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RESUMEN

La porcibn vestibular del oido interno de los vertebrados-
es una de las principales fuentes de informacidn sensorial que-
utiliza el Sistema Nervioso Central para mantener el equilibrio.
La informacibén es detectada en el vestibulo por células pilosas
sensoriales (c&lulas mecanorreceptoras) y enviadas al SNC a tra
vés de fibras aferentes que las inervan. A su vez, las células
sensoriales reciben informacibn central mediante conexiones efe
rentes.

Innumerables evidencias indican que esta transmisibn es de
naturaleza quimica y la identidad de los neurctransmisores es -
sujeto de controversia en la actualidad:; sin embargo el neuro--
transmisor aferente parece ser el &cido r —aminobut{rico.

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 poste
riormente demostraron que ocurre la sintesis de GABA en el teji
do vestibular aislado (Meza y colaboradores, 1982).

Para afirmar lo anterior, se decidid demostrar la presen--
_cia de un receptor a GABA, que reuniera las caracteristicas de-
un receptor de tipo postsindptico.

Se demostr6 que en membranas totales aisladas del tejido -
vestibular del pollo el 3H-GABA unido era desplazado tanto por-

GABA 1 nM, como por bicuculina 1 mM que es un antagonista eape-



cifico del réceptor postsiniptico de este amino&cido en el SNC de
vertebrados.

Una vez demostrada la presencia del receptor, se determind -
su constante de afinidad (Kd), encontrindose que esta era de la -
misma magnitud y caracterfisticas que la encontrada en otras prepa
raciones membranales obtenidas de Sistema Nervioso

Por tanto, nuestras observaciones parecen indicar la presen—
cia de un receptor postsinfptico a GABA, lo cual apoya la partici
pacién de este aminofcido como neurotransmisor en el vestibulo --

del pollo.



ABREVIACIONES UTILIZADAS

GABA:

SNC:

&cido gamma-aminobutfrico
sistema nervioso central
milimolar

constante de disociacibn
unibn méxima

glutamato descarboxilasa

solubilizador de tejido.



INTRODUCCTION

La audicibén es de entre los sentidos especiales del hombre,-
el segundo en importancia, cediendo el primer lugar sélo al senti
do de la visibn.
El aparato auditivo tiene la funcibén estatoaclistica y consta
de tres partes, a saber:
a).~ El oido externo gque recibe las ondas sonoras que causan la-
vibracifn rescnante de la membrana timp&nica.

b) .- El ofdo medio,'donde las ondas son transformadas en vibra--
cliones mecénicas y transmitidas.

¢).~ Bl ofdo interno, donde las vibraciones estimulan los recep-
tofes y sufren la transduccién a impulsos nerviosos espec{~
ficos que llegaran al Sistema Nervioso Central por la via -

‘del nervio acfistico. El ofdo interno tiene también estruc-

turas vestibulares que son Sltamente especializadas para el

sentido del equilibrio.

Estructura General.

El ofdo externo comprende la oreja, el meato acfiatico exter-
no y la membrana del tfmpano. (Figura # 1) Las vibraciones se - -
transmiten a través de la cavidad del ofdo medioc por una serie de
tres huesecillos: el mortillo que se fija a la membrana del timpa
no y se articula con el yunque que, a suvez, 8e une al estribo --

por medio de una articulaciédn. La base del estribo ocupa la ven-
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FIGURA # 1.

Representacién esquemftica que demuestra las relaciones de los ofdos

medio e interno.

externo,



tana del vestibulo en la pared medial del oido medio y cavidad -
timpénica, y se fija al borde de la ventana por medio de un ani-
llc de tejido conectiveo llamado ligamento anular del estribo. --
(Junqueira y Carneiro, 1976).

Debido a que los huesecillosfuncionan como una palanca, cu-
yo brazo mAs largo esti adherido a la membrana timp&nica, y la -
base del estribo es considerablemente mas chica que la membrana-
timp&nica, la fuerza vibradora del estribo es aproximadamente --—
diez veces mayor que la de la membrana timpénica.

El ofdo interno, también llamado laberinto, es una estructu
ra compleja formada por uqa serie de sacos membranosos llenos de
lfquido que se encuentran alojados déntrode las cavidades en la-
porcibén petrosa del huesd temporall(Figura # 2a).

Al conjunto de cavidades y canales limitados por el tejido-~
6seo se le conoce con el nombre de laberinto 6seo. Dentro de és
te se encuentra el laberinto membranoso que es una serie de es--
tructuras membranosas que ocupanh parcialmente las cavidades &seas,
siguiendo por lo comlin su forma.

A pesar de que en algunos sitios se adhiere a la pared 8sea,
el laberinto membranosoc generalmente se presenta separado del --
hueso.

El laberinto 6seo est& constituido por una cavidad central-
de forma irregular que comprende el vestibulo, donde de un lado-

desembocan los canales semicirculares y de otro la cbeclea. E1 -
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En la figura se observa de manera esquemitica la estructura del
ofido interno. Los canales semicirculares presentan dilatacio--
nes denominadas ampollas (a,b,c). Las regiones obscuras consti

tuyen el epitelio sensorial que se encuentra constituido por ~-

las células de tipo I y IIL.

Dilatacién del canal semicircular, la ampolla, representada en-
su totalidad (izgquierda) y en seccidn trnasversal (derecha). -~

Los pelos sensorios anclados en una superficie en forma de cres
ta, la cual se proyecta en una masa gelatinosa denominada cflipu-
la. La flexién de los pelos sensorios estimula la transmisién-

de impulsos por las cé&lulas nerviosas.



vestibulo contiene dos estructuras distintas, el s&culo y el --
utrficulo. En el utrficulo desembocan los canales semicirculares

Cada uno de estos canales presentan una dilatacién llamada
ampolla (Figura # 2b) en una de sus extremidades.

El s&culo se encuentra también dentro del vestibulo y esté
unido al utrficulo y a la cbclea por estrechos canales.

Las miculas en el s8culo y el utriculo, y las crestas ampo
llares, en las ampollas de los canales semicirculares, constitu
ven pequefias regiones (2 a 3 mm) de epitelioc 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 est8 formado b&sicamente 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 porcibn del cuello angosto en tanto que las célu--
las del tipo II tienen una forma mds esbelta y uniforme (Figura
# 3).

De 40 a 80 pelos sensorios, también llamados estereocilios
se proyectan desde la parte apical de cada cé&lula junto con un-
solo cilio verdadero &6 cinocilio. (Barr, 1975).

Los cilios est&n encajados en una masa material gelatinoso

no celular llamada cGpula, gue en el caso de la mlcula del sicu



FIGURA # 3.
Representacién esquemitica de las células que constituyen la par
te sensitiva del epitelio del ofdo interno.

Las c8lulas tipo I (izquierda) presentan forma de botella con la
base redonda y la porcibén del cuello angosta; las células tipo -
II (derecha) tienen una forma miAs esbelta y uniforme.

Mostrando en el No. 1 una sinapsis eferente y en el No. 2 una si

napsis aferente la cual se ve amplificada en la Figura # 4. L
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lo y del utrfculo contienen cristales de carbonato de calcio (oto
litos) y protefinas.

Estas células son receptoras al movimiento y en su porcidn -~
basal se presentan sinapsis de tipo aferente (Figura # 3 y 4) que
transmiten la informacién al Sistema Nervioso Central y estan mo-
duladas por sinapsis eferentes procedentes de centros superiores.

Existen evidencias de tipo fisiol®gico y morfoldgicos que de
muestran que la transmisibén tanto aferente como eferente se lleva
a cabo por un mediador guimico, pero se desconoce su identidad,

La naturaleza quimica del neurotransmisor aferente es contro
vertida; sin embargo, muchos datos seflalan al GABA como el com- -
puesto activo.

Meza y colaboradores, 198l, han observado que hay un mecanis
mo de transporte para GABA de alta afinidad que pudieran funcio-~-
nar "in vivo" como mecanismo inactivador del GABA, y demostraron-
la actividad de la descarboxilasa glutimica (GAD), la enzima que-
sintetiza al GABA, en homogeneizados de crestas vestibulares de -
pollo (Meza y colaboradores, 1982), por lo gue se decidié demos~—-
trar la existencia de un receptor a este amino&cido, que mostrara
las caracteristicas para representar a un receptor de tipo postsi
a8ptico en las membranas aisladas de las crestas vestibulares del

pollo.

El 8cido gamma~aminobutfirico (GABA) como neurotransmisor.

Aunque sintetizado desde 1883, (Cooper y colaboradores, 1978)
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.Se cree por diversas evidencias que el GABA es el neurotransmi--
- sor responsable de transmitir la informacién al Sistema Nervioso
Central por medio de sinapsis aferente, la cual se encuentra re-

presentada en forma esquemitica en la figura.
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el GABA fué considerado por muchos afios como producto de microor
ganismos y plantas, y fué hasta en 1950 que se le identificd co-
mo constituyente normal en el SNC de los mamiferos estando ausen
te practicamente en todos los demis tejidos (Roberts y Franhel,-
1950; Awapara y colaboradores, 1950).

Existen evidencias obtenidas de los invertebrados para asignar
al GABA la funcibn de transmisor en las terminales nerviosas in-
hibidoras en los receptores de los crust&ceos (Cooper y colabora
dores, 1978).

Las evidencias para considerar al GABA como neurotransmisor

se pueden resumir en los siguientes puntos:

a).- E1 GABA aplicado localmente mimetiza los efectos de la esti
mulacién de los nervios inhibitorios en las uniones neuro--
musculares de los crustdceos, al igual Queen otras aiﬁapsis
de los mismos (Cooper y colaboradores, 1978).

b).- E1 GABA ex6geno y la sustancia transmisora inhibidora endb-
gena cuando entran en contacto con la membrana postsinfpti-
ca a los sitios que contienen receptores provocan que est&-
membrana se vuelva mids permeable al ién clo:o. Este aumen
to en la permeabiiidad al cloro puede ser bloqueando en am-
bos casos por la picrotoxina y la bicuculina, potentes blo-
queadores de los receptores del GABA (Krnjevic, 1974: Cur--
y colaboradores, 1971 a y b). Un modelo de su organizacibn

en l1a membrana se ve en la Figura # 5.
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Modelo esquemftico del posible mecanismo de accién del GABA so-
bre el receptor, acopladc a la apertura de canales de Cl” y de-
K ¥. Las f6rmulas representan los grupos funcionales de las mo
l8culas que participan tanto en la unién como en el intercambio
i6nico, y estén ubicadas en la membrana. (Derivado de Enna y --.
Snyder, 1977: Y de Oomura y ed. 1979).

i ‘ : it
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c) .~ Probado en éxperimentos electrofisioldgicos (Krnjevié&, 1974),
el GABA parece ser el compuesto inhibidor més potente extrai
do del sistema nervioso de la langosta.

d) .- Las enzimas necesarias para la formacidn y destruccidn del -
GABA se encuentran en las terminales nerviosas y en el cuer-
po neuronal (Salgonicoff y DeRobertis, 1965).

e) .~ ELl GABA es captado en forma activa en las terminaciones pre-
sindpticas por un mecanismo dependiente de sodio (Sano y Ro~
berts, 196l; Kuriyama y colaboradores, 1968; Iversen y Johns

ton, 1971; Beart y Johnston, 1973}.

tno de los requisitos que se piden a una sustancia que es =-
candidato para actuar como nheurotransmisor es que, en el sistema-
en el gque se postula existan receptores de tipo postsindptico.

El concepto de receptor fué introducido por Langley en 1905-
basandose en sus estudios de agonistas y antagonistas de drogas y
hormonas.

Curtis en 1969 aport6é una evidencia fisiolbgica de la presen
cia de receptores a amino&cidos.

Los receptores parecen ser un complejo multimérico, de natu-
raleza lipoproteica & bien una proteina lipido-dependiente (Enna-
y colaboradores, 1975 a:; Enna y Snydexr, 1977 b; Peck, 1980), que-
reside en las membranas postsinfpticas y que exhibe las siguien--
tes propiedades:

- La unibn especifica estd 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--
ciacibébn con un amino&cido especifico.

- E1 complejo receptor-ligando se puede disociar en forma -~

natural.

Un modelo representativo del funcionamiento de un receptor-
se presenta en la Figura # 6.

Para poder estudiar estos receptores, se ha desarrollado -~
una técnica que permite el estudio de la interaccibn fisicoquimi
ca entre un ligando marcado radiactivamente y el receptor presen
te en las membranas procedentes'de fracciones subcelulares, ais-~
ladas previamente.

Los marcadores radiactiwos, deben tener una alta radiactivi
dad con el objeto de poder detectar estructuras receptoras que -
se encuentren en baja qoncentracién en las membranas.

Existe un cierto nimero de criterios que es necesario satis
facer para poder establecer que las mediciones del ligando em- -

pleado reflejan una verdadera interacciSn transmisor-receptor:

1,- La interaccién debe presentar especificidad estructural y es
térica similar a la del transmisor original, sus anSlogos y-
sus antagonistas.

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

debe presentar una actividad biolégica equivalente a la del~
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compuesto transmisor para gue el intercambio de este andlogo
por el transmisor sea posible en los sitios receptores.

3.~ Esta interaccibén debe mostrar saturabilidad en un rango gue-
resulte significativo si se le relaciona con las concentra--
ciones del compuesto que provocan una reaccibfn en el sistema
biolbgico.

4.- La interaccibén debe ser de alta afinidad a concentraciones -
fisiolégicamente activas del ligando.

5.- La interaccifn debe ser reversible, para que la presencia en
el medio, del transmisor o su agonista pueda producir un des
plazamiento del ligando marcado unido al receptor. (L6pez-Co

lomé, 1981).

El estudio de las propiedades cinéticas de las interaccio--
nes ligando-receptor se hace diffcil debido a que en general, el
nﬁm@ro de receptores en las membranas es bajo y la interaccifn -
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 reaccibén {asociacibn-disociacién).

Debido a las caracterfsticas 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-
yo:ipor el receptor Que el compuesto mismo.

| La unién "in vitro" de “H-GABA a las membranas sindpticas -

a8 reconocida como una expresibén de la interaccifn entre el GABA
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Modelo esquemitico de la interaccién ligando-receptor.

y los sitios receptores en el SNC, (Zukin y colaboradores, 1974:
Enna y Snyder, 1975). |

Un modelo del posible mecanismo de la unién del GABA a los
sitios del receptor se muestra en la figura # 6.

Estas interacciones con receptores locales postsinfpticos-
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implican:

- Uniones independientes del i6n sodio, (Peck y colaborado-
res, 1973; Enna y Snyder, 1975 a). Interacciones del - -
3I-I-GMBA con otros sitios en la membrana, piincipalmente -
transporte local, parecen ser independientes de sodio y -
muestran mis de las propiedades sugeridas en los mecanis-—-
mos de captacién.

- Solo se observa esta unién en tejido congelado-descongela
do (Zukin y colaboradores, 1974) ; esto se podria expiicar
con un cambio conformacional originado por la congelacibn
y descongelacibn lo cual exhibe sitios de unién ocultos.-
{(Greenlee y colaboradores, 1978).

- Esta unién se ve inhibida en px:.esencia de bicuculina, el-
cual es un antagonista de la accibén del GABA; este alca--
loide derivado de la ftalida isoquinolina es un antagonis
ta reversible, competitivo y tiene estereoespecificidad =~
selectiva con el isomero (+) bicuculina el cual tiene una
configuracibn de 1S, 9R, ademfs en una parte de su molécu
la presenta analogfa estructural con el GABA (Figura # 7).
(Curtis y colaboradores, 1970 y 1971b; Peck y colaborado-
res, 1976).

- E1 tratamiento con Tritén X-100 incrementa la unién de -~
3!-I-Gmm a los sitios del i:eceptor casi al doble; ‘esto po-

dria debersea que ocurre una deslipidacién y desproteini-
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zacibn que promueve los sitios de unién (Enna y Snyder, --
1977b; Larsen y Johnston, 1978).

- Repetidos lavados al tejido eliminan la presencia de un in
hibidor endfgeno de la unién {(Greenlee y colaboradores, =--

1978).

Se ha comprobadc que existe una correlacidn entre la distri-
bucibn regional de los sitios de unibn al receptor y la actividad
de la glutamato descarboxilasa (GAD), la enzima sintetizante del-
GABA (Enna y colaboradores, 1975b y 1976b) también se ha estudia-
do el curso de su evolucibn filogenética (Mann y Enna, 1980) ob--
servindose una mayor sensibilidad a la bicuculina en especies mis
-evolucionadas.

La uni6n de 3H-GABA con caracteristicas que indican sitios -
del receptor postsinfptico se ha estudiado principalmente en el -
cerebro de varias especies de mamfferos (Enna y Snyder, 1975b) en
el cerebelg {(Olsen y colaboradores, 1978), en la médula espinal -
(Curtis y érawfoxd, 1969), en la retina (Enna y Snyder, 1976) y -
en los érganos periféricos como el obiducto (Erdoy Lapis, 1982).

Por todos estos antecedenﬁas, en el presente estudio se exa~
minaron las caracteristicas del 3H-GABA unido a una preparacibén -
membranal cruda de crestas vestibulares del ofdo interno de pollo,
como un criterio de apoyo para postular al GABA como neurotransmi

sor en el vestibulo del pollo,
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FIGURA # 7.

Representacién esquemftica de la analogfa estructural del iso-

mero (+) de la Bicuculina con el GABA.
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La uniones se realizaron en condiciones tales que parece im
plicar una interaccién con receptores locales postsindpticos y =
estas uniones son comparadas con las que presenta el 3H—CAGA en-
fracciones crudas membranales y sinaptosomales del cerebro de ra
tén en donde, por muchas técnicas se ha demostrado la presencia-
de un receptor de tipo postsinfptico a GABA.

Los requisitos necesarios para considerar que el sitio de -

unién es el receptor postsiniptico son:

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

b) .~ Que la unibn sea saturable.

¢) .- Ser desplazable especificamente por la propia sustan--
cia 6,

d) .- Ser desplazable por un antagonista especf{fico.

e) .~ La unién receptor-ligando sea independiente de sodio.
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MATERTIAL Y METODOS

- Animales utilizados:
a) .- Pollitos rojos Rhode Island de un dia de nacidos de la
granja Armour Hatchery (Mé&xico).
b) .- Ratones Albinos adultos de 25-30 g. de peso, de la ce-
pa local, Centro de Investigaciones en Fisiologfia Celu

lar, UNAM. Estos fueron usados como control.

- Reactivos empleados:

Buffer Krebs-ringer-tris. pH 7.4

NaCl ) 118.5 mu

KC1l 4.75 M
caCl, 1.77 mM
MgSO, _ 1.18
KH PO, 1.20 M
Glucosa 5.60 mM
Tris-citrato 25.0 mM

En los experimentos realizados en ausencia de sodio, se uti
26 cloruro de colina en la misma concentraci6n (118 nM), en
sustitucién del NaCl.

El 3H-GABA (actividad especifica 30-40 Ci/nmMol) fué obteni-
do de New England Corp.

La (+) Bicuculina obtenida de Sigma Chemical Co., se empleb

a una concentracién de 1 mM: disolviéndose en 20 ml, de HC1
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al 0.01 N y ajustando el pH a 5.5 con NaOH. Se utilizé ca-
lentamiento para favorecer la disclucibn.

El GABA frio (no radioactivo) obtenido de Sigma Chemical --
Co., se empled a una concentracidn de 1 mM.

La sacarosa obtenida de Merck, @n una pureza del 90%, se em
pledé a una concentracifén del 0.32 M.

La sacarosa obtenida de Merck, con una pureza del 90%, se -
emple6 a una concentracibén del 0.32 M.

Tritén X~-100 (Octyl fenoxy polietoxietanol) al 0.0%% (v/v)-
en agua.

Li._qui.do cintilador para el conteo de la radioactividad.

“rritosol" (para preparar 1000 ml. segfin Friche. 1975).

PPO (2,5-difeniloxozol) 3g.
Tritbn X-100 257 ml.
| Etilen glicol 37 ml.
2éano1 absocluto 106 nl.
Xilol | 600 ml,

Considerando que los sitios de unifén corresponden a un re--
ceptor de tipo postsinfiptico los experimentos realizados se hi--

cieron en:

- En tejido congelado
- En concentraciones crecientes de 3H-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).

Preparacifn de la fraccidn membranal cruda

de crestas vestibulares

Se sacrificaron 30 pollitos de un dfa de nacidos, se extra-
jeron las crestas por medio de una diseccibn al microscopioly el
tejido resultante, (aproximadamente 100 mg) se homogenizé perfec
tamente en 10 ml. de agua tridestilada, el homogenizado qQue se -
obtuvo se dispersé con un sonicador (Ultrasonic Power Unit) du-~-

rante 5 segundos, después se congelo a 0°C por 24 horas, se des-

congelo a temperatura ambiente y se sonicé por 10 minutos (15 se
% gundos sohicar y 5 segundos descans6), después nuevamente se con
. geld a 0°C por 24 horas, se descongelS6 a temperatura ambiente y-

se centrifugb a 32,000 rpm durante 20 minutos, se desech6 el so-

i brenadante y el sedimento constitufdo por membranas totales se -

guard$ en congelacién por un lapso minimo de 45 dfas, transcurri
do este tiempo las membranas se utilizaron para medir la unién -

de GABA al receptor.

Preparaciones control

a) .- Membranas totales del cerebro de rat6n.

Se emplearon 2 ratones que se sacrificaron por fracturaycq;
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vical y se decapitaron. Inmediatamente se removié la corteza ce
rebral y se homogeneiz6 en 10 ml. de agua tridestilada, se soni-
caron durante 30 sequndos, y se guardaron en congelacién durante
24 horas a 0°C, se descongelaron a temperatura ambiente y se so-
nicé durante 10 minutos (15 segundos sonicar y 5 segundos descan
sos), nuevamente se congel6é por 24 horas a 0°C; se descongelaron
a temperatura ambiente y se centrifugaron a 32,000 rpm durante -
20 minutos, se eliminé el sobrenadante y el sedimento que se en-
cuentra constitufdo por membranas totales del cerebro de ratén,-
se guard6 en congelacién por un lapso mfnimo de 45 dfias, después

de este tiempo se determindé la unién al receptor.

b) .~ Fraccién sinaptosomal cruda del cerebro de ratén.

Se utilizaron 6 ratones, se sacrificaron por fractura cervi
cal y fueron inmediatamente decapitados, se removif r&pidamente-
el cerebro el cual se homogeneizé en 15 vollGmenes de sacarosa --
frfa 0.32 M, y se centrifugb a 3,500 rpm durante 10 minutos, se
separb el sobrenadante y se centrifugé a 11,500 rpm por 20 minu-
tos; se decant6 y el sedimento que contiene mitocondrfas, lisoso
mas y sinaptosomas (terminaciones nerviosas), se homogeneizaron-
en el volumen original con agua. |

Se con;erva el homogenizado a 4°C por 15 minutos, se sbnica
por 30 segundos, se centrifugd 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 sedimen
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to menos pesado (fraccién membranal sinaptosomal) el cual se -~
centrifugd a 28,000 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se =
descart6 y el sedimento se resuspende nuevamente en agua, en el-
volumen original, se centrifugé a 28,000 rpm durante 20 minutos,
se descarté el sobrenadante y el sedimento se conservé en refri-

geracién por lo menos durante 18 horas.

Determinaciédn de la unibn al receptor

Para el ensayo de la unién al receptor, se emplearon las —-
membranas previamente tratadas, se descongelaron a temperatura =
ambiente, se homogeneizaron perfectamente en el buffer Krebs-rin
ger-tris a pH 7.4, se adicion6 Trit6n X-100 al 0.0%% (v/v) y se-
incubaron en agitacién a 37°C durante BQ minutos; como uno de --
. requisitos para considerar que los sitios de unién corresponden-
a un receptor postsiniptico es su independencia del ibén sodio, -
las incubaciones se realizaron en presencia y ausencia de este -
- i6n; se centrifug$ a 32,000 rpm durante 15 minutos, se eliminé -
el sobrenadante y el sedimento se lavé dos veces mis para elimi-
zar el exceso de detarygente, agregandd buffer Xra2bs-ringer-tris-
v centrifugando repetidamente. '

Después de los lavados, se resuspendil en el mismo buffer -~
&n un volumen tal que se tenga de 0.028 a 0.035 de protefna por-
Tubo, (0.014 a 0.0175 por mililitro).

L.a reaccibn se lleva a cabo de la siguiente mahera:
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Tubos de 1=2-3 4-5-6 7-8-9
\§ policarbonato
L J
Buffer 1 ml. 1 ml. 0.8 ml.

Krebs-ringer~tris

3H~GABA soﬂl. 50 J01. 50 pl.

_arden deadic

GABA 1m4 | e——ee 20 1. ——
Bicuculina 0.1 mM |  ===w= e o e 0.2 ml.
Membranas 1 ml. 1 ml. 1l ml.

Una vez que se ha afladido la suspensién de membranas se ini
cibé la reaccidn al equilibrio, que se alcanzb después de 5 minu~
tos de agitacién manual a temperatura'ambiente, después de la --
cual, la reaccién se detuvo por centrffugacifn a 32,000 rpm por-
15 minutos. Se eliminé r&pidamente el sobrenadante y el exceso-
de radiaactividad en el sedimento se eliminS con 5 ml de agua --
tridestilada frfa.

Posteriormente el teji&o se digiri6 con 0.2 ml de NCS y un—
ligero calentamiento. A .cada frasquito se le agregaron 15 ml., -
de tritosol para conteo dé centelleo se guardaron las muestras -~
en las obscuridad, y se realizé el conteo de la radiactividad en
un contador de centelleo liquido Pachard Tricarb, hasta valores-
constantes.

La eficiencia de conteo es del 40% se determiné utilizando-
un estandar externo; un diagrama que indica todo el procedimien-

to de manejo e incubacibén se muestra en la Figura # 8.
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Para determinar la constante de afinidad, se siguid el mis
mo procedimiento indicado arriba, pero en presencia de concen--

traciones crecientes de GABA desde 0.2 hasta 93.0 mM.

Determinaciédn de Proteina

El contenido protéico fue determinado por el método de - -
Lowry Y colaboradores (1951).

Se utilizd albumina sérica bovina como estandar.

Nomenclatura

En la nomenclatura de los estudios de unidén, no referire--
mos en los siguienges términos:

*Unién total"
Es la radiactividad unida en ausencia de GABA 1 mM (ho-
marcado radiactivamente) |

*Unién no especifica"
Es la radiactividad unida en presencia de un exceso de=-
GABA 1 mM.

“Unién especi{fica"
Es la diferenciﬁ entre la unién total y la no especifi-

ca.

célculos

Los cflculos se hicieron de la siguiente manera:

34-GABA en pmoles/mg de protefna.

Para obtener la unién de
Se tiene una concentracién de 3H-GABA de 0.03 mM en 1000 -

m)l, 0.003 molar en 1 ml.
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0.003 molas ~ww——-- 1 ml.
X e~ 0.05 ml.
X =0.000165 nmolas en 2 -
ml. de la mezcla de ~-
reaccidn.
Para obtener las desintegraciones por minuto DPM partimos -

de la definicién:

Lfci ===~ 2.22 x 10%ppm

X' = 1.22 x 10° ppM
: (0.55/-({:1'. es lo que Se pone en la mezcla de reaccibn).
1.22 108 ~eeee 0.000165 nmolas
X" ~==== 1 nmolas
X' =7.39x10% DPM en una nmola

por lo que en una pico mcla
tendremos 73900 DPM.

Se tiene pues 73900 DPM/pmolas de 3H-GABA

Para obtener las DPM de las cuentas porminuto CPM, la efi-

ciencia del sistema es de 40.0 %.

CPH D - o= 400 0 %
x L . 100. o %
X''' = DPM de las CPM.

3

Las pmolas de “H-GABA dque se unen se obtienen de la siguien

te manera:
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DPM de las CBEM
73900 DPM

= pmolas

Y esto se divide entre los mg. de proteina en 1 ml., es decir
lo que se pone del homogenado en la reaccidn.

pmolas
mg de proteina

= pmolas/mg de proteina
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RESULTADCOGCS

Ya que uno de los criterios mAs importantes para considerar
el sitio de unidn como el receptor postsindptico es que éste pue
da detectarse en tejido congelado (Zukin v colaboradores, 1974)-
se explord la influencia que tenia el tiempo de congelamiento so

4-GaBA en presencia de GABA 1 mM y de un antago

bre la unién de
nista especifico como lo es la bicuculina (Curtis y colaborado--
res, 1970 y 1971 b).

La unién especifica de 3H-GABA se expresd en dpm/mg de pro-
tefna (Tabla 1).

Se observa que en tejido congelado durante cinco semanas no
se observd el desplazamiento en presencia de GABA 1 aM o de bicu
culina 1 nM;: después de la sexta semana de congelamiento aumen--
tan considerablemente las dpm/mg de protefna y se aprecian fé&cil
mente los desplazamientos por GABA 1 mM y por bicuculina/mM.

De acuerdo con estos resultados, todos los experimentos si-
guientes se realizaron con membranas que tenfian de 6 a 7 semanas
de congelacién y en presencia de GABA 1 aM 6 de bicuculina tam--
bién 1 mM,

La unién de GABA al receptor postsinfptico se caracteriza =
por ser independiente del ibén sodio (Peck y colaboradores, 1973:
Enna y Snyder, 1975 a) por lo que realizamos e:;perimenton ten- -
dientes a dilucidar los efectos del sodio en 1la unibn de 3H-GABA

a membranas del ofdo interno. Para esto se midieron los despla
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mientos de 3H—GABA en presencia de GABA 1 mM y de bicuculina 1 -

n4 en ausencia y presencia de sodio. (Figﬁra # 9).

Cuando los datos se expresaron en forma porcentual se obser
v6 que habfa un desplazamiento por GABA 1 mM del 86.5% y por bi-
cuculina 1 mM del 56.18 %: en ausencia de sodio se obtuvo un des
plazamiento por GABA 1 mM del 91.5 % y por bicuculina del 54.0 %.

Ya que se sabe que la unién de 34-GABA a membranas de cere-
bro de ratbn tiene las caracteristicas de un receptor postsinip-
tico se utilizaron dos controles el primero consiste en una pre-
paracién membranal de cerebro completo de ratén y la segunda es-
una fraccibn sinaptosomal cruda de cerebro de ratén.

LOI‘desplazamientoa de ratén fueron: por GABA 1 nM del - -
84.66 ¥ y por bicuculina 1 mM del 40.7 % y en ausencia de este -
i6n fueron de 96.7 % y de 41.5 % respectivamente.

Por lo tanto, no parece existir una influencia del i6n so--
dio sobre la unién de 3H-GABA a membranas, tanto en las membra--
nas del ofdo del pollo como en los controles.

Cuando se expres6 la unién especifica de 3H-GABA en membra-
nas del ofdo intexno y en los dos controlesutilizados (Figura #
10). ‘Como unidades absolutas, se encontr§ que para las membra--
nas del ofdo del pollo se obtenfian 1.12 pmolas/mg de protefna y-
para las membranas totales del cerebro de ratbn y de la fraccién
sinaptosomal cruda esta unién era de 1,07 y 3.5 pmola/mg de pro-

tefna respectivamente, en presencia de sodio. En ausencia de es
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te idén se obtuvieron en el oido del pollo 1.05 y en las membra-
nas tales del cerebro de ra;tén fué de 1.0 pmolas/mg de protefna.
Aungue las membranas de la fraccidn sindptosomal, 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 concentracibn-
de proteina sobre la unién de GABA al receptor,esta se determiné
en presencia de diferentes concentraciones de protefna conservan
do constante la concentracién de >H~GABA.

En la tabla II se observa que a mayor cantidad de proteina,
aumentan las dpm pero la unibn especffica de 3H-GABA expresado en
pmolas/mg de protefna disminuyen. |

A) tener las caracterf{sticas Sptimas de medicién de la unién
de 3H-GABA a su receptor en los experimentoi anteriormente mencio
nados, quedaba por demostrar el criterio que a nuestro juicio era
el m&s importante para asignar el papel de un receptt;r postsin&p-
tico a todas estas observaciones; este requisito consiste en de=--
mostrar que este receptor es saturable cuando se mide a concentra
ciones crecientes del ligando. Los resultados que se obtuvieron-
para demostrar se presentan en la Figura # 1ll.

Como puede verse, cuando se graficaron la unién especifica -
del‘aﬂ-GABA expresado e n pmolas/mg de proteina contra las concen-
traciones de 34-GABA usada, se observa una t{pica curva de satura

cién, como ha sido descrita para las interacciones entre un recep-
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tor y su ligando, graficando estos mismos resultados por el méto
do de Scatchard yrealizando los cflculos con ayuda de una compu-
tadora PDP 11/34 se puede observar en la Figura # 12 gque 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 unibén mixima (Bm&x) de 5.8 pmolas/mg de proteina. Esta fiqu
ra fué trazada con un graficador 72258 PLOTTER HEWLETT PACKARD ~

acoplado a la computadora.
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DISCUSTION

La unibnde 3H-GABA a los sitios del receptor solo ocurre con

membranas congeladas (zukin y colaboradores 1974, estc se corrg
boro con los datos obtenidos en la tabla 1 en donde se observa-
que durante las primeras cinco semanas no hay desplazamiento de-

3H-GABA en presencia de GABA 1 M o de Bicuculina 1 mM.

A juzgar por esto puede decirse gue lo que estamos obser—-
vando corresponde a una "taptacibn" de GABA el cual ha sido defi-
nido como un sistema de transporte de alta afinidad (Defeudis y-
colaboradores 1975:; Meza y colaboradores., 198l1), despubs de la~-
sexta semana de congelamiento se observa desplazamiento del 3H -
fSABA por GABA 1 mM y por Bicuculina 1 mM esto podrfa explicarse
a que durante este tiempo se exponen m&s sitios en la membrana -

conteniendo al receptor {(Greenle y colaboradores. 1978).

La unitn de 3H-GABA a membrana mostr5 especificidad ya que-
fué desplazada por el GABA no radioactivo:(EBnna y Snyderm, 1975
y por un antagonista espec{fico como es la bicuculina (Curtis y-

colaboradores, 1970; Curtis y colaboradores, 1971).

La unibtn de 3H~-GABA a los sitios del réceptor se caracteri~
za por ser independiente de sodio (Peck y colaboradores, 1973; -
Enna y Snyder, 1975;) este criterio se satisface en la unibn de-

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

no tiene  influencia sobre la unibn de 3H~GABA a membranas.

La unibn especifica de 3H~GABA 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 teji
do nervioso, que se encuentran constituidas por terminaciones --

nerviosa de las cuales el 20% son gabaérgicas.

Analizandose la influencia de la concentracibn de proteina-
en la unidn de 3H-GABA a membranas se observa que a mayores con-
centracibnes de protefna disminuye la unibn especifica de 3H-GA~
BA, esto podrfa deberse a un aumento de un inhibidor endégeno de
la uni®n del 3H-GABA, que bien podria ser el propio GABA el cual

disminuye cuando se usan concentxaciones de proteina.

La unitn de 3JH-GABA a membranas del ofdo interno de pollo --
mostrd saturabilidad lo cual es un requisito indispensable para -
probar la presencia de un receptor (Enna y Snyder, 1975, Cooper

y colaboradores, 1978).

Bl anflisis de la curva de Saturacibn por el mBtodo de Sca-
tchard nos revela la presencia de una scla poblacitn de recepto-
reg: la Kd y la BmAx se encuentran dentro de los valores reporte

dos en otras preparaciones de tejido nervioso en donde se sabe -~
que existe un receptor de tipo postsinfptico a GABA {Enna y Sny-

der, 1975, Mann y Enna, 1980).
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CONCLUSIONES

k La interaccidn del 3H-GABA a posibles receptores postsindpticos-

en las membranas del oido interno del pollo se incrementan por-

tratamiento de congelamiento y descongelamiento.

La unidn de 3H-GABA a una preparacibn membranal cruda de crestas
vestibulares del oido interno de pollo posee un alto grado de egs
pecificidad ya que estas uniones fueron desplazadas por un exceso
del propio GABA y bicuculina, un antagonista especifico de la ac

ciébn inhibidora del GABA en el SNC.

La unibn de 3H-GABA las membranas obtenidas del ofdo interno del
pollo.parece implicar uniones a receptores locales los cuales son

independientes de sodio.

El p?oceso de unibn de 3H~GABA a una preparacibdn membranal del -
- oido interno del pollo se ve influido favorablemente a concentra
ciones bajas de proteina:; estas uniones son saturables cuando se.
miden a concentraciones crecientes del ligando. Adem&s, la cong
tante de afinidad (Kd) y la unibn maxima (Bm&x) son similares a-
las mostradas para una interaccidn con un receptor de tipo post-

sindptico en otras preparaciones membranales obtenidas de di~-

versas regiones del SNC de vertebrados.

 Fi proceso de unibn de 3H-GABAZ a membranas obhtenidas de las cres

tas vestibulares del oldo interno del pollo parece corresponder-
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& un tipo de interaccidn que involucran un receptor de tipo postsi

n&ptico como ha sido descrito para aminolcidos neurotransmisores -

en tejido nervioso.
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