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ORGAHIZACION DE LA TESIS

Va que la parte central de la tesis estd constituida por un
articulo enviado para su publicacidén, déste ocupa la parte de los
resul tados, pero se agrega un anexo donde se muestran resultados
experimentales en apoyo a los enviados a publicacién. Por esta
razén, en la seccién de MATERIALES Y HETODOS se describen en
detalle los experimentos anexos, y los del articulo de
publicacidn solo brevemente. Por esta misma razén, en la seccién
de discusién y conclusiones al referirme a alguna figura, serd a
las contenidas en el texto de publicacién, a menos que se diga
que pertenecen al anexo de resultados. Por lo demds, se sige el

orden que se indica en el indice de la pagina 1.
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INTRODUCCION GENERAL

Ho hay producto de la evolucidn de los seres vivos que se
pueda comparar con la complejidad, variabilidad y capacidad de
manejar informacidn del sistema nervioso. Es por esto que se
considera que la comprensidn del sistema nervioso, v en especial
del cerebro, constituye la frontera madxima del conocimiento, esto
©5, Que & lo madximo a que se puede aspirar es a que el cerecbro
genere el conocimiento para entenderse a si mismo. Este problema
de la ciencia es tremendamente complejo y abordable por tanto
desde infinidad de aspectos. Asi, se pueden mencionar desde los
estudios a nivel macroscépico tales como la observacién de
conductas, hasta aquellos a nivel molecular. El reconocimiento de
que €] sistema nervioso esta formado por células perfectamente
individualicadas y no por un sincicio celular como se  pensd
inicialmente, condujo a estudiar las interrogantes que se
mantienen hasta nuestros dias, ¥ que son el conocer los
mecani smos de que se valen las celulas nerviosas para comunicarse
entre si, ¥y cédmo es5 que esta informacién es almacenada e
integrada para producir conductas tan complejas como son el
aprendizaje y la memoria. Las células del sistema nervioso son
las neurchas, Yy aunque de manera general se pueden definir como
células especializadas en recibir y emitir sefales, es necesaria
una definicion mids extensa.

Horfol dgicamente, existe una diversidad enorme de neuronas,
sin embargo, para fines précticos se puede visualizar a una
neurona como constituida por un soma o cuerpoc principal, donde

las estructuras méds conspicuas son €l nicleo, ademds de organelos
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comes las mitocondrias y el aparato de Golgl (Bullock et al,
1977). Otra caracteristica del soma es la presencia de los
corpiusculos de Nissl, que son agrupaciones de ribosomas, 1o que
indica que el soma tiene una alta actividad de sintesis de
proteinas. Del soma parten numerosas prolongaciones 1lamadas
dendritas, las cuales se asocian con los sitios por los cuales la
neurona recibe estimulos, aunque en realidad se ha comprobado que
tadas las partes de la célula son sensibles a estimulacidn. Una
neurona que e35 estimulada produce y propaga a su vex una sefal
por medio de otra de sus prolongaciones que recibe ¢l nombre de
axén. El  anén tiene la particularidad de conducir seffales sin
atenuacién alguna, siempre Yy cuando el estimulo sea lo
suficientemente grande para sobrepasar el umbral de excitacién
propio de 1las neuwronas. 8in embargo, si el umbral no es
sobrepasado, la sefal solo se propaga localmente y a distancias
muy cortas. Despuds del umbral, las respuestas que se producen
son de una misma intensidad, siendo por tanto respuestas de todo
0 nada y que son mds conocidad como potenciales de accidn. Asi,
en conjunto, lo que maneja el sistema nervioso son sefales de una
misma intensidad pero de frecuencia variable. La conduccién de
sefales en el axén es un fenbmeno electroquimico, atribuible a
cambios en la permeabilidad de la wmembrana axonal a iones
especificos tales como €] sodio (Na*) y el potasio (K*), al
miemo tiempo que como las diferencias en el potencial eléctrico,
producto de las cargas de los wismos iones transportados a través
de la membrana axonal durante el potencial de accioén {(Kuffler,

S.W. vy Hicholls, J.6., 1976). Las distancias que separan a una



neurona de otra no permiten el paso del impulso nervioseo de
manera directa, a eicepcién de algunos casos en que la cercania
entre las membranas es tal que lo permite, como sucede en los
contactos del tipo eléctrico. Para salvar este problema, las
neuronas utllizan como mensajeros a compuestos que tienen sitios
de reconocimiento especificos sobre la membrana de la célula
receptora, de manera que pueden ser portadores de una seiRal en
particular, Estos compuestos son  los neuwrotransmisores (o
sencillamente transmisores). Los neurotransmisores no )
liberados desde cualquier parte de la neurona, sino que lo
hacen desde sitios especialicados llamados de sinapsis. A grandes
rasgos, la liberacidn de los transmisores en una terminal
nerviosa estd precedida por la llegada de un impulso nervioso que
hace que aumente la conductancia para iones calcio, y posterior a
la entrada de este catidén a la terminal, el transmisor es
liber ado al espacio sindptico. Cabe mencionar que en el sistema
nervioso central (SNC), las sinapsis son mayoritariamente del
tipo quimico, y solamente hay algunos' casos de sinapsis
eléctricas.

Vista al microscopio electrénico, la sinapsic quimica presenta
una morfologia tal que permite reconocer tanto a la parte de la
neurona emi sora (presinapsis), como A la receptora
(postsinapsis). La presinapsis en el BNE presenta la forma de una
bulbosidad que tiene en su interior numerosas vesiculas y casi
siempre mitocondrias. La postsinapzis por su parte muestra un
engrosamiento electrodenso en el sitio adyacente a la membrana
donde se& encuentran los receptores al transmisor. Lo anterior

confiere a las sinapsis del tipo quimico unha asimetria
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caracteristica, ya que las sinapsis eléctricas son por lo general
simétricas, teniendo vesiculas sinidpticas muy poco numerosas a
ambos lados de las membranas pre. y postsindpticas. Existe un gran
cuerpo de evidencias experimentales que demuwestran gue la
presinapsis contiene todos los mecanismos biogquimicos necesarios
para la sintesis, liberacién y recaptura de los transmisores, por
lo cual bha sido una estructura intensamente estudiada. Los
transmisores pueden tener una funcién tanto excitadora como
inhibidora scobre las neuronas receptoras, 1lo gque depende de como
la postsinapsis transduzca el mensaje. Cuando el efecto es de
excitacidn, la interaccién del transmisor con el receptor produce
cambioe en la perneabilidad a iones, que conducen finalmente a la
generacidn de otro potencial de accién. Por el contrario, cuando
el efecto es de inhibicidn, los cambios de conductancia alejan a
la neurona receptora del unbral de disparo. Esto es asi por la
asociacion de los receptores con canales iénicos especificos, con
cuya regulacidén se controla el potencial de membrana y con .ello
la produccién de los potenciales de accién. Cuando las
conductancias son afectadas de manera rapida, se dice que es un
efecto ionotrépico. Existe otro tipo de efecto, donde el cambio
es observado a largo placzo, producto de 1la utilizacidén de
segundos mensajeros,. A este Wltimo efecto se le 11 ama
metabotrdpico. En el SNC €l esquema no es tan sencillo, ya Qque
cada neurona recibe tanto sefales de excitacion como de
inhibicidén, por 1o que la produccidn de sefales depende de 1la
sumacién algebrdica de todas, asi como de la secuencia temporal

en que sean recibidas. En consecuencia, ¢ ya que la sinapsis



Juega un  papel preponderante en el fendmens de la comunicacidn
newonal, &5 necesario recalcar algunos aspectos en los que
tiene un papel preponderante:

.a.— La presinapsis estd implicada en los fendmenos de
reconocimiento del blanco preciso para hacer sinapsis durante la
ontogenia, es decir, tiene que ver con el establecimiento de las
vias neurales, a lo que también contribuye la postsinapsis.

b.- La sinapsis tiene la capacidad de modificar en cierto grado
sUS funciones, propiedad que en general se conoce como
“plaﬁticidad sindptica", lo que le permite a la presinapsis
modificar su eficacia e incluso formar nuevas sinapsis, tal como
sucede en algunos casos de lesién.

c.~ Por contener todos lés elementos para efectuar la
transmisidn nerviosa, la presinapsis es una estructura fundamenal
para comprender la fisiologia de la neurona,

Todo lo anterior da razdén mds que suficiente para estudiar a
la sinapsis como un medio de conocer en buena parte el

funcionamiento del SNC.
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EL CEREEELD

Evolutivamente, el cerebelo se presenta en  todos los
veréebrados, con wna gran variabilidad en cuanto a la forma ¥
tamao en las diferentes especies. De manera geperal se puede
decir que el cerebelo es la parte del SNC que tiene los circuitos
neurales encargados de la regulacidn del control motor asungue por
i mismo no es capaz de iniciar movimiento alguno. Desde los
trabajos Je Santiago Ramén y Cajal se tiene un conocimiento
preciso de la citoarquitectura del cerebelo. Este arreglo
neuwronal consiste en el ordenamiento de las newonas en tres
capas en la corteza del cerebelo. La capa mids externa es la capa
qolecula}, donde se agrupan dos tipos neuronales: las células
estrelladas v las células en canasta. Ademds, en este estrato se
encuentran las dendritas de las células de Purkinie vy los axones
de las neuronas granulares. Tanto las células en canasta como las
estrelladas son  inhibidoras, accién que realizan sobre las
células de Purkinje. El segundo estrato estd formado por una capa
unicelular de células de Purkinje, cuyos axones representan la
dnica éferencia de la cortera cerebelosa ¥y que es de naturaleza
inhibitoria. Por dltimo, el tercero vy mds profundo estrato
contiene también dos tipos neuronales: las células granulares,
que, como se di jo anteriormente tienen sus terminales en la caﬁa
molecular, Y las neuronas de Bolgi, de accidn inhibitoria sobre

las dendritas de las células granulares y también sobre las de

Purkinje. Las células granulares gue son las dnicas de naturaleza

excitatoria en la corteza cerebelosa, son las mas abundantes,

siendo  alrededor de 30,000 millones en el cerebelo humano, v su




aefecto excitador lo llevap a cabo en las dendritas de las células
de Purkinje. Las aferencias que recibe la corteza del cerebelo
son dos, una de olla; es la de las fibras trepadoras, axones que
se originan en 1la oliva inferior, como lo muestran los
experimentos de lesion quimica con S-acetilpirinina (Sotelo et
al, 19753 Resclin y Colin, 1980). La otra aferencia es la ae las
ﬂbrai nusqoshl, originadas en el nn;cl.o reticular lateral y el
nd;lno pontino entre otros. tanto las fibras trepadoras .como las
musgosas son de naturaleca excitatoria (Eccles et a{.l?b?). Las
fibras musgosas se ramifican para formar numerosas rosetas
terminales, y cada roseta hace contacto a su' vez coh numerosas
dendritas de células granulares. Ef esquema gencral del cerebelo
es @l de un sitio que recibe una aferencia muy amplia por las
fibras musgosas, informacién que es procesada para salir de la
corteza como una seKal inhibitoria de control, por los axcnes de
las células de Purkinje. La figura l,- es una representacién

esquamdtica de la corteza del cerebelo.

a1 Capa molecular a
{.~-célula estrellada
S.-célula en canasta

Bt |

bt Capa de células de
Purkinje "t4), b

€1 Capa granular r
2.-célula granular
5. -neurona Golgi
6, ~terminal musgosa c 6




HEURDDUIMICA DEL CEREBELO

A pesar del extenso conocimiento que se tiene de la corteca
cerebelosa en lo referente a la ontogenia de sus elementos, a la
forma en que finalmente quedan constituidos en redes peuwrales, ¥
a la fisivlogia de los mismos, el panorama de los posibles
newotransmisores ez adn muy  incompleto. A continuacién =e
exponen brevemente algunas evidencias de los transmisores
encontrados en 1a corteca del cerebelo, con énfasis en aquellos
sobre los cuales se enfoca este trabajo de tesis: el acido gama
aminobutirico (GABA) , la glicina, la acetilecolina v la
serotonina. Esta parte intenta ser una breve revisién general, de
ninguna wmanera exhaustiva, de los transeisores en el cerebelo,
pues la parte mds especifica se describird en la referente a los

glomérulos cerehbelosos.

a) GABAH

El GABA es el transelsor inhibidor mnas anpl i amente
distribuido en €l SNC, vy en el cereblo especialmente se observa
esta abundancia, pues ha sido propuesto como el transmisor de las
células en canasta, de Purkinje, estrelladas y de Golgi. A este
respecto, Obata ; colaboradores (1967), demostraron que en el
nicleo de Deiters, lugar a donde llegan las terminales de las
células de Purkinje, el GABA produce una hiperpolarizacidn,
lo  cual BE correlaciona con un un contenido alto de
descarboxilasa del Acido glutamico (GAD) en esta zona (Fonnum
et al, 19703 Oertel et al, 1981)., Con técnicas de:

autorradiografia, se ha demostrado la captacidén de GABA por 1las
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terminales axdnicas de las nouronas de Golgi (Milkin et al,
1974) . La presencia de GAD es significativa en las células en
canasta (MchLaughlin et al, 1274; Chan-Falay et al, 1979, v por
otro lado se ha demostrado la captwa especifica de SH-GABN  por
¢stas células en cultivo (Sotelo et al, 1972). Tambidén las
célul as estrelladas exhiben inmunoreactividad para la GAD,
{(Dertel et al, 1981). Todo esto muestra que el OGABA estd
ampliamente distribuido en la cortecza cerebelosa, pues de cinco
tipos celulares que en ella hay, cuastro usan este compuesto como

transmisor.

b) Acetilcolina

La vcorteza del cerebelo contiene cantidades importantes de
acetilcolinesterasa (ACE) aungue relal ati vamente poca
colinacetiltransferasa (CAT), ' respectivamente las enzimas de
degradacidn vy sintesis de la acetilcolina (Kasa y Silver, 194&B;
Goldberg vy HMe Caman, 1967). Hay una correlacién entre la
distribucién de esterasa y la zona granular, donde se supone uni
innervacién colinérgica (Kasa, 196%). MAs importante adn es la
presencia de CAT también en la zona granular (Kan et al 1978,
1980), pues la ACE es muy ubicua, mientras que la CAT es un mejor
indicador de una sinapsis colinérgica. La aplicacién
iontaforética de acetilcolina{Ach) en zonas profundas de la‘
corteza cerebelosa no tiene resultados, pero en las células de
Purkinje produce excitacidon (Crawford et al, 1963). De igual
manera, registros precisos de la actividad de las terminales
musgosas en los 16buios I¥ y X muestran que es dificil precisar

que la acetilcolina pueda ser el transmisor en estas fibras
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'(Crepel y Dhanjal, 1%982). Otras referencias de la acetilcoling
se mwencionardn en la  seccién referente a los  glomndrulos
cerebelosos alslado. En general, la acetilcolina se encuentra
en  peguefas cantidades en la corteza del cerebelo, pero su
localizacion en sitios especificos puede correlacionarse con una

posible actividad neurotransmisora.

c) Blicina

La glicina es un aminodcido inhibidor, efecto que ha sido
ampl i amente descrito en la médula espinal de mami feros y de
otras especies, donde se ha caracterizado su efecto (Curtis et
aly, 19683 Logan y Snyder, 192725 Henke y Cuénod, 1978). También en
la wédula espinal, con el uso de anticuerpos se ha descrito su
localizacién a nivel de los compleldo sindpticos, especificamente
en las postsinapsis (Triller et al, 1985). Sin embargo, en otras
zonas del ©SHC los datos que se tienen son poco concluyentes.
Asdy en la Sustancia HNigra, la glicina aplicada por
iontoforesis produce inhibicién en todos los tipos de neuronas
(Dry et al, 19743 James y Starr, 1979). Asimismo, en
homogenados de cerebro de rata, parece haber 1as propiedades de
captacién pepecifica que indican un posible papel como
newrotransmisor (Aprison et aly, 1973), asi como en el cerebro de
rana, donde Muller Yy Snyder encuentran una gran semejanza en
cwanto a las constantes cinéticas de captura de glicina (Muller
vy Snyder, 1978). Sin embargo, en el cerebelo se tienen pocos
indicios en este sentido. La distribucidn de glicina en la
corteza del cerebelo no parece tener nada de especial pues es muy

uniforme a través de todas sus capas (Hadi et a1, 1977), algo



similar a' lo que ocuwrre en el cerebro. En cuanto a su efecto
fisioldgivoy, la aplicacidén iontoforética de ylicina produce en
algunos casos uwna leve depresiodn en las células de Purkinje
(Kawamura y Provini, 1270, aunque Bisti vy célaboradaras (19271)
muestra gque esta inhibicién es mucho mis debil que la producida
por el GABA. Por otro lado, la D-amino oxidasa, una enzima que
tiene como sustrato a la glicina se encuentra en relativamente
alta cantidad en cerebelo (De HMarchi y Johnson, 19695, ¥ooen
especial en los glomérulos del cerebelo de cerdo (Weimar y MNiems,

1977).

d) Serotonina

La superfusidén del vermis con serotonina radioactiva ha
demostrado gue esta se acumula en un sistema difuso gue se
distribuye en todas las capas del cerebelo donde forwma pegqueiias
varicosidades, y por otro lado se acumula en las rosetas que
forman las terminales musgosas (Beaudet y Sotelo, 19813 Chan-
Palay, 197%), aungque otras técnicas, como las de anticuerpos
contra la serotonina no muestran la presencia mids que del sistema
difuse (Takeuchi et aly 19823 PBishop y Ho, 1985). La serotonina
aplicada directamente sobre las células de Purkinje produce en
algunos casos exclitacién y en otros inhibicién (Strahlendorf et
'al, 1983) . 53 efecto que fiene la serotonina sobre las células
granulares es predominantemente de excitacién (Bloom et al,
1972). Respecto a las constantes cinéticas, se ha encontrado que
la captacién de S-HT en homogenados de cerebelo es del orden de
107 M (Beas-Zarate et al, 19843 Yunger Yy Harvey, 19786), algq

semejante a las concentraciones de captura de otros transmisores.



El worigen de la inervacién serotondrgica del ceorebelo es
principalmente el mdcles del rafé, coms  lo sugieren los
experinentos de Huhar v colaboradores(1972), lesionando dicho

nucleo.

@) aAspartato, glutamato, sustancia P y encefalinas

La inyeccidn intraperitoneal de 3J-acetilpiridina destruye
selectlivanente a las neuronas de la oliva inferior, gque es el
sitic de origen de las fibras trepadoras, lo que detersina una
reduccidn de las niveles de Acido aspdértico en la corteza
cerebelosa (Desclin y Coling 19805 Rea et al, 1980), Lo anterior
indica que este compuesto es el  transmisor de las fibras
mencionadas. Otros cospuestos neurcactivos encontrados en la
corteza del cerebelo son los péptidos. Se ha demostrado que hay
inmunorreactividad para la sustancia P y las encefalinas en el
cerecbelo de tortuga, como lu wuestran algunos estudios de
autorradiografia (Korte et al, 19803 Schulman et al, 1981) sin
conocerse mayarmente su efecto fisiolégico. Por ultimo, cabe
mencionar al  glutamate como el candidato mds probable para
transmisor de las células granulares. Lo anterior es evidente
por los experimentos de Sandoval y Cotman (1978), que midieron la
liberacién de glutamato dependiente de calcio en cerebelo sin
células grarulares, donde observaron que esta liberacién se
reduce de manera apreciable. Como breve resdmen a esta seccidn,
se¢ puede concluir gque en la corteza del cerebelo coexisten
numer osos compuestos con  actividad neurotransmisera, la mayoria
de los cuales estén poco explorados. Lo anterior resulta en que

se tiene un esquema muy completo en lo referente a la  actividad
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fisjolégica de los elemnentos neurales del cerebelo, pero
relativamente pobre de las moléculas que realizan estos efectos.
Como un ejemplo de esta incertidumbre de la neuroquimica del

cerebelo, se muestra a continuacién el siguiente esquema tomado

‘de Ito (1984), donde se pueden apreciar las interrogantes acerca

de la naturaleza de los transmisores.

FIG. 3. Basic neuronal circuitry and
putative neurotransmitters in the cer-
ebellum. PC, Purkinje cell; GO, Golgi
cell; BA, basket cell; ST, stellate cell;
GR, granule cell; PF, paraliel fber;
MF, mossy fiber; CF, climbing fiber;
SN, vestibular or cerebellar nuclear
cell; PN, precerebellar neuron which
issues mossy fibers; 10, inferior olive;
LC, locus coeruleus; RP, raphe nuclei.
Inhibitory neurons and synapees are
in black, and excitatory ones have boea
leR unfilled. Candidates for neuro-
transmitter substances are indicated for
some synapses. Question mark indi-
cates that criteria for identification .
have not yet been fulfilled. GL, glu-
tamaie; AS, aspartate; TA, tauring; .
MO, motilin; NA, noradrenalin; S.HT,
serotonin (modified from lto. 1978),

1%



EL GLOMERUW.0 CEREBELDSD

Como en cualquier investigacidn experimentaly, para estudiar
los mecanismos de la newotransmisidn, se requiere de modelos
adecuados. Hay sinapsis gque por su tamafo resultan ey
apropiadas, ya que es posible introducir en ellas instrumentos de
medicidn, cono es el caso de la sinapsis npewomuscular de
mamiferozs o de la sinapsis gigante del calamar, en el casoc de
los  invertebrados. En estas sinapsis, es posible wmedir los
cambios de potencial eléctrico de la membrana postsinaptica
despudés de estimular la fibra nerviosa o de agregar externamente
algun compuesto de interés, y en el caso de la sinapsis  gigante
se puede también introducir un electrodo en la terminal
presinaptica. Sin embargo, cuando se busca un modelo de sinapsis
en el BNC, es comin encontrarse con muchas limitaciones. Cowmo se
dijo anteriormente, en el SNC las sinapsis estdn formadas por un
botdén terhinal o presinapsis, vy por la membrana postsindptica.
Las estructuras presindpticas generalmente son de un tamalo  muy
pequefo (alrededor de 1 um) v no permiten por lo tanto 1los
registros directos de  su actividad por los métodos

electroufisioldgicos. Para el estudio de las sinapsis centrales se

han ideado técnicas de aislamiento de fracciones subcelularecs.:

Particularmente util bha sido el aislamiento de terminales
nerviosas {(sinaptosomas) . Los sinpatosomnas se obtienen
hamogeneizando  cuidadosamente tejido nervioso en un  medio
isoténico y después, empleando técnicas de centrifugacién
diferencial vy en gradientes de densidad, la fraccidn que contlene

terminales nerviosas es aislada del resto. Durante la fase de
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homogenizacidn, las terminales sindpticas sellan sus membranas en
loz sitios de ruptura, wmanteniendo en su interior el contenido
original. Los sinaptosomas, como ha sido probado extensamente
{Bradford, 1975), wmantienen los mecanismos de transporte v
sintesis intactos por pericdos de tiempo que les hacen ser uﬁ
modelo muy favorecido., 8Sin embargo. pesar de que es posible
aislar sinaptosomas de zonas discretas del cerebro, no es posible
tener una preparacidn homogénea en cuanto al tipo de transmisor
que éstas utilizan. Esto es consecuencia de las intrincadas
raedes neuronales, gue hacen que las aferencia a una zona del SNC
sean maltiples y por tanto con uwna heterogeneidad quimica
inherente.

Debido a esta situacidn, el cerebelo es una parte del SNC que
ofrece  algunas ventajas en cuanto a los intentos por aicslar
elementos neurales tales como células o sinapsis especificas.
Como se& dijo anteriormente, el cerebelo poseéd solo cinco tipos
celulares aqrupados en estratos definidos, cuyo establecimiento
temporal en la ontogenis se conoce con precision. Ciertos tipos
de terminales sindpticas son morfol égicamente inconfundibles, tal
y come sucede con las terminales musgosas de la capa granular.
Esta terminal se identifica por su tamafo (aproximadamente 110
um) que es mayor a cualgquier otra terminal del SMC. La terminal
musgusa es  ademds notoria por el contenido de muy numerosas
vesiculas sindpticas en su interior, asi como de wmitocondrias,
las cuales se ordenan por lo general al centro de la estructura.
Estas caracteristicas han hecho a las terminales musgosas  muy

llamativas para la experimentacidén, por lo que se han ideado



metodologias de su aislamiento a partir de hosogenados de
cerebelo, Israel y Whittaker (19265}, utilizando gradientes
continuos de Ficol aislaron fracciones enriquecidas en terminales
musgQosas de cerebelo de rata, cobayo, pichdén y conejo, vy
deterainaron que las wmusgosas de rata y cobayo asi aisladas
tienen uwn contenido apreciable de acetilcolina. Resulta de
interés hacer notar lo anterior debido a gque la acetilecolina casi
siempre tiene efectos excitatorios. Con el método de Israel v
Whittaker, aungque se obtienen las terminales musgosas de forma
pura, no parecen tener viabilidad por tiempos ni  remotamente
cercanos a los de una preparacidn de sinaptosomas convencionales.
Los mencionados investigadores determinaron que tiempos de
incubacién tan pequefos como 8 minutos producen cambios
morfolégicos  tan drasticos que hacen pensar en un dafo de la
preparacidn. Se han ideado técnicas alternativas para conservar a
la terminal musgosa metabdlicamente activa por un tiempo mayor,
tal es el caso de las técnicas para el aislamiento de particulas
glomerul ares.

In situ, la terminal musgusa estd incluida en la estructura
mejor conocida como glomérulo cerebeloso, que es un complejo
sindptico abundante en la capa granular del cerebelo. Como se
dijo anteriormente, una fibra nusgosa se ramifica en numerosas
rosetas terminales que son las encargadas de hacer los contactos
sindpticos con las dendritas de las células granulafes. Estas
dendritas reciben simultaneamente sinapsis de las terminales
axbnicas de las neuwronas BGolgi. La estructura completa de
terminal musgosa, dendritas granulares v terminales ardnicas de

Golgi es a 1o que se llama glomérulo.
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Hajos vy colaboradores (1975), Hamberger et al (1974) ¢
Terrian et al (1985), han descrito técnicas de aislamiento para
las particulas glomérulares, «s5i como también se ban descrito
algunas caracteristicas biogquimicas de la preparacién (Tapia et
al, 19743 Wilson et al, 1975). Los glomérulos aislados mantienen
su actividad wmetabdlica hasta por una hora, tiempo durante el
cual producen CDz lactato de manera lineal, después de haberlos
incubado en un medio de glucosa radiovactiva (Wilson et al,
1975). Esta preparacidn también conserva intactos sus mecanismos
de captura de alta afinidad para compuestos tales como el
aspartatou, la glicina, el GABA y otrog, lo cual es un indicio de
su  viabilidad ¥ de una heterogeneidad quimica de probahles
transmisores. También se ha medido las actividades especificas de
enzimas  importantes desde el punto de vista de los transmisores
como son la GAD y la CAT, enzimas de sintesis de GABA
acetilcolina respectivamente, encontrandose que hay una actividad
muy importante de GAD, lo cual refleja en buena parte la
inervacidn de las terminales axdnicas de Golgli (Hajos et al,
192743 Tapia et al,1274). lo anterior correlaciona con la
determinacién de los receptores a GABA encontrados en los
glomérulos aislados (Kingsbury et al, 1980) vy con los
experimentos de  autorradiografia realizados por Wilkin ¥
colaboradores (1974), que encontraron gque las terminales axénicas
de Golgi en los glomérulos acumulan selectivamente GABA
radicactivo. Sin embargo, un buen indicio de que las terminales
axédnicas de Bolgi no son homogeneas en cuanto al transmisor que

manejan, lo constituyen los estudios de Wilkin y colaboradores



(1981), que demostraron que tanto el GABA como la glicina =on
traspourtadous al interior de terminales axdnicas de Golgi, aunque
lo m4s probable es que lo hagan por sitios de transporte
diferentes, pues la glicina resultd ser un inhibidor muy débil
del  transporte de GABA & inversamente el GABA casi no inhibid el
transporte de glicina.

En cuanto a la terminal musgosa, se tienen evidencias para
algunos probables transmisores pero pocos datos son concluyentes,
y todo parece indicar que también hay una heterogeneidad de
transnisores en estas terminales. Como se di jo anteriormente, en
la zona granular hay una abundancia de acetilcolinesterasa, Yy ha
sido posible determinar que esta encima se localica alrededor de
los sitios de sinapsis de las terminales musgosas, es decir, en
los lugares donde realizarian su funcién degradativa de la
acetilcolina (Kdsa, 1926%). En registros de poten&iales inducidos
en rebanadas de vermis, Crepel y Dhanjal (1982) wmidiendo la
amplitud de las ondas N, caracteristicas de las terminales
MUSYOSaS, no cbtienen resultados concluyentes, avnque no
descartan que al menos una porciédn de las terminales wmusgosas
sean colinérgicas. La actividad colinérgica en el cerebelo sigue
un  patrén de desarrollo muy diferente al de otras zonas del SNC
gue se localiza sobre todo en los lébulos IY v X del vermis
donde, al inicio del desarrollo, hay una alta actividad que
decrece conforme se alcanza la madure: (Kisa et al, 1982),

Otro compuesto interesante localicado especiflicamente en la
terminal musgosa es la serotonina. Para ampliar la informacion
que se dio en la seccidn de neuroquimica del cerebelo,

menciocnaré aqui que otros investigadores ademds de Chan-—-Palay han
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encontrado que inyecciones de serolina radicactiva resultan  en
la acumulacidn de ésta en algunas bterminales nmusgosas (Beaudet vy
Sotelo, 19813 Bloom et al, 1972). En adicldn & la excitacidn yJ/o
inhibicion sobre las células de Purkinje, ae bho drado que la
serotonina induce excitoacidn sobre las 7 oapwlares (Bloom
et al, 1972), que puede w1 datu  interesante puesto que
las flbras w tienen en estas células su blanco. .En
glomérulos 0 ! wdos, Tervian y col aboradores (1985), describieron
.que la serotina se capta por un sistema de alta afinidad, con una
Km de aprodimadamente S uM. Ep contraste con lo anterior, las
constantes de captura encontradas en homogenados de  cerebelo
completo, resultan en valores tan pegqueRos como 0.05 uM (Yunger v
Harvey, 1978).

En  suma, el glomérulo cerebeloso es un modelo de sinapsis del
SNC  potencialmente  Gtil para el estudio de los mecanismos de
transmisidn, pues es  una estructura relativamente sencilla en
cuanto & los elementos que lo conforman, aungque muestra una
diversidad en los probables transeisores gque utiliza. Otra
ventaja es que es una estructura de la cual se conoce  su

localizacidn anatémica.
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CAFTURY ¥ LIBERACION DE TRANMSHMISDRES

Se: sospecha que una sustancia es  wn transmisor cuando es
capaz  de modificar el disparc de wna neurona, produciendo
inhibicién o excitacidn. Si ademds el compuesto en cuestién se
encuentra en el tejido, asi como las encimas que lo sintetizan y
deyradan, y & puede demostrar que es liberable de una
presinapsis después de estimular por medios eléctricos 0
quimicos, entonces con muchas probabilidades se estd hablando de
un transmisar. En adicién a lo anterior, las terminales nerviosas
poseen mecanismos especiales de captura para las moléculas
transmisoras. Debido a que los resultados experimentales de esta
tesis se basan ante todo en la captacidn y liberacién de

transmisores, se amplian a continuacién ambos criterios.

Captacién dependiente de sodio

La captura de compuestos que en el SBNC funcionan como
neurotransmisores o precursores de éstos, es una caracteristica
mads o menos ubicua de todo el organismo. Aminodcidos como la
glicina o el 4cido aspartico son ademds de transmisores en
algunos sitios, constituyentes normales de las proteinas v de
varias vias metabédlicas. #Asiy, una pregunta es, cémo hace la
terminal nerviosa para dJdesviar parte de 1o gque capta para
utilizarlo como transmisor?. Por otro lado, y desde el punto de
vista de funcionalidad de la sinapsis, es necesario retirar a los
transmisores de la vecindad de la membrana postsindptica para
mantener receptivo al sistema, al mantener en disponibilidad a
los receptores postsindplicos en capacidad de recibir nuevas

sefiales . Es tal vec esto 4ltimo una de las principales
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funciones de la exsistencla de sistemas egpecifticos de captura en
las terminales nerviocsas (Snyder et al, 1973). Existe evidencia
axperinental de gue los compuestos neuwroactivos son captados par
las terminales por medio de sistemas que en general se denominan
de "alta afinidad". Este término es descriptivo para la cinética
de transporte de sustancias transmisoras, para diferenciarlo de
otra tipo de sistemas que utiliza la newona para introducir
sustancias. El sistema de alta afinidad utiliza el acoplamiento
del gradiente del idén Na*, concentrado mayormente en el mnedio
axtraneuronal, con el transporte de moléculas (Bnyder et al,
1273 La cindtica de captuwrs de los transmisores no sigue el
cl@gicu modelo de saturacidn, andlogo a la cinética de enzimas
de un solo sitio activo, sino gue, por lo general al analizar con
el sistema de dobles reciprocas, se encuentran por lo general dos
pendientes, una 1lamada de alta afinidad y otra de baja
afinidad. Esto se ha interpretado como la existencia de sitios de
captura para un misoo compuesto. En general, las constantes de
captura de alta afinidad se encuentran en el rango uM, a
diferencia de las de baja afinidad, gue son mayores  en
concentracidn, siendo en el rango M. El sistema de alta afinidad
que es el preferentemente dirigido hacia la funcidn transmisora,
as  fuertenente Jependiente de la presencia de Na* en el wedio
extracelular, asi, la glicina, el azpartato y el GABA siguen este
patréon, al igual que las aminas biogénicas (Bogdanski et al,
1970}, En este oeecanisme intervienen ademds del sodio, otros
iones como el cloruro (Kuhar v Zarbin, 1978). Fipalmente, cabe’

sefalar que el sistema de alta afinidad es wouy sensible a



temperatura (Simon v Kuhar, 1978), v en algunns casos se cuenta

con inhibidores especificos.

Liberacién dependiente de calcio

Camo se menciond en la introduccidn, después que el impulso
nerviose propagado por el axdn llega a la terminal sindptica, la
conductancia al calcio se aumenta y este evento de alguna manera
produce que los transmisores se liberen & partir de la  terminal.
Oue el calciv es esencial para que la transmisidn nerviosa se
lleve & cabo, &5 algo que se conoce desde inicios de siglo,
cuando se observd que las contracciones en el misculo esquelético
de rana se disminuian cuando no habia calcio en el medio. Aungue
ho  se conoce con exactitud el mecanismo completo de liberacidn,
posiblemente es un fentmeno inherente a la membrana sinaptosomal
misma, Ya que el tiempo que transcurre entre la entrada de calcio
y la salida del transmisor es muy pequefic como para que ocurran
otras interacciones antes de activarse el mecanismo de
liberacidén (Llinds et al, 1976). Esto es aun més claro en los
modelos de membranas reconstituidas (proteoliposomas), donde ge
han insertado las proteinas de terminaleg colinérgicas de 1la
electroplaca del torpedo (Israel et al, 1984), vy se ha podido
observar la liberacidén de acetilcolina sin mediar en el interior
del proteoliposoma ninguna estructura subcelular.

lLa secuencia clara de entrada de calcio y salida de transmisor
did origen a la llamada "hipdtesis del calcio", que Kat:z y Miledi
demostraron plenamente en la preparacion del axén gigante del
calamar. Con este modelo  experimental, los mencionados

investigadores demostraron que la presencia de: calcio



exlracelular era indispensable para la liberacidn del transmisor,
pues  si dste se antagonizaba con magnesio, la liberacidn no
oCcurria, (Ratz y Miledi, 1967), o de un modo més directo, que
inyectando calcio en la presinapsis con uwna aicropipeta, era
suficiente para determinar la liberacidn del transmisor (Miledi,
1973, Por otro lado, en sinaptosomas aislados, se ha podido
medir la entrada de calcio como consecuencia de una
despolarizacién producida vya sea por medio de estimulacidn
eléctrica (Swanson et al, 1974), ] bien por altas
concentraciones de potasio extracelular, como es mAs coman.
Técnicas alternas de medicién como son las que uzan colorantes
metalocromdticos (Covarrubias y Tapia, 1982), u otros compuestos
que forman complejos especificos con el calcio muestran también
que el calcio penetra de manera importante como consecuencia de
una dJdespolarizacidn. Los sinaptosomas también han sido un modelo
aceptable para mostrar que 1a liberacidén de los transmisores en
@] BNC sigue un patrén similar al de la placa neoromuscul ar.
Blaustein (lé?S), midid la liberacidn de norepinefrina en
sinaptosomas, estimulando con veratridina, un acti?ador de
canales de sodio sensibles a voltaje; esta liberacidén fue
dependiente de calcio extracelular, vy se inhibia si anteriormente
se@ incubaba con tetrodotoxina que blogquea los canales de sodio
‘dependientes de voltaje. Esto se ha demostrado pafa otros
transmisores en sinaptosomas, Yy en otras preparaciones como son
las rebanadas de corteza cerebral, donde: BGABA, glicina vy
glutamato son liberados por un proceso dependiente de calcio
(Mulder v Snyder, 19743 Srinivasan et al, 1949, Levi et al,

1982).



For todo lo anterior, el criteric de liberacién dependiente de
calcio, asi como la captacidn dependiente de sodio son utili;ados
come  herramientas para determinar la actividad de un  posible
neuwrotransmisor, dJdado que éstas caracteristicas son presentadas

solamente por las terminales nerviosas.
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DESETIVOS DE LA TESIS

lL.a compleiidad inherente al SHC ha inducido & la biusqueda de
modelos de estudio sencillos, pero gue cunserven las mismas
propledades fisioldgicas del tejido intacto. Como se dijo con
anterioridad, uno Jde estos modelos erperinentales donde se ha
estudiado la transmisién guimica de sinapzis centrales es el de
los sinaptosomas. En este  trabajo de tesis se  emplea
alternativamente un modelo de sinapzis central, utilizando una
estructura gque en cuanto al numero de elementos gue tiene es
ligeramente méds complicada que los sinaptosomos convencionales,
pero que en cambio tiene la ventaja de conocerse con certeza su
localizacidn anatdmica y el origen de las terminaless este modelo
experimental es el de los glomérulos cerebelosos aislados. Con
base en la referencias bibliograficas que se mencionaron en  las
secciones anteriores, gque indican que el GABA, la glicina, 1la
acetilcolina y la serotonina pueden ser transmisores de las
sinapsis lwplicadas en el complejo glomerular, se hicieron
experipentos para demostrar si los mencionados transmisores (o su
precursor en el caso de la colina) son captados de wmanera
dependiente de sodio, y son liberados de forma dependiente de
calcio. Ademds, comp una manera de corvoborar los resul tados, se
compararon uwtilizando una preparacidén diferente, que fue la de
rebanadas de vermis. Esta se utilizéd porque el vermis es una zona
muy estudiada, Yy en ella se han encontrado terminales nerviosas
para los transmisores mencionados. Puesto gue los glomérulos en
condiciones normales se encuentran en la capa granular de la

cortera cerebelosa, se emplearon tanto rebanadas de cortecza
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completa, como wobtras sin capa molecular. Con los resultados
obtenidos se busca asignar los newrotransmisores & los dos tipos
de sinapsis que se encuentran en el glomérulo, apoydndose en las
referenclas bibliograficas existentes. Estos resultados
contribuyen a aumentar el conocimiento sobre la naturalega de los

transmisores de la corteza del cerebelo.
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MATERIALES Y METODOS

La metodologia estA descrita con detalle en el manuscrito
enviado para su publicacién ¥ que se encuentra en la seccidn de
resultados, por lo cual en este espacio describiré sélo aquellas
partes de metodologia que se emplearon de apoyo para la
interpretacion de resultados, y que no estdn en el trabajo
mencionado. Brevemente, los experimentos de captura consistieron
en aislar los glomérulos del cerebelo de ratas, preincubarlos por
un periodo de no mds de 10 minutos, agregando posteriormente al
medio de incubacién transmisores marcados radioactivamente, tanto
en presencia como en ausencia de Na*. Después, para seguir el
curso temporal de la captura de la marca radioactiva, se tomaron
alicuotas dJde la suspensidn cada i, 22y 4 winutos, filtrando
sobre filtroz Millipore de 0.65 uM y lavando seguidamente con un
medio no radicactivo. Pozteriormente, ze determinéd la cantidad de
compuesto captado, midiendo la radicactividad de los filtros con
el tejido, después de agregar un liquido de centellen. Para los
experimentos de liberacién, después de preincubar con el
compuesto radioactivo, se tomaron alicuotas de la suspensién de
glomérulos y se colocaron sobre filtros Millipore de 0.4% uM, con
un sistema de superfusidn continua. Se lavd el exceso de
radioactividad antes de colectar un periodo de liberacién basal a
una velocidad de flujo de 0.5 wl por minuto. Posteriormente, se
cambié el medio de superfusién por uno que tuviera potazio 47 mM
como decpolarizante, vy conteniendo o careciendo de calcio (2.5
mM), después, se siguid colectando cada minuto. Los experimentos

de los cuales se obtuvieron las figuras 2 y 3 del anexo, se
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hicieron disecando rebanadas de vermis, retirandoles la capa
molecular con la ayuda del microscopieo de diseccién. Estas
rebanadas se incubaron en 0.5 ml de un medio Krebs-Tris durante 5
minutoe Yy después se les agregdéd 10 ul de una mezcla de colina
radioactivas para tener una concentracidn final de % uM. En las
condiciones con ouabaina y monensina, éstas se agregaron desde el
tiempo de preincubacidn, v en el caso del hemicolinio, se agregd
al tiempo de afadir la marca radioactiva. La captura se detuvo a
los 10 minutos, filtrando las rebanadas sobre filtros de nylon vy
lavando abundantemente con medio no radioactivo. Después se
recuperd el filtro con el tejido, fué digerido con NaOH IN v se
tomé una alicuota de O.1 ml para determinar proteina de cada
ensayo. Para tener un control alterno de comparacién de 1la
manera en que se capta la colina por terminales nerviosas
diferentes a las de la preparacién de glomérulos cerehbelosos, se
hicieron experimentos de captura de colina en sinaptosomas de
cerebro de ratén, Para esto, se aislaron sinaptosomas por el
método de Hajos (1979) resuspendiéndolos en un medio Krebs/tris
Na*, pH 7.4. Una alicuota de 0.25 ml se agregd a 2.5 ml de medio
de incubacién con o =in Na*, en un bafo de 37 °C ¢ con agitacién
continua. Después se preincubd y se realizé el experimento de
manera s=imilar a como ce describe para lbs experimentos en
glomérulos.

Por otro lado, para tener un control morfolégico de las
preparaciones, se hicieron muestreos de éstasi en el cazo de los
glomérulos se hizo microscopia electrénica fijandolos en

glutaraldehido y procesando las muestras por 1la metodologia




estandard, o directamente después de obtener la preparacidn, con
microscopia de Interferencia de fases (Nomarski). Con las
rebanadas de vermis, se hizo microscopia 6ptica, fijando a las
rebanadés disecadas en formol 10% y haciendo cortes histoldgicos
de la preparacién incluida en parafina y teRida con la técnica de

hematoxilina—eosina.
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pbstract! We have studied some properties of the wptake and releasge
of labeled -aminobutyric zcid (GABA)r glycines serotonin and
choline in a purified fractionm of glomeruli and in slices of the
graritlar layer of the rat cerebellum. The uptake of both GABA and
glycine into the glomerwlus particles was dependent on the presence
of Na® in the medium, In contrasts the uptake of both serotonin and
choline was completely Na+—independent. In slices of the granular
layer 8lso no Na+ dependence of serotonin uptake was ohserved, and
ornly a slight dependence was observed for choline. Choline uptake
into the glomerulus particles showed two comporentsy with apparent
{m values of 16.8 and 102 uM., GAEA release was stimulated by K+—
depolarization abouwt 100% (peabk stimulatiorn) and this value was
reduced to S0% when 032+ was oamitted, The release of glycine was
stimulated more rapidly and notably than GABA (2007%) and this
stimulation was completely asbolished in the absence of CaZ+o
Serotonin release from the glomerulus particles was only slightly
stimulated by depolarizations but this stimulation was strictly
Cal+—dependent. In slices of the granular layery this stimulation
was considerably larger (about 40%Z) and it was also 3lmost totaslly
deperndent on C52+. In contrast, after loading with labeled choline
the release of radiosctivity from both the glomerulus particles and
the cerebellar slices was not stimulated at all by K+—
depolarizations either in the presence or in the sbsence of Caz*.
Most of the radipactivity relessed spontaneously corresponded to
choliner and only 3 small proportion (8L14Z) to acetylcholine, From

the results of the releasse experiments and teaking into account

the pertinent data from the literaturer it is concluded that GABRA



and glycine are probably the tramsmitters of different populations

of Golgi axon terminalsy whereas serotonin might be the transmitter
of at lesst a certain population of the mossy fiber giant terminalsy
in the rat cerebellar glomeruli. In contrastr acetylcholine does not
seem to héve any transmitter role in the synaptic structures of the

glomeruli,

{ey words! Cerebellar glomeruli =~ GAEA - Clycime - Serotonin

- Choline - Acetylcholine

Runrming title! Neurotransmitters of cerebellar glomeruli




The cerebellar corteyx is orne of the best known regions of the
CN8 in terms of neuromal circuwitry and physiplogy (Eccles et al.os
12473 Ttos, 1984), Howevers the identification of the
neurotransmitters involved in specific synspses of Lhe cerebellar
cortex is still 3 major problem. Whereas all irhihitory newrons in
the cerebellumr the Golgir basketr stellste and Furkinje cellsy» seem
to wuse -gminobutyric acid (GAEA) as neurotransmitter (Curtis and
Felixy 19713 Fonnum and Halbergy 19735 Ribak et al,y 1978)y and
glutamic acid is the most probsble transmitter of granule cells
parallel axons (Flint et al., 19814 Sandoval and Cotmans 1978% Young
et 8l.» 1974)y the information on the transmitters of mossy and
climbing fibers is scarce.

For neurochemical studies im specific synapsessy the
cerebellum offers some advantages. One of them is the possibility
of isolating synaptic conmplexes morphologically identified as the
Jlomeruli of the granular layer by their large size and by the
presence of the giant mossy terminals which is the core of the
3lomerulus and makes numerous synapses on granule cell dendrites
(Hajés et al.y 19743 19755 Tapiaz et al.sr 19745 Ealdzs et al.s
1975). The other main synapse present in the glomerulus is that
established between the axon terminals of Golgi cells and the
granule cell dendrites. The isolated glomerulus particles have
beern characterized in some respects., They are enriched in
glutamate decarboxylase and succinate dehydrogernsse but contain

much less choline scetyltransferase (Tapia et al.» 1974% Ealézs
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Isclation of glomerulus sarticles

The glomerulus fraction was obtzined by the rapid procedure of
Hajés et al, (1975)y with the following modifications.
Eight cerebells were cut in a3 MecIlwain tissue chopper in two
perpendicular axes to obtain tisswe Tragments of S00 um, The sliced
tissue was homogenized marvally uwsing two conical pestles (250 and
125 um clearance) and filtered twice through a 2590 um pore size
nylon filter and once through 2 100 um nylom filter. Details of the
homogenization ard centrifugation procedures were carried out as
ﬁescribed (Ha jés et alsr 1975). The enrichment of glomerulus
particles in the corrvesponding fraction of the sucrose gradient was
confirmed by Nomarsky interference contrast microscopy and by
electron microscopy after fixstion inm glutaraldehyde-osmium
tetroxide, Electroem microscopy of glomerwuli after 20 min incubation
in the uptake medium was also carried ouwt in three experiments.

Eesides electron microscopyr the possibility of damage of the
mossy terminals during the incubation procedures was tested by
measuring the release of lazctic dehydrogenase (LDH). For this
purpose aliquots of the resuspended glomerulus particles were added
to the wptake medium and after different incubation periods
centrifuged in a8 Beckman Microfuge 12, LDH activity was measured
spectrophotometrically (Bergmeyer et al.y 1963) in the supernatant
and in the pellet after disrupting the particles by resuwspension in
a small volume of Q.4%Z Triton-X-100.

Frotein was determined by the method of Lowry et al, (1951).



Uptake esperiments

For uptake studies the final pellet of glomerulus particles
from 8 cerebella was resuspended in 3 ml of & Na+—free medium

containing (in mM)? 4.7 KCly 1.2 KH,FO 2.5 Call,» 1.2 MgS0,» 5.6
9 L

4’ 4
glucosey 2346 sucrose and 25 Tris-HCly pH 7.4+ Aliquots of 0.4 mlys
containing 2-4 m3 protein were incubated in 2.5 ml of oxygenated
uptake mediums which was either the resuspension medium described or
medium irn which 118 mM NaCl replsced sucrose (Na+-medium). After 10
min preincubation at 37%, (BH)GQBA (2 uCir 0.5 uM firal
concentration), (BH)glycine (5 uCiy 10 uMdy (SH)serotonin (5 uCir 0.5
uM) or (aH)choline (5 uMy § uwCii other concentrationss were also
used for the kinetic experiments) wass added. Aliguots of 0.4 ml were
taken at 1y 2 and 4 min and filtered rapidly under vaccum om 0,65 um
cellulose acetate Millipore filtersy which were immediastely washed
twice with 5-7 ml of medium, The radioactivity retsined in the
filters was counted by ligquid scintillation spectrometry after the

addition of & ml of Tritosol (Frickey 1975).

Release experiments

The release of radiosctivity after loasding the glomeruli with
labeled GARA» glycines serotonin and choline was studiéd by the
superfusion methed previowsly described (Tapia and Sitges, 1982).
The glomerulus preparation was resuspended in the Na+—c0ntainin5
medium described asbovey except that CaCl2 was omitted, and incubated
in this medium at 37°C as for the uptake experiments in order to
load the glomeruli, After 10 min (GAEBA) or 20 min (glyciner

serotonin and choline) incubation with the labeled compoundsy 0.8 ml



a2liquots were tramsferred to superfusion chsmbers holding 0.65 un
filters: The filters were washed by superfusiorn a3t 1.5-2 ml/min
during § min snd then superiused at 0.5 ml/min for the collection of
l-mim fractiorns, Superfusion mediuvm was the same as that vsed for
loading the glomeruli» and at 6 min it was quickly substituted by a
medium contsining a depolarizirg K+ concentration (47 mM3 Na+ was
proportionally reduced to maintain osmolarity). Farasllel superfusion
chambers were used to study the release in the presence of 2.5 M
Ca2+ and in the abhsence of this cation and presence of 0.1 mM EGTA.
In the experiments with GAEA 81] media contained 0.1 mH
aminooxyacetic acids in those with serotonin they contsirned 0.1

mM pargyline and 1 mM ascorbic acid and in those with choline 0.1 mM
eserines, The radiosctivity inm each collected fraction and that
remaining in the filter at the end of the superfusion were counted
after the additior of 5 ml of Tritosol (Fricke, 1975). Results are
expressed as percent of total radioactivity released per minute
(total radioactivity = totsl relessed + that remaining in the tissue

at the end of the superfusion).

Cerebellar slices

The wptake and release of labeled choline and serotonin was
also studied inm cerebellar slices. For this purposer the vermis was
separated from the cerebellsar hemispheres and cut longitudinaslly in
8 MeTlwsin tissue chopper to obtain slices 500 um thick, These whole
cortex slices were uwsed for serotornin amd ACh release. Furthermorer in arn
attempt to concentrate the granular layer of the cerebellar cortesxy

the molecular layer of the vermis slices was manually removed on



ire nnder & atersnapnsis microsrnos, Tr snme Axceriments these
slices were Tixed and stained with hemstoxvlirn-eosin and it was
enrrohnrated that the removal of the malernlar laver wsg comolete.
These aranular laver slices were used for both wptake and releasse of
serntonin and ACh., The slires were parpfnllv tranaferred to the
uptake medium and to the superfugion chambers using a wide mouth
Fasteur wivette. lUptake and superfusion media were as described
above for the glomeruluws particles. The swperfusion system for the
q%ices was a6 fAescriberd previouslv (L dwer~Colomé et 3l.y 1978), Two
or three slices were used for each superfusion chamber. At the end
nf the superfusion the tissue wuae digested with 1T ml nf a tissue
solubilizer (NCSy Amershamy Arlington Heightsy ILy UiS¢A.) and

radinactivity was counted after the additinm of 5 ml Tritosol.

Separation of released compounds

Trn «ome evoariments the identity nf the radinactivitv released
by depolarization after loading the alomeruli with GABA» slveine and
sprntonin was aseertained hy chramatnarachv. Snsarfosing
fractions were desalted by rassing throuah a Dowex AG 50 column (H+
form)y eluted with 2,5 N NH4C1- ennerntrated hey evaworatinn in a Savant
concentratory spotted on Whatman No. 1 parer or on TLC sheets of
silica ael and run with hutanollacetic aridluater (481201) ar
ethamoliethylenealveoliwater (78381)y respectively. The amino acids
weare run hy both svetems and serntonin antv hy TIO.  Standards of
the radioactive compounds were run in parallel. The paper or sheet
was et in 1 em o oiecesy and radioactivitv was ronrted in each wiece

after elution with Tritosol directly in scintillation visls. The



results of these chromatoarafic analvsis showed that for glycine 635~
70% nf the radinartivityv released corresonnded ta the amino acidi for
GABA this velue was 78-82% and fTor servotonin 83%.

Chnline wasg separated from acetvichnlicme in the sumerfusion
fractions by phosphorylation of choline with choline kinase and
cithseantant svtraction of aretvirholine intn & tnliene arintillation
mixturer as previously described (Tapis et al., 1985).
Fhogsphnerviatinn nf a standard sntotion nf laheled rhnline was
carried ouwt irn parallel to the samples in order to correct for the
artnal phoaphnrvlation valnes which was RAS-9207%7 nf the total choline

rresent.

REQHILTS

Glomerwlus fraction

The ageerrarncres nf the eontinonns aradient af the nuclear
fraction was similar to that described previously (Hajés et al.s
1975), The unae of the tissne rhoweer ftn minee the tisaus bhefore
homoaenization rroved to be more convenient than the previously
emploved methnd with seissnrs, NDharrvatinn nf the ourified
qlomerular fraction by the Nomarski interference technique and by
alactran micrascopv shawerd wictures varv similar tn thnse of Haids et
als (1975), Furthermorer glomeruli incubated in the uptake medium
for 20 min were also nbserved in the electran micrpnscope in three
experiments, No apparent damsse of the alomerwlus structure was
oheaprved after this incuhation time.

The possibility of alomerulus damsdge during the incubation

time wrRs alsn stndied hy measuring the release of LDH a8 described

10



in Methods:, Trn & euperiments of this kind it was nheerved that
before incubation 19.07Z + 2.8 (SEM) of the total LDH activity was in
the auoernatants armd thic valne increaapd tn 30.7% + 4.8 after 10
mir imcubstion and to 27.37 + 2.7 after 20 min incubation. The
differences between these values and the control were rot
sianificant. (F 0.1). Tf thev reorecpnt anme damaae tn the alnmeruli

durinad incubations this is probably very slight.

llotake evoeriments
The reanltta nf the esvoeriments nn the notake nf labsled GARA
and alyeine by the alomerular particles are shown inm Fige 1. In the

3

eresance nf Nn+ the netake nf (THINARA uwrs orartirallv linear durina
thé 4-min period studiedr althouah a8 slightly faster uptake was
nhaerved in the first min. When Na+ wRe nmitted ir the medium there
was no increase of GAEA uptake with timesr so that st 4 min the
inhihitinn due tn NR+ Ahseper wuas 0%, The notrke nf (SH)alvnine i
the presence of Na+ was abhnut twire that nf LARA arnd its Na+
dependence was less clear. In the first min rno inhibition was
detected bv omittina Na+y hit. 2 B0=-A0Z iphihitinn was nhaerved at 2
and 4 min incubation (Figs 1y bottom ranel).

Tr enmtract to the resnlts with RARA arnd alvrines the etake
of (BH):nrntnnin v the alpmertlus earticriess in the owresence nf Na+
was quantitatively very small and it occurred mainly in the first
min nf irecobation (Fia. 2Y. The npmiacinn nf Nn+ rmnt. nnly did not
inhibit serotonin uptake but apparently stimulated its particularly

+
at 2 ARrd 4 min where a BE-75% stimulatinn hy Na  Rhaepnne wasg

observeds In view of these results and those of serotonin release



that will be described belowr the uptaske of serotonin was also
atifdied in alices af the ararmilar Yaver nhtained re deaprihed in
Methodsry ir 8n attempt to preserve as much as wossible the structure
nf the mossv ferminals nf the alomernli arnd at the <ame Lime to
elimimate the possible wrarticieation of molecular laver structures
in the uptake oronpag, The rpanits of these evoarimants indicate
that the uptske of serotornin im the slices was about 100Z hisher
than fthat in the alomerulus fractinne hitt simitarlv fn the latter it
did not show any Na+ deeendencay althnoah nn inhiﬁitinn v
Na+ omicainn was nhasarverd (Fia. 2 inset). When the puceriment was
carried out at Qnﬂ- the notake nf ascntanin in the oresence of
Na+ was ahnnt 50% rerdored (Fia. 2?2 inaest).

The uptake of (3)th1inﬂ hv the alnmernltns fraction and hv
the slices of the graular layer is shoun in Fig. 3. It can be
geen that rholine uctake hv the alomeruli was lTaraer tham of
serotonin and that it was also independent of Na+. ITrn coantrashy
in the slices choline uptashke was partialli Na+-dnunnﬁnntv ainrp &
28 % decresse was observed when Na+ wae nmited irn the medium. Tn
the presence of NB+ R 70 % derprerass in the rholine uptabe was
observed wher the incubation was at 4 © (Fia. 3 inset).

af the four compounds tested in the present paperr only

chnlime uptake had nnt heen erevinusly atudiad in the isnlated
3lomerulus particles. Thereforer 8 kinetic anslysis of choline
uotaké in the presence of Na+ was rarried ont. he resnlts of this
étudv are shown irm Fige 4 as Lineweaver—~Burk plots. Tuwo components
were detecteds with differemt affinitisa. The hiaoh affinitv untake

showed & Km of 14.8 ulM and a Vmax of 109 pmoles/ma rroteins whereas



the values for the low affinity uptake were 102 uM and 382 pmoles/my

proteins respectively.

Release euperiments

The release of labeled GABA and glycine from the glomerulus
particles superfused as described in Methods is shownm in Fig. 5. H+-
depolarization produced a8 100% peak stimulation of the release of
(3H)GAEA in the preserce of Caz+. When this catiom was omitted in
the superfusion mediuvm the stimulation was reduced by abhout 50%Z but
it was not abolished, in spite of the fact that the absence of Ca2+
was secured by adding EGTA to the superfusing media. The control
curve of Fig, O (top panel) shows that the mechanical operation of
changing the medium does no affect the release,

The release of (SH glycine) was stimulated by K+-
depolarization by about 200% and this stimulation was strictly
dependent on the presence of Caz+: since in the absence of this
cation such stimulation was inhibited almost totally (Fig, 5y bottom
panel), Furthermores the stimulation of glycine release was more
rapid than that of GABAr since the peak Lalue for glycine was
obtsirned 1-2 min after changing the mediums» whereas for GAEA 8 bell-
like release curve uwas observed due to a slow increase of the
release stimulated by depolarization.

The release of labeled serotonin from the glomerulus particles
is shown in Figs & (top panel). A small stimulation of about 147 (at
peak value) was gproduced by K+—depolarization in the presence of
CaZ+. However» this stimulation seems to be realy since inp the

-
shsence of Ca“+ irn the medium it was completely abolished, In facty

13



the release curve under the latter conditions is indistimguishable
from the control curve obtsined by the sole operation of changing
the superfusion medium, Furthermores the shape of the stimulation
curve clearly indicates thaty similarly to GARAy there is & gradusl
increase to the peak and then 2 slow declimey whereas in the absence
of Ca2+ or when changing to the same medium there is 3 continuous
asymptotic decline of the release. When the release of serctonin was
studied in whole slices of the cerebellar vermisy the stimulation
produced by H+—depolarization was much more notable (407 peak
stimwlation)y and this stimulstion was reduced by about 75% when
Ca2+ was omitted (Fig. ér central parel), In slices of the granular
layer the stimulation of serotonin release was similar to that in
whole slicesy and the CBZ+—dependence was almost absolute (Fig. 64
hottom panel).

In cantrast to the results with the amino acids and serotoniny
the release of radioactivity from isolated glomeruli loasded with
labeled choline was not stimulated at all by K+-depolarizatiany
either in the presence or in the shsence of CaZ+. Whereas in the
case of serotonin the stimulation of the release was enhanced in the
slices as compared to the glomervlus particlesr again no stimuwlation
whatsoever was observed in whole vermis slices nor in slices of
granular layer loaded with labeled choline (Fig. 7).

In 5 experiments the proportion of radioactive choline and ACh
released from cerebellar slices loaded with choline was studied
as described in Methods. After correction for the actusl extent of
choline phosphorylation observed in standard samples run in

parallely it was found that in the three superfusion periods studied
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(3 min before and two 3 min-periods after stimulation) 86-92X% of the
total radioactivity released was accounted for by cholire armd the

remainder by acetylcholine.

DISCUSSION

Uptake studies

The main aim of the present work was to characterize the
possible neuwrotransmitter role of GAEAr glycines serotonin and ACh
inm the symaptic structures of the cerebellar glomernli, Orn the hasis
of previous findings in conventional brain synaptosomes (Bogdanski
et 8l.s 19683 Iverserny 19713 Kuhar and Murrine 19783 Fagg and Laney
1979)r one of the properties that should he expected for such
neurotransmitter role of amino 2cids and amines is a Na+—dependent
high affinity uptaker whereas choline seems to be taken up 2s &
precursor of ACh, This type of uptake had been previowsly described
in isolated glomerulus particles for glycine (Hilsom et al.y 1976).
For GAEA a high affinity uptake had been also desecribeds but the Na+
dependence of this wptake was not studied (Hamberger et al.r 19763
Hilson et a3l., 1976)., Our results of glycine wptake are similar to
those previously found (Wilson et al.r 1976)y except that the Na*-
dependence was less strict. In contrasts our data show an almost
‘total inhibition of GAEA uptake when Na+ was absent in the medium
(Fig., 1),

In view of what is known on the wuptake of choline and
serotonin in isolated nerve endings (Boadanski et al.s 19683
Yamamura and Snydersy 1973% Simon and Kuhar» 19763 Kuhar and Murrine

1978)y it is surprising that the uptake of these two compounds



—

showed no dependence on Na+ in the iscolated glomeruli (Figs. 2

and 3, This finding cannot be interpreted as due to damsge of the

glomerulus particles, unless the damage is gpecific for 8 glomerular

structure able to take up serotornin and choline but rnot GAEA and

[

3lycine. This does not seem to be the caser howeverr since in the

I

slices of the gramular layvers where the preservation of the

¥

Jlomerwlus structures would be expected to be bettery also no Na+-

|

dependence of serotonin uptske was observedr and only 8 slight

dependerce was observed for choline. The uptake of both compoundsy

]

howevers was partially temperature-sensitiver suggesting the

1

presence of an energy dependent transport.

{
} S

The kinetic study of choline uptake showed two componentss

S—

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

range of those described for conventional synaptosomes from the

-

cerebellums but in the latter only one compormerntr with a Km of 41

UH' which the authors consider of low affinityr was detected

(Yamamura and Snyder, 1973), For serotoniny orne high affinity
compornents with a Km of 0.46 uM (lateral cortex) aor 1.45 uM
(vermis) was recently described in the bovine cerebellun
glomerulus particles (Terrian et al.,» 19835).

It is particularly interesting that by means of
avtoradiographic techniques in isolated glomerulus particles the
nptake of both GAEA and glycine has been located specifically in

the axon terminals of the Golgi cellsy which lay in the periphery

. ¥ t £ L.z H

of the glomerulusy the mossy terminal being virtwslly unable to

. take up these amino acids (Wilkim et al.r 19743 1981)¢ In

L3

contrasts serotonin wptake after intracisternal (Bloom et 3l.»

L3
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1972) or topical application on the vermis rcortex (Eeaudet and
Soteloy 1981) was located in a small population of mossy
terminalsy with little or no radioactivity in the Golgi axons.
These findings will be discussed below in relatiorn to our results

on the release of GARA» glycine and serotonin.

The role of GAEA as the inhibitory transmitter of cerebellar
Golgi cells has been postulated from electrophysiological findings
(Bisti et 8l.» 1971)r and it has been supported by the already
mentioned specific uptake of GABA,» by the immunocytochemical
location of glutamate decarboxylsse im the Golgi terminals
(McLaughlin et al.y 1974)y and by the enrichment of the zetivity of
this enzyme (Ealdsz et al.,» 19795) and of GAEBA receptors (Kingsbury
et al.r 1980) in the isolated glomerulus particles, GABA receptors
have been also locatéd sutoradiographically in the granular layer
(Fslacios et al.s 1980), It seemss therefores that the only evidence
lavking to complete the identification of GAEA as the
neurotransmitter of Golai cell termiralsy namely its release
stimulated by depolarizationy has been fulfilled hy our present
results (Fig.5), The partial dependence on Ca2+ observed is similar
to that greviowsly observed in conventional synasptosomes and brain
slices (Minchiny 1980}% Curnmingham and Neals 1981% Tapia and Ariasss
19824 Arias et al.y» 1984). A CaZ+—dependentr depolarization-induced
release of endogenous GARA has beern also demonstrated in cerebellar

slices (Foster and and Robertss 19803 Flint et al., 1981).
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Glycine

In contrast to GAERA, few data in the literature clearly
suggest a8 transmitter role for glycine in the cerebellumr with the
notable exception of its already wentioned specific wptake into the
Golgi terminasls. Glycine levels are low in the cerebellum as
compared to other areas of the brains although the activity of
sevine-hydroxymethyltransferase and glycine transaminase is similar
to or higher than that in medulla-pons or spinal cord (Aprison and
Nadi» 1978)sy where glycine is considered 2 neurptransmitter. In the
granular layer of the cerebellar cortexs howevers glycine is nearly
as concentrated as GAEBA (Nadi et al.y 1977), Glycine has some
inhibitory action om neuromns in the cerebellums althouwgh wesker than
that of GAEBA (Kawamura and Provinis 19703 Curtis et a3l.r 1971)y but
the release of endogernous glycine (Foster and Roberts» 1980F Flint
et al.r» 1981) and of labeled glycine (Lépez-Colomé et zl.» 1978}%
Okamoto and Namimas 1978) from cerebellar slices was not stimulated
by depolarization, In view of these datar our finding that glycine
release in the glomerulus particles was notably and rapidly
stimulated by H+—depolarizationv and that this stimulation was
- strictly CaZ+—dependentr similarly to spinal cord synaptosones
(Osborne et al., 1973F Levi et al.y 1982)y is ®s surprising as the
high affinity glycine uptake by the Golgi terminalsy and is clearly
complementary to the latter. It is noteworthy that in synaptosomes
from the spinel cords medulla and ponsy and 3lso from the cerebral
cortex where the evidence for a glycinmergic transmission is scarcer
release curves were obtained strikingly similar to our reswlts in

o
the glomeruliy including the Ca“+—dependence (compare Fig.5 of
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the present paper with Figs., 4 and 9 of Levi et al.s» 1982), These
resulis indicate therefore that, in spite of the relatively weak
previous evidencey glycine should he considered 3 stromg candidate
as the transmitter of 8 certain populstion of the Golgi cellsy
possibly different from that releasing GAEAy since competition
eyperiments suggest that the two amino acids are taken up by
different terminals (Wilkin et al.r 1981).

Studies in membranes from isolated 3lomeruli have shown that
they bind strychinine with rather low affinity and no displacement
by glycine (Wilkin et a8l.» 1981), Howeverr strychnine binding not
displaced by glycine has been found also im pigeon optic tectun
(LeFort et al.r 1978)y and strychnine resistant effects of glycine
have been described in the mammalianm (Ryall et al.» 1972) and frog
spinal cord (Evans et al.r 1976+ Nicoll et al.r» 1974). Thereforer
the lack of effect of strychrine on the inhibition mediated by Golgi
neurons (Bisti et al,» 1971) wmight indicster in the light of the
above discussions rot the absence of glycinergic transmission but

the presence of strychnine-insensitive glycine receptors.

Serotonin

There is ample evidence suggesting 3 role of serotonin as s
transmitter in the cerebellsar cortex. Immunohistochemical methods
have beeﬁ veed to demonstrate the presence of serotonin containing
and serotonin-transporting fibers and terminals in both the
molecular and the granular layerss (Hokfelt and Fuxer 19693 Chan—Paiay-
1975} Heaudet and Sotelor 19813 Takeuwchi et al.y 198235 BEishop and Hoy

1985) ., More detailed studies with electron microscopy avtoradiography
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after topical (BReaudet and Sotelos 1981) or intracisternsl (Eloom et al.

vy 1972) administration of labeled serotonin have shown that this
amine is takern up in somer although not the majorityr of the mossy
terminals of the glomeruli,

Furthermorey iontophoretic aspplication of serotonin on granule cells
elicited 8 prolonged scceleration of the rate of discharger and it
has been suggested that the predominant asction of the amine on these
cells is excitation (BEloom et al.r 1972). Our results on the

release of serotonin suggest that this amine is in fact the
neurotransmitter of the mossy terminalss since it was possible

to demonstrate its strictly C32+—dependent release in the

isolsted glomerulus preparation as well as in the slices of the
granular layer. The fact that the stinulation of serotonin

release was comparatively small in both types of preparations

might be due to the heterogerneity of the mossy terminsls in
different parts of the cerebellumy since ass aslready mentioned
serotonin is tasken wp only in a3 limited population of mossy

terminals (Bloom et al., 1972% Eeaudet et al.y 1981L).

Acetylcholine

Date swggesting 28 neuwrotransmitter role of ACh in structures
of the cerebellar glomeruli are very scarce., The
electrophysiological results are predominantly negative (Crawford et
alsy 19463 MeCance and Phillis, 19483 Crepel and Dhamjal, 1982) and
choline acetyltransferaser althouwgh immunohistochemically located
apparently in the glomeruli (Kan et al.,» 1978} see however“Rossierv

1975)y is not enriched in the isolasted glomeruwlus particles, its



relative specific sctivity being only 20% higher than that of LDH
and about 50% less than that of glutamnste decarboxylase or succinic
dehydrogenase (Ealdrs et al,» 1973). With this backgrowunds the total
lack of stimulastion of ACh release from both isolated glomerulus
rarticles and granular layer slices loaded with labeled cholines
observed in the present work: strongly argues agasinst a transmitter
role of ACh in the mossy terminals. This absolute lack of stimulated
release sharply contrasts with the clear stimulation observed with
the other three neurotransmitters studied and therefore cannot be
ascribed to a damsge of the pogsible ACh-releasing structure. The
finding that most of the radiosctivity relessed spontaneously from
\the slices was accounted for by choline agrees with previouws data in
brain synaptosomes showing that choline relesse is spontaneows but
only scetylcholine releasse is stinulasted by depolarizstion (Tapis et
al.y 1985),

In conclusions the results of the presemt work indicate that
the uptake of both serotonin and choline into the cerebellar
glomeruwliy differently from that of GAEA and glycirer is not Na+
dependent, In the light of the identity of the 3lomerular
structures capable of taking up GARAY glycine and serotonirny the
results of the relesse experiments indicate that the two amino acids
are most probably the irnhibitory transmitters of the Golgi cell
terminalsy whereas serotonin might be the excitatory transmitter
of at least a population of the mossy terminals. Finallys the
complete lack of stimulation of ACH release by depolarizations

together with other datas from the literaturer argues strongly
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against a trarsmitter role of this compound in the cerebellar
glomeruli,.

The results of the present paper confirm that neurochemical
studies in well identified isolated nerve endings from the CNS is
rowerful tool for the identificatior of the transmitters of specific
synapses, Howevery it is necessary to keep in mind that other
problems still existy for example the possibility of heterogenous
populations of the identified terminals due to the subzones of the
"CNS regions» 8s it seems to be the casse for serotonin in the present

work.
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Figqure legends?

Figs 1, Uptake of labeled GAEA and glycine by isolated glomerulus
particles in the preserce (118 mM) and absence of Na+. Mean values
of 11 experiments for GAEA and & Tor glycine + SEM.

Fig, 2, Uptske of 3H serotonin by isolated glomerulus particless
and by slices of the gramuwlar layer (inset) in the presence (118
mM) and sbsence of Na+. The uptake by the slices al 0% C in the

[

+ :
presence of Na is also shown. Mean values of § experiments t+ SEM

Figs 3. Uptake of 3H choline by isolsted glomerulus particles and
by slices of the granular layer (inset)y in the presence (118 mM)
and absence of Na'+ The uptake by the slices at 0° C is also

=

showr, Mean values of 6 experiments for the glomeruwli and I for

the slices + SEM.

Figs 4, Double recipocal plot of 3H choline wptake by isolated
glomerulus particles in the presence of 118 mM Na+. Glomerulus
particles were incubsted for 4 min with different concentrations
of cholire, The low affinity component is amplified in the inset.
{m snd Vmax values obtained from this plot are given in the text.

Each point is the mean value of 10 experiments.

Figs, 5+ Release of lsbeled GAEA and glycine from glomerulus
rarticles in the presence (2,5 mM) and absence (with 0.1 mM EGTA)
of Ca2+. After loading the particles with the smino scid they
were washed and superfused ss described in Methods. At 6 min
(arrow) the superfusion medium was substituted by 8 depolarizing

+
medium containing 47 mM K » The control curve of the upper panel

30



refers to the operation of changing the normal nmedivwm (4.7 mM k")
for the same one. Mean valves of 9 experiments for GAEA and 6
dperiments for glycine, The mamimem SEM was 137 of the

corresponding meany but for most points it was smaller than 10%.

Figs 4, Release of 3H serotonin from isolated glomerwulus particles
(9lomernlid)y from slices of the cerebellar vermis (whole slices)
and from slices of the granular lavery in the presence and

abserce of Caz+. Details as for Fig., 5. Mean values of &
experiments for the glomeruli» 10 for the whole slices and 3§ for
the granular layer. The corresponding meary but for most points

it was smaller than 8%,

Fig. 7. Release of radioactivity from isolated glomerulus
particles and from cerebellar slicesy as described in Fig. 6

after loading with 3H choline, As indicated in the text» more than
83% of the radioactivity released corresponded to cholire. Mean
values of § experiments for the glomerulis 8 for the whole slices
and & for the granular layer. The maximum SEM was 11% of the

corresponding meny but for most points it was smaller than 8%,

31




RPENDICE DE RESULTALOS
8e describen en esta seccidn los resultados que nus estan
anpliamentie explicados en €l articulo de publicacion, asi como
otroe  experimentos gque no estdn mencionados como son ios de

czplura de colina en rebanadas de vermis con inhibidores.

Captura do colina porr sinaptosumnas de cerebro de ratén
£n la figura |1 ge observa que la captura de colina en
sineptosamas e curebrg de ratén es dependienio da la presencia
de ta* en ! wadio de incubacidn, en condiciones axperiasntales
cimilarae & las  de “los enperinentos  con glomérul os,.
Cuzlitativameinte, 12 difcrencia mis notable entice los glomérulos
y los sinaptosomas, ¢s la ausencia de dependencia al sodio en la

captuira de colina por parta de los gioasérulos aiul ados.
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Fig. . Coptecién de culina e@n sinsptouscras aislados de
cerebrre do matdn, Lfncubande ia fraccién sinaptosomal e&n un medio
ton O sin Na*v, con SH-colina G.5 uM. Lot puntos representan el
‘prenudio ¢+ E.E. da 3 enperinentos.
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- Captacidn de colina en rebanadas de vermnis sin capa
molecularj efecto de algunos inhibidores.

Puezta'que’la captura de colina en rebanadas de vermis resulté

disminuida llqeramehté en ausencia de Na* (inserto de la figura ...

2 del articulo anexa), era;interusanto probar si dicha .cabtura
era tembién censible a inhibidores ecpeciticos. Cone e obterva

en/yh figura 2 , 0l ofecto del homicolinio=3, - un inhibidor del

frhnsporte de alta afinidad de colina, - @6 de inhibicidén—- de -un- - .

© 37% respecto del control, ' asi ccno también se obdervévtnhiblcﬂdn‘xf,:.'

con el iondforo de sodic aoneneina, y con la ouabaina, un
inhlbﬂdar de la ATFasa da Na+*-K*. Cormo en los expaerimentos del
inserto de la figura 2 (manuscrito), se comprobd que @l sistoema

de captura es fuertemonte depaidiente do tempuratura.
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Fig. 2. Efecto de algunos inhibidoresz scbre el transporiu de

 colfna en rchanades da voralzs ein cepa moulecular. Incubande las

rehanadas. durante 10 minutos on precencia do (W themicolinic 100
uM, (dixonensin