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RESUHEH 

El ácidO glutá.mico parece ser uno de los principales 

neurotransmisores excitadores del sistema nervioso central 

de, los mamí.f'eros. Debido a que el ácido r,lutámico tiene un 

amplfo papel metabólico, ha sido d1f'ícil demostrar su 

función como neurotransmisor. Tratando de obtener ev1ctenc1as 

que apoyen la f'unción del ácido g1utám1co como 

neurotransmisor en una sinapsis específica, estudiamos la 

liberación del ácido g'lutámico en las sinapsis de las -fibras 

paralelas de la corteza del cerebelo. El cerebelo como 

modelo de estudio, nos brinda una región con abundantes 

sinapsis probablemente glutamatéreicas que es la capa 

molecular, las :fibras paralelas -forman las sinapsis máz 

numerosas del sistema nervioso y además, su desarrollo es 

post.na tal, lo que permite estudiar el desarrollo de un 

sistema sinápt1co probablemente gl u tama térgico. 

Siguiendo el curso de la liber·ación del ácido g1utámico 

durante el desarrollo del cerebelo, encontramos que la 

liberación dependiente de calcio de ácido gl u támico 

correlaciona temporalmente con la aparición de las sinapsis 

de las ±ioras paralelas en la Cd.µa u1•)lt .. .:.:ula.1· dtl cercti~lv d.~ 

la rata, lo que .3.PO.'./a la :fi.:.r.ci&n de! á<::ldo :glut!imico cor:t=:-

neurot ::--ansmisor en estas ~inaps1.:;. 

La captura l..ie ácido r,lut.ámico ha sldo ut.ilizi'.l.cta para 

iO.ent.1'iicar regiones en donde este aminoác1dc• pudiera tener 

Tunc1ones de net:trotransmisor. S1n eml. argo, en nuestros -;-

' 

e:.:per.:.mentos la captura de ác1do i;lut.5..m!.-::o de alt.zi afinidad 



no presentó correlacion con la aparición de las s1naps1s de 

las :fibras paralelas. 

Por otra parte, la glutamina ha sido considerada como 

el precursor del ácido glutám.ico liberable como 

neurotransmisor. La captura- de glutamina en homogenados de 

capa molecular de ratas, mostró un mecanismo independiente 

de la presencia de sodio y otro mecanismo que depende del 

sodio para la captura de glut.am1na. La aparición de las 

sinapsis de la~ 'fibras paralelas tiene correlación temporal 

con el surgimiento de la captura dependiente de sodio de 

glutam1na 1 lo que sugiere que probablemente este mecanismo 

de captura se local1ce en las terminales s.i.nápticas de las 

'fibras paralelas. 

Como aner.o a este trabaJo, se presentan experimentos de 

ratas tratadas con t1ofeno, una substancia que debia 

lesionar a las células granulares y producir una 

disminución de las !::1naps1s de las -fibras paralelas. En 

nuestros e:-cperimentos, el 1...iof'eno no produjo ninguna lesión. 
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Summary. 

"Evalution of the glutamic acid as a neurotransmitter in the cerebelum of 

the rat11
• 

Glutamic acid is probably the majar excitatory neurotransmitter in the 

central nervous system. However, this amino acid has not acomplished the 

criteria to be considered a ncurotransmittcr bccause of thc complcx metabolic 

functions that it is 

the neurotransmitter 

involved with. In arder to obtain evidences to support 

function of glutamic acid in a def incd synapse, we 

cstudied the calcium-dependent releasc of this amino acid from molecular layer 

homogenates of the cerebellum of the rat. 

The molecular layer of the cercbcllum contains the most abundant synapscs 

of the nervous systcm: the parnllel fiber 1 s synapses. 1.'hesc synapses appear 

to rclease glutamic acid in n calcium-dcpendent manner and they have a useful 

charactcristic: they emerge and·develop after birth. 

In our experiments, the calcium dcpendent glutamic acid release from 

molecular layer homogenatcs increases from 15 days old rats to adult animals, 

and these incrcments do corre late with the appearance of the parallel fibcr' s 

synapses ~ This supports the glutamic acid as the neurotransmi tter of these 

synapsese 

On the other hand, high affinity glutamic acid uptakc has been used to 

define the neural areas where this amino acid could be neurotransmitter. In 

our experiments, high affinity glutamic acid uptake does not correlatc with 

the appearance of the parallel fiber' s synapses. This uptake seems to be 

correlated with glial cells. 

Glutamine is the majar precursor of the releaseble glutamic acid. Glutamine 

uptake by nervous tissue has been a topic of controverse. In our cxperirnents, 

glutamine uµtakc has two components: onc which is sodium-dependent and · the 

othcr is sodium independent. The sodium-dependent glutamine uptak~ corrclates 

with the appeareance of parallel fibcr's synapscs. This suggests that this 

uptake is related to these synapses. 



I.- Introducción. 

Los _·neur'otrail"Sm1sores·· sOn substancias que part.1c1pan en 

Ja comun1cación ce1.u1ar en zonas espec1al1zada:; de las 

neuronas. denom1n'adas s1naps1s. Para la r;a1~acter1zac1ón de 

una substancia como neurotransmisor, esta debe de curnpl1r 

con una serie de requisitos anatomo-:funcionales, los que han 

sido definidos conforme se ha avanzado en el conocim1entc• 

del f'uncionam1en to de dl versos neurot. ransmisor·es en s1naps1s 

especIT1cas. Estos requisitos comprenden: a} la presencia de 

la substancia en las te1'mlnale~ s1n3.1:.it.Lca.s 1 h) un mc-can1smo 

de s!ntes1s en aleunos casos se encuentra aden1ás un 

mecanismo para la reutil1::ación del· probable transmisor en 

las terminales s.inapt.1cas, e:) Ja e"timulac1ón tan to 

el&ctr1ca como por a gen te::. quírnJ cos del teJ.tdo ne:rv J oso, 

debe p:rov0car la 11berac1ón de la .substancia en forma 

dependiente de Ja ent:ra("la cte calcio en las terminales 

s1nápt1cas, d) la a1:il1cdc.Lón en el t..eJ1dc1 nervioso ele Ja 

substancia en cuestión debe pr-od u e.ir los mismo.s cambio!> 

elect.rof.tziolóe1cos en las neuronas po:--:t!:l.nápt.icac que la 

e.otimu1ac1ón de ltna nerviosa qu(_· llt.J.i1ce a 

substanc.?.a como n-e '..l P ci t.r a n :.- 1.1 l ~o:~, Ja dt..• 

que-> bioque;:;.n el e-fto'CtC• ÜE- e::timu1~1r ur.z. V .l ~l 

nerv.io::;;21, deJ)en prodncir el rn1:::ruu bloq;i1._::.("> .:te la re!:pue~t;: <:!"." 

la aplicación de1 .supuc-~to t1eurut.:r:~n.":n1i.o::i:·r i:ltr-c-ctaruenté: Pn 

el t.ejJ.ÜO llt!l'V 1os.-,, f) un 

elirr:inac1t>n ct '= 1 l.ran.:m1:::;or :::1n.:ipt1co. E!:l.OS 



requisitos para postular a una substancia ' como 

neurotransmisor, se han de:finido como "criterios para la 

identi:ficaci6n de transmisores sinápticos" (Werman, 1966¡ 

Tapia 1 1976¡ Orrego, 197 8). 

El ácido glutámico :fue propuesto como neurotransmisor 

por Krnjevic en 1970. Se conoce su participación como 

neurotransmisor excitador en las sinapsis neuromusculares de 

organismos in vertebrados (Usherwood, 1969¡ 1981). En el 

sistema nervioso central de mamíieros, cuando se aplica el 

ácido glutámico en la vecindad de neuronas sometidas a 

registros intracelulares, se produce un aumento en la 

'frecuencia de disparo que perdura durante la aplicación del 

aminoácido (Curtis y cols., 1960a; 1960b¡ 

Phillis, 1963)¡ la excitación neuronal que 

KrnJevic 

produce 

y 

la 

aplicación del ácido glutámico, ha sido relacionada con la 

actividad de algunas vías nerviosas (ver antecedentes). 

Además se ha demostrado la liberación dependiente de calcio 

de ácido gl u támico de 

(Brad:ford, 1970¡ 

preparaciones tanto in 

terminales nerviosas aisladas 

y col s., 1973) 

vitre como 

y de 

vivo 

otras 

(ver 

antecedentes). La síntesis del ác1do elutám1co liberable, ze 

lleva a cabo en las terminales nerviosas teniendo como 

principal 

Hamberger 

precursor 

y col s., 

a la 

1979a). 

glutamina (Brad:ford, 1978¡ 

Tambi&n ha descrito un 

mecanismo de eliminación del ácido gl u t.ámico del espacio 

sináptico mediante la captura de este por las c~lulas 

perisinápticas, este mecanismo es de alta a'finidad similar a 



los descritos para otros neurotransmisores (Log:an y Snyder, 

1972). 

Sin embargo, la caracterización de:fini ti va del ácido 

glutámico como neurotransmisór ha sido dif'lcil por varias 

razones: la 

despolarización 

aplicación 

en todas 

del ácido 

las neuronas 

glutámico 

centrales en 

produce 

las que 

se ha estudiado (Y-rnJevic y Phillis, 1963) y ello condujo a 

proponer que su ef'ecto e:-tcitador en el sistema nervioso 

Tuera inespecífico (Curtis y Watl':.ins, 1953), por otro lado, 

los -fármacos antagonistas de esta exci tac i6n no son 

especi-ficos (WatH.ins y Evans, 1981), probablemente debido a 

la multiplicidad de receptores que pudiera ocupar el ácido 

glutámico (Far;e:, 1985). Además, el ác1do glutámico es el 

aminoácido de mayor concentraci.on y ubic{1idad en el teJi.do 

nervioso y en una Gran variedad de vías 

metabólicas, lo que complica aún más su caract.erización como 

neurotransmisor. Por esto, y como lo indican los criterios 

de evaluación de neurotransmi.~ores que hemos señalado, su 

participación como mensaJero quirn1co solo puede tY debe} ser 

demostrada en vías y sinapsis específicas. 

EY.isten v~r1os modelos para estudiar la posible función 

cerebelo parece s8r el m:S.$ adecL1ado, debido a qt1e contiene 

en una zona especifica una gr•an cantidad de sinapsis en las 

que se hu propu~st(• que GSt.e .'.:) nl1noáctdc• cumpla -f1.inc1ones de 

ncu r0t ra n.sm i.r:or: las sinapsis de l i1 s fibras paralelas 

(Sandoval y Cotm:a.n, 197 e; T.le Barry "! cols., ~98::!), Las 



l' 

be 

,,i 

-fibras paralelas (y sus sinapsis), se localizan en la capa 

molecular del cerebelo, estas constituyen los axones de las 

células granulares que tienen su soma en otra capa del 

cerebelo denominada granular. Estas células son las más 

abundantes del sistema nervioso de mamITeros por lo que en 

la capa molecular, se encuentran una gran can t!dad de 

sinapsis de las "fibras paralelas (Ll!nás y Simpson, 1981), 

lo que nos permite estudiar aisladamente a una región rica 

en posibles sinapsis glutamatérgicas. 

Las evidencias que sugieren que el ácido glutárnico 

-::>":".: puede ser el neurotransmisor en las sinapsis de las 'fibras 

'":i:-. paralelas son las siguientes: 1) el ácido glutámico produce 

11.. ~' un marcado aumento en la :frecuencia de disparo de las 

células de Purkinje al ser aplicado en rebanadas de cerebelo 

(Chujo y cols. 1 1975)1 2) esta substancia es liberada de la 

C(~- capa molecular del cerebelo en :forma dependiente de calcio 

.. -: 
L 

(Sandoval y Cotman, 1978), y 3) existe un mecanismo de 

captura de alta a:finidad para el ácido glutám1co 1 que en 

experimentos con autorradiogra"fía es más visible en la capa 

molecular (De Barry y cols.1 1982). 

-~t '· ·- En nuestro estudio, la estrategia para intentar reunir 

cr 

!- evidencia adicional e independiente que pudiera relacionar 

la actividad de las :fibras paralelas con una transmisión 

gl utamatérgica, se basa en las·· peculiaridades del desarrollo 

postna tal de la corteza del cerebelo (Ramón y CaJal, 1911). 

s1·· En la rata, las sinapsis de las 'fibras naralelas surgen 

entre los d!as 12 al 30 postnatales, alcanzando su mayor 



velocidad de aparición entre los dlas 15 al 21¡ ningu·na otra 

sinapsis tiene este pa tr6n de 

cerebelo (Altman, 1972a: 1972b¡ 

correlacionar la aparición de 

paralelas con el 

neurotransmisores. 

desarrollo 

Nuestros 

aparición en la corteza del 

1972c), lo que nos permite 

las sinapsis de las -fibras 

de la liberación 

resultados indican 

de sus 

que la 

aparición de las sinapsis de las :fibras paralelas ocurre al 

mismo tiempo que se incrementa la liberación dependiente de 

calcio de Acido glutAmico en preparaciones de capa molecular 

del cerebelo de ratas en el desarrollo (Sandoval y cols., 

1984). 

Por otro lado, aunque la mayor a-Iinidad de captura de 

ácido gl u támico se localiza en las c'él u las gliales (Hosli y 

Hosli, 1978; campbell y Shanl<., 1978), la captura de al ta 

a:finidad del ácido glut:i.mico por la capa molecular se ha 

relacionado con la posibilidad de que esta substancia actúe 

como neurotransmisor (Johnston, 1981). 

En el presente trabajo estudiamos la captura de alta 

a"finidad de ácido glutámico durante la maduración del 

cerebelo y encontrarnos que esta captura no estuvo 

correlacionada con la aparición de las sinapsis de las 

:fibras paralelas. 

En la tercera parte de esta trabajo, se estudió la 

captura de glutamina, la que parece ser el principal 

precursor del ácido glutámico que se libera en f"orma 

dependiente de calcio (Hamherger y cols., 1979a). Algunos 

autores han propuesto que la captura de glutamina por el 



teJi.do nervioso se realiza por un mecanismo ·.:tndependiente de 

sodio (Benjamin y cols. 1 1980¡ Shanl<. y Aprison, 1977). Sin 

embargo 1 otros autores 

glutamina 

(Balear y 

si existe 

Johnston, 

un 

1975), 

proponen que en la captura de 

componente 

el cual ha 

dependiente de sodio 

sido caracterizado en 

neuronas en cultivo aunque no en cultivos de células 

gliales (Ramaharobandro y cols., 1982). 

Actualmente no hay evidencias claras que relacionen la 

captut:~. de glutamina con las terminales nerviosas. Nosotros 

estudiamos esta captura en relación con la aparición de las 

sinapsis de las f'ibras paralelas en la corteza del cerebelo, 

y encontramos que además de tener un componente dependiente 

de sodio, su existencia se relaciona con la aparición de 

dichas sinapsis (a dif'erencia de lo a ue ocurre con la 

captura del ácido glutámico). Con base en los resultados 

obtenidos, proponemos que existe un mecanismo de captura de 

la glutamina en las terminales sin§..pticas de las :fibras 

paralelas. 

-.,.-.-'-'•. 



II.- ·Antecedentes. 

a) El ácido glutámico en el tejido nervioso. 

1.- Metabolismo. 

El Acido glut.ámico cumple con varias -funciones en el 

metabolismo del t.ejido nervioso, como veremos a 

continuación: 

El ácido glutámico no es transportado de la sangre 

hacia el tejido nervioso en cantidades apreciables1 por lo 

que debe ser sintetizado en el tejido neural. El precursor 

principal en la s!ntesis de ácido 

la producción de ácido glutámico a 

var!a entre 30 a 80 ~ (Balazs y 

Campbell, 1983), lo que indica 

glutAmico es la glucosa, 

partir de glucosa [14C], 

Haslam, 1965¡ ShanK y 

del 

metabolismo de este aminoácido en el 

la importancia 

tej1d.o nervioso. 

La glucosa para poder ser trans:formada en ácido 

glutámico debe ser metabolizada hasta a-oxoglutarato (a

cetoglutarat.o) a través de las v!as glucolítica y del ciclo 

de l:rebs. 

convierten 

Por otro lado, la lista de precursores que se 

en §.cido glut.ámico en el tejido nervioso, 

involucra a todas las mol6culas que pudieran alimentar al 

ciclo de :Kreb.s, como son: los ácidos pirG v ico, láctico, 

aspártico, acético, propi6nico 1 but.Irico, c.It.rico, y 

13-hidroxibu tlrico, además del gl1cerol, la leucina y otros 

substratos. Sin embargo, en condiciones TisiolOgicas, la 

-fuente más importante de ácido glutámico es la glucosa. 



La s!ntesis de ácido gl u t.ámico en el tejido nervioso a 

partir de a-oxogl u tara to, se realiza por dos vr.as 

principales: , 

a) mediante la transamlnación de los aminoácidos con el 

a-oxoglutarato, por la acción de la enzima aspartato amino 

trans:ferasa (E.e. 2.6.1.1.)¡ la reacción es la siguiente: 

a-oxoglutarato + amonoácido :;;:::===~ glutamato + cetoácido 

Esta reacción tiene una gran actividad en el tejido nervioso 

(Balazs y Haslam, 1965). La incubación de homogenados de 

corteza cerebral de ratas con ácido 

una distribución homogénea de la 

glutámico y el a-cetoglutarato en 

gl u támico (14-C), produce 

marca entre el ácido 

poco tiempo (Balazs y 

Haslam 1 1965). La velocidad a la cual se recambian el ácido 

glutámico con el a-oxoglutarato ha motivado que a esta 

distribución se le considere como un intercambio isotópico: 

la actividad de la aspartato amino transferasa es su'ficiente 

para explicar el equilibrio de la marca radioactiva (media 

transaminación), a un que no se excluye la participación de 

otro tipo de reacciones enzimáticas. 

La participación del ácido glutámico en la 

transaminación catalizada por la aspartató amino 

transf'erasa, esta ligada al 'funcionamiento de la lanzadera 

aspartato-malato, la que transporta agentes reductores del 

citosol al interior de las m1tocondrias (Dennis ·y Clark, 

1977; Shanl< y Campbell, 1983). 



!:>) Mediante la reacci6n de la i:tl u tama t.o deshidrogenasa 

(E.e. que conjuga moléculas de amoniaco con 

a-oxoglutarat.0 1 la reacción es la siguiente: 

a-oxogl u tara to+NH3+NAD(PJH +H + 

La s.tntesis de Acido 

::;:===gruta ma to+NAD(P)++H20 

mecanismo se 

encuentra en estudio, ya 

gl u támico por este 

que la administración de amoniaco 

radioactivo in vivo en el cerebro de ratas, produce una 

incorporación de la marca radioactiva en las moléculas de 

glut.am.ina mientras que se incorpora escasamente en el ácido 

gl u támico (Cooper y col s., 1979). La reacción de 

glutamato deshidrogenasa llega al equilibrio 

80 nrnol/mg 

la 

en 

de concentraciones de ácido glutámico de 

proteínas, por lo que en condiciones 

pudiera :favorecer más la degradación 

Acido glutámico {Yu y cols., 1982). 

De los precursores posibles del 

fisiológicas la enzima 

que la síntesis del 

ácido glutámico 1 la 

glutamina es de gran importancia puesto que se tiene 

evidencia de que es el precursor del ácido glutámico que se 

libera de las terminales sinápticas {Hamberger y cols., 

i979a; BradTord y 

en ácido gl u támico 

(glutamino am1do 

cols., 1978). La 

por la acción 

glutamina es 

de la enzima 

convertida 

gl utaminasa 

i-... iarolasa, E.e. 3.5.1.2.), las mayores 

concentraciones de esta enzima se han encontrado en la 

Tracción sinaptosomal de cerebro de ratas (Bradf'o:rd y Ward, 

1976), La glutamina se revisa más ampliamente en la sección 

siguiente {compartamentalizací6n del metabolismo del ácido 

glutámico). 



El ácido S'l u támico en la Producción de energía. 

El ácido glutámico se encuentra en recambio constante 

con el a-oxoglutarato (Balazs y Haslam, 1965) por lo que 

participa como alimentador del ciclo de .Krebs¡ la incubación 

de homogenados de corteza cerebral con ácido glutámico (1'1-CJ 

produce el desprendimiento de C02:-[14C] en menos de i minuto 

(Balazs y Haslam 1 1965). Por otro lado, la lanzadera 

mala to-asparta to es el único transportador de protones que 

se ha demostrado en el tejido nervioso y está ligado a Jas 

:fuentes de precursores de ácido glutámico y a su transporte 

en las mi tocondrias: se han descrito transportadores 

antiport que intercambian glutamato por aspartato del 

interior de las mitocondrias al citosol (Brand y Chappel, 

1974), además de que en mi tocondrias aisladas de homogenados 

de cerebro se ha descrito una actividad rápida de captura de 

malato y de glutamato, además de que estas mitocondrias son 

capaces de liberar ácido aspártico y a-oxoglutarato (Dennis 

y Clark, 1977¡ Kerpel-Fronius y cols., 1977}. 

Incorporación a Prote!nas. 

En hidrolizados de prote!nas extraídas del cerebro1 se 

ha encontrado que el ácido glutámico 

impedir la interconversión 

y 

de 

la glutamina (es 

uno en otro} 

constituyen 6 a 10 :t. del total de los residuos de los 

aminoácidos, casi el doble de lo esperado (Minard y Richter, 

1966; Wherret y Tower, 1971). 



Los residuos de ácido glutámico son particularmente 

abundantes en proteínas asociadas a membranas, lo que 

contribuye a ia carea negativa expresada por esas proteínas. 

Participación del ácido glutámico en la regulación de la 

concentración de amoniaco en el te 1ido nervioso. 

La concentración total de amoniaco en el tejido 

nervioso es de 0.2 a 0.3 m mol/Kg de tejido húmedo; la 

concentración en el líquido ceTalorraquídeo es de 0.006 a 

0.02 m mol/l. La concentración de amoniaco en el tejido 

nervioso es la mayor de la economía interna de los 

mamITeros. El amoniaco es súmamente tóxico, la dosis letal 

50 en ratones es de 6 m mol/kg (Kvamme, 1983). 

La producción de amoniaco parece tener relación con la 

act1 vidad nerviosa: el contenido de amoniaco en el cerebro 

disminuye con el período de sueño y con la anestesia y 

aumenta con la estirnulación electrica del cerebro, la 

anoxia, la hipoglicemia y las crisis convulsivas (Kvamme, 

1983). 

Por otro lado, se ha reportado que el cerebro de monos 

captura aproximadamente 40 ~ del amoniaco de la sangre 

arterial (0.01 ml/l¡ Phelps y cols., 

hacia 

1981). El amoniaco 

principalmente se canalizará la producción de 

glutamina; esta reacción es catalizada por la glutamino 

sin tetas a. La incorporación de amoniaco radioactivo es mucho 

mayor 

amino 

en el grupo amida de la gl u ta mina 

(Cooper y cols. 1 1979¡ Kvamme, 1983). 

que 

La 

en su grupo 

glutamina es 



' t.ransport.ada por vía sanguínea del tejido nervioso al h!gado 

y los riñones para eliminar el amoniaco en -forma de urea. 

El ácido glut§mico como precursor del nel.1rotransmisor GABA 

El ácido glutámico ha sido postulado como precursor del 

GABA (Baxter, 1970; Tapia y González, 1978) aunqu~ algo del 

GABA pudiera ser 

Eichentopf', 1975). 

sintetizado a partir de putresina (Seiler y 

La enzima que sintetiza al GABA a partir 

de glut.amato es la glutamato descarboxilasa (GAD; Tapia, 

1983). Por estudios de inmunocitoqu!mica se ha visto que 

esta enzima se encuentra localizada en las neuronas 

GABAérgicas de manera exclusiva (Barber y cols., 1978). 

La gl u tama to descarboxilasa parece ser el paso 

limitante en la síntesis de GABA¡ esta enzima utiliza como 

cofactor al -fosf'ato de piridoxal, el que parece tener un 

papel :fundamental en la regulación de la GAD; la 

disminución :farmacológica de los niveles de :fos:fato de 

piridoxal produce una menor actividad de la enzima que se 

revierte mediante la aplicación del co:factor. 

El GABA es metabolizado mediante la enzima GABA 

t.ransaminasa, la cual transTiere el grupo amino del GABA al 

a-oxoelutarato para producir ácido elutám1co y semialdehido 

succínico¡ este último será oxidado hasta ácido succrn1co 

mediante la deshidrogenasa del semialdeh!do succínico. La 

transaminasa del GABA también depende del f'osf'a to de 

piridoxal, pero a diTerencia de la GAD, la coenzima se 

encuentra :fuertemente unida a la enzima por lo que la 



disminución de los niveles de :fosTato de piridoxal no 

aTect.an la actividad de esta enzima. 

Part.icipaci6n del .§.cido J:?lut5.mico en el balance osmótico y 

aniónico. 

La concentración de ácido glutámico en el t.ejido 

nervioso es de 8 a 10 m mol/l, por lo que contribuye con 2 a 

5 % de la osmolaridad total intracelular y 4 a 10 % de los 

aniones intracelulares. Si tomamos en cuenta que la carga 

negativa 

carboxilo 

de 

de 

la::; prote!nas 

los ácidos 

es debida a los radicales 

glutámico y aspártico, la 

contribución a la carga aniónica intracelular del glutamato 

debe ser aún mayor (Shank y Campbell, 1983). 

2.- Compartamental1zación metabólica del ácido J:?lutámico. 

La administración de ácido gl u támico radioactivo en el 

cerebro de ratas in vivo, produce la incorporación de la 

marca principalmente en las moli:iculas de glutamina (Van der 

Berg y cols., 1969). Sin embargo 1 la administraci6n en el 

tejido nervioso de glucosa [14C] produce la incorporación 

de la marca en las molOculas de ácido glut.ámico (Van der 

Berg y cols. 1 1969). Los pl""'ecursor-es que se van a incorporar 

en las moléculas de ácido glut.ámico son: la glucosa, el 

glicerol, el lactato, y el S-hidroxlbut1rato¡ 1nienl1•as que 

los precursores de la gl uta mina son: el acetato, el 

propiona to, el bu tira to, ia leucina, el a-amino bu tira to, el 

aspartato, la prolina, y el citrato (Van der Berg y cols., 

1969¡ Van der Berg y cols., 1976¡ Tapia, 1980}. 



Por estos da tos se ha propuesto que el metabolismo del 

ácido glutámico se encuentra compartamentalizado en dos 

pozas que pudieran corresponder a dos modalidades del ciclo 

de Krebs, y probablemente a dos tipos celulares distintos 

del tejido nervioso. Por otro lado, mediante estudios de 

sedimentación di:ferencial de homogenados de cerebros de 

rata, se ha encontrado que la población de mitocondrias del 

sistema nervioso se distribuyen en varias subpoblaciones, lo 

que está de acuerdo con la idea de compartamen talización 

tanto del ácido glu-támico como del ciclo de Krebs en el 

sistema nervioso (Van der Berg y cols., 1976¡ Tapia, 1980). 

Las enzimas que toman parte en el metabolismo del ácido. 

c1utámico también presentan una distribución que :favorece la 

idea de la compartamentalización. La glutamino sintetasa, 

que sintetiza glutamina a partir de glutamato y amoniaco, 

se expresa de manera selectiva en los astrocitos cultivados, 

a un que en los somas neuronales también pueda existir (Denn1s 

y cols., 1980¡ Lacoste y cols., 1982¡ Patel y cols., 1983a y 

1983b); Por otro lado, la Torma activada por :fosfato (Y 

otros iones, entre ellos el calcio) de la enzima 

glutaminasa, se encuentra ";fundamentalmente en el tejido 

nervioso y ha sido relacionada con las terminales s1nápticas 

(Bradiord y Ward, 1976; Kvamme y Olsen, 1981¡ Altschuler y 

cols.~ 19ei1) aunque también se encuentra presente en 

astroci tos cultivados de cerebro de rLl tón (Kvamme y cols. 1 

1982). Estos dato!:;, relacionan a la poza grande del ácido 

glutám1co con las neuronas, y a la poza pequeña de ácido 



gl u támico y de 

y cols., 1979b). 

g1utamina con las células gliales (Hamberger 

Se ha propuesto que el ácido glutámico 

liberado por las terminales nerviosas es capturado por los 

astrocitos, en donde va a ser convertido en glutarnina, en 

esta 7orma 1 puede viajar de regreso a las terminales 

nerviosas para ser convertido en ácido glutámico y tener la 

probabilidad de ser utilizado como neurotransmisor. 

Los da tos que apoyan 

a} las c~l u las gliales son 

para la captura de ácido 

a esta hipótesis son: 

las que tienen la mayor 

gl u t.ámico (Hosli y Hosli, 

a7inidad 

1978). 

b) La presencia de la enzima glutamino sintetasa en las 

células gliales (Dennis y col s., 1980; Lacoste y cols. 1 

1982). 

c) la captura de elutam1na en :forma dependiente de sodio por 

sinaptosomas de cerebro (Balear y Johnston, 1975). 

d) La presencia en las terminales nerviosas de la enzima 

glutaminasa (Brad7ord y Ward, 1976¡ Kvamme y Olsen, 1981}. 

b} El ácido glutámico como neurotransmisor. 

1.- Criterios para la identi7icaci6n de neurotransmisores. 

Los neurotransmisores son substancias que participan en 

la comunicación neuronal, sirviendo de mensaJeros químicos 

entre dos neuronas o entre una neurona y una célula 

muscular, glandular o receptora, en tipos especializados de 

contacto intercelular que se denominan sinapsis. 

Para de:finir a una substancia como neurotran::misor, se 

han establecido una serie de requ1s1tos que la substancia 



debe cumplir experimentalmente en una sinapsis específica, 

Estos requisitos han sido derivados 'fundamentalmente del 

conocimiento que se ha adquirido del :funcionamiento de los 

transmisores en las sinapsis del sistema nervioso 

peri:férico, y se han denominado "criterios para de'finir a un 

neurotransmisor en el sistema nervioso central" (Werman, 

1966). Al postular estos 

discriminar entre 

criterios, 

las múltiples 

se pretendia 

substancias que in!cialmen·te 

se conocia que eran capaces de modi'ficar la actividad del 

sistema nervioso, de las que :fueran utilizadas de manera 

:fisiológica en la transmisión sináptica (Werman, 1966). 

El objetivo de estos criterios implica que para definir 

a una substancia como neurotransmisor, se requiere demostrar 

que su acción sobre la célula postsináptica es identica a la 

acción sináptica en todos los aspectos¡ que dicl1a substancia 

es liberada en cantidades adecuadas durante la actividad de 

las terminales nerviosas presinápticas, y que el e:fecto de 

tal substancia en la sinapsis es a'fectado por agentes 

f'armacológicos de igual manera que la acti v1dad sináptica 

inducida por el neurotransmisor especí:fico (Krnjevic, 1974). 

Los criterios originales propuestQs por Werman, (1966) 

han sido modi:ficados. A continuación, presento una 

recopilación de diversas proposiciones de varios autores: 

1.- "Criterio de la presencia del transmisorº. Este criterio 

en un sentido lógico, sugiere que solamente puede ser 

neurotransmisor una substancia que se se encuentre dentro de 

las neuronas que la utilicen como tal. Existen un gran 



n'Gmero de substancias que modi:fican la actividad neuronal y 

que no son componentes normales del sistema nervioso, por lo 

que el e:fecto de estas substancias es :farmacológico y no 

pueden ser 1denti:ficadas como neurotransmisores (Tapia, 

1976), Los métodos que más se utilizan para satisfacer este 

criterio son: la medición directa del transmisor en 

sinaptosomas, la autorrad1ogra'fia, la histoquim1ca, y la 

inmunoci toquimica. Mediante estas últimas técnicas podemos 

constatar la presencia del supuesto transmisor en el 

interior de las neuronas. 

2.- "Criterio de la enzima sintetizadora del tra11sm1sor". 

Este criterio requiere de la demostración de la existencia 

de una vra para la síntesis de la substancia en cuestión, 

dentro de las neuronas. En algunos casos, también se 

requiere que exista un sistema de transporte del transmisor 

hac.ia el interior de las terminales sinápticas. Estos 

mecanismos deben asegurar la posibilidad de liberar al 

neurotransmisor cuando sea requerido, 

3.- "Criterio de la colección del transmisor". Al estimular 

tanto :farmacológica como eléctricamente al tejido nervioso, 

la substancia tr-ansmisora debe ser liberada hacia el :fluido 

extracel u lar y este ser colectado de la región de las 

sinapsis estimuladas. La líber-ación del transmisor debe ser 

proporcional a la magn1 tuct de la est1mulac1ón; la 

liberación, además, debe ser dependiente de la entrada de 

calcio en las terminales s1nápt1ca.s: (M1led1, 1973). 



4-.- 11Criterio de la identidad de acción". Se re-flere a que 

la aplicación del supuesto neurotransmisor debe producir 

cambios bioeléc"lricos en la célula o en la membrana 

postsinápticas, ree1st.rados por microelectrodos. Estos 

cambios deben ser iguales a los producidos por la 

es"llmulación eléctrica de una vía aí'erente a las neuronas, 

que utiliza supuestamente a la substancia en cuestión como 

neurotransmisor. 

5.- "Criterio de la identidad -:farmacológica11
• La aplicación 

de agentes :farmacológicos que inter:fieren con la unión del 

neurotransmisor y el receptor postsináptico, deben inhibir 

la respuesta de la célula postsináptica tanto cuando se 

estimula una vía nerviosa a:ferente como cuando se aplica la 

substancia en cuestión directament.e en el tejido nervioso. 

La medición de los cambios en la respuesta postsináptica se 

e:fectúa con los mismos parámetros del criterio de identidad 

de acción. 

6.- "Criterio del mecanismo de inactivación". Debe 

demostrarse la existencia de un mecanismo de eliminación o 

inacti vación del neurotransmisor en el espacio sináptico. 

7.- "Criterio tle la distribución di-ferencial". La substancia 

en estudio debe encontrarse en diTerentes concentraciones en 

distintas regiones cerebrales. La mayor concentración de una 

substancia en sinaptosomas o en una región cerebral, sugiere 

que esta substancia pudiera participar en la comunicación 

celular en esa reeión (Orrego, 1978). 



La demostración de que el ácido glutámico puede actuar 

como neuro:t_ransmisor, presenta algunas d1'f'1cul ta des de 

diT!cil solución. El ácido glutámico se encuentra presente 

en el interior de todas las células¡ en todas ellas se 

encuentran también los mecanismos para su sintesis, y en 

todas las regiones cerebrales se han encontrado mecanismos 

para la captura de este aminoácido. Las características del 

metabolismo del ácido glutámico en el tejido nervioso, hacen 

que los criterios de la presencia del transmisor y de la 

enzima sintetizadora no sean de utilidad para definirlo como 

neurotransmisor. El criterio de la inactivación del 

transmisor, que en el caso del ácido glutámico se realiza 

por la captura de alta aTinidad, debe ser maneJado con 

cautela como veremos en la sección 5 de este inciso. 

En las secciones siguientes, se presentan una serie de 

evidencias que apoyan la probabilidad la posibilidad de que 

el ácido glutámico sea uno de los principales 

neurotransmisores excitadores del sistema nervioso central. 

2.- ETecto del ácido glutámico sobre las células nerviosas. 

El ef'ecto de la aplicación del ácido glutámico en la 

vecindad de las neuronas -fué estudiado inicialmente mediante 

técnicas de microiontoforesis y registro electrof isiológ1co 

simultáneos, utilizando preparaciones de médula espinal de 

gatos. Se encontró que la aplicación de los ácidos 

glutámico, aspárt.1co, cisteico y homocisteico, producían una 

despolarización intensa, que desaparecra en milisegundos al 



tt;;rmino de la aplioaci6n de cualquiera de los aminoácidos 

(Curtis y cols., 1960a¡ Curtís y Watkins, 1960b¡ Z:rnJevic y 

PÍl.illis, 1963). 

Inicialmente, el ácido glutámico no f'ué postulado como 

neurotransmisor debido a que la despolarización que producía 

su aplicación era igual a la producida por los ácidos 

aspártico, cisteico y homocisteico, además de que tanto las 

-formas D como L de estos aminoácldos eran capa ces de 

producir despolarización. El mecanismo de eliminación de los 

neurotransmisores que se proponía en aquel en tone es era la 

degradación enzimática (similar a Ja degradación de la 

acetilcolina por la colinesterasa; KrnJevlc y Phillis, 1963¡ 

Curtis y cols., 1972), y los D-aminoácidos no pueden ser 

degradados enzimá ticamente, por lo que se propuso que estas 

substancias -fueran agentes que despolarizaban de manera 

inespecí-fica a las neuronas (Curtis y WatKins, 1963}. 

La despolarización inespecí"fica producida por· el ácido 

glutámico, se relacionó con la apertura de los canales de 

sodio sensibles a voltaJe. Sin embargo, se encontró que la 

tetrodotoxina, que bloquea estos canales, no eliminaba el 

efecto e;:citatorio que se produc!a por l.:i aplicación' del 

ácido homocisteico en la mé-dula espinal del gato (Curtis y 

cols., 1972). Otro mecanismo que se propuso para expll<:'ar la 

despolari=ación inespecíf'l.ca inducida por acicto 

glutámico, fu& el de que la captur.:i del ácido glutámico por 

la!: neuronas acarreaba iones de sodio; esta posibilidad Tué 

descartada al conocerse que el efecto e:..:citactor de la 



aplicac16n de ácido glutá.mico en la médula espinal de gatos 

aumentaba en- Presencia .de inhibidores de la captura de ácido 
:_. -- : .· .-_.'_: __ : __ -_e ' : ·:- : '~ 

g1 u támi_c.C! - :::=:cc·_~~~,-:ti-~ :·- Y col s., 1970}¡ por otro lado, los 

·an.ilogOs -:del.-. á.'cido 'g!'u-támico que no son capturados por el ,_._ 

teji-do' ::-rie~~J.-osO·; .como son los ácidos quisquálico y l\.ainico, 
_,.:' .. ---_,·· : . 

proéiu'Cl:an· ·de'Sp01a-rizac-ión con mayor potencia y dt1ración que 

el ácido glutámico (Curtis 1 1979). 

El ácido glutámico f"ué propuesto como neurotransmisor 

por Krnjevic hasta 1970. La evidencia experimental que dió 

motivo a esta proposición, :fué que las neuronas de ganglios 

espinales no eran excitadas por el ácido glutámico, lo que 

sUGirié> que la sensibilidad al ácido glutámico dependia de 

contactos sinápticos (KrnJeVic, 1970). Por otro lado, ya se 

habia propuesto como mecanismo de eliminación de algunos 

transmisores su captura por las cólulas que circundan a las 

sinapsis, como es en el caso del ácido Clt1támico 1 y se 

iniciaban los experimentos que mostraban la liberación 

neural del aminoácido (l:atz y cols., 1969¡ KrnJevic, 1970). 

El mecanismo iónico de la despolarización que produce 

el ácido glutámico es consistente con un incremento en la 

permeabilidad rr.ernbranal a los ivnes d~ se.dio y de: potasio 

(Curt1s, 1979), donde la part.1cipac10n de los iones de sodio 

es la más importante¡ la despolarización producida por la 

aplicación de ácido glutámico en neuronas en cultivo, es 

abolida al reemplazar al sodio por colina en el medio 

CCurt1s, 197 9). 



3.- Liberacir!Jn del .§<:ido glut.§m.ico por el tejido nerv..z.oso. 

Experimentos iJJ v .itro: 

En- sinaptosomas de cerebro de rata, tanto la 

estimulación eléctrica de estos elementos, como la inducida 

por potasio (56 mM) 1 produjeron un incremento select1 vo en 

la liberación de los ácidos glutámico, aspárt1co y 1"-amino 

butirico (Bradf'ord, 1970¡ De Belleroche y Bradf'ord, 1972), 

no se encontró en estos experimentos liberación de glicina 

ni de alan1na. Cuando se omitió el calcio del medio en el 

que se encuentra la preparación, se observó una menor 

liberación de los aminoa.cidos mencionados (De Belleroche y 

Brad:Eord, l972). 

La estimulac1ón eléctrica de rebanadas de cerebro de 

ratas, aumentó la liberación de GABA, ácido glutámico, 

l!sina, leucina, y ta urlna, aunque en este tipo de 

est1mulación la ausencia de calcio en el medio no 

disminuyó la liberación de estos aminoácidos (Katz, Chase y 

Kopin, 1969; Hammerstad y Cutler, 1972). La estimulación de 

diversas preparaciones de tejido nervioso provenientes de 

varias regiones del cerebro, provocaba la liberación de 

ácido glutámico, y tal e'fect("I era dependiente de la 

de presencia de calcio en 

concentraciones elevadas 

el 

de 

medio. 

potasio, 

En 

se 

presencia 

ha producido 

liberación de ácido elutámico en la corte:::a cerebral (I1ulder 

y Snyder, 

R1chards, 

(Nadler y 

1971!-), en la corteza 

1976¡ Yamamoto y HatSUJ., 

cols., 1977¡ Hamberger 

ol f'a toria 

1976)1 en 

y COls., 

(BradTord y 

el hipocampo 

1973), en el 



cerebelo (Sandoval y Cotman, 1978¡ Foster y Roberts, 1980), 

y en la médula espinal 

parte 1 también se ha 

dependiente de calcio· de 

(Mulder y snyder, 197 4). Por otra 

conseguido provocar la liberación 

GABA 

la estimulación eléctrica de 

ratas adultas (Roberts 1 1974). 

y de ácido elutámico mediante 

raices dorsales a1sladas de 

Estos ef'ectos no han sido 

explicados y por no haber sinapsis en la preparación, ha 

hecho pensar que la liberación de los aminoácidos pods;:a ser 

de origen glial. 

Experimentos 1n v .ivo: 

La liberación espontánea de ácido glutámico de la 

corteza cerebral, hacia una cámara de perf'usión implantada 

en la superf'icie de la corteza cerebral de gatos, aumentat>a 

cuando el cerebro del· animal muestra un patrón 

electroencefalográfJ.co de animal despierto, mientras que en 

el animal dormido, la liberación de ácido glutámico 

disminuia (Jasper, y cols., 1965). La estimulación eléctrica 

de la corteza visual mediante electrodos colocados en el 

sitio de la per"fusión, produjo un aumento significativo en 

la liberación de GABA, ácido glutámico y taurina, mientras 

que l ;i colocación de los electrodos en el hemisTerio 

contra la ter al o "fuera del Sl tio de la perf'usión (1 mm), la 

estimulación produjo un incremento en la 11beración de GABA 

y taurina, y una disminución en la lib~ración de ácido 

glutámico (ClarH. Y Collins, 1975). 

En perTusiones de la corteza sensorlomotora de ratas 

anestesiadas, la estimulaclón del ple:->o braquial produJo un 



numento tanto de la liberación de .olcido glutAmico como de 

gl u ta mina en la corteza 

corteza !psilateral no se 

cont.ralateral, mientras que en la 

produjeron cambios (Abdul-Ghani y 

cols. 1 1979). La inducción de convuls.tones por la aplicación 

cte cobalto o niquel en la corteza cerebral de gatos, provocó 

la liberación cte ácido gl u támtco hacia per:fusados del propio 

tejido. Esta liberación correlacionaba con la actl. vidad 

convulsiva máxima (Dodd y Bradf"ord, 1976). 

En la médula espinal, la est1mulación eléctrica de los 

tractos espinales descendentes produjo un aumento de la 

liberación de ácido glut.ámlco y de glicina hacia un medio de 

lavado de la preparación (Fagg y cols., 1978). 

JJ.- Receptores del if.c1do glutám.I.co. 

La existencia de receptores para Jos aminoácidos 

excitadores, :fué post. u lada a partir de experimentos 

:farmacológicos realizados en preparaciones de médula 

espinal de gatos y mediante el empleo de técnicas 

electro:fisiológicas. Los receptores que han sido descritos 

son de tres tipos y su nombre se deriva de acuerdo a los 

agonistas si nt.;tii;o!:: que ~e emplearon para estudiarlos; 

estos son: 

1} Receptores al n-met1l-D-aspa:rtato (N:MDA). 

2) Receptores al ácido quisquálico. 

3) Receptores al ácido l<.aínico. 

El llHDA es un análogo estructural de la molécula de 

ácido aspártico, mientras que los ácidos qu1.::>quálico y 

_, 



J.ta!n1co son· análog~s d.e la molécula de ácido glu tám.Lco. 

Debido .NMDA se consideran ácido 

que los receptores a los 

y J<.atnico son cons1d erad os ácido 
·,_- .-

-Pr·e·z·er~ntes. Esta di:ferencia se debe 

-fundamentalmente' al tamaño de las moléculas respectivas. Por 

otra· p:ar.te, aunque los ácidos glutám1co1 aspárt1co, ciste!co 

pueden estimular a cualquiera de los 

ocurre con di:ferente potencia. 

Los receptores al NJ·IDA han sido re la ti vamern te -fáciles 

de estudiar; tienen la característica de ser sensibles a 

concentraciones bajas de magnesio, lo que produce respuestas 

de menor magnitud a la apl1cac1ón de NMDA en preparaciones 

de médula espinal de rana (Evans y cols., 1977) y de medula 

espinal de gato (Davies y Watl-cins, 1977). En contraste, la 

excitación producida por la aplicación de los a.cid.os 

gluitámico, quisquálico o J.tatnico en ambas preparaciones, no 

varía al disminuir las concentraciones de magnesio en el 

medio. 

De los antagonistas que se han encontrado para los 

receptores NMDA, el ácido 2-amino-5-Tosfonovalerico (APV) es 

el antagonista más especITico para bloquear la respuesta a 

la aplicación tanto de NI-IDA o de ácido aspártico en el 

teJido (\Vatl<.ins y cols., 1977; Watl~1ns y Evans, 1981). A 

travtfs de este último antagonista, se ha eStud.iado también 

la participación de los receptores ll!-IDA en el hipocampo y en 

f'enómenos de tox1c1ctad celular (Fagc, 1985). 



Los receptores a los .5.cictos quisquálico y l.\.ainico son 

sensibles a la aplicación de ácido gl u támico: la diferencia 

entre ambos se ha estudiado en preparaciones de médula 

espinal de gatos, en donde el antagonista dietilester del 

ácido glutámico (GDEE) deprime las respuestas neuronales 

provocadas 

afectar las 

por la aplicación 

respuestas de la 

de ácido 

aplicación 

quisquálico sin 

del ácido J<.ainico 

(Davies y Watl<.ins, 1979). Por otro lado, en la misma 

ga mma-D-gl u ta mil glicina 

la aplicación de NMDA y de 

preparaci6n 1 el dipéptido 

antagoniza a las respuestas de 

ácido :Kainico mientras que las respuestas de la aplicación 

de ácido quisquálico no se modi-fican (Davies y Watl<ins, 

1980). 

En la médula espinal, la respuesta provocada por el 

ácido glutámico es más sensible a los antagonistas del llMDA 

(Evans y cols., 1978; Wat.l<ins y cols., 1980), mientras que 

las respuestas a la aplicación del ácido g1utám1co son más 

sensibles a la aplicación de GDEE (Mc 

lo que relaciona :func1onalmen te 

Lennan y Lodge, 1979), 

(aparte del tamaño 

molecular) al ácido aspártico con el receptor NMDA y al 

ácido gl u támico co11 el receptor al ácido quisquálico. El 

ácido glutámico es también un buen agonista del receptor al 

ácido Kain1co, mientras que el ácido aspártico es un débil 

agonista de este receptor (Watltins y Evans, 1981). 

Estudios de unión d!El 1tcido glut.!i.mico y sus análi:>gos al 

receptor. 



Foster y Robeí-ts (1978) encontraron que la UnlOn del 

a e ido gl u ta mico [ _ 3H) a preparaciones de membranas de 

cerebelo de· ratas, f'ué Optima a un pH de 7.4 y una 

temperatura de 37oc. Esta un"ión :fué espec1-f1ca y ocurrió en 

un· s1.t10 un.ico de alta a-f1n1ctad. Las con::>tantes cinéticas 

que encontraron :fueron: J::n de 744 nM con capacidad de 73 p 

mol/mg de proteinas. Dicha unión f'ué desplazada por 1 os 

acidos L-glutarnico, D,L-1botén1 co y D,L-qu1squalico, y en 

menor grado por el ácido ka!nico. 

En otros estudios, Michaelis y cols. (1981) encontraron 

una unión de alta a-finidad del ácido glutamico a 

sinaptosomas puri-ficados de cerebro de ra1.as, con Kp de 0.2 

x 10 M. Cuando se estudió la unión de acido elutamico [3HJ 

a membranas sinaptosomales pur1-f.icactas, se encontraron dos 

sitios de unión con dist.inta af'inidad; el sitio de alta 

af'inidad tuvo una Kn de 60 a 70 nM mientras que el sit.io de 

baJa af'inidad mostró una I:p de 208 a 295 nM (Michaelis y 

cols., 1981), sari:f y Roberts (1981!) utilizando membranas 

sinaptosomales de cerebelo de ratas, encontraron constantes 

de unión de ac1do elu ta mico [3HJ con I:n de l!-33 nM, que 

suf'r1eron mod.i:ficaciones con Ja con¡;r~lrtc1ón y lio!'i!i:::?.c.lón 

de las membranas 11.asla valores de 1:0 cte 208 nM. 

La unión de ac1do glutam1co [3H) a membranas aisladas 

de sinaplosomas de corteza cerebral cte r<J.tas (H1cl1ael.is y 

cols., 1981), alcanzó el equ1l1br10 a los J~C> 60 se~undo.s a 

37 ° e; mientras que el desplazamiento de este am1noac1do 

por un exceso de acido glul<imico frlo, alcanzó la mayor 



parte a los 45 segundos, aunque una parte del ácido 

gl u támico (3H] 

(Michae11s y 

permaneciO unido durante Val'iOS minutos 

col s., 1981). 

Las constan tes temporales reportadas son: 

l< asociación = o.379 min - l 

l< disociación : o.209 min -1 

AisJamJ.ento del ;~ecepto1~. 

El receptor al ácido glutámico 

de Micha el is (1981) mediante la 

f'ué aislado por el grupo 

solub1lizac1ón de las 

proteínas de las membranas :::1nápt1cas con Tritón X-100. El 

extracto solubilizado se sometió a dos col ttmnas de 

cromatograTfa de aTinidad, la primera con :fibra de vidrio -

ácido ¡;lutámico 

concanavalina A. 

por la 

la subsecuente con sefarosa y 

se aisló una glucoproterna con alta 

unión de ácido y no era 

desplazado por 

1981), El peso 

el NMDA ni por 

molecular medido 

el ácido l<.aínico (Michaelis, 

por electr0Tores1s en gel 

en presencia de SDS Tué de 1a,aoo. Se encontró que la 

glucoproteína asI obtenida, tiende a 'formar agregados y que 

se trata de una rnetaloproterna conjugada con h1erro. 

Cabe mencionar que ningt1n otro grupo ha reportado la 

pupiTicac1ón del receptor para el ac1do Glutámico, l'Or lo 

que estos resultados están en espera de ser conf1r·mad.os:. 

5,- EJJ.m.i.nación del tic:'ldo gJut.3.m.i.co 1.tel r:?Spac.J.o sináptJ.co. 

- ~. 



El mecanismo que se ha encontrado para la eliminación 

del ácido glutámico del espacio sináptico, consiste en la 

captura de este aminoácido por las terminales sináptlcas y 

por las células que rodean al espacio s1nápt.ico. El 

mecanismo de captura es de alta afinidad (descrito por 

primera vez por Losan y Snyder, 1972), y depende de la 

temperatura, la energía y el sodio extracelular (Bennett y 

cols., 1972¡ Balear y Johnston, 1972). 

Las constantes de a'f1nidad f'ueron medidas en rebanadas 

de corteza cerebral y en s1naplosomas de cerebro de ratas, y 

produjeron valores de Km 

Snyder, 1972; 

~O µM 

1979). 

aproximadamente (Logan y 

En preparaciones de 

sinaptosomas de cerebelo de ratón, la Km para la captura de 

ácido glutámico íué de 3 µM (Campbell y Shanl<., 1978). 

La captura de alta a:finidad de ácido g1utámico es 

realizada por un transportador inespecífico, el cual captura 

indistintamente a los ácidos L-glutámico D y L aspártico 

(Davies y Johnston, 1976). Los ácidos D-glUtámico y L

homocisteico son capturados mediante un mecanismo de baja 

afinidad (Km = 500 µM¡ Benjamin y cols., 1980). 

En sinaptosomas de cerebro de ratón, utilizando sodio 

radioactivo, se encontró que la captura de una molécula O.e 

ácido glutámico se lleva a cabo conJuntamente con 2 iones de 

sodio¡ la presencia de tetrodotoxina no a'fecta a esta 

capt.ura de sodio {Slallcup y cols., 1979). 

Se conocen varios inhibidores de la captura de ácido 

glutámico, los más potentes son los isómeros D y L del ácido 



treo-3-hidroxiaspártico (Balear y cols., 1977). Ot l'OS 

inhibidores son el etanol (Roa ch y col s., 1973), la 

c1oroprom:azina·~ - el ácido p-cloromercu r1 f'en11- sul f ó n ! co 

1972b) y el ácido f'ól.ico 

--(Robe.rts y Watl<ins, 1975), La administración de 1nh1bido:·es 

de la captura de ácido glutámico ha prodUCldO cna 

·pot:e"nc1ac1ón de la excitación que provoca la apl1cac!.ón 

iontoforética de este aminoácido en di:ferentes preparaciones 

(Curtis y cols., 1970; Haldeman y Me Lennan, 1973; LoCge, 

1979). 

6.- VIas ClUtamaté1•¿'"'.i.cas postuladas. 

La evidencia a :favor del ácido g1utám1co 

neurotransmisor en el sistema nervioso central, ha s:do 

parcial e incompleta, aunque existen algunos resulta~-tos 

interesantes. En seguida revisaremos algunas vias que se ::an 

propuesto como gl u tama térg1cas. 

Ya en la sección sobre liberación de .aci.do glutarr:1co 

por el tejido nervioso (sección II, b, 3) revisamos la 

evidencia que muestra que este aminoácido es liberado en la 

corteza cerebral durante la actividad neural. As1m1smo, 

mediante 1::. ut111:::::.:ic1Vn de la técnica de aut.orrad1cgra::ra, 

se ha enconi.rado que las =onas de la corteza que cap"t.ura:--on 

[ 3H)-D-aspartato 'fueron las c~as J, v }. VI de la C!.."1! ... ~-:::.:i. 

cerebral, además, en la capa IV la marca rad.ioact1va -:u,; 

capturada en Sl.t.lOS relacionados con las term1n.::.:e.s: 

provenientes de otras á1,eas de la corteza (vías cor-t.:.:o-



corticales), lo cual determina que la autorrad1ogra-f1a 

muestre una distribución columnar {Fonnum y cols., 1981¡ 

Fonnum y· Maithe-'sOr.en:i;sen, 1981). 

se ha encontrado gran 

actividad· de captura de D-aspartato en la parte pro-funda de 

la . capa · . .,p-l~-.Xi-forme, de la que se tiene evidencia de que es 

la que . recibe los impulsos corticales (Fonnum y Malthe-

Sorenssen, 1981). 

Las vias e:ferent.es de la corteza cerebral se han 

re"lacionado con la actividad glutama térg1ca. Así, la 

ablación de la corteza disminuyó la actividad de captura 

tanto de D-aspartato como L-glutamato radioactivos en el 

tubérculo olfatorio {Fonn\.tm y Malthe-Sorenssen, 1981)i en el 

cuerpo estriado ipsilateral a la ablación de la corteza 

(Divac, 1977¡ Becl.;.st.ead, 1979; Fonnum y cols., 1981), en el 

tálamo, donde además se acompañaba de una d1sm1nuc1ón 

sign1Ticat1va de la concentración del ácido glutámico 

endógeno (Fonnum y Malt.ne-Sorenssen, 1981) y en el cuerpo 

geniculado {LUnd-Karlsen y Fonnum, 1978), 

En otros experimentos que apoyan al ácido glut.ámico 

como el transmisor de las vías corticoTugas, se encuentró 

que la respuesta de las células del cuerpo estriado al 

estimular la. corteza cerebral, era bloqueada mediante la 

aplicación del dletil ester del ácido glutám1co (Spencer, 

1976). Además, la est1mulac1ón de rebanadan de cuerpo 

estr1aclo con soluciones despolar1zant.es de potasio produce 

-: 1 



una liberación de ácido g-lutámico endógeno (Rowlands y 

R9berts, ~1980¡ Reubi y Cuenod, '1979). 

En el hipocampo1 se ha demostrado la liberación de 

ácido glutám.ico endógeno inducida por despolarización 

(Hamberger y cols., 1978), y además se han encontrado sitios 

de capt.ura para los ácidos L-glutámlco, D y L aspart1co en 

las zonas del área dentada en donde llegan las term1nales de 

la via pert'orante (Storm-Ma thisen e !versen, 1979). En 

rebanadas de hipocampo mediante autorradiograf'Ia, se ha 

encontrado que la mayoría de la radloact1vídad es capturada 

por las terminales siná.pticas de la vía pert'orante, y la 

sección de esta, ---produJo una ct1sm1nuc1ón de la captura de L

glutamato medida tanto bloq.uímica como histoquimicamente 

(Sto:rm-Ma thisen, 1977). 

En estudios -f armacolOgicos, se encontró que 

por 

la 

la excitación de las células granulares, tanto 

est!mulac16n de 

ácido glutámico1 

la vía per'foran te como por la aplicación de 

aplicación del 'fué bloqueada medJ.ante la 

d1etll-ester del ácido glutámico o por 2-amlno-4-

'fos:fonobu tira to (Hicks y Me Lennan, 1979). 

Las células piramidales de la región CA 3 del hipocampo 

envían axones a la región CA 1. La interrupción qu!rúrgica 

de la proyección de CA 3 a CA 1 produJo una disminución en 

la captura de [ 3ttJ D-aspartato en el stI,.atum ract1atlzm de 

CA 1, tanto en la imagen autorractiográrica como por 

cr1 t.er10.s b1oquímicos (Storm-Ma th1sen, 1977). Las células 

piramidales, part1cu1armente en el subiculum, proyectan a 



través del :fórnix a varias regiones cerebrales tales como 

los núcleoS de· la - estría terminal, el hipotálamo medlobasal 

y los.· ··cuerpóS mamilares cswanson y cowan, 1977). La 

inter.rupción ·.quirúrgica del :fórnix prodUJO una reducción de 

la captura de ácido glutámico en estos núcleos y de una 

disminución del ácido glutám1co endógeno (l1eibach y S1egel, 

1977). 

En la médula espinal se ha encontrado una distribución 

dif"erencial de ácido gl u támico; los niveles de este 

aminoácido son mayores en las raíces dorsales que en las 

ventrales, por lo que se ha sugerido que actúe como 

neurotransmisor en las neuronas af"erentes primarias (Curtis 

y Johnston, 1974-). En relación a esto, se ha observado que 

existe un transporte retrógrado que ha sido select1 vo para 

[3H] D-asparta to, hacia el soma de las cél utas de tos 

ganglios espinales dorsales en la médula espinal cervical 

(Strei t, 1980). 



e) El cerebelo como modelo de est.udio. 

l.- CJ.toai .. quJ.teciuJ .. a de la corteza de ceJ .. ebelo. 

El cerebelo es el modelo natural más sencillo para el 

estudio del ácido glutámico, ya que las 'fibras paralelas, 

que son las 

neurotransmisor, 

que 

se 

probablemente lo ut.!lizan 

encuentran localizadas en la 

como 

capa 

molecular de la corteza de esta estructura, :formando las 

sinapsis más abundantes del sistema nervioso central en los 

mamí:feros. A continuación, se presentan las características 

histolóc1cas del cerebelo. 

La corteza del cerebelo tiene como característica 

sobresaliente una organización neuronal regular, constante y 

laminada (Ramón y Cajal, 1911; Llinás y S1mpson 1 1981)¡ la 

distribución celular y las conexiones celulares son 

similares en toda su corteza, existiendo poca variación 

entre las di:ferentes especies de los vertebrados ("figura 1). 

La corteza del cerebelo tiene en todas sus regiones 

cinco estirpes neuronales, distribuidas en tres capas como 

s1gue: 

a} capa molecular; 'fue denominada capa plexif'orme por Ramón 

y CaJal (1911), es la capa más externa y contiene la.s 

células en estrella y las células en canasta. 

b) capa de células de PurK1nJe; es una capa intermedia, 

:formada por los somas de las cé:lulas de PurH.1nje (Ramón y 

CaJal no la consideró como capa). 



Jl 1) .... ¡\. 

Figura 1 .- Esquema de una circunvolución cerebelosa de 

mamífero, mostrada en un corte transversal. 

A, capa molecular; B, capa granular; e, substancia blanca; 

D, ca9.::. de células de Purl~inje; a, célula de PurJdnje; 

b, células en canasta; d, arborizaciones axonales formando 

las canastas de las células en canasta; e, células en es-

trella; f, células de Golgi; g, células granulares con su 

axón ascendente; h, f'i bras musgosas; j, célula glial de 

Bergmar-.n; m, célul~ glial de la capa e~anular; n, fibras 

trepadora::;; o, colateralez recurrentes del axón de la cé-

lula de Pur!:i11,i e. 

( T o:n:::.d 'J de :~Qrnón y ·:::aj ~1, l 911 ) • 



e) capa granular; es la capa más interna de la corteza 

cerebelosa, contiene los somas de las células granulares y 

de las células de Golgi. 

Por debajo de estas capas, se encuentra la substancia 

blanca, que contiene los axones para la entrada y salida de 

la 1nTormac1ón de la corteza cerebelosa. 

Las células de Purk.inje.- const1 tu yen las neuronas más 

grandes del cerebro (Llinás y Simpson, 1981), su 

arborización dendritica se expande en todo el grosor de la 

capa molec1.1lar (varia de 300 a l!OO µm en los mamí'feros, 

dependiendo de la especie); la suma total de los segmentos 

dendríticos calculada mediante computadora es de 4- mm para 

una celula de Purl<.!nje de gato (Ll1nás y S!mpson, 1981). Las 

arborizaciones dendriticas de las células de Purl<.inje se 

encuentran orientadas en un plano para.sagital (ver -figuras 1 

y 2), esto es, en cortes coronales del cerebelo no se 

observa la arborización dendrítica (lo que se muestra en la 

'figura 2). 

En las células de PurJ<.inJe converge toda la información 

de la corteza del cerebelo y los axones de estas células 

constituyen la vía eferente de la corteza cerebelosa. Las 

células de PurJ.;:inJe son inhibitorias, la estimulación de 

éstas produce una "fuerte inhibición en las neuronas de los 

núcleos prof'undos del cerebelo y del núcleo de Dieters 

(Eccles, Ito y Szentágolhai, 1967). El transmisor que 

utilizan probablemente las células de Purl<.inJe es el GABA, 

los somas de e:::tas c61 u las contienen gran cantidad de GABA, 



Figura 2 .- Esquema de un corte coronal (longitudinal) 

de la corteza del cerebelo de ·1namífero. 

A, capa molecular; -B, capa granular; -C Substanci~ 

blanca; -D, capa de células de Purkinje; -a, axón de 

una célula granular; -b, fibras paral.elas; -d, célula 

de Purkinje; -e, extremidad de las fibras paralelas (s~ 

gtÍn S. Ramón y Cajal); -f, axón de las células de Pur-

kinje .. 

NOTA.- ~n el esquema no están consideradas las células 

en estrella, en canasta ni Golgi; tampoco las fibras 

trepadoras ni rnusgosas. 

( •remado de s. ·Ramón y Cajal., 1.91.1.). 



ademAs de tener a la enzima gl u tama to descar•boxilasa 

(Kur1yama· y: - :col s.,. ·: ~9_66)~ 

La- _'.sü_~-~-;-~·¡:.-~¡~;:_'._ -d~e"i ·- s<?ma· y de las dendritas principales 

de la:s células ··-de 

-~rito~n~::,-- :~~-~1~¿:~:~_~, 
i:'\lrkinje se encuentran separadas del 

una . envoltura Tormada por procesos 

celulares. de las células gliales de Bergm)lnn (Eccles, Ito y 

Szentá.góthai, 1967), 

Las células granulares.- constituyen la estirpe 

neuronal más abundante, con 2.4 x 10 6 neuronas por 

m11Imetro cúbico (Eccles, rto y Szentágothai, 1967), en 

otros cálculos, se ha reportado una cantidad de células 

granulares de 10 11 en el cerebelo de monos (Llinás y 

S!mpson, 1981). El soma se localiza en la capa c-ranular (a 

la que le da el non1bre) siendo es:fér1co, de 5 a 8 µm de 

diámetro, tiene de 3 a 5 dendritas que terminan en -forma de 

garra en complejos sinapticos que se denominan glomérulos, 

en donde reciben contactos s1nápticos con las -fibras 

musgosas (-figura 1). 

El axón de estas cél utas sur ce del soma, asciende hacia 

la capa molecular, en donde se bifurca en forma de T para 

dar origen a las fibras paralelas. E::tos axones corren 

paralelamente a los pliegues del cerebelo, esto es, en un 

sentido coronal (-figura 2). En gatos, la longitud de las 

:fibras paralelas es de a 1.5 mm del sl tio de la 

b1furcac1ón hasta uno de loz extremos, las 'fibras par::ilel::is 

est:i.n orient.adas transversalmente al plano de las 

arborizaciones dendríticas de las células de PurKinJe¡ una 



Figura 3 .- Células en estre11a y células en canasta. 

Corte transversal de la corteza del cerebelo. 

A, B y C muestran los somas de las células en canasta; 

D, muestra los axones de las células en canasta que e~ 

vuelven el soma de las células de Purkinje, formando -

las canasyas que le dan el nombre a las células; E, F, 

G y H muestran los somas de las células en estrella, -

el axón de estas células muestra una orientación orto

eonal a las fibras paralelas; a y b muestran la misma 

orientación espacial en los axones de las células en e 

canasta. 

( Tomado de S. Ramón y Caja1, 1911 ). 



'fibra paralela establece contactos sináptiCOS con 

aprOx!madamente 500 células de Purk!nJe y cada célula de 

Purl<.inje recibe aproximadamente 80 000 contactos s1napt1cos 

con las 'fibras paralelas en las espinas dcndl'·Iticas en el 

gato (Llinás y Simpson, 1981). También establecen contactos 

s1nápt1cos con las :fibras paralelas: las células en canasta, 

las células en estrella y las células Golgi. Las sinapsis de 

las 'fibras paralelas son excitadoras (Eccles, Ito y 

Szen ta.gotha!, 1967). 

Las célttlas en estrella.- se encuentran en la parte 

superi'icial de la capa molecular, sus dendritas se orientan 

de manera similar a las dendritas <le las células de 

Purl{.inje, y reciben contactos siná.pticos principalmente de 

las 'fibras paralelas aunque también de las 'fibras 

trepadoras. sus axones terminan en las dendritas de las 

células de Purl<.inJe en donde hacen cont~ctos s1nápticos de 

tipo inhibitorio (:figura 3). 

Las ce! u las en canasta.- se localizan en la parte 

profunda de la capa molecular (Ramón y CaJal les llamó 

células estrelladas profundas). Su arbol deri.drítico se 

orienta de manera similar al de las células de PurH . .lnJe; el 

axón de las celulas en cana~t.'.l, .:::;ur¡;c del ~om.::. ::,· .:;e dirige 

hacia los somas de las células de Purl<:.1nje, estableciendo 

contactos sinapticos mült1ples con 8 a 10 (le estos somas en 

unc;i. dirección parasag.ital (Ramón y CaJal, 1911; Eccles, Ito 

y Szentágotha1 1 1967). El axón de las células en canasta 

i:orma una serie de ramJ.:ficac.iones que envuelven a cada 



célula de Purl{inje en -forma semejante a una canastilla 

{f'igura 3); las sinapsis más abundantes de la canasta se 

enc.uentran. en la región del cono axónico de las células de 

Purki.nje y se tiene evidencia de que estas son de tipo 

inhibitorio {Eccles, Ito y Szentá¡;otha1 1 1967). 

Las células de Golgi.- tienen su soma localizado en la 

capa granular, las dendritas surgen de la parte apical del 

soma y se dirigen hacia la capa molecular sin tener una 

orientación particular (estas neuronas 

axón de estas células surge de la base 

no son planas). El 

del soma, se di.Vide 

inmediatamente teniendo una arborización proíusa, y 

establece múltiples contactos sinápticos con los glon1Crulos 

cerebelos os. 

Se ha propuesto que las células en estrella, en canasta 

y Gol¡;! utilicen al GABA como neurotransmisor. La actividad 

de estas interneuronas es inhibitoria (Eccles, Ito y 

Szentágothai, 1967); mediante estudios con inmunocitoquimica 

se han observado anticuerpos anti-glutamato descarboxilasa 

en las . terminales de estas células (Me Laughlin y cols., 

1974). 

La entrada de lnf"ormación a la corteza del cerebelo se 

establece mediante dos vr.as de carácter excitatorio y una 

vía apa1~entemente inhibitoria: 

a) las f"ibras trepadoras, que provienen en .$U mayoría de la 

oliva inf"erior (Armstrong, 1974; Descl1n, 197I}j Brodal, 

1981); cada fibra trepadora establece múltiples contactos 

s1nápt1cos con las dendritas de una célula de PurJ(inje. La 



est.imulación eléctrica de las -fibras trepadoras pr--oduce un 

intenso pot.encial postsináptico excitatorio en las células 

de PurKillje CLlfnás y SJ.mpson, 1981). 

b) las fibras musgosas, que provienen de d1vers,..,.s núcleos 

del tallo cerebral y de la médula espinal. Es~ablecen 

sinapsis en passant en los glomérulos cerebelosos con las 

dendritas de las células granulares; estas sinaps.:.s son de 

tipo excita torio. La est1mulación de las -fibras musgosas 

produce una despolarización inicial de las células de 

Purl<.!nje, mediada por las 'fibras paralelas (Eccles, Ito y 

Szentáeothai, 1967; Llinás y Simpson, 1981). 

e) 'fibras provenientes de los nücleos Locus Coe~~u1ei:s y del 

ra-fé. Estas 'fibras fueron descubiertas mediante la t¿.cn1ca 

de histo:fluorescencia (Falclt y cols., 1962)¡ t.errn.ti:.an en la 

capa molecular y su 'forma no se parece a la de las f'ibr--as 

trepadoras n1 musgosas (Hox:felt y Fuxe, 1969; Descarr1es y 

Beaudet y Sote lo, 1980). Lap1erre, 1977; 

provenientes del Locus Coeruleus contienen 

Las :fibras 

noradrenalina 

(Bloom y cols., 1971; Descarries y Lapierre, 1977) y su 

estimulación produce inhibición de las células de Purl<J.nJe 

csieeins y cols., 1973). Las 'fibras proven1ent.e-s de los 

núcleos del raTé contienen serot.on1na y producen .in::iibJ.ClC:l 

de las c~lulas de Purl<.inJe (Shinnar y cols., 197'.:; Bloor:: .... 

col::;., 1972). 

2.- Desarrollo del s.tstema de l.:J.s fibras pa1~aJelas. 

t' · .. 



El desarrollo de la corteza del cerebelo de los 

vertebrados tiene lugar postnatalmente en los mamí'feros y 

después de la eclosión en las aves y los reptiles. 

En los mamI"feros, las neuronas que se encuentran en el 

momento del nacimiento en la cort.eza del cerebelo, son las 

células de Purkinje y de Golg1; super'fic1ales a estas, se 

encuentra una capa de células embri.onar1as que darán origen 

a las· int.erneuronas con-forme se desarrolle el cerebelo, 

estas células de denominan células germinales y 'forman la 

capa germinal e>:t.erna. 

En la corteza del cerebelo de la rata, en los días 3 al 

7 posteriores al nacimiento, se establecen los contactos 

s1nápt.1cos de las "fibras trepadoras con el soma de las 

células de Purk!nje (Altman, 1972.b)¡ se ha propuesto que 

conf'orme surge y se desarrolla el arbol dendrit1co de las 

células de Purk.inje estas sinapsis emigran junto con el 

crecimiento celular que implica la f'ormación 

dendritas (:figura lJ.). 

Las células granulares surgen de la capa 

externa hacia el 'final de la segunda semana 

de las 

germinal 

de vida 

postnat.al. El proceso de dif'erenciación ocurre conjuntamente 

con la migración de las células de la capa germinal externa 

hasta alcanzar su localización def"initiva en la capa 

granular (f'igura 5)¡ durante esta m1grac1on, la célula emite 

prolongaciones cel'\.tlares que vo.n a constituir las f'ibras 

paralela::. Una vez f'ormadas las f'J..bras paralelas, la célula 

continúa su m1i;rac.ión hacia la capa granular y se conecta a 
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Figura 4 • - .Bsque111a de maduraci6n de una célula de PurkiE; 

je de rata y las conexiones sinápticas sobre la misma. Se 

indican cinco etapas de desarrollo a los 3, 7, 12, 15 y -

21 días después del nacimiento. La clave de las diversas 

estructuras se da en el texto inserto. Hacia el final de 

la primera semana se han formado las sinapsis de las fi-

bras trepadoras, mientras que las sinapsis de las fibras 

parulelas inician su f'orum.ción hacia el día 12 postnatal. 

( !.lodificado de Altrnan, 1972 ). 
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Figura 5 .- Desarrollo de lus célules cranulares. 

En la figura se muestran lo,,s diferentes fases de la madu-

raci6n y mie,ración de las células eranulares. En A se loca-

'liza a lti capa eerrninal externa, donde a y b son células gel: 

minales. Las letras B y C refieren a la capa n1oleculnr; en e 

se muestra a las células eerminales emitiendo prolongacio

nes hacia los l~dos del citoplasma, en d y e las prolongaci2 

nes 1'orinaron a las fibras paralelas .. En f, g y h, después de 

la formación de las fibras paralelas, el soma :nigra hacia la 

capa granular ( referida por D ), en donde las células gran~ 

lares tJ.1 alca:izar stt localizución defin~tiva, que se muestra 

en j y le, formart::fil lao dendritas que recibir~n contactos si

n::!pticos ( modif'ici:!dO de s. ·1tamón y Gajal, 1911 ) • 



través del axón con la í'ibra paralela que :formó. Cuando 

estas células llegan a la 

prolongi:ic.1.ones · dendríticas, 

capa granular, 

las que van a 

emiten 

:formar 

sus 

los 

glomérulos en las sinapsis con las :fibras muscosas (:figura 

5). La generación de células granulares y sus contactos 

sinápticos tiene lugar entre los días 12 al 30 de la vida 

postnatal en la rata (Altman, 1972b}. 

3.- El ác.i.do glutámJ.co en e-1 ce1~ebeJo. 

Existen una serie de evidencias que sugieren que el 

ácido glutámico sea el transmisor de las células granulares. 

La aplicación de ácido glutám1co mediante 1ontofores1s 

produJo un marcado auniento en la 'frecuencia de disparo de 

las células de PurklnJe, en preparaciones de rebanadas de 

cerebelo de cuyos (ChuJo y cols., 1975} y de rata (Crepel y 

col s., 1982). 

Las Células granulares son las que contienen la mayor 

cantidad de ácido gl u támico¡ la lesión de las células 

granulares de hamsters mediante la inoculación del virus 

PRE 308 al momento del nacimiento, produjo una disminución 

de los niveles de ácido B'lUtRmlco mientras que otro.s 

am1noácidos no se af'ectaron (Young y cols., 197'!-). 

En general, se ha relacionado la dlsminuc1ón de las 

células crz.nularec con la dism1nuc1ón del ácido glutámico. 

En ratones mutantes con agenes1a de cólulas granulares de 

las cepas Wea ver y Reeler, se 11.a encon tracto disminución en 

la cantidad de ácido glutám1co, aunque la d1sminuc1ón de las 



c~l u las é!ranulares no correspondió en térmJ.nos cuan tJ. tat.J. vos 

con la d.isminuc.ión del a.cido glutámJ.co (Ro'fí'ler-Tarlov y 

Sidman, 1978). En ratones mutantes Weaver y Staggerer con 

agenesia completa de las células granulares en los animales 

homocigotos, se encontró una dismJ.nución de 64 % en la 

cantidad de ac1do glutám1co y 87 f. de ácido aspárt1co, tanto 

en la corteza del cerebelo como en los núcleos profundos del 

mismo (Ro:ff'ler-Tarlov, 1978¡ Dupont y cols., 1984). 

La disminución de las células granulares mediante la 

irradiación de rayos X en el cerebelo de ratas recién 

nacidas, produJo también disminución de los niveles de 

a.ciclo Sl\ttámico (Me Bride y cols., 1976¡ Rhode y cols., 

1979) aunque este dato no f"ué corroborado por otros autores 

(Sandoval y Colman, 1978). 

La lesión del cerebelo con rayos X produjo un 

decremento en la actividad de captura de ácido glutám1co 

(Rhode y cols., 1979) y una marcada ct1sm1nuc1ón en la 

liberación dependiente de calcio del ácido glutamico 

endógeno (Sandoval y Cotman, 1978). 



III.- ObJi.:tivos -de este trabaJo. 

a) Una de las est.ra te'gias que se han empleado para de-finir 

a un neurotransmisor en una sinapsis especif"ica, ha sido 

lesionar a esta sinapsis, Jo qt.te debe disminuir: Ja 

concentración de la substancia en el tejido, la liberación 

dependiente de calcio y la respuesta f"isiológica. 

En relación con esta estr<J..tegia, nosotros estudi<J..mos el 

mecanismo inverso: Ja liberación de ii.cido glutámlco en 

relac!On con la aparición de las sinapsis de las :fibras 

paralelas. 

Por otro lado, intentamos también producir una lesión 

selectiva de las sinapsis de las :fiubras paralelas mediante 

una substancia neurotóxica¡ estos resultados se presentan 

como un anexo al -fin al de esta tesis. 

b) La captura de 5.cido glut5.mico ha sido utilizad.a para 

identificar probables regiones en donde el ácido glutámico 

es utilizado como neurotransmisor. Nosotros estudiamos la 

captura de a.cido glutámlco en preparaciones de cerebelos de 

ratas durante el desarrollo, para intentar conocer la 

evolución dc:l slsL~rn.::i. de eli1n..1.nacióu dtl f..cido t;:lut.ámico 

como neurotran::;n1i.::::or. 

c) La glutamina es el precursor del ácido glutamico que se 

libera de terminales nerviosas. se estudió la captura de 

glutamina durante el desarrollo de la corteza del cerebelo 

para intentar correlacionar la aparición de las sinapsis con 

este sistema de captura 



VI Mater•1a1 y Métodos. 

Material: 

Los s!GUlentes productos :fueron comprados a Sigma 

Chem1cal Co. St. Louis, 110. USA. 

Acido L-c1utam1co. 

Albñmina serica bovina. 

Acido T-arnino butirico (GABA). 

L-gl u tam1 na. 

Hepes CN-2-h1dro}:1etil- p1peraz1n a-U'-2-eta no!- su! :fon a to). 

Reactivo de Fenal de Folin & Ciocalteau. 

Tr1zma hase (Tris (hidrox1met1l) aminome:t'ano). 

Veratrina {Base libre). 

El material rad1oacti vo enlistado se compró a New 

England Nuclear. Du Pont UEN Researct1 Products. Boston, l'IA. 

USA. 

L-[u-14cJ-ác1clo ¡;lutam1co {act. esp. 297 mC1/m mol). 

¡3H] GABA {act. esp. 40.2 C1/m mol). 

L-[u-14c1-acicto aspart1co (act. esp. 225 mCi/m mol). 

L-(3'.,tt--3H(M))-gl u t.am1na (a et. e.sp. 43.9 Cl/m mol). 



Metodos: 

a) Experimentos de liberación de ácido glutám1co. 

1.- Preparacl.6n: homocenado de capa molecular. 

Utilizamos ratas 11/istar, de 15, 17,· 19, 21 1 26 y 32 

d!as post.na tales controlados por :fecha de nacimiento y peso 

de los animales, y ratas adultos de 150 a 250 grs de peso, 

sJ.n di:ferenciar el sexo de los animales. 

Los animales "fueron sacri:f!cados mediante decapitación. 

Después de remover piel, tejidos subcutáneos y el hueso 

occ1p! tal, el cerebelo :fué disecado mediante la sección de 

los pedúnculos cerebelosos, para ser depositado en una 

solución de sacarosa 0.32 M, en:friada a o - q.o e, se intentó 

mantener esta temperatura en el manejo del tejido; el 

tiempo promedio para la obtenc16n del cerebelo :fué de 1 a 2 

minutos. 

El cerebelo :fue cortado parasagi talmente utiliando un 

rebanador Me Ilwain Tissue 

rebanadas Tué de mm. 

Chopper, el 

Utilizamos en todos Jos 

experimentos las rebanadas del vermis solamente, ya que en 

esta región del cePebelo las rebanadas para.:;aGltales son 

similares entre sí. La capa molecular Tué disecada 

manualmet"lte con mi.croespá tu las elaboradas en nuestro 

laboratorio, el proceso de disección se realizó con la ayuda 

.. ' 



de un microscopio estereoscópico. Para intentar mantener el 

tejido a O 4 °c durante la disección, las rebanadas del 

vermis se deposi~aron en la superficie externa de un 

recipiente que contenía hielo en su interior. Los :fragmentos 

obtenidos de la capa molecular 'fueron cteposi ta dos en 1 ml de 

medio J:rebs-bicarbonato {Tabla I) para ser homogenlzados en 

un homogenizador vldr10-vidrio (espacio entre el pistón y el 

vaso: 0.004 0.006 pulgadas). 

La cantidad de cerebelos que utilizamos por experimento 

Tué de 1 en animales adultos y 2 en animales en edades entre 

15 y 32 días poslnatales con el obJeto de tener cantidades 

similares de proteina (obteníamos de 1.3 a 1.7 mg de 

proteínas por ml de homogenado). La durac1on total del 

procedimiento vario entre 45 a 60 minutos, 

2.- Pe1~fus.J.ón. 

Del homogenado de la capa molecular tomamos o.e ml, que 

'fueron mezclados en 2.5 ml de medio l:rebs-bicarbona to al que 

se le agregó calcio 2 mM (esta solución la utilizamos como 

medio de incubación), preincubamos la preparación 3 minutos 

al término de los cuales añadimos el ácido 

gluta.m1co para su captura (se realizaron además experimentos 

con ácido aspárt1co y GABA; la concentración -final de los 

aminoácidos en el medio de 1ncubaci6n TuE de 8 µM); 

incubamos durante 5 minutos a 37 f)c para que -fuera capturado 

el aminoácido por el t.eJ1do (en este tiempo, tenramos una 

actividad de captura cercana la con poco 



•rabla I. 

Soluciones utilizadas en los experimentos de liberación 

de Ucido glutámico ( ambas son iso-osmolures ). 

idedio Krebs-bica.rbonato: 

Na Cl 115 mLI 

K Cl 
3 m11 

Na H
2
Po

4 l. 2 mlll 

"1g so 
4 

1.2 mld 

i>Ia HCO 
3 

25 mlll 

Glucosa 10 mi1l 

pH 7.4 mantenido con mezcla o
2

-co
2 

(95-5 % ). 

r.1edio Krebs-alto potasio: 

Na Cl 65 mlol 

K Cl 53 mlll 

Na H
2

Po4 1.2 mM 

Mg so4 J.. 2 mr.1 

Na HC0
3 25 ml'jí 

Glucosa 10 mM 

pH 7.4 mantenido con mezcla o
2

- co
2 

( 95 - 5 % ). 
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Fieura 6 • - Siste1na de Pcrfusi6n. 

El sistema de perfusión consiste en una caja de plástico 

transpar~nte en la que se puede llcv~r A condiciones de va-

cío 1ncdiante una bornba de succión, en su interior, contiene 

una grudilla dcsliz~ble p~ra colectar la fr~cci6n de los 

parfuwados que nos i11tert: se; l~ prtp~ .... rc.ci Ón se <=-plica sobre 

filtros en las unidn.de s Sr.·inex f.iillipore. Lste si stcma de 

pcrf'usión nos permite u1:::..nejar en pt.ralclo haeta 8 :filtros. 



metabolismo del ·ácido glutámico como se demuestra en la 

sección de resultados). 

Al termino de la incubación, tomamos alícuotas de 0.5 

ml del medio de incubación, las que :fueron trans:fer idas a 

unidades de :filtración Swinex M1llipore de 25 mm de 

diámetro. las cuales :fueron modi:ficadas para aumen lar su 

estas unidades utilizaban -filtros volúmen 

Millipore 

(f'igura 

con poro 

6), 

de 0.65 µm. Las unidades de :filtración 

:fueron adaptadas a una caJa de vacío, que contenía una 

gradilla deslizable para poder recoger en tubos de ensayo 

los perf'usados (f'igura 6). Este sistema de perfusión, nos 

permi tra maneJar paralelamente hasta 8 unidades de per:fusión 

(Lev1 y cols., 1973; Sandoval y Cotman, 1978). 

Una vez en las unidades de :filtración, la preparación 

'fuó lavada para el1m1nar el exceso de radioactl vidad y 

obtener una liberación constante de ácido glutámico marcado, 

lo que se alcanzaba después de 6 lavados; los lavados :fueron 

hechos con medio Krebs-bicarbonato, 2 ml durente 30 segundos 

para cada :fracción. 

Al término de los lavados, se aplicaban en los 'filtros 

al 6 respectivamente, las siguientes soluciones: 

1) Krebs-bicarbonato (linea basal control). 

2) l.:rebs-bicarbonato + 2 mM de ca1"-r(e"fecto del ca+-!-en 

ausencia de estímulo). 

3) 1:rebs-alto potasio (e5tímulo en ausencia de ca+-:-). 

4) Krebs-alto potasio + 2 mM de ca++cestímulo en presencia 

de ca#), 



5) Krebs-bicarbonato + veratrina 60 µg/ml {despolarización 

en ausencia de ca++). 

6) r.:rebs-bicarbonato + veratrina 60 µG/ml + 2 mM de cal-+ 

(despolarización en presencia de ca++). 

En nuestros experimentos no utilizamos EGTA en los 

pulsos en ausencia de calcio, dado que la presencia o 

ausencia de este compuesto no producía variación en los 

valores de liberación cuando se omi tia el calcio en los 

pulsos. 

Los pulsos f'ueron de 2 ml con duración de 30 segundos 

cada uno, colectados en los tubos de ensayo, y de ellos se 

extrajeron alícuotas de 0.5 ml, las que f'ueron mezcladas con 

5 ml de tritosol para contar la radioactividad mediante 

centelleo liquido (Fr l.ClCe, 1975). 

El resto del perf'usado se empleó para estudiar el 

metabolismo del ácido glutamico marcado mediante 

croma tograrra en placa "fina (ver en controles). 

Al Tinal de la pe:rf'usión, al tejido se le aplicó agua 

bidestilada a o 4 ° c, 1 ml durante 60 segundos en dos 

ocasiones, para recuperar el ácido glutámico intracelular. 

Del choque osmótico se tomaron 100 µl para contar la 

ractioacti v1ctad, el volúmen restante f'ué ut111:zado para 

analizar el metabolismo del ácido glutámico (ver controles). 

La radioactividad remanente en el 'filtro :fué contacta 

con 10 ml de tri to301. 

3.- CalcuJos. 

" -' . 



La liberación de ácido glutamico :fué e}:presada como el 

porcenta·je de la radioactividad que se liberaba del teJldo 

c9n· r~specto- a· la·. rad1oactiv1dad presente en el teJido antes 

del. -Pul:S~¡ e.Sto'- 'fll:é calculado como sigue: 

c.p.m._ · a; .o:·ct~P.rri~- __ mediante est<1ndares internos. 

dpm Perfusado Y. 100 

dpm per:fusado + dpm teJido + dpm 'filtros 

4:,- . . - ContrOJes. 

·Para conocer cuanto de la rad1oact1vidad permanecia 

como ácido glutam1co, ana11 zamo:::: los perfusados y lo 

recuperado de los choques osmóticos mediante cromatogra'f!a 

en placa Tina como sigue: las sales 1nterT1eren con la 

resolución de los aminoácidos en este tipo de sistema 

cromatogri1.f1co, por lo que para el1m1nar las sales usamos un 

sistema de cromatografia de intercambio 1on1co. Utilizamos 

una resina de intercambio cat1ón1co Dowex AG 50 W X 8 en 

'forma protonada, para lo que antes de Utilizarla se lavó con 

HCl 1 N. Las muestras antes de ser aplicadas se acidi'ficaron 

con gota de HCl 1 N¡ el grupo amino de los aminoacidos, al 

adquirir carga positiva interacciona con el grupo sulf'onilo 

de la resina, lo que hace que se retengan los am1not~c]<1os E>n 

L1 columna. Las columnas 'fueron lavadas con 3 ml de agua 

bidestilada para eliminar otras substancias y después se 

pa~ó por las col un1nas amoniaco 2.5 U, 2.5 ml para recupera!· 

los aminoac1dos de la columna, con lo que se recuperaba el 

96 del acido elut.am1co retenido en la columna. 



Las muestras en solución de amoniaco, f'ueron evaporadas 

en una centr!:fuga y evaporador Savant, acoplado a un sistema 

de vacio. Los aminoacidos en polvo 

50 µl de agua b1ctestilada, de los 

placas 'finas de s.Ilica-g-el marca 

resuspendido se utilizó para contar 

f'ueron resuspendidos en 

que aplicamos 35 IJl en 

Wha tman y 10 1Jl del 

la radioact1 Vid ad. Cada 

placa se corrió inicialmente en butanol/agua (4:1 V/V) y 

posteriormente en etanol/a gua/et il en gl 1col (7:3:1 V/V}j al 

:final ctel proceso, raspamos la placa en segmentos de 1 cm 

para contar la radioactividad. El ácido glut5.mlco f'uó 

determinado aplicando como acarreador ácido glutam1co ":frio" 

y revelando con ninhidrina (se determinaron de manera 

similar los aminoácidos GABA y aspartato; Sandoval y cols., 

1984). 

La recuperación de la radioact.1 vidad al :final de todo 

el procedimiento :fu6 de 70 % aproximadamente. 

b) Experimentos de captura de ácido glutámlco. 

l.- Preparac~ón. 

Para los experimentos de captura de ácido glutamico se 

usó la 'fracción sinaptosomaI cruda (P2} de cerebelo completo 

de ratas; esto Tue decidido en base a que la captura de 

ácido glutámico por miligramo de proteínas que mostl"'ó esta 

pt"'eparación f'ué similar a la captura del ácido glutámico en 

homogenados de capa molecular. 



Las edades de los animales que se u ti liza ron "fueron: l!, 

10, 15, 17, 19, 21¡ 26, y 32 días postnatales y adultos de 

150 a 200 g. 

Obtuvimos el cerebelo como se ctescr.lbló anteriormente, 

el que depositamos en una solución de sacarosa 0.32 M y fué 

homogenlzado usando un homogen1zadc•:"' con pistón de te:flón 

acoplado a un taladro, que giró a 900 rpm, el vaso era de 

vidrio y la luz entre el pistón y el .... aso fué de 0.004 a 

0.006 pulgadas. El homogenado "fu& centri:fugado a 1,580 x g 

durante 10 minutos, el sobrenadan te Tué centri:fugacto a 

18,000 x g durante 15 minutos y la pastilla :fué resuspendida 

en 1 ml de sacarosa 0.32 M mediante un homogen1zador vidrio

victrio siendo esta la :fr¡i,cc.ión sinaptosomal cruda (P2). 

2.- Captura de c'icldo Clut ... in1.J.co C'TJ f"'l desarrollo. 

0.2 ml de la fracción s1napto.son1al cruda :fué mezclado 

con 2 ml de medio Krebs-bica1"'bon,:i. to con calcio (tabla !!). 

De la misma "fracción sinaptosomal, 0.2 ml :fueron mezclados 

con 2 ml de medio sin sodio (tabla II); del resto de la 

:fracción s1naptosomal cruda se determinaron las proteinas 

utilizando el método de LoYtry (Lowry y cols., 1951). 

El proccd.1m1ento s.i.t: uit::n le ± uc el mismo para las 

Tracciones 

pre!ncubó 

adicionaron 

durante 2 

con sodio 

durante 3 

7.8 X 10 
-7 

m1n u tos para 

y .:::in 

minutos a 

M dE: áCJ.d.O 

p.::rmi tir su 

la preparación se 

37 ° e, al 

gl u t,f;.m.ico, 

captura (en 

término se 

y se incubó 

este tiempo, 

e~tabamos en velocidad inicial de 13. act.!.VJ.dad de captura de 

ácido gl u tám1co). La reacción Tu.:: detenida por :filtración, 



rrabla II. 

i~ledi o de incubaci Ón: 

l'1ledio lCrebs-bicarbonato con calcio: 

Na Cl 115 mj,¡ 

K Cl 3 mn! 

Ca Cl2 
2 ml•l 

Na H2Po
4 

l.2 mr.1 

lúg so 4 l.2 m!J 

Na HC0
3 

25 mI·11 

Glucosa 10 m!.I 

pH 7.4 mantenido con mezcla o
2

- co
2 

( 95 - 5 % ). 

l'tledio sin sodio: 

C1oruro de colina 137 m.hI 

K Cl 3 mt.l 

¡,¡g so 4 l. 5 mM 

K H
2
Po4 

l.2 mr,1 

GJ.ucosa 10 miú 

Ca Cl 2 
2 mM 

pH 7.4 u1antenido con Hepes- 'l1ris 10 m!ii. 

Estos medios son iso-osmolares. Bn el medio sin sodio 

la colina substituye al sodio. Se decidió mtilizar como 

aJnortiguEodor 1:!.l Hepes-ri.•is debiU.o t:. los probleiuas de so-

lubilida.d- del bicarbonato de potasio. ~imbos medios fue-

ron g<:=.seados con O -CO ( 95-5 /~) para intentar mantener 
" 2 

similar a la P o
2

• 5 .:r 



utilizando una caja multi:filtros Millipore, con :filtros de 

poro 0.65 µm, en donde se pusieron alicuotas de o.e ml de la 

preparación. El -fl!tro :fué lavado con 2.5 ml cte medio sin 

sodio a 36 ºe para eliminar la radioactividad no captada 

por el tejido. 

d upl!cado. 

Los experimentos :fueron realizados por 

Los ':filtros :fueron trans:feridos a :frascos para conteo 

de centelleo, en donde se disolvió el teJido con rnt de una 

solución de SDS 1 Y., EGTA 20 mM y pH 8 ajustado con Na OH, 

incubando los :filtros con esta solución por 20 minutos a 

60 °c, al :final, la radloactivldad 7ué contada agregando 10 

ml de tri toso l. 

La e:ficlencia del conteo y el apagamiento (quenching) 

se determinaron mediante estándares internos. 

3.- Cálculos. 

De los duplicados, se obten!a el promedio y se 

calculaba la radioactividad en dpm; mediante la actividad 

especI'fica, se calculó la actividad de captura en moles. 

Para :fines comparativos, se calculó la captura de ácido 

gl u támico en moles por miligramo de proteínas. 

4.- Ci11é.tlca de captura del ácido b"'lutámico. 

La cinetica de captura ·fue medida en animales de 15 

días post.natales y en adultos de 150 200 g. El 

procedimiento que se siguió 'fué el mismo que el anterior. 

Las concentraciones de ácido c1utám1co [ 14c1 a las que se 

realizó Ja cinética 

10-R H. 

de captura -fueron: 



8 X 10-B M. 

ll X 10-7 M •. 

8 X 10-7 M. 

ll X 10-6 M. 

8 X 10-6 M. 

ll X 10-5 M. 

e) Experimentos de captura de glutamina. 

1.- P1~epara.c.J.ón. 

Utilizamos los homogenados de la capa molecular, que se 

obtuvieron de la misma manera que para los experimentos de 

liberación de ácido gl u támico en el desarrollo (sección a), 

1), de métodos). 

2.- Pur.if.J.cacJ.ón de Ja clutam111a. 

La gl u tamina es una molécula inestable. La lisis 

espontánea de la glutam1na tiene entre sus productos a los 

ácidos gl u támico y pirogl u támico, por lo que para estudiar 

la captura de la glutamina, 'fué necesario purificarla. 

Utilizamos placas f'inas 

aplicamos la glut.amina y 

Whatman 

corrimos 

de 

la 

silica-gel, 

placa en 

eta nol/aeua/et.1 len glicol (7:3:1 v /v); raspamos el si t!o de 

corrimiento de la glutami.na, el que f'Ué determinado mediante 

los Rf' (los Rf''s son: glutamato = 0.779; Piroglutamato = 

0.711¡ GABA 0.616). La sil1ca -fu& resu::.:pend1da en acua 

b!dest.ilacta y prec1p1tada por cent.ri-fl.1Gac1ón, quedando la 

glu tam1na en el agua. La c1utamina al -f 1na1 del 

6\ 



procedimiento tiene 98 X de pureza, con 0.4 % de ácido 

gl u tám!.co. 

3.-_ Captura "de Ja A"'lutami11a en el desa.1·1·0110. 

Lo.S experimentos de captura de glutamina se efectuaron 

en ratas de 15, 18, 22 y 26 días postnatales y animales 

adultos de 150 - 200 g. 

Del homogenado de la capa molect.1lar se tomaron 0.2 ml y 

se mezclaron con 2 ml del medio de incubación; se preincubó 

durante 3 minutos, al término de los cuales se agregó la 

glut.amina 0.2 mM (act. esp. 1.37 µCi/mM). 

Los tiempos de incubación fueron 2, 5 y 10 minutos (en 

animales de 18 días y adultos se incubó a 30 segundos y 1 

minuto además). Al término de la incubación, la reacción Tus 

detenida por f'iltrac!ón siguiendo el procedimiento que se 

utilizó para el acido clutámico. El tejido :fué digerido con 

SDS 1 X, EGTA 20 mM a pH 8 incubandolo 20 minutos a 60 o e, 

y la radioactividad :fué contada con Tr!tosol como ya fué 

descrito. 

Los cálculos se hicieron como se describió para la 

c;:iptura de ácido glutámico. 

º-



V Resultados. 

a) Liberación del ácido glutámico de la corteza del 

cerebelo. 

1.- Liberación de aminoácidos de la capa molecular del 

cerebelo. 

La liberación de varios aminoácidos recién capturados, 

f'ué medida en homogenados de la capa molecular de ratas 

adultas. se procuró que la captura de los aminoácidos se 

hiciera mediante el sistema de alta af'inidad, por lo que 

cada aminoácido se incubó en concentraciones de 8 µM (-figura 

7). 

La liberación basal, es la liberación de aminoácidos en 

un pulso de medio Krebs-bicarbonato, después de haber lavado 

la preparación 6 veces con el mismo medio. La liberación 

basal de los ácidos glut.ámico y aspártico tienen el mismo 

valor porcentual, siendo menor la liberación basal de GABA. 

Un estimulo despolarizant.e como es 56 mM de potasio en 

ausencia de calcio, produce un incremento similar en la 

liberación de los tres am1no5.c1dos. La presencia de 2. mM de 

calcio en el pulso de 1.:rebs-alto potasio, produce un aumento 

en la liberación de GABA y de ácido glutámico, sobre la 

liberación obtenida con 56 mM de potasio. El ácido aspártico 

no muestra liberación dependiente de calcio baJo 

estimulación (-figura 7). 



2.- Liberación basal de ácido gl u tárnico durante el 

desarrollo. 

La liberación basal en animales de 15 días post na tales, 

es mayor que en los de mayor edad; a partir del dia 17, la 

liberación basal de ácido glutámico en homogenados de capa 

molecular presenta poca variación (:figura 8). La liberación 

basal es igual tanto en ausencia como en presencia de calcio 

en el pulso (Sandoval y cols., 198l.l-). 

3.- Liberación dependiente de calcio de ácido glutámico 

durante el desarrollo. 

La liberación de ácido glut.ámico dependiente de calcio 

en condiciones de despolarización, f'ué estudiada utilizando 

dos mecanismos diferentes para producir despolarización: a) 

56 mM de potasio en el medio de per:fusión, y b) vera trina en 

el medio de perfusión. 

Al valor de la liberación del ácido glutámico en el 

pulso en presencia de calcio, le f"ué restado el valor de la 

liberación del mismo pulso en a usenc.la de calcio, t.an lo en 

los experimentos con alto potasio como en los de veratrina 

("figura 9). Las curvas de liberación dependiente de calcio 

de ácido glutámico son similares para las dos condiciones de 

estimulación, ambas muestran un incremento en los dias 15 a 

21 postnatales¡ a partir del dia 21 1 la liberación tiene 

poca variación en sus valores,su"friendo un ligero decremento 

hacia los animales adultos. 

s -; 



4.- Liberaci6n dependiente de calcio de GABA ct·urante el 

des.:i.1 .. rollo. 

El incremento en la liberación de GABA, provocado por 

la presencia de 2 mM de calcio en un pulso Krebs-alto 

pot.as10 se muestra en la -figura 10. La liberación de GABA 

de homogenados de capa molecular, aumenta 25 r. de las ratas 

de 15 dias a los animales adultos. Este incremento es 

marcadamente menor que el incremento de la liberación de 

ác.ido e1utámico en las misman edades. 

5.- Metabolismo del ácido elutámico. 

El metabolismo del ácido glutámico en los experimentos 

de liberación, f'ué medido en ratas de 15 dias y adultos. 

En los animales de 15 días, de la radioactividad que 

perrnanecia en el tejido al término de la per:fusión, el 59.7 

+ 3.1 :t. (n ; 5) 'fué ácido g1utárnico 1 mientras que en los 

per:fusados, el 57.9 + 14 r. (n ; 4) de la radioactividad 'fué 

ácido GlUtámico. Los animales adultos mostraron que el 72.5 

+ 10.1 :t. (n ; 5) de la radio.::.ctivictad permanecía como ácido 

g1u.itám1co en el tejido al término de la per'ft1sión y en los 

per-fusados, el 54.1 + 15 r. {n = 4) de la radioactividad :fué 

ácido glutámico. 



"' § 
~ 

;'§ 
~ 

~ 
"' o 
~ 

w 
"' z 
o 
ü 
1ií 
"' :::; 
w 
"' 
M 

16 

12 

8 

4 

[
1"c] ACIDO GLUTAMJCO [ 3 H] GABA 

c:J LIBERACION BASAL 

El 56 mM KCI +CaCl 2 

8SJ 56 mM f-.:cr -CoCl2 

['"e] ACIDO ASPARTJCO 

Figura 7· • - Liberaci6n de aminoácidos de homogenados de 

la capa molecular de cerebelos da ratas. 

Los aminoácidos fueron captados por la preparación in 

cubando previamente al tejido en presencia dol nwinoácido. 

Los experimentos se llevaron a cabo por separado para ev~ 

tur interferencias. Después de obtener la liberación ba

sal, se aplicaron los pulsos. La liber~ción de aminoácidd 

r~dioactivo durante el pulso, se refiere como el porcent~ 

je de liberación. Lass barras tnuestro.n el error estandard. 

Para cada aminoácido se hicieron 8 a 10 determinaciones. 

(.,iodif'icado de Sandoval y cols., 1984). 
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Figura 8 • - Linea basal de lo. libe ración de ácido glutárrll 

co duro.rite el. desarrollo del cerebelo de i·a rata. 

Iia figura reprC:sontn. ln lib·~rftCiÓn de \_14c]- acido glu

tcfnrl.co en un pulso con rn-eclio Hinc;~r Kra.bs-bicarbonato en 

hornor;en2.l1os de cerebelos de rn.tnc de 15, 17, 19, 21., 26, 

y 32 días pC1!:itr1atElles y f:l.dultor:~ J,o~. dc.i.os rt:presenta...'1. 

eJ p:bOP1 ·-~di o .!. en error es·te:.nl1.:.·1"' i < ,-, ;-;~ '! !_J~'.1:0ntosis se en

cue:1tra el nÚalero de C.ctcrminz.c~'~··:..;. .. _ 
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15 25 
EDAD 

30 Adultos 15 20 25 30 Adultos 

EDAD 
CDIAS A PARTIR DEL NACIMIENTOl CDIAS A PARTIR DEL NACIHIENTOl 

Figura 9 Liberación de \_14c)-ácido glutámico por dos-

polarización en presencia de calcio. 

a) muestre el incremento en la liberación de elutG.!ne..to 

radioactivo por un· pulso de medio Krebs modificado con 

56 mi.·1 de potasio + 2 mi·I de calcio. 

b) muestra el incrernento en la. liberación de glutamato 

radio::ictivo por un !JLllso de med.i o Krebs-bicarbonato con 

veratrinL! y calcio 2 mi.t. 

En arabos casot.~, laz edades de las ,ratas son 15, 171- 19, 

21, 2ó y 32 dft.t.s dr:spu~s del nacimient.<>. Las b2.r±as inue_§! 

tran el error csL:...!1d.2-rL; eri los p<::.routocis S•..! muestra el 
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·3 J Fieura 10. - Liberación de L H - G!iB~l por despolarización en 

presencia de calcio. 

La figura muestra el incremento en la liberación de~en_ 

dier1te de calcio provocada por 56 m:.1 de potasio. En las º!: 

denad~s se crafica el porcentaje de liberación. Las barras 

son .± el error estandartl. de ó a 8 deterir.2.naciones. 



b) Captura de ácido glutámico en el desarrollo. 

1.- Captación de ácido glutámico en el cerebelo durante el 

desarrollo. 

La captura de ácido L-glutámico (14C] f'ué medida en 

animales de 4, 10, 151 17, 19, 21, 26 'Y 32 dias post.natales 

y en adultos ("figura 11). Los animales de 4 días tienen los 

valores más bajos¡ en la grá:fica se observa un aumento en la 

captura de ácido glutámico radioactivo en los animales entre 

10 a 17 dias de edad, disminuyendo poster!or~ent.e hasta los 

valores de los animales adultos. 

2.- cinética de captura del ácido glutámico (14C). 

La captura de ácido clutámico (14C] dependiente de 

sodio es mayor en los animales de 15 días que en los 

adultos, esta captura es similar en homogenados de la capa 

molecular y en la fracción mitoconctrial cruda del cerebelo 

completo, por lo que utilizamos esta última para estudiar la 

cinética de captación de ácido glutámico (14C] ('figura 12). 

La cin.;:tica muestra que la captura es de alta a-finidad 

tanto para los animales de 15 días como para los adultos, 

aunque en estos la Y.:m sea ligeramente menor. En la velocidad 

máxima, es donde se observa una disminución de 

aproximadamente 50 X de los animales :le 15 dias a los 

animales adul t.os, lo que sugiere que el !)úmc-~o de sitios de 



capt.ura disml.nuyeri con_ la edad durante el desarrollo del 

cerebelo de la rata. 

·¡\ 
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DIAS ¡, ?ARTIP. DEL llACll'.IEIHO 

Figurfi ll..-:. Captura dependiente de sodio de \_
14

é1·ácido 

ri:lutáini'co en el cer"ebelo en desarrollo •. -

Se midi6 la ~ap:!;ura de 1:_14C}- ácido glutámico an la 

fracc:!-ón mi tocondrial cruda (. P 
2

) "de cerebel.os de ratas 

de .4, 10, 15, 17, 19, 21, 26 y 32 d:i'.us postnatqles y adu1 

tos. Los experimentos fueron realizados por ciuplicb.do; a 

cada valor se le r~stó la ca.ptaci Ór.L c.edida en un me di o 

sin sodio. 
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[ACIDO GLUTAMICO] 

• 

Vmcnr; • 333.5 

Km• 2.s X 10~ 6 M 

Figura 12 .- Gráfica doble rec~proca del~ captura de 

l-4c - !Ícido elutdmico. 

La captura de 14c -ácido glutámico fué medida en la fracc~ón 

mitoco11drial cruda ( P 
2

) de cerebelo completo de ratas 

adultas ( o ) y de ratas de 15 días postnatales ( o ). 

La velocidad ( v ) está expresada como p mol / mg de proteínas 

/ 2 minuto·s. Cada punto representa la inedia de 4 a 3 deter-

minaciones, cadu una por duplicado ( modificado de Sandoval 

y cols., 1934 ). 

7.3 



c.- captura de g1utam1na durante el desarrollo. 

La captura de g1utam1na en homocenados de la capa 

molecular del- cerebelo de ratas, presenta un componente 

independiente de sodio y otro dependiente de sodio que se 

observan mejor en los animales adultos (figura 13). 

En un experimento por duplicado, la captura 

independiente de sodio de glut.amina 1nc\.11'ando la pr·eparac1ón 

5 minutos a O oc t.uvo un valor de 20 Z con respecto a la 

misma captura a 37 oc en el n1ismo tiempo. 

La captura de ¡Jlutamina dependiente de sodio aparece 

despuc::: de los 15 clias cte c·dad y aun1enta ha~ta los 22 días 

post.natales, a partir de los cuales los valores de esta 

captura se estabilizan. En la fl.f.-'.Ul"'a 14 se muestra que la 

captura dependiente de sodio de e1 u tamina, tiene un 

incremento que depende de la edad de los animales que se 

utilizan ¡:•ara la preparac1ón. 
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?igura 13 c~ptura de c:;lu·t1;1.111ina en el tiempo. 

Incub8-"1.dO al tejido con o. 2 10..lli de elut<:.1ilina marce.da, se 

inidiÓ l~ capturn do este a!!1i1102ci:1o C!"! ;!:edio sin so1io (a) 

y en ~nedio i:rebs-bic2rbonato (b). 

rt:a.liz.2U. 1)S ::io.r cluplicc:.do. 

los tie1n-¿Jos de incub;.-..ción de JO r-;cc:undo~ 1 r.:inut o en u.du_! 

tos y 1:·3 días; en los experi;:1·=11tos de: :, :; :; 10 rninutos, 

la 11 es de •i 9er.:~ los c.ni;,-ifo.le2 de 1~· dÍt~;:. :· ? para los .::.du_! 

tos. 
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11i¿;ura 14 • - C'-'tpturu. dependiente de sodio ele 31-I elutaminu 

en le, CP~:Ja :noleculn.r del cerebelo de ratas en desarrollo. 

Le-:. i'i¿;uru representa el i11crern~nto en le. CZ.:Jtura de el_!:! 

tanrinn qu~ rirovoca lu ;ircscii.cia de sodi::> en <::l ;ncdio de in 

cuhc•ci6r:, en li.::i1110:_:en~~nos de co.~~t :;1ü!~c;.tl:i!" di:! cereb• .... lo Uc 

rat<?.S de 15 1 
l'' 

' 
Pnr~ 

lo.s cni,;.~--l~s ;:-dul tos c11 hicj_~~:o:1 '/ experin1e::~os, G!l al re_:: 



VI.- Discusión. 

Para de:finir a· una substanc.i.a como un 11eurotransm1!:or 

se deben tomar en cuenta una ser.ie de cr.l ter.l0.:;, los que 

-fueron~ enu·ncl.actbs. en la sección de ante ceden te::;. Los 

criterios que en el conscenso de la invest1cac1ón 

neur<:!b1oióé1é-a- ·han tenido mayor 1mpor ta ne.ta son el cr-1 terio 

de-·, identidad· de acc1ón y el criterio de identidad 

fat'macolót:lca. Sin embargo, las ev.1clenc1a::; e;-:perlmentales 

muestran que es difícil relacionar al e:fecto de la 

aplicación del ácido glutam1co i::on un cambio biocléctr1co 

e:::pecii'ico (rela t..l vo l <.i un o a 

patrones posl!'.:1n5.pticos de d1zp.::lro). Por otra pwrte, no se 

conocen aún antagonista::; lo::: d1ferente::; 

receptor•es del .5.c1rJo r,lutf\m1c<...•, que no.!': pe.·rrrll.t::in estudiar 

las re~pue.st.as neuronales a la ;:iplicaciO:n del ácido 

r,lut5.m1co, aunque ::e- hayan hecho avances s1cn1f"icativos en 

ezte respecto. 

Uno de lo~ criterio~ Tunc1i:·na10.s que se tienen para 

SJ.náptlC2:.: ( 1.·.'<::rrn.:i.n, 1 '.J c.:.··; 197":'.; l1:-:l1crw-:1od, 

e.:: t. a li l•er:1ci·~'n et e 

termina le::: 197:?".; 



En un traba Jo previo se de1nostró que exizte liberación 

de ácido g1után1ico · de l'lomocenados la capa molecular de 

cerebelos. de · rat.as adult.as, y que en esa preparación, la 

11'bera.ción del -·aminOAé:ido se comport.a igual tanto si es 

por la preparación (Sandoval 

y Cl:)tman 1 ·: ~978). 

'Eri:. la: part.e inicial de este trabaJo, se estudió la 

libera·ción de los ácidos Glut.ámico, aspártico y GABA de la 

corteza del cerebelo. Cuando se aplica a la preparao::ión un 

estímulo despolarizante, se observó un incremento en la 

liberación de los animoácidos; ect.e 1ncren1cnto es toda vía 

mayor en presenc1a de calcio para los aminoac1dos cli..1tám1co 

y GABA (TiGura 7). En los experimentos de liberación de 

ácido asp5rtico exógeno, no se observó que la presencia de 

calcio en el medio de est1mulación produJera un aumento en 

la liberación de este aminoácido (..fi¡;ura 7), lo que suc1ere 

que el ácido aspárt.ico no es utilizado como neurotransmisor 

en esta preparación. Sin embargo, se ha reportado la 

liberación dependiente de calcio de ácido aspárt.ico endógeno 

(Flint y cols., 1981; Wiklund y cols,. 1982), lo que sugiere 

la posibilidad de que la captura de ácido aspartico no se 

encuentre acoplada al sistema de l1beración dependiente de 

calcio. El papel del en la corteza del 

cerebelo no 'f'Ué 1nvestigado en e.:.~te trabaJO. 

A par·t1r de los 18 días de edad ha!;ta los animales 

adultos, la liberación basal de ac1dc. glutám1co es s1m1lar1 

n1ientras que en los animz:.lc:: de lf· día:>: de edacl, la 
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liberación basal. de est.e aminoácido t.1ene un valor 50 % n1ás 

alto. Apar.~nteme.nt.e, ·en· los animales de 15 dias hay una 

re-t.en"ción menor del ácido glutám1co recién capturaclo que en 

loS. animales de mayor edad (-flaura 8). 

La liberación de ácido clután1ico exógeno, evocada por 

est.imulación en presencia de calcio, fué medida en ratas de 

15, 17, 19, 21, 26 y 32 días de edad y adultos; el paradigma 

experimental se propuso correlacionar la aparición de las 

sinapsis de las fibras paralelas con la liberación sináptica 

evocada de ácido gl u támico de l<:i cor·t.e~a del cerebelo. 

Aunque en la corteza del cerebelo de las ratas la aparición 

de las sinapsis de las 'fibras paralelas se observa desde el 

día 12 post.natal, los animales de menor edad en los que la 

disección de la capa molecular se podia realizar Sl.n 

contaminantes d.e otras capas, :fueron los de 15 días, por lo 

que los experimentos de liberación -fueron realizados en 

ratas de 15 días post.natales en adelante. 

La liberación de ácido glut.ámico e;.~ógeno,que se obtiene 

por la est.imulación con potasio (56 mM) en presencia de 

calcio (2 mM), a u menta de manera importan te de las 

preparaciones obtenidas de los animales de 15 días a las de 

los animales de 21 días; en los experimentos realizados con 

animales de 21 días de edad en adelante, la liberación 

alcanza valores serneJantes a los en la .s 

preparaciones cte los an.in1<:iies adulto.::. {:fi;;ura 9<J.). 

Este incremento en la l1beraci.ó1: de ácido glutámi.co 

est..imulada por despolarización, ocurr<:.- en el lapso temporal 



en el que se las sinapsis de Ja.:; :fibras 

paralelas, y apoyan Ja hipótesis de que el ácido glutámico 

tiene f"llnc·iones-_: :de ·. rl.'eur·o-~ransmiSor en este sistema. Por otro 

iadO¡ es interesante- que la liberación dependiente de calc10 

de_ .§:cid o_ gl utámico, provocada por la est1mulaci6n con 

·veratrina, ·que tiene un ef'ecto despolarizante basado en la 

entrada de los l.ones de sodio en las neuronas, es muy 

parecida a la liberación provocada por potasio duran te el 

desarrollo (:figura 9b). Esto indica que la liberación de 

ácido glutámico es independiente de la í'orma de la 

estimulación, aunque sr es dependiente de la entrada de 

calcio en las terminales como sucede con la liberación 

f'ls.iolót:;1ca. 

El metabolismo del ácido f!l'ltlám1co no :fué inhibido en 

los exper1ment.os de liberación, por lo que estudiamos la 

recuperación de este aminoác1do después de los experimento,::;. 

La recuperación <lel ácido glutám1co en los animales adultos 

es similar a la recuperac1ón de este aminoácido en los 

animales de 15 días, lo que nos permite suponer que la 

liberación dependiente de ca)cio de ácido glutámico 

estudiada durante el desarrollo, tiene su diferencia en base 

a la f'ormación de las s1naps1s de- las :f.Lbr.J.~ P<:.~.:J.lcl.:::i.!; ~.t ni:-

en base 

(Sando,,.~a1 

al 

y 

di±erenle 

col,::;., 196!~}. 

m~-:.ubolismo de e::;te aminoácido 

Comi;:• control de los experl.nH:-n·tos de 11beraci¿,n de á..::ido 

glutáml.co, estudl.;:i.mos la ll.l)eración dE- GABA. en an1ma1es de 

15 día~ y adulto:;. Encontramos que l:" :1l:ierac1ón dependiente 



de calcio de GABA aumenta en 25 % al comparar los animales 

de 

las 

15 días con los adultos,, 10 que suguere que 

G~BA se encuentran sinapsis que utilizan 

· 15 dias de 

la mayoria de 

ya -formadas 

hacia los edad (:figura 10). Estos datos 

correlacionan con la descripción del desarrollo de las 

sinapsis inhibitorias en el cerebelo (Altman, 1972a, 1972b y 

1972c). 

La captura de ácido glutámico mediante un mecanismo de 

alta a:finidad, dependiente de sodio y de enereia, ha sido 

una parte importante en los estudios q1ie intentan demostrar 

la -función del ácido r.lutámico como neurotransmisor (Fonnum 

y storm-l-Iathisen, 1981). Nosotros medimos la captura del 

ácido glutámico durante el desarrollo del cerebelo. La 

preparación utilizada :fué la -f1~acción mitocondrial cruda de 

cerebelo completo, debido a que la ai::tividad de captura de 

ácido gl u tám1co era similar en esta preparación a los 

de valores medidos en homogenados de la capa molecular· 

animales de 15 días y adultos. Por otro lado, esta 

preparación nos permitió estudiar la captura de ácido 

glutámico en animales de 4 y 10 días de edad en los que la 

disección de 1a c-apa molecular no ~e p'l1Pde renllzar. 

La preparación de la 'fracc.ión mitocondrial cruda de 

cerebelo completo, intenta reTleja r lo que ocurre con la 

captura de ácido glutúmico en 1.J. c.:i.:;i.:. molecula1~ durante el 

desarrollo¡ en estudios el e Cil pl U r¡; de ácido BlUtámico 

mediante autorradl.o[::-ra:fía, se encont!- qu¿ la captura_ se 



localiza pri~cip-cilment.e en la capa molecular (De Barry y 

cols. 1 i982). 

La curva de captura de ácido gl u támico durante el 

desarrollo del cerebelo, muestra un incremento hacia el 

:final de la secunda sem<'.lna de vida post.natal (:figura 11). 

Esta curva es similar a la reportada en una preparación de 

sinaptosomas de cerebelo (Shar.if y Roberts, 1984). 

El desarrollo má:-c.imo de la captura de ácido glutámico 

no correlaciona con la apar.ic1ón de las s1naps.ts de las 

:fibras paralelas, sino con el período de aparición de las 

células gliales (Altman, 1972b). El decremento posterior en 

la captura del ácido alutámico pudiera estar dado por la 

ctesaparic1ón de sinapsis transitorias durante el desarrollo 

y con esto la ctesapar1c.ión de la envoltura glial CAltman, 

1972b). Otra posibilidad es que la captura se lleve a cabo 

en las células germinales, aunque en un estudio con· 

a utorradiografia, se mostró que la captura de ácido 

gl u támJ.co [3H) se localiza en la capa molecular y se 

relaciona con las células gliales {De Barry y cols.. 1982). 

Para resolver este aspecto, se :·equiere 11acer un estudio 

sistemático de la captura de ácido elut~mico en el cerebelo 

durante el dezarrollo con técnica de autorrad.iograf"ía. 

Los estudios de captura mediante el análisis de 

Lineweaver-Bur!':, producen !:n1';;; aparentez cte e.5 x 10·-ci·I 

para los animales adultos y 8.3 .~ 10-7N para los animales 

de 15 días, mientras que la Vn1a:-: di:;minuye a menos de la 

mitad entre los anJ.males de 15 dias ... los adultos (:fisura 



12). Con est.os result.ados, es probable que el transpol"tador 

del ácido glu t.ámico sea el mismo en los anim;iles de 15 días 

y los adultos mientras que el nümero de s1t1os de transporte 

disminuye con la edad. 

La glutamina es el precursor principal de ác1do 

glutámico que se libera de las terminales nerv1osas por 

despolarizaci6n (Brad:ford y cols., 

1979a). 

1978¡ Hamberger '.:{ cols., 

En la última parte de e.o;te trabajo, estudiamos la 

captura de glutamlna en homogenados de la capa molecular 

durante el desarrollo del cerebelo. Encontramos que la 

captura de glutamina tiene un componente dependiente de 

sodio y otro componente .independiente de sodio. El 

componente dependiente de sodio no se observa en los 

animales de 15 días de edad, aparece hacia los 18 dlas y 

tiene un incremento hasta los animales adultos. Esta curva 

correlaciona con la apar1ci6n de las sinapsi::; de las fJ.bras 

paralelas, sugiriendo que el sistema de captura de glutam1na 

dependiente de sodio se encuentre localizado en estas 

sinapsis. 

Desa~ortunadamente no "fué posible caracterizar el 

sistema de captura de glutam1na. En un experimeni:.o, mostró 

que es dependiente de ten1p~rat.ura, lo que sugJ.ere q1.ie se<::. 

probablement.e un mecanismo de transporte activo. 

constantes cinéticas de la capt.1.1r.:i de Gluitan11na, están 

pendien"t.es de ser estudiadas. 

' -



VII .- con efusiones. 

1.- En la rata, la liberación dependiente de calcio de ácido 

glutámico de la capa molecular del cerebelo, tiene una 

correlación temporal con la aparición cte las sinapsis de las 

:fi.bras paralelas durante el desarrollo, lo que apoya a la 

-runc16n del ácldo glut.ám.ico como el probable neurotransm1so1" 

de las :fibras paralelas. 

2.- La captura de a.cido &lutámico median te un mecanismo de 

alta af'inJ.dact no se relaciona tempora1n1cnte con la apar!c!On 

de las sinapsis de las :fibras paralelas. Su correlación 

probable es con la apar1c1ón de las ce.lulas gliales, aunque 

se requieren más experimento~ p.:ira descartar la 

particlpaclón de otras células en la mact uración de este 

sistema de captura. 

3.-La glutamina parece ser el principal precursor del acido 

gl u támJ.co que se libera cte Jas terminales nerviosas. 

Encontramos que en concentraciones de glutamJ.na en el medio 

de incubación de 0.2 mM, es posible encontrar un sistema de 

captura independiente de sodio, que :r..o var·ía durante el 

desarrollo, y un sistema de captura cte que 

requiere de la Presencia de sodio en t:l mect10 cte incubación 

y SlGlU? el curzo de apar1r::1ón de las .3J.nap:;i.s cte las 'fibra~ 

par•alelas en la cor"'teza del cerebelo. Esto sugiere que este 

s1st.en1a se local1ce en las terminales: ~1n5.pt.J.co.s. 
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ANEXO. 

Experimentos con tio:feno. 

Para relacionar a un neurotransmisor con el 

:funcionamiento de una sinapsis especI:fica, se ha empleado la 

estrategia de producir una les.ión en la vra nerviosa que cta 

lugar a las sinapsis que nos interesan. 

En la corteza ·del cerebelo, se han producido les.tones 

de las :fibras trepadoras y de las "fibras paralelas: 

La lesión de las :fibras trepadoras se consigue mediante 

la inyección intraperitoneal de 3-acetilpiridina {3-AP¡ 65 

mg/kg de peso) en animales adultos, lo que produce necrosis 

total de las celulas de las olivas en .ll- días y en ese 

tiempo, las :fibras trepadoras se encuentran totalmente 

degeneradas, siendo la única lesión visible en la corteza 

del cerebelo (Desclin y Escubi, 1974). 

La lesión de las f'ibras trepadoras con 3-AP, prodUJO 

una dismin uci6n en la corteza del cerebelo de ratas, de los 

niveles de ácido aspártico y de taurina, mientras que el 

resto de los aminoácidos permaneció sin cambios (Nadi y 

col s., 1977); en ot1·os experl. men tos, ! a lesión con 3-AP 

produjo una disminución s1gnif1cat1va en la liberación del 

ácido aspártico endógeno de r2ba.nadas de cerebelo de ratas, 

mientras que la liberaci6n endógena de otros am1noácidos no 

se alteró de manera s1gnif'icat1va cw11 .. 1und y cols., 1982). 

Estos resul tactos apoyan la :función del a.e.ido aspartico como 



el neurotransmisor de las 'fibras trepadoras, aunque por otro 

lado, otros autores no. han encontrado liberación de ácido 

aspár.t.ico ·endógeno (Foster_- y Roberts, 1980) ni exógeno 

(Sandoval y cols., 198'!). 

Se ha intentado lesionar al sistema de las :fibras 

paralelas mediante la irradiación focal del cerebelo con 

rayos X durante las dos primeras semanas de vida post.natal 

de la rata {do::;is de 150 r/dia; 50 r/m1n). Esto produjo una 

disminución total de las células granulares, y de las 

ct!;lulas en estrella y en canasta {Altman y Anderson, 1972): 

además de que alteraba la organización cltoarquitectónica 

del cerebelo y la forma y orientación de las célttlas de 

Purl<.inJe {Altman y Anderson, 1971, 1972). Aunque la lesión 

de las :fibras paralelas con rayos X prodUJO una importante 

disminución de la llberaciOn de ácido glutámico {Sandoval y 

Cotman, 1978), esta lesión no se consideró lo 

su:ficientemente select1 va para correlacionar la disminución 

de las células granulares con la disminución de la 

liberación de ácido gl u tám1co. 

Otra lesión de las células granulares ha sido estudiada 

en hamsters 1nyectandoles el virus PHE 306 al nacimiento, 

con lo que d1sm1nuyen las celulas granulares de manera 

selectiva en 95 % (Young y col:::., 1974). Esta lestón produjo 

una d1sm1nucion en los nivele!;: de ácido c1utámico de t!3 ;.: y 

una reducción en la actividad de captura de este aminoácido 

de 70 /. en la corteza del cerebelo de los hamstt."rs tratados 

{Young y cols., 197'!). Estos datos apoyan al áC"ido glutámlco 



como el neurotransmicor de las Tibr.:is paralelas, sin 

embargo; la captura de ac1do GlUt.áml.CO se encuentra 

relacionada con las células gliales, por lo que se requiere 

otro tipo de en:foque experimental para intentar demostrar la 

'función de neurotransmisor del ácido clutámico en la corteza 

del cerebelo. 

Nosotros intentamos producir la lesión se lec ti va de las 

c6lulas granulares mediante la inyección sistémica de 

tiof'eno, un agente que produce una lesión cteeenerat1va de 

las células gran u lares de la corteza del cerebelo de ratas 

de manera 

liberación de 

selectiva (Herndon, 1968), 

ácido i::1ut.ám1co [14C] de 

Estudiamos 

la corteza 

la 

del 

cerebelo de animales tratados con t,10Teno con la idea de que 

la lesión de 

disminución de 

las 

la 

cel u las granula.res 

liberac16n de ácido 

producirla 

sl u t.ámlco. 

una 

Los 

resultados tanto mor"fológicos como bioquimlcos indican que 

el tiofeno no prod u Jo la lesión cte las células granulares 

como había sido reportado. 

El 

Material Y M.ótodos. 

tiof'eno "fué- comprado a IC?LCo. Cada lote fué 

sometido u un estudio de resonancia magnética nuclear, en el 

que se encontró mas del 95 % de pureza (realizado en la 

División de Estudios Superiores de la Facultad de Química, 

lTNAM, por la Química ErnE-stina Cepvera). 

De acuerdo con el esquema de Herncton (1968), el tiofeno 

fu& actm1n1st.racto en ratas W!st.ar de- 175 a 225 ¡;ramos; la 

• 



dosis f'ué de 0.2 ml por vía subcutánea 1 una inyección diaria 

durante · .dOce .. ·dias. 

Los-' Controles h1stolóG1cos de la lesión se hicieron en 

la Unidad de ·Investigación del I?-ISS en Guadalajara, en 

.co1a·bOi-ac1ón con el Dr Alfredo Feria Velasco. Después del 

trat.amiento con· tiofeno 1 los animales :fueron sacr1f'1cados a 

los 7, 14, 21 1 30 1 38 1 45, 60 y 90 días después de la última 

inyección. 

mediante 

La fijación del sistema ner•vioso se realizó 

perf'usión int.ravascular de glutaraldehído 

(glutaraldehído al 2 l. en una solución de f'osTatos 0.1 M y 

sacarosa X) de acuerdo al metodo de Feria y Karnovsky 

(1970). 

Se efectuaron conteos celulares de la corteza 

cerebelosa mediante un contador- gr·anulomc:trico automático 

Zeiss TGZ-111. La celularidad se expresa como número de 

células de la capa granular por unidad de área de la misma. 

Se ef'ectuaron adetna.s calculas de áreas de la corteza 

cerebelosa mediante el empleo de un planímetro polar de 

compensación. 

Los experimentos de liberación de ácido glutámico se 

realizaron como -fué descrito en Mat.t"rJ.al y H.St.oc!o.:::; de ezta 

tesis (sección III, b), Los animales empleados para los 

experi.mentos de liberación -fueron de 14 días despues de la 

i'tlti.ma inyección de tio:feno, de acuerdo a que la lesión 

aparente era mayor en este ti.empo (Dr. 

comun1caci6n personal). 

Alf"redo Feria, 



El área total de la corteza del cerebelo así como las 
1 

demás áreas de la capa granular y la capa molecular :fueron 

medidas -14- 1 21, 30 1 4-5; 60 y 90 dias después de term.tnar el 

tratamiento con tio-.f'eno. Las ar-eas medidas no pr·e~cntaron 

var-1ac1ones s1sn1:f1cat1vas con re!:pecto a las ar•eas medidas 

en las ratas control C71gura 1). 

En la tabla I se muestra el conteo celular en la capa 

cranular; no se encontró d!sm1nuc1ón de la cantidad cte 

células eranulares provocadas por el tra tam!cnto con 

tio'feno. 

El estudio con microscopio óptico de cerebelos tratados 

con t!o:feno, mostró que 30 % de las c.;1ulas de la capa 

¡;ranular presentaron un alimento en el tamaño del núcleo en 

un 15 a 20 % con respecto al tamaño de los núcleo3 de las 

cOlulas de los animales control. Estos cambios f'ueron 

observables en las ratas hasta 90 días des·pu.;s de "f'in<1.11zar 

el tratamiento con tiof'eno. Se utilizaron 2 animales para 

cada 'fecha que se estudió. 

No se est uctió la degeneración de las :fibras paralelas 

producida por el tio:feno. El resto de las células no mostró 

cambios microscópicos en las ratas tratada~ con t.io'fcno, 

En los experimentos de liberación, se encontró que la 

liberación de ácido GlUtámico estaba disminuida de modo 

eeneral, tanto en la linea bas.:il de liberación como en la 

liberación .inducida por potasio (f"icura 2). La liberación 

ctependien-c.e de calcio de acido et utámico no -fue mod!-ficada 

por el tratamiento con t.iof'eno con respecto a los controles. 



En lo::: e:cpermientos de liberaci6n estimulando al tejido con 

veratrin·a, se encontró una disminución en la liberación 

dependiente de calcio, pero esta disminución correspondía 

más a un aumento en la liberación con veratrina en ausencia 

de calcio en el medio (f'igura 2). 

Discusión. 

La le-sión que se había comunicado que produce el 

tíof'eno en la corteza del cerebelo de ratas, no pudo ser 

reproducida en nuestro laboratirio. 

En las ratas tratadas con tiofeno, el control 

histológico no mostró disminución en el número de células 

grariulares, lo que contrasta con la comunicación de Herndon 

(1968): los cambios en la morfología de las células 

granulares prod u e idos por la lesión con tioTeno 'fueron: 

aumento en el tamaño de los ntícleos, hinchamiento de las 

mitocondrias, 

endoplásmico 

dilatación 

y aumento 

de 

en 

las 

el 

cisternas 

número 

del retículo 

de ribosomas 

(comunicación del Dr Alf'redo Feria). Estos cambios 'fueron 

observables en todos los animales tratados con tiof'eno hasta 

90 días después de la última inyección, pero aún en tiempos 

tan la1''80S post-trata miento no se encontró disminución 

cel ttlar, por lo que parece que el t1o:feno no tuvo toxicidad 

letal sobre las c.;lulas granulares en nuestros experimentos. 

En los estudios de 11berac16n de ácido glutámlco recién 

capturado, la liberación se encontral)a disminuida en la 



!Inea ba:;al así como .cuando se C"St.J.mttl6 con pota::.J.o, t.anto 

en ausencia 

cte.P"enct1ent."e · 

·como 

de 

en presencia 

calc.iO, mantuvo 

de · c.:i.lc10. L3. 11berac16n 

niveles similares a los 

animale.s Con trol. La· lJ..beración dep~ndiente cte calcio 

estimulada por veratriha s.i presentó una d1sm1n.uc10n con 

respe-cto a- tos··· cont·rofes, pero esta d1::m1nución 5<2' produJO 

por- e1 :iriére'ment"o de la l1berac:1ón basal en presencia de 

. veratr·1_-ña_-;"--- y.--.-no· p·or t1na dismíntlClón de la l.1l:·C'I"ac1¿n ele la 

liber_ac16n _cuando se aplicó el PUl!.':t.> de 

calcio, en la 

tioTeno. 

preparaci.ón de los an1maJes 

La ausencia de la en 

veratrina con 

trata dos con 

las ce lulas 

granttlares, nos perm.t te proponer que el t.to:feno pudiera 

tener un ei'ecto f'armacol6r,1co sobre c-1 t.eJld•...i, lo que era 

mani.f1esto por la ctism1nuc-1on generalizada de ia 11berac1ón 

de ác1do r,lut.7tm1co. Lo~ cambio::: mor:foló.;ico.c: .:;(;1U1ares, no 

fueron los cte una lesión letal de la!; células granulares, 

por lo que el problerna de lesionar selectivamente a las 

f'ibras paralelas para conseguir evidencias sobre la -función 

del ácido ¡;lutd.m1co como neurotr.:insmisor de este sistema, 

no t.rat.CJ.111JentC•, por Jo que 
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13 

r 14 
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13 

29 
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10 
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. -
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n r. 

L .. + 
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1 
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18271. ~.33 
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