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RESUMEN

El ac:.do'glutamlco par'ece ser uno de los principales
_--neurotransmisores;excxtador-es del! sistema nervionso central

los mamIfer-os. Debi_do a.que el Aacido glutamico tiene un

ﬂamnlio'. papel -metabalico. ‘ha sideo dificil demostrar su
'-Eunc:.é»n como neurotransmlsor Tratande de obtener evidencias
.qﬁe" - apoven la funcison del acido glutamico cCoOmo
Vhéhu'r.o't,z.‘*ansmj.sor en una sSinapsis especifica, estudiamos la
liberacidn del Acido glutiAmice en las sinapsis de 1as fibras
varalelas de la corteza del cerebelo. El cerebelo como
modele de estudio, nos brinda una regidn con abundantes
slnapsts probablemente glutamatérgicas qgque es la capa
molecular, las fibras paralelas <forman las sinapsis mas
numerosas del sistema nerviosce y ademéas, su desarrollo es
pes+tnatal, lo gue permite estudiar el desarrollo de un
slstema siniptico Pprobadblemente glutamatérgico.

Si1guiendo el curso de la liberacién del acideo glutimico
durante el desarrolle del cerebelo, encontrames que la
liberacién dependiente de calcio de &Acide glutamico
corr=laciona temporalmente con la aparicién de las sinavsis
de las $ibras paralelas en la capa mviecular Jdel c¢erelele Qe
la rata, lo gue apora la Ffuncién del! &Ecido glutimico como
NeVYroiransmisor en estas cinarsis.

La captura de &cido glutamico ha sido utillizada para
identificar regiones en donde este amincicide pudlera tener
funciones de neuroetransmilsor. Sin emlargo, en nuestros

experimentos la cartura de &Acaideo glutiamizo de alta afinidad

o



no presénté_.corrélacion con' la aparicion de las slnapsis de
- las‘ fibras paralelas.

: Por o;tra ‘parte, kla glutamiﬁa ha s:.do.considerada como
el ; " p-r'ecursor- del acido glutaimico liberabhle como
'neuro‘f.ransmisor. La captura- de glutamina en homogenados de
cara molecular de ratas, mostré un mecanismo independiente
de la presencia de sodic ¥ otro med¢anlsmo Jgque depe'nde del
sodio para la captura de glutamina, La apariciétn de las
sinapsiz de lazs fTibras paralelas tiene correlacidn temporal
con 1 surgimiento de la captura dependiente de sodic de
glutamina, 1o que sugiere gue praobablemente este mecanismo
de captura se Jlccalice en las terminales sinapticas de las
fibras paralelas.

Como anego a este trabalo, Se presentan experimentos de
ratas tratadas con tiefeno, una substancia 4que debla
lesionar a las c&lulas grranulares b4 producir una
disminucidén Jde las <ginapsis de las fibras paralelas. En

nuestreos experimentes, el tiofeno no preodujo ninguna lesidn.



Summary .
"Evalution of the glutamic acid as a neurotransmitter in the cerebelum of
the rat"”. '

Glutamic acid is probably the major excitatory pneurotransmitter in the
central nervous system. However, this amino acid has not acomplished the
criteria to be considered a neurotransmitter because of the complex metabolic
functions that it is involved with. In order to obtain evidences to support
the neurotransmitter function of glutamic acid in a defined synapse, we
estudied the calcium-dependent release of this amino acid from molecular layer
homogenates of the cerebellum of the rat. )

The molecular layer of the cerebellum contains the most abundant synapses
of the nervous system: the parallel fiber's synapses. These synapses appear
to release glutamic acid in a calcium-dependent manner and they have a useful
characteristic: they emerge and develop after birth.

In our experiments, the calcium dependent glutamic acid release from
molecular layer homogenates increases from 15 days old rats to adult animals,
and these increments do correlate with the appearance of the parallel fiber's
synapses, This supports the glutamic acid as the neurotrznsmitter of these
synapses.

On the other hand, high affinity glutamic acid uptake has been used to
define the neural areas where this amino acid could be neurotransmitter. In
our experiments, high affinity plutamic acid uptake does not correlate with
the appearance of the parallel fiber's synapses. This uptake seems to be
correlated with glial cells.

Glutamine is the major precursor of the releaseble glutamic acid. Glutamine
uptake by nervous tissue has been a topic of controverse. In our experiments,
glutamine uptuke has two components: one which is sodium-dependent and the
other 1is sodium independent. The sodium-dependent glutamine uptake correlzates
with the appeareance of parallel fiber's synapses. This suggests that this
uptake is related to these synapses.



I.- . Introduccién. .
Los ‘neurotransmisores. Son -substancias que participan en

la comunlcacian ."cél‘,u‘l’.a_f'_'.t_an“zr.‘-s.ﬁas': especializadaz de las
.Iieui%o_n.ax_s‘.jf'd_ieric_:f:i.t_ﬁé_.ﬁa# '-.)sa.r;ap'sys. Para la ecaracterizacién de
unasubstanclacomo neurotranzmisor, esta debhe de cumplir
_cs;m_ 'ﬁna sezﬁ.e de .reqt.u'.sitos anatomo-funciconales, los gue han
_,s_td}_p. 'aefinidos conforme sge ha avanzado en el conocimiento
—del; funcionamiento de diverso: neurotransmisores el SlRapsls
'-.ésp.étci.flc'as.-' Estos requisitos comprenden: a) la presencila cde
la substancia en las terminales sinapticas, ) un mecanismo
de =sintesis ( en alguncs cases =& encusgntra  ademas un
mécanlsmo para la reutilizacién ) del: probable transmizsor en
las terminaltes =rnmapticas, ) 1a ectimulacian tanto
eléctrica como por agentss aguimicoes del tejgidoe nervioeso,
debe provocar la liberaciéon de la substancira en forma
depmendiente de la entrada de calcio en las terminales
sinapticas, o) la aplicaciéon en el tejide nervioso de 1la
substancia en cuestién |, debe producii loz mismos camblos
electrofilsioldglcos en las neuronas postsindpticas qgue 13
estimuiacion cde ina via Nerwvicsa que utiiice a esta
subpstancia como Neuratransniitisorr, €) la aplicacién de
farmacos ague bloguean 1 etecto coe  estlmular upa  wvaiao
nervioza, deben producir el risimo bloguaen de la respuesin d-
la aplicacidén del supuecto neurotransmizar dairectamente en
el tejicio nerviosno, 1) tehse  existar un NeCcanxLno A3

eliminaciayn el tranmisonr el [~
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requisitos para poét_ular a una substancia como
neurotransmisor, se han definido comeo "“criterios para la
icientificacién de +transmisores sinapticos" (Werman, 1965;
'I'apj._a, 1976; Oorrego, 1978),

El Ac¢ide glutiamico fue propuesto come neurotransmisor
por Krnjevic en 1970. Se c¢onoce su participacién como
neurcotransmisor excitador en l1as sinapsis neuromusculares de
organismos invertebrados {(Usherwood, 1969% 1981). En el
sistema nervioso central de mamiferos, cuandoe se aplica el
dcido glutamico en 1la wvecindad de neuronas sometidas a
registros intracelulares, se produce un aumento en la
frecuencia de disparo gue perdura durante la aplicacidén del
amino&cido (Curtis Y cols., 1960a; 1960Lh; Krnjevic ba
Phiillis, 1963); la excitacidn neuronal que produce la
aplicacion del A&Acido glutamico, ha sido relacionada c<on la
actividad de algunas vias nerviosas (ver antecedentes).
Ademas se ha demostrado la liberacidn dependiente de calcio

de Acido glutamico de terminales nerviosas alsladas

{Bradford, 187 0; Bradford b4 cols,, 1973) Y de otras
Preparaciones tanto in vitro como in vivo (ver

antecedentes). La sintesis del &cido glutimico liberable, =e
lleva a cabo en las terminales nerviosas teniendo como
principal pPrecursor a la glutamina (Bradford, 1978;
Hamberger y cols, 1979a). También se ha descritoe un
mecanismo de eliminacion del &clido glutidmico del espacio
siniptico mediante la captura de este por las e¢&lulas

perisiniapticas, este mecanisme es de alta aiinidad similar a



los descritos Apara :-_.of.ros.:rieu':r.‘ot.r'aﬁs..mlsor_es (Logan ¥y Snyder,
C1972) L )

s 'émiﬁla-f-go.":.i'_a.";._1-'qar'éc;£erj_iza;6ién © definitiva del &cido
_.glﬁt:z.‘;mj._cc; comoneurotransmlsor ha sido dificil por varlias
razo'_nes: _1a '-ap-iu‘;a.c:_Léﬁ' del Adcido glutamico pProduce
. d.espolarizacibn' e.x._l to;iés 1asﬂ neurocnas centrales en las gue
se ha estudiado (Ernjevic y Phnillis, 1963) y ello condujo a
proponer gue su efecto excitador en €l sistema nervioso
-fﬁera inespecifico (Curtis y Watlkins, 1963), por otro lado,
los farmacos antagonistas de esta excitacisdn no son
especificos (Watkins vy Evans, 1981), prceobabklemente debide a
la multiplicidad de receptores <due pudiera ocupar el acido
glutamico {(Fagg, 1986). Ademds, el &cido glutiamico es el
aminohcido de mayoer concentraclién y ublcuidad en €l tejido
nervioso y' participa en una gran variedad de vias
metabolicas, lo gque coamplica aidn mas su caraclerizacidn como

neurotransmisor, Por ezta, y como 1o indican los criterios

de evaluaclén de neurotransmisores <gue hemos senalado, su

participacisn como mensajers dquimico solo puede {(y debe) ser

demostrada en vias ¥y sinapsis especificas.

Erxisten varios modelos para estudiar la pesible funcién

del Acido glutamico cComd nDeurotransImisor, de los cuales el

o

cerebelo parege ser ¢l mir adecwuado, depide & diue contilene

ert una zZona especifica una ¢ran cantidad de sinapsis en las
que e 1o propuestoe que este JmMINcAside cumpla funclones de

neurotransmisor: las 51inapsis de las fibras raralelas

(Sandoval ¥ Cotman, 1978; De LDarry ¥ cols, 1982), Las
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fibras paralelas (¥ =sus =inapsis), =se localizan en la capa
molecular del cerebelo, estas constituyen los axones de las
células granulares gue tienen su soma en otra capa del
cerebele denominada granular, Estas c¢é&lulas son las mas
abundantes del sistema nervioso de mamiferos por lo gue en
la capa molecular, e encuentran una gran cantidad de
sinapsis de las fibras paralelas ({(Llinds y Simpson, 1981},
lo gue nos permite estudiar aisladamente a una regién rica
erl pos=sibles sinapsis glutamatérgicas.

Las evidencias gue sugieren gue el Acido glutamico
pPuede ser el neurotransmisor en las sinapzis de las fibras
paralelas son las siguientes: 1) el Acido glutamico produce
un marcado aumento en la Tfrecuencia de disparo de las
células de Purkinje al ser aplicade en rebana‘das de cerebelo
(Chujo y c¢ols, 1975), 2) esta substancia es liberada de 1la
capa molecular del cerebelo en forma dependiente de calclo
(Sandoval y Cotman, 1978}, y 3) existe un mecanismo de
captura de alta afinidad para el &cido glutamico, gue en
experimentos con autorradlogr_afia es mas visible en la capa
molecﬁlar (De Barry Yy cols, 13982).

En nuestro estudio, la estrategia para intentar reunir
evidencia adicional . e independiente ¢gue pudiera _relacionar
la actividad de las Ffibras paralelas con una transmisidn
glutamatérgiéa. se basa en las peculiaridades del desarrollo
postnatal de la ceorteza del cerebelo (Ramén y Cajal, 19ii).
En la rata, las sinapsis de las <ibras paralelas surgen

entre 1los dias 12 al 30 postnatales, alcanzandoe su mayor



velocidad de aparicién entre los dias 15 al 21; ninguna otra‘
sin_apsis tiene este patrén de aparicidén en la corteza del
cerebelo (Altman, 1972a; 1972b; 1972c), lo gue nos permite
correlacionar la aparicidn de 1las sinapsis de las fibras
paralelas con el desarrollo de la liberacién de sus
neurotransmisores, Huestros resultades indican gue la
aparicién de las sinapsis de las fibras paralelas ocurre al
mismo tiempo gue se incrementa la liberacidn dependiente de
calcio de Aacido gilutiAmico en preparaciones de capa molecular
del cerebele de ratas en el desarrolle (Sandoval ¥y cols,,
iGa4),

Por otro l!lado, aungue la mayor afinidad de captura de
acido glutémico-se localiza en 1as células gliales (Hosli vy
Hosli, 1978; Campbell Yy Shank, 1978), 1a ca}.ntura de alta
afinidad del Acido glutidmico por la capa molecular se ha
relacionado con la posibilidad de que esta substancia actde
como neurotransmisor (Johnston, 1981).

En el presenie +trabajo estudiamos la captura de alta
afinidad de &cido glutamico durante la maduracién del
cerebele ¥y encontramos que esta captura no estuvo
correlaciocnada con la aparicién de las sinapsis de las
fibras paralelas.

En 1la tercera parte de esta trabajo, se estudié‘__}a
captura de glutamina, la que parece ser el principal
Precursor del Aacido glutamico que se libera en forma
dependiente de calcio (Hamberger y cols., 197%a). Algunos

autores han propueste que la. captui-a de glutamina por el



tejido nervioso se realiza por un mecanismo ‘Independiente de
so_clio__(B'enJ.amiﬁ Y cols, 1980; Shank y Aprison, 1¢77). §8Sin
embarg&,' otros autores proponen gue en la captura de
glutamina si existe un componente dependiente de socdio
(_Balcar b'd Jonnstoﬁ, _19'?5). el cual ha sido caracterizado en
neurcnas en cultivoe aungue ﬁo en cultives de c¢é&lulas
gliales (Ramaharobandro y cols., 1982}

Actualmente ne hay evidencias claras gue relacionen la
captu:_:_z?.‘ de glutamina con las terminales nerviosas. HNosotros
estudiamos esta captura en relacién con la aparicién de las
sinapsis de las fibras paralelas en la corteza del cerebelo,
¥y enceontramos gue ademds de tener un componente depehndiente
de sodio, su existencia se relaciona con la aparicion de
dichas sinapsis {a diferencia de lo aue t;‘:cux‘r'e con la
captura del A&cide glutamico) Con base en los 1resultades
obtenides, proponemos dque existe un mecanismo de captura de
la glutamina en 1las terminales sinApticas de las fibras

paralelas.

o
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Il Antecedentes.

a) El '_Scido glutimico en el tejidoe nervioso.
1~ Hetabolismo.

El Acido glutamico cumple con wvarias funciones en el
metabolismo del tejido nervioso, como veremos a
continuacisn:

El Acido glutimico no es +transportade de la sangre
hacia el tejido nervioso en cantidades apreciables, por lo
gue debe ser sintetizado en el tejido neural. El1 precurscer
pPrincipal en la sintesis de A&Acido glutimico es 1la glucosa,
la produceidén de &cido glutimico a partir de glucosa ([14C],
varia entre 30 a 80 ¥ (Balazs ¥y Haslam, 1965; Shank vy
Campbell, 19383), lo que indica la importancia del
metabolismo de este aminoacido en el tejido nerviosc.

La gluceosa para poder ser +transformada en AaAcido
giutAmico debe ser metabolizada hasta a-oxoglutarato {(a-
cetoglutarato) a +través de las vias glucelitica y del ciclo
de Xrebs. Por otre 1lado, la lista de precursores gque se
gonvier+ten en &cido glutimico en el tejido nervioso,
involucra a +todas las mol&culas gque pudieran alimentar al
cic]6 de Krebs, como son; los Acidog pirdvico, 1lactico,
aspartico, acetico, propiénico, butirico, citrico, ¥ -
B—hidfoxibutlrico. ademfs del glicerol, la leucina Yy otros
substratos. Sin embargo, en condiciones fisioclégicas, la

fuente mas importante de &cido glutimico 25 la glucosa.



La sintesis de &cide glutamice en el tejido nervieso a
partir de a-oxoglutarato, se realiza por aos vias
pr‘ihcipales: -

a) mediante la transaminacién de los aminoacidos con_ el -

d-oxog. lutarato, wpor 1la accidn de la enzima aspartato amino
transferasa (E.C. &.6.4.1.); la reaccién es 1a siguiente:

c-oxoglutarate + amonoicide ———> glutamato + cetoﬁcj..do
Esta reaccidtn tiene una gran actividad en el tejido nervioso
(éalazs y Haslam, 1965). La incubacidn de homogenadoeos de
corteza .cerebr'al de ratas con Acido glutamico f{14C}l, produce
una distribucién homogénea de la marca entre el Acido
glutadmico y el a-cetoglutarate en poeoco tiempoe (Balazs Y
Haslam, 19585). La velocidad a la cual se recambian el &cido
glutadmico con el w«a-oxecglutarato ha motivadlo que a esta
distribucidn se le considere como un intercambio isotopico;
la actividad de la aspartato amino transferasa es suficiente
para explicar el equilibrico de la marca radigactiva (media
transaminacién), aungue noc se excluye la participacion de
otro tipo de reacciones enzimiticas.

La participacidon del dcido glutamico en ia
transaminacién catalizada por la aspartato amino
transferasa, esta ligada al funcionamientc de 1la lanzadera
aspartato-malate, la dgue transportia agentes reductores del
citosol al interior de 1las mitocondrias (Dennis y Clark,

1977; Shank y Campbell, 1983).



b)) Mediante la reaccién de la glutamato deshidroeogenasa

{E.C. 1.4.14.3.), gque conjuga moléculas de amoniace c¢on -
aéoxoglutarato. la reaccién es la siguiente:
a—oxog!utérato+NH3+NAD(P)H+H+ ..q__.—“—_'—:'_‘:"glutamato+HAD(P)++Heo

La sIntesis de &cido glutimico por este mecanismo se
encuentra en estudio, ya qgque la administracién de amoniaco
radicactive in viveo en el cerebro de ratas, produce una
incorporacion de la marca radiocactiva en las moléculas de
_glutamina mientras que se incorpora escasamente en el &Acldo
glutamico '{CooAper- bg cois., 1979). La reaccién de la
glutamato deshidrogenasa llega al eguilibrie en
concentraciones de Acido glutamico de &0 nmol/mg de
pProteinas, por 1l¢ que en condiclones fisiolégicas 1la enzima
pudiera favorecer mias la degradacién gque 1la sintesis del
Acido glutamico (Yu y cols.,, 1982).

De los bprecursores posibles del A&cido glutamice, la
glutamina es de gran importancia puesto gque se tiene
evidencia de gue es el precursor del 5.c1c16 glutdmico gue se
libera de las +terminales sinipticas (Hamberdger y cols,
1979a; Bradford y cols., 1978) La glutamina es convertida
en &cido glutamico por la acecidn de la enzima glutaminasa
(glutamine amide Thidrolasa, E.C. 3.5.1.2.}, las mayores
concentraciones de esta enzima se han encentrado en lia
fraccién sinaptosomal de cerebro de ratas (Bradford y Ward,
1976). La glutamina se revisa mas ampliamente en la seccién
siguiente (compartamentalizacidén del metaboelismo del! &Acido

glutamico).



El Acideo glutimico en_ la preduccidn de energia.

El &cido glutimico se encuentra en recambio constante
con el a-oxoglutarato (Balazs Yy Haslam, 19658} por lo que
participa como alimentador del cicle de Krebs; 1la incubacidon
de homogenades de corteza c¢erebral con &Acido glutamicce {14C)
produce el desprendimiento de CO2-{14C} en menos de 1 minuto
{Balazs bd Haslam, 1965). FPor otro lado, la lanzadera
malato-aspartato es el Utnico +transportador de protones gue
se ha demostrado en el tejido nerviose ¥y estd ligado a Jlas
fuentes de precursores de &cido glutimico ¥ a s&u transporte
en las mitocondrias: se han descrito transportadores
antiport 9gque intercambian glutamato por aspartato del
interior de las mitocondrias al c¢itosol (Brand Yy Chappel,
1974), ademias de gue en mitocondrias aisladas ‘de homogenados
de cerebro se ha descrito una actividad rapida de captura de
malate y de glutamate, ademis de que estas mitocondrias son
capaces de liberar &cido aspirtico y a-oxeglutarato (Dennis
Yy Clark, 1977; Kerpel-Fronius y cols, 1977}

Incorporaciédn a proteinas.

En hidrolizados de proteinas extraidas del cerebro, se
ha encontrado que el acido glutimico ¥ la glutamina (es
difical impedir la interconversisén de uno en otro)
constituyen 8 a 10 4 del +total de 1los residuos de los
aminoacidos, casi el doble de lo esperado (Minard y Richter,

1968; Wherret y Tower, 1971).



Los residuos de Acide glutamico son particularmente
abundantes en proteinas ascciadas a membranas, lo que
contribuye a la carga negativa expresada por esas proteinas.

Participacidn del &cido glutidmiceo en la regulacién de 1a

concentracién de amoniaco en el tejido nervioso.

La concentracién total de amoniaco en el tejido
nerviose es de 0.2 a 0.3 m mol/Kg de tejido himedo; la
cenicentracién en el liguido cefalorragquideo es de 0.006 a
.02 m mol/l, La concentracién de amoniaco en ei tejido
nervioso es Ia mayor de la economia interna de los
mamiferos. ElI amoniaco es stimamente +téxico, la dosis letal
50 en ratones es de 6 m mol/Kg (Kvamme, 1983}

La produccidn de amoniaco parece tener relacién con la
actividad nervicsa; el contenido de amoniacolen el c¢erebro
disminuye c¢on el perfode de suefic y con 1la anestesia Yy
aumenta con ia estimulacién eléctrica del cerébro, la
ancoxia, la hipoglicemia ¥y las crisis convulsivas (Kvamme,
1983). -

Por otro lado, se¢ ha reportade gue el cerebro de monos
captura aproximadamente 40 ¥ del amoniaco de 1la sangre
arterial (0.01 ml/1; Phelps ¥ cols., 1981). El amoniaco
principalmente se canalizaria Thacia 1a produccién de
glutamina; esta reaccién es catalizada por la glutamino
sintetasa. La incorporacién de amoniaco radiocactivo es mucho
mayor‘ en el grupo amida de 1;1 glutamina gue en &u grupo

amino (Cooper Yy cols, 1979; Kvamme, 1983}, La glutamina es



‘transportada por via sanguinea del tejido nervieso al higado
¥ los rifiones para eliminar el amoniaco en forma de urea.

El Acido glutfimico comc precursor del neurctransmiscor GABA

El A&Acide glutamico ha sido postulado como precursor del
GABA (Baxter, 1970; Tapia ¥y Gonzalez, 1978) aungue algo del
GABA pudiera ser sintetizado a partir de putresina (Seiler y
Eichentopf, 1975). La enzima que sintetiza al GABA a pariir
de glutamato es la glutamato descarboxilasa (GAD; Tapia,
1983), Por estudios de inmunocitogquimica se ha visto gue
esta ernzima se encuentra localizada en las rneuronas
GABAg&rgicas de manera exclusiva (Barber ¥y cols.,, 1978).

La glutamato descarboxilasa parece ser el paso
limitante en la sintesis de GABA; esta enzima utiliza como
cofactor al fosfatoe de piridoxal, el gue palrece tener un
papel fundamental en la regulacién de la GdAD; la
disminucién Farmacoldgica de los niveles de fosfato de
piridoxal produce una menor actividad de la enzgima gue se
revierte mediante la aplicacién del cofactor.

El GABA es metabolizado mediante la enzima GABA
transaminasa, la cual transfiere el grup¢ amino del GABA al
a-oxoglutarato para producir Acido glutdmice y semialdehido
succinico; este Gltimo sera oxidado hasta &acido succinico
mediante la deshidrogenasa del semialdehido succinico. La
transaminasa del GABA tambiédn depende del fosfato de
piridoxal, perc a diferencia de 1la GAD, 1la c¢oenzima se

encuentra fuertemente unida a 1la enzima por 1o gque la



disminucidn de los niveles de fosfate de piridoxal no
afectan la actividad de esta enzima.

Participacién del &Scido glutimice en el balance osmbtico ¥y

anidnico.

La conecentracidn de Acido glutimice en el +tejide
nervioso es de &8 a 10 m mol/l, por lo gque contriduyvye con 2 a
S % de -la osmolaridad total intracelular y 4 a 10 % de los
aniones intracelulares. Si tomamos en cuenta gue 1la carga
negativa de las protefnas es debida a ips radicales
carboxilo de los dcidos glutamico Y aspartico, la
contribucidn a la carga anidnica intracelular del glutamateo
debe ser atn mavor (Shank Yy Campbell, 1983).

2.- Compartamentalizacién metabélica del &Acido  glutamico.

La administracidn de &dcido glutamico r.adioactivo en el
cerebro de ratas in_ vivo, produce la incorporacién de 1la
marca principalmente en las molédculas de glutamina (Van der
Berg y cols, 1969 Sin embargo, la adminisiracién en el
tejide nervieso de glucosa [14C] produce la incorpeoracién
de la marca en las moldculas de Z&Acido glutamico (Van der
Berg y c¢ols., 196§¢). Loz precurseéres gue sS& van a incorpoerar
en las molé&culas de &cido glutamico son: la glucosa, el
glicerol, el lactate, ¥ el PB-hldroxibutirate; mientras Jque
103. precursores de la glutamina son: el acetato, el
propionato, el butirate, la leucina, el a-amino butirate, el
aspartato, la prolina, y el citrato (Van der Berg y cols,

1969; Van der Berg Y cols., 1976; Tapia, 1980).



Por estos datos se ha propuesto gue el metabolismo del
Acido glutimico se encuentra compartamentalizado en «dos
Pozas gue pudieran corresponder a dos modalidades del ciclo
de Xrebs, Yy probablemente a dos +tipos celulares distintoes
dél tejide nerviose. Por oire lado, mediante estudios de
sedimentacidn diferencial de homogenados de cerebros de
rata, se ha enconiradc gue la poblacién de mitocondrias del
sistema nervieso se digstribuyen en varias subpoblaciones, lo
que estA de acuerdo con la idea de compartamentalizacién
tanto del Acido glutiamico como del ciclec de Xrebs en el
gistema nervioeso (Van der Berg Y cols., 1976, Tapia, 1980).

Las enzimas gque toman parte en el metabolismo del Acido.
glutamico también presentan una distribucién gue favorece la
idea de 1a compartamentalizacién. La glutalﬁino sintetasa,
que sintetiza glutamina a partir de glutamato y amoniaco,
se expresa de manera selectiva en 11los astrocitos cultivados,
aunque en 1os Somas neuronales también pueda existir (Dennis
¥y ¢ols., 1980; Lacoste y cols., 1982; Patel vy cols.,, 1983a vy
i983n); Por otro ladeo, la forma activada por fosfato (y
otros iones, entre ellos el calcio) de la enzima
glutaminasa, se encuentra fundamentalmente en e] tejido
nerviose y ha sido relacionada con las terminales sinidpticas
(Bradford y Ward, 1976; Kvamme Yy Olsen, 1981i; Altschuler vy
cols.,, 1984) aungue también se encuentira presente en
astrocites cultivados de cerebro de ratén (Kvamme y c¢ols,
1982). E=stos datos, relacionan a 1a poza grande del Acide

gilutamico con las neuronas, Yy a 1la poza pegueia de acido



glutamico ¥y ‘de glutamina con las cé&lulas gliales (Hamberger
".y é_bl.sﬁ, 1979h). Se ha propuesto gue el Aacido glutiamico
'l.iber‘ado por las terminales nerviosas es capturado por los
astr.'o.cltos, en donde wva a ser convertido en glutamina, en
- esta forma, puede viajar de regreso a las terminales
nerviosas para ser convertide en &cide glutamico Yy tener la
probabilidad de ser utilizado como neurotransmisor.

Los datos que apoyan a esta hipétesis gzon:
a) las ce&lulas gliales son las que tienen la mayor afinidad
para la ca;Stur‘a de &dcido glutamico (Hosli ¥y Hosli, ({978).
k) La presencla de 1la enzima glutamino sintetasa en las
¢&lulas gliales (Dennis ¥ cols,, 1980; Lacoste Yy cols,
1982).
c)_la captura de glutamina en forma dependient.e de sodio por
sinaptosomas de cerebro (Balcar ¥y Johnston, 1975).
d) La presencia en las terminales nerviosas de la enzima

glutaminasa (Bradford y Ward, 1976; Kvamme ¥y Olsen, 1981).

b) El Acido glutamiceo como neurctransmisor.

i.~ Criterios para Jla identificaciédn de neurotransmisores.

Los neurotransmisores son substancias que participan en
la comunicacién neuronal, sirviendo de mensajeros Qquimicos
entre dos neuronas o entre una neurona Yy uana cé&lula
muscular,-glandular ¢ receptora, en tipos especiallzados de
contacto aintercelular gue se denominan sinapsis.

Para definir a una substancia como neurotransmisor, se

han estabklecido una serie de reguisitos gue la substancia



debe cu;mpl'ir- experimentalmente  en una sinapsis especifica,
'Efst.os' _r'equisitﬁs han sido derivados fundamentalmente del
-_conocimiento gque se ha adguirido del funcionamientc de 1los
transmisores en las sinapsis del sistema nervioso
perifeérico, ¥ se han denominado "criterios para definir a un
neur-otr‘ansmisor' en el sistema nervioso central® {wWwerman,
1966). Al postular estos criterios, se rretendia
;nicialmen‘te discriminar entre las midltiples substancias gue
se cgonocia gue eran capaces de meodificar la actividad del
sistema nex':vioso. de las gue fueran utilizadas de manera
fisiolégica en 1la +transmisidn sindptica {(Werman, 1966).

El objetivo de estos criterjios implica gue para definir
a una substancia como neurotransmisor, se redgquiere demostrar
gque su acciédn sobre la <¢é&lula postsinaptica eé identica a la
accién sinaptica en todos los aspectos; gue dicha substancia
es llberada en cantidades adecuadas durante la actividad de
las terminales nerviosas Ppreéesinapticas, ¥ gue el efecto de
tal substancia en la sinapslis es afectado Por agentes
farmacelégicos de igual manera due la actividad sindptica
inducida por el neurotransmisor especifico (Krnjevic, i974).

Los criterios originalez propuesios rpeor Werman, (1966)
han sido modificados. A continuacidén, presento una
recopilacién de diversas proposiciones de varios autores:
1.~ "Criterio de la presencia del +tranzmiscer". Eszste criterio
en un sentido 1légico, sugiere gue =olamente puede ser
neurotransmisor una substancia due se se encuentre dentro de

las neuronas gue 1la utilicen c¢omo tal. Existen wun gran



nimero de substancias gue modifican la actividad neurcnal y
gue no éon componentes normales del sistema nervioso, por lo
gue el efecto de estas substancias es farmacelédgico y no
pueden ser identificadas como neurotransmisores (Tapia,
19'?’6).' Los métodos gque mas se utilizan para satisfacer este
;::r-iterio son: la medician directa del transmisor en
sinaptosomas, la auterradicgrafia, la histoguimica, y 1la
inmunocitoguimica. Mediante estas 1nltimas técnicas podemos
constatar la presencia del supuesto transmisor en el
interior de las neuronas, 7
2.- "Criterio de 1la enzima sintetizadora del +transmisor”,
Este criterio requiere de la demostracidon de 1a existencia
de una via para la sintesis de la substancia en cuestién,
dentro de las neuronas, En algunos casoé, también se
requiere gque exista un sistema de transporte del transmisor
hacia el interior de 1las +terminales sin&ipticas, Estos
mecanismos deben asegurar la posibilidad de liberar al
neurotransmisor cuando sea reguerido,

3.~ "Criterio de 1la coleccidén del transmisor”, Al estimular
tanto farmacolégica como eléctricamente al tejido nervioso,
la substancia transmisora debe ser liberada hacia el fluido
extracelular y este ser colectado de la regién de las
sinapsis estimuladas., La liberacién del transmisor debe ser
proporcional a la magnitud de ila estimulacian; la
liberacidn, ademas, debé ser dependiente de la entrada de

calecic en las terminales sinapticas (Miledi, 1973).



4.~ "Criterio de la 1deht1déd de acclsn". Se refiere a gque
la"épllcacién del supuesto  neurciransmisor debe producir
camb.ios 5ioeléctricos en la <¢é&lula o en la membrana
pbstsinépticas. registrados por microelectrodos. Estos
cambios deben ser iguales a los producidos por ia
'estimulacién eléctrica de una via aferente a las neuronas,
qgque utiliza supuestamente a la substancia en cuestidn como
neurotransmisor,

.- "Criterio de 1la identidad farmacolégica". La aplicaclsan
de agentes farmacolégicos dgue interfieren g¢on la unién del
neurotransmisor y el recepior postsiniaptico, deben inhibir
la respuesta de la <¢é&lula postsinaptica tanto cuando se
estimula una wvia nerviosa aferente como cuandoe se aplica la
substancia en cuestién directamente en el -Lejido nerviocso,
La medicion de los cambios en la respuesta postsiniptica se
efectia con los mismeos parametiros del criterioc de i1dentidad
de accidn.

6.- "Criterio del mecanismo de inactivaciéne®. Debe
demostrarse Ila existencia de un mecanismo de eliminacisn o
inactivacién del neurctransmisor en el espacico sinidptico.
T.- *"Criterio de la distribucién diferencial®. La substancia
en estudio debe encontrarse en diferentes concentraciones en
distintas regicnes cerebrales. La mayor concentracidén de una
substancia en sinaptosomas © €n una regisdn cer‘eb_r'al. suglére
gue esta substancia pudiera participar en la comunicacisn

celular en esa regién (Orrego, 16786).



La demostracién de gue el Acido glutamico puede actuar
como neuro_tr‘ansmisor, presenta algunas dificultades de
dificil solucisdn. El &cido glutamico se encuenira presente
en el interior de todas las c¢é&lulas; en todas ellas se
encuentran también los mecanismes para su sintesis, ¥y éen
todas las regiones cerebrales se han encontrado mecanismos
para la captura de egte aminocAcido. Las caracteristicas del
metabolismo del &acidoe glutiamico en el tejido nervioso, hacen
gque los criterios de 1la presencia del +transmiser y de 1la
enzima sintetizadora no sean de utilidad para definirlo como
neurctransmisor, El criterio de la inactivacién del
transmisor, qgque en el caso del Acido glutiamico se realiza
por la captura de alta afinidad, debe ser manejado con
cautela como veremos en la secclé.n S de estelinciso.

En las secciones sigulentes, se presentan una serie de
‘evidencias que apoyvan la probabilidad la posibilidad de que
el dcido glutamicoe sea uno de los principales

neurotransmisores excitadores del sistema nervioso central.

2.~ Efecto del &cido plutimico sobre las células nerviosas.

El efecto de 1la aplicacidén del &acide glutamico en 1la
vecindad de las neuronas fué estudiadoe inlcialmente mediante
técnicas de microiontoforesis y registro electrofisioldgdico
simultanecs, utllizando preparaciones de médula esplnal de
gatos. Se encontro que la aplicacidn de los acidos
glutamico, aspartico, cisteico y homocisteico, producian una

despeolarizacién intensa, gue desaparecia en milisegundos al



términe de la aplic:-acién de cualguiera de los aminoiAcidos
-.-.-(C‘L_:_.'r{_is'-'_ .y_. _cols.'.~ 1960a; Curtis ¥y WatKins, 1960b; Xrnjevic vy
T Phillis,  1963).

“““Inicialmente, el Acido glut&mico no fué postulado como

rneurotransmisor dekido a dgue la despelarizaclon que preoducia

. su 'éplicacién era igual a la produc:ida por Ios Aclidos
aspartico, cisteico Yy homecisteico, ademas de qgue tante las
formas D c¢omo L de estos amincicidos eran capaces de_
rroducir despelarizacidn. El mecanisme de eliminacidn de 1los
neurotransmisores gque se proponia en aguel entonces era la
degradacidén enzimatica (similar a la degradacion de la
acetilcolina por 1a colinesterasa; Krnjevic y¥ Phillis, 1963;
cCurtis y cols, 1972), ¥ 1los D-aminocicidos no pueden ser
degradados enzimiticamente, por lo gue se propuso gue estas
substancias fueran agentes gque despolarizaban de manera
inespecifica a las rneuronas ((Curtis y Watkins, 1963).

La despolarizacidén inespecifica producida por el &Ecido
glutiamico, se relacioné con 1la apertura de los canales de
sodio sensibles a voltaje. Sin embarge, se encontird gue la
tetrodotoxina, gue Dbloguea estos c¢anales, no eliminaka el
efecto excitatoric gue zZe producia por la aplicacién ™ del
adclido homocisteico en la médula espinal del gate (Curtis vy

cols,, 19728). Otre mecanismo gue se Ppropuso para explicar la

despolaricacion lnespecifica inducida PO el Aclido
glutamico, fué el de que la captura del &cido glutamico por
las neuronas acarreaba lones de sodio; esta posibilidad fus

descartada al conocerse que el efecto excitador de la



aplidac.tén de. '.acic_io-; glutémico én 1la mé&dula espinal de gatos

a:de inhibidores de la captura de &cido

- glutamic ¢ols.,  1970); por otro lado, los

'._'é_pa_l;'b_gos '&cido.-glutimico gue no son capturades por el

soicomo’ son los &cidos guisgualico y kainico,

pr-od.uian dequléi"'_.j.""za.._élén don mayor peotencia y duracisén que
el acmo "g'i'ixta'mico (Curtis, 1979)
El ':;’s.‘.éidd'.'glutamico fué propuesto como neurotransmisor
._i:o:.'.‘.-'_._}:;njev.u‘:: hasta 1970. La evidencia experimental qgue did
.rhotivo a' esta proposicidn, fué que las neuronas de ganglios
espinales no eran excitadas por el Acido glutamico, lo gue
sugirid gue la sensibiladad al Acide glutimico derendia de
contactos sini&pticos (Krnjevic, 1970). Por otro lado, ya se
habia propuesto como mecanismo de eliminacién de algunos
transmisores su captura por las células que circundan a las
sinapsis, como e5 en el caso del &Acide glutamico, Yy se
iniciaban los experimentos gue mostraban 1la liberacidn
neural del aminoiacido (Katz y cols., 1969; Krnjevic, 1970).
El mecanismo 1dnico de la despelarizacién gue produce
el A&Acido glutamico ez consistente con un incremento en ta
permeadilidad membranal a los lones Jde sodilo ¥ de potasic
(Curtis, 1979), donde la participacién de los iones de sodio
es la mas 1mportante; la despolarizacidén producida por la
aplicacidn de acido Eglutamico en neuronas en cultivo, es

abolida al reemplazar al =sodio por colina en el medio

{(Curtis, 1979).



.3._—_' L.ibe.rac.iein del ﬁc.zdo g!ut.a’micq por el tejido npervioso.

_Ex_pe'rim‘én_t,és: '_: in: lv'.itro:

_'_I‘E:ri‘*f.-.:ls.'ixfiab'.t-:;spm_.a_.s”.de' cerebro de rata, tanto la
‘éslt;i.mi..ualc...tn’..‘oh 'el.éct-.ric'?-i de éstos elementos, como la inducida
.;:or'__ 'pb_t‘_'as‘i'o_(sé m#M), produjeron un incremento selectivo en
la - .J.ilﬁeraclién de los &cidos glutamico, aspartico y Tr-amino
b_utifico (Bradford, 11970; De Belleroche y Bradford, 1972),
no se -encontrd en estos experimentos liberacién de glicina
ni de alanina. Cuando se omitid el calcio del medic en el
.que se e‘ncuentra la preparacién, se observd una menor
liberacién de 1los aminoidcidos  mencionados (De Belleroche Yy
Bradford, 1972).

La estimulacidén eléctrica de rebanadas de cerebro de
ratas, aumentd la liberacién de GABA, .écido glutamico,
lisina, leucina, bd taurina, aunaqgue en este tipo de
estimulacién y la ausencia de calgiec en el medioe no
dlisminuy®é la liberacidn de estos aminobcidos (Katz, Chase Yy
Koprin, 1969 Hammerstad y Cutler, 1972). La estimulacién de
dlversas preparaciones de tejide nervioso provenientes de
varias regiones del cerebro, provecaka la liberacidn de
dcido glutimico, h'a tal efecto era dependiente de la
presencira de calcio en el medio. En presericlia de
concentraciones elevadas de potasio, se ha producido
liberacién de acide glutamico en la corteza cerebral (HMulder
Y Snyder, 1974}, en la corteza olfatoria (Bradford Y
Raichards, 1976; Yamamote Yy Matsui, 1976}, ernn el hipocampeo

{Hadler bl cols., 1977; Hamberger b cols., 1978}, en el



cerebelo .;(Sandoval ¥ cot'ﬁ;ah-, 1978; Foster 'y Roberts, 1980),
Y en 1a .mé'd.ulz_.x-__:' e_.spin._a”}.."- (_l-__iuidef y' Snyder, 1974). Por otra
'p'a'rte,-' t.ami;i_é'ﬁ S'e_",_ "ﬁa'l--.--éoﬁéeg.ul'do .provoca.r la 1likeracisn
dependiente de cal.c.i.bl d,é GABA .Y "t;'le Acido glutamico mediante
la estimulacisdn  el&ctrica de raices dorsales ai1sladas de
f#tas adultas (Robérts, 1974), Estos efectos no han sido
explicados ¥ PoOr no haber sinapsis en la‘ preparacldén, ha
heche pensar <ue la liberacidn de los aminoicidos podia ser
de origen glial.

Experimentos In vivo:

La liberacidn espontinea de Acido glutimico de 1la
corteza ceredbral, hacia una camara de perfusion implantada
en la superficie de la corteza cerebral de gatos, aumentadba
cuando el cerebro del- animal muesf;ra un ratrén
electroencefalografico de animal despirerto, mientras gque en
el animal dormido, la liberacidn de Zcido glutamico
disminuia {Jasper, ¥y cols, 196%), La estimulacién eléctirica
de la corteza visual medlante electrodes colocados en el
sitic de la perfusién, produjo un aumento significativo en
la liberacién de GABA, Acido glutimico y taurina, mientras
gque 1a colocacldn de los electrodos en el hemisterio
contralateral o fuera d4del s1tio de la perfusisdn (I mm), la
estimulacién produjo un incremente en la liberacién de GABA
y taurina, ¥y una disminucien en la  iiberacidn de Acldo
glutadmico (ClarkK y Collins, 1975).

En perfusiones de la corteza SsSensoriomotora de ratas

anestesiadas, la estimuilacidn del plexe braguial produlo un



mumento tanto .de._la_ libei‘a;éiéﬁ de scido glutamico como de
glutamlna fs;lj_l la _c'b':r_j"r.-e'z:a__,_'_'éoﬁ#ralateral, mientras gque en la
corteza .I.psilater-alno se '-'.pr-c;d'u.._ier'on cambios (Abdul-Ghani y
cals,1979). .I;_a' ;hdﬁcéién de convulsiones por la aplicacién
'r_:l.e_'_'_:_c-c.ib_e_xljﬁo' -] _':n_Iquel.en la corteza cerebral de gatos, provocd
1a -;libeflacién' de &cidoe glutamice hacia perfusados del propio
'i-.e_jido.' Esﬁa liberacién correlacionaba c¢on la actividad
convulsiva maxima (Dodada y Eradford, 1975).

En la m&dula espinal, la estimulacidn eléctrica de los
tréctos ésPinales descendentes produjo un aumento de la
liberacion de A&acido glutamico ¥y de glicina hacla un medio de

lé.vado de la preparacién (Fageg Yy c¢ols., 1978).

- Roceptores del Acido glutdmico.

La existencia de receptores para ios amincidcidos
excitadores, fué postiulada a partir de eXperimentos
farmacolégicos realizadeos en preparaciones de médula
espinail de gatos Y mediante el empleo de técnicas
electrofisioldgicas. Los receptores gue han sideo descritos
son de tres tipos ¥ su nombre se deriva de acuerdo a los
agonistas sintfticos gue 3¢ emplearon para estudiarlos;
estos son: |
1} Receptores al n-metil-D-aspartato (NMDA),

2) Receptores al acido guisqualico,
2) Ekeceptores al Aacide HKainico.
El HMDA es un analogo estructural de la molecula de

acido aspiartico, mientras gue los Acidos quisqguialico ¥



Kafnico: -'5_61:-1;:-,' ' 'mqlécula de #&cide glutamico.

.82 consideran Acido

,-aspartico re’-‘f"'e'r’énte’s mientras que los receptores a los

quisquﬁlico kainico . son considerados &acido

:Eerentes. ' Esta diferencia se debe
- fundamentalmente al tamaifio de las meléculas respectivas, Por
aunque los acidos glutamico, aspartico, cistelco

Vom cisteico pueden estimular a cualgquiera de los

"'f"'r‘eceptores mencionados, eilo ocurre con diferente potencia.

Los r‘eceptor‘es al HMNDA han sido relativamernte facilles
"'Vde estudiar; tiennen la caracteristica de ser sensibles a
”-'concentraciones bajas de magnesio, lo gue produce respuestas
.'c_ie mener magnitud a la aplicacién de HMDA en preparaciones
de médula esprinal de rana (Evans ¥y cols, 1.977) Y de médula
espinal de gato (Davies ¥y Watkins, 1977). En ceontraste, la
excitacidon Producida por la aplicacién de los dcidos
gluitamico, guisquilico ¢ Kainico en ambas preparaciones, ne
varifia al disminuir las concentraciones dé magnesio en el
medio.

De los antagonistas gque se han encontrado para los
receptores HNHMDA, &1 &cldo 2-amino-5-fosfonovalérico (APV) es
el antagonista mas especifico para Dbloguear la respuesta a
la aplicacién tanto de HNMDA o de Acido aspar-.tlco en <l
tejido (Watkins ¥y cols., 1977; Watkins y Ewvans, 1981). A
través de este Uliimoe antagonista, se ha estudiado también
la participacién de 1l1los receptores HMDA en el hipocampo ¥ ehn

fendémenos de toxicidad celular (Fage, 1985).



_L_os _.recep{o_re;S'a los &cidos qul_squélicﬁ ¥ kalni¢co son
se_nsibles-: a__'la_' a.plgi_.céc_:.j-.r_,‘an_ de dcido glutamaco; la diferencia
entreambOSSe ".ih'_ar._e':stu_c'l'iado. .en.pf‘eparaciones de médula
espa.nalde gatos, '..e.n__ ddnde el antagonista dietilester del
acldoglut&mico '(GD_EE) deprime las respuestas neuronales
.-pfqﬁ'oca'da_.s. por la apiicaclén de acido guilisguialico sin
. af_eg';-ft'a'r'.lés_' respuestas de la aplicacién del A&cide Kainico
'(Dév'j.e'.s y Watkins, 1979). Por otre lade, en la misma
, _p_i.r‘e.par'aéién, el dipéptido gamma-D-glutamyl glicina
antagoniza a las respuestas de la aplicacién de HNMDA y de
Acido Kalnico mientras que las respuestas dJde 1la aplicacién
de Acido qguisguilico ne se modifican (Davies Yy WatKins,
1980).

En 1la médula espinal, la respuesta iar‘ovocada por el
Acido glutamico es mas sensible a los antagonistas del HMDA
(Evans y cels., 1978; WatKins ¥ cols,, 1980), mientras gque
las respuestas a la aplicacidén del &cide glutadmice son mas
sensibles a la aplicacidén de GDEE (Mc Lennan y Leodge, 1979),
lo gue relaciona funcionalmente (aparte del tamaino
melecular) al Acido aspiarticoe con el receptor NHMDA ¥y al
dcido glutamice <¢onn el receptor al Aac¢ido guisgualico. El
Acido glutamico es también un Dbuen agonista del receptor al
dcirdo kainico, mlentras gue el Acido aspartige es un débil

agonista de este receptor (Watliins "y Evans, 188u.

E=ztudicos de unién del Scideo glutdmico y sus anilogos al

receptor.



F‘oster‘"y.R'ob'e.i‘ts (1978) encontraron gque la unién del
_ac1d§ glutamico [aH] _a_' preparac:mnes ~de membranas de
..'cer'ebelo '--=d..e'f_...ra£as.3_if e optima _a' ‘un’ . pH de 7.4 ¥y una
temperatura de 37°C. Esta unién -.f.-'ue especiflca ¥ ocurrid en
'__\.un= ._S.l‘tl_O nnlco de - alta_afinldad. Las constantes cinéticas
que e.n‘;:rbn-tr'al_‘on fueron: Kp de 744 nM con capacidad de 73 p
-mo.l)mg de'pr'ote:.nas. Dicha uniOn. fue desplazada por los
Jdeidos _I..——gluiam1co, D,L-ibeotenicoe y D,L-guisgudlico, ¥ en
menor " grado por el 4dcido kalnico,

. E‘.‘n otros estudios, Michaelis ¥ cols. (1981) encontraron
una union de alta afinidad del dcido glutamicao a
sinaptoso.mas purificados de cerebro de ratias, con Kp de 02
x 10 M. Cuando se estudid la unidn de Aacido glutamico [3H]
a rﬁembranas slnaptosomales purificadas, sé encontraron dos
sitios de unidn con daistinta afinidad; el sitie de alta
afinidad tuve una Kp de 60 a 70 nM mientras gque el sitio de
baja afinidad mostro una Ep de 208 a 295 nM (Michaelis ¥
cols,, 1981), Sarif ¥ Roberts (1984) utilizando membranas
sinaptosomales de cerebelo de ratas, encontraron constantes
de union de acide glutamico [3H} con Kp de 433 nM, gque
sufrieron meodificaciones con la congelacidn ¥y liofilizacisdn
de las membranas hasia valores de Kp de 208 nM.

La unién de acido glutam:ico [3I~{] a membranas aisladas
de sinaptosomas de corteca cerebrial de ratas {(Michaelis ¥y
cels, 1981), alcanze el eguilibrico a los #0 - B0 cgegundos a
37”C; mientras gque el desplazcamiento de este aminodcido

por un excesoe de acide glutdmico Ffrio, zlcanzd la mayor

A8



parte a. loz 45 segundeos, aungue wuna parte del A&acido
glult.émicc.a {3H] rermanecié unide durante varios minuteos
(ﬂichéz_eus y ocols, 1981).

s i..as. censtantes temporales reportadas son:

K asociacién = 0.379 min -1

K disociacidn = 0.209 min —!

Alslamienteo del receptor.

El receptor al A&cido glutimice fus aislado por el grupe
de Michaells (1281) mediante la solublilizacion de las
proteinas de las membranas sinapticas con Tritén X-100, El
extracto solubilizado se sometid a dos columnas de
cromatografia de afinidad, la primera con fibra de wvidrio -
Acido glutamico y la subsecuente c¢on sefarosa -
concanavalina A. Se aisld una glucopreoteina con alta
afinidad por la unisn de Acido glutamico, Y no era
desplazado por el NMDA ni por el Acido Kainico (Michaelis,
19a81). El reso molecular medido por electroforesis en gel
en Prresencia dde SDS fué de 13,800, Se encontrdé gue la
giuncoproteina asi obtenida, tiende a formar agregados Y gque
se trata de una metaloproteina conjugada con hierro.

Cabe mencronar dgue ningun otre grupo ha reportado la
purificacidn del receptor para el 3&cido glutamico, por Ilo

gue estos resultados estan en espera de ser confirmados.

8.~ EBlaminacidén del dcido glutimico Jdel espacio sindptico.

[y
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El_ mecanismo que se hsa encontrado para la eliminacién
- .del - Acido .glutﬁmico del espacio sinaptico, consiste en la
.Captu:ra_' de este amihoacido por las terminales Ssinapticas vy
-pbr. las células. due rodean al espaclio siniaptico. El
hecaﬁismo de captura es de alta afinidad (descrite por
Primera vez pof Logan ¥y Snyder, 1872), y depende de la
temperatura, la energia ¥ el sodio extracelular (Bennett ¥
cols.,, 1972; Balcar y Johnston, 1972).

Las constantes de afinidad fueron medidas en rebanadas
de corteza ceredbral ¥ en sinaptosomas de cerebro de ratas, Y
Produjeron valores de Km = 20 pM aproximadamente (Loegan vy
Snyder, 1972; RosKosKi, 1979}, En preparaciones de
sinaptosomas de cerebelo de ratén, la Km para la captura de
acido g_luté.mico fue de 3 WM (Campbell ¥ Srianli. 1978)

La captura de alta aifinidad de zacido glutamico es
realizada por un transyrortador inespecifico, el cual captura
indistintamente a los ZAcidos L-glutaAmico , P ¥ L aspartico
(Pavies y Johnston, 1976). Los A&Acidos D-glutamice ¥y L-
homocistelico son capturados mediante un mecanismo de baja
afinidad (Km = 500 uyM; Benjamin vy cols., 1980).

En sinaptosomas de cerebre de ratén, utilizando sodio
radicactivo, se encontrd gue la captura de una melécula de
acido glutidmico se lleva a cabo conjuntamente con 2 1ones de
sodio; la owpresencia de tetrodotoxina no afecta a esta
captura de sodio (Stallcup y cols, 1979).

Se conocen wvarles inhibidores de la captura de Acido

glutamico, los mas potentes son los isomeres D ¥y L del acido



treo- hidroxia.—.partlco' ,('Barl'ca.r b cols.,, 1977). Otros
1nh1b1dores son '_Vé_l . etanol {(Roach 'y cals., 1973), la

cloropromazina. : :"el -Acldo p—clorome'rcurlfén.ll-sulfénlco

y' Johnston.-197aa ‘v 1972bB) ¥y el dclido £él:ico

';"-:'__(Roberts y Wat.kins, 1975)., La administracidn de inhibidores

captura de dcido glutamice ha producido una
"—""potenclaclon de la eXxcitacldédn gue provoca la aplicacién

iqntoforctica de este aminoficido en diferentes preparaclones

‘:..‘.(Cu;rtis ¥ cols., 1970; Haldeman y Mc Lennan, 1973; Lodge,

LAST9).

6.- Vrias pglutamatérgicas postuladas.

La evidencia a favor del aclade gluta'lmlcé como
neurotransmisor en el sistema nervieso éen-tr'al. ha s:do
parcial e lincempleta, aungue existen algunos resuliados
1nteresantes. En seguida revisaremos algunas vias gue se nan
Propuesto como glutamatérgicas,

Ya en la seccién sobre liberacidén de &cido glutamico
por el tejido nervioso (secclidn II, b, 3} revisamos la
evidencia gue muestra gque este aminoicido es liberado en la
corteza cerebpral durante 1a actividad neural. AsSlMismo,
mediante 12 utilizZaciiéin de la técnica de auterradicgraiia,
se ha enconirado gue las =Zonas de la corteza gue capiuraron
[SHJ—D—aspartato fueron 1as capas I, V y VI de la c<oriiza
cerebral, ademas, en la capa IV lla marca radicactiva <ue
capturada en 51l1ti10s relacionados con las terminzales

provenientes de otras areas de la corteza (vias COriilo-



_cort_icale's), lo cual deter‘mina ‘gue la autorradicgrafia

muestré"-'uria'distribuclon columnar (Fonnum Y cols., 1984

‘-,F‘onnum : y" Halthe So "'r:ié_sen, 1981)

blfatoria, - se ha encontrado gran
ctividad de captura de’ D—aspar‘tato en la parte profunda de

cle la cgue s£e tiene evidencia de gue es

laquerecibelos 1mpu1.§os corticales (Fonnum ¥y Maline-
‘Sorenssen. 19.8'1).

. __L'a;' vias eferentes de 1la corteza cerebral se han
':'-'f-eilé-.c.:.l.c)nado con ia actividad glutamatéregica. ASI, la
.rablaclén de la corteza disminuysd 1la actividad de captura
'.'tanto de D-aspartato come L-glutamate radiocactivos en el
tﬁbérculo olfator‘io {Fonnum Yy HMalthe-Sorenssen, 1981), en el
cuerpo estriado 1ipsilateral a 1la ablacién de la corteza
{Divaeg, 1977; Beclkstead, 1979; Fonnum <y ceols.,, 168%), en el
talamo, donde ademas se acompanaka de una disminucliadn
significativa de la concentracién del &Acide glutamico
enddégeno (Fonnum vy M™Malthe-Sorenssen, 19814 v en el cuerpo
geniculado (Lund-¥arlsen ¥y Fonnum, 197;3).

En oiros experimenitos gue apoyan al 4&cide giutamico
como el transmisor de las vias corticofugas, se encuentré
que la respuesta de las ¢élulas del cuerpo estriado al
estimular 1la cortecza cerebral, era DDlpogueada mediante 1a‘
aplicacidgn del dietil ester del &Acido glutiamico (Spencer,
1976). Ademas, la estimulacidén de  rebanadas  de  cuerpyo

estriacdle con soluciones despolaraizantes de potasiec produce



una .'il;l;fe_:;_a_..&.:_ié_n}_ dg.a.--_:é_.é;i-c-l'.ci_'r_'_glutémico endégeno (Rowlands vy
Roberts,iQ&O. ‘Reubi . y- "cu._ar;oa.- 1979).

© . 'En ‘el hipocampo, se ha demostrade la liberacién de
-_'__écidb' _.'gl'ut.a.mj.co endégeno inducida por despolarizacian
'_'_.('_H'«'-:t.mbergex.* Y colé.. i978), ¥y ademas se han encontrade sitios
‘de captura para los Aacidos L-glutamice, D ¥ L aspiartice en
‘las %zZonas del Aarea dentada en donde llegan las terminales de
la via perforante (Storm-HMathisen e Iversen, 1979). En
rebanadas de hipocampoe mediante autorradiografia, se ha
encontrado gue Jla mayoria de la radioactividad es capturada
por las terminales =sinapticas de 1la wvia perforante, y 1la
seccidén de esta, ‘produle una disminucién de la captura de L-
glutamato medida tanto bioguimica como histoguimilcamente
(Stoerm~-Mathisen, 18977

En estudios farmacologicos, se encoentro que la
excitacion de las ceélulas granulares, tanto por la
estimulaciéon de la via perforante como por la aplicacion de
acido glutamico, fué Dblogueada mediante 1la aplicacién del
dietil-ester del Acldo Elutamico o por 2=-amino-4-
fosfonobutirate (Hicks y Mc Lennan, 1(979).

Las c&lulas piramidales de la regidn CA 3 del hipocampo
envian axones a la regidn CA 1. La interrupcidén guirdrgica
de la proyecclian dé CA 3 a CA | produjo una disminucién én
la captura de [ SH] D-aspartate en el strgtum radiatum de
CA i, tanto en la imagen auntorradiogriafica como ror
critertos kioguimicos (Storm-Mathisen, 1977). Las «c¢élulas

Piramidales, particularmente en el subiculum, provectan a



través del férfni:é a wvarias regiones cerebrales tales como

los nfcleos de -la - estria terminal, el hipotilamo mediocbasal

':y"r_l‘.'_il‘lil."_):s' cuer‘pos ‘mamilares (Swanson y GCowan, 1977). La
interrupclon '.‘t.:[ﬁirﬁ'réica del férnix predule una reduccidén de
lacaptur‘ade idcido glutamico en estos nicleos y de una
disminucién ‘del acido glutamico endégenoc (Meibach y Siegel,
e

' En la médula espinal se ha encontrade tna distribucidén
.'.ci__l-ferencial de dc¢ido glutamico; les niveles de este
amin.oacido Son mayores en la.s raices dorsales gue en las
ventrales, por loe gue se ha sugeridce gue actde como
" neuroctransmisor en las neuronas aferentes primarias {(Curtis
'y John.ston, 1974). En relacidn a esto, se ha observade gue
existe un transporte retrégrado que ha sido selectivo para
[3H} D-aspartato, hacia el soma de las e¢elulas de 1los
ganglios espinales dorsales en la médula esptinal cervical

(Streit, 1980).



-r.-_]l El c.s:a.ré_belq_'._cdmo' modelo de estudio.
1.- C’_i'éb_.aaf'.qﬁi_iebiu}‘a. de la corteza de cerebelo.

El. ce..r'e]la.‘e-lo és ‘el modele natural més s_encj.llo para el
est_i_xd_io del Acido glutamice, ya gue las fibras varalelas,
”que _son- las gue Probablemente lo utilizan como
neurotransmisor, se encuentran localizadas en la capa
molecular de la corteza de esta esiructura, formando las
sinapsis mAs adbpundantes del sistema nervieseo central en los
mamiferecs. A continuacisén, se presentan las caracteristicas
histeldgicas del cerebelo.

La corteza del cerebelo tiene como caracteristica
sobresaliente una organlzZacién neuronal regular, constante vy
laminada (Ramén ¥y Caldal, 19if; Llinas y Simpson, 1981) 1la
diztribucidon celular Y las conexiones celulares son
.simllares en +toda su corteza, eXistiendo poca varliacion
entre las diferentes especies de los wvertebrados ({figura 1)

L.a corteza del cerebelo tiene en todas sSus regiones

cince estirpes neuronales, distribuidas en tres capas como
sigue:
a) capa molecular; fué denominada capa plexiforme por Ramon
Yy Cajal (1911), es 1la capa mas externa ¥ contiene 1as
c&lulas en esirella y las <¢#lulas en canasta.

b} capa de c&lulas de Purkinje; es una capa 1ntermedia,
formada por 1los somas de las c¢é&lulas de Purkinje (Ramén vy

Cajal no la considerd como cara)l.



Figura 1 .- Zsquema de una circunvolucidn cerebelosa de

mami.fero, mostrada en un corte transversal.

A, capa molecular; B, capz granular; €, substanciae blancse;
D, capa de células de Purkinje; a, eélule de Purkinje; -
b, celulas en canasta; ¢, arborizaciones axonales formendo
las canastas de las células en canasta; e, cédlulas en es—
trella; £, células de Golgi; &, célules granulares con su
axdn ascendente; h, fibras musgosas; j, cdlula glial de
Bergmann; m, ccélula glial de la capa granular; n, fibras
trepzdoras; o, colaterales recurrentes del axdn dec le cé-

lulza de Purlkinje.

( Tom=d2 de 22wemdn y Cwjel, 1511 ),



c) capa egranular; es la capa m&as int.rer'na de la corteza
cerebelos-a,_ contiene 1los somas de 1las cé&lulas granulares Yy
de las cslulas de Golgi.

' “"Por debajo de estas capas, se encuentra la substancia
blanca, gue contiene los axones para la entrada ¥y salida de
ia _1n'formac;:16n de la corteza c¢erebelosa.

LLas células de Purkinje.— constituyen las neuronas mas
grandes del ceredbro (L1inas b'e Simpson, 1981, su
arborizaciédn dendritica se expande en +todo el grosopr de la
capa molecular (varia de 300 a 400 pm en 1los mamiferos,
dependliendos de 1la especlie); la suma total de 103 segmentos
dendriticos calcutada mediante cemputadora es de 4 mm para
una c¢<¢lula de PurkKinje de gato (Llinds y Simpson, 1981). Las
arborizaclones dendriticas de las células de Purkinje se
encuentran orlientadas en un plano parasagital (ver figuras 1
Yy 2), esto es, en ¢cortes coronales del cerebelec no se
observa la arbarizacidén dendritica (lo gue se muesira en la
figura 2).

En las c¢&lulas de Purkinge converge toda la informacisdn
de 1la corteza del cerebele y los axones de estas células

constituyen 1la via eferente de 1la corteza cerebelosa. Las

celulas de PurkKinjge son inhibiltorias, la estimulacion de .

&#stas produce una Fuerte 1nhiblcidn en 1las neuronas de los
nuaclescs profundos del cerebele y del nihuclee de Dieters
(Eccles, ito Y Szentagolhai, 1967), Bl transmisor que
utilizan probhadblemente las células de Purkinje es el GABA,

los somas de estas células contienen gran cantidad de GABA,

O
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Figura 2 .- Bsquema de un corte coronal (longitudinal)
de la corteza del cersbelo de mamifero,

A, capa meclecular; =B, capa granular; -C Substancis -
blanca; -D, capa de células de Purkinje; -a, axén de -
una cdélule granulaer; -b, fibrazas paralelas; -d, cdlula -
de Purkinje; -e, extremidad de las fibras parslelas (se
gin S. Ramén y Cajal); -f, axdn de las cdlulas de Pur-—
kinje.

NOTA.- Sn el esquema no e¢stdn consideradas las cdlulas

en estrella, en canasta ni Golgi; tampoco las fibras -
trepadoras ni musgosas.

{ Tomado de S. ‘Ramdn y Cajal, 1911).
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©“la-’enzima glutamato descarboxilasa

1 ':_-;qma-x,“:, y de las dendritas principales

Purkinje se encuentran separadas del

_L_i_rié. .envoltura formada Ppor Procesos
'-fééiﬁia:ré's_ de :.-_'_'l'a-:s‘ 'gélﬁla's gliales de Bergmann (Ececles, Ito ¥
'Szentagothai, .1967)

Las -_‘cé.lulas :: granulares,.- constituyen la estirpe

" neuronal mas abundante, con 24 x 10 6 neuronas por

milimetro «cibico (Eccles, Ito y Szentigothai, 1967), en
6tros' cAlculos, sSe ha repor‘{adc una cantidad de cé&lulas
.'.grr:;nulares de 10 11 en el cerebele de monos (Liinas ¥y
Simﬁson, 1581). El soma se localiza en 1la capa granular (a
la gue le da el nombre) siendo esféprico, de 5 a & wm de
diametro, tiene de 3 a 5 dendritas gue terminan en forma de
garra en cocmplejos sinapticos gque se denominan glomérulos,
en donde reciben contactos sinapticos con las fibras
musgosas (figura 1).

El axén de estas células surge del soma, asciende hacilia
la capa molecular, en donde se Dbifurca en forma de T para
dar origen a las fibras paraitelas. Estos axones corren
paralelamente a los pliegues del cerebelo, esto es, en un
sent.ldo corohal {(figura 2aj. En gatos, la longitud de las
fibras paralelas es de 1 a 1.5 mm del sitio de la
bifurcacidn hasta une e los eXtremos, las Fibras paralelas
estin orientadas transversaimente al Plano de las

arkorizaciones dendriticas de las células de Purkinje; una

&)
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Pigura 3 .- Células en estrell& y células en canaste.
Corte transversal de ia corteza del cerebelo.

A, B y C muestran los somas de las cdlulas en canasta;
D, muestra los axones de las células en canasta que en
vuelven el soma de las c€lulas de Purkinje, formanda -
las canasyas gue le dan el nombre a las cdlulasa; B, F,
G y H muestran loa somas de lazs ¢dlulas en estrella, -
el axdn de estas cdlulas muestra una orientacidn orto-—
gonal a las fibras paralelas; a y b muestran la misma
orientacidn espacial en los axones de las células en ¢
canasta.

( fomado de S. Ramdn y Cajal, 1911 ).



fib‘r_a_ paralela es.t.ablece contactos  sinapticos con
aproximadamente SO0 células de Purkinje y cada céluta de
Purl{inje recibe aproximadamente 860 000 contactos sinapticos
con '.'las. fibras paralelas en las espinas dendriticas en el
.' gato (Llinids ¥y Simpson, 1881). También esiablecen contactos
sinéﬁticos con las fibras paralelas: las c¢é&lulas en canasta,
las cé&lulas en estrella ¥y las ¢é&lulas Golgi. Las sinapsis de
las <fibras paralelas son excitadoras (Eccles, Ito ¥
Szentagothai, 1967).

LLas ¢é&lulas en estrella~- se encuentran en Jla parte
superficial de la capa molecular, sus dendritas se o¢orientan
de manera similar a las dendritas de 1las celulas de
PurKinje, vy reciben <¢ontactos sinapticos principalmente de
las f}bras paralelas aungue tambkién de las fibras
trepadoras. Sus axoneés terminan en las dendritas de las
<¢elulas de PurKinje en donde hacen contactes sinapticos de
tipe 1inhibiteric (figura 3).

Las cé&lulas en canasta.- se localizan en la parte
brofunda de l1la capa moeolecular (Ramén y Cajal les 1llamé
c&lulas estrelladas profundas). Su arbol dendritico se
orienta de manera similar al de las c¢élulas de Purlinje; el
axdén de las c2lulas en canacsia, curge del zomas 37 3¢ dirige
hacia 1los somas de las células de Purkinje, esiableciendo
contactos sinapticos multiples con 8 a 10 de estes somas en
una direccidn parasagital ((Ramén y Cajal, 1911, Eccles, Ito
Yy Szenti&gothai, 1987). El axén de 1las células en canasta

forma una serie de ramificaciones gue envuelven a c¢ada



cslula de Purkinje' en’ forma semejante a una canastilla
. (flg_ufa..'B):fl'a:éi '".s."..n'apsis mias abundantes de la canasta se
encuentr‘anenlaregién del cono axdnice de las células de
"_..-Pv._if-:kiﬁ.je“j"i':s'e'tie'ne evidencia de gue estas son de +tipo
.lﬁ.ﬁibi_td'r_‘io _(Ebcles. Ito ¥y Szentigothai, 1967).
.‘-__.:__i_._a_..s"ic_:élﬁl.as de Golgi.~ tienen su sSoma localizado en 1la
capz:r. granular, las dendritas surgen de 1la parte apical del
soma Y se dirigen Dhacla la capa molecular sin tener una
orientacisén .particular (estas neuronas no son planas). Bl
'a.xén de estas c¢flulas surge de la base del soma, se divide
inmediatamente teniendo una arborizacidédn profusa, ¥y
establece miltiples contactos sinApticos con las glomérules
cerebelosos,

Se ha propuesto que las células en estrella, en canasta
Y Golgl utllicen al GABA como neurotransmiscer. La actividad
de estas interneuronas es inhibitoria {(Eccles, Ito b's
Szentagothali, 1967); mediante estudios c¢on 1nmunocitoguimica
se han observado anticuerpos anti-glutamato descarboxilasa
en 1las . terminales de estas c¢élulas (Mc Laughlin ¥y cols,,
1974).

La entrada de 1informacién a la corteza del cerebelo se
establece mediante dos vias de cariacter excitatorie ¥y una
via Aaparentemente inhibitoria:

a) las {fibras +trepadoras, gqgue provienen en su mayoria de la
oliva inferior {Armstrong, 1974, Desclin, 1974, Broadal,
1981); cada fibra trepadora establece maltiples contactos

sinapticos con las dendritas de una célula de Purkinje, La



'e.-;timulac,ién_ éléctriéa 'de ias fibras trepadolr-as- produce uh
7int_e.n\s;;.:,:'qu;:éng::i.#.l_ -..'_pqs.t.sir_i.é.p._tléd excitatorio en las células
. de?ul‘“mJe(Llinasy Simpson, 1981).

" b} .:.la..s‘-: f_ibra# -museosés. qgue pr'cn;rlenen de diversos nucleos
..del.”"t._allo".c;'erebr‘al ¥y de la médula espinal. Estadklecen
.'slnapsi.s en.passaht en los glem#rules cerebelosos con  1las
dendriias de las c¢élulas granulares; estas sinaps:s son  de
tipo excitatorio. La estimulacion de las fibras musgesas
_produce una despolarizaciéon 1nicial de las <£lulas de
Purkinje, mediada peor 1las fidras paralelas (Bccles, Ite v
Szentiagothai, 1967; Llinas y Simpson, 1981).

¢) fibras provenientes de los nucleos Locus Cosruleus Yy del
rafé., Estas fibras fueron descublertas mediante la técnica
de histofluorescencia (Falck y c¢ols, 1962); terminan en 1la
capa melecular Yy su forma ne se parece a la de las fibras
trepadoras ni1 musgosas {Hoxfelt ¥y Fuxe, 1569; Descarries
Lapierre, 1977; Beaudet vy Sotelo, 1980), Las fibras
provenientes del Locus Ceeruleus contienen noradrenalina
(Bloom ¥y ©cols.,, 1971; Descarries vy Laplerre, 1977) Y su
estimulacién produce 1inhibicidn de las c¢élulas de PurKainje
(Sigeins ¥ cols., 1G73). Las fibras provenientes de  lo=s
nuclecs del rafé contienen serotonina y producen 1nhiblclén
de las ceélulas de Purllin)e (Shinnar y cols, 1873, Bloom v

cols., 197a).

2.- Desarrolle del sistema de las Ffibras paralelas.

Faii



El1 desarrollo de 1la corteza del cerebelo de los
.Ver‘tebrad_os tiené lugar postnatalmente en los mamiferos vy
_'des'pu._é.s- E dé la eclosién_en las aves ¥ los reptiles.

-':En 'los mamiferos, las neuronas gue se encuentran en el
mom_en;t.o d.el nacimiente en 1la corteza del cerebele, son las
cElulas Vde Purkinje y de Golgl; superficiales a estas, se
- ehcﬁentré uha capa de c£lulas embrionarias gue daran origen
'a._:_i'a.s_'r interneuronas conforme se desarrolle el cerebelo,
estégiééiulas de denominan c¢&lulas germinales y forman la
E'apa' germinal externa.

: En la corteza del cerebelo de la rata, en los dias 3 al
7 .poster.tores al nacimiento, se establecen 10s contactos
sindpticos de las fibras +treradoras c¢on el soma de las
ceélulas de PurKinje {(Altman, 1972b); se hé. propuesto Jgue
conforme surge y se desarrcella el arbel dendritico de las
células de PurKinje , estas sinapsis emigran Junto con el
crecimiento celular que implica la formacién de las
dendritas (figura 4).

Las c¢é&lulas granulares surgen de 1la capa germinal
externa hacia el Ffinal de 1la segunda semana de vida
postnatai. El procese de diferenciacién ocurre conjuntamente
con la migracién de las células de la capa germinal externa
hasta alcanzar su localizacidn definitiva en la capa
granular (figura 5); durante esta migracién, la célula emite
prolongaciones c¢elulares dque van a constituir las fibras
paralelaz. Una vez formadas las <fibras paralelas, la cs&lula

continiyia su nmigracidon hacia la capa granular y se conecta a
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Figura 4 .~ Esquema de madurzci én de una célula de Purkin
je de rata y las conexiones sindpticas sobre la misma. Se
indican cinco eta_ﬁas de desarrolloe & los 3, 7, 12, 15 y ~
21 difas despuds del nacimiento. la clave de las diversas
estructuras se de en el texto inserto, Hacia el final de
la primera semane se han formado las sinapsis de lag fi-~-—
bras trepadoras, mientras que las sinapsis de les fibras
parslelas inician su formacidn haciz el dia 12 postnatael,
( Modificado de Altman, 1972 ).
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“ Figura 5 ,— Desarrollo de las cdlulas granulares,

En ia figura se muestran las diferentes fuases de le madu—
racidn y migfacidn de las células grannluares.  En A se loca-—
-"1iza & la capa germinal externs, donde a y b son edlulas ger
minales. Las letras B y C refieren a la capsa melecular; cen c
se muestra 2 las cdlulas germinales emitiendo prolongacio-
nes hreia los lados del citoplasma, en d y e las prolongacio
nes formoron a les fibras paralelas. Zn f, ¢ ¥ h, despuds de
la formecidn de las fibras paralelas, el soma migra hacia la
capa granular ( referide por D ), en donde las c¢€lulas granu
lares ul alcanzar sy 1ocalizacidn'definitiva, cue se muestra
en J ¥y k, formurdn las dendritas que recibirdn contazctos si-

ndpticos ( modificado de S. Ramdn y Sajal, 1911 ).
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traves. del‘_ ax:‘.f-n ‘con 1"a_ fibra paralela gue formé. Cuande

estas - c&lulas - llegan - a la . capa granular, emiten sus

prolongaciones _Vdéﬁdi;r:‘._i;icas. "las gque van a fermar los
glomérulosen "l'as‘_‘".sinapsis con las fibras musgosas (figura
§)l.‘.;4_1.a_:'genefac1$ﬁ de c¢é&lulas granulares Yy sus contactos
.sihépticos tiene lugar entre los dias 12 al 30 de la vida

_posf.natal' en la rata (Altman, 1972b}.

3.~ El1 Jcido glutdmico en el cerebelo.

Existen una serie de evidencias d9gue suglieren dgue el
Acido glutamico sea el transmisor de las c<e#lulas granulares.

La aplicacidén de Aacido glutamico mediante i1ontoforesis
produje un marcadoe aumento en la frecuencia de disparo de
las c¢é&lulas de PurkKinje, en preparaciones ‘de rebanadas de
cerebele de cuyos (Chujo ¥y cols, 1975} y de rata (Crepel v
cols., 1982},

Las c¢&lulas granulares son las gque contienen la mayor
cantidad de acidoe glutamico; la lesidén de lasz cé&lulas
granulares de hamsters mediante la inoculacién del virus
PRE 308 al momento del nacimiente, produje una disminucién
de los niveles de acideo glutamico mientras aque otros
amineidcidos noe se afectaron (Young y <¢ols., 1974},

En general, se ha relacionado la disminucién de las
células granulares c¢on la disminucidén del &acade glutamico.
En ratones mutantes con agenesia de células granulares de
las cepas Weaver ¥ Reeler, se ha encontrade disminucién en

la cantidad de Acldo glutamico, aungue la disminucidén de las



célula= g:_r-anulares ne correspondié en términes cuantitatives
con. _la disminuclién del acidoe giutamice (Roffler-Tarlov ¥y
':51dmén,_1978). En ratones mutantes Weaver Yy Staggerer con
aééx;_zesia completa de las células granulares en 1os animales
'_.hom'ocigotos. se encontréd una disminucidn de 64 4L en la
cantidad de Acido glutamico y 87 ¥ de A&acido aspirtico, tanto
en 1la corteza del cerebelo comoe en log nacleos profundos del
mismo (Roffler~Tarlov, 1978; Dupont ¥ cols., 1984),

- La disminucidén de las c¢élulas granulares mediante la
irradiacién de rayos X en el cerebelo de ratas recisn
nacidas, produlo +tambieén disminucién de los niveles de
acido glutamico (Mc Bride y <c¢ols., 1976; Rhode Yy cols,,
1979) aundgue este dato no fué corroborado Por otros autores
{Sandoval y Cotman, 1978).

La lesidn del cerebelo con rayos X produto un
decremento en la actividad de captura de &cido glutamico
{(Rhode y cols.,, 1979) Y una marcada disminucldsn en la
liberacion dependiente de calcio del dcide glutamico

endégence (Sandoval y Cotman, 1978).



II1.-  ObJjetivos “~de este “trabajo.

a)... Un

".'---ct_é_:‘f_ziiaé'éf.s:_.t'.'r.arté'giaquue' se han empleado para definir
.é."._u‘;-)'l.'_aeufbtrah_sﬁxlsqr en una sinapsls especifica, ha sido
"lé;..s_ic-;:"ﬁ.a;"f':“ia}_"'...esta"-.":s..ihapsis. le gue debe disminuir: la
concentraclén ‘de la substancia en el tejido, la liberacién
._'depe.n'd.iente de calcio ¥ la respuesta fisioldgica.

. En relacién con esta estrategia, nesotroes estudiamos el
.mecanismo inverso: la liberacién de Acido glutamico en
relacién <¢on la aparicidn de las sinapsis de las fibras
paralelas.

Por eotre lado, i1ntentames tamblén producir una lesién
selectiva de las sinapsis de las fiubras paralelas mediante
una sSubstancia neurotdxica; estos resultados se presentan
como un anexo al final de esta tesis.

) La captura de Acide glutimico ha si1do utllizada para
identificar probables regicenes en donde el Acide glutamico
es utllizado como neurotransmisor. Hosotros estudiamos la
captura de Ac¢ideo glutamico en preparaciones de c¢erebeles de
ratas durante el desarrolle, para intentar conocer la
evolucidén del sistema de eliminacion del Acido glutamico
come neurotransmisor.

¢) La glutamina es €l precursor del &acido glutamico gue se
libera de terminales nerviosas. Se estudid la capiura de
glutamina durante el desarrollo de la ceorteza del cerebelo
Para i1intentar correlacionar la aparicién de las sinapsig con

este sistema de captura .

[N



VI Material y  Métodos:

Material:

Los sigulentes productos . fueroﬁ:..c’om.p.”r'ados a Sigma

Chemical Co. St. Louls, MO, USA.

Acido L-_-glutamlgo.

Albtumina serica bovina.

Acldo r-amino Dbutirico {3ABA).

L-glutamina.

Hepes (N-2-hidroxietll- piperazina-N+-2-etanol- sulfonato)
Reactivo de Fenol de Folin & Ciocalteau.

Trizma hase (Tris (hidroximetll) amlnome-t'ano).

Veratrina {Base libre)l.

El material radicactivo enlistado se compré a New-
England Huclear. Du Pont MNEN Research Products. Boston, MA.
USA.

L-{u-14%c)-ac1do glutdmico (act. esp. 297 mcCism mel).
(3H] GABA (act. esp. 40.2 Ci/m mol).
L-[U-14C)-dcido aspirtice (act. esp., 22% mCi/m mol)

L-{z,4-318{M)j-glutamina (act. eswm. #39¢ Cl/m molh



Metodos:

a) r:;xpé.rimentos de liberacidéon de 3acido glutamico.
1;-' Preparacién: homogenade de capa molecular.

Utilizameos ratas Wistar, de 15, 7, 19, 21, &6 y 32
__dIas postnatales controlados por fecha de nacimiento y peso
de los animales, Yy ratas adultos de 150 a 250 grs de peso,
sin diferencgiar el sexo de 1058 animales.

Los animales fueron sacrificadoes mediante decapitacisn.
Después de remover pilel, tejidos subcutinecs y el hueso
occipital, el c¢erebelo fué disecado median;r.e la secclién de
los peditnculos cerebelosos, pPara ser depositado en una
solucidn de sacarosa .32 M, enfriada a ¢ - 49%¢C, se intentd
mantener esta tempéeratura en el manele del tejido; el
tiempo promedic para la obtencion del cerebele fué de 1 a 2
minutes.

El cerebele fué cortado parasagitalmente utiliando un
rebanador Mc Ilwain Tissue Chopper, el Erosaor de las
rebanadas fue de C.4 mm. Utilizamos en todos los
exXperimentecs las rebanadas del wvermils lsolamente, Yya dque en
esta regién del cerebelo 1as rehanadas parasagltales son
similares entire si. La <¢apa molecular fué disecada
manualmente con microespitulas elaboradas en nuestro

laboratorio, el proceso de diseccidén se realizdé con la ayuda



de uri microscopio _estefeoscbpico. Para intentar mantener el
téj.’?&" -”,a' 0. "‘l-nc durante la diseccidn, las rebanadas Qel
vermisse :d:el':-'or's_J_.fc'ar.on en la superficie externa de un
r‘éc'..i.pi_ent.é".que."conténia hielo en su interior. Los fragmentos
theﬁ;déé de la capa molecular fueron depositados en 1 ml de
fnedi:o_ I:z;ebs—-bicar-bonato (Tabla I) para ser homogenizados en
un homogenizador vidrio-vidrio (espacio entire el pistén y el
vaso: 0.004 - 0006 pulgadas)

L.a cantidad de cerebelos gue utilizamos por experimento
fué de 1 en animales adultes y 2 en animales en edades entre
15 y 32 dias postnatales con el objleto de tener cantidades
similares de proteina (obteniamos de 1.3 a 1.7 mg de
preteinas por ml de homogenado). La duracisn total del
procedimiento varié entre 45 a 60 mlnutos.-

2.- Perrfusion.

Del homogenado de la capa meolecular tomamos 0.8 ml, gue
fueron mezclados en 2.5 ml de medic Krebs-bicarbonato al gue
se le agregd calcio 2 mHM (esta solucidon ta utilizamos como
medioc de incubacién), preincubpameos la preparacién 3 minutos
a 37 ¢, al términe de 1los cuales afadimos el A&Acldo
glutamico para su captura (se realizaron ademas experimentos
con &cido aspartico y GABA; la concenitracidén final de los
amineoacidos en el medioc de ncupacidn fue de b8 pM)
incubamos durante 5 minutos a 37°C para que fuera capturado
el aminoicido por el tejndo (en este ftiempo, teniames wuna

activaidad de captura cercana a la maxima, con POCO

in



Tabla I.

Soluciones utilizadas en los experimentos de liberacidn
de deido glutdmico ( ambas son iso-osmolures ).

iiedio Krebs-bicarbonzto:

Na Ccl 115 mid
K ci 3 mi
Na H2P04 1.2 mii
g 504 ) 1.2 mM
wa HCO3 25 mhil
Glucosa 1C mid

pH 7.4 mantenido con mezcla 02-{}02 (95-5 % ).

Medio Krebs-alto potasio:

Na Cl 65 mh
K Cl 53 mM
Na H, PO, 1.2 mil
Me 50, 1.2 mi
Na HCO3 25 mii
Glucosa ' 10 mi

pH 7.4 muntenido con mezcla O,— CO (95 -5 % ).
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.Figura 6 .- Sistema de Perfusidn.

El sistema de perfusidn consiste en una caja de plidstico
transparente en la gue se puede llever i condiciones de va-
cio mediante una bomba de succidn, en su interior, conticne
una gruedilla deslizeable para colectar la fraccidn de los -

perfusados gque nos interese; la prepzrzcidn se zplica sobre

filtreos en las unidedes Swinex rillipore., Este cistemz de

perfusidn nos permite mzne jur en peralelo hasta B8 filtros

" l"
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_m.e_ta.bolismc;.d“el '.écido -glﬁiémico como se demuestra en la
s_ecci_t_b.ln ‘de -rfes_ﬁlta.dos).. .

| Altérmino de 1a incubacién, tomamos alicuotas de 0.5
mldel .}I.!i;:dio";.'.de-' incubacian. las gue fuercon +transferidas a
ﬁni._éiades”c‘le f.ilt.racién Swinex Millipore de 25 mm de
diametro. las cuales fueron modificadas para aumentar su
-‘vlo-lx.':mrer_z {(figura 5), estas unidades utilizaban filtros
Miilip.or;e con poro de Q.65 pm. L.Las unidades de <filtracidn
'fp.er‘;on adaptadas a wuna caja de vaciec, que contenia wuna
gradilla deslizable para poder recoger en tubos de ensayo
los perfusados (figura 6). Este sistema de perfusidn, nos
permitia manejar paralelamente hasta 8 unidades de perfusidn
(Levi ¥y ©cols, 1973 Sandoval y Cotman, 1878).

Una vez en 1las unidades de filtraclf;n. la preparacidn
fué lavada para eliminar el exceso de radioactividad Yy
obtener una liberacion constante de acide glutamico marcade,
lo gque se alcanzaba después de 6 lavados; los lavados fuercn
hechos con medlc Krebs-bicarbonato, 2 mi durente 30 segundos
para cada fraccién,

Al términc de 1los lavados, se aplicaban en los flltros
1 al 6 respectivamente, las sigulentes soluciones:

1) Krebs-bicarbonatce (linea basal - control).

2) Krebs-bicarbonato + 2 mM de carTf(efecto del cCatten
ausencia de estimulo).

3) Irebs-alto potasio (estimule en ausencia de Ccats),

4) Krebs-alto potasico + 2 mM de Cat*estimulo en presencla

de cath,



5) Krebs-bicarbonate + veratrina 60 yg/ml (despeolarizacidn

en ausencia de ¢Catt).

6) Krebs-bicarbonato + veratrina 60 pg/ml + 2 mM de catt

(despolarizacidn en presencia de ca+t),

En nuestros experimentos no utilizamos EGTA en los
pulses en ausencia de calcio, dade que la presencia o
ausencia de este compuesto no producia variliacién en los
valores de 1liberacidn cuando se omitia el calcito en los
pulsos.

Los pulses Fuerecn de 2 ml con duracidn de 30 segundos
cada uneo, colectados en los tubos de ensayo, vy de ellos se
extraljeron alicuotas de 0.5 ml, las gque fueron mezcladas con
5 ml de +tritoscl para contar 1la radiocactividad medlante
centelleo ligquido (Fricke, 19756).

El resto del perfusadoe se empled para estudiar el
metabolismo del Acido glutamico marcado mediante
cromatografia en placa TFTina (ver en controles).

Al final de la perfusidén, al tejido se le aplicé agua
bidestilada a © - 4°¢C, { ml durante 60 segundos en dos
ocaslones, para recuberar el 3dcido glutiamico intracelular.
Del chogue osmdético se tomaren 100 pil para contar la
radicactividad, el volamen restante fu€ utilizado para
analizar el metabolismo del A&Acido glutiamico (ver controles),

L.a radicactividad remanente en el filtro Ffué contada
con 10 ml de +tritosol. N

3.- Calculos.

%]



La libe;-_aci_can de Aacido  glutam:ico fue¢e expresada como el

pordeﬁta’;-je_de'_Ia'.'.,ra'clioact_z.vidad que se liberaba del tejido

' con' respecto a ‘lai radicactividad presente en el tejide antes
"calcul_ado como sgipue:
médiéhtg- estandares internos.

dpm perfusicdo # 100

“"dpm perfusado + dpm tejido + dpm filtros

P"ar'ar éonocer '. cuanto de la radicactividad permanecia
‘come dcido ~glutamico, analizamos los perfusados y lo
ifécﬁ’ﬁér'ado de los chogues osmoticos mediante cromatografia
en plé.ca £ina como sSigue: las sales JInterfieren con la
r'eso.lucz.én de los aminoacicdos en gste tipo Qe =istema
cromatografico, por 1lo gue para eliminar la‘s salag usamos un
sistema de cromatografia de intercambio 11dénico. Utilizamos
una resina de 1ntercambio catidnico Dowex AG B0 W X 8 en
forma protonada, para lo gue antes de utilizarla se lave con
HCl 1 H. Las muestras antes de ser aplicadas se acidificaron
con 1 gota de HC1 1 H; el grupeo amino de los aminoacidos, al
adgqulirir carga poeosiltiva interaceciona con el grupo sulfonile
de la resina, lo gue hace gque se retengan los aminoaciclos en
la columna, Las columnas fueron lavadas con 3 ml de agua
bidestilada para eliminar otras sSubstancilias Y después 3e
pasdé por las ¢olumnas amenlaco 2.5 N, 2.5 ml para recuperar
los aminoacidos de 1la columna, con o que st recuperaba el

06 ¥ del dcido glutdmlice retenido en la columna.



Las muestras en solucidn de amonraco, fueron evaporadas
en una centrifuga Y evaporador Savant, acoplade a un sistema
de” \facio. I...os amincicildos en polve fuercon resuspendidos en
Sb'ul' de agua bidestlilada, de 1los gue aplicamos 35 ypl en
placas finas de silica-gel marca Whatman vy 10 pl del
resuspendido se utilizdé para contar la radicactlvidad. Cada
placa se corrié inicialmente en butanol/agua (4 v/v} Y
posteriormente en etancl/aguasetilenglicol (7:3:1 v/ v) al
final del Proceso, raspamos la placa en segmentos de 1 ¢cm
para contar 1la radicactividad. El Acideo glutamice fué
determinado aplicando como acarreador Acldo glutimico "frie®
y revelando con ninhidrina (se determinarocon de manera
similar 1los amincacidos GABA ¥y aspartate; Sandoval y cols,
15814L).

' La recuperacién de la radicactividad al final de todo

el procedimiente fué de 70 Y aproximadamente.

bh) Experimentos de captura de acido glutamico.

.- Preparaclidn.

Para los experimentos de captura de &cidoe glutamico se
usdé la fraccidn sinaptosomal cruda (Pp) ge cerebelo completo
de ratas; esto fué decidido en base a que l1a captura de
&cido glutamicoe por miligrame de proteinas que mostrd esta
preparacion fué similar a la captura del Aacide glutamico en

homogenados de capa moleculanr.



Lés edades de los anl.males_ gue se utilizaron fueron: 4,
1.0,.1.5, 17, - 19, . 21;' 26, ¥ 32 dias postnatales ¥y adultos de
150 a 200 g '

Obtuvimes el cerebelo como se describié anteriormente,
el que depositamos en una solucién de sacarosa @32 H y fue
homogenlizadoe usandoe un homogenizaddaer con pilstdén de tefldén
agoplado a un taladro, gue gird a Q00 prpm, el vaso era de
vidrio ¥y la 1luz entre el pistén ¥ el wvaso fué de 004 a
0.006 pulgadas., El1 homogenado fue cenirifugade a 1,580 x g
durante 10 minutos, el sobrenadante fu® centrifugadeo a
18,000 x g durante 15 minutos ¥y la pastilla fué resuspendida
en { ml de sacaresa 0.32 M medjante un homegenizadeor vidrio-
vidrio siendo esta la fraccién sinaptosomal cruda ((P2).

2.- Captyra de &Gclde glutimlico on el desafrol)o.

0.2 ml! de la fraccion sinaptesomal c¢cruda fué mezclado
con 2 ml de medle Krebs-bicarbonato <on calcio (tabla II).
De 1la misma Ffracecidén sinaptosomal, ¢.2 ml fueron mezclados
con 2 ml de medio sin sodico (takla II); del resto de la
fraceion sinaptesomal cruda se determinaren las protelnas
utilizande el método de Lowry (Lowry ¥ c¢ols, 1951).

El procedimiento sigulente <fué el mismo para las
fracciones con sodio ¥ sin SCGG 1o ia pPreparacidn se
preincudbéd durante 3 minutos a 37T 9% ¢, al término se
adicionaron 7.8 x 10 -7 M de acido glutimico, ¥ Sse incubd
durante 2 minutos para permltir zu captura ((en este tiempo,
estabamos en ‘ve]ocldad intcial de 1la actividad de captura de

acido glutamico). La reaccidn Tud detenida por filtraclon,

Y
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Tabla I17TI.
iledio de incubacidn:
iedio Krebs-~bicarbonato con calcio:

Na ¢l 115 mi

K cl 3 mN
Ca 012 2 mil
Na H,PO, | 1.2 mhl
g s0, 1,2 mi
N= HGO3 25 mil
Glucoss B 10 mil
pH 7.4 mantenido con mezc¢la 02— 002 (95 -54).
Medie sin sodio:

Cloruro de colina 137 mhi
X Ccl 3 mid
g S0, 1.5 mu
X H2P04 1.2 mil
Glucosa 310 mi
Ca 012 2 mif

PH 7.4 mantenido con Hepes- Yris 10 mil.

Eatos uwedios son ise—osmolares. ¥n el medio sin sodio

la colina substituye a2l sodio. Se decidid atilizer como
amortigusdor &l Hepes-Tris debido & los problewas de so-—
lubilidad. del bicarbonato de potasio., ambos medios fue-
ron gaseazdos con 02“002 {(95-5 45} paras intentzr mantener

similur & la » 02.



ﬁtilizando una caja multifiliros Millipore, con flltros de
_p_&ro 0.65 pym, en donde se pusieron alicuctas de 0.8 ml de la
préparacién. El flitro fué lavado con 25 ml de medio sin
sodic a .36°C para eliminar la radicactividad no captada
por el tejido. Los experimentos fueron realizados por
duplicado.

Los filtros fueron transferidos a frascos para cgonteo
de centelleo, en donde se disclvidé el tejide con 1 ml de una
solucidn de S8SDS 1 4 EGTA 20 mM y PH 8 aljustade con Na OH,
incubando 1leos filtros con esta sclucidon por 20 minutos a
60“0, al final, la radicactividad $Fué contada agregando 10
ml de tritosol.

La eficiencia del conteo y el apagamiento {dguenching)
se determinaron mediante estindares internos.
3.~ Calculos.

De los duplicados, se obtenia el promedio b se
calculaba la radiocactividad en dpm; mediante la actividad
especifica, se calculd la actividad de captura en moles,
Para fines comparativos, se calculdé 1la captur‘z-:l de A&acido
glutdmico en meles por miligramo de proteinas.

4.- Cinética de capitura del 3acido glutamice.

La c¢ilnética de¢ captura <fuée medida en animales de 15
dias postnatales Yy en adultos de 150 - 200 g. El
procedimiente gue se siguird fud el mismo gue el anterior,

Las concentraciones de A&acido glutamicoe [14C

] a las gque se
realizdé la cinética de captura fuerom

5 x 10~Pmnm.

y
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¢) Experimentos de captura de gluté.mina.
i.- Pj‘eparac.!én.

Utilizamos 1los homogenados de la capa molecular, gue se
ohtuvieron de la misma manera gque para los experimeéentos de
iiberacion de Aacide glutamico en el desarrolle (seccidn a),
1), de mé&todos).

2.—- Purlificacidén de la glutamina.

La glutamina es una molécula inestable. La 1lisis
espontinea de la glutamina tiene entre sus productos a los
adcideos glutamico ¥ piroglutamico, por l¢ gque para estudiar
la captura de la glutamina, fué& necesarioc purificarla.

Utilizamos placas finas Whatman de silica-gel,
aplicamos la glutamina Y corrimos la placa en
etaneol/aguasetilenglicol (7:3:4 v/ raspamos el sitio de
corrimiente de la glutamina, el gue fué determinade mediante
ies REf (los Rf*s son: glutamate = 0779 pirocglutamato =
0.714; GABA = 06146} La =silica fué& resusrendida en agua
bidestilada y precipitada por centrifugaciéen, guedandoe 1la

glutamina an el agua. La glutamina al f£inal del

G



prpc_-ed._im.‘fént.c; ‘tiene 98 ¥. gde 'pure:’.a, con 0..11- Y de Acido
g'l:ﬁ't-é.fnjéb=:q';_-3-' . .

S—Captura ‘de la glutamina en el desarrollo.

__Lof_é e}z_:ﬁerimentos de captura de glutamina se efectuaron
"-é‘n-“'.r-'a't'.as " de 15, 18, 28 ¥y 26 dias postnatales Y animales
”'.ad.u‘_ltos de 150 - 200 g.

‘ ‘Del homogenado de la capa molecular se tomaron 0.2 ml vy
se mezclaron con 2 ml del medio de 1ncubacién se preincubd
durante 3 minutos, al término de los cuales se agregd la
glutamina ©.2 mM ({(act. esp. 1.37 pCi/mM).

Los tiempeos de incubacidn fuereon 2, 5 y 10 minutos (en
animales de 18 dias y adultes se incubd a 30 segundoes y 1
minuto ademias). Al términoe de la incubpacidén, la reaccidgn fus
detenida por filtracién sigulendo el procedimiento gue se
utilizé para el &dcido gluitamico. El telido fué digerido con
SDs 1 4, BGTA 20 mM a pH 8 incudbandeolo 20 minutes a 60 o C,
Y la radicactividad fué& c¢ontada con Tritosol como ya fué
descrito.

Los calculos se hicieron como se describidé para 1la

captura de Aacido glutamico.

&



Vv .- Resultados.

a) Liberacion del acido glutamico de la cor-teza del
cerepelo.
i, Liberacidn de aminoicides de 1la capa melecular del
cerebelo.

La 1liberacion de variocs aminodcidos recién capturados,
fué medida en homogenados de la capa melegcular de ratas
adultas, Se procurd gue la captura de los aminoacidos se
hiciera mediante el sistema de alta afinidad, por lo gque
cada aminoicido se incubd en concentraciones de &8 pM (figura
7} -

La 1lirxeracién basal, es la liberacién de aminciacides en
un Ppulso de medio Krebs-bicarbonato, después de haber lavado
Vla preparacién 6 veces con el mismo medio. La 1liberacidén
basal de 1los A&Acidos glutamice Yy aspartico tienen el mismo
valor porcentual, siende menor la liberacidn Drasal de GABA.
Un estimulo despolarizanie comoe es S8 mM de potasio en
ausencia de calcle, produce un incremente similar en la
liberaciédn de los tres aminoicidos. La presencia de 2 mM de
calcio en el pulso de Xrebs-alto potasio, preduce un aumento
en la liberacién de GABA ¥ de AcCido glutamico, sobre la
liberacién obtenida con 56 mM de wpotasio. El acido aspiartico
no muestra liberacidén dependiente de calclo bajo

estimulacion (figura T

(3
1



2.- Liberacién basal de _&cido__ glutimico durante el

desarrolloe.

La liberacién basal en animales de 15 dias postnatales,
es mayor gue en l0os de mavor edad; a partir del dia 17, la
liberacién asal de Acido glutamico en homogenados de capa
_molecular presenta poca variacién (figura 8). La Illberacidn
asal es igual tanto en ausencia como en presencia de calcio

en el pulso (Sandoval y <cols.,, 1984).

3.~ Liberacidn dependiente de calcio de &cide glutimice

durante el desarreollo.

La libkberacién de &cido glutimico dependiente de calcio
en condiciones de despolarizacidn, fué estudiada utilizando
dos mecanismeos diferentes para producir despolarizacidn: a)
56 mM de potasio en el medio de perfusién, y ») veratrina en
el medio de perfusién.

Al wvalor de 1la liberacidon del A&cido glutamico en el
pulso en presencia de calcio, le fu#é restade el valor de la
liberacion del mismo pulso en ausencia de cal¢reo, tante en
los experimentos ¢on alto potasico ¢omo en los de veratrina
{figura 9). Las curvas de liberacién dependiente de calcio
de Acido glutAmico son similares para las dos condiciones de
estimulacidn, ambas muestran un i1ncremento e;l los dias 15 a
21 postnatales; a partir del dia 21, 1la liberaclién tiene
Peoca variacidn en sus valoregsufriende un ligero decremento

hacia los animales adultos.

in



4.- Liberacidédn dependiente de calcio de GABA durante el

El incremento en 1la liberacidn de GABA, PpProvocado por
la presencia de 2 mM de calcio en un pulso Krebs-alto
potasic Se muestra en la figura 10. La liberacién de GABA
de homogenados de c¢apa melecular, aumenta 25 7% de las ratas
de 1% dias a los animales adultoes. Este 1incremento es
marcadamente mener dgue el incremento de 1la 1liberacisn de
dcido glutimico en las misman edades.

5.- Metabolismo del &ac¢ido glutimico.

El metabolismo del &cido glutimico en los experimentos
de liberacisén, fuée medido en ratas de 15 dias y adultos.

En los animales de 15 dias, de la radicactividad gue
permanecia en el +tejido al término de la perfusidn, el 59.7
+ 34 4 (n = B) fué Acide glutamico, mieniras gque en los
perfusados, el 57.9 + 14 ¥ {n = 4) de la radicactividad fué
Acide Elutamico. Los animales adultos mostraron que el 725
+ 104 4 (n = B) de la radicactividad permanecia c¢omo Agido
gluitamico en el tejideo al términce de la perfusién ¥ en los
perfusades, el 544 + 16 ¥ (n = 4) de la radicactividad fus

fc1do  glutamico.

[
.J.l



] LIBERACION BASAL
16 - 56 mM KCI +CaCl,
[ 58 mh KCI ~CaCl,

% DE LIBERACION DE LOS AMINOACIDOS

Figura 7 .- Liberacidn de aminodcidos de homogenados de

la capsa molecular de cerebelos de ratas.

Los aminodcidos fueron captados por la preparsgcidn in
cubando previamente al tejide en presencia del aminodeido,
Los experimentos se llevaron a cabo por separado para evi
tar interferencies, Despuds de obtener lz liberacidn ba-
sal, se aplicaron 1os pulsos, La liberacidn de aminodeidd
radicactive durante el pulso, se refiere como el porcenta
je de liberacidn. Lass barras muestran el error estanderd.
Para cada aminodeido se hicieron 8 a 10 determinaciones.

(niodificedo de Sandovel y cols., 1984).
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Figura 8 .- Linea baszl de la liberacidn de deido glutdmi

co durante el desarrollo del cerabelo de 1z rata.

. . . 1 .

La Tigura representz la liberacidn de 4C -acido glu-
& p

tdmico en un pulso con mzdio Ringer Krsbs-bicarbonato en

homogenados de cercebeslos de ratng de 15, 17, 19, 21, 26,

¥ 32 dius postnstales y adulton, Leos datos representan

el promrdio + en error eéstend=rd; (nire pavenbesis se en-—

cuenira el ndrero de determinzel cuiii.

{ Mogificadoe de Sandoval y cols., 157 ).
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% DE LIBERACION DEPENDIENTE DE Cat* DE ACIN_GLUTMICO

a) 56 mM Kl b} VERATRINA

i T T - T 1i— <o T T T 17—
15 20 25 30 Adultes 15 20 25 20 Adultos
EDAD EDAD
{DIAS A PARTIR DEL NACIMIENTO) (DIAS A-PARTIR DEL NACIMIENTO)

* l ’ »
- Figura g .- Liberacidn de‘_4d}écido slutdmico por des-

polarizacidn en presencia de caleio.

g) muestre el incremento en la liberzeidn de glutameto -
radioactivo por un pulso de medio Krebs modificado con
56 mil de potasio + 2 mif de calecio.

b} muestra el incremento en la liberacidn de glutamato
radioactivo por un nulso de medio Krebs-bicarbonato con
veratrine y caleio 2 mil,

-

En ambes casop, lac edades de las ratas son 15, 171 19,

L
.l nacimient

21, 26 y 32 dfas despuds d to, Las barras mues
tran el error csiinderd; en leos parentesis se muestra el
ndnmero de dstorminasi ones,

( Modificude de Hanlovzl ¥ cols., 1944 ).
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Figura 10.- Liberzcidn de [%{ - GABi por despolarizacidn en

presencia de calcio.
Lz figuraz muestra el incremento en la liberacidn depen_
diente de czlcio provocada por 56 mii de potasio., EZn lms or

denzdas se grafica el porcentzje de liberzeidn, Las barres

son + el error estandard de 6 a 8 determinesciones.



b)) Captura de Acide glutamico en el desarrollo.

1,- Captacidn de #cido glutimico en el cerebelo durante el

desarrollo.

La captura cie dcido L-gilutamico [14C) fué medida en
animales de 4, 10, 18, 17, 19, 2, 26 & 32 dias postnatales
¥y en adultos (figura 1i). Los animales de 4 dias tienen los
valores m&s bajos; en la grifica sSe observa un aumento en la
captura de &cide glutamice radicactivo en los animales entre
10 a 17 daiaszs de edad, disminuyendo posteriormente hasta los
valores de 1les animales adulios.

2.~ Cinética de captura del 3Scido glutimico [14C).

La captura de &cido glutamico [14C) dependiente de
sodio es mayor en los animales de 15 dias gue en los
adultos, esta captura es similar en homogenados de la capa
molecular y en la d$raccién mitocendrial cruda del cerebelo
completo, por lo qgue utilizamos esgsta q1Wltiama para estudiar la
cinética de captacidén de &Acideo glutamico [14C] (figura 12).

La cinética muesira <gue la capiura es de alta afinidad
tanto para los animales de 5 dias como Dpara los adultos,
aungue en estos la KEm sea ligeramente menor. En la veloéidad
maxima, es donde se observa una disminucién de
aproximadamente 50 4 de los animales J3e 1% dias a los

animales adultos, 10 gue suglere due el aamero de sitios de



- captura disminuyen con . la edad durante el desarrollo del

cer'ebe.l'o' de 1a rata.
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Figurg 11 .~ Captura dependiente de sodio de(_4é&acldo
glutdmico en el cerebelo en desarrollo,.- '
Se midid la captura de [1-46} deido glutdmico an la. -
fraceidn mitoceondrial cruda ( P,) de cersbelos de ratas

de 4, 10, 15, 17, 19, 21, 26 y 32 dias postnatales y adul

togs. Los experimentos fueron realizados por duplicado; a

cada valor se le restd la captacidn medida en un medio

sin sodio.
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Vmax * 333.5
S Km=25 X 10°%m

Vmax = 735.8
Km=83 X 10°7 M

10 20 30

—

x10° m

| [ACIDO GLUTAMI CD:I

Figura 12 .- Grdfice doble reciproca de 1z captura de

Y6 _ deido glutdmico.

La czptura de 14

¢ —decido glutedmico fud medida en la fraccidn
mitocondrial cruda Pa) de cerebelo completo de ratas

adultas ( o ) y de retas de 15 dies postnatales ( o ).

La velocidad {( v ) estd expresada como p mol / mg de proteinas

/ 2 winutos. Cada punto representz le medie de 4 a 3 deter—

minzciones, ca&dn una nor duplicado { modificado de Bandoval

¥y cols., 1984 ).
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c.- cap.t.ur'_a-de'.glutamlna‘ durante el desarrollo.

La- captﬁr‘a_. de-éiutamlna en homogenados de la capa
"mo_le;:in'ar"de]'.'cex;e.::lbello de ratas, pr'e_sénta un componente
1ridé§end.iente de sodio y oiro dependiente de sodlo gue se
observan mejor en - los animales adultes (figura 13).

- En .un experimento por duplicado, 1a captura
independiente de sodlo de ¢glutamina 1ncubando la preparacion
% minutos a 0 oC +4uvo un valor de 20 ¥ con resprecto a la
misma captura a 237 oC en €! mlismo tiempeo.

La captura de gluitamina dependiente de sodio aparece
después de los 1% dias de edad ¥y aumenta hasta los 22 dias
postnatales, a partir de los cuales los valores de esta
captiura se estabilizan. En la figura 14 se muestra dque la
captura dependiente de s0dio de glutamina, tiene un
incremento que depende de la edad de los animales que se

utilizan rara la preparacidn.

[
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Figure 13 .- Ceptura de glutuming en el tiempo.

Incubando al tejido con 2.2 il de glutznine moarcedsa, se

midid 1l capture de este aminodeciio en medio gzin sodio (z)
¥ en medio ilrebs—bicarbonato (b}, Los exncrimentos fueran

realizades nor duplicedo. 11 milimero dec dotos es de 2 para
los tiempos de ineuwbscion de 30 sesundos » 1 minute en adul
tos y 13 dias; en los e¥perimentos de 2, 5 y 10 minutos, -

lz n es de 4 parc los aniumsles de 12 @fws » 7 para los adul

tos.
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Piguras 14 .- Cupturce dependiente de sodio de 3u glutamina

en la cana molecular del cerebelo de ratas cn desarrollo.

Lz figure representa el incremento en la captura de glu
taming que nrovoed la presencia de seodio en 2l medio de ip
cubeeidn, eit homosenwdos de conw moleculur de cercovlo de
ratas de 15, 17, 22 7 20 dfas nostnotales y adultos,  Pare
los ani.oles cdultos ce hiciexonn 7 expe
0 ode ltos oniseles s¢ hiclerom 3 & 4 exherimensos, cwdn -

una nar dunlicado,



VI.- Discusién.

Pz_uf‘é 'd:e-fifur;: a ﬁﬁa -_s@rhstﬁnCLa‘fcomo un neurotransmicor
se :-debe.ﬁ.',-,-{'o'maf'_ “en _:—'_'cﬁenta:'"._'u_'na'_. serie de criterios, les gue
-fuer-on E‘nuncx.aclos en la’ .sec.ciar.a de antecedentes. Los
é.filteri_os"' : qute en '_él ..conscenso de la investigacién

‘neurobioldgicahan’tenidé maver importancia son el criterio

1¢;'_1en:t1dédf;,'de___ accldn - y el criterio de 1dentidad

fai*madolégica. ~8in - embargo, las evidencias e¥Xperimentales

':_ muesiran ‘gue es dificil relacionar al efecte de la

__".a_pn'c:a'.c,lén .del” Scide  glutidmico con un c¢ambio  bio2léctirico
e._.'spe.ci-fz.c;) (relativao a la rermeatialidant a un o o 2
i:a_trones peostsinipticoz de dizparo). For otra parte, no se
conocen aun antagonlstas ecpecificos para leoz diferentes
receptores del dcido glutamico, gue nesx permitan estudiar
las respuestias neurcnales a 1a apiicacién del dcLdo
glutimice, aungue - havyan hecho avances signilficativos en
ecte respacto.

Uno de log criter:icz funcicnales gue se tienen para

canfista en

gue 1o colotancia en cuestrdn fon hireradcdz de laz terminalec

siniptican (Werman, 160, O rEeno, 167 % Unherywaend, 1eny,
esta li1hweracion [XE] e e Lnr el CTonIGlCcIanen do

despnlarizicion gue permitan la entyadai as calcio en laz

terminales zinizpticas  (Mriedy, 19735



En un trabaje previo se demoesird gue existe liberacisn
de écidi_)_ glutamico- d'é' __hom"ocenados la ¢apa molecular de

cerebelos. de  ratas’ adultas,. ¥y que en esa preparacién, la

liberacisn. 'del’ aminodcido se comporta igual tantoe si es

endsgeno i como’ r cién “capturado por la preparacién (Sandoval

Y cotman.
. ‘-inicial de este +itrabkajo, se estudid la
liberza.'cé;.s'n.-_ﬂde__los aAcidos glutamico, aspiartico y GAERBA de 1la
cp_r'-t.":e%a._:_}iicle'-l_'_..ce'r'ebelo. Cuando se aplica a la preparacidn un
‘e;"s},.In‘i-ulo"c_iespolarizante. se observé Uun incremenio en 1la
.l_ib;:e.rf.é.cién'de los animoacidos; este 1neremente es todavia
mayoer en presencia de c¢alcio rara los amincic¢idos glutamico
Y GABA (figura 7). En 1os experimentos dec likeracidn de
dcido aspartico exdgenos, ne SsSe observd gue la presencia de
calcio en el medio de estimulacidn produjera un aumento en
la likeracién de este aminoicide (figura 7), lo que sugiere
que el &Acido aspirtico no es utilizado como neurotransmlisor
en esta preparacion. Sin embarsgo, se ha reportade la
liberacidén dependiente de calcio de AEcido aspartico endogeno
{Flint ¥ «cols,, 198); WiRlund y ceols, 1982), le gue sugliere
la posibilidad de gue la capiura de Aacigdo aspartice no se
encuentre acoplada al sistema de liberacirén dependiente de
calcio. El pabel del dceide aspartice en la certega  detl
cerebelo no fug 1nvestlgado en este trabajo.

A partir de leos 18 dias de edad hasta los animales
adulteos, la liberacidén kasal de aAcidce glutamice es similar,

nlentras que eéen los animzlez de 182 dias de edad, la



ESTA TESIS NG DEBE
SAUR DE A BisuigTech

) Ilberacion basal de este amlnoéc;do tlene un valor 50 Y mas

alto.. Aparentemente. en“ ios” an;males de 15 dias hay una

:_retencion menor del acido glutamlco recién capturadce gue en

'.‘_los am.males de mayor edad (figura 8)

'.La llberacion de Acido glutimice exdgeno, evocada por
'est!.'m"l.llacién en presencia de calcio, fué medida en ratas de
..15.'1#, 19, 21, 26 y 32 dias de edad Yy adultos; el paradigma
'expe.r‘imental se propuso cerrelacionar la aparicidén de las
sinapsi.s ade las {fibras paralelas con la lideracidén sinaptica
evocada de Aacido glutamicoe de la corteza del cerebelo.
Aunque en la corteza del cerebelo de las ratas la aparicién
de las sinapslis de las fibras paralelas se observa desde el
dia 12 postnatal, los animales de menor edad en 103 gue la
diseccidon de la capa molecular se podia reallzar 5in
contaminantes de otras capas, fueron los de 15 dias, por'. lo
gque los experimentos de 1likeracién fueron realizados en
ratas de 15 dias postnatales en adelante.

La liberacién de Acido glutamico exdgeno,que se obtiene
por la estimulacidon con potasio (56 mM) en presencia de
calcio {2 mM}, aumenta de manera importante de las
preparaciones obtenidas de los animales de 15 dias a las de
los animales de 21 dias; en los exper:mentos realizados con
animales de 21 dias de edad en adelante, la liberacién
alcanza valores semejantes a los medidos en las
preparaciones de los animaies adultoc (figura g}

Este 1pncremento en la liberacidn de Acirdo glutamico

estimulada por despolarizacidn, ecurr:s en el lapsoe temporal

=

|



en el gue. _se' desarrollan _ las "sinzipsis de las fibras
paralelas,” y. apoyan -la ‘hipbtesis de.que el &cido glutdmico

. tiene 'funcionés .de. neurdtransmisor en este sistema. Por otro

_-:[zu:;}:i.E ‘es:’interesante- _q_uerr-_'l';i liberacién dependiente de calclo

' de. Acido  glutamice, provocada por la estimulacidn con

veratrina.que '."t."ie.ne un efecto despolarizante bpbasado en la
entrada de -165 _i;:ihes de sodio en las neuronas, s  muy
4'pa_:"'ec':1da' a la liberacidén provecada por potasic durante el
-‘_::de--'sar:r'ollo {(figura 9bh). Esto 1ndica gqgue la liberacidn de
?Séido glutamico es independiente de la forma de la
estimulacidén, aunqgue siI es dependiente de la entrada de
calcio en 1las terminales como sucede con la liberacidn
fisiologica., -

El metabolismo del acido glutimico no fué inhibidoe en
los experimentos de liberacidn, por 1lo que estudiamos la
recuperacién de este aminoAcide después de los experimentos.
La recuperaclén del &Acido glutamico en los animales adultites
es sgimilar a la recuperacién de este aminocacido en los
animales de 15 dias, lo gque nos permite suponer gue la
liberacidn depeéendiliente de calcio de acido glutamico
estudiada durante el desarrolleo, tiene su diferencia en base
a la Jformacién de las sinapsis dé ias {fikrasz paralelags » no
en bage al drferente metabolizmo de este aminnicido
{Sandoval vy cols., 19564},

Come control de los experlmentes de liberacién de &acido

glutamico, egstudliames la likeraciéon de GALBA en animales de

15 dizgs ¥y adultos. Encontiramos que 1o iibheracldn dependiente



de. calc16 de GABA . _auménta _eﬁ 25 .2 al comparar loz animales
- de 15_._'_;1:3_5'” conlos :.a‘qgltoé.'::';__lb_ 'q_u_e suguere que la mayoria de
l'as'_.'_.'lé"ihé_il:si$"qrue"‘r ﬁriiliza'r_i: "G]_SBA': se encuentran ya formadas
.Vh‘.a(:la.ul‘os-.IIS .di.as*l_.de edad. (figura 10 Estos datos
."co’rfélé’cidnan_ con la descripeidn del desarrelle de las
sinapsis inhibltorlas en el cerebelo {(Altman, 1972a, 1972b ¥y
1.9'TEC).

La captura de Acido glutimico mediante un mecanismo de
alta afinidad, dependiente de sodio ¥y de energia, ha sido
nuna parte importanie en los estudios gue intentan demostrar
la funcidén del Ac¢ido glutamice ¢omoe neurotransmiser (Fennum
¥ Storm-MHathisen, 1981 Hosotros medimes la captura del
dcido glutimico durante el desarrolle del cerebelo. La
preparacién utilizada fué la fraccidn mitocondrial cruda de
cerebelo completo, debido a que la actividad de captura de
Acideo glutamico era similar en esta preparacidén a los
valom‘es medidos en homogenados de 1a capa molecular de
animales de 15 dias ¥ acdultos. Por otro lado, esta
preparacidn nos rermitidéd estudiar la captura de i4dcido
glutamicoe en animales de 4 ¥y 10 dias de edad en 1os que la
dizeccidn rde 1a capa malecular neo =se puede realizar.

La wpreparacién de la fracecién mitocondrial cruda de
cerebelo completo, intenta reflejar 1o gque ocurre c¢on la
captura de 4&cido gluitimico en la caroa molecular durante =1
desarrollo; en estudios e capliurc de acido glutamzico

mediante autorradiografia, se enceontril gue la captura se



locahzaprxnr:.;palmanteen ‘la - capa molecular (De Barry vy
cols., ' iesa)’.

. _:L;'a;i"'-ii:ﬁ_rvé de captura de &cide glutamico durante el
a'g.s.;r:lr;‘_pll;.c_iel._cer'el::-elo, muesira un incremento nhacia el
fina'l- dé la segunda semana de vida postnatal (figura (i),
Esta curva es similar a la reportada en una preparacidn de
sinaptosomas de <cerebelo (Sharif y Roberts, 1984)

.El desarrollo maximo de la captura de Aacido glutamico
ne gorrelacicna con la aparicién de las sinapsls de las
fibras paralelas, sino con el periode de aparicién de las
cé&lulas gliales (Altman, 1972b). El decremente posterior en
la captura del &cido glut&imico pudiera estar dado por la
desaparicién de sinapsis transitorias durante el desarrollo
¥ con esto 1la desaparicisn de la envoltura glial (Altmat,
1g72b). Gtra posibilidad es gue la captura se lleve a cabo
enn las cé&lulas germinales, aungue en un estudiec con’

antorradicgrafia, se mostréd gue la captura de &cido

glutamico [3H] se localiza en la capa meolecular y se
relaciona c¢on las cé&lulas gliales (De Barry ¥y cols.,, 1982).
Para resolver este aspecgto, se reguiere hacer un estudic
sistemdticeo de la captura de &Acido glutamico en el cerebelo
durante el desarrolle con técnica de autorradiegrafia.

Los estudios de captura mediante el analisis de
Lineweaver-Burl, producen IEm*s aparentes «de 2.5 = 10.-51-1
para les animales adultos y 8.3 ¢ 1= para los animales
de 15 dias, mientras qgue la Vmax dism.inu}'e a menos de la

mitad entre los animales de 15 dias » los adultos (figura



12:).‘001'.: estbs resultados, es probable gue el transportador
" del ic:.d.o"_gluté.mico sea el mismo en'los animales de 15 d4ias
y los adultos mientras gue el pimero de sitios de¢ transporte
dis.m.\.nu'ye_ con la edad.

La glutamina es el Precursor principal de Acido
glutamico cue =sSe libera de 1las terminales nerviosas por
despolarizacion (Bradford ¥y cols, 1978; Hamberger ¥y c<cols,
1979a). ‘

En 1la dditima parte de este irabajo, estudiamos la
captura de glutamina en homeogenados de la capa molecular
durante el desarroslle del cerebelo. Encontramos dque la
captura de glutamina tiene un componente dependiente de
sodlo b's ctro compeonente independiente de sodlo, El
componente dependlente de sodio no se c¢bserva en los
animales de 15 dias de edad, aparece hacia los 18 dias ¥
tiene un incremento hasta los anlmales adultos, Esta curva
correlacicona con la apariclén de las sinapsis de las fibras
paralelas, sugiriendo¢ gue el sistema de captura de glutamina
dependiente de sodio se encuentre localizado en estas
slnapsis.

Desafortunadamente no fué posible caracterizar el
sizstema de captura de glutamina. En un experimento, mostrd
gue es dependiente de temp<ratura, lo gue suglere gue ses
probhablemente un mecanlismo dea transporte aciivo, Las
constantes clnéticas de la captura de gluitamina, es5tan

pendientes de ser estudiadas.



VI -;'—f.,Coriclj.ﬁsibije:a‘s. |

__1.-__- En larata, ]a._liber‘aclfan dependiente de calcio de &cido
gmiaiﬁmb de. la capa molecﬁlar del cerebele, tiene una
'..co.'rre'lacién Vternporal con la aparicion cde las sinapsis de las
:f.f.br*é;s paralelas durante el desarreilo, ic gue apoya a la
funcidén del &cidoe glutamico come el probable neureotransmisor
de lés fibras paralelas.

'-E..-.La captura de &acido glutamico mediante un mecanisme de
alta afinidad no se relaciona temporalmente con la aparicisdn
de lags =sinapsils de las Fibras paralelas. Su correlacisn
pProbable es con la aparicién de las celulas gliales, aungue
se requieren mas exXperimentos para descartar la
participacion de otras c¢é&lulas en ia madura016n de este
sistema de captura.

2.~La glutamina parece sger el principal precurser del &acido
glutimico que se libera de las terminales nerwviosas.
Enceontrames que en concentraclones de glutamina en el medio
de incukacidn de 0.2 mM, es posibkble encontrar un sistema de
captura indepenhdiente de sodilio, gue ¢ valia durante el
desarrolle, ¥ un sistema . de captura de glutamina gque
reqguiere de la presencita de sodio en el medilo de incubacidén
¥ sigue el curso de apariclion de ias sinapsis de las fibras
raralelas en la corteza del cerebhelo. Esto suglere gue este

sistema se localice en las termlnales s=sindpticas.
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ANEXO,

'E:-::Iperime.ntos. con tiofeno.

_ . P.'ar"a_ rélacio_nar a un neurotransmisor con el
fﬁn._cid.namlenté de una sinapsls.especIflca, se hia empleade la
estrategia de producir una lesién en la via nerviesa gque da
_lugar' 4 las sinapsis gque .nos interesan.

En la corteza -del cerebelo, se han producido lesiones

de las fibras trepadoras y de las fibras paralelas: ~

La lesidon de las fibras trepadords se consigue mediante
la inyeccidn intraperitoneal de 3-acetilpiridina ({(3-AP; 65
mg/kg de peso) en animales adultos, lo que produce necrosis
total de las células de lasg olivas en 4 dias y en ese
tiempe, las fibras trepadoeoras se encuentran totalmente
degeneradas, slendo la uqnleca 1lesién visible en la cortez=a
del c¢erebelo (Desclin y Escubli, 1974).

La lesidn de las fibras +repadoras c¢on 3-AP, produjo
una disminucién en la corteza del cerebelo de ratas, de los
niveles de &c¢ido aspiartico y de taurina, mientras gque el
resto de los aminoacidos permanecld sin cambles (Nadi ¥
cels,, 1977); en otiros experimentos, la lesién c¢con  3-AP
predujeo una disminucién signiflcativa en 1la liberacion del
acido aspartico endégeno de rrebahadas de cerebelo de ratas,
mientras gque la liberaciéon enddgena de otros aminoacidos no
se alterd de manera significativa (WikKlund y cols, 1982).

Estes resultadoeos apoyan la funcién del acido agpartico como



'e]'._ neuxffot._r‘ansmx._s'or" de las fibras trepadoras, aungue por otro
1ado.otr05autores no han . éncontrado liberacisn de &cido
:a-spé.r't:i_c;d_} "éﬁ.d_ég_éﬁéj.(}-;'.o:stﬂ.é;_"y' Roberts, 1980) ni exdgeno
:.(Sa_hdqv.al'._ : y : "co'ls.,. . .1984}.

. -"_Se' ha intentado. lesioﬁar al sistema de las fibras
paralelas mediante la irradiacisn focal del cerebelo con
'fayos X durante las dos primeras semanas de vida postnatal
de la rata (dosis de.iSO r/dia; 50 r/min). Esto produjo una
disminucién total de las c¢é&lulas  granulares, Yy de las
cslulas en estrel]_a Y en canasta (Altman ¥ Anderson, 1972)
ademas de gque alterala la organlizacidn cltoarquitecténica
del cerebele y la forma Yy orlientacidén de 1las células de
Purkinje ({Altman y Anderson, 1971, 1972). Aungue la lesidn
de las fikras paralelas con rayos X produjo una importante
disminucién de la liberacién de A&Acido glutamiceo (Sandoval vy
Cotman, 1978), esta lesidn no se considersd io
suficientemente selectiva para correlacionar la disminucién
de las ceélulas granulares con la disminucién de la
liberacidn de A&Acide glutamico.

Otra lesion de las células granulares ha sido estudiada
en hamsters inyectandeles el wvirus PRE 308 al nacimiento,
con  lo gue daisminuyYen las c¢elulas granulares de manera
selectiva en 95 ¥ {Young v cols., 1974), Esta legidn produjo
una disminucisan en los niveles de Aacldo giutamice de 43 ¥ ¥
una reduccidn en la actividad de ¢aptura de este aminc&icido
de T0 4 en la corteza del cerebelo de los hamsters t}'atados

{Youneg y cols.,, 18974). Estos datos apoyan al &cide glutamico

.4



com_o-.-el . neurotransmicor de las fibras praralelas, s1in
"embargo; 'l_a captura. de Acido plutiamilco se encuentra
'.,_&rela'cionada' con jas células gliales, por lo gue se requlere
'o't';rc.r- tipo de enfoque experimental para intentar demostrar la
i'-.E1:¢:nc:1c'>.n' de neurotransmisor del acido glutamice en la corteza
.del .cerebelo,

Nosotros intentamos producir la lesidn selectiva de las
: cé.lu'las granulares mediante la inyeccidn sistémica de
'tiofeno. un agente gue produce una lesidn degenerativa de
las cé&lulas granulares de la <corteza del cerebelo de ratas
de manera selectiva (Herndon, 1968). Estudliamos la
liberacidn de &Acldo glutdmico [14C]) de la corteza del
cerepelo de animales tratados con ticfeno con la 1idea de que
la lesion de las celulas granulares - produciria una
disminuclion de la liberacidn de acido glutamica. Los
resultados tanto merifolégicos como bioguimlicos Indlcan Jgue
el tiofeno no produjo la lesién de las células granulares

comoe habia sidoe reportado.

Haterial y HMetodos.

El tioefeno fué compradoe a ICN.Co, Cada lote fusé
sometido a un estudloe de resoenancia magnética nuclear, en el
gue se cncontré mas del 95 4 de pureza (realizado en la
Divisidon de EBEstudlos Superilores de la Facultad de Quimica,
UNAM, por la Quimica Ernestina Cervera)l

De acuerdo c¢on el esquema de Herndon (i1968), el tiofeno

fue administrade en ratas Wistar de 17% a 225 gramos;, la

o



dos;.s -fuu cle oa ml por via subcutinea, una inyeccién diaria

7 durante cloce dias.-ﬁ

L.OS controles"nistologlcos de 1a lesién se hicieron en

Unidad. cle Inv'est:.gacion del IMSS en Guadalajara, en
:Eolaboracion'con él Dr  Alfredo Feria Velasce. Después del
tratamiento con tiofeno, los animales fueron sacrificados a
los _7,_14, 21, 30, 38, 45, 60 ¥y 90 dias después de la t1ltima
J._n.y-éc'_r.:_ién. La fijacidn del sistema nervioso se realizo
mediante rerfusién intravascular de glutaraldehido
(glutaraldenideo al 2 % en una solucidn de <fosfatos 01 M ¥
sacarcosa 1 %) de acuerdo al metodo de Feria ¥y EKarnovskKy
(1970).

Se efectuaron conteos celulares de la corteza
cerebelosa mediante un contador granulométirico automatico
Zeiss TGZ-IIIL. La celularidad se expresa como nimereo de
células de la capa granular por unidad de Area de la misma.

Se efectuaron ademas <¢alculos de Areas de la corteza
cerebelosa mediante el empleoc de un planimetro polar de
compensaclon.

Los experimentos de liberacidn de Acido glutiamico se
realizaron c¢omo fTué descrito en Material y I<IE£odos de sta
tesls (seccion 111, b) Los anwimales empleados para los
éxper-lrnentos de likeracléon fueron de 14 dias después de la
Hltima nyeccidn e tiofeno, de acuerdo a gue la lesidn
aparente era mayYor en este tiempo (Dr. Alfredo Feria,

comunicacicn personal).

(_\
4



E)--area total de la corteza del cerebelc asi como las
demas éreas éié'"_,la 7_c'apa granular y 12\1 capa molec.-ular fueron
mecuclas -14.21. 30.45. 60 y 90 dlas después de terminar el
tratamiento con"”'tléfeno. Las &reas medidas no Dpreseptaron
':'ﬁébii:aéibxié_sr_s.isniflcat.tvas_ con respecto a las areas medidas
_; en 1as ratas “control (figura {).

En la tabla I se muestra el conteo celular en la capa
granular, .nc_> se encontird disminucidn de 1la cantidad de
céluiéé- granulares provocadas pér el tratamiento con
-_t'lo.fe.no.

| El estudico con microscopio &ptico de cerebelos +tratados
.con tiofeno, mestré gque 3¢ ¥ de las c&lulas de 1la capa
granular pressntaron un aumento en el tamasno del niiclee en
un 15 a 20 X con respecto al tamano de los nucleos de las
células de los animales control, Estos cambios fueron
observables en las ratas hastad 90 dias despuss de finalizar
el tratamiento con tiofeno. Se wutilizaron 2 animales para
cada fecha gue se estudis.

HNo se estudlié la degeneracién de las fibras p_ar'alela.s
producida por el tiofeno. E! 1resto de las células no mostraé
cambios microscépicos en las ratas tratadas con tiofcnio,

En los experimentos de liberacidon, se¢ encontré gque la
liberacidn de &cldo glutamico estaba disminulda de modo
general, tante en la l1liInea Lasal de 1liberacién como en 1la
libkeracién inducida por potasie (figura 2). La liberacién
dependiente de calclo de Aclido glutamice no fué modificada

Ppor el tratamiento con tiofeno con respecto a los controles.



En loz expermientes de Iliberacién estimulando al tejido con
verairina, é_e'ehc‘ontré.una disminucidén en la lIiberacién
dei:endien‘t;e lde... .éal_éio, pero esta disminucidn correspondia
hlé.s 'a.l gn -aﬁmer.n.o en la likeracidn con veratrina en ausencia

de calclo en el medio (figura a).

_.D..I._'sc'usibn.

-.'La lesidn gque se habia comunicadeo gue produce el
t.J.ofeno .en. la corteza del cerebelo de ratas, no pudo ser
_relﬁroducida en nuestro laboratirio.

£n 1las ratas tratadas con tiofeneo, el control
histoldgico no mostrdé disminucién en el nimero de c¢é&lulas
grarnulares, lo que contrasta con la comunicacidn de Herndon
{1968); los cambios en la morfologia de las cé&lulas
granulares producidos por la lesion con tiefene {fueron:
aumento en el +tamaiio de 1los nficlees, hinchamiento de las
mitocondrias, dilatacién de las cisternas del reticuloe
endoplasmico y aumentoe en el ntimero de ribosomas
fcomunicacisen del Dr Alfredo Feria}), Estos cambios fﬁer‘on
observables en todos 1los animales tratades con tiofeno hasta
90 dias después de la dltima i1nyeccion, perd aun en tiempos
tan largos post-tratamiento no se encontrdé disminucion
celular, por lo gue parece qgue el tiofenoe no tuve toxicidad
letal sobre.las ¢&lulas granulares en nuestros experimentos.
En 1los estudies de liberacién de &acrido glutamico recién

capturadeo, la liberacidén se encontraba disminuida en la

(@
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-1Iinea basgal asi como .ét;an;io se ‘ecstimuls s con potacio, tanto

-en  ausencia-; como  en 'presencia . de calclo. La liberacién
.dependiente’ dé :icaleio, ‘mantuvo - niveles $imilares a 1o0s
animales “gomntrol. ‘“La’ liberacién dependiente de calcio

“:'.Ve.stl_.ml_ilé_da.;' por . ,verr'a’__triha' 8%  Ppresentd una disminuciin con
‘respects a’ loz- controles,  pero  esta dlominucisn se  produjo

irit';i‘a‘{népt'o-'cll_ela' libkeraci1én basal en presencia de

y'no por “una disminucion de l!a liberacién de la

llberac;éncuando _'_se-_a.pl.lca el pulsce de veratraina con
'c_:a‘l-ci_s,' .:'éh' la‘ -~ preparaclén de los animales tratades con
tioFano.

- ‘La ° ausencia de la lesiédn £rl las células
gfanltlar~es, nos permite proponer que e] tiofenoe pudlera
tener un efecto farmacolégico seobre <1 Tte)idao, lo gue era
mantfiesto por la disminucion pgenerallzadas de la llberacion
de Acido glutamico. Loc cambileos morfolégicos gelulares, no
fueron los d¢e una lesl1én letal de lasz células granulares,
Ppor lo que el problema de lesionar selectivamente a las
fipras paralelas para consegluir evidenclas sobre la funcisn
del &aecildo glutiamico <¢omo neurotransmisor dde este sistema,

pDoeoilkbls medialits v Lk Lratailento, nor 1o que

o

ne fu

o]

decidimos abandonar =224 mroyooio.
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