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ORGAIH ZACIOU DE U'• TESIS 

Yil que lil p<lrte central de la tesis está constituida por un 

artículo enviado pan• su publicación, óste oc.upa la parte de los 

resultados, pero se agrega un anexo donde se muestran resultados 

e>:perimentales en apoyo a los enviados a publicación. Por esla 

ra;::ón, en la sección de MATERIALES Y METODOS se describen en 

detalle los experimentos anexos, y los del artículo de 

publicación solo brevemente. Por esta misma ra;:ón, en la sección 

de discusi6r1 y concluEoiones al referirme a alguna '.figura, será a 

las contenidas en el texto de publicación, a menos que se diga 

que pertenecen al anexo de resultados. Por lo dem&s, se sige el 

orden que se indica en el índice de la página l • 

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 



11 ffRODUCC ION GENERAL 

tlo ha1· producto de la e-,olución de los seres -,ivos que st: 

pueda comparar con la complejidad, variabilidad y capacidad de 

manejar infonnao::ión del sistema ner·doso. Es por esto que se 

considera quE• 1 a comprensión del si sten1a nervioso, y en especial 

del cerebro, constituye la frontera máxima del conocimiento, esto 

E•s, que a lo máximo a que se puede aspirar es a que el CE.'rebro 

genere el conocimiento para entenderse a si mismo. Este problema 

de lo. ciencia es tremendamente complejo y abordable por tanto 

desde infinidad de aspectos. Asi, se pueden mencionar desde los 

estudios a nivel macroscópico tales como la observación de 

conductas, hasta aquellos a nivel molecular. El r·econocimiento de 

que el sistema nervioso E•sla formado por cH ul as perfectamc•ntE• 

indi·,idualL::.idas y no por· un sincicio celular como se pensó 

inicialmc•nte, cor1duJo a estudiar las interrogantes que se 

mantiencm h<Ast.i nuestros dias, y que son el conocer los 

mec;mismos de que se valen lills celul0is nervioSillEi para comunicarse 

entre si, ;· cómo es que esta información es almacenada e 

integrada para producir conductas tan complejas como son el 

aprendi;:aje y la memoria. Las células dt:>l sistema nervioso son 

las neuror101s, y aunque de manera general se pueden definir como 

células especialio:oidas en recibir y emitir señales, es necesaria 

una dE!U nici ón n1ás extensa. 

t1orfológicamente, existe una diversidad enorme de neuronas, 

sin e111bargo, parill fines prácticos se puede visuali;:ar a una 

neurona como constituida por un soma o cuerpo principal, donde 

las estructuras nit.s conspicuas son el núcleo, además de organelos 
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como l <>s mi t.ocondr i c.s y el aparato de Gol gi <Bull ock et. <:11, 

1977>. Otra Cilracteristica del soma es la presencia de los 

corpúsculos de Nissl, quE• son agrupaciones de ribosomas, lo que 

indica que el soma tiene una alta actividad de síntesis de 

prot.eir1í0s. Del soma parten numerosas prolongaciones 11 amadíOs 

dcmdrit.:ls, l<As cuales se asocian con los sitios por los cuales la 

neurona recibe estímulos, aunque en realidad se ha comprobado que 

todas las partes de la cólula son sensibles a estimulación. Una 

neurona que es estimulada produce y propaga a su ve;: una señal 

por medio de otra de sus prolongaciones que recibe el nombre de 

axón. El axón ti c:ne la particularidad de conducir sE!iíiol es sin 

atenuación alguna, siempre y cuando el estimulo sea lo 

suficientemente Qrande para &obrepasar el umbral de excitación 

propio de las neuronas. Sin embargo, si el umbral no es 

sobrepasado, la aeñiill solo se propaga localmc:nte y a di:.tancias 

muy cortas. Despuós del umbral, las respuestas que se producen 

son de una misma intensidad, siendo por tanto respuE!stas de lodo 

a nada'; que son m.is conocidad como potenciales de acción. Asi, 

er1 conjunto, lo que maneja el sistema nervioso son señales de una 

111isma intensidad pero de frecuencia variable. L• conducción de 

señales en el axón es un fenómeno electroquímico, atribuible a 

cambios en la permeabilidad de la membrana axonal a iones 

específicos tales como el sodio <Na•) y el potaliio (I(+), al 

mismo tiempo que como las diferencias en el potencial elt'!ctrico, 

pr·oducto de las carg<1s de los mismos iones tram•portados a tra·~és 

de la membrana axor1al durante el poter1cial de acción <t<uffh,r, 

s.w. y Nicholls, J.G., 1976>. Las distani.:ias que separan a una 



neurona do otra no permiten el p<1so dC>l impulso nervioso de 

manera directa, ;;. exc:i;,pción de algunos casos C>n que la cercanía 

entre las membranas es tal que lo permite, como sucede en los 

contactos del tipo eléctrico. Para salvar este problema, las 

neur·onas utili;;:an como mensajeros a compuestos que tienen sitios 

de ri;,conocimiento especificas sobre la membrana de la ct'llul.:. 

recoptora, de manera que pueden ser portadores de una sellal en 

particulr.r. Estos compuestos son los neurotransmisores (o 

senci 11 auu:mte transmisores). Los neurotransmisores no son 

liberados desde cualquier parte de la neurona, sino que lo 

hacen desde sitios especialio:ados llamados de sinapsis. A grandes 

rasgos, l.:. liberación de los trar1smisores en una terminal 

nerviosa est.i precedida por la llegada de un impulso nervioso que 

hace que aumente la conductanci.:i para iones calcio, '1 poster·ior a 

la entrada de este catión a la teronin,,l, el transmisor es 

liberi:Ado al espacio sin.iptico, Cabe mencionar que en el sistema 

nervioso central <SNC>, las sinapsis son mayoritariamente del 

tipo quimico, y solamente hay algunos casos de sir1apsis 

eléctricas. 

'Ji sta al mic:roscopi o el E.'Ctrónico, la si napsi ¡¡; qui 1nica presenta 

una morfologi.:. tal que permite reconocer tanto a la partr. dr. lo 

neurona emisora (presinapsis>, como a la receptora 

(poi;;tsinapsis). La presinapsis en el SNC presenta la forma de un¡;, 

bulbosidad que tiene en su interior numerosas ve&ículas y casi 

siempre mitocondrias. La postsinapsis por liU partt:.> muestra un 

engr·osamiento electrodenso en el sitio lildyacente a la 111embrana 

donde se encuentran los receptores al trar1smisor. Lo anterior 

confiere las sinapsis del tipo químico una asimetría 

5 



caracteristica, ya que las sinapsis el6ctricas son por lo general 

sim6tricas, teniendo vesiculas sinápticas muy poco numerosas a 

ambos lados do las membranas pre. 'i postsinápticas. E>dste un grán 

cuorpo de evidencias e:·:perimentales que demuestran que l;:, 

presinapsis contiene todos los mecanismos bioquimicos necesarios 

para la síntesis, liberación y recaptura de los transmisorei:, 1 por 

lo cual ha sio.lo una estructura intensamente estudiada. Los 

transmisorE1s pueden tener una función tanto excitadora como 

inhibidora sobre las neuronas receptoras, 

la postsinapsi s trarosdu::ca el merosaJe. 

lo que depende de como 

Cuando el efecto es de 

excitación, la interacción del transmisor con el receptor produce 

cambios en la permec.bilidad a iones, que conducen finalmentE1 a la 

9enertJción de otro potencial de acción. Por el contrario, cuando 

el efE•cto es de inhibición, los cambios de conductancia alejan a 

la neurona receptora del un1bral de disparo. Esto es asi por la 

asociación de los receptores con canales iónicos esp1;1cificos, con 

cu·¡a regulación se controla el potencial de membrana y con .ello 

la producción de los potenciales de acción. Cuando las 

conductancias son afectadas de miAnera rápida, se dice que es un 

efecto ionotrópico. Existe otro tipo de efecto, donde el cambio 

es observado a largo pla;:o, producto de la utili;:ación de 

sf/gundos mero&aJflros. A este último efecto se le 

metabotrópico. 

cada neurona 

En el SNC el esquema no es tan s;encillo, ya 

recibEI tanto señalc..s de excitación como 

11 c.m;:, 

que 

de 

inhibición, por lo que la producción de señales depende de la 

sumación algebrltica dt1 todas, así como de l;. secuencia tempon~l 

en que sean recibidas. En consecuencia, y ya que la sinapsis 
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jueya un µaptil preponderante en el fenómeno de la comunicación 

neun:mal, es necesario r·ecal car algunos aspectos en los que 

tiene un papel preponder·ante: 

ol. - La pni!sinapsis está implicada en los fenómenos de 

reconc11:imiento IJi;,l blanco preciso para hacer sinapsis !Jurante la 

ontogenia, es IJecir, tiene que ver con el establecimiento de las 

·das neurales, a lo que también contribuye la postsinapsis. 

b.- La sinapsis tii:ine la capacidad de modificar en cii:irto grado 

sus funciones, propiedad que en general se conoce como 

"plasticidad sináptica", lo que le permite a la presinap&is 

modificar liU eficaci;o e incluso formoar nuevas sinapsis, tal como 

sucede en algunos casos de lesión. 

c.- Por contener todos los elEimentos para efectuar la 

tr·ansmisión nervio&a, la presinapsis es una estructura fundamenal 

paroa comprender la fisiología IJe lai neurona. 

Todo lo ainterior· da ra;:ón más que suficiente para estudiar a 

lai 5inaplii5 como un medio de conocer en buenai parte el 

funcionamiento del SNC. 

*************************************************** 
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EL CEREBELO 

E vol ut i vamE•nle, el cerebelo SE: prEisenla en lodos los 

vertebrados, con una grán ·.- .. wiabilidad en cuanto a la forma y 

tamaño en las ui ferenteis eispeicies. DE· manera general Se1 puedE· 

decir que el cerebelo es la parto del SNC que tiene los circuitos 

neurales cncargauos ue la regulación uel control motor iJUnque por 

si mismo no es capa;: de iniciar movimiento alguno. Desde los 

triJbaJos 1.IE: Santiago Ramón y Cajal se tiene un conocimiento 

preciso de la citoarquitectura del cerebelo. Este arreglo 

neuron;il consiste en el ordenamiento de las nE!Uronas en tres 

capas en liJ corte;:a del cerebelo. La capa 111.is externa es la capa 

molecular, donde se agrupan dos tipos neuronah .. s1 las células 

estrelladas y las células en canasta, •"demois, en este estrato se 

encuentran las dendritas de las cHulEAs de PurkinJe y los axones 

de las neuronas granulares. Tanto las células en canasta como las 

E!strelladai;. son inhibidoras, acción que realizan sobre. las 

células de PurkinJe. El segundo estr-ato cst.i formado por una capa 

unicelular de células de Purkirde, cuyos axones representan la 

unica eferencia de la corteza cerebelosa y que es de naturali;,;:a 

inhibitoria. Por último, el tercero y mis profundo E!strato 

contiene también dos tipos neuronales; laii células granulan?s, 

que, como se di Jo anteriormentE· tienen sus terminal e¡¡; en la cap;, 

molecular, 'l las neuronas d1:1 Gol9i, de acción inhibitoria sobre 

las dendritG1s de 1G1s i:élulas granulares y también !iobre lGlii dEi 

PurkinJe. Las células granulares que son las únicas de naturale~a 

excitatoria en la corte;:a i:erebelos .. , son las 111.ias abuni.lantes, 

siendo al rededor de 30, 000 mi 11 ones en el cerebelo humano, y su 
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i efecto eKcitador lo llevan a cabo en las dendritas de la• c6lulas 

de Purkinje. Las aferencias que recibe la ccrte:a del cerebelo 

son dos, una de ellas es la de la• fibras trepadoras, aMones que 

•• originan en l• oliva inferior, como lo muestran los 

experimentos de lesión qutmica con 3-acetilpirinina CSotelo et 

al, 197~• Resclin y Colin, 19BO>. L• otra aferenci• es la de las 

fibras 11Usgo•a•, originadas en el n6cleo reticular lateral y el 

n6cleo pontino entre otros. tanto l•• fibras trepadoras colllO l•• 
r 

.usgosa• •onde naturaleza eMcitatoria CEccl•• et al,1967>. L•• 

fibras musgosas •• ramifican para formar numerosas rosetas 

terminales, y cada roseta hace contacto a su vez con numerosas 

dendritas de ctlulas granulares. El esquema general del cerebala 

•• el de un sitio que recibe una aferencia muy amplia par l•• 

fibras musgosas, informaci6n que es procesada para salir de la 

corteza CDfllD una se~al inhibitoria de control, par los AMones de 

las ctlulas de PurkinJe. La figura 1, es una representaci6n 

esquom~tica de la corteza del cerebelo. 

a1 Capa molecular O 
1.-c6lula estrellada 
3.-c6lula en canasta 

b1 Capa de c61ulas de 
PurkinJe ·c4>. 

c1 Capa granular 
2.-cflula granular 
~.-neurona Golgi 
6.-terminal 111Usgosa 

b [ 

e [ 

5 

2 



UEUROOUIHICf1 DEL CEREBELO 

A pesar del en:tenso conocimiento que se tiene de la cortti!;:a 

cE.•rebelosa en lo referc.nle a la onloyenia dei sus elementos, a la 

forma en que finalmente quedan constituidos en redes neurales, / 

a lit ·Fisiologl.a de los mismos, el panorama de los posibles 

neurotransmisores; es aún muy incompleto. A continuación se 

exponen br·evemente algun&s evidencias de los transmisores 

encontr.:Ados en la cor·te;:a del cerebelo, .:on ~nfasis en aquellos 

sobre los cuales se enfoca este trabajo 1Je b1si s1 el ~cido gama 

.iminobutl.rica <G1~BA>, la glicina, la acetilcolina y la 

serotonina. Esta parte intenta ser una breve revisión general, de 

ninguna manera exhaustivil, de los transmisores en el cerebelo, 

pues la parte más especifica se describir~ en la referente a los 

o;¡lom~rulos cerebelosos. 

a) GABA 

El GABA es el transmisor inhibidor· más a111pl iamente 

distribuido en el SNC, y en el cE!reblo E!specialmente se observii 

osta aburuJancia, pues ha sido propuesto como el transmisor de las 

células en c;mast&, de PurkinJe, i;.strE!lladas y de Golgi. A este 

respecto, Obatil , colaboradores ( 1 qb7), demostraron que en el 

núcleo de 

c6lulas de 

lo cual 

Dei ters, luyar a dortdE.• llegan 1 as terminales de 1 as 

PurlünJe, el G1'\BA pr·oduce una hiperpolari;:ación, 

se correlaciona con un un contenido alto de 

doscarbox i 1 asa del ácido 9lutámico <GADl en esta ;:ona <Fonnum 

et al, 1q10; Oertel el al, 1"781>. Con t:.'1cnicas de 

autorradiograf.ia, se ha demostrado la captación de GABA por las 
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torminales ax6nicas do las nouronas de Golgi IWilkin et al, 

1974). La presencia de GAD es significativa en las células en 

canasta <McLaughl in et al, 1974; Chan-Pal ay et al, 1979), :· por 

otrc1 1 ado se ha demostrado la captura específica de "'H-GABA por 

óstas cól ul as en cultivo <SotE'l o et al, 1972) • Tumbi ón l LIS 

célUlüs estrelladas E!Xhiben inmunoreacti'.'idad paru la Gt'lO, 

<Der tel E1t al, 1981). Todo esto muestra que el GABr, eslt. 

ampliamentE! distdbuido en la corte;:a cerebelosa, pues de cinco 

tipos celulares que Eln ell.:t hay, cu.:.tro usan este compuesto como 

transmisor. 

b) rtcelilcolina 

L.:. corte;:a del cerebelo contit:m,.. cantidades importantes de 

aceli lcol inE!sterasa (ACE) aunque poca 

colinacetiltt·ansfer·asa <C1".\T>, respectivamente las en;:imas de 

degri:tdaci 6n 

Goldben;¡ y 

di slr i buci 6n 

y sintesis de la acetilcolina (Kt.sa y Silver, 1968¡ 

Me Caman, 1967). Hay una correlación entre la 

de estert:Asil y lt:A ;:cna granular, donde se supone un" 

i nner vao:i 6n col i nérgíi.:a (Kasa, 1969) • Más i mpcrtante a~n es 1 a 

prE!senciil de CAT también en la ;:ona granular <l~an et al 1978, 

1980>, pues la ACE es muy ubicua, mientras que la CAT es un mejor 

ir1dicador de una sint:Apsis colinérgica. La aplicación 

iontoforética de acetilcolina<Achl en ;:onas profund•s de la 

corte;:a cerebelo5a no tiene resultados, pero en liils células de 

PurkinJe produci:i excitación (Crawford et al, 1963). De igual 

manera, registros precisos de la actividad de las terminales 

musgosas en los lóbulos IX y X muestran que es dificil precis.ir 

que liil acetilcolina pueda ser el tram:.misor en estt:As fibr,¡s 
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!CrE!pel '/ Dh.:•nJal, 1982) • 

se mencionarán en la sección n~ferente " los glomérulos 

Ero genE.ral, la acetilcolina se encucmtra 

en p~qu~Peas c.intidades en la corte;:.;¡ del Ct:lrebelo, pero su 

locali::ación en sitios específicos puede correlacion«rse con una 

posible .icli·ádad 11eur-otrans111isora. 

c.) Glit:in;:. 

L .. glicina es un .iminoácido i11hibidur, efecto que ha sido 

ampliamente descrito en la médula espinal de mamíferos y de 

otras especies, donde se ha caracteri;:ado su efecto (Cur·tis et 

íAl, 19b0a Logan ..,. SnydE·r, 1972t Henke y Cuénod, 1978). Tambitm E•n 

la médula e5opinal, con el uso de a11til.:ut:>rpos se ha descrito su 

lociilli::¡sción " nivel de.• los comphdo sinápticos, especificamenle 

en las postsinapsis <Trlller et al, 1985). Sin embargo, en otras 

::oníAs del SllC los datos que se: tienEln son poco concluyentes. 

Asl, en la Sustancia Uigra, la glicina aplicada por 

iontoforesis producE: inhibición E:n todos los tipos de neuro1·1as 

<Dry et al, 

homogenados 

l97b; .lames y Starr, 1979). Asimismo, en 

de cerebro de rata, parece haber las propiedades de 

captación específica que indican un posible papel como 

neurotransmisor <Aprison E:t .. 1, 1973), ttSi como en el cerebro de.• 

r·ana, donde Mul ler •; Sn·7der encuentran una gran semejan:: a en 

cuanto" lills cor1stantes cintitic¡ss de c¡sptura de 9licina <Huller 

·,i Snyder, 1•na>. Sin embargo, en el cerebelo se tienen pocos 

indicios Em este: sentido. La distribución de Qlicina en la 

corte~a del cerebelo no parece tener nada de especial pues es muy 

uniforme " través dE: todtts sus capills !Ni'Adi et i'Al, 1977), íAl go 



si mil ''r a 1 o que ocurre en el cerebro. Ero CU<•nlo a su E!f ec. lo 

fisiológicu, la aplicación iontufor6tica do glicina produce en 

algunos casos uroa leve depresión en las células de PurkinJe 

<Kawamura ·,· Provini, 1970) 1 aunque Bisti ;· colabor-adores (1971) 

muestr.:. que est.:. inhibición es mucho más debil que la producid;:. 

por el GABA. Por otro lado, la D-amino oxidasa, una eno:ima que 

tiene como suslr.:.to a la glicina se encuentr·a en relativamente 

al ta c.:mtidad en cerebelo <De t1archi ;· Johnson, 19ó9), ·; en 

especiilll en los glomérulos del cerebelo de cerdo <Weimar y Nien1s, 

1977). 

d) Serotonina 

La superfusión del vennis con s¡¡wolonln• r·adioactivol ha 

demostr illdo que esta SE! acumula E!n un si sten1a difuso que se 

distribu•;e en todas las capas dt:1l cerebelo donde forma pequeFías 

varicosida1fos, y por otro lado se acumula Efft las roset .. s quEi 

forman las terminales musyosas <Beaudl!t y Sotelo, 1981; Chan

Palay, 1975), aunque otras ti!cnicas, como las de a11ticuerpos 

contra la serotonina no muestran la presencia mas que del siste111a 

difuso <Takeuchi et al 1 1982; Bishop y Ho, 1985>, La serotonina 

aplicada directamente sobre las células de PurkinJe produce en 

algunos CiASD!i'> E"xcitiición y en otros inhibición <Strahlendorf et 

al, 1984). El efecto que tiene la serotonina sobre la!ii células 

granularE!s E!S predominantemente. de. excitación <Bloom et ;d, 

1972). Respecto a 1 as constantes cinéticas, se ha encontrado que 

la c:aptación de 5-HT en homogenados de cerebelo es del orden de 

10-7 M <Boas-Zar ate et al, 19841 Vunger y Har:ve·;, 197ó), algo 

semoJante a las concentrac:iones de captura de otros transmisores. 
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El orig1:m d12 la inervación serotonérgi~a del cerebelo es 

pr í ncipal mElnle.• coftlo lo sugieren los 

experimentos de l<uhar y col abor<,dort!ls ( 197::!), lesionando dicho 

núcle.>o. 

e> t'\spartato, gluta1n.lto, sustancia P y encefalinas 

La inyecc.ióto intraperitoneal tfo 3-acetilpíridin.-. 

selectivament.; a las neuronas de la olivil inferior, que es el 

sitio de origen dE: las fibr;:.s trepadora=-, lo que determina una 

reducción de los ni•1eles do;;; ácido asp.ktico en la corte;::a 

cerebelos« <Desclin y Colín, 1'7'80; Re.-a et al, 199(1), Lo antE<rior 

indica que este compuesto es el transmisor de 1 as fibras 

mencior.a!l<as. Otros c.ompUE!stos neuroactivos cm:ontrados en la 

corte;:a del cerebelo son los péptidos. Se ha demostrado que ha\t 

inmunornlactividad para la sustancia P y las encefalinas en el 

.::erebelo de tortuga, como lo muestran algunos estudios de 

autorradiograf:l.a <l<orte e1. al, 199(1; Schulman i;1t al, 1981> sin 

conocerse mayormente su t::1fecto fisiológico. Por último, cabe 

mencionar al Qlutamato como el candidato milis probable para 

transmisor de las células granulares. Lo anterior es evidente 

por los experimetotos de Sandoval y Cotman <1978), que midieron lo:. 

liberación de glutamato dependiente de calcio tm cerebelo sin 

cHul as granulares, donde observaron que esta l i beraci 6r1 se 

reduce de manera apreciable. Como breve resúmen a esta sección, 

l 
J 

se puede c.oncl!-Jir que ero la corte;:a del cerebelo coexisten 

numerosos compuestos con acti'.'idad neurotrans1nisora, la ona·7•oría 

J de los cuales están poco explorados. Lo anterior resulta en que 

J 
se t.it:1ne un esquema muy completo en lo referente a la actividad 
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flsio16gic.a de los ele111entos neurales del cerebelo, pero 

relativamente pobre de las molfcula& que reali%an estos efectos. 

COllO un aJetlllJlO da esta incertidumbre de l• neuroquámica ~al 

carabela, •• muestra • continuaci6n el siguiente esquema tomado 

da lto Cl"84>, donde sa pueden apreciar las interrogantes acarea 

da l• n•turalaz• da loa transmisores. 

RP LO IO 

1'5 

FIG. l. llasic ncuronll cin:uilry and 
pulative neurotransmitten in lhe ar· 
cbellum. l'C, Purkinjc eell; 00, Oolii 
ccll; llA, bukct ccU; ST, 11ella1e cell; 
GR, aranulc ccU; PF, parallel lbr, 
MF, mouy lber; CF, dimbina lbr, 
SN, vestibular or ccrebcUar nl!CU 
a:ll; PN, precerebellar ncuron whicla 
luun mouy liben; 10, inferior ali"> 
LC, locu1 coenalcus; RP, nphe nudli. 
lnhibitory neurona and synapm .. 
In bllldc, andacilatory ona have beell 
1c11 11lffilltd. Candidata ror ncun1o 
111n1mittcr subllances ue indicalld l'or 
some 1ynapsn. Qiwst/Dlt marlr Indio 
cates lllat critcria ror iclcnlilk:atioll 
llave not yet beca fulftlled. GL, llu
lamate; AS, upanatc; TA, laurinr, 
MO, motiUn; NA, llOl'admialin; S.HT, 
serotonin (moditled rrom 110. lt7J). 



EL GLot1ERULO CEREBELDSO 

Como en cualquier investigación experimental, para estudiar 

los mecanismos de: la ne:urotr¡u1smisión, se: 1-equiere de modelos 

adocuados. Ha;· sinapsis qu12 por su tamafl'o resul tiln muy 

apropiadas, ya qL1e es posible introducir en E!llas instrumentos de 

medición, co1110 es el caso de la sinapsis nauromuscular de 

mamíferos o de la sinapsis gigante del calamar, en el caso de 

las i 11 ·1er-t:ebr ad os. En estas sinapsis, "1S posible medir los 

cambios de potencial elloctrico de la membrana poslsin.liptica 

después de estimular la fibra ner·áosa o de agregar externamenh1 

algún compuesto de ·1nterlos, y en el caso de la sinapsis gigante 

se puode también introducir un electrodo en la terminal 

presináptica. Sin emb.:trgo, cuando se busca un modelo de: sinapsis 

en el SNC, es común encontrarse con muchas li111itacionas. Como se 

dijo anteriormente, en el SNC las sinapsis están formadas por un 

lJotón terminal o presinapsi s, y por 1 a mt:!mbrana postsináptica. 

Las estructuras presint.pticas generalmente son de un tamaii'o muy 

pequeñ'o ( ¡¡l redtldor de um) ;· no permiten por lo tanto los 

registros directos de su actividad por los métodos 

elm:trafisiológicos. Para el estudio de las sinapsis centr·ales se 

han ideado técnicas de aislamiento de fracciones subcelulare,s, 

Particularmente útil ha sido el aislamiento de terminales 

nerviosas (sinaptosomas), Los sinp;otosomas se obtienen 

homogenei;:ando cuidadosamente tejido nervioso en un medio 

i sot6nic.o y despul·s, empleando tilc.nicas de centr i f ugac i 6n 

diferenci¡¡l 'l en yradientes de densidad, la fracción que contiene i 

terminales nerviosas es aislada del resto. Durante l a fase dE! 
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homogeni;:aci6n, las ler111ir1ales sird<ptic•1s sellan sus 111embr•1nas en 

los si ti os Je ru¡.¡tura, 1nanteniendo en su interior el contenido 

origir1'-<l. 

\Bradford, 

Los si naptosoma5, como h•< si do probado ex tensamcmte 

1975), mantienen los mecanismos de transporte y 

síntesis i ntaclos por periodos de tiempo que 1 es hacen ser un 

modelo muy f.i·.-orecido, Sin embaryo. pesar de que es posible 

aislar si naptosomas de ;:onas di scret01s del cerebr·o, no es posible 

tener una preparación homogónea en cuanto al tipo de transmisor 

que t.st01s utili;:.:.n. E5to es consecuenci.:;, de l01s intrincadas 

redes neuronales, que hacen que lds "Afereni::ia a una ;:ona del SNC 

5ean máltiplE!S )' por tanto i::on una heterogE!f!eidad química 

inherente. 

Debido a esta situación, el cerebelo es una parte del SNC que 

ofrece algunas ventajas en cuanto a los intentos por ai sl ;:;r 

elementos neurales tales como cólulas o sinapsis específicas. 

Como se dijo anteriormente, el cerebelo posel. solo cinco tipo5 

celul.1res agrup.::.dos en estr·atos definidos, cu·10 establecimiento 

temporal en la onlogenia se conoce con prec:isi6r1. Ciertos tipos 

de terminales sináptic:as son morfológicamente inconfundibles, tal 

y como sucede con l01s termir1alE1s musgos01s de la capa gr;;.nular. 

Esta ti:;rmi nal s"' identifica por su tama1i'o (aproximadamente 10 

um) que es mayor a cualquier otra tE1rminal del SNC. La terminal 

musgosa es ai..lemá!il notoria por el contenido de muy numerosas 

ves,culas sináplicas en su interior, así como de mitocondrias, 

la!> cuales se ordenan por lo general al centro de la 

Estas caractt:.'r,slic;;.s han hecho a las terminales 

llamativas para la experimi:;ntación, por lo que se 
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onetodulugii..1s de su ,üsla1ni1.1nto a µ .. wtir d1:1 hooroogenados de 

cerebelo. Israel y Whittaker ( 1965), util i;:¡mdo gradieinti:EO 

coritinuos dt:! Ficol aislaron fr-acciom•s enr-iquecidas en tenninales 

musgosas de cen,belo de rata, cobayo, pichón y conejo, y 

dt:.!termi 11aron qui:! las musgosas de rata y cobayo así aisladas 

tiem:m un contenido apreciable de acelilcolina. Resulta de 

interés hacer not.:lr lo anter·lor debido a qu¡:¡ la acE!tilcolina casi 

siempre tiene efectos excitatorios. Con E!l método de Israel ·}· 

Whittalmr, aunque se obtit:!nen las terminales musgosas de forma 

pura, no parElcen tene .. r viabilidad por tiempos ni remotamente 

cercanos a los de una 1weparación de sinaptosomas convencionilles. 

Los mencionados investigadorE!s determinaron que tiempos de 

incubación tan pequeños como 8 minutos producen cambios 

morfológico:. tan drásticos que hacen pensar en un daño de la 

preparación. Se han idt:iado técnicas alternativas para conservar a 

1 a lermi nal musgosa noetabóli camente activa por un tiempo mayor, 

tal es el caso de las técnicas para el aislamiento de partículas 

glomerularE1s. 

In situ, la terminal musgosa está incluida.en la estructura 

mejor conocidil como glomérulo cerebeloso, que es un complejo 

sináptico abundante en la capa granular del cerebelo. Como se 

dijo anteriormente, una fibra musgosa se ramifica en numc.rosas 

r·asetas terminales que son las .:m:argadas de hacer los contactos 

sinApticos con las dendritas de las ci!lulas granulart?s. Estas 

dendritas rt?d ben si mul taneamente sinapsis de las terminal es 

ax6nicas de las neurona:. Golgi, La estructura completa de 

terminal musgosa, dendritas granulares y terminales ax6nicas de 

Golgi e:. a lo que se llama glom6rulo. 
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Hc1Jos y col .:<bor adorE1s ( 1975) , Hamberger ¡;,t .:11 (1976) y 

Terrl•n et •l 11985>, han descrito tócnlcas de aislamiento para 

las partículas gl oml!rul ares, <Asi como tambi l!n si:! han descrito 

cllgunas características bi_oqui111icas de la prllp<1ración <Tapia et 

al, 1974¡ ~lilson Eil al, 1975). Los gloml!rulos aislados mantienEln 

su acti·dd.id metabólica hasta por una t1or·cl, tiempo durante el 

cual producen co.., lactato de manera lineal, desput-s de haberlos 

incubudo en un 111ediodeglucosaradioac:tiva <Wilson et al, 

1975). Esta preparación tambilln conserva intactos sus mecanismos 

de captura de .ilta afinidad para compuestos tales como el 

aspartato, la glicina, el GABA y otros, lo cual es un indicio de 

su viabilidad 7' de una heterogeneidad química de probables 

tr¡¡nsmisores. Tillmbién se ha medido l"'s actividades específicas de 

t:m;:i111as importantes desde el punto de vista de los transmisores 

como son la GAD y la CAT, en;:inoas de síntesis de GABA y 

acetilcolina respectivamente, enc.antrAmlose que hay una actividad 

muy importante de GAD, lo cu .. 1 refleja en buena partE1 la 

inervación de 

Tapia 

las tenninales axónic:as de Golgi <HaJos 

et al,1974). Lo anterior correlaciona 

et al, 

con la 

determinación de los roceptores a GABA encontrados en los 

glomérulos aislados <l<i ngsbury et al, 198(1) y con los 

e>iperimentos de autorradiograHa reali;:ados por Wilkin y 

colaboradores <1974l, que enc:ontraron que las terminales axónic:as 

de Golgi on los glomérulos acumulan selectivamente GAElA 

radio.:.clivo. Sin embargo, un buen indicio de que las terminales 

.:u:ónic:as de Golgi no son homogeneas en o:uanto al transmisor que 

manej.,n, lo constituyen los estudios de Wilkin y colaboradores 
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C1981l 1 qL1e demostraron qu8 tanto 81 GABA como l;;. glicina son 

lr·aspurtadus al interior de tenninales axónicas de Gol•Ji, aunque 

lo 111&s probable es que lo hagan por si ti os de tnmspol"te 

diferentes, ¡.iuos la glicina resultó set· un inhlbidor muy débil 

del transporte de GABA e inversamente el GAEIA casi no inhibió e:l 

trans¡.iorte de glicina. 

En cuanto ol la terminal musgosa, se tienen evidencias para 

algunos probables transmisores pero pocos datos son concluyentes, 

't lodo parece indicar que también hay una heterogeneidad de 

transrni sor· es en F,stas terminal es. Como se di jo anteriormente, en 

1 a .:unil gt·anul a1· ha;· una abundancia de aceti 1 col i11eshwasa, \.' ha 

sido posible determinar que esta en::ima se locali;:a alrededor de 

los sitios de sina¡.isi¡¡ de las terminales musgosas, es decir, en 

los lugarE.'s donde reali;:arian su función degradativa de la 

acetilcolina Ct:ása, 1969). En registros de potenr:i.ales inducidos 

Em rebanadas de vermis, Crepel y Dhanja\ <1982) midiendo la 

amplitud de las ondas N, caracteri!i:iticas de las terminales 

musgosas, no obtienen resultados concluyentes, aunque no 

doscartan q•~e cd menos una porción de las terminales musgosas 

sean col inérgicas. La actividad col inikgica en el cerebelo sigue 

un p.itrón de desarrollo muy diferente al de otras ;:onas del SNC 

qu¡:, se locilli.:a sobre lodo en los lóbulos IX y X del vermis 

donde, al inicio del desarrollo, ha•1• una alta actividad que 

decrece conforme se .. 1 can;: a la madure;: <Kása et al, 1992), 

Otr·c1 compuesto interesolnte locali;:ado específicamente en la 

terminal musgosa es la serotonina. Paril ampliar la infor111aci6n 

que se dio en la sección de neuroquí.mica del cerebelo, 

mencionaré aquí que otros investigadores además de Chan-Palay han 
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ern:.onlrado que inyeccionE!s de.· sr;,rolin0< radio<:1ctiv<:1 resL1llun .:.·n 

l" acu111ulación de ósta en algunas lo:;nninales 1nusgos..is (88.ll\1JL1l ;

Sote:lo, 1981; Bloom c .. l ¡;11, 1972), En <:•dicl6n a 10< e>1c:it¿1cU1n y/u 

inhibición sobr-o:; las cólul.~c;; Je Pur-kinj1,, ~"' h.• 

serolonlnc1 induce e.•xc:itaci6n sol.ti e 1<:1s e 

'r·-iJw que la 

<nulare.•s CBloo111 

el ul, 1972l, 

1 as ·filtras 111 

glomér·ulo" 

qut.? µul:.?d!..! "' Jatu inleres-inl,; pu.::isto que 

lienen en est<:1s células su bl.:.nco. En 

uJus, Ten·ian y i::olabonoldOrt.i!S (1985). describieron 

que la serolina se c<:•pla por un sistema de alta afinidad, con una 

l<m de .;.¡.woximad.ament.:: 5 uM. En contr-astu con lo ant"1rior, las 

con:.t¡;1nles de caplur a encontrad"s en homogenados de.• cerebcl c. 

completo, n:isul t,m en '•al ores tan pequt:iños como 0.05 uM <Vunger y 

Harvey, 1976>. 

En suma, el glomórulo cerebuloso es un modelo de sinapsis del 

SNC potenci.,lmente útil par-a E!l estudio de.• los mecanismos de 

transmisión, pues es una astructura rulativamente sencilla en 

c:uanlc. a los elementos que lo c:onfon11"n• aunque muestr«:i una 

div.:ir-sidad en los pr-obo.blus transmisores que utili;:a. Otra 

ventaja es que E!S una estruc.lura dE! la cual se c:onoc:e su 

locali;:ac:ión anatómica. 

************************************************** 

21 



Ct"IF'TUR1; Y LIBERt'lClot~ DE TRANSMISORES 

Se sospech"1 que ur1a susl"1nci a es un transmisor cuando es 

modificar el disporo de una neurona, produciendo 

inhibición o m1cilación. Si ade111ás el compuesto en cuestión se 

encuentra li!n el tejido, así como las en;:imas que lo sinteti;:an y 

deyradan, 

presinapsis 

químic.os, 

y se puede demostrar que es liberable de unill 

dtispués de estimular por· medios el 6ctr i cos o 

entone.es con much;.s probabilidades se está hablando de 

un transmisor. En adición a lo anterior, las tli!rminales nerviosas 

poseen mecanismos espi;,ciales de capturill para las mol~culas 

transmisoras. Debido a que los resultados experimentales de esta 

tesis se basan ante todo en la captación y liberación de 

transmisores, se amplían a continuación ambos criterios. 

Captación dependiente de sodio 

La captura de compuestos que en el SNC funcionan como 

neurotransmisores o precursores de ~stos, es una característicill 

111As o menos ubicua de lodo el cwganismo. Aminoácidos como la 

glicina o el ácido asp.t.rtico son aden1.t.s de transmisores en 

algunos si ti os, consti tu•1·o.mtes ru:n-mal es de 1 as proteínas y de 

Villrias vi as metabólicas. Así, una pregunta es, cómo hace la 

terminal nerviosa para desviar parte de lo que capta para 

utilizarlo como transmisor?. Por otro lado, y desde el punto de 

•1ista de funcionalidad de la sinapsis, es necesario n;itirar a los 

transmisores de la 11ecindad de la membrana postsinaJ,ttica para 

mantener receptivo al sistema, al mantener en disponibilidad a 

los receptores postsináplicos en capacidad de recibir nuevas 

señales Es tal ve;: esto ~ltimo una de las principales 
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funclo11es de lu. o=1dstenci.i. Je sistemas específicos de c,¡¡ptura en 

lc.s terminales nervios"s (Snyder et al, 1973). Existe evidern:ia 

experimental de que los compuestos neur·oactivos son captados por· 

l;.s terminales por medio de sistem;.s que en general se denomin;.n 

de "altc1. afi11idad". Este término es descriptivo p.i.ra la cinética 

de trar1sporte de sustanci<.<s transmisoras, paro. diferenciarlo de 

otra tipa de sistemas que utili;:a la neurona para introducir 

sustancic.s. El sistema d1:1 alta afinidad utiliza el acoplamiento 

del .;¡r·adiente del ión Na+, concentrado ma;'ormente en el medio 

extraneurondl, con el transporte de moléculas (Snyder et al, 

1'773). L& cint!.ticéa de captura tfo los transmisores no sigue el 

clásico modelo de saturación, análogo a la cinétic&l de em:imas 

d1:1 ur1 solo sitio c.clivo, sino que, por lo general al analiz<Jr con 

el sistema de dobles reciprocas, se encuentran por lo general dos 

pendientes, una llamc.Lla de alta afinidad y otr·a de baj& 

afinidad. Esto se ha interpretado como la existencia de si ti os de 

c:c.ptur a par a un mismo compuesto. En general , 1 as constantes de 

captura de alta afinidad se encuentran en el r·ango uN, a 

diferencia de las de bajia afinidad, qu¡¡, son mayores en 

concentración, siendo en el r<1ngo mM. El sistema de alta afinidad 

que es el preferentemente dir-igido h•cia la función tr-ansmisor•, 

es fuertemente dependiente de la presencia de Na• en el medio 

extracelular, así, la glicina, el aspartato y el GABA siguen oste 

p;itrón, al igual que las aminas biogénica.5 <Bogdanski et al, 

sel'l'alar que el sistema de alta afinidad es muy sensible a 1 

1970). En este mecanismo intervienen adem.t.s del sodio, otros 

iones como el cloruro <Kuhar y Zarbin, 1978>. Finalmente, cabe 
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temperatura <Simon y l<uha1·, 

con inhibidores específicos. 

1976), y en algunos casos se cuenta 

Liberación dependiente de calcio 

Como se mencionó en la introducción, después que el impulso 

nervioso propayado por el axón llega a la terminal sinAptica, la 

conductancid al .:alelo se aumenta y este evento de alguna manera 

produce que los transmisores se liberen a partir de la tenninal. 

Que el .:al.:io es esen.:ial para que la transmisión nerviosa se 

lleve a cabo, es algo que se conoce desde inicios de. siglo, 

.:uando se observó que las contracciones en el músculo esquelético 

de rana se. disminuíar1 cuando no había calcio en el medio. Aunque 

no se conoce con exactitud el 111i;,canis1no completo de liberación, 

posiblemente es un fenómeno inherente a la membrana sinaptosomal 

misma, ya que el tiempo que trans.:urre entre la entrada de calcio 

y la salida del transmisor es muy pequeii'o como para que ocurran 

otras interacciones antes de activarse el mecanismo de 

liberación (Llin.is et al, 1976). Esto es aun m~s claro en los 

modelos de membranas reconstituidas (proteoliposomas>, donde se 

han insertado las proteínas de terminales colinérgicas de la 

electroplaca d~l torpedo <Israel et al, 1984) 1 y se ha podido 

observar la liberación de ac:etilcolina sin mediar en el interior 

del pr·oteol iposoma ninguna t!structura subcelular. 

La secuencia clara de entrada de calcio y salida de transmisor 

dió origen a la llaonada "hipótesis del calcio", o;¡ue Kat:: y Mi ledi 

demostraron plenamente en la pn:1paración del axón gigante dftl 

calamar. Con li!ste modelo experimental, los mencionados 

investigadores demostraron que la presencia de calcio 
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eHlri<c:elulat· era indispensable pi<r<1 1<1 liberación del transmisor, 

pua* si éste se antagonizaba con magnesio, la liberación no 

C~atz y Hiledi, 19671, o de un nwdo m6s directo, que 

Inyectando calcio an la preslnapsis con una micropipeta, era 

suficiente pi<ra determinar la liberación del transmisor <Miledi, 

19731. Por otro lado, en sinaptosomas aislados, se ha podido 

medir la entrada de calcio como consecuencia de una 

despolarización producida ya 

eléctrica 1s~1anson et al, 

concentraciones de potasio 

sea por medio de 

1974), o bien 

extracelular, como es 

estimulación 

por al tas 

más com'1n. 

Técnicas alternas de medición como son las que usan colorantes 

1netal rn::r·omáticos (Covarrubi .is y Tapia, 1982) , u otros compuestos 

que formar1 complejos específicos con el calcio muestran también 

que el calcio penetra de manera importante como consecuencia de 

una despolarización. Los sinaptosomas también han sido un modE-lo 

.ic:eptable p.ira mostrar que la liberación de los transmisores en 

el SNC sigu¡¡. ur1 patróf"I simili<r i<l dEo la placa neoromusc:ular. 

Blaustein <1975>, midió la liberación de norepinefrina en 

si naptosomas, E!slimulando con VE!ralridina, un ac:ti .,,ador de 

canales de sodio sensibles a volt.ije; esta liber"lción fue 

dependiente de calc.io extrac:ehtlar, y se inhibía si anteriormente 

se incubaba con tetrodotoxina que bloquea los ctinales de sodio 

dependientes de vol t;.je. Esto se ha demostrado para otros 

transmisores en sinaptosomas, y en otras prepartic:iones como liOn 

las rebanC1das de corteza cerebr01l, donde GABA, 

glutamato son l ibe1·ados por un proceso dependiente 

CHulder y Snyder, 1974• Sri ni ""'san et al, 1969, 

1982). 

glic:in• y 

de calcio 

Levi E!t al, 



Por todo lo anterior, el criterio de liberaci6n dependiente de 

calcio, <lSÍ como la captación di;,pendiente de sodio son utili;:ados 

como herr0tmientc.s para determinar la c.•cli11idad de un posible 

neurotransmisor, dado que ~stas caracterí.sticas son pri=sentadas 

sol ,.mente por las terminal es ner 11 i osa;,. 

**************************************************** 
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OBJETl'.'OS DE LA TESIS 

La c:ompleJid;,LI inherente al SNC ha inl.luc:ido a la busquEidi.< L!Ei 

modelos de estudio sencillos, µero que cunserven las mismds 

propiel.lades fisiológic;,s del tejido ir1lacto. Como se dijo con 

anh~rioridad, uno de estos modelos experimentales donde se ha 

estudiado le. transmisiór1 qul.mica de sinapsis centrales es el de 

los si naptosomas. En este trabajo de tesis se emplea 

al terna U vamemte un modelo de sinapsis centr"l, uli li z ando una 

estructura que en cuan to al numero de elementos que ti ene es 

ligeramente n1ás c:omplicii<Lla que leos sinaptoE>omos convencionales, 

pero que en cambio tiene la ventaja de conocerse con certe::a su 

locali.:aci6n anatómica y el origen de las tern1inales1 este modelo 

experimental li!S el de los .;¡lomérulos cerebelosos aislados. Con 

b.:.se en la referencias bibliográficas que se mencionaron en las 

secciones anter·iores, que indican que el GABA, la glicina, la 

acetilcolina y la serotonina pueden ser transmisores de las 

sinapsis i111plicaJas en el complejo glomerular, se hicieron 

experimer1tos para demostrar si los mencionados transn1isores (o su 

precursor en .:1 caso de la colina) son captados de manera 

dependiente de sodio, y sor1 liberados de ·fon11a dependiente de. 

calcio. Adem.\s, como u11a manera de corroborar los re¡¡ultados, se 

compararon utilizando una preparación diferente, que fue la de 

rebanadas de vennis. Esta se utilizó porque el vermis ea una ::ona 

n1uy estudi al.la, y en el la se han encontrado terminales ner'liosas 

para los trans1nisores mencionados. Puesto que los glomérulos en 

condiciones normales se encuentran en la capa granular de la 

corte;:a cer·ebelosa, se emplearon tanto rebanadas de corte;:a 
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completa, como otras sin capa moleculi11·. Con los resultados 

obtenidos se busca asignar los neLlrolt·;;,nsmisores a los dos tipos 

de sinapsis que se encuentran en el glomérulo, apo:.'ándose en las 

referencias t.i bli ogr áfi cas Estos rE1sultados 

contribu·,•en a aumentar el conocimiento sobre la naturale;:a de los 

transmisores de la corteza del cerebelo. 

*********************************************** 
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MATERIALES 'I t1ETODOS 

La metodología está descrita con detalle en el manuscrito 

enviado para su publicación y que se encuentra en la sección de 

resultados, por lo cual en este espacio describiré sólo aquellas 

partes de metodología que se emplearon de apoyo para la 

interpretación de resultados, y que no están en el trabajo 

mencioni.ldo. Brevemente, los experimentos de captura consistieron 

en aislar los glomérulos del cerebelo de ratas, preincubarlos por 

un período de no más de 10 minutos, agregando posteriormente al 

medio de incubación transmisores marcados radioactivamente, tanto 

en presencia como en ausencia de Na•. Después, para seguir el 

curso temporal de la captura de la marca radioactiva, se tomaron 

alícuotas Je la suspensión cada 1, 2 y 4 minutos, filtrando 

sobre f i 1 tros Mi 11 i pore de C1. 6'5 uM y lavando seguidamente con un 

medio no radioactivo. Posteriormente, se determinó la cantidad de 

compuesto captado, midiendo la radioactividad de los filtros con 

el tejido, después de agregar un líquido de centelleo. Para los 

experimente.os de liberación, despu{,s 1fo preincubar cc.or1 el 

compuesto radioactivo, se tomaron alícuotas de la suspensión de 

glomérulos y se colocaron sobre filtros Millipore de (1,65 uM, con 

un sistema de superfusión continua. Se lavó el exceso de 

radioactividad antes de colectar un período de liberación basal a 

una velocidad de flujo de 0.5 1111 por minuto. Posteriormente, se 

cambió el medio de super·fusión por uno que tuviera pot.asio 47 mH 

como despolari~ante, y conteniendo o careciendo de calcio (2.5 

mH>, desput,s, se siguió colect<.1ndo cada minuto. Los experimentos 

de los cuales se obtuvieron las figuras 2 y 3 del anexo, se 
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hicioron disecando rebanadas de vermis, retirándoles la capa 

molecular con la ayuda del microscopio de di socci 6n. Estas 

rebanadas se incubaron en 0.5 ml de un medio ~:rebs-Tris durante 5 

minutos y dospués se les agregó 1(1 ul de una mezcla de colina 

radioactivas para tener una concontración final de 5 uM. En las 

condiciones con ouabain"' y monensina, éstas so agregaron desde el 

tiempo dt:! prt:!incubación, y en el caso del he111icolinlo, se agregó 

al tiempo de aFi'adir la marca radioactiva. La captura se detuvo a 

los 10 minutos, filtrando las robanadas sobre filtros de nylon y 

lavando abundantemente con medio no radioactivo. Después se 

se recuperó ol filtro con el tejido, ful! digerido con NaOH lN y 

tomó una al &cuota de 0.1 ml para determinar proteína de 

ensayo. Para tener un control alterno de comparación 

cada 

de la 

manera en que se capta la colina por terminales nerviosas 

di·Ferentes a las de la preparación de glomérulos cerebelosor., se 

hicieron experimentos de captura de colina en sinaptosomas de 

cerebro de ratón. Para esto, se aislaron sinaptosomas por el 

método de Ha jos < 1975) resuspendi éndol os en un tnedi o Krebs/tr is 

Na•, pH 7.4. Una alícuota de 0.25 ml se agregó a 2.5 ml de medio 

de incubación con o sin Na•, en un baño de 37 °C y con agitación 

continua. Después se preincubó y se realizó el C!><perimento de 

manera similar a como se describe para los experimentos en 

gl omérul os. 

Por otro lado, para tener un control morfológico de la• 

preparaciones, 

glomérulos se 

se hicieron muestreos de éstas; en el caso de los 

hizo microscopia electrónica fij~ndolos en 

glutaraldehido y procesando las muestras por la metodología 
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estandard, o direc:tam1:1nte despuós de obtene1- la preparación, can 

onicroscopí<A de intli!rh'lnmcia de fases <Nomarski >. Con las 

rebanadas de vermis, se hizo microscopía óptica, fijando a las 

1·ebanadas disecadas en formol 10% y haci1¡mdo cortes histológicos 

de 1.-. preparación incluida en parafina y teñ'ida con la técnica de 

hematottilina-eosina. 

************************************************** 
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Abstractl He have studied sorne properties of the uptake and release 

of labeled -aminobutyric acid CGABAlr glycine• serotonin and 

choline in a purified fraction of glomeruli and in slices of the 

granular layer of the rat cerebellum. The uptake of both GABA and 

glycine into the glomerulus particles was dependent on the presence 

of Na+ in the medium. In contrast, the uptake of both serotonin and 

choline was completely Na+-independent. In slices of the granular 

layer also no Na+ dependence of serotonin uptake was observed• and 

only a sli9ht dependence was observed for choline. Choline uptake 

into the glomerulus particles showed two componentsr with apparent 

Km values of 1618 and 102 uM. GABA release was stimulated by K+-

depolarization about lOOZ Cpeak stimulation) and this value was 

2+ reduced to 50Z when Ca was omitted. The release of glycine was 

stimulated more rapidly and notably than GABA C200ZI and this 
2+ 

stimulation was completely abolished in the absence of Ca , 

Serotonin release from the glomerulus particles was only sli9htly 

stimulated by depolarization. but this stimulation was strictly 

2+ Ca -dependent. In slices of the granular !ayer• this stimulation 

was considerably lar9er Cabout 40%1 and it was also almost totally 

2+ dependent on Ca , In contrast, after loadin9 with labeled choline 

the release of radioactivity from both the 9lomerulus particles and 

the cerebellar slices was not stimulated at all by K+-

2+ depolarization• either in the presence or in the absence of Ca , 

Most of the radioactivity released spontaneously corresponded to 
1 

choline, and only a small proportion 18-14%) to acetylcholine, From 

the results of the release experiments and takin9 into account 

the pertinent data from the literature. it is concluded that GABA 
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and 9lycine are probably the transmitters of different populations 

of Gol9i axon terminalsr whereas serotonin mi9ht be the transmitter 

of at least a certain population of the mossy fiber 9iant terminalsr 

in the rat cerebellar 9lomeruli. In contrastr acetylcholine does not 

seem to have any transmitter role in'the synaptic structures of the 

9lomeruli, 

Key words: Cerebellar 9lomeruli GABA Glycine Serotonin 

Choline Acetylcholine 

Runnins title: Neurotransmitters of cerebellar 9lomeruli 
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The cerebellar cortex is one of the best known regions of the 

CNS in terms of neuronal circuitry and physiology IEccles et al., 

19671 Ito1 19841, Howeverr the identification of the 

neurotransmitters involved in specific synapses of the cerebellar 

cortex is still a majar problem. Whereas all inhibitory neurons in 

the cerebellumr the Golgir basketr stellate and Purkinje cells• seem 

to use -aminobutyric acid IGABAI as neurotransmitter ICurtis and 

Felix. 197U Fonnum and Walbers• 19731 Ribak et al .. 19781• and 

glutamic acid is the most probable transmitter of granule cells 

parallel axons IFlint et al., 19811 Sandoval and Cotman• 19781 Young 

et al,, 19741• the information on the transmitters of mossy and 

climbing fibers is scarce. 

For neurochemical studies in specific synapses• the 

cerebellum offers sorne advantages. One of them is the possibility 

of isolating synaptic complexes morphologically identified as the 

glomeruli of the granular layer by their larga size and by the 

presence of the giant mossy terminal• which is the core of the 

glomerulus and makes numerous synapses on granule cell dendrites 

IHajós et al .. 19741 1975i Tapia et al .. 19741 Balázs et, al.• 

19751. The other main synapse present in the glomerulus is that 

established between the axon terminals 6f Golgi cells and the 

granule cell dendrites. The isolated glomerulus particles have 

been characterized in sorne respects. They are enriched in 

glutamate decarboxylase and succinate dehydrogenase but contain 

much less choline acetyltransferase !Tapia et al,, 19741 Balézs 



Isolation of glornerulus particles 

The glornerulus fraction was obtained by the rapid procedure of 

Haj6s et al, 11975), with the following rnodifications. 

Eight cerebella were cut in a Mc!lwain tissue chopper in two 

perpendicular axes to obtain tissue fragrnents of 500 urn. The sliced 

tissue was hornogenized rnanually using two conical pestles 1250 and 

125 urn clearance) and filtered twice through a 250 urn pore size 

nylon filter and once through a 100 urn nylon filter. Details of the 

hornogenization and centrifugation procedures were carried out as 

described 1Haj6s et al,, 1975), The enrichrnent of glornerulus 

particles in the corresponding fraction of the sucrose gradient was 

conf irrned by Nornarsky interference contrast rnicroscopy and by 

electron rnicroscopy after fixation in glutaraldehyde-osrniurn 

tetroxide, Electron rnicroscopy of glorneruli after 20 ruin incubation 

in the uptake rnediurn was also carried out in three experirnents. 

8esides electron rnicroscopyr the possibility of darnage of the 

rnossy terrninals during the incubation procedures was tested by 

rneasuring the release of lactic dehydrogenase ILDH), For this 

purpose aliquots of the resuspended glornerulus particles were added 

to the uptake rnediurn and after different incubation periods 

centrifuged in a Beckrnan Microfuge 12, LDH activity was rneasured 

spectrophotornetrically 18ergrneyer et al., 1963) in the supernatant 

and in th1 pellet after disrupting the particles by resuspension in 

a srnall volurne of o.4~ Triton-X-100. 

Protein was deterrnined by the rnethod of Lowry et al. 11951), 
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Uptake experiments 

Far uptake studies the final pellet of glomerulus particles 

from 8 cerebella was resuspended in 3 ml of a Na+-free medium 

containing Cin mMI! 4,7 KCl• 1.2 KH
2

Po 4 , z,5 cac1 2 , 1.2 Mgso 4 , 5.6 

glucose, 236 sucrose and 25 Tris-HCl, pH 7,4, Aliquots of 0.4 ml• 

containing 2-4 mg protein were incubated in 2.5 ml of oxygenated 

uptake medium• which was either the resuspension medium described or 

medium in which 118 mM NaCl replaced sucrose INa+-medium), After 10 

min preincubation at 37ºc, c3HIGABA 12 uCi• 0,5 uM final 

concentration), c3Hlglycine 15 uCi• 10 uMJ, c3Hlserotonin 15 uCir 0.5 

uMI or c3Hlcholine (5 uM, 5 uCil other concentrations. were also 

used for the kinetic experimentsl was added. Aliquots of 0,4 ml were 

taken at lr 2 and 4 min and filtered rapidly under vaccum on 0165 um 

cellulose acetate Millipore filtersr which were immediately washed 

twice with 5-7 ml of medium. The radioactivity retained in the 

filters was counted by liquid scintillation spectrometry after the 

addition of 5 ml of Tritosol IFricke• 1975), 

Release experiments 

The release of radioactivity after loading the glomeruli with 

labeled GABAr glyciner serotonin and choline was studied by the 

superfusion method previously described !Tapia and Sitgesr 1982), 

The glomerulus preparation was resuspended in the Na+-containing 

medium described abover except that CaC1 2 was omittedr and incubated 

in this medium at 37°c as far the uptake experiments in arder to 

load the glomeruli, After 10 min CGABAI or 20 min Cglyciner 

serotonin and cholinel incubation with the labeled compounds. o.a ml 
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ali9uats were transferred to superfusian chambers holding 0.65 um 

filters. The filters were washed by superfusion at 1.5-2 ml/min 

during 5 min and then superfused at 0,5 ml/min far the collectian of 

1-min fractions. Superfusion medium was the same as that used far 

loading the glomeruli, and at 6 min it was 9uickly substituted by a 

medium containing a depolarizing K+ concentration C47 mMI Na+ was 

proportionally reduced to maintain osmolarityl. Parallel superfusion 

chambers were used to study the release in the presence of 2,5 mM 

2+ Ca and in the absence of this cation and presence of 0.1 mM EGTA, 

In the experiments with GA8A all media contained 0.1 mM 

aminooxyacetic acid• in those with serotonin they contained 0,1 

mM pargyline and 1 mM ascorbic acid and in those with choline 0.1 mM 

eserine. The radioactivity in each collected fraction and that 

remaining in the filter at the end of the superfusion were counted 

after the addition of 5 ml of Tritosol CFricke• 19751, Results are 

expressed as percent of total radioactivity released per minute 

<total radioactivity = total released + that remainins in the tissue 

at the end of the superfusionl. 

Cerebellar slices 

The uptake and release of labeled choline and seratonin was 

also studied in cerebellar slices. Far this purposer the vermis was 

separated from the cerebellar hemispheres and cut longitudinally in 

a Mcilwain tissue chopper to obtain slices 500 um thick, These whole 

cortex slices were used far serotonin and ACh release. Furthermorer in an 

attempt to concentrate the granular layer of the cerebellar cortexr 

the molecular layer of the vermis slices was manually removed on 
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slices were fixed and stained with hematoxvlin-eosin and it was 

rnr r nhnr rit,Prl t.hat. t.hP l'Pmnva 1 nf t.hP mn l pr11 l "'" l r!VF>r was como l et.e, 

These qranular laver slices were used for both uptake and release of 

uptake medium and to the superfusion chambers usinq a wide mouth 

Prist.Pur oioet.t.P. llot.rikP ;¡nrl suo¡orfuo;i.nn mPrli"' "'""" rio; dPscri.bed 

above for the qlomerulus particles+ The superfusion system for the 

o;lices was r¡<; rlPsrriber.I Pl'PVi.n1.1slv (1 nPP,.-r.nlnm.> .. +.al·• 1978). Twa 

or three slices were used for each superfusion chamber. At the end 

nf +.he s11i:iprfusi.nn t.hP +.issu¡o "'"'"' rli c¡po;t.Prl wi t.h l ml nf a t.issUP 

solubilizer <NCS• Amersham• Arlinqton Heiqhts, IL, u.s.A,) and 

r;:ir.I i. oart. i vi. t.v wris coomt.Prl rift.Pr t.hP r!rlrl i t. i nr1 nf ~ m 1 Tri. t. asa l. 

Separation of released compounds 

bv depolarization after loadinq the qlomeruli with GABA• qlycine and 

SPl'nt.nrdn "'""' rtsrPrt.rlir1Prl hv rhrnm11t.n<1rriohv. R11oprf11o;inn 

fractions were desalted by passinq throuqh a Dowex AG 50 column CH+ 

form>• eluted with 2,5 N NH 4r.1, rnnrPntrrltPrl hv PVrlonr,.tinn in"' Savant 

concentratorr spotted on Whatman No. 1 paper or on TLC sheets of 

silirrl <1Pl rlr1d r1m wit.h h11t.;rnnl!rtrPt.ir rtrirllw;¡t.Pr <4lllll or 

ethanollethvleneqlvcollwater 171311), respectively, The amino acids 

WPl'P r11n hv bnt.h svst.Pms ;:inri o;prot.nrd n nnl v hv Tl.r.. Rt.;:ir1rl;nds of 

the radioactive compounds were run in parallel. The paper or sheet 

"'"'"' r11t. in 1 rm oiec1Hi• ;:ind rrtdinart.i.vi.t.v wrio; rn11r.t.Prl ir1 Pach oiece 

after elution with Tritosol directly in scintillation vials. The 
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results of these chromatoqrafic analvsis showed that for qlycine 65-

70Z nf t.hP radinart.ivtt.v rPlPa••rl rnrrP•onnrlPrl t.n t.hP amino acidl far 

GABA this value was 78-82Z and for serotonin 85Z. 

r.hnl inP was sPoarat.Pd froni ar.,.+.vl rhnl i r1P in t.hP •11oerfusion 

fractions bv phosphorvlation of choline with choline kinase and 

•11hsP01 •Pnt. ,.,.,+,r ar.+. i nr1 nf arPt.vl rhn 1 in• i r1t.n a t.n l 11PnP •ri r1t. i l 1 at. ion 

mixturer as previously described (Tapia et al,, 1985), 

F'hnsohnr v la+. i nn nf a st.anrlarrl sn 111+. i nr1 nf l ahp 1 .,rl rhn 1 i r1P was 

carried out in Parallel to the saniples in order to correct for the 

¡:¡rt.11al ohnsohnr v 1 at. i nn va 1 "", whi <:'h was A~-90Z nf t.hp t.nt.a 1 r.ho l i r1e 

r>resent. 

RF.SllLTS 

Glomerulus fraction 

Th., apopar ar1rP nf t.hP rnnt. i n11n11c. •lrarl i Pr1t. nf t.hP nur.1. Par 

fraction was similar to that described previously IHaJ6s et al,, 

J 97~), Th,. 11c.p nf t.hP t. i sc.11e rhnoeiPr t.n ni i r1r• t.hP t. i ""'·'" hefore 

homoqenization Proved to be more convenient than the previously 

Pniplnved niet.hnrl wtt.h srtc.c.nrc.. ílhc.•rvat.inn nf t.h,. ourifted 

qlomerular fraction by the Nomarski interference technique and by 

Plect.rnn niicrnc.r.opv shnw,.rl otct.urpc. VPrv c.iniilar t.n t.hnsp of Hai6s et 

al. (1975), Furthermore. qlomeruli incubated in the uptake medium 

fnr 20 min WPrP alsn nbserved tn t.hP p]Prt.rnn nii<:'rn•cneie in thrPe 

experiments. No apparent damaqe of the qlomerulus structure was 

nhc.PrVP.rl aft,Pr t.hts ir1r.11hat.inn t.imP. 

The possibilitY of qlomerulus damaqe durinq the incubation 

t.imP. wa• ;:ilsn st.11diPrl bv "'"ª"'"rtn•l t.hP. rPl easP of LOH as rlpscribed 
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In Met.hnds, Tn 5 exceriment.s nf t.hiR kinrl it. wR~ nh~erved t.hat. 

befare incubation 19.0Z + 2.8 ISEMI of the total LDH activity was in 

min incubation and to 27.3Z + 2,7 after 20 min incubation, The 

differences between these values and the control were not 

durinq incubation1 this is probablv very sliqht. 

and qlycine by the qlomerular particles are shown in Fiq, l. In the 

eir eRer1r.P nf N;/ t.he 11eit.Rk P nf C 3H l r.:AF:A wR~ eir Rrt"i rR 11 v 1 i nPRr rl1.1r i r10 

the 4-min period studied1 althouqh a sliqhtly faster uptake was 

nh~ervPd in t.hP firRt mln. When NR+ wRR nmittPrl in the medium there 

was no increase of GABA uptake with time• so that at 4 min the 

inhihit.inr1 rl11P t.n NR+ RhRPnrP wR~ 90%, Th" 11eit.Rk" nf <3H)•Jlvr.ine in 

the presence of Na+ wRR Rhn11t. t.wi ro• t.h;:it. nf f::AF:A Rrorl i t.R Ni'!+ 

dependence was less clear. In the first min no inhibition was 

rlet.ect.P.d bv nmit.t.ino N;/, h11t. R 50-AO'Y. inhihit.inr1 WRR nhRervP.rl Rt. 2 

and 4 min incubation CFiq, 11 bottom panel), 

Tri rnr1t.rRRt. t.n t.hP rPR11l t.R wi t.h f.:AF:A Rr1rl ol vr.i r1P, t.hP. 11ct.ake 

of ( 3H l ~Pr nt.nni n hv t.hP o 1nmPr11l11R oRr t.i r 1 "~ i r1 t.hP eirPRPr1r." nf Na+ 

was quantitatively verv small and it occurred mainly in the first 

mir1 nf ir1r11h;:it.inn CFio. ?\, Th" n•ii~~inr1 nf N;:i+ nnt. nnlv rlirl r1nt. 

inhibit se~otonin uptake but apparently stimulated it• particularly 

;:it.? Rrorl 4 mir1 whPrP R !"5-75'Y. Rt.im11l;:it.inr1 hv N;:i+ Rh~Pror.P was 

observed, In view of these results and those of serotonin release 
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that will be described below, the uptake of serotonin was also 

1 
1 Methods• in an attemPt to preserve as rnuch as possible the structure 

í nf t.hP mnc;c;v t.Prmin'llc; nf t.hP •::ilnmPr11l i 'Inri ;:it. t.hP c;;:imp t.i.mP t.11 

.J 
eliminate the possible participation of molecular laver structures 

j ir1 t.hP 11¡:,t,;:ikP ornrpo;c;, ThP rpc;11lt.c; nf t.hPo;P P>10Prim1•nt.c; inrlic;:it.P 

that the uptake of serotonin in the slices was about lOOZ hiqher 

t.h;:in t.h;:it, i r1 t.h@ qJ.nmPrtJl 1.1c; fr;:irt.inn• h11t. c;ioiil;:irlv t.n t.hP 1 At.t.Pr 

did r1ot show Na 
+ 

dP0Pr1rlPr1rP' ;:ilt.hn11qh i r1hi hi t.i nn hv anv r1n 

Na 
+ 

nmi c;.c;, i nr1 w;:io; nho;PrVPrl (Fi "· ? • i r1CiPt.) • WhPn t.h., p~.n~.iPr i ml='nt. 

carr ied Ol•t at 4nr., t.h., 11ct.;:ik" nf c;Prnt.nrii r1 in t.h .. or.,<;Pr1ce nf 

Na+ w;:ic; ;:ihn11t. !"iO'Y. """"r"rl ( Fi •::i. 7 i nc;Pt.). 

The upta~,e of (::tll'hnl in" hv t.h" •::ilnm,,r1Jl11c; fr;:ir.t.inn anrl hv 

the slices of the qraular laver is shown in Fiq, 3, It can be 

w;:ic; 

serotonin and that it was also independent of Na+. In rnntr'l•t• 

in the slices choline uptake was partialli Na+-d1>0,,nrl1>nt1 o;inrP " 

za z decrease was observed when Na+ "'"'" nn,; t.Prl i r1 t.hP ml'lrli ""'. T.n 

the presence of Na+ ;:, 70 'Y. rl"""""'"" i r1 t.hP l'hnl i r11> llpt.;:ikp W'lS 

observed when the incubation was at 4 n CFio. ~ inc;Ptl. 

Of the four compounds tested in the present paper. onlv 

Alornerulus particles. Therefore• a kinetic analvsis of choline 

studv are shown in Fiq, 4 as Lineweaver-Burk plots. Two cornponents 

i.t. 

showed a Km of 16.8 uM and a Vrnax of 109 prnoles/mq protein• whereas 
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the values for the low affinity uptake were 102 uM and 382 pmoles/ms 

proteinr respectively. 

Release eMperiments 

The release of labeled GABA and 9lycine from the glomerulus 

particles superfused as described in Methods is shown in Fi9, 5, K•-

depolarization produced a lOOZ peak stimulation of the release of 

3 2+ ( HIGABA in the presence of Ca , When this cation was omitted in 

the superfusion medium the stimulation was reduced by about 50% but 

it was not abolishedr in spite of the fact that the absence of Ca 2+ 

was secured by addin9 EGTA to the superfusing media. The control 

curve of Ft9, 5 (top panel) shows that the mechanical operation of 

chan9in9 the medium does no affect the release, 

The release of c3H glycinel was stimulated by K+-

depolarization by about 200Z and this stimulation was strictly 

dependent on the presence of ca 2+, sine~ in the absence of this 

cation such stimulation was inhibited almost totally IFi9, 5, bottom 

panel), Furthermorer the stimulation of glycine release was more 

rapid than that of GABA• since the peak value far glycine was 

obtained 1-2 min after changing the mediumr whereas for GABA a bell-

like release curve was observed due to a slow increase of the 

release stimulated by depolarization. 

The release of labeled serotonin from the glomerulus particles 

is shown in Figo 6 (top panel), A small stimulation of about 14Z (at 

peak valuel was produced by K•-depolarization in the presence of 

ca 2
+, Howeverr this stimulation seems to be real• since in the 

absence of c~ 2 + in the medium it was completely abolished, In factr 
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the release curve under the latter conditions is indistinguishable 

from the control curve obtained by the sole operation of changing 

the superfusion medium. Furthermore, the shape of the stimulation 

curve clearly indicates that• similarly to GABAr there is a gradual 

increase to the peak and then a slow decline• whereas in the absence 

of Ca 2+ or when changing to the same medium there is a continuous 

asymptotic decline of the release. When the release of serotonin was 

studied in whole slices of the cerebellar vermis• the stimulation 

produced by K•-depolarization was much more notable 140Z peak 

stimulationlr and this stimulation was reduced by about 75Z when 

Ca 2+ was omitted CFig. 6, central panel), In slices of the granular 

layer the stimulation of serotonin release was similar to that in 

Z+ whole slices• and the Ca· -dependence was almost absolute <Figo 6• 

bottom panel), 

In contrast to the results with the amino acids and serotonin• 

the release of radioactivity from isolated glomeruli loaded with 

labeled choline was not stimulated at all by K•-depolarization• 

2+ either in the presence ar in the absence of Ca , Whereas in the 

case of serotonin the stimulation of the release was enhanced in the 

slices as compared to the glomerulus particles. again no stimulation 

whatsoever was observed in whole vermis slices nor in slices of 

granular layer loaded with labeled choline (Fig. 71. 

In 5 experiments the proportion of radioactive choline and ACh 

released from cerebellar slices loaded with choline was studied 

as described in Methods. After correction for the actual extent of 

choline phosphorylation observed in standard samples run in 

parallel• it was found that in the three superfusion periods studied 

14 



(3 min before and two 3 min-periods after stimulationl 86-92X of the 

total radioactivity released was accounted for by choline and the 

rernainder by acetylcholine. 

DISCUSSION 

Uptake studies 

The main aim of the present work was to characterize the 

possible neurotransrnitter role of GABAr 9lycine1 serotonin and ACh 

in the synaptic structures of the cerebellar glomeruli. On the basis 

of previous findings in conventional brain synaptosornes IBogdanski 

et al•• 19681 Iversenr 197li Kuhar and Murrinr 1979¡ Fass and Laner 

197911 one of the properties that should be expected for such 

neurotransmitter role of amino acids and amines is a Na•-dependent 

high affinity uptaker whereas choline seerns to be taken up as a 

precursor of ACh+ This type of uptake had been previously described 

in isolated 9lornerulus particles for 9lycine IWilson et al+r 19761, 

Far GABA a hi9h affinity uptake had been also describedr but the Na+ 

dependence of this uptake was not studied IHarnberger et al,, 19761 

Wilson et al,, 19761. Our results of 9lycine uptake are similar to 

those previously found CWilson et al+r 197611 except that the Na•-

dependence was less strict. In contrastr our data show an almost 

total inhibition of GABA uptake when Na+ was absent in the rnedium 

IFig, 11. 

In view of what is known on the uptake of choline and 

serotonin in isolated nerve endinss CB09danski et al,, 19681 

Yarnamura and Snyderr 1973; Simon and Kuharr 1976; Kuhar and Murrinr 

197811 it is surprisins that the uptake of these two compounds 

15 



~ ¡ 
! 

i 

i 

.i 

J 
J 
J 
J 
1 
~ 

~ 

! 

J 
J 
J 
J 
J 
J 
J 
J 

showed no dependence on Na+ in the isolated glomeruli CFigs, 2 

and 3), This finding cannot be interpreted as dueto damage of the 

glomerulus particles. unless the damase is specific for a glomerular 

structure able to take up serotonin and choline but not GABA and 

glycine. This does not seem to be the case, however• since in the 

slices of the granular layer• where the preservation of the 

9lomerulus structures would be expected to be better• also no Na+-

dependence of serotonin uptake was observedr and only a slight 

dependence was observed for choline. The uptake of both compoundsr 

howeverr was partially temperature-sensitive. su99estin9 the 

presence of an energy dependent transport. 

The kinetic study of choline uptake showed two components. 

with apparent Km values of 17 and 102 uM. These values are in the 

range of those described far conventional synaptosomes from the 

cerebellum• but in the latter only one componentr with a Km of 41 

uMr which the authors consider of low affinityr was detected 

<Yamamura and Snyderr 1973), Far serotoninr one high affinity 

componentr with a Km of 0146 uM Clateral cortex) or 1.45 uM 

<vermis) was recently described in the bovine cerebellum 

glomerulus particles CTerrian et alor 1985), 

It is particularly interestins that by means of 

autoradiographic techniques in isolated glomerulus particles the 

uptake of both GABA and glycine has been located specifically in 

the axon terminals of the Gol9i cellsr which lay in the periphery 

of the glomerulusr the mossy terminal beins virtually unable to 

take up these amino acids CWilkin et a1., 1974l 1981), In 

contrastr serotonin uptake after intracisternal <Bloom et al.r 
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1972) or topical application on the vermis cortex (Beaudet and 

Sotelo, 1981) was located in a small population of mossy 

terminals• with little or no radioactivity in the Golgi axons. 

These findings will be discussed below in relation to our results 

on the release of GABA, glycine and serotonin. 

The role of GABA as the inhibitory transmitter of cerebellar 

Golgi cells has been postulated from electrophysiological findings 

CBisti et a1,, 1971), and it has been supported by the already 

mentioned specific uptake of GABA, by the immunocytochemical 

location of glutamate decarboxylase in the Golgi terminals 

CMclaughlin et al., 1974), and by the enrichment of the activity of 

this enzyme CBal6sz et al,, 1975) and of GABA receptors CKingsbury 

et al., 1980) in the isolated glomerulus particles. GABA receptors 

have been also located autoradiographically in the granular layer 

<Palacios et al,, 1980), It seenrs, t.herefore• that the only evidence 

lacking to complete the identification of GABA as the 

neurotransnritter of Golgi cell ternrinals, nanrely its release 

stinrulated by depolarization, has been fulfilled by our present 

2+ results CFig.5), The partial dependence on Ca observed is similar 

to that previously observed in conventional synaptosomes and brain 

slices CMinchin1 19801 Cunninghanr and Neal• 1981¡ Tapia and Arias, 

2+ 19821 Arias et al,, 1984), A Ca -dependent, depolarization-induced 

release of endogenous GABA has been also denronstrated in cerebellar 

slices CFoster and and Roberts• 19801 Flint et al., 1981), 
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Glycine 

In contrast to GABA1 few data in the literature clearly 

suggest a transmitter role for glycine in the cerebellum1 with the 

notable exception of its already mentioned specific uptake into the 

Golgi terminals. Glycine levels are low in the cerebellum as 

compared to other areas of the brain1 although the activity of 

serine-hydroxymethyltransferase and glycine transaminase is similar 

to or higher than that in medulla-pons or spinal cord CAprison and 

Nadir 19781, where glycine is considered a neurotransmitter. In the 

granular layer of the cerebellar cortex1 howeverr glycine is nearly 

as concentrated as GABA INadi et al11 19771, Glycine has sorne 

inhibitory action on neurons in the cerebellumr although weaker than 

that of GABA IKawamura and Provinir 1970; Curtis et al,, 197111 but 

the release of endogenous glycine <Foster and Robertsr 1980; Flint 

et a1,, 19811 and of labeled glycine CL6pez-Colomé et al,, 1979¡ 

Okamoto and Namima, 19781 from cerebellar slices was not stimulated 

by depolarization. In view of these datar our finding that glycine 

release in the glomerulus particles was notably and rapidly 

stimulated by K+-depolarizationr and that this stimulation was 

2+ strictly Ca -dependent, similarly to spinal cord synaptosomes 

(Qsborne et al.1 1973¡ Levi et al.r 198211 is as surprising as the 

high affinity glycine uptake by the Golgi terminalsr and is clearly 

complementary to the latter. It is noteworthy that in synaptosomes 

from the spinal cord1 medulla and pons' and also from the cerebral 

cortex where the evidence for a glycinergic transmission is scarce' 

release curves were obtained strikingly similar to our results in 

2+ the glomerulir including the Ca -dependence (compare Fig.5 of 
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the present paper with Figs. 4 and 5 of Levi et al., 1982), These 

results indicate therefore that. in spite of the relatively weak 

previous evidence, 3lycine should be considered a strong candidate 

as the transmitter of a certain population of the Golgi cells• 

possibly different from that releasin3 GABA• since competition 

experiments su33est that the two amino acids are taken up by 

different terminals IWilkin et al,, 1981), 

Studies in membranes from isolated glomeruli have shown that 

they bind strychinine with rather low affinity and no displacement 

by glycine (Wilkin et al,, 19811. However• strychnine binding not 

displaced by glycine has been found also in pigeon optic tectum 

(LeFort et al,, 1978>• and strychnine resistant effects of glycine 

have been described in the mammalian <Ryall et al,, 1972) and frog 

spinal cord <Evans et al,, l976S Nicoll et a1,, 1976), Therefore, 

the lack of effect of strychnine on the inhibition mediated by Golgi 

neurons <Bisti et a1,, 19711 might indicate, in the light of the 

above discussion• not the absence of glycinergic transmission but 

the presence of strychnine-insensitive glycine receptors. 

Serotonin 

There is ample evidence suggesting a role of serotonin as a 

transmitter in the cerebellar cortex. Immunohistochemical methods 

have been used to demonstrate the presence of serotonin containing 

and serotonin-transporting fibers and terminals in both the 

molecular and the granular layers• IHokfelt and Fuxe. 1969l Chan-Palay. 

19751 Beaudet and Sotelo• 19811 Takeuchi et al+• 1982S Bishop and Ho• 

1985), More detailed studies with electron microscopy autoradiography 
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after topical IBeaudet and Sotelo• 19811 ar intracisternal !Bloom et al. 

' 19721 administration of labeled serotonin have shown that this 

amine is taken up in some1 although not the majority, of the mossy 

terminals of the 3lomeruli1 

Furthermore, iontophoretic application of serotonin on granule cells 

elicited a prolonged acceleration of the rate of discharse• and it 

has been suggested that the predominant action of the amine on these 

cells is excitation !Bloom et al,, 19721+ Our results on the 

release of serotonin suggest that this amine is in fact the 

neurotransmitter of the mossy terminals, since it was possible 

to demonstrate its strictly ca2•-dependent release in the 

isolated glomerulus preparation as well as in the slices of the 

granular layer, The fact that the stimulation of serotonin 

release was comparatively small in both types of preparations 

might be due to the heterogeneity of the mossy terminals in 

different parts of the cerebellumr since as already mentioned 

serotonin is taken up only in a limited population of mossy 

terminals !Bloom et al., 1972; Beaudet et al,, 19811+ 

Acetylcholine 

Data su33estin9 a neurotransmitter role of ACh in structures 

of the cerebellar 9lomeruli are very scarce. The 

electrophysiological results are predominantly negative ICrawford et 

al,, 19661 McCance and Phillis1 1968; Crepel and Dhanjal1 19821 and 

choline acetyltransferase1 althoush immunohistochemically located 

apparently in the 9lomeruli <Kan et al,, ¡979; see however Rossier1 

197511 is not enriched in the isolated 9lomerulus particles• its 
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relative specific activity being only 20% higher than that of LDH 

and about 50% less than that of glutamate decarboxylase or succinic 

dehydrogenase IBalázs et a1,, 19751, With this background• the total 

lack of stimulation of ACh release from both isolated glomerulus 

particles and granular layer slices loaded with labeled choliner 

observed in the present workr strongly argues against a transmitter 

role of ACh in the mossy terminals, This absolute lack of stimulated 

release sharply contrasts with the clear stimulation observed with 

the other three neurotransmitters studied and therefore cannot be 

ascribed to a damage of the possible ACh-releasing structure. The 

finding that most of the radioactivity released spontaneously from 

the slices was accounted for by choline agrees with previous data in 

brain synaptosomes showing that choline release is spontaneous but 

only acetylcholine release is stimulated by depolarization (Tapia et 

al,, 1985), 

In conclusionr the results of the present work indicate that 

the uptake of both serotonin and choline into the cerebellar 

glomerulir differently from that of GABA and glyciner is not Na+ 

dependent, In the light of the identity of the glomerular 

structures capable of taking up GABAr glycine and serotoninr the 

results of the release experiments indicate that the two amino acids 

are most probably the inhibitory transmitters of the Golgi cell 

terminalsr whereas serotonin might be the excitatory transmitter 

of at least a population of the mossy terminals. Finallyr the 

complete lack of stimulation of ACH release by depolarizationr 

together with other data from the literaturer argues strongly 
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against a transmitter role of this compound in the cerebellar 

glomeruli. 

The results of the present paper confirm that neurochemical 

studies in well identified isolated nerve endinss from the CNS is a 

powerful tool for the identification of the transmitters of specific 

synapses, Howeverr it is necessary to keep in mind that other 

problems still exist, for example the possibility of heterosenous 

populations of the identified terminals due to the subzones of the 

CNS re9ions1 as it seems to be the case for serotonin in the present 

work. 
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Figure lesendsl 

Fig, 1, Uptake of labeled GABA and glycine by isolated glomerulus 

particles in the presence 1118 mMI and absence of Na+, Mean values 

of 11 experiments for GABA and 6 for glycine t SEM. 

Fig. 2, Uptake of 3H serotonin by isolated glomerulus particles, 

and by slices of the granular layer linsetl in the presence 1118 

mMI and absence of Na+. The uptake by the slices at oº C in the 

presence of Na+ is also shown. Mean values of 5 experiments ± SEM 

Fig. 3, Uptake of 3H choline by isolated glomerulus particles and 

by slices of the granular layer linsetl• in the presence 1118 mMI 

and absence of Na+. The uptake by the slices at oº C is also 

shown. Mean values of 6 experiments for the glomeruli and 5 for 

the slices t SEM, 

Fig. 4, Double recipocal plot of 3H choline uptake by isolated 

glomerulus particles in the presence of 118 mM Na+. Glomerulus 

particles were incubated for 4 min with different concentrations 

of choline, The low affinity component is amplified in the inset, 

Km and Vmax values obtained from this plot are given in the text. 

Each point is the mean value of 10 experiments. 

Fig, 5, Release of labeled GABA and glycine from glomerulus 

particles in the presence 12.5 mMI and absence lwith 0.1 mM EGTA> 
?+ 

of Ca 4 
, After loading the particles with the amino acid they 

were washed and superfused as described in Methodso At 6 min 

larrow> the superfusion medium was substituted by a depolarizing 

medium containing 47 mM K+, The control curve of the upper panel 
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+ 
refers to the operation of changing the normal medium (4,7 mM K 1 

for the same one. Mean values of 9 experirnents far GABA and 6 

experiments far glycine. The rnaximum SEM was 13Z of the 

corresponding meanr but far most points it was smaller than 1oz, 

Fig. 6. Release of 3H serotonin from isolated glomerulus particles 

Cglomerulilr from slices of the cerebellar vermis Cwhole slicesl 

and from slices of the granular layerr in the presence and 

absence of Ca 2+, Details as far Fig. 5. Mean values of 6 

experirnents for the glomerulir 10 far the whole slices and 5 for 

the granular layer. The corresponding meanr but far most points 

it was smaller than az, 

Fig, ?, Release of radioactivity from isolated glomerulus 

particles and from cerebellar slicesr as described in Figo 6 

after loading with 3H choline. As indicated in the textr more than 

85Z of the radioactivity released corresponded to choline. Mean 

values of 5 experirnents for the glornerulir 8 for the whole slices 

and 6 for the granular layer. The maximurn SEM was 11Z of the 

corresponding rnenr but far rnost points it was srnaller than az. 
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Captación de colina en rebanildali de vcarmi• &in capia 

1r1ol11cular¡ efecto 'dli alc;¡unoli in~ibidorvs. 

Puesto que la captura da colina en reb•n•das ~· vermis resulto 

dismtn~1tda Uc;¡1;2raraa'nto en auaancta d• N•• Unaerto da la figura 

2 del articulo anoxa>, ero. interosunt1t probar at dichil captur.a 
'· 

er.-i t1.1r,blén E:.llna.ibla a inhibidorus e11.peciftco&. C:omo 1>e obliet·v• 

en(ª fiQura 2 al of'ecto del htm1tcclinio'-:S, . un lllhiutdor del 

tr'r.nsporteo de alta &1;finidad de colina, . e¡¡ do inhibic::Hm-- de .. un

:!7'Y. ·respecto ttel control, · ~c1 c.:ei1110 liimbUn &e oblietvO tnhibici on· ... 

r.c;n el i onGf oro du ... ,:.di o mcmer1t.l na, y con l .a ouabili na, un 

S.nhlbpdcr de la ATF'illiii d¡¡ Na+-K•·. Como iln lo• experin111ntoa dlitl 

!nnerto de IR fii;,ura 2 <mar1utocrito>, 1>e cc.mprobO que el a·iatoina 

do captura os .,unrtornante tlepól1'1dhmtliP clG .ttilmpur<Atur•. 

f 411J. llJ00 
a. 
en • 
' 311J.(IJ011J 
o e .. .... ¡ 8 2lll.e011J 1 

1 Ca) l 
.... l(c) l (d) 
1 (b) l 

lllJ. 008 
a. 

e.ase +-- ~--· 
Fi;. 2. l?l<!cto dlil alguno& inhibideireE scbro lll transport• de 

col(n• an rc-ban-.rtao ~ia vor1111:r. e;in ca.pa ir.ulci;;ul•r. Incubando laa 
rc:,en.ad•u;. durar~tQ 10 minutoc ~n prlll11.~ncia. de (t,) &he111ic;;alinio 100 
""' (e) 1 :r.on!!nr.l n.1 10. ul'I, v Cd>: ouúll.i"na 100 1.1M1 e.a> '"ª la. 
capt'1u:it-n r:c1r1trol • P1·omedic ·• E.S. de :5 G:hper i1r.entc;.. 
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Determinación de acEtilcolina en las rebanada• de vermia 

Estos 01<pt•rlm11ntos ~e realiz•rcn ccn r.1 fin de iiAblilr qu•. 

proparció~ de la marca radioactiva colectada en los eKperimentos 

-d• libaraci On l!ra ac:eti lcclin.a y c:uantil era col fna, dwspués da 

tnr.ubar con éi>ta l.\ltim.a como precuri>or, ya que las termin•leli 

nQ1·vtce.:aG no c:.11ptan i..ci!til col l na. t::stos.i r·e"ul tadcs lit1 mu1.1str.an Ein • 

la. figura 3 1 cé\l c:ul .:i.dcs como el porc:i ento do colina V , 
ac:11tU calt na. Carr10 'lll observ<t, el porcentaJa d11 ac1:ti l ccli na 

1 

form"rla fue r.1uy pcqur.l\lls ·1• ee.la ne aum&t.4 de mAn1:r• importilnte. 

despu6s . de .:iplicar al potasio 47 111M come despo.l.rizant•-- C&),. y. 

t;unque parece h41ber un -.~1r:.ento en a.l t>eQundo ¡:.eriodo de colecta 
. I 

despu~s de 1• dvi;pclarlzación, ¡¡¡stu no lili t1bs11rv6 nunca con.o un& 

C!SU 1i1Ulo.ci6n de l& libRrc.ci ón ni &n gloin61-uloa &i aladas. ni en 

rebanado.s. 
1s.eee ,-

! 10.eee l .. 
[ 

1 - 1 . 8 1 ·- i (e) .. '· 

1 s.eem 
-1 

(b) 

~H 

"· eem ·-·- ·-·------
FI;. ~. · D•t•rminiaclGn d• ac:etllc:ulin& en r·lib&IU&d&a de 1t•r••• 

&ln cap.:a lliolecular. So hicieran ai:parlmenta• de UbtiracUn V •• .. 
c:o!octaran «iuentra• de 3 minutos r:e C&>1 Hber·ac16n b&•al, Cb>1 3 
111tnut:os d1tapufa dct l•pllcar al diir11pol ar·h,ar1ta O<• 47 lllt), V Ce>, 
loa sl;ulont•G 3 r.1inutoa • <b>. Ret>ul t&dQa an porchmlg de 
acatt1co1Sna, reapec:to di!l total de radio•ctividad liberada. 
PrCllf1adla.+ U.E. de S •~pttrimwntua. 
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Di:;tenninac:i6n d¡¡, la actividad de la.i:tal:o de¡;r1icl1-ogena:;a 

Para medir el po:'>ible daiío t;i.;¡,ul;,w d~ la. frac:cion Qlomerular, 

~e midió la ac:t.iviclad ele 11;1 lac.;t;.l:o t:li1ahidr0Qiirnóll5S. en los 

r.obren;;1da11tes ele Qlon:érul.os. inc:ubado" 

actividad da LDH después de lo.- primliroli minuto¡¡ d11 ini::ub;ación y 

poster i oi-mente 1;1? mantiene constante. 
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tlicroscopia electrónica y óptica 

So hicieron algunos onsayos para determinar la pure:a de las 
preparo.cienes empleadas li.'n los e>:perimcntos por lo que se 
muestran aspectos de los muestreos reali;:ados. En la. figura 
5(a) se muE1stra una micrograHa electrónica de glomtirulos 
aislados donde se puede ver claramente a lo: el(,!mentos de la. 
c:;tructura reconocibles como· terminales musgosas.· En Cbl, · · • 
microscopía óptica de una rebanada de vermis sin capa. molecular, 
dorodc. se puede ob!r.ervar que la capa molecular ·rué retirada casi 
completamente, qu¡:,dando solo la c.:Apa granular, con lo que se 
pued~ "firmiilr que los e>1perimE1ntoli de c01ptui-a y 1 iberación Ein que 
se ~mplearon estas rebanadas, se hicieron con una preparación 
que! contenta principalmente la ::ona de las t~rminales · :_ 
111usgosas. Finalmente. en ·(e) se muestra el .:ispecto de .las. 
partículali glomerulares con ilumin,.ción tlomarski; ;, , 

-. 

Flg. ·- 5. a.a t1icroi;ar-afia electrónica da una P•rticul .. 
c¡¡lon1erulaq los asteriscos 1:.cir.alan dos terminales muliQOsas.· bl 

.P.ebanada. da capa 9ranul.;ar obtenida. despuós do disecar la capa 
noolecular1 ll capa. granular, 2) resto de c~p• molecular l> 
ma.terla blanca. ca Dos aspecto• (bajo · "I alto aun1ento> de las· 
particulas Qlomerulares coro iluinir1aci611 tlomarsl:l.--
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DISCUSION Y CotlCLUSIONEB 

Captacion y liberación de GABA y glicina 

De los resultados que aquí se exponen, es posible concluir de 

manera general que el cerebelo, apesar de ser una estructura 

relativamente simple en cuanto a 1 a ci toarqui tectura de sus tipos 

nouronales ea 

neurotransmisores, 

muy complicada en cuan~o a sus posibles 

aún si estos se estudian en estructuras de 

relativamonte pocos elementos neuronales. Como se observa en la 

figura 1, la captación que los glomérulos hacen de GABA y glicina 

es en ambos casos dependiente de la presencia de sodio en el 

medio do incubación. De manera particular el GABA muestra tener 

una grán dependencia al sodio, pues como se observa en dicha 

figura, en un medio sin Na• se alcanza una inhibición de hasta un 

'i'O:~. Como se ha propuesto por muchos investigadores, las 

terminales sinápticas tienen un sistema de transporte de alta 

afinidad de moléculas transmisoras que es particular de esas 

estructuras. En los glomérulos aislados, este tipo de transporte 

esta presente para el GABA y la glicina. 

Sin embargo, tal vez un dato mas concluyente lo representa la 

posibilidad de demostrar que los compuestos propuestos como 

neurotransmisores se puedan liberar de las presinapsis. A 

respecto, en la figura !5 se observa que tanto el GABA como 

glicina se liberan de la preparación de glomérulos 

despolari~ación de KCl 47 mM, en una forma dependiente de 

este 

la 

por 

la 

presencia de ca••. Aunque no se conoce en detalle el mecanismo de 

liberación dependiente de Ca2 •, éste fenómeno se ha observado en 
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menor o ma•7or grado para todas las sustancias neuroacti•:as. Por 

lo anterior, la demostración de que el GABA y la glicina se 

liberan de terminales sinápticas, las de un tipo encontradas en 

el glomérulo en este caso, constituye un punto importante r.n 

favor del papel de estos compuestos como tr·ansmi sores. 

Por otras metodologí;.s 1 se ha demostrado que el GABA puede ser 

el transmisor de las terminales a>1ónicas de Golgi. Así, la 

presencia de GAD en estas células <McLaughlin et al, 1q74) y l;. 

captura específica de GABA radioactivo que las 1nencionadas 

termin;.les re,.lizan en los glomérulos aislados !Hilkin li!t al, 

1991) parece coincidir plenamente con los resultados de captura y 

liberación que aquí se presentan. Para la glicir1a se tienen menos 

datos acerca de su posible papel transmisor en el cC!rebelo. Como 

se mencionó en la introducción, la glicina no tiene una 

distribución que indique alguna fum:ión en especial , como sucede 

con otros compuestos, ya que se distribuye uniformemente en la 

corte::a cerebelosa. Sin embargo, la especificidad de función no 

depende sólo de un parámetro, como sería el de captación en este 

caso. Otro indicio en favor de un papel neurotransmisor de la 

glicina en E!l cerebelo osti!I dado por la presencia de receptores 

específicos en la ::ona granular del cerebelo, tal como lo 

demostraron ~lilldn y colaboradores, < 1qa1) midiendo la unión de 

estricnina, aunque este ligando no fué despla::ado por glicina. 

Por otro lado, aún la ausencia de receptores sensibles a 

estricnina (Un compuesto especi fice para receptores 

glicinérgicosl 1 no demostraría tampoco la ausencia de actividad 

transmisora de la glicina, pues siempre cabe la posibilidad de 

4ue los receptores del cerebelo no fuerar1 sensibles c. la 



r;,stricnina (ver las referencias sob1·e este pL1nto en el manuscrito 

de publicación). Es por esto que el criterio de lib1•ración es muy 

importante para la glicina en los glomérulos aislados, pues 

aunado a las evidencias de que en esa ;:ona del cerebelo se 

1mcuentran los receptore1s específicos y un sistema de captura de 

alta afinidad, la demostración de que el compuesto es liberable 

aumenta enormemente la evidencia en -Favor de una función 

transmisora de la glicina. Tanto para el GtiBA como para la 

glicina, las evidencias acerca de la sinapsis especifica en los 

gloml!rulos, donde ambos compuestos se acumulan selectivamente, y 

por tanto a partir de las cuale1s SE· podría liberar, es sobre la 

base de los datos de autorradiografía <l~i ll(in et al, 1901), y 

estaos sinapsiso son las de los axones de las neuronas Bolgi. Por 

lo anterior, es posible que la liberación de ""H-GABA y "H-glicina 

de los datos que aquí se presentan, provenga de las mencionadas 

sinapsis. 

Captura y liber-ación de serotonina 

Puesto que se ha encontrado 5-HT en las rosetas glomerulares, 

los experimentos que aquí se hicieron tu'lieron la intención de 

probar si el compuesto es liberable de forma dependiente de Ca2 • 

y captado de manera dependiente de Na+, Como se puede observar en 

lu ·Figura 2, los glomérulos captan una pequei'>a cantidad de 5-HT y 

no se observa ninguna dependencia .al Na•1 t.ampoco se observó 

dependencia alguna cuando se hizo el ensayo de captura en las 

rebanadas de vermis sin capa molecular, aunque la incubación a 

4ºC en este tipo de rebanadas revela que el sistema es afectado 

por la temperatura, como se ha descrito para los si¡¡¡temas de alta 
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aHnldad. Las gráficas de liberación de "'H-5-HT, muestran que 

hay una peque\'ía l i ber ación c:uando el ensayr~ se loac:e en los 

gloml!rulos aislados, 'f el efecto se aumenta cuando se emplean 

rebanadas complet;.s o sin c:apa molecular (fig. 6). Es probable 

que este mejor efecto visto con las rebanadas de vermis se deba a 

se tiene una mayor integridad del tejido, que 

comparativamente a el tiempo de aislamiento de los glomérulos, el 

de 1 as rebar1adas es peque\'ío. Como se di Jo c:on anterior·idad, la 

5-HT tiene un efecto ambiguo cuando se aplica 

elementos de la corte~a del cerebelo como son las 

en algunos 

c:élulas de 

Pur·ldnje. Sin embargo, específicamente en las neuronas granulares 

produce unil excitación <Bloom et al, 1972). Lo anterior quiere 

decir que la 5-HT tiene por si !iola un efecto, y como éste es de 

E!>1citación sobre las neuronas granulares, es posible postularlo 

como transmisor de las termin.aler musgosas, pues éste es el tipo 

de efecto fisiológico que las fibras musgosas producen. Un 

aspecto importante que se debe recalcar es que no todas las 

rosetas musgosas captan 5-HT, lo cual indica que no es suficiente 

el criterio morfológico para considerar que todas posean el mismo 

neurotransmisor. Esta afirmación puede explicar la grán 

diversidad de compuestos neuroactivos que se han encontrado en 

las terminales musgosas. Así, los experimentos de captura y 

liberación que aqul. se muestran parecen confirmar que hay una 

población de terminales musgosas que usan ít la 5-HT como 

neurotransmisor. 

Por otro lado, no debe sorprender el hecho de que solo una 

poblaciór1 determinada de terminales musgosas usen serotonina como 



transmisor, yiJ. qLtE! provienen de somas loc:;:1li;:ados de n1ás de Lln 

sitio, y esto posiblemente esta es la eHplicación de que en las 

terminales musgosas SE! hayan er.contrado vari;.s sustancias 

neuroactivas. Es también posible quti! estas sustancias actúen como 

neuromoduladores -~· no como trarosmi sores en el sentido estricto 

del concepto. 

La acetilcolina no parece ser un neurotransmisor de las 

tet" mi ro al e.s musgosas. 

Como St? dijo anteriormente, el cerebelo tiene, respecto a 

la acelilcolina, uro patrón diferente e.n relación a otros sitios 

del SNC. Asl., el contenido de acetilcolina durante las primeras 

fiilses después del nacimiento es mayor que cuando liilS redes 

neurales se han formado completamente <1'.ása et al, 19821 Vavin y 

Harel, 1979). Las concentraciones finiilles que hiily de acetilcoliroa 

en el cerebelo cldulto son muy pequeñas. Por otro lado, la 

prese.nciil de CAT E!S baja y restringida mayormente a los 

lóbulos IX •7 X , lugar donde también Kása ¡.· colaboradores han 

detectado la presencia de un sistema de captur" de alta ,.finidad. 

1nientras que la de la ACE es ma•7or y de.> una distribución uniforme 

i;,n todas l ils capas del cerebi;,l o. Resulta más útil como marcador 

de una probable vi.a colinórgica la presencia de la CAT pues esta 

es la encargada de reali;:ar liil síntesis. También se mencionó que 

las terminales musgosas de algunas especies parecen tener un alto 

contenido de a.cetilcolina <Israel y ~lhittaker, 19b5l y las 

partículas glomórulares contienen algo de CAT <Tapia et al, 

1';>74), la cual podrl.iil pensarse que se encuentriil en las ten11inales 

musgosas. Con estos elementos podría _esperarse que, análogamente 
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a lo que sucedo en los sinaptosomas convencionales, 1<1 captura de 

colina por los glomórulos resultaría en la síntesis (y 

liberación) de aceti lcolina. Sin embargo, como lo muestran los 

resultados de este: trabajo, ni en gloml!rulos aislados ni en 

rebanadas de vermis completas o sin capa molecular se observó 

estimulación en l;o liberación <Hg. 7). Si se compara la captura 

de colina en sinaptosomas convencionales y en glomérulos, en los 

primeros es claramente dependiente de tfa+, mientr"'s en gloml!rulos 

no se observó e:sl"' dependenci.,, y solo ligeramente cuando se 

midió en t"ebanadas de vermis. Otros experimentos demostraron que 

"1Sta salida de radioacti11idad de las preparaciones de cerebelo 

empleadas, es principalmente "H-colina y solo una pequeil'a 

proporción de: acetilcolinill C-fig, 3 del anexo). 

Es posible que la cantidad de acetilcolina que tenga una 

función transmisora pudiera ser muy pequeil'a y por tanto no 

delectable con la metodología que aqui se emplea. Sin embargo, 

regi¡¡,tros electrofisiológicos reali;:ildos en rebanadas de ·;ermis 

de los lobulos H '; X, midiendo los efectos de antagonistas de la 

acetilcolina sobre los potenciales de inhibición y e>:citac:ión que 

se producen sobre las células de PurkinJe indican también que la 

inervación colinergica es minima <Crepel y DharoJal, 1992). En 

con Junto, nuestros resultados tampoco apoyan que. 1 a aceti leal ina 

se use ampliamente como transmisor en las terminales musgosills, 

aunque, como lo sugiaren las gr.lficas de cinética y de captura en 

rebanadas de vermis en presencia de inhibidores, existe uro 

sistema de transporte de alta afinidad para la colina. 

En conclusión, el glomérulo cerebeloso es uro 

permite la experimentación de algunas sustancias con 
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neurotransmisora, de las cuales el GtíBA y la glicina paro=cen ser 

asignadas a las terminMles axónicas de Golgi, la serotonina 

pn:ibablemente a ciertas terminales musgosas, mientras que para la 

aceli lcol ina aún estt. dudosa su p;:1rticipaci6n como transmisor. La 

posible participación de la glicina y el GABA como transmisores 

de un tipo de terminales morfologicamentes semejante, o la 

presencia de diferentt:!s compuestos neuroactivos en la terminal 

musgosa hacen notar que la corte;:a del cerebelo es IHUy 

estereotipada en cuanto a los circuitos neuronales que presenta, 

pero heterogenea ein los transmi sorE•s de éstos circuitos. El 

modelo de los glomórulos aislados puede ser explorado a otro 

nivel para dar mayor· información, y uno de estos niveles puede 

ser el interior de la terminal musgosa, pues como se dijo tiene 

un alto contenido de vesiculas sint.pticas y mitocondrias, y ambos 

elementos que pueden tener relación con la transmisión nerviosa 

de esta sinapsis. 

*********************** 
*********************** 
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