3H, en 

cambio, en la retina de la rata éste causó un decremento 

considerable del 75%. Por su parte el L-aspartato (200 µM) 

produjo una disminución del 30% en la retina del p o llo y del 60% 

en la retina de la rata. De igual manera, el hidroxamato de 

glutamato (500 µM) y el monohidroxamato de aspartato (500 µM) 

tienen efectos notables sobre la acumulación, la que es inhibida 

un 30% y un 50% respectivamente en la retina de ambas especies 

estudiadas. La presencia de GABA {lmM), taurina (1 mM) y ácido L

a-aminoadipico {l mM), causaron una ligera inhibición en la 
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acumulación de D-aspartato-3H en ambas especies. El ka, sin 

embargo, causó una inhibición del 50% en la retina del pollo 

(p<O. 05) (tabla 2) . 

La captación de D-aspartato-3H durante el desarrollo del 

pollo, presentó varios cambios durante los estadios estudiados, 

sin embargo no son estadísticamente significativos (gráfica 5A). 

Similarmente, en la rata no se observaron cambios en los niveles 

de acumulación en las edades estudiadas (gráfica 5B) . 

La captación de D-aspartato-3H, disminuyó en un 50% en 

ausencia de sodio. Esta dependencia por el sodio se observó en la 

retina de ambas especies en todas las edades estudiadas (gráfica 

6) • 

L-ASPARTATO: 

El sistema de transporte de L-aspartato-3H, es saturable en 

función tiempo de incubación, alcanzando su máxima 

acumulación a los 20 min de incubación, con valores de 78 

nmolas/g y 58 nmolas/g en la retina del pollo y de la rata, 

respectivamente (gráfica 1). 

Con el objeto de conocer la cinética del transporte del L-

aspartato-3H, se incubaron las retinas con diferentes 

concentraciones del aminoácido (5-200 µM). Bajo estas condiciones 

la acumulación es saturable (gráfica 2). El análisis de 

Lineweaver-Burke, mostró un sólo sitema de transporte, con una Km 

aparente de 100 ¡:.tM en ambas especies y. una Vmax de 160 

nmolas/g/min en la retina del pollo y de 132 nmolas/g/rnin en 
• 

la 

de la rata (gráfica 4c) . 

FRACCIONES SINAPTOSOMALES 

En un intento por identificar las zonas de las células de la 
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retina que presentan los sistemas de transporte de los 

aminoácidos excitadores, se estudió la acumulación del L

glutamato y del L-aspartato en las fracciones sinaptosomales Pl 

(constituída principalmente por terminales sinápticas de los 

fotorreceptores) y P2 (formada por sinaptosomas de la capa 

plexiforme interna) de la retina del pollo. 

El transporte de L-glutamato-3H mostró en ambas fracciones 

ser un sistema saturable (gráfica 6 y 7) . La gráfica de Eadie

Hufstee evidenció 2 sistemas de transporte en la fracción Pl, uno 

con Km aparente de 29 µM y una Vmax de 3.4 nmolas/mg de 

proteína/min y otro de mayor afinidad con una Km de 2.6 µM y una 

Vmax de 0.6 nmolas/mg de proteína/min (gráfica 8A). La fracción 

P2 mostró un sólo sistema con una Km de 68 µM y una Vmax de 1.5 

nomlas/mg de proteína/min. (figura 88). 

La acumulación de L--glutamato-3H en la fracción Pl se vió 

considerablemente inhibida (50-65%) en presencia de Iac (1 mM) y 

ouabaína (0.1 mM) o cuando se incubó a 4ºC. Sin embargo, la 

presencia de KCN (lmM) no provocó ningún cambio en los niveles de 

acumulación de L-glutamato-3H. De manera diferente, la 

acumulación de éste aminoácido en la fracción P2 no se vió 

afectada por ninguno de estos inhibidores metabólicos (tabla 3). 

En ambas fracciones, la acumulación de L-glutamato-3H 

presentó un disminución del 85% en ausencia de sodio en el medio 

de incubación (p<0.05) 

El L-aspartato 

(tabla 3). 

(200 µM), el D-aspartato (200 µM) y el 

hidroxamato de aspartato, causaron una inhibición significativa 

en ambas fraciones, mientras que el hidroxamato de L-glutamato no 
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tuvo ningún efecto (p<0.05) (tabla 3). 

L-ASPARTATO. 

En las fracciones Pl y P2 la acumulación de L-aspartato-3H 

mostró características similares a las observadas para el L

gl utamato-3H (gráfica 6 y 7). La fracción Pl presentó 2 sistemas 

de transporte, uno de alta afinidad (Km de 2.5 µM} y otro de 

menor afinidad (Km de 106 µM} con una Vrnax de 1 y 10.2 nrnolas/mg 

de proteína/rnin, respectivamente (gráfica 8C). Mientras que en la 

P2 sólo se observó un sistema de transporte con una Km de 35 µM y 

una Vmax de 9.3 nmolas/mg de proteína/min (gráfica 8D). En 

ambas fracciones, la acumulación de L-aspartato-3H se inhibió 

notablemente a bajas temperaturas y en ausencia de sodio y en 

menor grado por Iac y ouabaina (p<0.05} (tabla 3). 

Los niveles de acumulación del L-aspartato-3H en las 

fracciones Pl y P2, no presentaron cambios considerables en 

presencia de ácido L-a-aminoadípico (1 mM). En cambio, el L

glutamato (200 µM) y el hidroxamato de aspártico (500 µM), 

causaron una inhibición del 75%; mientras que el hidroxamato de 

glutamato causó en ambas fracciones un decremento del 25% 

(p<0.05} (tabla 3). 
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Gráfica l. Acumulación de L-glutamato-3H (o), D-aspartato-3H (•) 
y L-aspartato-3H (A), en función del tiempo de incubación, en la 
retina del pollo (A) y de la rata (B). Los datos son el promedio 
de 3 experimentos independientes ± el error estándard. 
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Gráfica 2. Acumulación de L-glutamato-3H (o), D-aspartato-3H (•), 
y L-aspartato-3H (•), en presencia de diferentes concentraciones 
del aminoácido, en la retina del pollo (A) y de la rata (B). El 
tiempo de incubación fue de 2 min. Los datos son el promedio de 3 
experimentos independientes ± el error estándar. 
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Gráfica 3. Gráfica de Lineweaver-Burke de la acumulación de L
glutarnato-3H (A), D-aspartato-JH (B) y L-aspartato-3H (C), en la 
retina del pollo (o) y de la rata (•) . Los experimentos son el 
promedio de 3 experimentos independientes. 
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TABLA 1 

EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE 
LA ACUMULACION DE L-GLUTAMAT0-3H. 

(% de inhibición) 

Condiciones de incubación. Pollo Rata 

4ºC 87 ± 2.6* 93 ± .87* 

Cianuro de potasio (lmM) 30 ± 3.5 57 ± 10.9 

Dinitrofenol ( 1 mM) 22 ± 8.5 28 ± 9.7 

Iodoacetato (1 mM) 74 ± 3.4* 44 ± 2.6* 

Ouabaina (0.1 mM) 61 ± 2.2* 75 ± 3.2* 

Taurina (1 mM) o o 

GABA (1 mM) 5 ± 7.3 o 

L-a-aminoadípico ( 1 mM) o o 

Kainato (200 µM) 3 ± 6.8 20 ± 6.7 

L-aspartato (200 µM) 49 ± 8.5* 70 ± l. 6* 

D-aspartato (200 µM) 17 ± l. 5 61 ± 3* 

L-glutamato-hidroxamato 25 ± 6.1 22 ± 6.5 
(500 µM) 

L-aspartato-P-hidroxa- 35 ± 10 * 59 ± 6.8* 
mato (500 µM) 

La acumulación de L-glutarnato-3H (20 µM) se llevó a cabo a 37ºC 
durante 20 min. Los valores son el•promedio de 5 experimentos 
independientes ± el error estándar. * P<0.05 comparado con el 
control. 
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Gráfica 4. Acumulación de L-glutamato-3H {20 µM) en la retina del 
pollo {A) y de la rata (B) durante el desarrollo. El sodio se 
substituyó por cloruro de colina (118 mM). Los datos son el 
promedio de 5 experimentos independientes ± el error estándar. 
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TABLA 2 

EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE 
LA ACUMULACION DE D-ASPARTAT0-3H EN LA RETINA. 

Condiciones de Incubación. 

4ºC 

Cianuro de potasio (1 mM) 

Dinitrofenol (1 mM) 

Iodoacetato (1 mM) 

Ouabaina (0.1 mM) 

Taurina (1 rnM) 

GABA (1 mM) 

L-a-aminoadípico (1 mM) 

Kainato (200 µM) 

L-aspartato (200 µM) 

L-glutamato (200 µM) 

L-glutamato-hidroxamato 
( 500 µM) 

L-aspartato-p-hidroxama
to (500 µ.M) 

La acumulación de D-aspartato-3H (20 
durante 20 min. Los valores son el 
independientes ± el error estándar. 
control. 

35 

(% de inhibición) 

Pollo Rata 

95 ± 0.7* 96 ± 0.2* 

57 ± 1.7* 35 ± 5.0* 

48 ± 4.0* 23 ± 5.4 

80 ± 1.4* 48 ± 4.3* 

75 ± 2.4* 42 ± 5.2* 

20 ± 8.7 26 ± 7.6 

25 ± 7.3 21 ± 9.43 

12 ± 5.29 16 ± 8.23 

50 ± 2.0* 16 ± 6.9 

30 ± 2.9* 63 ± l. 5* 

7 ± 0.8 75 ± 1.6* 

53 ± 1.3* 60 ± 3.8* 

53 ± 10 * 62 ± 3.8* 

µM) se llevó a cabo a 37ºC 
promedio de 5 experimentos 
* P<0.05 comparado con el 
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promedio de 5 experimentos independientes ± el error estándar. 

36 



_..., 
o 
\._ 

o... 
(!) 

"D 

CTl 

E 
""-(/) 

o 
o 
E 
e 

en 
E 

""(/) 

o 
o 
E 
e 

10 
A. 

8 

T 
6 T----------2 

p1 

o 

~1 ! p2 
4 T 1 

' 2 -

0+-----+---+----+-----1r---~-+----+-~----f 

o 2 4 

4 

2 
o 
l. 

o -+--- ·---r--

0 2 4 

6 8 10 1 2 

tiempo (min.) 

T T P1 •··--------? P2 

t-----+--

6 
tiempo (min .) 

8 10 

14 

B. 

12 

Gráfica 6. Acumulación de L-glutamato-3H (A) y L-aspartato-JH (B) 
en función del tiempo de incubación en las fracciones 
sinaptosomales Pl y P2 de la retina del pollo. Los valores son el 
promedio de 3 experimentos independientes ± el error estándar. 

37 



14 

T 
A. 

1 2 T 

• • p2 ...._, 

T/J l o 
1-
o_ 10 
<l> 
\J 

cr> 8 
E • '-...... 

6 . _/1 ? T (/} 

pl Q o 
o 

T/! r/ 1 
E 4 
e h¿--? /1 

2 r • 
o 

o 50 100 150 200 250 

concentración (µM). 

1 2 
B. 

1 o ......, 

T------------· 
p2 o 

L 
Q_ 

8 QJ • -o 

/:-----~ O'> 
p1 E 6 

......_.__ 
(fJ 

/~~~ o 
o 4 
t: 
e ./•/1 

2 / o . / 
o 

o - 1-
o 50 100 150 200 250 

concentración (µM). 
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tiempo de incubación fue de 2 min. Los datos son el promedio de 3 
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TABLA 3 

EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE LA 
ACUMULACION DE L-GLUTAMAT0-3H Y L-ASPARTAT0-3H EN LAS FRACCIONES 

SINAPTOSOMALES Pl Y P2 DE LA RETINA DE POLLO. 

L-glutamato L-aspartato 

(% de inhibición) 

Condiciones de Incubación Pl P2 Pl P2 

4ºC 66* 3* 50* 69* 

Cianuro de potasio ( 1 mM) o o o o 

Iodoacetato (1 mM) 52* 2 40* 17 

Ouabaina (o. 1 mM) . 48* 2 30* 42* 

Sin se dio (O mM) 86* 85* 77* 78* 

L-a-aminoadipico ( 1 mM) 14 6 15 13 

L-aspartato ( 200 µM) 80* 69* 

L-glutamato (200 µM) 63* 68* 

D-aspartato (200 µM) 54* 42* o o 

L-glutamato-hidroxamato 13 9 20 30 
(500 µM) 

L-aspartato-P-hidroxa- 66* 55* 75* 75* 
mato (500 µM) 

La acumulación de L-glutamato-3H y L-aspartato-3H en las 
fracciones sinaptosomales Pl y P2 de la retina del pollo se 
llevó a cabo a 37ºC durante 5 min. Los datos son el promedio de 3 
experimentos independientes. En todos los casos el erro~ estándar 
fue menor del 15%. *P<0.05 comparado con el control. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

En el presente estudio, se encontró que la retina posee la 

capacidad de acumular glutamato y aspartato a través de un 

mecanismo de transporte saturable, sensible a la temperatura y 

dependiente de sodio. 

El análisis cinético de la captación del L-glutamato-3H, 

como del D-aspartato-3H, mostró la presencia de un sólo sistema 

de transporte con una Km de 100 µM, en la retina del pollo y de 

la rata. Estos resultados difieren de los obtenidos por White y 

Neal (1976), los cuales mostraron en la retina de la rata 

albina, dos sistemas de transporte, uno de alta afinidad con una 

Km de 20 µM y uno de baja afinidad con una Km de 630 µM. 

Nuestros resultados muestran que tanto la captación de L

glutamato-3H corno la del D-aspartato-3H en la retina de ambas 

especies, se inhibe considerablemente en presencia del 

iodoacetato, lo que apoya la importante actividad glucolítica, de 

la retina previamente reportada (Grayrnore, 1970). Sin embargo, en 

forma diferente, el KCN y el DNP inhibieron considerablemente la 

acumulación de D-aspartato-JH en la retina del pollo, indicando 

la importancia de la vía oxidativa. Por otro lado, la inhibición 

causada por la ouabaina posiblemente esté asociada a la 

participación de la ATPasa de Na+-·K+ en el mantenimiento del 

gradiente de sodio, como se ha sugerido para el transporte de 

varios aminoácidos transmisores (Erenciska, 1989). 

La acumulación .de L-glutamato-3H y de D-aspartato-3H se 

inhibió notablemente por los análogos estructurales, L-aspartato 

y L-aspartato-~-hidroxamato, 

especies, sugiriendo que 

efecto que se 

la especificidad 
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observó en ambas 

del sistema de 



transporte es semejante para estos aminoácidos, resultados que 

son similares a los encontrados en otros sistemas (Balear y 

Johnston, 

hidroxamato 

1972; Drejer, 1982). Por otro lado, el L-glutamato

inhibió de manera importante la acumulación de D

mientras que no tuvo efecto sobre la del L-aspartato-3H, 

glutamato-3H. El D-aspartato, considerado como inhibidor 

del L-glutamato (Balear y Johnston, 1972; Davies y competitivo 

Johnston, 1976), disminuyó la acumulación de L-glutamato-3H en la 

retina de la rata, efecto que no se observó en la retina del 

pollo, datos que sugieren que en la retina del pollo la 

especificidad del transportador por el D-aspartato es diferente 

al descrito en otros sistemas. 

Resulta interesante que el ácido L-a-arninoadípico~ agente 

gliotóxico (Olney, 1971; Karlsen, 1978), ejerce un pobre efecto 

inhibidor sobre la captación de L-glutamato-3H en la retina de 

ambas especies. Indicando que la acumulación de L-glutamato 

observada, está restringida a las células neuronales. 

Por otro lado como era de esperarse el ka que presenta un 

potente efecto sobre el receptor postsináptico, causó una leve 

inhibición en la acumulación de L-glutamato-3H en la retina de 

ambas especies, lo que indica que las propiedades del receptor 

postsináptico, son diferentes a las del acarreador, resultados 

que están de acuerdo con estudios realizados tanto en 

sináptosomas y células gliales (Roberts y Watkins, 197'5) como en 

neuronas en cultivo (Drejer, 1982). 

La captación del L-glutamato-3 durante el desarrollo de la 

retina del pollo y de la rata es muy similar a la del D-
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aspartato-3H. 

En estudios previos se ha reportado que el sistema de 

transporte de glutamato en neuronas, como en células gliales es 

dependiente de sodio (Schousboe, 1981). Nuestros resultados en la 

retina de la rata muestran una dependencia total por éste ión. 

Dado que la rata es un animal altricial, y su retina se 

desarrolla después del nacimiento, la dependencia de sodio que se 

observó desde edades tempranas (5 días), sugiere que el sistema 

de transporte de este aminoácido se establece desde estadios 

tempranos del desarrollo, establecimiento que puede estar 

relacionada con una función trófica (Woodward, 1971), corno se ha 

propuesto para los receptores a aminoácidos excitadores presentes 

en etapas previas a la formación de la sinápsis (Palmer et al. 

1990). Las variaciones observadas en la acumulación de L-

glutamato-3H, en la retina de pollo durante el desarrollo 

embrionario, puede ser un reflejo de una función trófica de éste 

aminoácido en los distintos estadios, o bien al establecimiento 

de sinapsis específicas. Resultados similares se han reportado 

para otros neurotransmisores. Es interesante notar, que el 

cerebro (Levi, 1972) y la retina (Tunnicliff, 1975), de embriones 

de pollos tienen la capacidad de transportar GABA por un 

mecanismo dependiente de sodio, que presenta 2 componentes: uno 

de alta afinidad y otro de baja afinidad. Sin embargo este 

sistema bifásico sólo está presente en animales inmaduros y sólo 

el de baja afinidad es detectable en el tejido adulto, .siendo 

éste menos dependiente de sodio. Estas observaciones sugieren que 

los sistemas de captación de aminoácidos neurotransmisores en el 

pollo, presentan características diferentes a las observadas en 
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mamíferos. 

La gran similitud en las características del sistema de 

captación del L-glutamato y del D-aspartato y a pesar de algunas 

diferencias, los resultados obtenidos en este estudio sugieren 

que el D-aspartato puede ser transportado por el mismo sitio de 

transporte que el L-glutarnato, como se ha reportado en otros 

sistemas (Balear y Johnston, 1972). Así, el uso de este compuesto 

al igual que en otros sistemas ofrece ventajas sobre el L-

glutamato, pues se elimina la formación de metabolitos los cuales 

se ha reportado pueden liberarse por un mecanismo no específico 

(Drejer, 1983). 

La acumualción de L-aspartato-3H en la retina de ambas 

especies mostró características similares a las del L-glutamato-

3H, lo que indica que muy probablemente éste aminoácido 

también sea transportato por el mismo sistema de transporte. 

La actividad del acarreador del L-glutamato-3H y del L-

aspartato-3H asociado con las fracciones sinaptosomales Pl y P2 

de la retina del pollo, muestra similitudes con los de la retina 

intacta, tales como saturación y la dependencia de energía. Al 

igual que en la retina intacta, la acumulación de éstos 

aminoácidos es inhibida por ouabaina, lo que apoya la dependencia 

de sodio del sistema. Mientras que en la retina intacta el 

sistema de transporte de éstos aminoácidos mostró baja afinidad 

(100 µM), en la fracción Pl se encontraron 2 componentes, uno de 
• 

baja y otro de alta afinidad (2.5 µM), sin embargo dado que los 

sistemas no se evidenciaron con el método de las dobles 

recíprocas, tal vez se requieren de un análisis más detallado 
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para definir estas constantes. Es interesante notar que el 

componente para el L-glutamato-3 de baja afinidad (29 µM), es de 

mayor afinidad que la del L-aspartato-3H (106 µM), lo que indica 

la existencia de diferentes poblaciones del transportador, 

probablemente localizados en diferentes tipos celulares. 

En la fracción P2 el transporte de Lglutamato-3H y de L

aspartato-3H, mostró una afinidad intermedia (68 µM y 35 µM) con 

respecto a las observadas en la fracción Pl, si bien la afinidad 

por el L-aspartato fue mayor, lo que probablemente sugiere que en 

la zona sináptica interna éste aminoácido sea el transmisor de 

las células bipolares. 

La baja afinidad observada en la retina intacta, pudiera 

representar la acumulación da éstos aminoácidos en las células de 

Müller, las cu3les se ha reportado que acumulan glutamato 

mediante un me~anismo de homointercambio (Barbour y Attwell, 

1988), que no se ha reportado en neuronas (Okamoto y Quastel, 

1972); o bien, al difícil acceso de éstos aminoácidos hasta las 

terminales sinápticas. 

Resulta interesante observar que el sistema de 

del L-aspartato es inhibido por el L-glutamato y de 

transporte 

la misma 

manera el del L-glutamato es inhibido por el L-aspartato; así 

mismo el L-aspartato-p-tiidroxamato inhibe la acumulación de ambos 

aminoácidos, sugiriendo un sistema de transporte común para éstos 

aminoácidos. De manera similar en fracciones sinaptosomales de la 

retina de conejo, el acarreador glutamato/aspartato no muesbra 

preferencia por alguno de estos aminoácidos (Thomas y Redburn, 

1978). Por otro lado el D-aspartato causó una inhibición 

considerable (50%) en la acumulación de L-glutamato-3H en ambas 
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fracciones sinaptosomales, en contraste con el pobre efecto (25%) 

encontrado en la retina completa, lo que pudiera deberse a que el 

D-aspartato ocupe los sitios de transporte del L-glutamato 

localizados en las terminales sinápticas, sin ocupar otros sitios 

que pudieren localizarse en los somas neuronales o en las células 

gliales. El D-aspartato sin embargo, no modifica la captación de 

L-aspartato-JH en las fracciones sinaptosomales, lo que sugiere 

que no ocupa sitios específicos del L-aspartato. 

En forma similar a lo encontrado en la retina intacta el L

aspartato-p-hidroxamato, causó un decremento considerable en los 

niveles de L-glutamato-3H y L-aspartato-3H acumulados en ambas 

fracciones. 

Los resultados obtenidos apoyan la idea de que el L

glutamato y el L-aspartato funcionan como neurotransmisores en la 

retina. Aunque estos aminoácidos pueden ocupar el mismo 

transportador, éste presenta diferente especificidad dependiendo 

de la región en que se encuentre, lo que sugiere que existen 

diferentes transportadores probablemente localizados en distintos 

tipos celulares. Se requieren posteriores estudios para 

identificar éstos transportadores en un tipo celular específico, 

y su participación en la modulación sináptica de la retina. 
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