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INTRODUCCIOHN

Bl estudio de los mecanismos moleculares del funcionamien-
to del Sistema Hervioso Central puede enfocarse, entre otros, a
dos niveles generales: metabolitos de bajo peso molecular que po-
giblemente parficipan en los fendmenos de transmisidén del impulso
eléctrico, y metabolismo de macromoléculas (protefnas). En las

siguientes secoiones se revisardn los datos mde pertinentes en re

lacidn con el objetivo general del presente trabajo de tesis, que
es el aportar nuevos datos que permitan un mejor entendimiento de

la posible relacidn fisioldgica entre ambos niveles.

Comunicacidén Interneuronal: Sinapsig.=— E% Sistema Nervioso Central

(SNC) presenta caracterfsticas funcionales y esbructurdles muy {1~
portantes para el organismo; una de ellas, tal vez la mds intere-
sante, es la comunicacidn que exigbe entre todos sus elementoS.

La comunicacidn entre las células nerviosas se establece por

medio de impulsos que se btransmiten de una neurona a otra a través

de sitios éspecializados 1lamados "Sinapsis", Numerosos estudios
realizados han permitido establecer la exiséencia de dos tipod de
sinapsiss Eléctrica.& Quimica, |

En la ginapsis eléotrica; la trensmisién del impulso nervio—
g0 se lleva a mabo de unavmanera similar al paso de corriente entre

dos conductores eléctricos, ya que las membranas presindptica y

postsindptica estan en contacto directo una con la otra. En cambio,
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Los transmisores utilizados por el sistema nervioso central
de los mamiferos permanecen en su mayorfa sin ifdentificar, aunque
algunos como la Acetilcolina % el Acido Glutdmico parecen tener un
papel como transmisores excitadores, mientras que la Glicina pare-

ce ser un transmisor inhibkdor en la médula espinal (Z ).

En los crustéceos se ha demostrado gue el transmisor que ac-
tiia en las terminaciones neuromusculares inhibidoras es el Acido
gamme, amino butirico (GABA) (3 ). En el SHC de los mamfferos el
GABA se encuentra en relativa abundancia y fuera del tejildo nervio=-
g0 sbélo estd presente en\pequeﬁisimas centidades en el rifién (¥ ).
Durante los dltimos afios se han acumulado evidencias que apoyan el
punto de vista de que el GABA funciona como transmisor inhibidor .
nivel de SHC én mam{feros (3 )., Su sintesis se lleva a cabo exclu=-
givemente en el SNC a partir del Acido Glutdmico, que se descarbo-
xila lrreversiblemente por la Glutamato Descarboxilasa (GAD) (% ),
La GAD es una enzima que se encuentra casi exclusivamente en SNC ¥y
;equiere fésfato de piridoxal como coenzima.'ia principal via de

degradacién del GABA es por transaminaclén con alfa ceto glutarato

para formar Glutamato y sgemialdehido succinico; la transeminasa que

aqul interviene también requiere fosfato de piridoxal como cofactows.
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Sintesis de Protelnas en el Sistema Nervioso Central.—~ Reclente=

mente los conceptos acerca de la naturaleza y regulacidén de los
procesos involucrados en la Sintesis de Proteinas del Sistema Ner-

vioso han tenido modificaciones muy importantes. Parece ser que los

mecanismos bdsicos de la sintesis de proteinas son los mismos que
en todes las células. Sin embargo, observado detalladamente la ine
formacidn sobre aspectos comparativos de eiste Proceso en diversas
células de organismos, surgen diferencias bastante importantes.
Estas dlferencias parecen derivarse de las adaptaciones selectivas
que una célula.sufre de acuerdo & la evolucidn y a requerimientos {

en el organismo pars desempefiar una funcidn especifica.

Se ha reportado gue existen variaciones en la asctividad {
de la sfintesis de protefnas en el cerebro durante el desarrollo.

Dicha sintesis es més ectiva en animales jévenes que en adultos.

En experimentos hechos en corteza cerebral se ha ohservado que el
mayor decremento en sintesis de protelnas ocurre inmediatamente
despuds del nacimiento y es seguldo de una déclinacidn gradual a

medide que va aumentando la edad del animal ().

Se han descrito varias Ifracciones subcelulares que pre=
gsentan actividad en sintesls de protefnas en el SNC: mitocondrias
de rfeuronas y glia, terminaciones nerviosas (ginaptosomas), siste-

masg nucleares que contienen RWA, membranas axonales y Ribosomas(? )i



Lasg evidencias existentes de la presencia de sintesis de pro-
telnas mitocondrial en SNC, se basaban inicizlmente en la observa-
cidn de ciertas enzimas cerebrales y de otras protefnas, que se en-
cuentran mds concentradas en mitocondrias aisladas, que en otras
fracciones subcélulares. Aunque esta localhzacién podia explicarse
por transporte proveniente de los microsomas o por contaminacién du=-
rante el aislamiento, desde hace algunos afios se ha demostrado que
las mitocondrias cerebrales contienen DNA, RﬁA, aminoacil RNA sinte-
tasa y RNA sintetasa dependiente de DNA €7 ) que son componentes re-
queridos para la sintesis de protelnas. Probablemente por esta ra- ?

Zz8n las mitocondrias cerebrales presentan una gran actividad de in-

v A i 5 Sl

corporacién de aminodcidos marcados a proteinas, tanto "in vivo" co-
mo in vibtro®, Se ha observado que los sistemas mitocondriales de

sfntesis de protelnas en rata no tienen requerimientos de enzimas

pH 5 o de ATP exbgeno (7).

Las terminaciones nerviosas alsladas. o sinaptosomas, presen-
tan también capacided de in?orporar aminodcidos marcados a protefnas
en condiciones apropiadas "inyvitro"; existen datos obtenidos por
analisis autorradiogrificos (/?2) que establecen definitivamente gque
dichas esbtructuras tienen esta capacldad, ademds de que en esta frac:mi
cidén existe un alto nivel de RNA (11), En estudios hechos en siste-

mas libres de céliulas en rata, se ha demostrado que el sistema sinap=-
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tema gemerador de enrgia; aln mds, el ATP agregado tiene efecto
inhibitorio a cualquier concentracidn, en contrase con el siste-
ma mitocondrial en el que el ATP no tiene ningin efecto. Ambos sis-
temas no se afectan cuando se ensayan en resencia de ribonucleasa,
lo cual sugiere que las fracciones no estan contaminadas con ribo=
" somas citoplasmdticos y que dicha enzima no puede atravesar las
membrenas sinaptosomal y mitocondrial (//). Los dos sistemas se
ven afectados cuando se agregan a ellos inhibidores de la fosfori-
lacidn oxidativa, lo cualnsugiere que la sintesis de proteinas si=
- naptosomal depende de la energla preducida por mitocondrias sinap-

tosomales.

3

?
Se han reportado muchos dabos {1 1213 1) acerca de la in-

hibicidn causada en estos sistemas por la adicidn de antibidticos,
observéndose que afectan a los sistemas de sintesis de protelnas

mibtocondrial, sinaptosomal y ribosomal de diferente manera, lo

cual puede darnos una idea de las varlaciones existentes entre di=

chos sistemas. Por ejemplo, el cloramfenicol inhibe a la sintesis

de protefnas en mitocondrias, mientras que la cicloheximida la in=-

hibe en sinaptosomas (9‘) v la puromicina afecta tanto al sistema

mltocondrial como al ribosomal (/).
c InVestigacionés reclentes apoyan el concepto de que tam-

bidn en el micleo hay sintesis de protelnas; se ha demostrado que

PP

exisben ribosomas enm mucleo puriricados de tejido de mamlferos,
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preparaciones hepdticas; mds ain, las enzimas pH 5 hepdticas son

menos efectivas con ribosmmas cerebrales que la preparacidén pH 5

cerebral (/0), Sistemas andlogos de otras fuentes presentan general-
mente una méxima actividad de incorporacidn de aminodcidos en pre-
gsencia de bajos niveles de iones y son menos sensibles a alteracio-

1

nes relativamente pequefias de estos niveles (4 ).

Pogible Relacidn Transmisores Sindpticos-SIntesis de Protelnas.-En
los dltimos afios un gran nimero de observaciones morfoldgicas y bio-
quimicas han pugerido un papel importante para las proteinas en la
funcidn sinépticaa Al mismo tiempo han surgido una serie de eviden~
cias gque apoyan la idea de que algunos neurotransmisores pueden es-
tar involucrados en la regulacidén de la sintesis de protelnas; por
ejemplo, la gldndula parétida estimula su sIntesls de proteinas por
la adicibn de epinefrina (f?); y la ineorporscién de triptofano mar-
cado a proteinas en cultivos de tehido de la gléndula pineal es esd

timulado por norepinefrina (/4). !

3

Por otro lado, Tewari y Baxter (/7) trabajando en siste-
mas de sintesis de proteinas con ribosomas alslados de cerebro de
rata, encontraron que de nés de 20 aminoécidos que fueron probados
en concentraciones fisioldgicas en el sistema, solamente dos amino-

p
4cidos postulados como neurotransmisores, la Glicina y el GABA, es~-

timularon claramente la incoppracidn a proteinas de leucina, lisina

mg-h



gradiente se guarda en el refrigerador hasta su uso.
Una vez colocada la muestra sobre el gradiente frio,

se centrifugd a 37,000 x g en el rotor SW 50 de la centrifuga

+ Spinco durante 120 minutos., Se obtuvieron fracciones de 0.5 ml
del gradiente utilizando una pipeta Pasteur, Todas las operacio-
nes se realizaron a 0—400, lasg fracciones iguales de cada tubo

se reunieron. Este procedimiento estd basado en el método descri-i
to porlbfgif?!y (397). De cada fraccidn ée tomaron 0,05 ml para
determiﬁzgiégyée proteina total vy el resfo se precipité con
Acido Triclorodcético (TCA) al 10% conteniendo l-leucina 0,5%.
#Ll precipitado se lavé una vez con la misma solucién. El1 sobre-

nadante del lavado se agrega al primero y se guarda (en adelante

se le llamaréd fraccién TCA soluble) y el precipitado se lavé con ;

1 ml de TCA al 10% y se calentd en un bafio de agua en ebullicién 0
durante 20 minutos, para destruir los aminoacil tRNA (19), se
lavé 3 veces con etanol-eter 331 para exgraer el TCA y se disol-
vip una alfcuota de 0.2 ml en NCS para solubilizar; se afiadié

10 ml del 1fquido de centelleo descrito por Johnson (26) que
contiene: 180 ml de tolueno, 180 ml de dioxano, 108,2 ﬁl de eta~
nol, 295’g de PPO, 25 mg de POPOP y 41.é g de naftaleno para

500 ml de 1fquido. 4 0.3 ml de la fraceién TCA soluble se afadié
10 ml del mismo liguido, la radiactividad se conté en un Conta-
dor de centelleo Nuclear Chicago., La eficiencia del sistema fué
de 56% (standard interﬁo) tanto para TCA soluble COﬁo para la

proteina,

<

Para verificar la pureza de las fracciones subcelulares
obtenidas en el gradiénte se utilizaron marcadores enzimdticos

(Deshidrogenasa succfnica y léictica y acetilcolinesterasa) y

e L o L - I .



Las fracciones pH 5 y ribosomal se resuspendieron suave-
mente en medio M, y se tomé una alicuota de 0.05 ml para deter—
minar la cantidad de proteina por el método de Lowrry (32), Una
vez calculado el volumen ®n el que se encuentra la cantidad de
,proteina deseada, se prepard el sistema de incubacién para la
sintesis de protefnas. Se usaron dos sistemas diferentes que tie-

nen la comphicién indicada en la tabla 1.

Los componentes se agregaron en el orden en que se pre-
sentan en la tabla 1. Ia reaccién se detuvo a los diferentes tiem
pos ensayados agregando 2 ml de TCA 7.5% conteniendo leucina al
1%, Para obtener las proteinas, se centrifugd 10 minutos a 2000 |
rpm, el precipitadd se alsOIV16 en 0.5 ml de leucina 0,2 M en J
NaQH 0.25 M y se agregé 2 ml de TCA al Sb. Se lavé el precipita- "

g

do con 2 ml de TCA a2l 5 % y se colocd en un hafio de agua hirvien-@

do durante 15 minutos, Se centrifugd y elvpretipitedpisedcolocé %
de nuevo en un baﬁorde agua hirviendo durante 15 minutos. Se X
centrifugé y lavd el precipitado 2 veces con una mezcla etanol-
eter 3:1l. Se secl el precipitadoven bafio de agua hirviendo, y se
disolvié en-O,Q ml de NaCl 0.15 N, agregando 5 a 8 gotas de NaOH
1N. Se tomé una alfcuota de 0.05 ml para determinaw ‘la cantidad
de protefna presente, por el método de Lowrry (32). Ia radloaoti-\
vidad de una alficuota de* 0.2 ml se conté domo_se ha indicedo an-

teriormente, despuds de afiadir 10 ml del 1lfquido de centelleo de

Johnson (25) descrito antes.

- 1&- ‘7 : . |



. DHL se encuentra sumamente elevada. En las fracciones 3, 4 y 5 la

oy
B ¥

RESULTADOS

4

Para observar la distribucién dé las fracciones subcelula=
res en el gradiente continuo, se midio la actividad de enzimas que
éor ser caracterdsticag de una determinada estructura subcelular,
pueden éervir como marcadores de ellas en el gradiente, Lardeshin
diogenasa suceinica (DHS) es uﬁa eﬁzima caracteristica de mitocon-
driass‘la deshidrogeﬁasa léctica (DHL) marca la presencia de frace-

cidn solucle celular y la acetilcolinesterasa (AchE) se encuentra

en estructuras membrandles, incluslve la membrans sinaptosomal.

EVaa_

oo

Fn la Tigura (L) se muestra la distribucidén de estas enzi- ,

»-.4

mos en el gradiente, Puede verse que en las fracciones 1 y 2 la DHS

y la AchP se encuentran en muy baja concentracidn, mientras que la

DHS y la DHL se encuentren en mucho menor cantidad y la AchE tiene

_aqul una concentracién mds elevada. La DHL y DHS en las fracciones

6 y 7 se encuentran en concentraciones ain menores, en tanto que la
AchB alecanza aqul su mdximd nivel,. Las fracciones 8, 9 y 10 presens
tan una concentracidén de DHS muy elevada, aunque la AchBE también se

encuentra aqul aumentada probablemente por contaminaclén. En estas

fracciones la actividad de DHL es muy pequefias

Ademéds de los marcadores enzimdticos, se hizo un control

morfolégico de la pureza de las fracciones del gradiente. En las

-2~
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FIGURA 7

% Disfribucio'n 'Rad. eﬁ TCA soluble

| 2 3 4 5 6 7 8 9 10 No deFraccion

Efecto del tratamiento con FPGAH sobre la distribucion de radioactividad
“soluble en TCA en las fracciones subcelulares separadas en un gradiente

continuo de Saéarosa 0.32 —[.5M. Se presentan lo promedios £ E .E . de
6—-8 datos. :
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lar ribosomas de animales tratados con FPGAH y controles para ensawpe

yar un sistema de sintesis de protefnas libre de células "in vitro",

Al iniciar los ensayos de la técnica para la separacién
'de ribosonas y fraccidén pH 5 y el acoplamiento de dichas fracciones
en un sistema de sintesis de proteinas, se observd que no habla in-
corporacidn de leucina marcada a protelnas. Como esto podria deber-
se a la accidn de la ribonucleasa presénte, se pensd en agregar al
gistema un inhibidor de dicha enzima, encontrando a la Bentonita co~
mo el més adecuado (3! ). En la table II se muestra el efecto de la
Bentonita afiadida en diferentes pasos de 1a separacidn de los ribo—f

gomas ¥y la fraccidn pH 5, obgservdndose que su actividad como inhibi-
{

dor de la ribonucleasa es {ptima cuando se agrege al tejido antes
de homogeneizar Fanto si se toma en cuenta el renJimiento de la pro-
teina total en ambas fracciones, como si se considera la 1inearidad:
de la incorporéoién de leucina marcada a protelnas durante 60 minu-
t08,.

El procediniento para la separacidn‘de las particulas ribo-
gomales y fraceidn pH 5 y la incubacién para la sintesis de protef-
nes, se hizo en toébs los casos en el mismo afa, ya que manteniendo‘
congeladas las fracciones PH 5 y ribosomal y montando el sistema de

inéubacidén al dls siguiente, se pierde aproximadamente el 50% de la

actividad,

Para el ensayo de la incorporacidn de leucina 140 a protei-

~20)- |
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Actividad de incorporacion de leucina 14 ¢ ¢ proteinas en un sistema ri—

bosomal “in vitro" con el medio de Incubacidn de Tewariy Baxter (TABLAT),

-

Las figuras representan dos experimentos efectuados por duplicado en diferente
dia.

Notese el cambio de escala en los ordenados en Ay B
L

cpm xIO-s/mg de Proteina Ribosomal




cerebros en ambas mezclas de incubacidn, se observd que la activi-
dad del sistema de Campbell es menor que en el de Tewari, aunque la
linearidad del primero se mantiene durante nds tiempo fig. (h)e

En funcidén de todos los datos anteriores los siguientes experimen=—

tos se llevaron a cabo con él gsistema de Campbell,

Para observar el efecto que tiene sobre la sIntegis de
protelnas ribosomal la disminucidén de los niveles de GABA "“in wuivo',
se administré a los ratones FPGAH, Después de 29 minutos se proce-
dié a aislar 1oS ribosoméi’y la fraccién pH 5 tanto del cerebro de
animales tratados como de animales a los que se inyectdé NaCl 0.9%.
Los resultados de la incorporacidn de leucina %ﬁc a proteinas en
ambos grupos se muestran en la fig., (1i), donde puede observarse
una inhibicidn de 12, 23 y 24% a los 20, 40 y 60 minutos de incu=-
bacidn respectivamente, en la actlvidad del sistema obtenido de los
animales tratadoé, zespecto al valor control., o se observd inhie-

bicidn a los 10 minutos de incubacidn.

En un intento de ,establecer si la diferencia obgervada en-
tre controles y tratados se debia realmente a la administracién de
FPGAH o a la falta ée reproducibilidad del sistema, ya que la inhi-
bicidn ob;ervada no fue muy grande y no fué constante en el tiempo,

se “obtuvieron separadamente ribosomas y fraccidén pH5 del cerebro de

dog grupos de ratones tratados ambos con NaCl 0,9% el mismo dfa y

se midid la sIntesis de proteinas "in vitro" con las fracclones

iy g

Yo}



c.p.m. x {0 /mgde proteina ribosomal

FIGURA {1
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Incorporacidn de leucina 14 C a proteinas en un sistema ribosomal "invitro".

® Indican duplicados hechos en el sistema de incubacion sequn Tewari y
Baxter (Tabla™X),

O Representan duplicados con el sistema de incubacion de Cambell et al
(TABLA), ambos sistemas de incubacidon hecho el mismo dia.




obtenidas de ambos grupos. Se observé una diférencia en la activi-
dad de los sistemas similar a la reportada en la fig. (/2 ) para
grupos control y tratados con FPGAH fig. (/3). Para comprobar este
hallezgo se separaron ribosomas y fraccidn pH 5 del cerebro de dos
grupos de animaies control y uno de animales tratados con FPGAH en
el mismo dfa y se midid la sintesis de protefnas "in vitro", como se
observa en la fig. (PV), la diferencia entre cada uno de los contro-

les y el tratado es de la misma maznitud que la diferencia encontra-
!

da entre ambos controles. i



crado en la regulacidén de la sintesis de proteinas. Il presente
trabajo de tesis tuvo como objetivo fundamental el estudio del efec-
t0 de la FPGAH sobre la sintesis de proteinas de distintas parti-

culas subecelulares del cerebro,

En ia separacibn de las fracciones subcelulares se ob=-
gervé promero la distribucidén que presentaban en el gradiente, ha-
ciendo uso de marcadores enziméticos y verificando posfdfiormente su
pureza por medio de licroscofia Electrénica, de tal manera que pu-
do observarse qgue las fracciones l-y 2 corresponden a la fraccidn
soluble celularj 3, 4 ¥ 5 a estructuras membranales, 6 y 7 a si=

naptosomas y en las fracciones 3, 9 y 10 aparecen mitocondrias

Figures (.7, 2, Y5,6)0

2

El hecho de que la leucina 140 agregaeda al homogeneiza~
do de cerebro y'eolocado en un gradiente no apareciera incorporada
a protefnas, es una evidencia de que los resultados obtenidos co-
rresponden realmente a la incorporacidén de dicho aminodcido a pro-—
tefnas en el sistema ensayado. Se observé que la proteina en el
gradiente presenta la misma distribucidn en animales controles y
tratados; esto es, el trabtamiento con la droga no afecta dicha dis-
tribucidn, lo cual permite hacer una comparacidén adecuada entre
los, grupos experimentados. La incorporacidén de leucina 1&0 a pro=-

telnas de todas las fracciones del gradiente se ve afectada por la

disminucidén en los niveles de GABA producidos por la droga, pemo

A



CONCLUSIONES,

Los datos obtenidos en los experimentos "in viyo" son con-—
siderados con la idea de que el GABA puede funcionar como regula-—
dor de 15 sfntesis de protelnas en el SKNC, expresada anteriormen-—
té por otros autores (%/7, 3% ). En relacidén con el sistema ribo-
somal empleado en los experimentos "in vitro", mo podemos asentar
definitivamente que no sé encontré el efecto esperado, sino que

las. técnicas, como lo indican tambiéﬁ los hallazgos de otros gru-

pos (35,3%), no son las més adecuadas para estudiar el posible pa-

pel del GABA en la sfntesis de protefnas cerebral.



BIBLIOGRAPIA

Whitfaker V.P. The Synapse (1968) Proc.N.A.S. 60 1081-1690.
Aprison I.H., R.A. Davidoff and Werman R. (1970) in Handbook
of Neurochemistry vol.V (Lajtha A.,ed) p.p 381-3%93, Plenunm
Press, New &ork.

Baxter C.P. (1970) in Handbook of Neurochemist?y vol. V (Laj-
tha 4., ed) p.p 289-335, Plenum Press, New York.

Haber B., Kuriyama K. and Roberts E. (1970) Biochem Pharmac.
19: 1119-1136.

Roberts E. and Frankel §. (1950) J. Biol. Chem. 187; 55-63.
Hermann R.L. (1971) in Hanbook of Neurochemistry vol., V B

(Lajtha A., ed) p.p 481-486, Plenum Press, New York.
Roberts S. (1971) vol. V 4 in Hanbook of Neurochemistry (laj-

tha A., ed) p.p 1-39 Plebum Press, New York.

Bachelard H.S. (1966) Biochem. J. 1003 131,

Campbell K.M,, kahler H.R., Moore W.J. Tewari S. (1966) Biochem.

5 ; 1174-1184.

10,- Cotman C.W. and Taylon D.A. (1971) Braim, Res. 293 366-372.

11.- korgan 1.G. and aAustin L. (1968) J. Neurochem.

lr—-'
wm

s 41,

12.- Austin L., liorgan I.G. (1967) J. Neurochem. 14 ; 377,

-

13,~ Gordon M.W. and Deanin G.G. (1968) J. Biol. Chem. 243; 4222.

14,-°*autilio L.A., Appel S.H., Pettis and Gambetti P.L. (1968)

Biochem. 7; 2615,

15.~ Robebts S., Zomzely C.E. and Bondy S.C. (1970) in Protefn
. i



metabolism of the Nervous System (Lajtha A,.,, ed) p.p 3-37 Plenum

Press, New York.

16.- Murthy MxR.V. (1966) Biochém. Biophys. Acta. 119; 586-598.

17‘f Grand R.J. and Gross P.R. (1970) Proc. of the Naf. Acad, of
sci. 653 16810 .

18.- Wurtman R.J., Shein H.M. Axelors J. and Loren F. (1969) Proc.

of the Nat. Acad. of Sci 6235 749,

19.~ Tewari 3. and Baxter C.F. (1969) J. Neurochem. 16; 171-180,

20.~ Tapia R., Sandoval k.E. enviado a publicacién.

21.- Tapia R.,‘Pérez de la lora M. and Massieu, G.H. (1969) Ann. N.
Y. Acad. Sci. 166; 257-266.

22,- Tapia R. and Pasantes H. (1971) Brain Res. 293;111-122,

234~ Gilbert J.k. (1972)‘J. Biol. Chem. 247; 6541-6550,

24,- Ramirez G., Levitan I.B. and Mushynski (1972) J. Biol. Chem.

2173 5382-5390.
25.- Tapia R. Pérez de la Ikora M. and Massieu G.H. (1967) Biochem,

Pharmacol. 16; 1211-1218,

26.- dJehnson T.C. (1968) J,. Neurochem. 15; 1159.

27.~ De Robertis et al (1962) J. Neurochem §;23.

28.~ Bergmeyer H.U. éernt‘E. and Hess B. (1963) in kethods in Ensy-
matic analysis p.p. BRX 73%6, Academic Press New York.

29 ,-<Ellman G.L. et al (1961) Biochem. Pnarmac, ) 7; 88.

30.- PFraenkel C., H. Singer ‘B. and Tsugita 4. (1961) Virology 14;

54’0

-50-



3Le~

324~

33""

54 o -

35 o~

360"

37."‘

38 6=

Lerner M. and Johnson T, (1971) J. Weurochem 18; 193,

Lowrry D.H., W.J. Rosenbraugh, A.L. Farr. and R.J. Randall
(1951) J. Biol. Chem. 193; 265-275,

Obata K. and Takeda K. (1969) J. Neurochem, ;§;10430'

Krngevié., and Schwartz S.- (1967) Exp. Brain Res. 3;320.

Baxter C.FP. and Tewari S. (1970) in Protein Netabolism of the
Nervous System (Lajtha A, ed) p.p 439-457 Plenum Press, New
York. |

Kelly S. P. T. and ILuttges M., W. (1972) Neuropharmacology 11

8839893,
Goldberg M.A. (1971) Braim Res. 39; 171-179.

Baxter ¥.F., Tewari S. and Raeburnm S. (1972) Adv. in Biochem,

Psychopharm. 4; 195-216.

Iversen and Snyder (1968) Wature 2203;796=798,



	Portada
	Índice
	Introducción
	Resultados
	Conclusiones
	Bibliografía

