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INTRODUCCTION

Se ha visto que la neurotransmisidn en la periferia senso-—
rial del sistema vestibulo-auditivo en los vertebrados es de na-
turaleza guimica y que el neurotransmisor eferente es probable-—-
mente la acetilcolina,

Nosotros hemos escogido como modelo las crestas aisladas -~
del oido interno del pollo en el gque, por microscopia electroni-
ca, hemos encontrado conexiones de tipo eferente, por lo que qui
simos averiguar si estas terminales eran colinérgicas. Paraello
nos propusimos investigar si existia actividad de colin acetil--~
transferasa (CAT), la enzima gue sintetiza a la acetilcolina y -
si esta enzima presentaba propiedades semejantes a las observa--
das en tejido nervioso ya que se le ha consideradoc un marcador -
especifico de neuronas colinérgicas; ademds se ha observado que-
la'actividad de este enzima presenta caracteristicas similares -
en el Sistema Nervioso de diferentés especies localizandose en -
las terminales sindpticas. Para estudiar su posible localiza- -
cién celular aprovechamos gue se conoce la embriogénesis del oi-
do interno del polloc y que por estudios morfoldgicos se sabe que
las fibras nerviosas eferentes alcanzan el epitelio sensorial ~-
muy tardiamente en el desarrollo embrionario; por tanto se midid
la/actividad de la CAT en tejido vestibular proveniente de em- -~

bridén de pollo durante diversos estadios de la embriogénesis pa-



ra ver si existia alguna correlacidn entre la aparicidn de estas
fibras y la actividad de la enzima. En este trabajo se relatan-

los experimentos efectuados con tal objetivo y los resultados en

contrados.



SISTEMA VESTIBULO-AUDITIVO

El sistema vestibulo-auditivo se considera dividido, desde
el punto de vista descriptivo, en los siguientes segmentos: oi-
do externo, oido medio, oido interno, nervio coclear y las vias
en el Sistema Nervioso Central (figura 1),

El oido externo comprende a su vez dos porciones, una par—
te externa mas o menos dilatada en forma de concha: la oreja o~
pabelldn del oido y una parte interna que constiluye la conti--
nuacién de aquella y adopta la forma de un conducto mas o menos
cilindrico, el conducto auditivo externo (Testut, L. 1966).

El oido medio estd formado por una serie de cavidades la -
caja del timpano que contiene la cadena de huesecillos (el mar-
tillo que se fija a.la membrana del timpano y se articula con -
el yunque cque a su vez estd unido al estribo) y las meninges en
la regidn temporal, estos elementos estan separados del conduc-
to auditivo externo por la membrana del timpano. La caja timpa
nica y la rinofaringe se unen por un conducto cateo~cartilagino
so, llamado trompa de Eustaguio (Murray, B.L. 1974).

El oido internoque tiene una funcién doble se compone de -
un laberinto membranoso alojado dentrc de un laberinto‘éseo.

En la figura 2 se muestra el laberinto membranoso formado-
principalmente por la cdclea, los tres canales semicirculares y
dos cAmaras grandes que se llaman utriculo y saculo.

como parte del oido interno se encuentra el origen de la -



rama coclear del nervio auditivo, encargado de recibir y transmi
tir a la corteza cerebral las impresiones aclisticas propiamente-
dichas y ademds, el origen de la rama vestibular del mismo ner-—-
vio, que conduce hacia los centros superiores las impresiones --
del equilibrio.

El nervio coclear o nervio aclistico, desde su emergencia =
al nervio cocleovestibular, se acompafia de los nervios facial e
intermediario situados en el conducto auditivo interno, en posi
cién anterior y superior con respecto a aquel.

: ios tractos vestibulares se forman de vias suprasegmenta--
rias distribuidas por el tronco cerebral, la médula espinal y -
el cerebelo.

Las fibras que proceden de los receptores del conducto se-.
micircular anterior y de los laterales a las del utriculo, tie-
nen sus cuerpos celulares en la parte superior, mientras que —--
las que proceden del. conducto semicircular posterior y del sacu
lo los tienen en la porcidn inferior (Nobaék, C. 1980).

Desde el punto de vista fisioldgico, se sabe que el oido -
desempefia dos funciones diferentes: la audicidn y el equilibrio.

Audicidn: Las vibraciones sonoras son captadas y amplifica
das por el conducto auditivo externo y transmitidas a la membra
timp&nica y a la cadena de huesecillos, los cuales se encuen- -
tran comunicados a diversos liquidos contenidos en la porcién -

coclear del oido interno., El movimiento vibratorio es captado-
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FIGURA 1. Esquema que representa el ofdo humano (las vias ves
tibulo-auditivas no aparecen en la figura) (Ham, --

AW, 1975).
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FIGURA 2. Diagrama de los drganos que componen el oido interno
(en la figura los sitios en negro representan la por

cibén sensorial) (Hudspeth, A.J. 1983),



por las células pilosas jque conforman el epitelio sensorial del-
drgano de Corti lo que desencadena un potencial bioeléctrico que
se transmite al Sistema Nervioso Central.

Equilibrio: El aparato vestibular es el 6rgano que recibe -
informacidén sensorial necesaria para el mantenimiento del equili
brio.

El estudio de las funciones vestibulares resulta dificil, -
pues el aparato vestibular no es sino una de las fgentes de infor
macidn que utiliza el sistema de mantenimiento del equilibrio y-~
orientacidén. Este sistema es multimodal, es decir, también reci
be informacidén del sentido de la vista y de receptores somaticos
(Figura 3).

En el vestibulo existen dos clases de receptores, los orga-
nos otoliticos que responden a movivientos lineales de la cabeza
y a la aceleracidén de la gravedad y los canales semicirculares =
que responden a cambios angulares de la misma.

Estos 6rganos otoliticos en forma de saco denominados utri-
culo y slculo contienen un epitelio sensorial que esta formado -
por células especializadas en la mecanorecepcidn (células pilo~-
sas sensitivas) que constituyen la macula (figura 4).

En el utriculo, la mdcula se encuentra en posicidn vertical
mientras que en el saculo se proyecta lateralmente.

Los tres canales semicirculares se encuentran situados en -
tres planos. Dependiendo del plano de rotacion de la cabeza re-

sultarin afectados un canal, dos canales o los tres,
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Cada canal posee una dilatacidn: la ampolla, que contiene a
su vez un epitelio sensorial muy parecido al que se halla en la-~
micula en una superficie que por su forma recibe el nombre de --
cresta (Parker, D.,E, 1981) (figura 5).

La estructura general del epitelio sensorial es la misma, -
tanto en la macula como en la cresta.

Estd constituido por cinco elementos: las células pilosas -
sensitivas que por su forma han gide clasificadas en tipos I y =
II, células soporte, sinapsis aferentes y eferentes y un mecanis
mo de acoplamiento mecanico (figura 6).

La célula pilosa tipe I, tiene forma de botella, con base =
redonda y la porcidén del cuello angosta, en su parte apical pre-
senta una cuticula a la cual estid anclado un cilio verdadero o -
cinocilio y varias prolongaciones de la membrana plasmatica lla~
mados pelos sensorios 6 estereocilios. En su parte basal es =-
contactada por la envoltura caliciforme de la prolongacidn termi
nal de una fibra nerviosa aferente, A esta prolongacién llegan-
fibras nerviosas aferentes y forman sinapsis. (Figura 6).

La célula pilosa tipo II es cilindrico, columnar y al igual
que la célula pilosa tipo I, presenta en su parte apical una cu
ticula con un cinocilioc y varios esterocilios. En su regidn si-
naptiea, colocada basalmente, existen miltiples terminaciones -~
nerviosas de fibras vestibulares eferentes y aferentes.

Por medio de las sinapsis aferentes se envia la informacidn
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micirculares observada en su totalidad. Las células-
pilosas ubicadas en una superficie en forma de cresta
se proyectan en una masa galatinosa denominada cipula.

(Barr, M,L. 1975).
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vestibular al Sistema Nervioso Central; a través de las sinapsis
eferentes se recibe la informacidn de centros superiores.

Por microscopia electrdnica, ambos tipos de sinapsis son £3
cilmente reconocibles: la aferente presenta un cuerpo generalmen
te globular en la célula pilosa y un angrosamiento postsinéptico
en la fibra que la inerva; en la eferente puede observarse en la
célula pilosa una cisterna en la zoné de contacto con el botén -
sindptico, en el cual presenta multitud de vesiculas (figura 6 =~
parte superior).

Transduccidn y Transmisidén en las células pilosas.

A nivel vestibular las células pilosas son receptores res--
ponden a la direccidn del movimiento llamado con frecuencia movi
miento angular o rotacidn angular.

Estos receptores son capaces de detectar rotaciones tan len
tas como dos grados por segqundo. Durante ese movimiento, ya sea
en el plano de un conducto semicircular o cerca del mismo, la en
dolinfa queda rezagada por la inercia y la ciipula se balancea, -
La inercia de la endolinfa ocasiona que la cipula se mueva momen
taneamente en direccidn opuesta cuando la cabeza se detiene. Los
pelos sensorios de las células pilosas se doblan al mismo tiempo,
iniciando un fendmeno denominado de transduccidén, que altera la-
polarizacién eléctrica de la superficie de la membrana de las c@
lulas pilosas, por tanto, una fuerza mecdnica es convertida en =~
una sefial eléctrica (Murray, B.L, 1974).

En el fendmeno de transduccidn, a nivel de la parte basal de
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la cé&lula pilosa, hay siempre mis canales lénicos abiertos, que-
en la parte apical. Cuando los cilios de la célula pilosa son -
desplazados sobre un eje de simetria hacia el cinocilio, se abren
canales adicionales en la zona apical. Entonces los iones pota-
sio son atraidos por el potencial negativo de la célula pilosa y
se precipitan a través de la membrana. El aumento de la permea-
bilidad en el Area apical incrementa la contribucidén sobre todo-
el potencial de membrana y éste cae a -40 milivolts.

Si los cilios son empujados sobre el mismo eje lejos del ci
nocilio, los canales que estin abiertos en la parte apical en el
estado de reposo, son rapidamente cerrados, la contribucidn del=-
drea apical al potencial de membrana decrece y la diferencia de-
potencial se incrementa a =65 milivolts. Los canales de trans--
duccidn en la parte apical de la membrana son los responsables -
del cambio en el potencial no parecen ser altamente selectivos a
los iones. ’

Después de considerar lo que se conoce acerca del mecanismo
de transduccidn de la célula pilosa, lo siguiente es saber como-
el cambio en el potencial de ésta dirige el mensaje al cerebro -
(Transmisidn).

cuando los canales de transduccidn de la cé&lula pilosa se -
abren hay una caida en el potencial de membrana y éste cambio -
muy rapidamente en toda la cé&lula. En el &rea basal de la mem-=

brana celular hay muchos canales que selectivamente admiten iones
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calcio,

La accidn de los canales de calcio es dependiente del volta-
je: cuando hay una despolarizacidén, los canales se abren.

Una vez que los iones calcio son admitidos en la célula por-
un mecanismo que aiin se desconoce para estas células, ocasionan -
que un mensajero quimico sea liberado de la célula presindptica a
la regidn intersindptica.

Cuando esta substancia atraviesa este espacio y llega a la -
terminal nerviosa aferente se combina con los receptores de ésta-
Y cau;an un cambio en la permeabilidad de la membrana lo que pro-
voca una despolarizacidn.

Transmision Quimica en la Sinapsis Eferente,

Poco se sabe de los mecanismos idnicos de la transmisidén efe
~rente y del significado funcional de estasg terminales, aunque - =
existen evidencias que indican que esta comunicacidn es de natura
leza quimica y que el neurotransmisor eferente es probablemente -
la acetilcolina.

Se ha demostrado histoquimicamente actividad de acetilcoli--
nesterasa en la cresta ampular, sdculo y utriculo en el oido in--
terno en la Chinchilla (Iurato, S. 1971).

Hay evidencias que demuestran la presencia de acetilcolines-
terasa, a nivel de la base externa de las células pilosas tipo II
(Dohlman, G.F. 1974).

Se ha demostrado actividad de Colin acetiltransferasa, la en
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zima que sintetiza la acetilcolina, en las fibras eferentes de ~
la linea lateral en pez y se han registrado potenciales inhibitg
rios postsindpticos en la célula pilesa (Flock y Lam, 1974).

Estos hallazgos forman parte de los criterios que debe lle-~
nar una substancia quimica para ser aceptada como neurotransmie-=
sor algunos otros criterios son: El compuesto debe encontrarse -~
almacenado en la terminal presinfptica y estar facilmente dispo~
nible; el compuesto debe ser liberado de la terminal presindpti-
ca por estimulacién de la neurona presinidptica y algunas veces -
liberado espontlneamente; la accidn del compuesto liberado sobre
la neurona postsinaptica debe ser inmediata; el compuesto aplica
do externamente en el sitio de la sinapsis debe producir los mig
mos efectos gue el transmisor natural; las drogas que interfie--—
ren la transmisidn en sinapsis conocidas, deben actuar sobre la-
sinapsis en estudio, esta accidén se debe observar a pesar de que
el transmisor sea liberado endodenamente o el candidato sea = =
aplicado exogenamente; debe haber un receptor especifico postsi-
ndptico del compuesto en cuestién que pueda ser identificado bip
gquimicamente y particularmente por ligandos que son fijados por-
esta estructura; la accién molecular en la membrana postsindpti-
ca debe ser idéntica para el transmisor natural y el candidato -
aplicado externamente (Werman, R. 1966).

El conocimiento de las propiedades de las enzimas qgue sinte

tizan los neurotransmisores es particularmente importante, no sd
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lo porque la velocidad de formacidn del neurotransmisor, como de
cualquier metabolito, depende de la actividad sintetizante, sino
también porque existen evidencias experimentales de que la poza-
metabdlica de la cual se liberan preferentemente los neurotrans-
misores al espacio siniptice es una poza de neurotransmisor re--
cientemente sintetizado. Este Gltimo hecho indica que desde el-
punto de wista de la transmisién sinéptica, las enzimas degrada-
tivas de los transmisores son menos importantes que las sinteti-
Zantes.

Este concepto se apoya en el_hecho de que la degradacidn me
tabdlica de los neurotransmisores no es el mis frecuente mecanis
mo de su eliminacién del espacio sindptico (de hecho solo la ace
tilcolina parece eliminarse enzimaticamente), sino que otros de=-
los cuales el mas importante es el transporte del transmisor al-
interior de la neurona presiniptica o de la propia terminal pre-
siniptica.

Ademis, la localizacién de las enzimas degradativas, desde-
el punto de vista de su distribucién tanto regional como subcelu
lar no se correlaciona con la funcidén siniptica del neurotransmi
sor en tanto que hay en general una buena correlacidén con la dis
tribucidén de las enzimas sintetizantes (Tapia y Meza, 1981).

Se ha considerado a la colin acetiltransferasa (CAT) como -
un marcador especifico de neuronas colinérgicas y se ha observa-

do que la actividad de esta enzima presenta caracteristicas simi
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lares en el S,N. de especies diferentes localizdndose en las ter-
minales sinapticas.

La acefilcolina se sintetiza en una reaccidn que es catali--
zada por la CAT:

CH4CO-5-CoA + HOCHZCH,N + (CH3)——— CH3COOCH;CHN + (CH3)3 + HS-CoA

La colina para la sintesis de acetilcolina es concentrada en
la terminal nerviosa por un sistema de captura de alta afinidad -
dependiente de sodio (Jope, R.S. 1977).

La acetil~CoA puede ser sintetizada a partir de piruvato pro
venieﬁte de glucosa (Szutowicz, 198l), el piruvato es convertido-
a acetil-CoA y Coz, por el complejo piruvato deshidrogenasa (CPDH)
unido a las mitocondrias.

Se han propuesto tres diferentes fuentes de acetil-CoA para-
la sintesis de acetilcolina (Jope, R.S. 1979):

a) La acetil-CoA (intramitocondrial es convertida a citrdato-
el cual es transportado al citoplasma donde la ATP: citrato-liasa
(EC 4.1.3.6.)convierte al citrato a acetil~CoA y oxaloacetato,

b) La acetil-CoA por si misma puede ser transportada directa
mente o difundirse a través de la membrana mitocondrial,

c) La terminal nerviosa colinérgica contiene un CPDH soluble,

Todos ios puntos anteriores estdn ilustrados en una hipotéti
ca terminal colinérgica en la figura.?7.

Propiedades de la CAT: los estudios de la actividad de la ==
CAT en fracciones subcelulares del cerebro han demostrado que tie

ne una doble distribucién: en forma soluble y unida a membranas.=-
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(Binighin, 1982).

Se han detectado por electroforesisetres formas moleculares
con diferentes puntos isceléctricos en cerebro de ratdén y de mo-
no, en el érgano eléctrico del pez torpedo y cerebro de conejo -
se han encontrado dos formas moleculares {(D-Malthe-Sorensen, - -~
1976) .

La unidén de la CAT a fregmentos de membrana puede ser expli
cada por la atraccidn ibénica de la CAT cargada positivamente a -
las membranas cargadas negativamente,

ﬁn cuanto a la cinetica para la reaccidén que cataliza la --
CAT se han propuesto varios mecanismos: ping~pong, orden secuen=
cial, Theorell Chance y un mecanismo secuencial al azar (Hersh,-
L. 1980).

Se ﬂa visto que una de las propiedades de la CAT es que es=
activada por sales, en el caso de la CATproveniente de placenta-
humana y cerebro bovino (Schubert, 1966 y Hersh, L., 1978), y se~
ha propuesto que esta activacidon se realiza en términos de un --
cambio conformacional en la enzima gue da lugar a un incremento-~
en la velocidad de disociacidén de la CoenzimaA deun complejo bi-
nario enzima-coenzimaA (Hersh, L. 1978).

En contraste can estos resultados, estudios realizados en -
la enzima de cerebro de rata dan como conclusidn que el idén clo-
ruro incrementa la Ki para la acetilcolina, se propone que el --

ién cloruro podria servir como un regulador especifico de la CAT
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por un incremento de la velocidad de reaccidn y relevando al pro
ducto de inhibicidn, la acetilcolina (Rossier, 1977).

Transmision eferente colinérgica en el epitelio sensorial =

vestibular del oido interno del pollo.

Se ha visto por una gran cantidad de estudios, que el siste
ma auditivo de las aves es un modelo muy accesible en la investi
gacidn del oido, pudiéndose comparar con el de mamiferos ya que-
existen varias similitudes en el sistema auditivo entre los dos-
grupos,

Dos de las mls importantes son:

a) Hay dos diferentes tipos de células pilosas con diferen-
tes inervaciones aferentes y eferentes.

b) Hay dos distintos tipos de neuronas cocleares eferentes-—
y al menos dos clases diferentes de neuronas aferentes (Whitehead;
M.C. 1981).

En el pollo se ha descrito el epitelio sensorial vestibular
y se ha observado que estd compuesto por dos tipos de células pi
losas: las grandes células pilosas, las cuales hacen contacto si
niptico con grandes terminales eferentes, o con pequefias y extre
madamente largas terminales nerviosas eferentes en el pollb. -
(Strutz, J. 1982},

Las terminales nerviosas eferentes hacen sinapsis con célu-
las tipo II, pero no con células pilosas tipo I: en éstas, el --

contacto gse realiza con la fibra =ferente.
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Se ha estudiado la formacion de los dos tipos de sindpsis ~--
durante el desarrollo embrionario, y se ha encontrado que las ter
minales nerviosas aferentes llegan muy tempranamente al epitelio-
sensorial, al contrario de las eferentes, que aparecen hacia al -
final del desarrollo (Ginzberg, R.D, 1980), también se ha reporta
do en conejo que la aparicidén de las fibras nerviosas eferentes -
es tardia en las crestas ampulares del oido interno (Wakai, Y. --
1970).

Nosotros hemos tomado como moelo las crestas aisladas del oi
do interno del pollo en el que por microscopia electrdnica hemos-
encontrado la presencia de células pilosas tipo I y II, y sinap=--
®mis tanto aferentes como eferentes, por lo que quisimos averiguar
si, éstas 0ltimas eran colonérgicas (figura 8).

Para ello nos propusimos investigar si habia actividad de co
lin acetil transferasa y si ésta enzima presenta caracteristicas-
similares en el Sistema Nervioso de especies diferentes, como son
su activacién por cloruro y su inhibigién por el idén fosfato.

Determinamos ésta actividad por el métodc de Fonnum (1975) -
con algunas modificaciones.

Fundamento: la CAT cataliza la transferencia del grupo azeti
lo de la acetil=CoAdA, a la colina, formado acetilcolina y coenzi--
ma-A reducida {figura 9). En nuestro ensayo para la determina~ =
cidn de la actividad de la CAT se usa como fuente de la enzima el-

tejido vestibular homogenado en una solucidén amortiguadora incu--
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bandolo con acetil-CoA marcada ~on tritio en el acetato y colina.

La acetilcolina marcada que se forma en la reaccidn es ex--
traida y su radiactividad es evaluada en un contador de cente-~ =
lleoc liquido.

Para saber en que tipo de célula estid localizada ésta acti-
vidad se aprovechd que la embriogénesis del oido interno del po~
llo se conoce y se ha reportado que las fibras eferentes llegan-
muy tardiamente al epitelio, y al determinarse la CAT en la onto
genia es de esperarse alguna correlacién entre la aparicién de -
las fibras eferentes y la actividad de la enzima, se midid por -
tanto la actividad de la CAT en un homogenado de tejido vestibu-
lar extraido de embriones de pollo de 15,17,19,21 y de un dia de

nacidos.
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MATERIAL Y METODOS

Se‘uaaron pollitos machos de un dia de nacidos Rhode Island
Reds provenientes de la granja Armour Hatchery de México obteni-~
dos el mismo dia del experimento. También se usaron huevos fér-
tiles de la misma fuente, incubados a 37,8°C y 60% de humedad re
lativa en una incubadora de huevos marca Galvan Hnos., ubicada -
en el Departamento de Embriologia de la Facultad de Medicina, ==
U.N.AM,

Para la obtencién Qel tejido se disecaron las crestas vesti
bulares del oido interno de pollitos de un dia y embriones de po
llo de 15, 17, 19 y 21 dias, de la siguiente mamera:

Se sacrifican los pollitos por decapitacidn, se abre el cri
neo sagitalmente, de esa manera se visualiza el cerebro, el cual
se extrae en su'totalidad. Una vez retirado el contenido encefa
lico se abre la pared interna craneal para extraer las cresta; -
vestibulares del oido interno de los pollos, y de la misma mane~

ra se procede con los embriones.

Reactivos:

l.- Buffer de HaHoPO4 (MRC), 0.038 M, pH 7.4, 2.626 g/500 ml

2.~ NaCl (Mallinckrodt, México) 3.6 M, 21 g/100 ml.

3.~ Sulfato de eserina (S°) I mM, 3,82 mg/5 ml de EDTA, pH 7.4
4.~ EDTA (8°) 0,066 *{, 2.457 g/100 ml ajustado a pH 7.4 con NaOH

5.- EDTA (S°) 0.132 M, 2.457/50 ml ajustado a pH 7.4 con NaQh



10.~-

11.~

12,.-

13.-

14.-

15,.-
16,~

17.=~
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Cloruro de colina (S°) 0.2 M, 0.46 g/10 ml

Triton X-100 (5°) 10% (1 ml de triton + 9 ml de H30).

Buffer citrato de sodio (Monterrey, México) 1.8 M, pH 6.2, -
50 ml (18,91 g de &cido citrico (Monterrey, México) en 50 ml
de H20, 26.46 g de citrato de sodio en 50 ml de Hy0, Se mez~-

clan 7.2 ml dc ac, citrico y 42.8 ml de citratode sodio).

Tetrafenilboro (5°) 500 mg en 100 ml de acetonitrilo (J.T,B.
M.).
Liquiflior 500 ml (2 g de 2,5 difenioxazol (S°), 0.025 g de-

1,4 bis 2-5 fenioxazolil) benceno; 2,2 p-fenileno bis (5-fe-
niloxazol (S°), en 500 ml de tolueno (J.T.B.M.).
S-acetil-Coenzima A (S°) 0.6 mM, 1.21 mg/2.5 ml de H,0
CoenzimaA acetil3H-Acetil {New England Nuclear, Chicago USA)
0.05 mCi, 0.05 mg/0.5 ml, actividad especifica 850.0 mCi/mmol,
en solucién acuosa m pH 5.

Albumina serica bovina (S°) 0,00625 g/25 ml de H30,

NaOH (J.T.M.B.) 0.1 g + NapCO3 (J.T.M.B.) 0.5g en 25 ml de
H,0.

Tartrato doble de sodio y potasio (MRC) 0.5 g/25ml de Hy0.
Sulfato de cobre (J.T.M.B.) 0.,25g/25ml de H,0.

Reactivo de Fenol Folin=-Ciocalteu (S§°) 1:1 (50 ml de H0 +

50 ml de Hy0).

Clave de la fuente de reactivos: S°.- Proveniente de la com
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pafila Sigma, San Luis Missouri, E,U,A,; J,T7,B,M.- J,T. Beker, —--
México.; MRC.- Merkc,México.

Procedimiento: una vez que se han extraido las crestas, se~
hacen homogenados de &stas, de 5 a 10 pollitos (aproximadamente-
36 mg de tejido) en 1.5 ml de buffer de NaHyPO4 0.038 M, pH 7.4~
con un homogenizador de vidrio, dando 20 golpes a 550 rpm con un
pistén de tefldén. Para los embriones se usaron 5 a 10 por homo=-
genado.

Medio de incubacidn para la determinacidn de la CAT.

TABLA I
Volumen adi
Conc. Inidical cionado Conc. Final
NacCl 3.600 M 25;,1 300 mM
NaHoPOy4 0.038 M 25,71 10 mM
Sulfato de eserina 0,001 M 20 41 0.1 mM
EDTA 0.066 M 50)11 10 mM
Clorurc de colina 0.200 M 15;{1 10 mM
Tritén X-100 10.00 % 141 0.05 %

136 41

Acetil-3H-CoA, 0.02 AL en 100 1 (se toman 2.08 ml de ace-
til CoA 0.6 mM y se adicionan 20;{1 de acetil-3H-CoA).
Homogenado: se usaron 5Q7 1 (0,02 mg de proteina) de homoge

nado.



Forma de realizarse:

Se colocan 136 A 1 del medio de incubacidén, 100 4 1 de ace-
til3H-coA y 50;11 del homogenado en tubos de 3 mm de diadmetro -~
por 30 mm de largo, obteniendo un volumen total de 236 ﬂ 1l por -~

tubo.

TUBO  Medio 13641 acetil~3H-CoA 10041 Homogenado 5041

1 . . Blanco
Problema

3 " "

Una vez que se ha colocado el homogenado, se agita la mezcla

[ V)

con un vortex y se incuba inmediatamente los tubos a 37°C, por 15
minutos, Cada determinacién se realiza por duplicado, se detiene
la reaccidn por dilucidén al agregarle 10 ml de buffer de NaH,POy,
0.038 M, teniendo el tubo con la mezcla de reancidén en un frasco-
vial con una jeringa hipodérmica, y se le agregan 2 ml de Kalig--
nost (tetrafenil boro en acetonitrilo) y 8 ml de liguiflior. Se=-
efectila la misma operacién con un tubc blanco excepto que la reac
cidn se detiene a tiempo "cero", se dejan reposar 24 horas en la-
obscuridad. Se determina la radiactividad en un contador de cen-
telleo ligquido modelo Beckman L.S, 7000, dos minutos en el canal-
para tritio. Todo el procedimiento se ilustra en la figura 10.
Se realizaroﬂ determinaciones de la CAT a diferentes concen-
traciones de proteina, haciendo homogenados desde 5, 10, 15, 20,-
25 y 30 pollitos, para investigar el afecto de la concentracién -

de enzima.
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También se determind la actividad de la 2AT a diferentes —-—
tiempos de incubacidn, para investigar si havia linearidad en --
cuanyo a la actividad de la enzima con raspacto al tiempo. Se -
realizdé desde 5 minutos de incubacién hasta 60 minutos,

Para observar el efecto del idn fosfato y del ién cloruro -
se procedid de la siguiente manera:

Se llevd a cabo la incubacidn del tejido para la determina-
cidén de la actividad de la CAT en las condiciones sefialadas ante
riormente, pero en presencia de fosfatos 10 mM & 200 mM.

Para observar el efecto del idn cloruro, se detemmind la ac
tividad de la CAT, teniendo una concentracién de Nacl 300 mM fi-
nal (medio de la tabla I) comparando con experimentos paralelog-—
en los que se reemplazd el cloruroc por el ién citrato, mediante-
la adicién de buffer citrato de sodic 300 mM final (medio de la-
tabla I reemplazando el Cl~ por citratos).

Los experimentos en los homééenados del tejido embrionario-
se llevaron a cabo como se ha indicado antericrmente usando el -
medio de incubacidn explicado en la tabla I.

Determinacién de la proteina:

La proteina fue determinada por el Método de Lowry et al -=
(1951) usando alblmina sérica bovina como estdndar y llevando a-
cabo el andlisis con un espectrofotémetro marca Karl-Zeiss, mode
lo M4QIII.

Cllculos para obtener la actividad de la CAT en nmoles/minu
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to/mg de proteina:

Se tiene una concentracidn de acetil-CoA fria = 0,6 mM en -
1000 ml 600 molar en 100 ml, en 0.1 gue se pone en la mezcla de-
reaccidn:

600 4 molas - 1000 ml
bl - 0.l ml
X = 0.06;1molas en 0,286 ml de la mez-
cla de reacciodrn, “
Para obtener las desintegraciones por minuto DPM partimos de

la definicidn de:

15Ci - 2.22 x 10° peM
0,024 Ci = X = 4.44 x 10 ppM
(0.02 Ci es lo que se pone en la mezcla de reaccidn).
4.44 x 10% DPM - 0.06 4 molas
X - 1.00,.1 mola
x = 740 000 DPM en 1,41 mola por lo cf.xe en una
nanomola tendremos 740 DPM.
Se tiene pues 740 DPM/nmolas de acetil-CoA
Para obtener las DPM de las cuentas por minuto CPM (CPM pro

blema - CPM blanco), la eficiencia del sistema es de 41.3 %:

cPM - 41.2 %

X - 100 % X = DPM de las CPM
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Las nmolas de acetil-CoA que se desacetila se obtienen de ~

la siguiente manera:

DPM de las CPM
740 DPM

= nmolas

Ya que se tienen calculadas las nmolas de acetil-Coa, como-
se reporta por minuto y como se incuba por 15 minutos se divide-
entre 15:

nmolas de acetil-CoA

: = nmolas/minuto
15 minutos

Y esto se divide entre los mg de proteina en 0.05 ml es de-

cir lo que se pone del homogenado en la reaccidn:

nmolas min__ . = nmolas/minuto/mg de proteina,
mg de protelna
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RESULTADOS

Al medir la actividad de la CAT a diferentes concentraciones
de proteina se ve que esta es lineal hasta 0.05 mg (figura 11).

Cuando se determind la actividad de la CAT a diferentes tiem
pos de incubacidn puede cbservarse que aumenta proporcionalmente-
hasta 45 minutos de incubacidn (figura 12).

El valor obtenido en la determinacidén de la CAT en los homo-
genados de las crestas del oido interno del pollo es el resultado
de 8 experimentos y fue de 4,16 nmoles/minuto/mg de proteina.

. Si se compara con valores obtenidos de diversas areas del -~
sistema nervioso del pollo para la enzima (tabla II) puede obser-
varseque es de la misma magnitud excepto por el ganglioc ciliar,

‘En la tabla III la actividad de la CAT en ausencia del idn -
cloruro o en presencia del ién fosfato a una concentracién de - -
200 mM, puede observarse una disminucidén de aproximadamente 60% -
de la actividad de la CAT al cambiar la concentracidn de fosfatos
10 mM (que es la concentracidn que se utiliza en el medio de incu
bacién) a 200 nM,

En el caso del idén cloruro se ve una dishinucién de 80% de -
la actividad de la enzima al eliminarlo del medio de incubacidn y
sustituirlo por citrato de sodio, por tanto la presencia del idn~
Cl” activa a la enzima lo que concuerda con lo observado para la-

CAT de otras especies (Hersh, L.B, 1980},
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La actividad de la CAT se determind a diferentes estadios -
en la embriogenesis del pollo desde 15, 17, 19, 21 y 1 dia de na
cido y se vid que esta es apenas detectable al dia 15 con un va-
lor de 0.17 nmoles/minuto/mg de proteina, aumentando gradualmen-
te hasta el dia 19 en el cual se ve una actividad de 2.48 nmoles/
minuto/ mg de proteina.

Serbservé, ademas que en el dia de la eclosidn la activi--
dad de la enzima era de 4.1 nmoles/minuto/mg de proteina lo que-
significa que a esa edad dicha actividad es ya la misma a la ob-

servada el dia uno después de la eclosion.
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t
H

POLLO

ACTIVIDAD DE LA CAT EN EL OIDO INTERNO COMPARADA CON VALO-
RES DE LA ENZIMA DE OTRAS AREAS DEL SISTEMA NERVIOSO DEL -

t
Origen de la CAT

nmoles/min/mg de prot.

Referencia

Cresta ampular
del pollo.

Retina
Iris

Ganglio lumbar
simpatico

Ganglio ciliar
-

4.16

2.50%*

5.00

8.30

50.00

j I S

Nuestro tra
bajo.

Ross and Mc.
Douglas 1972.

Marchi et al
1980,

* Los valores fueron calculados teniendo en cuenta un contenido

de 10% de proteina y 90% de agua por tejido.



TABLA  III

37

EFECTO DE LOS IONES FOSFATO O CLORURO SOBRE LA AC-

TIVIDAD DE LA CAT,

Condiciones del ensayo

nmoles/minuto/mg de proteina

Control 4,16 + 0,34
Fosfato 200 nM 1,68 + 0,11
Control - 4.04 + 0,09
. Citrato de sodio 300 mM 0,88 + 0,14

(8)
(8)
(5)
(5)

Las cifras son la media de experimentos separados efectua-

dos por duplicado y en paralelo de las condiciones experimenta-

les indicadas en la tabla. La actividad se expresa como nmoles/

minuto/mg de proteina + E.S.M, para el nimero de experimentos:-

entre paréntesis.

La composicidén del medio de incubacidén de los controles --

fue la misma que se indicd en Métodos, En los experimentos sé-

lo se varid la concentracién de fosfatos 6 se sustituyd el C17

por citratos.
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PIGURA 11, Curva de actividad de la CAT en funcién de la concen-
tracién de proteina. Los valores graficados estan ex

presados en nmoles/minuto/mg de proteina (r:2 =0,926),
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FIGURA 12, Curva de actividad de la CAT contra tiempo, Los va-
lores estin expresados en nmoles/minuto/mg de protei

na. (r2 = 0,982).
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FIGURA 13, Actividad de la CAT en el oido inteﬁo del pollo en -
diversos estadios dﬁrante la erbriogenesis, i.os valo-
ies estdn expresados en nmoles/minuto/mg de proteina.
Lds resultados representan el promedio de 3 experimen

tos i'ndependientves + E.'Q.M. v
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BDISCUSION

En este trabajo se utilizaron crestas aisladas del oido ine-
terno del pollo, Yy se determind la actividad de la CAT en un ho-
mogenado crudo de las mismas teniendo como antecedentes el ha- -
llazgo por microscopia electrdénica de sinapsis eferentes, forma-
das por lad fibras nerviosas eferentes y la parte basal de las -
células pilosas en este modelo.

Se realizd una curva de actividad de la CAT contra concen--
tracién proteina para lo cual se utilizaron homogenados de las -
érestas aumentando la cantidad de estas para tener una concentra
cién de proteina desde 0.015 mg por tubo hasta 0.065 mg. Se ve-
que la actividad aumenta en forma directa a la concentracidn de-
proteina.

Se realizd también una curva de actividad de la CAT contra-
tiempo desde el tiempo ce?o hasta 60 minutos de incubacién y se-
observa un aumento de ésta en relacidén al tiempo de incubacidn -
hasta 45 minutos, por lc que nuestros experimentos realizados a-
15 minutos de incubacidn se encuentran en la parte lineal de la-
reaccion. |

Al determinar la CAT en las condiciones de altas concentra-
ciones de fosfatos o en ausencia del ion cloruro se observa una-
inhibicién de la actividad enzimadtica semejante a lo observado ~
por Rossier, J. 1981, En ausencia del idn cloruro se ve una dig

minucién de la actiwvidad con respecto al control (Hersh, L. 1980).
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Estos resultados coacuerdan con lo reportado para la CAt de
otros vertebrados.

Por los resultados obtenidos en el presente trabajo, es evi
dente que existe actividad de la CAT en las crestas aisladas del
oido interno del pollo y que el valor obtenido para esta activi-
dad cae dentro de los valores reportados en otros tejidos.

Cuando se determind la actividad de la CAT durante la em- -
briogenesis del pollo, se ve gque se detecta al final del desarro
llo, concordando con los reportes de la aparicidn tardia de las-
fibras eferentes al neuroepitelio (Ginzberg, R, 1980., Nakai, Y.
1970. y Tanaka, K. 1980) por lo que podemos decir que probable--~

mente la enzima se encuentre en estas células,
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- CONCLUSIONES

l.- Por los resultados presentados en este trabajo es evidente-
que existe actividad de la colin acetiltransferasa en las cres--
tas aisladas del oido interno del pollo y que el valor obtenido-
cae dentro del rango de las cifras reportadas en otros tejidos -

del pollo.

2.~ Cuando se determina la actividad a diverscs concentraciones
de proteina se vid que ésta observa una linearidad proporcional-—
a su concentracién, y cuando la actividad se mide contra tiempo-
se presenta lineal hasta los cuarenta y cinco minutos de incuba-~

e
ci0n.

3.~ La actividad de la enzima presenta caracteristicas similares
a las del Sistema Nervioso de especies diferentes, es decir, hay
una activacidén por cloruros y una inhibicidén por fosfatos a al--

tas concentraciones,

4.- En cuanto a la localizacidn celular, se encontrd que la co-
lin acetiltrﬁnsferasa es medible solamente a estadios muy avanza
dos de la embriogénesis, coincidiendo con la llegada de las fi-~
bras eferentes al epitelio sensorial, por lo que la enzima pare-

ce estar ubicada en terminales nerviosas eferentes.

5.~ Aunque hacen falta otras evidencias para probar la célula de
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origen de ésta actividad enzimitica, los resultados pueden tomar
se a favor de que la acetilcolina podria ser el transmisor efe--

rente en la periferia sensorial vestibular.
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