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EFECTO DE LA 3-ACETILPIRIDINA (3-AP) SOBRE LA
CAPTACION Y LIBERACION DE SEROTONINA (5-HT)
EN EL CEREBELO DE LA RATA.

I. INTRODUCCION.
1. Estructura del cerebelo.

La corteza cerebelosa histol6gicamente se divide en tres ca

pas: (Fig. 1)

A) La Capa Molecular: Es la capa mis externa y estéd forma-

da en gran parte por las ramas de bifurcacibn de los axoncs
de las células granulosas, por las arborizaciones dendriti-
cas de las células de Purkinje y de lgs células de Golgi. -
Contiene los somas, dendritas y axones de las células estre
lladas y de las células en canasta (2,3); estos dos tipos -
de células pueden ser consideradas dentro de una misma cla-
se, ya que ambas reciben impulsos de las fibras paralelas y
actfian a través de sus axones sobre las células de Purkinje,

ademés de tener soma, dendritas y ax6n pequciios (1, 4).

B) La Capa Ganglionar o de Células de Purkinje: Contiene -

las células de Purkinje que estén dispuestas en un solo es-
trato. De la parte superior de cada célula sale una dendri

ta que se ramifica dando origen a un penacho de arborizacio



nes dendriticas. Estas dendritas hacen contacto sinfptico
con las fibras paralelas. De la parte inferior de cada cé
lula de Purkinje parte un ax6n que se ramifica atravesando
la capa de células granulares llegando hasta los nficleos -
cerebelares; algunas ramificaciones del ax6n hacen contac-

to con células en canasta y de Golgi (2).

C) La Capa Granulosa: Es la parte mis profunda y contiene-

una poblacién neuronal extraordinariamente rica formada en
su mayor parte por células granulosas. Estas son pequeifias
al igual quec sus dendritas que terminan caractcristicamen-
te en forma de 'garra", formando parte de los glomérulos -
cerebelosos donde entran en relacién con las fibras musgo-
sas y células de Golgi. E1l axén de las células granulares
asciende a la capa molecular donde se bifurca en "T" (te);
estas fibras con las llamadas fibras paralelas que estable
cen contactos sinépticos con las espinas dendriticas de --
las células de Purkinje, de Golgi, estrelladas y en canas-

ta (6,5).

En esta capa también se encuentran las células de Golgi. -
Estas tienen un soma de forma estrellada del que se origi-
na un arbol dendritico muy rico en espinas que se expanden
en la capa molecular. El axén se origina en la parte ba--
sal de 1la célula y se ramifica en la capa granulosa. Es--
tas terminaciones axénicas forman parte de 1los glomérulos-

cerebelosos.




Tanto las células en canasta, estrelladas y de golgi, se -

consideran de carfcter inhibitorio. (2)
2. Vias aferentes al cerebelo.

E1l cerebelo recibe impulsos conducidos por fibras que se -

originan en la médula espinal y en el tallo cercbral.
2.1 Fibras espinocerebelosas de la Médula Espinal:

A) Haz Espinocerebcloso Dorsal, que conduce impulsos sola-

mente de los segmentos torfcicos inferiores y lumbares al-
cerebelo (6). Este haz penetra al cerebelo por el cuerpo-
restiforme y termina en el vermis (7). Se considera que -
transmite informacién propioceptiva general que procede de

los receptores musculares y tendinosos (8).

B) Haz Espinocercbeloso Ventral, proviene de los segmen--

tos medulares toricicos inferiores, lumbares y sacros. En
general transmite informacién de los miembros inferiores y

de la parte inferior del tronco (9).

C) Haz Espinocerebeloso Rostral, se cree que probablemente

se origina en los segmentos superiores de la médula y que-
transmite informacién del miembro superior al cerebelo - -

(10).

Los haces espinocerebelosos ventral y rostral llevan infor

macién propioceptiva general (9).

Las fibras que forman el sistema espinocerebeloso terminan



en la corteza del cerebelo como fibras musgosas (11, 12).
2.2 Fibras que se originan del Tallo Cerebral:

A) Fibras Olivocerebelosas, éstas se originan en la oliva-

inferior que esté situada en el bulbo, emergen por el hilio
y penetran al cerebelo por el cuerpo restiforme. Toda la -
corteza y nﬁcleos centrales del cerebelo reciben fibras de-
la oliva (13). A los hemisferios llegan fibras de la oliva
principal y al vermis de las olivas accesorias. Estas fi--
bras terminan en la corteza del cerebelo como trepadoras -
(14). La oliva inferior recibe impulsos de la médula espi-

nal y de niveles superiores.

Los haces espinoolivares probablemente transmiten informa--
cibén propioceptiva al cerebro a través de la oliva infe---

rior; se ha postulado que quizis estén también en relacibn-

con la sensibilidad cuténea (15, 16).

B) Fibras Vestibulocerebelosas, la informacibn vestibular-

llega a través de dos rutas: directamente del vestibulo, -
por fibras que no hacen relevo en los nficleos vestibulares-
o a partir de éstos, especialmente del medial y el espinal-
(17). Estas fibras terminan en el 16bulo fléculonodular y-

en el nficleo fastigiado, como fibras musgosas (18).

C) Fibras Pontocerebelosas, son las mis numerosas conexio-

nes aferentes al cerebelo, se originan de 1los nﬁcleos del -

puente y penetran al cerebelo por la branchia pontis. Los-



nficleos pontinos proyectan impulsos al vermis y al resto de

los hemisferios.

D) Fibras Reticulo Cerebelosas, que proceden de diferentes

nGcleos de la formacibn reticular tales como:

a) Nficleo reticular lateral, situado en posicién lateral
a la oliva bulbar; éste recibe impulsos de la médula espinal
y da origen a fibras que terminan en el vermis y en los he--
misferios cerebelosos; se supone que envia informacibn cuté-

nea al cerebelo, probablemente thctil (19).

b) NGcleo reticular paramediano, envia impulsos al ver--
mis del 1l6ébulo anterior al nficleo fastigiado. Recibe esca--
sas fibras de origen medular, pero importantes conexiones de

niveles superiores incluycndo la corteza motora.

c) Complejo perihipogloso, envia fibras a las mismas 4--
reas del cerebelo que el nlcleo paramediano. Se le ha rela-
cionado con la transmisibén de informacibén propioceptiva, es-
pecialmente de la lengua al cerebelo y con impulsos gustato-

rios.

E) Fibras Trigéminocerebelosas, en vertebrados inferiores -

parecen ser muy importantes sus conexiones entre los nficleos

sensoriales del V par craneal y el cerebelo.

F) 'Fibras Tectocerebelosas, se han descrito conexiones di--

rectas entre el tectum mesencefilico y el cerebelo a través-



de fibras tectocerebelosas que penetran por la branchia con

juntiva, pero parecen ser escasas en el hombre (2).

De acuerdo con la disposicién anatémica que presentan al -
llegar a la corteza dichas fibras se clasifican en dos gru-
pos: musgosas y trepadoras. A excepcibn de las fibras oli-
vocerebelosas, los axones aferentes al cerebelo parecen ter

minar como fibras musgosas (12, 20).

Las fibras trepadores y musgosas, son dos sistemas que man-
dan impulsos directos a las células de Purkinje y se encuen
tran distribuidas por toda la corteza cerebelar; ésto fué -
demostrado por Jan Jansen y Alf Brodal y sus colaboradores-
(21). Estos trabajos muestran que aparentemente estos dos-
sistemas esté&n presentes en todos los miembros del subphy--

1lum vertebrata.

Las fibras trepadoras comienzan fuera del cerebelo en otras
regiones del cerebro tales como la oliva inferior y la médu
la cblongada (22). Axones ramificados de estas células se-
extienden dentro del nlcleo cerebelar y corteza hasta las -

células de Purkinje.

Se ha demostrado que las fibras trepadoras forman sinfpsis-
con las dendritas de las células de Purkinje y que una de -
éstas células y su fibra trepadora tienen probablemente cer
ca de 300 puntos de contacto.sinéptico (1). También las fi
bras trepadoras emiten colaterales que terminan en contacto

con las células estrelladas, en canasta y de Golgi en la ca



pa molecular (23).

Mientras que las fibras trepadoras presentan muchas conexio
nes con una sola célula de Purkinje, las fibras musgosas -
excitan muchas células de Purkinje pero con pocos contactos
en cada una de ellas. Las fibras musgosas no terminan di--
rectamente en las células de Purkinje como las fibras trepa
doras, sino en pequefias interneuronas, las células granula-
res, cuya funcibn c¢s incrementar el nfimero dec células de -

Purkinje estimuladas por una sola fibra aferente (1).

Las fibras musgosas se ramifican en la capa granulosa dando
origen a numerosas dilataciones bulbosas, las ''rosetas'" que
contribuyen a formar los glomérulos cerebelosos. De esta -
manera, las fibras trepadoras como musgosas son de caricter

excitatorio.
3. Vias eferentes del cerebelo.

Algunos de los impulsos eferentes del cerebelo, son descar-
gados a través de los axones que provienen de células loca-
lizadas en los nlGcleos centrales; y éstos a su vez, reciben
impulsos de la corteza cerebelosa a través de las células -
de Purkinje (21). Los otros impulsos eferentes van por fi-
bras que salen del cerebelo sin tener relacibn con los nf--
cleos centrales y provienen de las células de Purkinje del-

vermis y del flbculo y terminan en nficleos vestibulares (1).

Por medio de sus conexiones eferentes, el cerebelo tiene in



fluencia sobre motoneuronas medulares, la formaci@n reticu-

lar del tallo cerebral, el télamo y la corteza cerebral.
4. Funcién del Cerebelo.

Existe gran nGmero de evidencias experimentales acerca de -
las relaciones funcionales del cerebelo con otras estructu-

ras neuronales (25).

Algunas de las principales funciones del cerebelo son las -
siguientes: E1 cerebelo regula el tono postural a través de
efectos inhibidores y facilitadores que se originan en la -
corteza del cerebelo (26). Ademis, tiene influencia sobre-
los movimientos originados en la corteza cerebral. Por me-
dio de esta accién, interviene en la regulacibén del movi---
miento voluntario; asi como también posee efectos inhibido-
res y facilitadores sobre la corteza motora y en consecuen-
cia,, sobre los impulsos originados a este nivel. Sin embar
go, los movimientos corticales inducidos pueden ser inhibi-

dos a nivel espinal por accibén del cerebelo (27).

Existen importantes evidencias experimentales que indican -
que el cerebelo interviene en la integracién de funciones -
vicerales. Ekperiencias tanto de ablacibén como de estimula
cibén de diferentes partes del cerebelo, han demostrado efec
tos sobre la respiracién, circulacibén, metabolismo basal, -
termorregulacién, motilidad intestinal y vesical, el didme-

tro pupilar, etc. (25).




El cerebelo parece tener influencia sobre la informacibén -
sensorial que llega a los centros de informacién (28) y fi-
nalmente es importante destacar la participacién que tiene-
el cerebelo en la integracién de las reacciones estatociné-
ticas que constituyen la base del equilibrio. Dichas reac-
ciones son el resultado de mecanismos reflejos que se ini--
cian en los receptores del laberinto, esta informacién da -
origen a reflejos laberinticos estéticos (reflejos ténicos-
cervicales y de enderezamiento), que a través de la regula-
cién del tono postural mantienen el equilibrio estitico. -~
Los receptores de los conductos semicirculares registran el
movimiento en el espacio y la direccién y velocidad del mis
mo; el estimulo m4s adecuado para ellos es la rotacién de -
la cabeza y la aceleracibén angular; a partir de esta informa
cibén se integran reflejos laberinticos cinéticos que regu--
lan el equilibrio durante el desplazamiento de la cabeza y-
el cuerpo en el espacio por medio de los ajustes motores = -
apropiados. El cercbelo interviene en la integracién de am

bos tipos de reflejos laberinticos (26).
5. Sistemas de transmisores.

Los neurotransmisores que se han identificado en el cerebe-
lo hasta el momento son: el aspartato, glutamato, 4cido - -
gamma amino butf{rico (GABA), glicina (29, 37), recientemen-

te la norepinefrina (56) y la serotonina (30).

.

En el cerebelo se conoce que la activacién de las fibras pa
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ralelas ejerce un efecto de tipo excitatorio sobre 1las célg
las de Purkinje y se ha postulado el 4cido glutémico como -
el compuesto neurotransmisor que media esta accién (30, 31,
32, 33) ya que sé ha demostrado una marcada disminucién en-
la liberacibén de glutémico dependiente de calcio, después -
de producir una considerable pérdida de células granulares--
por medio de rayos X (32, 34),'1as cuales son responsables-
de proveer este tipo de fibras a la capa molecular de la -
corteza cerebelosa; también se ha demostrado la liberacién-
dependiente de calcioide preparaciones sinaptosomales de ce
rebelo estimulada por despolarizacibn con alta concentracién
de potasio; esta liberacién muestra caracteristicas muy si-
milares a las del GABA (32). Asi como la liberacién de 4ci
do glutémicq de sinaptosomas obtenidos de capa molecular es
dos veces mayor que la liberacién de glutémico de prepara--

ciones sinaptosomales de cerebelo completo (34, 35).

Estos resultados indican que el glutémico se libera de fi--
bras paralelas, las cuales se localizan principalmente en -
la capa molecular de cerebelo y sugieren al 4cido glutémico

como el transmisor de estas fibras (31).

Con respecto al GABA, los estudios que se han realizado so-
bre su funciébn en:el cerebelo a nivel de la corteza cerebe-

lar muestran una accién inhibitoria (38).

Por otro lado, las céiulas en canasta, estrelladas y de Gol

gi juegan un papel inhibitorio dentro'del cerebelo. De es-
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ta manera, las células en canasta forman sinapsis de tipo -
inhibitorio en regiones cercanas a los somas de las células
de Purkinje. Las células estrelladas superficiales forman-
sinapsis inhibitorias con dendritas de las células de Pur--
kinje, mientras que las células de Golgi hacen sinapsis - -

inhibitorias con las dendritas de las células granulares.

Los impulsos que llegan al cerebelo son a través de las fi-
bras musgosas y trepadoras, las cuales excitan a las dendri
tas de las células de Purkinje y granulares; estas Gltimas-
se cree que son las (Gnicas células del cerebelo con funcién

excitatoria.

Anélisis bioqufmicos del sistema de GABA realizados en cor-
teza cerebelar, sugieren la posibilidad de que todas las cé
lulas inhibitorias del cerebelo, utilizan al GABA como neu-
rotransmisor (36). Ademids en algunos estudios inmunocito--
quimicos, se observa GABA a los lados del cuerpo y las den-
dritas de las células de Purkinje, en el cuerpo de las célu
las estrelladas y en neuronas del nGcleo interpbésito, sin -
descartar la posibilidad de relacionarse con estructuras -
que podrfan pertenecer a la glfa de la corteza cerebelar -

(36, 38).

Con lo que respecta al aspartato su accién no es clara, pe-
ro se sabe que puede ser liberado en forma dependiente de -
calcio bajo una estimulacién eléctrica de terminales nervio

sas aspartaminérgicas o glutaminérgicas. De esta forma se
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ha propuesto que. las células granulares podrian utilizar -
aspartato como neurotransmisor excitatorio al igual que el-
glutamato (40). E1 hecho de que 1la liberacién de aspartato
se mantenga afin con destruccién de células de la oliva bul-
bar inferior, indica que éste,no es un neurotransmisor im--
portante de las fibras trepadoras, sino mis bien de las fi-

bras paralelas (29).

Por otra parte, la glicina tiene carécter inhibitorio y se-
piensa que estd asociada a las células de Golgi. Se descar
ta la glicina como neurotransmisor liberado a nivel de las-
fibras trepadoras, debido a que los niveles de ésta casi no

se alteran por la destruccibén de la oliva bulbar (39).

Con lo que respecta a la presencia de norepinefrina en el -
cerebelo, las fibras noradrenérgicas previenen del nﬁcleo -
locus coeruleus las cuales penetran al cerebelo por el pe--
dinculo cerebelar superior, atraviesan la materia blanca y-
llegan a la corteza cerebelar. Estas fibras noradrenérgi--
cas terminan ramificéndose en "T" (te) y corren paralelamen
te a la superficie de la capa molecular. Parece que su - -
efecto es inhibir descargas ‘exponténeas a nivel de células-
&e Purkinje que a su vez son excitadas por fibras trepado--
ras y musgosas, ya que terminales noradrenérgicas estable--
cen contacto sinfptico con dendritas de las células de Pur-

kinje (56).

Por otro lado, se ha visto que. 1a norepinefrina aumenta las



respuestas excitatorias o inhibitorias de las células de
Purkinje, ésto implica que la accién de la norepinefrina
es més compleja que una simple actividad de depresibmn, -
por lo que se establece una estrecha relacién de termina
les noradrenérgicas con células estrelladas y en canasta,
reforzando el efecto inhibitorio de éstas. Todo ésto su
giere que la norepinefrina en el cerebelo podria jugar -
un papel funcional importante en el mecanismo fisiolégi-
co del procesamiento de la informacibn cerebelar, ademés
de actuar como un regulador del circuito neuronal en el-

cerebelo (57).
6. Serotonina en el Cerebelo.

La serotonina (5-HT) hist6éricamcnte es el neurotransmi--
sor mis intimamente relacionado con la neuropsicofarmaco
logia. A mediados del Siglo XIX, se sabfa que una sus--
tancia que se encontraba en el suero inducfa contraccién
del mGsculo liso; mas adelante esta sustancia se aislf -
como posible causante de la alta presién sanguinea. Pos-
teriormente, se caracterizé una sustancia que se encontré
en altas concentraciones en células cromafines de la mu-
cosa intestinal, la cual también inducifa contraccién del
mdsculo liso. A la sustancia que se aislé del suero se-
le 1lam6 "Serotonina'" y a la aislada del tracto intesti-

nal "enteramina". (53)

S
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Después, ambas. substancias se purificaron y cristalizaron

y resultaron ser S5-hidroxitriptamina (Serotonina).

La serotonina se encuentra en muchas células que no son -
neuronas, como plaquetas, mastocitos y células enterocro-
mafines, asf, cerca del 1 al 2% de la serotonina del cuer
po se encucntra en el cerebro. Sin embargo, como la sero
tonina no puede atravesar la barrera hematoencefélica, -
las células del cerebro tienen que sintetizarla. Para es
tas células el primer paso importante es captar el tripté

fano, que es el sustrato primario en la sfintesis.

El tript6fano del plasma proviene de la dieta principal--
mente y cuando se elimina éste de la dieta, bajan los ni-
veles de serotonina en el cerebro (53). As{ un sistema -
de captacibn activo facilita la entrada de triptéfano a -
la célula, habiendo competencia en este proceso por la fe

nilalanina principalmente.

El tript6fano del plasma tiene una variacibén ritmica dia-
ria en su concentracibén y ésto podria influir en el nivel
y sintesis de serotonina cerebral. E1 siguiente paso en-
la via sintética de la serotonina es la hidroxilacién del
tript6fano en la posicién 5 por la enzima tript6éfano hi--
droxilasa, dando lugar al S-hidroxitripté4fano. Esta enzi
ma es basica en la sintesis de'serotonina y para su fun--
cionamiento requiere de altas concentraciones de oxigeno-

molecular, asi como de un cofactor, pteridina reducido, -
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y en condiciones in vitro, también requiere de una sustan
cia estabilizante de grupos sulfhidrilos como el 2-mer---
captoetanol y un pH de 7.2. Quizis la formacibén de sero-
tonina podrfa estar influenciada por la cantidad de oxfige
no en el tejido (como se ha demostrado en ratas) (53). El
paso final de la sintesis de serotonina es una descarboxi
lacién por una aminoicido descarboxilasa, dando lugar a -
la 5-hidroxitriptamina (scrotonina). La Gnica via por la
que continfia el metabolismo de la serotonina es la desami
nacién por una monoamino oxidasa, dando lugar al 4cido -

S-hidroxilindolacético.

7. Funcibn y Localizacién de la Serotonina en el Cerebe

lo.

Se ha demostrado que la serotonina es un neurotransmisor
de la corteza ccrebelar de la rata, ya que tanto en frac
ciones sinaptosomales de cerebelo como en homogenados de
capa molecular de cerebelo, son capaces de acumular sero
tonina ex6gena en forma dependiente de sodio con un sis-

tema de transporte de alta afinidad, as{ como también de

liberarla por un mecanismo dependiente de calcio (41,

42, 43).

Comunmente las fibras serotoninérgicas en cerebelo se

describen como un sistema difuso de elementos fibrosos

(44, 45, 46, 47), bAsicamente son 3 sistemas aferentes -
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de serotonina en el cerebelo de la rata:

a) Fibras musgosas tipicas. b) Sistema difuso representa
do por finos axones en '"rosario" dispersos por las tres -

capas. c) Fibras paralelas (49).

En algunos estudios realizados en el cercbelo de la rata,
se observa que las fibras nerviosas serotoninérgicas se -
distribuyen en todo el cerebelo, incluycndo la parte pro-
funda del nfGcleo cerebelar (48). En otros estudios se ob
servé que estas fibras siguen un patrén de distribucién -
en todos los 1l6bulos de la corteza cerebelar; asi como -
también existen diferencias en la distribucién laminar y-
orientacién de las fibras serotoninérgicas en los diferen

tes l6bulos y entre las distintas especies (50).

La distribucién de las fibras serotoninérgicas en las dis
tintas regiones del cerebelo se establecen de la siguien-

te forma:

L6ébulos laterales: En el parafléculo, las fibras y varico

cidades serotoninérgicas estén principalmente en la parte
superior de la capa de células granulares, junto a la ca-
pa de células de Purkinje; pocas fibras estén en la capa-

molecular en forma paralela a la superficie pial.

En el 16bulo paramediano existen pocos elementos serotoni

nérgicos, al igual que en el 16bulo simple, en donde algu
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nas fibras serotoninérgicas pasan a través de la capa mo-

lecular hasta las meninges.

En el 16bulo semilunar superior que se cencuentra inmedia-
tamente después del 16bulo simple, la mayor densidad de -
fibras serotoninérgicas se encuentra en toda la capa de -
células granulares; pocas se encuentran en la capa molecu

lar con una orientacibn similar al parafléculo.

En el 16bulo semilunar inferior hay un cambio en el pa---
trén de serotonina, en esta folia, solo pocas fibras es--
t4n sobre la capa de células granulares, pero hay una ma-
yor densidad de fibras en la capa molecular con orienta--

cibn al azar (44).

Lébulos del vermis: En la parte media del vermis, la sero

tonina est4 en todas las folias, pero la mayor densidad -
se ve en los 1lébulos posteriores, principalmente en los -

16bulos del VIII al X.

En la parte caudal del 16bulo X, hay una gran densidad de
fibras serotoninérgicas por toda la capa granular, al - -

igual que en la molecular.

En la parte rostral del vermis, en las folias V y VI, la-
capa de células granulares tiene poca cantidad de fibras-
serotoninérgicas en comparacién con el contenido de la fo

lia X, y las fibras que se encuentran en la capa molecu--
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lar tienen una orientacién radial.

En las folias III y IV la densidad de fibras serotoninér-
gicas disminuye y no hay diferencias entre las capas mo--

lecular y de células granulares (44).

En las folias I y II las fibras serotoninérgicas de la ca
pa molecular estin orientadas en el plano transversal co-
mo en el 16bulo X. Asi las fibras serotoninérgicas pasan
entre los cuerpos de las células de Purkinje a la capa mo
lecular, formando un plexo alrededor de estas células, -

hasta llegar a la superficie pial (44).

Estos hallazgos sobre las variaciones lobulares y lamina-
res dentro de y entre diferentes especies, indica que fun
cionalmente la serotonina podrfa ejercer un efecto fisio-
16gico en diferentes poblaciones de neuronas de la corte-

za cerebelar, en los diferentes lébulos (51, 52).

Por este hecho y por estudios realizados anteriormente so
bre el efecto de la serotonina, se ha hipotetizado que ég
ta podria tener un efecto excitatorio as{ como inhibitorio

sobre las diferentes neuronas de la corteza cerebelar - -

(53, 54).

Por lo que se refiere al origen de los aferentes serotoni
nérgicos al cerebelo, se encontrd que varios nfcleos del-

rafé y reticulares tienen proyecciones al cerebelo (44).-
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Sin embargo, la mayoria de las neuronas serotoninérgicas-

que se proyectan al cerebelo se restringen a pocos nficleos.
Dos de estos nficleos se localizan junto a cada formacién -
bulbar reticular, que son: el nflcleo reticularis gigantoce
lularis y el nGcleo reticularis paragigantocelularis. Un-
tercer nGcleo se encuentra en la formacién pontina reticu-

lar y es el nlGcleo reticularis pontis oralis.

Todo parece indicar que una poblacién de necuronas scrotoni
nérgicas se encuentra principalmente en aquella porcibn -
del nficleo reticularis gigantocelularis que se localiza -
dorsal y lateralmente a la porcibén rostral del nfcleo oli-
var accesorio dorsal y otra poblacibn se localiza hacia el
lado rostral de la oliva inferior, cxtendiéndose a nivel -
del cuerpo trapezoide. Esto implica una restriccién de -
ireas de entrada de serotonina al cerebelo. De esta forma
la poblacibén de neuronas serotoninérgicas del rafé que se-
proyectan al cerebelo es muy pequefia o tiene una limitada-

distribucibn terminal (55).

A la fecha ya se¢ han comunicado estudios que muestran que-
el cerebelo recibe un plexo indolaminérgico, demostrado -
por histoquimica de fluorescencia (49, 58), como también -
por autoradiografia, seguido de la captacibn de serotonina
marcada radioactivamente (51, 55). Recientemente se ha -

descrito que la corteza cerebelar es capaz de captar 6-hi-
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droxitriptamina (59), compuesto que se acumula particular
mente en terminales serotoninérgicas (49). En base a ésto
se puede asegurar que la serotonina es un neurotransmisor-
de la corteza cerebelar. Sin embargo, afin no se conoce -
con precisién cuél es el neurotransmisor que liberan las -

fibras trepadoras que provienen de la oliva bulbar.
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HIPOTESIS

La 3-acetilpiridina (3-AP) produce lesibén de la oliva bul
bar inferior y dicho ndcleo neuronal representa la princi
pal aferencia de fibras trepadoras a la corteza cerebe---
lar, entonces después de lesionar dicho ndcleo se ve dis-
minuida la captacibén dependiente de sodio y liberacién de
pendiente de calcio de serotonina .(5-HT) en rebanadas de-

corteza cerebelar.
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OBJETIVOS

1. Determinar la captacibn de serotonina en rebanadas
de corteza cerebelar de rata, antes y después de le

sionar la oliva bulbar, con 3-acetilpiridina (3-AP).

2. Determinar la liberacién de serotonina dependiente
de calcio en rebanadas de corteza cerebelar de ra--
ta, antes y después de lesionar la oliva bulbar, -

con 3-acetilpiridina (3-AP).

- e eear s
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MATERIAL Y METODOS

1. REACTIVOS.

Se utilizaron los siguientes compuestos: el cloruro de -
sodio (NaCl), fosfato de sodio monob4sico (NaH2P04), fos
fato de sodio dibdsico (NaZHP04), bicarbonato de sodio -
(NaHCOs), cloruro de calcio (CaClZ), fueron adquiridos -
de J.T: Baker (México). Glucosa, sacarosa, cloruro de -
magnesio (MgClz), sulfato de magnesio (Mg504), 4cido as-
cbrbico, cloruro de potasio (KCl), fueron adquiridos de-
Merck (México). La 3-acetilpiridina (3-AP), 4cido etilen
glicol tetra acético (E.G.T.A.), pargilina, harmalina, -

- nicotinamida, fueron adquiridos de Sigma Chemical (Compa
ny). La serotonina (actividad especifica de 19.8 Ci/m mol)

fue adquirida de Amersham (Inglaterra).

2. DISENO EXPERIMENTAL.

Para el desarrollo de este trabajo se llevaron a cabo -
los experimentos en ratas adultas de la cepa Wistar de -
dos meses de edad y con un peso de 250-300 gr., manteni-
das en condiciones de bioterio, 12 Hrs. luz, 12 Hrs. obs

curidad, con alimentacién normal a la temperatura de

22 T 3°¢ y con el 40 a 50% de humedad relativa ambiental.
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La lesién de la oliva bulbar inferior, se produjo por in

yeccibn .intraperitoneal del antimetabolito de la nicotina-
mida, 3-acetilpiridina (3-AP) a una concentracién de 75 mg.
por kilogramo de peso, de acuerdo conllinfs y col. (60). -
Solo se tomaron aquellos animales que presentaron los sig-
nos clinicos caracteristicos de lesibn cerebelar que fue--
ron} ataxia, dificultad para respirar y deglutir alimento-

y falta de coordinacién en todos sus movimientos.

Los experimentos de captura y liberacién de 5-HT, se reali

zaron en tres grupos de animales, de acuerdo al siguiente-

disefio experimental (Diagrama 1):

Grupo I. Se le administré intraperitonealmente, solucién-
salina fisiolégica (SSF) y a los 90 minutos nicotinamida -

con dosis de 300 mg. por kilogramo de peso.

Grupo II. Se le administré intraperitonealmente, solucién
salina fisiolégica (SSF); 3 Hrs. después harmalina a una -
dosis de 15 mg. por kilogramo de peso y 90 minutos después

nicotinamida a una dosis de 300 mg. por kilogramo de pe-

t SO.

Grupo III. Al grupo problema se le administré intraperito
nealmente 3-AP a una dosis de 75 mg. por kilogramo de peso
(con dosis fdnica), 3 Hrs. después harmalina a una dosis de

15 mg. por kilogramo de peso y 90 minutos después nicotina

‘mida a ‘'una dosis de 300 mg. por kilogramo de peso.

B e T NS U '“.(‘;“*:
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Los grupos I y II se utilizaron como tcstigos.

El testigo con solucifn salina se realiz6 previamente y no
se encontré ninguna diferencia en los resultados con respec
to al testigo tratado con solucién salina fisiolégica y ni-

cotinamida.

Por otro lado, no fué posible establecer un grupo de anima-
les tratados @nicamcnte con 3-AP debido a que el perfodo de
vida después de la administracién del flrmaco resulté dema-
siado corto, por lo que se opté por implementar un modelo -
preestablecido por Toggenburger y col. (29), el cual permi-
te prolongar la vida dc los animalcs hasta por 4 scmanas al
administrar $-AP en combinacién con la harmalina y la nico-

tinamida.

Después del tratamiento farmacolégico de los diferentes gru
pos, al grupo III fué necesario alimentarlo por medio de -
una sonda debido a la dificultad que presentaron para inge-
‘rir alimento, conforme a este procedimiento de alimentacién
fue posible mantener a los animales vivos hasta el momento-
del sacrificio (15 dfas después del tratamiento farmacolbgi
co). Después de este tiempo los animales fueron sacrifica-
dos por decapitacién, el ccrebelo fue répidamente removido-
y se obtuvieron rebanadas de corteza cerebelar con un peso

de 20 a 30 mg., este procedimiento se llevé a cabo de 0° a-
4°C, posteriormente, el tejido se colocé en un vial que con

tenfa 1 ml. de medio de incubacién con los componentes nece

S R O
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sarios para efectuar los cxperimentos de captacibn y libera

cién de 5-HT.

3. PROCEDIMIENTO.
EXPERIMENTOS DE CAPTACION

Después de la obtencién de las rebanadas de corteza cercbe-
lar se midié la captacién de serotonina marcada S-HT-sH de

acuerdo al procedimiento descrito por Beas-ZA4rate y col. -
(41) el cual consistib en lo siguiente: el tejido se prein-
cubé durante 5 minutos a 37°C en bafio Marfa y con agitacién
contfnua en una solucién de Krebs-bicarbonato que ademis -
contenfa 80 M de pargilina y 1 mM de 4cido ascérbico ajus-

tada a un pH de 7.4 con una mezcla de COZ-O2 (5% - 95%).

Después de la preincubacibén de las muestras se adicion6 la-
5-HT marcadé correspondiente a una concentracién final de -
0.1 uM y se prolongé la incubacidn durante 5 minutos més. -
Al término de este tiempo, se tomé una alfcuota de 100 ml -
para control radioactivo y posteriormente la muestra corres
pondiente fue transferida a un sistema de filtracién milli-
pore montado sobre una caja a la cual se le aplicé vacio de
10 a 12 mm de Hg con el propbsito de extraer el medio de in
cubacién por succibn; después las muestras se lavaron con -
5 ml. de medio de incubacibén a temperatura ambiente y el -

filtrado se eliminé por vacfo.

El filtro se deposité en un vial al que se le adicioné 5 ml

de 1{quido de centelleo (tritosol) y se confé la radioacti-

i
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vidad en un contador de centello 1fquido Packard modelo No.

3390.

En cada experimento se tomé como testigo la radioactividad-
acumulada durante la incubacién de 0° a 4°C y el valor obte
nido en estas condiciones se resté del obtenido a la tempe-

ratura de 37°C.

EXPERIMENTOS DE LIBERACION.

Los experimentos de liberacién sc¢ llevaron a cabo de acuer-
do al procedimiento descrito por Beas-Zirate y col. (41) -
los cuales consistieron en lo siguiente: las muestras del -
tejido se incubaron en un medio Ringer-bicarbonato que ade-
mis contenfa 80 uM de pargilina y 1 mM de 4cido ascérbico -

durante 5 minutos.

Después de la preincubacién se adicioné la 5-HT marcada a -
una concentracién final de 0.1 M, la incubacién se prolon-
gé 10 minutos mis y al término dec este tiempo se tomaron -
alfcuotas de 0.1 ml. para control radioactivo, la muestra -
se deposité en el sistema de filtracién para obtener por --
succién el medio y se lavé con 15 ml. de medio Krebs-bicar-
bonato bajo en K y sin Ca++, el medio se extrajo por suc--
cién y a la muestra se le aplicaron 2 estfimulos con 1 ml. -
cada uno de baja concentracién de potasio con el propésito-
de obtener el valor basal. Posteriormente se estimulé con-

1 ml. de medio con alta conc¢entracién de potasio en presen-

~
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cia de calcio. La duracibn de cada pulso fue de 30 segun--
dos a 37°C y cada lavado fue seguido por la aplicacién de -
vacio durante 20 segundos. Se tomé 0.5 ml. de muestra de -
cada uno de los pulsos para contar radioactividad. Poste--
riormente se colectaron los filtros mas el tejido y se les-

agregb 5 ml. de tritosol y se contb 5-HT-H liberada en ca-

da uno de 1los estimulos.

e,
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DIAGRAMA 1

Ratas Cepa Wistar

(2 meses de edad)
g
; | |

- Grupo I Grupo II Grupo III
Administracién de Administracién de Administracibn de ;
SSF, nicotinamida. SSF, harmalina, 3-AP, harmalina, ;
nicotinamida. nicotinamida. ?

; 15 dfas después del —————d9Pp

tratamiento

Sacrificio por decapitacién

Obtencién de rebanadas de

corteza cerebelar de 20 a 30 mg.

Experimentos de captacién y

liberacibn de S-HT-SH.
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RESULTADOS

Captacién de serotonina.

Los resultados muestran una importante reduccién de un 48%

(p€ 0.02) en la captacién de serotonina bajo el efecto de -
la harmalina (grupo II) con respecto al testigo (grupo I) -
(Fig. 2), mientras que la 3-acetilpiridina (grupo III) pro-
dujo una reduccibn correspondiente al 62% en la captacibn -
de serotonina en cortes de cerebelo (p{0.001) (Fig. 2). Al
comparar los falores obtenidos entre el grupo II y III no -
se encontr§ diferencia estad{sticamente significativa, a pe
sar de que la 3-AP redujo en un 12% la captacibn de seroto-

nina respecto al grupo II (Fig. 2)-

. Cinética de captacién.

Con el propésito de esclarecer el efecto de la harmalina -
respecto a la 3-AP en el fenbmeno de captacién de la sero-
tonina en cerebelo, se efectuaron algunos experimentos para
conocer si estos firmacos modifican las constantes cinéti--

cas, Km y Vmax en dicho fenémeno.

Los resultados muestran una disminucién en la Vmax de un -
30% bajo el efecto de la harmalina mientras que la Km no se
modifica en comparacibn con el testigo (grupo I) (tabla 1).
Sin embargo, bajo el efecto de la 3-AP la Vmax se redujo -
en un 62% y el valor de la Km solo disminuy6 en un 18% res-

pecto al testigo (tabla 1). Al comparar los grupos II y -

bt L R
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III, se observé en el grupo III una reduccién en la Vmax co
rrespondiente al 45%, mientras que la Km solo fué del 14% -

con respecto al grupo II (tabla 1).
Liberacién de serotonina.

En los resultados obtenidos en los tres grupos correspondicn
tes a los niveles basales, es decir, al estimulo con bajo po
tasio, se observé que no existe ninguna diferencia estadisti
camente significativa entre dichos grupos, por lo que se to-

mé el promedio de estos grupos como valor basal (Fig. 3).

En la Fig. 4 se observa que el estimulo despolarizante con -
alta concentracibén de potasio (53 mM) indujo la liberacién -
de serotonina en proporcibn de solo el 1%, tanto en el grupo
testigo como en el que se administré 3-AP, este valor es con
respecto al valor basal, mientras que en el grupo II esta 1i

beracién fué del. 5% en relacién al valor basal.

e RO




32

DISCUSION.

De acuerdo a los reéultados obtenidos en la captacibn de se
rotonina, se establece una clara diferencia entre los gru--
pos experimentales (II, III) con réspecto al testigo. En -
los‘animales,tratados con solucién salina fisiolégica, har-
malina y nicotinamida (grupo II), la harmalina produce una-
disminuqién en la captacién de serotonina con respecto al -
testigo (Fig. 2). Esta inhibicién indica ser de tipo no -
competitivo ya que en los parémetros cinéticos se observa -
una Km semejante al testigo y una Vmax menor (30%) respecto

"al mismo grupo (tabla 1).

Sin embargo, bajo el efecto de la 3-acetilpiridina (grupo -
III) 1la dism&nucién en la captacién de serotonina respecto-
al grupo I y II, apoya nuestra hipétesis, lo que sugiere -
que parte de estas fibras podrian utilizar a la serotonina-
como posible transmisor en el éerebelo, aunque no se descar
ta la.posibilidad de que la 3-acetilpiridina podria tener -
una acci6n un tanto cuanto inespecifica, es decir, que la -
3-AP podria destruir\parte de los nﬁcleos reticulares gigan
tocelularis y paragigantocelularié, los cuales se ha demos-
trado recientemente que proveen la mayor parte de,lés afe--
rencias serotoninérgicas al cerebelo (44) y que fbrmén par-

te dei tracto olivo-cerebeloso.

Con respecto.a la liberacibn de serotonina, se observa que-
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en los niveles basales no existc una diferencia significati-
va entre los tres grupos, ésto es de esperarse ya que en pre
sencia de bajo potasio la célula funciona a niveles basales-
o mfnimos. Sin embargo, bajo la despolarizacién con alta -
concentracién de potasio se encontrf un aumento significati-
vo en la liberacién de serotonina con respecto al valor ba--
sal en el grupo testigo. Este porcentaje de liberacién de -
serotonina con alto potasio se puede considerar como normal,
ya que en estudios realizados sobre la distribucién y origen

de serotonina en el cerebelo, se observa que la mayorfa de -

las neuronas serotoninérgicas que se proyectan al cerebelo
se restringen a pocos nGclcos (9, 44), lo cual implica una -

baja concentracién de serotonina en el cerebelo.

Sin embargo, en el grupo tratado con harmalina se obtuvo un-
aumento en el porcentaje de liberacién de serotonina en pre-
sencia del estimulo con alto potasio. Esto sc explica en -
funcién de que la harmalina inhibe las fibras serotoninérgi-
cas que llegan a la oliva inferior (61), lo que produce un -
aumento en la frecuencia de disparo de las fibras trepadoras
en el cerebelo, por lo tanto, si nuestra hipbtesis es correc
ta, este aumento en la liberacién, la inhibicién en la capta
cién (grupo II), el abatimicnto casi completo de la capta---
cién y liberacién de serotonina bajo el efecto de la 3-ace--
tilpiridina (grupo III), fuertemente sugiere que parte de es
tas fibras liberan serotonina como neurotransmisor en el ce-

rebelo.
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Esto se apoya en el hecho de que la harmalina induce a tra-

vés de las neuronas de la oliva inferior, impulsos sincréni-
cos y ritmicos, que activan a las células de Purkinje del ce
rebelo (62, 63), por lo que éstas aumentan la frecuencia de-
1 a 2, hasta 10 a 12 ciclos por segundo, de ahi que los ani-
males presenten temblor después de la inyeccién intraperito-
neal de harmalina, como una manifestacién o respuesta a la -

hiperexcitacibén (61).

Otros estudios dan evidencias de que las inervaciones seroto
ninérgicas de la oliva inferior son de gran importancia en -

la induccién del temblor por la accibén de la harmalina, y el

efecto se reduce a las partes de la oliva que reciben densas

entradas serotoninérgicas (61), lo que indica un efecto di--

recto de la harmalina en las fibras serotoninérgicas.

En el grupo III, en los animales tratados con 3-AP, harmali-
na y nicotinamida, se observa que no hay diferencia signifi-
cativa entre el valor obtenido con bajo potasio y el obteni-
do con el estfmulo con alto potasio, con lo que es posible -
inferir que ésto ocurre por la destruccibén o degeneracién de

las fibras trepadoras que liberan serotonina.

Esto se apoya en estudios realizados anteriormente en los -
cuales la 3-AP (antimetabolito de la nicotinamida) produce -
destruccién completa de la oliva bulbar inferior con la con-
secuente degeneracién de las fibras trepadoras aferentes al-

cerebelo (29, 37) y en ellos se sefiala que de los animales -
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tratados con 3-AP solo sobrecviven el 0.7% del total dec célg

las de la oliva bulbar inferior y éstas se encuentran locali
zadas principalmente en la regibn caudal del ntGcleo olivar.
Mientras que la liberacién de otros neurotransmisores en el
cerebeclo, tales como cl glutamato, aspartato, glicina y -

GABA, no se modifican bajo estas mismas condiciones (39).

Tomando en cuenta estos datos podemos deducir que a pesar de
la baja inervacibn serotoninérgica en el cercbelo, hecho que
se refleja en la liberacibn bajo estimulo despolarizante, la
captacién se afecta en forma importante por la 3-AP entonces
la serotonina podrfia postularse como el neurotransmisor que-

liberan las fibras trepadoras a nivel del cerebelo.
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CONCLUSION.

El aumento en la liberacién de serotonina y la inhibicién -
en la captacién de ésta por efecto de la harmalina (grupo -
I1), as{ como el abatimiento casi completo de la captaciébn-
y liberaci6én de serotonina bajo el efecto de la 3-acetilpiri
dina (grupo III), sugieren que la serotonina es uno de los-
neurotransmisores liberados por las fibras trepadoras prove-

nientes de la oliva bulbar inferior.

.
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TABLA I

La cinética de'captacién para la serotonina se 11ev§ a cabo
como se describe en el material y métodos. Se utilizaron 3
animales en cada grupo y las determinaciones se realizaron-
por duplicado.

La Km se expresa en: MicroMoles.

La Vmax se expresa en: picomoles por miligramo de proteina-
por 5 minutos.

* p¢ 0.02 comparando con el testigo.
& p ¢ 0.001 comparando con el testigo.

® p¢ 0.02 comparando con el grupo II.
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Captacibn de serotonina en cortes de cerebelo

bajo el efecto de la harmalina y la 3-acetil-

piridina.

Condiciones experimentales Km (uM) Vmax (pM/mg/5')
Solucién salina fisiollgica

y nicotinamida 0.55 3.3
Solucibn salina fisiolégica,

harmalina y nicotinamida 0.525 2.3%
}iAP, harmalina, nicotinamida 0.45 1.25q®
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Citoarquitectura de la corteza cerebelosa.
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Fig. 2 . CAPTACION DE SEROTONINA

Captacién de serotonina en cortes de cerebelo después de la
administracibén de diferentes férmacos. Cada valor represen-
ta la media * E.E.M. con una n = 5 para cada grupo.

Grupo I (testigo); se le administré solucibn salina fisiol$
gica (S.S.F.) y nicotinamida (N). '

" Grupo II Se le administré solucién salina fisiolbgica, ni-
cotinamida y harmalina (H). ' ‘

Grupo III Se le administré 3-acetilpiridina (3-AP), harma-
lina y nicotinamida. s ’

Sighificativamente diferente del testigo*b( 0.001; "¢ 0.02..
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Fig. 3 - LIBERACION DE SEROTONINA BAJO EL ESTIMULO
' CON BAJA CONCENTRACION DE POTASIO (K* ).

Liberacibén de secrotonina cn cortes de cerebelo después de
la administracién de difeircntes férmacos, cada valor repre-
senta la media ' E.E,M. con una n = 11 para el grupo I; -
n = 14 grupo II y n = 10 grupo III.

Se observa que no existe diferencia estadistlcamente signi-
ficativa entre los tres grupos.
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Fig. 4 LIBERACION DE SEROTONINA BAJO EL ESTIMULO
CON ALTA CONCENTRACION DE POTASIO (k* ).

Liberacién de serotonina en cortes de cerebelo después de
. la administracién de diferentes firmacos, cada valor repre

senta la media * E.E.M. de una n = 11 para el grupo I,

n = 14 grupo II y n = 10 grupo III.

Significativamente diferente respecto al valor basal a una
*p< 0.02; %p ¢ 0.001
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