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RESUMEN 

La porci6n vestibular del oído interno de los vertebrados-

es una de las principales fuentes de informaci6n sensorial que-

utiliza el Sistema Nervioso Central para mantener el equilibrio. 

La informaci6n es detectada en el vestíbulo por células pilosas 

sensoriales (células mecanorreceptoras) y enviadas al SNC a tr~ 

v~s de fibras aferentes que las inervan. A su vez, las células 

sensoriales reciben informaci6n central.mediante conexiones ef.! 

rentes. 

Innumerables evidencias indican que esta tranamiai6n ea de 

naturaleza química y la identidad de los neurotranamiaores es -

sujeto de controversia en la actualidad: sin embargo el neuro-

transmisor aferente parece ser el leido r-aminobut1rico. 

Meza y colaboradores en 1981 han demostrado que existe un-

mecanismo de transporte del alta afinidad el GABA que pudiera -

funcionar "in vivo" como mecanismo inactivador del GABA y po•t.! 

riormente demostraron que ocurre la síntesis de GABA en el teji 

do vestibular aislado (Meza y colaboradores, 1982). 

Para afirmar lo anterior, se decidi6 demostrar la presen--

cia de un receptor a GABA, que reuniera las caracter1sticas de-

un receptor de tipo postsin6ptico. 

Se demostr6 que en membranas totales aisladas del tejido -

3 vestibular del pollo el H-GABA unido era desplazado tanto por-

GASA l ntt, como por bicuculina l nM que es un antagonista espe-
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cífico del receptor postsináptico de este aminoácido en el SNC de 

vertebrados. 

una vez demostrada la presencia del receptor, se determinó -

su constante de afinidad (Kd) , encontrándose que esta era de la -

mi•ma magnitud y características que la encontrada en otras prep~ 

raciones membranales obtenidas de Sistema Nervioso 

Por tanto, nuestra• observaciones parecen indicar la presen

cia de un receptor po•tain6ptico a GABA, lo cual apoya la partic_! 

paci6n de e•te amino,cido como neurotransmisor en el vestíbulo -

del pollo. 
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ABREVIACIONES UTILIZADAS 

GABA: ácido gamma-aminobutírico 

SNC: sistema nervioso central 

n."4: milimolar 

Kd: constante de disociaci6n 

em6x: uni6n mAxima 

GAD: glutamato deacarboxilasa 

NCS: solubilizador de tejido 
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I N T R o D u e e I o N 

La audici6n es de entre los sentidos especiales del hombre,

el segundo en importancia, cediendo el primer lugar s6lo al sentj, 

do de la visi6n. 

El aparato auditivo tiene la función estatoacústica y consta 

de tres partes, a saber: 

a).• El o1do externo que recibe las ondas sonoras que causan la

vibraci6n resonante de la menibrana timpánica. 

b).- Bl o1do medio, donde la• ondas son tran.8formadas en vibra-

cionea mec6nicaa y tranamitidas. 

c).• El oldo interno, donde las vibraciones estimulan los recep

torea y sufren la ·transducci6n a impulsos nerviosos especi

fico• que llegaran al Sistema Nervioao Central por la vía -

·del nervio ac6stico. Bl oldo interno tiene también estruc

tura• vestibulare• que son 6ltamente especializadas para el 

sentido del equilibrio. 

Batructura General. 

Bl oldo externo comprende la oreja, el meato ac6atico exter

no y la aembrana del tlmpano. (Figura # 1) Las vibraciones se - -

transmiten a travis de la cavidad del oído medio por una serie de 

trea hueaecillos: el mortillo que se fija a la membrana del t1mpJ! 

no y ae articula con el yunque que, a su vez, se une al estribo -

_por medio de una articulaci6n. La baae del estribo ocupa la ven-
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FIGURA # l. 

Repreaentaci6n esquem4tica que demuestra las relaciones de los o!dos 

externo, medio e interno. 
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tana del vestíbulo en la pared medial del oído medio y cavidad -

timpánica, y se fija al borde de la ventana por medio de un ani

llo de tejido conectivo llamado ligamento anular del estribo. -

(Junqueira y Carneiro, 1976). 

Debido a que los huesecillosfuncionan como una palanca, cu

yo brazo más largo está adherido a la membrana timpánica, y la -

base del estribo es considerablemente más chica que la membrana

timpánica, la fuerza vibradora del estribo es apro~imadamente 

diez veces mayor que la de la membrana timpánica. 

El oído interno, también llamado laberinto, es una estruct_!:! 

ra compleja formada por una serie de sacos membranosos llenos de 

líquido que se encuentran alojados dentrode las cavidades en la

porci6n petrosa del hueso temporal (Figura # 2a). 

Al conjunto de cavidades y canales limitados por el tejido-

6seo se le conoce con el nombre de laberinto 6seo. Dentro de é~ 

te se encuentra el laberinto membranoso que es una serie de es-

tructuras membranosas que ocupan parcialmente las cavidades óseas, 

siguiendo por lo común su forma. 

A pesar de que en algunos sitios se adhiere a la pared6se~ 

el laberinto membranoso generalmente se presenta separado del -

hueso. 

El laberinto 6seo está constituido por una cavidad central

de forma irregular que comprende el vestíbulo, donde de un lado

desembocan los canales semicirculares y de otro la cóclea. El -

. 1 
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FIGURA # 2. 

OlflJlW' ik. ' 
Colfii. 

En la figura se observa de manera esquemática la estructura del 

oído interno. Los canales semicirculares presentan dilatacio--

nes denominadas ampollas (a,b,c). Las regiones obscuras consti 

tuyen el epitelio sensorial que se encuentra constituído por --

las células de tipo I y II. 

Dilatación del canal semicircular, la ampolla, representada en-

su totalidad (izquierda) y en sección trnasversal (derecha). --

Los pelos sensorios anclados en una superficie en forma de cre_l! 

ta, la cual se proyecta en una masa gelatinosa denominada cúpu-

la. La flexión de los pelos sensorios estimula la transmisión-

de impulsos por las células nerviosas. 
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vestíbulo contiene dos estructuras distintas, el sáculo y e~ -

utrículo. En el utrículo desembocan los canales semicirculares. 

Cada uno de estos canales presentan una dilatación llamada 

ampolla (Figura# 2b) en una de sus extremidades. 

El sáculo se encuentra también dentro del vestíbulo y está 

unido al utrículo y a la c6clea por estrechos canales. 

Las máculas en el sáculo y el utrículo, y las crestas amp_2 

llares, en las ampollas de los canales semicirculares, constitu 

yen pequeñas regiones (2 a 3 mm) de epitelio engrosado y dife-- · 

renciado en epitelio sensorial. 

En la c6clea existe igualmente este tipo de tejido consti

tuyendo el 6rgano de corti. 

El epitelio sensorial está formado básicamente por dos ti

pos celulares: las células de sostén y las receptoras. 

Las células receptoras presentan dos tipos de células: las 

células pilosas de tipo I tienen forma de botella con la base -

redonda y la porci6n del cuello angosto en tanto que las célu-

las del tipo II tienen una forma más esbeltq y uniforme (Figura 

# 3). 

De 40 a 80 pelos sensorios, también llamados estereocilios, 

se proyectan desde la parte apical de cada célula junto con un

solo cilio verdadero 6 cinocilio. (Barr, 1975). 

Los cilios están encajados en una masa material gelatinoso 

no celular llamada cúpula, que en el caso de la mácula del s6c_.9 
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FIGURA # 3. 

Representaci6n esquemática de las células que constituyen la Pé!!' 

te sensitiva del epitelio del oído interno. 

Las c6lulas tipo I (izquierda) presentan forma de botella con la 

base redonda y la porci6n del cuello angosta¡ las células tipo -

II (derecha} tienen una forma más esbelta y uniforme. 

Mostrando en el No. l una sinapsis eferente y en el No. 2 una sj. 

napsia aferente la cual se ve amplificada en la Figura # 4. 
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lo y del utrículo contienen cristales de carbonato de calcio (ot_Q 

litos) y proteínas. 

Estas células son receptoras al movimiento y en su porci6n -

basal se presentan sinapsis de tipo aferente (Figura# 3 y 4) que 

transmiten la información al Sistema Nervioso Central y están mo

duladas por sinapsis eferentes procedentes de centros superiores. 

Existen evidencias de tipo fisiológico y morfol6gicos que ~ 

muestran que la transmisi6n tanto aferente como eferente se lleva 

a cabo por un mediador químico, pero se desconoce su identidad. 

La naturaleza química del neurotransmisor aferente es contr_Q 

vertida: sin embargo, muchos datos seftalan al GABA como el com- -

puesto activo. 

Meza y colaboradores, 1981, han observado que hay un mecani..§ 

mo de transporte para GABA de alta afinidad que pudieran funcio-

nar "in vivo" como mecanismo inacti vador del GABA, y demostraron

la actividad de la descarboxilasa glut6mica (GAO) , la enzima que

sintetiza al GABA, en homogeneizados de crestas vestibulares de -

pollo (Meza y colaboradores, 1982), por lo que se decidi6 demos-

trar la existencia de un receptor a este aminoácido, que mostrara 

las características para representar a un receptor de tipo postsi 

náptico en las membranas aisladas de las crestas vestibulares del 

?Ollo. 

El 'cido gamma-aminobut!rico (GABA) como neurotransmisor. 

Aunque sintetizado desde 1883, (Cooper y colaboradores, 1978) 
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SINAPSIS AFERENTE 

... · ... 

FIGURA # 4. 

TERMINACION 

NERVIOSA 
SENSORIA 

AFERENTE 

VAINA DE _ __..;.. .. 
MIELINA 

Se cree por diversas evidencias que el GASA es el neurotransmi--

sor responsable de transmitir la información al Sistema Nervioso 

Central por medio de sinapsis aferente, la cual se encuentra re-

pre•entada en forma esquemática en la figura. 
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el GABA fué considerado por mu~hos años como producto de microo_f 

ganismos y plantas, y fué hasta en 1950 que se le identificó co

mo constituyente normal en el SNC de los mamiferos estando ause..!.l 

te prácticamente en todos los demás tejidos (Roberts y Franhel,-

1950; Awapara y colaboradores, 1950). 

Existen evidencias obtenidas de los invertebrados para asignar 

al GABA la función de transmisor en las terminales nerviosas in

hibidoras en los receptores de los crustáceos (Cooper y colabor~ 

dores, 1978). 

Las evidencias para considerar al GABA como neurotransmisor 

se pueden resumir en los siguientes puntos: 

a).- Bl GABA aplicado .~~calrnente mimetiza los efectos de la esti 

mulaci6n de loa nervios inhibitorios en las uniones neuro-

musculares de los crust6ceos, al igual que en otras sinapsis 

de los mismos (Cooper y colaboradores, 1978). 

b).- El GABA ex69eno y la sustancia transmisora inhibidora end6-

gena cuando entran en contacto con la membrana postsinápti

ca a los sitios que contienen receptores provocan que está

membrana se vuelva más permeable al i6n cloro. Este aumeE 

to en la permeabilidad al cloro puede ser bloqueando en am

bos casos por la picrotoxina y la bicuculina, potentes blo

queadores de los receptores del GABA (Krnjevf.c, 1974; cur-

y colaboradores, 1971 a y b). Un modelo de su organizaci6n 

en la membrana se ve en la Figura # 5. 
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FIGURA# 5. 
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Modelo eaquem6tico del poaible mecani•mo de acción del GASA so
bre el receptor, acoplado a la apertura de canales de c1- y de
K +, La• f6raulaa repreaentan loa grupoa funcionalea de laa mo 
16culaa que participan tanto en la uni6n como en el intercalllbiO 
i6nico, y ••t'n ubicada• en la membrana. (Derivado de Enna y--. 
Snyder, 19771 Y de Oomura y ad. 1979) • 

. . 
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c) • - Probado en experimentos electrofisiológicos (Krnjevié, 1974), 

el GABA parece ser el compuesto inhibidor más potente extraí 

do del sistema nervioso de la langosta. 

d) .- Las enzimas necesarias para la formación y destrucción del -

GABA se encuentran en las terminales nerviosas y en el cuer

po neuronal (Salgonicoff y DeRobertis, 1965). 

e).- El GABA es captado en forma activa en las terminaciones pre

sinápticas por un mecanismo dependiente de sodio (Sano y Ro

berts, 1961; Kuriyama y colaboradores, 1968¡ Iversen y Johns 

ton, 1971; Beart y Johnston, 1973). 

uno de los requisitos que se piden a una sustancia que es -

candidato para actuar como neurotransmisor es que, en el sistema

en el que se postula existan receptores de tipo postsináptico. 

El concepto de receptor fué introducido por Langley en 1905-

basándose en sus estudios de agonistas y antagonistas de drogas y 

hormonas. 

Curtis en 1969 aport6 una evidencia fisiol6gica de la preseE 

cía de receptores a aminoácidos. 

Los receptores parecen ser un complejo rnultimérico, de natu

raleza lipoproteíca 6 bien una proteína lípido-dependiente (Enna

y colaboradores, 1975 a; Enna y Snyder, 1977 b; Peck, 1980), que

reside en las membranas postsinápticas y que exhibe las siguien-·· 

tes propiedades: 

- La unión específica está caracterizada por una alta afini-
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dad y baja capacidad por lo que es saturable. 

- Los receptores tienen capacidad de reconocimiento y aso-

ciaci6n con un aminoácido específico. 

- El complejo receptor-ligando se puede disociar en forma -

natural. 

un modelo representativo del funcionamiento de un receptar

se presenta en la Figura # 6. 

Para poder estudiar estos receptores, se ha desarrollado -

una técnica que permite el estudio de la interacci6n fisicoquímJ. 

ca entre un ligando marcado radiactivanente y el receptor preseE 

te en las membranas procedentes de fracciones subcelulares, ais

ladas previamente. 

Los marcadores radiacti'UOs, deben tener una alta radiactivJ. 

dad con el objeto de poder detectar estructuras receptoras que - · 

se encuentren en baja concentración en las membranas. 

Existe un cierto número de criterios que es necesario sati.! 

facer para poder establecer que las mediciones del ligando em- -

pleado reflejan una verdadera interacci6n transmisor-receptor: 

l.- La interacci6n debe presentar especificidad estructural y e_! 

t6rica similar a la del transmisor original, sus an&logos y

aua antagonistas. 

2.- El ligando marcado que se use como detector en la membrana.

debe presentar una actividad biológica equivalente a la del-
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compuesto transmisor para que el intercambio de este análogo 

por el transmisor sea posible en los sitios receptores. 

3.- Esta interacci6n debe mostrar saturabilidad en un rango que

resulte significativo si se le relaciona con las concentra-

cienes del compuesto que provocan una reacci6n en el sistema 

biol6gico. 

4.- La interacci6n debe ser de alta afinidad a concentraciones -

fisiol69icamente activas del ligando. 

5.- La interacci6n debe ser reversible, para que la presencia en 

el medio, del transmisor o su agonista pueda producir un de_! 

plazamiento del ligando marcado unido al receptor. (L6pez-C_g 

lom6, 1991) • 

El estudio de las propiedades cin6ticas de las interaccio-

nea ligando-receptor se hace dif !cil debido a que en general, el 

n6mero de receptores en las membranas es bajo y la interacci6n -

es de alta afinidad y r!pido recambio, por lo que la mayor parte 

de estos estudios de han llevado a cabo en el estado de equili-

brio de la reacci6n (asociaci6n-disociaci6n). 

Debido a las características que presenta esta interacci6n

se puede justificar el uso de antagonistas de los compuestos que 

se desea estudiar, ya que con frecuencia tienen una afinidad ma

yor por el receptor que el compuesto mismo. 

La uni6n "in vitro" de 3u-GABA a las membranas sinápticas -

~s reconocida como una expresi6n de la interacc i6n entre el GABA 
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Modelo esquel'llitico de la interacción ligando-receptor. 

y los sitios receptores en el SNC, (Zukin y colaboradores, 19741 

Enna y Snyder, 1975). 

Un modelo del posible mecanismo de la uni6n del GABA a los 

sitios del receptor se muestra en la figura # 6. 

Estas interacciones con receptores locales postsinipticos-
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implican: 

- Uniones independientes del i6n sodio, (Peck y colaborado

res, 1973: Enna y Snyder, 1975 a). Interacciones del - -

3ii-GABA con otros sitios en la membrana, principalmente -

transporte local, parecen ser independientes de sodio y -

muestranmásde las propiedades sugeridas en los mecanis-

mos de captaci6n. 

- Solo se observa esta uni6n en tejido congelado-descongel~ 

do (Zukin y colaboradores, 1974) : esto se podría explicar 

con un cambio conformacional originado por la congelaci6n 

y descongelaci6n lo cual exhibe sitios de uni6n ocultos.

(Greenlee y colaboradores, 1978). 

- Beta uni6n se ve inhibida en presencia de bicuculina, el

cual es un antagonista de la acci6n del GABA: este alca-

loide derivado de la ftalida isoquinolina es un antagoni.!! 

ta reversible, competitivo y tiene estereoespecificidad -

selectiva con el isomero (+) bicuculina el cual tiene una 

configuraci6n de lS, 9R, ademls en una parte de su mol~c_E 

la presenta analogía estructural con el GABA (Figura# 7). 

(Curtis y colaboradores, 1970 y l97lb: Peck y colaborado

res, 1976). 

- El tratamiento con Trit6n X-100 incrementa la unión de --

3e-GABA a los sitios del receptor casi al doble: esto po

dr1a debersea que ocurre una deslipidaci6n y desproteini-
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zaci6n que promueve los sitios de uni6n (Enna y Snyder, --

1977b: Larsen y Johnston, 1978). 

- Repetidos lavados al tejido eliminan la presencia de un i_g 

hibidor endógeno de la uni6n (Greenlee y colaboradores, 

1978) . 

Se ha comprobado que existe una correlaci6n entre la distri

buci6si regional de los sitios de uni6n al receptor y la actividad 

de la 9lutamato descarboxilasa (GAD) , la enzima sintetizante del

GABA (Enna y colaboradores, 1975b y 1976b) tambián se ha estudia

do el curso de su evoluci6n filogenética (Mann y Enna, 1980) ob-

•ervindose una mayor sensibilidad a la bicuculina en especies más 

evolucionadas. 

La uni6n de la-GABA con caracter!sticas que indican sitios -

del receptor postsiniptico se ha estudiado principalmente en el -

cerebro de varias especies de maalferos (Enna y Snyder, l975b) en 

el cerebelo (Olaen y colaboradores, 1979), en la m6dula espinal -

(Curtis y Crawford, 1969), en la retina (Enna y Snyder, 1976) y -

en lo• 6rganos perif6ricos como el obiducto (Brdoy Lapis, 1982). 

Por todo• estos antecedentes, en el presente estudio se exa

ainaron las características del 3a-GABA unido a una preparaci6n -

!lllllbranal cruda de crestas vestibulares del oído interno de pollo, 

CIClllO un criterio de apoyo para postular al GABA como neurotransmj. 

~i:ir en el vest!bulo del pollo. 
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(.--"11. 

FIGURA # 7. 

Repre1entaci6n esquem,tica de la analogla estructural del iso• 

mero (+) de la Bicuculina con el GABA. 
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La uniones se realizaron en condiciones tales que parece iJ!l 

plicar una interacci6n con receptores locales postsinápticos y -

estas uniones son comparadas con las que presenta el 3H-CAGA en

fracciones crudas membranales y sinaptosomales del cerebro de r_2 

t6n en donde, por muchas técnicas se ha demostrado la presencia

de un receptor de tipo postsin6ptico a GABA. 

Los requisitos necesarios para considerar que el sitio de -

uni6n es el receptor postsináptico son: 

a).- Que la uni6n solo se detecte en el tejido congelado. 

b) .- Que la unión.sea saturable. 

e).- Ser desplazable específicamente por la propia sustan-

cia 6, 

d) .- Ser desplazable por un antagonista especifico. 

e).- La uni6n receptor-ligando sea independiente de sodio. 
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MATERIAL Y M E T O D O S 

- Animales utilizados: 

a).- Pollitos rojos Rhode Island de un día de nacidos de la. 

granja Armour Hatchery (Máxico) • 

b) .- Ratones Albinos adultos de 25-30 g. de ~so, de la ce

pa local, Centro de Investigaciones en Fisiología Cel_E 

lar, UNAM. Estos fueron usados como control. 

- Reactivos empleados: 

Buffer Krebs-ringer-tris. ¡:e 7.4 

NICl..._ _____________ 118.5 rrM 

KCl 4. 75 nM 

CICl l. 77 nM 

MgSO 1.18 nM 

l<H2'0 l. 20 nM 

Gluc:o•a 5.60 nM 

Tris-citrato 25. O nM 

Bn los experiaentos realizados en ausencia de sodio, se utj 

z6 cloruro de coUna en la misma concentrac i6n ( 118 nM) , en 

suatituci6n del NIC l. 

El 3ii-GABA (actividad específica 30-40 Ci/nMol) fu6 obteni

do de New England Corp. 

La (+) Bicuculina obtenida de Sigma Chemical co., se emple6 

a una concentraci6n de 1 •; disolvi6ndose en 20 ml. de HCl 
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al O. 01 N y ajustando el .Ei1 a 5. 5 con NaOH. Se utiliz6 ca

lentamiento para favorecer la disoluci6n. 

E 1 GABA frío (no radioactivo) obtenido de Sigma e hernie al 

ca., se emple6 a una concentraci6n de 1 nM. 

La sacarosa obtenida de Merck, con una pureza del 90'/o, se e_m 

ple6 a una concentraci6n del 0.32 M. 

La sacarosa obtenida de Merck, con una pureza del 90'/o, se -

emple6 a una concentraci6n del 0.32 M. 

T rit6n X-100 (Octyl fenoxy polietoxietanol) al O. 09% ( v/v)-

en agua. 

Liquido cintilador para el conteo de la radioactividad. 

"Tritoaol" (para preparar 1000 ml. según Friche. 1975). 

PPO ( 2, 5-difeniloxozol) 3 g. 

Trit6n x-100 ----------- 257 ml. 

Btilen glicol.___________ 37 ml. 

Btanol absoluto.._ _________ 106 ml. 

Xilol--.. _____________ 600 ml. 

Considerando que loa sitios de uni6n corresponden a un re-

captor de tipo poatain4ptico loa experimentos realizados se hi-

c ieron ens 

- En tejido congelado 

- En concentraciones crecientes de 3u-GABA 

- Exceso de GABA no radiactivo 
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- Presencia del (+) isomero de la bicuculina 

- Presencia y ausencia de sodio. 

Utilizando para su estudio las técnicas descritas por Enna-

y Snyder en 1975 (con algunas modificaciones). 

Preparaci6n de la fracci6n membrana! cruda 

de crestas vestibulares 

Se sacrificaron 30 pollitos de un d!a de nacidos, se extra-

jeron las crestas por medio de una disecci6n al microscopio y el 

tejido resultante, (aproximadamente 100 mg) se homogeniz6 perfe_E 

tamente en 10 ml. de agua tridestilada, el homogenizado que se -

obtuvo se dispers6 con un sonicador (Ultrasonic Power Unit) du--

rante 5 segundos, despu6s se congelo a oºc por 24 horas, se des-

congelo a temperatura ambiente y se sonic6 por 10 minutos (15 s~ 

gundps sonicar y 5 segundos descans6), despu6s nuevamente se co_n 

gel6 a oºc por 24 horas, se descongeló a temperatura ambiente y-

ae centrifug6 a 32,000 rpm durante 20 minutos, se desechó el so-

brenadante y el sedimento constituido por membranas totales se -

guard6 en congelaci6n por un lapso mínimo de 45 d!as, transcurrj 

do este tiempo las membranas ae utilizaron para medir la uni6n -

de GASA al receptor. 

Preparaciones control 

a).- Membranas totales del cerebro de ratón. 

Se emplearon 2 ratones que se sacrificaron por fractura ce.E 
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vical y se decapitaron. Inmediatamente se removi6 la corteza c~ 

rebral y se homogeneiz6 en 10 ml. de agua tridestilada, se soni

caron durante 30 segundos, y se guardaron en congelaci6n durante 

24 horas a oºc. se descongelaron a temperatura ambiente y se so

nic6 durante 10 minutos (15 segundos sonicar y 5 segundos dese~ 

sos), nuevamente se congel6 por 24 horas a oºc: se descongelaron 

a temperatura ambiente y se centrifugaron a 32,000 rpm durante -

20 minutos, se elimin6 el sobrenadante y el sedimento que se en

cuentra constituido por membranas totales del cerebro de rat6n,

se guard6 en congelación por un lapso mínimo de 45 días, despu6s 

de este tiempo se determinó la uni6n al receptor. 

b).- Fracci6n sinaptosomal cruda del cerebro de rat6n. 

Se utilizaron 6 ratones, se sacrificaron por'fractura cervj 

cal y fueron inmediatamente decapitados, se removi6 rápidamente

el cerebro el cual se homogeneizó en 15 vol6menes de sacarosa 

fr!a 0.32 M, y se centrifug6 a 3,500 rpm durante 10 minutos, se 

separ6 el sobrenadante y se centrifugó a 11,500 rpm por 20 minu

tos, se decant6 y el sedimento que contiene mitocondrías, lisos_2 

mas y sinaptosomas (terminaciones nerviosas), se homogeneizaron

en el volumen original con agua. 

Se conserva el homogenizado a 4°C por 15 minutos, se s6nica 

por 30 segundos, se centrifug6 a 7,600 rpm durante 20 minutos, -

con esto se obtuvo un sobrenadante y dos sedimentos de diferente 

peso, con una pipeta Pasteur se retir6 cuidadosamente el aedimeJ! 
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to menos pesado (fracci6n membranal sinaptosomal) el cual se -

centrifug6 a 28,000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se -

descart6 y el sedimento se resuspende nuevamente en agua, en el

volumen original, se centrifu96 a 28,000 rpm durante 20 minutos, 

se descart6 el sobrenadante y el sedimento se conserv6 en refri-

9eraci6n por lo menos durante 18 horas. 

Determinaci6n de la uni6n al receptor 

Para el ensayo de la uni6n al receptor, se emplearon las -

membranas previamente tratadas, se descongelaron a temperatura -

ambiente, se homogeneizaron perfectamente en el buffer Krebs-ri..n 

ger-tris a .Efl 7.4, se adicion6Trit6n x-100 al 0.09% (v/v) y se

incubaron en agitaci6n a 37cc durante 30 minutos; como uno de -

requisitos para considerar que los sitios de uni6n corresponden

~ un receptor postsináptico es su independencia del i6n sodio, -

las incubaciones se realizaron en presencia y ausencia de este -

i6n; se centrifug6 a 32,000 rpm durante 15 minutos, se elimin6 -

e1 aobrenadante y el sedimento se lav6 dos veces más para elimi

::.ar el exceso de deter~entt,, agregand·:> buffar I<rabd-ringer-tris

~· centrifugando repetidamente. 

Despu6s de loa lavados, se resuspendi6 en el mismo buffer -

en un volumen tal que se tenga de 0.028 a 0.035 de proteína por· 

~~o, (0.014 a 0.0175 por mililitro). 

La reacci6n se lleva a cabo de la siguiente manera: 
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Tubos de 1-2-3 4-5-6 7-8-9 
policarbnnato 

Buffer 1 ml. 1 ml. O. 8 ml. 
Krebs-ringer-tr is 

3H-GABA 50 pi. so f'J-· 50 JJ-1· 
GABA 1 m\1 ----- 2op. ----

Bicuculina 0.1 rrM ----- ----- 0.2 ml. 

Membranas 1 ml. 1 ml. 1 ml. 

Una vez que se ha aftadido la suspensi6n de membranas se inj 

ci6 la reacci6n al equilibrio, que se alcanz6 después de 5 minu-

tos de agitaci6n manual a temperatura ambiente, después de la --

cual, la reacci6n se detuvo por centr1fugaci6n a 32,000 rpm por-

15 minutos. Se elimin6 r4pidamente el sobrenadante y el exceao-

de radiaactividad en el sedimento se elimin6 con 5 ml de agua --
! 

tride•tilada fria. 

Poateriormente el tejido ae digiri6 con 0.2 ml de NCS y un-

ligero calentamiento. A .cada frasquito ae le agregaron 15 ml. -

de tritosol para conteo de centelleo ae guardaron la• mue•traa -

en la• obscuridad, y se realiz6 el conteo de la radiactividad en 

un contador de centelleo liquido Pachard Tricarb, ha•ta valorea-

constantes. 

La eficiencia de conteo es del 40% se determin6 utilizando-

un eatandar externo; un diagrama que indica todo el procedimien-

to de manejo e incubaci6n se muestra en la Figura i B. 
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Para determinar la constante de afinidad, se siguió el mi~ 

mo procedimiento indicado arriba, pero en presencia de concen-

traciones crecientes de GABA desde 0.2 hasta 93.0 m~. 

Determinación de Proteína 

El contenido protéico fue determinado por el método de - -

Lowry y colaboradores (1951). 

Se utilizó albumina sérica bovina como eQtandar. 

Nomenclatura 

En la nomenclatura de los estudios de uni6n, no referire-

mo1 en los siguientes términos: 

"Uni6n total" 

B• la radiactividad unida en ausencia de GABA l m.~ (no

marcado radiactivamente) 

•uni6n no especifica" 

B• la radiactividad unida en presencia de un exceso de

GABA l lft. 

•uni6n especifica" 

Es la diferencia entre la uni6n total y la no espec1f i-

ca. 

cUculo• 

Los c'lculos se hicieron de la siguiente manera: 

Para obtener la uni6n de 3e-GABA en pmoles/mg de proteína. 

Se tiene una concentraci6n de 3e-GABA de 0.03 nM en 1000 -

ml, 0.003 molar en l ml. 
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0.003 molas l ml. 

X 0.05 ml. 

X =O. 000165 nmolas en 2 -

ml. de la mezcla de --

reacci6n. 

Para obtener las desintegraciones por minuto DPM partirnos -

de la definici6n: 

ij.(c i 
o. ss)<:i X' 

X' = 1.22 X 106 DPM 

(O. 55 fa.e i es lo que se pone en la mezcla de reacci6n) • 

l.22 106 0.000165 nmolas 

X" l nmolaa 

X' = 7.39 x 109 DPM en una nmola 

por lo que en una pico mola 

tendremos 73900 OPM. 

Se tiene pues 73900 DPM/pnolas de 3a-GABA 

Para ob~ener las OPM de las cuentas porminuto CPM, la efi-

ciencia del sistema es de 40.0 %. 

CPM -------- 40. O % 

X ' ' ' ------- 100. O % 

X''' • DPM de las CPM. 

Las pmolas de 3a-GABA que se unen se obtienen de la siguie.n 

te manera: 

.. · 
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DPM de las CPM 
73900 DPM 

... 

= pmolas 

Y esto se divide entre los m~ de proteína en l ml., es decir 

lo que se pone del homogenado en la reacci6n. 

pmolas = pmolas/mg de proteína 
mg de proteína 

,. . 
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R E S U L T A D O S 

Ya que uno de los criterios más importantes para considerar 

el sitio de unión como el receptor postsináptico es que éste pu~ 

da detectarse en tejido congelado (Zukin y colaboradores, 1974)-

se explor6 la influencia que tenía el tiempo de congelamiento S..Q 

bre la unión de 3H-GABA en presencia de GASA 1 m~ y de un antaS,Q 

nista específico como lo es la bicuculina (Curtís y colaborado--

res, 1970 y 1971 b). 

3 La unión específica de H-GABA se expresó en dpn\/mg de pro-

teina (Tabla 1). 

Se observa que en tejido congelado durante cinco semanas no 

se observ6 el desplazamiento en presencia de GABA l nM o de bic~ 

culina l nM: despu6s de la sexta semana de congelamiento aumen--

tan considerablemente las dpnVmg de proteína y se aprecian fScij. 

aente loa desplazamientos por GABA l nM y por bicuculina/llM. 

De acuerdo con estos resultados, todos lo• experimentos si-

guientes se realizaron con membranas que tenlan de 6 a 7 semanas 

de congelaci6n y en presencia de GABA l llM 6 de bicuculina tam--

bi6n 1 att. 

La uni6n de GASA al receptor poatsinlptico se caracteriza -

por ser independiente del i6n sodio (Peck y colaboradora•, 1973: 

Enna y Snyder, 1975 a) por lo que realizamo• experimentos ten- -

diente• a dilucidar loa efectos del sodio en la uni6n de 3K-GABA 

a membranas del oldo interno. Para esto se midieron lo• deapl.! 
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mientas de 3s-GABA en presencia de GABA 1 nM y de bicuculina 1 -

~~ en ausencia y presencia de sodio. (Figura# 9). 

cuando los datos se expresaron en forma porcentual se obse_E 

v6 que hab!a un desplazamiento por GABA 1 m~ del 86.~~ y por bi

cuculina 1 m.~ del 56.18 %: en ausencia de sodio se obtuvo un de.§ 

plazamiento por GABA 1 m~ del 91.5 % y por bicuculina del 54.0 %. 

Ya que se sabe que la uni6n de 3ti-GABA a membranas de cere

bro de rat6n tiene las características de un receptor postsináp

tico se utilizaron dos controles el primero consiste en una pre

paraci6n membranal de cerebro completo de rat6n y la segunda es

una fracci6n sinaptoaomal cruda de cerebro de rat6n. 

Loe desplazamientos de ratón fueron: por GABA l nM del 

84.66" y por bicuculina 1 llM del 40.7 % y en ausencia de este -

16n fueron da 96.7" y de 41.5 % respectivamente. 

Por lo tanto, no parece existir una influencia del i6n so-

dio sobre la uni6n de 3s-GABA a membranas, tanto en las membra-

na• del oldo del pollo como en loa controle•. 

Cuando 1e exprea6 la uni6n e1peclfica de 3u-GABA en membra

nas del oldo interno y en loa dos ccntrole1utilizadoa (Figura i 

10). Como unidade1 abaolutaa, se encontr6 que para las membra-

naa del oldo del pollo se obtenlan 1.12 pmola1/m9 de proteína y

para la• aetlbranaa totales del cerebro de rat6n y de la fracci6n 

ainaptoaoaal cruda esta unión era de 1.07 y 3.5 pmola,/mg de pro

telna respectivamente, en presencia de sodio. En ausencia de ª.! 
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te i6n se obtuvieron en el oído del pollo 1.05 y en las membra

nas tales del cerebro de rat6n fué de 1.0 pmolas/mg de proteína. 

Aunque las membranas de la fracci6n sináptosomal, no se realiza-

ron experimentos en ausencia de sodio, expresados en forma abso

luta, tampoco se observa diferencia con experimentos realizados

en ausencia de sodio en las otras prepararaciones. 

Con el fin de determinar la influencia de la concentraci6n

de proteína sobre la uni6n de GABA al receptor,esta se determin6 

en presencia de diferentes concentraciones de proteína conserv~ 

do constante la concentraci6n de 3a-GABA. 

En la tabla II se observa que a mayor cantidad de proteína, 

aumentan las dpm pero la uni6n especifica de 3a-GABA expresado en 

pmola•/mg de proteína disminuyen. 

Al tener la• caracterl•ticas 6ptimas de medici6n de la uni6n 

de 3a-GABA a au receptor en los experimento~ anteriormente menci,g 

nadoa, quedaba por demostrar el criterio que a nuestro juicio era 

el mis importante para asignar al papel de un receptor postsin6p

tico a todas estas observacionea 1 este requisito consiste en de-

mo1trar que este receptor es saturable cuando se mide a concentr.! 

cione• crecientes del ligando. Los resultados que se obtuvieron

para demoatrar •e preaentan en la Figura # 11. 

Como puede verse, cuando se graficaron la uni6n especifica -

del 3e-o.ABA expresado e n pmolaa/mg de proteína contra lH concen

tracionea de la-GABA usada, se observa una típica curva de aatur.! 

ci6n, corao ha sido descrita parél las interacciones entre un recap-
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tor y su ligando, graficando estos mismos resultados por el mét..Q 

do de S catchard y realizando los cálculos con ayuda de una compu

tadora PDP ll/34 se puede observar en la Figura# 12 que existe

una linearidad entre los puntos encontrados lo que indica un so

lo tipo de receptor con una constante de afinidad (Kd) de 19.4 y 

una uni6n máxima (Bmáx) de 5.8 pmolas/mg de proteína. Esta fig_g 

ra fué trazada con un graficador 7225B PLCYI'TER HEWLETT PACKARD -

acoplado a la computadora. 
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D I S C U S I O N 

La uni6n de 3H-<iABA a los sitios del receptor solo ocurre con 

membranas congeladas (zukin y colaboradores 1974, esto se corrQ 

boro con los datos obtenidos en la tabla 1 en donde se observa

que durante las primeras cinco semanas no hay desplazamiento de

JH-GABA en presencia de GABll 1 M o de Bicuculina 1 mM. 

A juzgar por esto puede decirse que lo que estamos obser-

vando corresponde a una 'baptaci6n" de GABA el cual ha sido defi

nido como un sistema de transporte de alta afinidad (Defeudis y

colaboradores 1975: Meza y colaboradores. 1981), despu6s de la

sexta semana de congelamiento se observa desplazamiento del 3H -

ISABA por GABA 1 mM y por Bicuculina 1 mM esto podr1a explicar&'! 

a que durante este tiempo se exponen mis sitios en la membrana -

conteniendo al receptor (Greenle y colaboradores. 1978). 

La uni6n de 3H-GABA a membrana mostr6 especificidad ya que

fu6 desplazada por el GABA no radioactivo :(lnna y Snyderm, 1975 

y por un antagonista específico como es la bicuculina (Curtís y

colaboradores, 1970: Curtís y colaboradores, 1971). 

La uni6n de 3H-GABA a los sitios del receptor se caracteri

za por ser independiente de sodio (Peck y colaboradores, 1973: -

Bnna y Snyder, 1975:) este criterio se satisface en la uni6n de-

3H-GABA a membranas del oido interno de pollo observando los re-
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sultado de la figura # 9, en donde puede verse que el i6n sodio 

no tiene influencia sobre la uni6n de 3H-GABA a membranas. 

La uni6n especifica de 3H-G.ABA a membranas cuando se expresa 

en forma absoluta es muy parecida a la observada en los contro-

les utilizados en este trabajo; adem&s, se encuentra dentro de ·• 

los rangos reportados en otras preparaciones membranales de tej,!. 

do nervioso, que se encuentran constituidas por terminaciones -

nerviosa de las cuales el 20% son 9abaér9icas. 

Analizandose la influencia de la concentraci6n de prote!na

en la uni6n de lH-GABA a membranas se observa que a mayores con

centraci6nes de proteína disminuye la uni6n espec!f ica de JH-GA

BA, esto podr1a deberse a un aumento de un inhibidor endógeno de 

la uni6n del 3H-GABA, que bien podd.a ser el pro~io GABA el cual 

disminuye cuando se usan concentraciones de prote!na. 

La uni6n de 3H-GABA a membranas del oído interno de pollo -

mostr6 saturabilidad lo cual es un requisito indispensable para -

probar la presencia de un receptor (Bnna y Snyder, 1975, Cooper 

y colaboradores, 1978). 

El anflisia de la curva de Saturaci6n por el método de Sca

tchard nos revela la presencia de una sola poblaci6n de recepto

res: la J.(d y la Bmlx se encuentran dentro de los valores reporte 

dos en otras preparaciones de tejido nervioso en donde se sabe -

que existe un receptor de tipo postain6ptico a GABA (Enna Y Sny

der, 1975, Mann y Enna, 1980). 
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e o N e L u s I o N E s 

La interacci6n del 3H-GABA a posibles receptores postsinttpticos

en las membranas del oido interno del pollo se incrementan por

tratamiento de congelamiento y descongelamiento. 

- La unión de 3H-GABA a una preparación membranal cruda de crestas 

vestibulares del o1do interno de pollo posee un alto grado de e~ 

pec1ficidad ya que estas uniones fueron desplazadas por un exceso 

del propio GABA y hicuculina, un antagonista especifico de la a_s 

ci6n inhibidora del GABA en el SNC. 

La unión de 3H-GABA las membranas obtenidas del o1do interno del 

pollo -parece implicar uniones a receptores locales los cuales son 

independientes de sodio. 

El proceso de unión de 3H-GABA a una preparación membranal del -

o1do interno del pollo se Vft influido favorablemente a concentr~ 

cienes bajas de proteína: estas uniones son saturables cuando se 

miden a concentraciones crecientes del ligando. Ade~~s, la con~ 

tante de afinidad (Kd) y la unión maxima (Bm6x) son similares a

las mostradas para una interacción con un receptor de tipo post

sináptico en otras preparaciones membranales obtenidas de di-

v~rsas regiones del SNC de vertebrados. 

ai proceso de unión de 3H-GABA a membranas obtenidas de las ere~ 

tas vestibulares del oido interno del pollo parece corresponder-



49 

a un tipo de intcracci6n que involucran un receptor de tipo postsj 

náptico como ha sido descrito para aminoácidos neurotransmisores -

en tejido nervioso. 
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