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RESUMEM
Exjisten evidenc;as ide Qque los neurotransmisores en el
vestibulo de los Qertebrados son de naturaleza quimica. Aunque su
identidad aun no es conocida, se eospecha que pudiera ser el'
Acido gamma-aminobutirico (BABA) un mediador aferente y la
acetileolina (Ach) unc de los eferentes.

Usando como modelo el vestibulo del cuy en el presente
trahajo se tratd de aportar evidencias en apoyo a lo anterioar.
Para esto se midid la actividad de la glutamato decarboxilasa
{GAD) , 1a Genzima que sintetiza al GRBA Yy 1a colin
acetiltransferasa (CAT), enzima de sintesis de Ach en homogenados
de vestibulo aislado de cuyes, ya que la presencia de ectas
enzimas se ha considerado como marcador especifico de neuronas
BABAérgicas vy colindrgicas,

Para estudiar 1a posible localizacidn célular de estas enzimas
se aproveché gue el efecto deleterewo de la estreptomicina scbhre

el wvestibulo se conoce y que por estudios de microscopia

electréonica se ha encontrado que este antibiotico destruye las
células pilosas sensitivas del epitelio sensorial vestibular casi
par completo sin da¥a~ ni las células de sostén, ni a las
terminales sindpticas 6 a las fibras nerviosas.

Se encontréd que en homogenados de vestibulo de cuy existe tanto
actividad de BAD comp de CAT y gue agquella posee propiedades
semejantes a la existente en el vestibulu del pnllo. Al
ipvestigar ambas enzimas en vestibulos de cuyes inyectados con
suifato de estreptomicina por 20, 25, 30, 35 y %0 dias 1la

actividad de la GAD disminuyé progresivamente de acuerdo al



tiempo de tratamie=nto mientras la actividad ~de CAT - no se
modifico.Por mstudios de microscnﬁia electrénica se observd que
la estreptomicina destruye las células pilosas sin dafar las
otras estructuras del epitelio seneorial vestibular, por lo que
se comprobd que existia una correlacidn entre la destruccién de
las células pilosas del vestibulo y wuna disminucién de 1la
actividad de 1la GAD.

Con base en estos resultados se puede postular que en- el
vestibulo del cuy, 1la GAD =e encuentra en la c£élula p}lasa,
mientras gque la CAT estd ubicada en un tipo celular 6 boton
sindpticos que podrian ser las terminales nerviosas de las fibras.
eferentes, siendo el GABA y la Ach sus respectivos

neurotransmisores,



INTRODUCCION

T apaeato . acusticn-vestibular en los vertebrad

encargado de percibir’ 'Ips sonidos y de ‘ayuds

5

equilihric, ~E§té,§on§£ituido por tres partec,’
nido medio y el .oi

El .

7 ébnidos y dirigirlos & través del condﬁctbl
auditi&gi; Elecnducto avditive es un tubec de 2.5 e¢m de iongit&d,
cerrado ihternamente por la membrana del timpann.

El 'oido medio ¢ caja del timpano estd4 constituido por tres
pequeios huesos ( martillo, yunque y estribo ) y por la trompa
de Eustaquio, que comunica el oido medio con la naso-faringe. El
timpano es una pequeia membrana oval unida en toda su
circunferencia externa & la parte final de la cavidad dsea del
conducto auditivo externo. Su parte rentral sobresale un poco
hacia el interior, donde se une con el martillo, éste se une al
yungque vy éste ultimo se arficula con el estribo; estos
huesecillos unidos entre si{i sorn los responsables de transmitir
las vibraciones desde el timpano al oido interno, amplificandolas
mas de diez veces. El oido medic y el oido interno se comunican
mediante dos pequefas perforaciones: la ventana oval cubierta por
le bace de! estribo y la ventana redonda cubierta por una

memhrrana transparente.

El oide interno situado profundamente dentro del bhueso
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temporal del cranes, contiene. los receptores al:sonido y 105 que

ayudan al mantenimiento del equilibriao. Consiste en un conducto

membranose (laberinto membrancso), encerrado en .un-anadlogo-6680

(laberinto dseo). El laberinte membranoso estd constituido

fundamentalmente por tres conductos semicirculares, de los que

depende el sentido del equilibrio, que parten de una cavidad

1lamada uwtriculo conectada con ostra llamada sdculo. Desde

S

el

sdcule el conducto membranoso gira en espiral varias veces para

formar 14 cotlea 4 caracol, gque contiene los érganos que perciben

lee vibraciones sonoras. (§ig 1).
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AUDICIOM: Las 'HariacionPe dn prn510n del aire causadas por les

sonidos, hacen ‘vibrar el t“mpano y'esas vzbrac'on‘s son conducxdas

hasta la ventana" oval po hu‘

reclllos, e médid, loz

cuales como vya dijimos las amplifican.‘ Faﬁ vibfécioneé de 1la
ventana oval, & su vez, alcanzan el ‘caracol o céclea a traves del
liguido del oido interno. El movimiento de este liﬁuido repercute
también en la membrana basilar en uno de cuyos lados egsta el
érgano de Corti, " constituido por células pilosas sensitivas
provistas da prolongaciones citoplasmaticas llamados
estereocilins que alcanzan con su punta 1a membrana tectoria
adyacente. Cuando el 4rgane de Corti se mueve por lasg
variaciones de presién del liquido del caracpl, sus células
envian seRales aylas milesydé'¥ibras nerviosas con las que estédn
vinecul adas. Estas 41bras, que *Drman primero el nerv:o toclear y
desputs el ne{y{p facusticn, transmitern sefales a las zonas

auditivas,del~bétebro,_donde son interpretadas como sonidos.

Aunque 'gif‘

esclargcimiento” de  las basos moloculares  de  la

funciép auditiva es. por demi< interesante, en este trabajo 3e

escogid funcisn vestibular por lo gue se ha  hecho
*eferenrix'h'

SENTIDO DEL FG ‘LIBR D» ' ién como ya dxjimas no’ as la‘ unica

@ incluso sentdrse, se’

é=£§mébhét{do al

control de ‘a~par4c del o:du ;nterno dennmxnada . vestibulo, que
registras T de s -movimiento

tageleoracione como Ya. fuersa  de”
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la wravedad,
1 vestibule membranecse ceose se ha dicho, comprende les conductcos

camiciveoul ares v las cavidades del uty

feulo y Hn‘g_l grery

siguen la,ibfmérde;su anéldgo,béec. (Fig 2v..

Lobavinte ocgeo

sberinfo membra noso

Lietevlo

M1 2.~ DIAGRAMA DE LDOB OREANOC QUE COMFONEN L. O01D0 TNTERND
tiHucimpeth AJJd. 1783 .

Lo movimientos de la cabeza son percibidos por células
ecpecializadas en 1la mecanorrecepcidn,v - las 'céiulas pilosas
sensitivas,~ ubicadas en leotg conductos semicirculares, que se
encuentran dispuestos en planos perpendiculares entre si y estdn

llenos de liquide (la endolinfa). En la basce de cada conducto

g>.»5par-te ma&s ancha llamada ampolla, que contiene una
‘ de epitelio sensitivo. Las células pilosas sensitivac
pbr‘ Lma“t:o.'xp-.@la de material gelatinoso,

wstituyendo  la | cresta amplilar. Cuasnde 1o vabeza cambia de
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posicion,  la ’endoiinéé contenida en 1oe :cnductns se  mueve -y
sjeree p*esxén tob*e lae cé’ula= pilesas ubic-da= en laa crartas,
Jaz fualns generan seﬁales. Estam sefales son enviadas. al :erebro
donde son :nterpretadas come muvzmxentos.

'El utriculo y el saculo, cavidades gque  se intercomunican
entre sf contienen, asi mismo, e roegiones 9599cializadas 1lamadas
manchas 6 maculas, células pilosas sensitivas responsables de
doetectar cambios en  la aceleracidn lineal y de registrar la
fuerza de la gravedaé;

Otros factores que caobérén con el sentido del equilibrioc son: la
vista, que ayuda al individuo a adaptar la posicidén del cuerpo al
ambiente, de manera que el equilibrio pueda conservarse
correctamente. Tambien contribuye al equilibrio la sensacién del
rovimiente de las deméds partes del cuerpo mediante receptores
somaticos (sensores an las articulaciones y en la piel). En
realidad el sisté@a -del mantenimiento del equilibrie y 1la
orientacién es mulﬁimodal por 1o que el estudio de 1la funcion

vestibular resulta dificil,pero muy interesante. (fig 3). (33)

Eeﬁﬂno “'l.

mowmne.n‘]:ws
\es{ bdo
myscoles
OrkunuhacAcﬂlﬁ

Impulsos pro P'W“WUS EQUILIBRID

FID J.- EHBQUEMA ROIFRESENTATIVO DE LOS ORGANIS QUE CONSTITUYEM
EL SIBTEMA Ol MANTENIMIENTO DEL EQUILIBDMNIC Y LA PONTURA,

Receplores sislemo nervioso

cartral

'f-th_\os neut,
waaelad i1os



Las porciones -de 'epitelio'sensarial son los verdaderos
4rganos sensitiyns‘ dé17jVe5tibu1o dispuestos de tal forma que

constituyen’ un fsistehé*5mqy1le+iciante para--ayu&éf

orientacién en el espacio y la percepcién de la-

lineal y angular, (fig 4).

Fig 4.- Porciones sensoriales en el oido interng, apbye
son las crestas vestid ulares.( modificada de "Tissuls and
organs de kessel v Kardon Eds. 137 0. 107)

El epiteliec sensorial tiene la misma estructura tanto en la

mAcula como en las crastaes 9 est4 congtituido por S elemontos: Las
células pilosas que per su forme han sido clasificadas en tipo I

y tipo 1I, las ceélulaz de csnporte, las sinapsis aferentes. y

eferente y un mecanismo de acoplamiento mecé&nico que varia dg‘las

méculas a las crestas, (10).

lLas células pflogaéttipo I; tienen forma de botella, coﬁ 1a

base redqndeadaT/ a ﬁpﬁé}ﬁﬁfﬁel cuells angosta,en su parte  apical

presentan -una cuticul a cual estd anclado un cilio . verdadero

o cinocilio plasmatica

llamados pelos’ sensorios

% estereccilios. En su parte  basal

estin  contactadas con la enveitura calciforme de la prolongacién



terminal - de una fibra nerviosa aferente. A pota prolongacidn

llegsn fibraﬁjhefviosas eferentes y forman sinapsis. (F195).

"G O.~ ZEQAUEIMA DE LA CELULA FILOSA TIFGC I Y OUB INERVACIONEO

Ec.— EQOTEREQCILIO A.- TERMINAL NERVIOIA AFERLENTE KN FOHMa

DG LCALITZT R.— TERMINAL NERVIDEA GIFERENTE ¥ C.~ CINOCI.IO.

Las célula=s pilosas tipo I1 son cilindricas, columnares 5, al

igual nfue las células tipo I, presentan en su parte apical’ una

cuticula cen un cinocilin y varios eztereocilics. En ¢ rogién

sindptica, colocada bhasalmente, existen multiples terminacionec
nervicsas de las fibras vestibulares eferentes vy aforertes gue

forman sinapsis de botdn. (fig &).

1o L. ERQUEZMA DE l.A CRELULA
PILOOGA TIPO II.




Todas las ceélulas  sensorialec contienen: gran numero de

mitocondrias, lisoébmas,el aparato de‘Gelgi‘:nlocado en la region

supranuclear vy los ribospmaé ungép éticulo erdopldsmico. En

las celulas sensoriales  tipo’ reticulo endoplasmico se

encuentra por abajo vdelrﬁdéiéq,? él @ual se encuentra en la
porcidén mas baja de la célula.’ [

Separando cada una de las células sensoriales se encuentran
célulazs de soporte de apitelio 'cﬁbico con Saracteristicas
especiales como un nucleo basal y gran cantidad de granulos
pousiblemente secretores en la porcidn supra nuclear,

tLas Areas sensoriales en la parte vestibular del laberinto
estan rodeadas por las llamadas células obscuras, célul as
especialmente diferenciadas, que probablemente toman parte en la
preduszcidén y cambins idnicos de la endolinfa.

La célula pilosa es un transductor mecanp-eléctrico
axtremadamente sensible, capaz de convertir una fuerza mecanica
(el estimulo aplicado a  1lvus peles sensorios) en una sefal
eléctrica (mensaje enviado ;l cerebrn).

mepmo ya dijimps estas células presentan sinapsis de tipo
aferente qﬁa '£faA§miten la informacidn al sistema nervioco
central vy estan moduladas por sinapsis eferentes procedentes de
centros supsriores.

VIAS VESTIBULARES: LanViés‘néryioigs,quﬁiqongétan,el aparato

vestibul ar ccn“éifcé’ d.yilafdédgraiéﬁ inal

ostan  tan “bien "as
sensorialesy

nerviosas del:

R



los dos destinos siguientest 91 tallo cerebral, Justo sobre 1a

medula eapiqal;’q.a{ ééféﬁelm;ﬂehviégparte posterior dq;;:érépro.

Las fibrasi”_fgii rvic ve o ar;qgérllégaﬁ ‘al tali6¢ EéF§bra1
terminan éh §1tho,dé,1o$ucuatE6 grupos célular-nerViéé§ 1ldma&ae
nidcleos vestiﬁularéé:‘fél Supe;ipr, el lateral o de béitér;,él
medio, el descendente ¢ inferior. '

Tres de estos grupos neuronales -el medio, el lateral y el
inf{erior- reciben la mayoria de las terminaciones :entraleS de
las fibras aferentes que inervan los 6rganos otoliticos (utriculo
y sAculo) del laherinto. Las fibras nerviosas afercontes gue
inervar lps canales semicirculares terminan principalmente en los
ndcleos vestibulares superior, medio y lateral, paro muchas
fibras continuwan hasta el cerebelo.

Ademds de estas viae vestibulares aferentes los nicleos
vestibulares también reciben fibras de la médula espinal, del‘
cerebelo, del tallo cerebral y de centros superiores (34).

g1 tracto vestibuloespinal que es directo, se origina
exclusivamente en €l nldclec veetibular lateral. Las fibras
atraviesan la médula oblongada detrads del ntcleo olivar vy
contindan por el <funiculo anterior de la médula espinal Las
fibras vestibuloespinales terminan en las neuronas motoras zlfa y
gamma en todos los niveles de la médula espinal, especialmente en
las intumescencias cervical y lumbar. Este tracto es de primordial
importancia para regular el tono muscular en todo el cuerpo & fin
de mantener el equilibrio.

La porcidn vestibular del cerebelo o arquicerebelo recibe +fibras

de los nacleos vestibulares superior, medio e inferior, ademas
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42 un pequefo nimero de fibras directas del nervio vestibular. En
direccidén opuesta, las fibras del arquicerebelo terminan en el
complejo nuclear vestibular. El papel del arquicerebelo en cuanto
al mantenimiento del equilibrio sz ofectia a través de las vias
que van de los ndcleos vestibulares a las neuronas motoras bajas
y mediante las conexiones reticuloespinales y
cerebelorreticulares, que influencian el tono muscular en el
contexto de posturq y locomocidn.
Dentro del tallo cerebral en la porcidn ascendente dentro del
fasciculo longitudinal. medio, las +fibras que lo constituyen
conectan los ndcleos vestibulares con los ndclecs de los nervios
abductor, troclear y oculomotor. Las fibras del nicleo vestibular
superior son directas en tanto que las de los ndcleos lateral e
inferior son cruzadas, vy el nicleo vestibular medial contribuye
conA fibras para ambos fasciculos.Esta parte del fasciculo
longitudinal medial proporciona  movimientos sincroni:ados. vo
conjugados de los pjos, coordinados con movimientos de la cabeza
a fin de mantener la iijacién‘visual. Dicha coordinacién se basa
princ;palmente en la informacidén recibida por 1los ndcleos
vestibulares de los conductos semicirculares. (2B).
La actividad vestibular tambien alcanza al tdlamo, al‘coliquln
superior y otros centros superipreskpero la via c"acta}aﬁn ﬁo':se
conoce. (fig 7). 7 e |

La integfidéd:del apar ato vestébu;ar’haréfﬁb tradic;onalmante
evaluada_ per .i.',.,me,d;lvci: 6n de los mmimientosocul ares {nistagmus}
producidos >eﬁ Eespuesté a ia éSgi&ﬁ]aéién de las crestas
ampulsres,a'ya‘que lne reflajos'péuinﬁotbres en especial la fase

lanta  del pistagmus son producidas como respussta a - estimulos

i



vestaibulares, (&),

NISTAGMUIS: - Consi ste en ur ceovimiente ocular sincrénico compuesto

de dos fases: la fase lenta, en la-qus los ojos s€ mueven en
forma prporesi va;,éémejante al ‘movimiento de los ojos para enfocar
un objeto y la fase rdpida, en la cual hay un movimiento brus.o

(una rapida sacudida) de retorno de loz ojos al punto en donde se

A centros 1 Superio ¢
Buparios Medial Nucleos
lateval Vestibulaces
Taleriot

Tog:fah(ol . “'

7

T‘°‘~"° vestibuk- Cresta GMP‘JL’

Ne"onos /
oloras
del cudlo " ‘

\ espina
Médvla ‘\ ﬂ | "

esplh0 ) L RY
carvichbt) ) u-u
S NE K TR L/

— =7 oriree ouone shatites

motaras

Ao / b miscolos

|I ’ Quiales
Mok H
L\n hat .
| G4

Neuronas metevos

F10 7. ~ E&QUGMA DE LAL VIAS VESTIBULARES (Netter.l.H,1903)
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iricio la fase lenta. Por convencidn, la direccidn del componente
rapido, es usado para especificar la direccidn del nistagmue.

El nistagmus se caracteriza por diferentes parametros: forma,
direccion, frecusncia, intensidad vy circunstancias en que se
presenta, y estas caracteristiéas nos orientan en el diagnéstico.
En 1la mayoria de los casos el ristagmus se puede clasificar en
dos categorias:

Nistagmus optocinético: es un nistagmus vertical puro, rotatorio
purno o multidireccional, es de origen central, y se produce por
prolongada y recurrente estimulaciéon de las vias visuales
censibles a imagenes en movimiehtc. Esta forma de nistagmus se
puede inducir clinicamente tolocando al sujeto en un cilindro
rotatorio marcado cen rayas luminosas y obscuras alternadas.
Nistagmus vestibular: es un nistagmus horizontal rotatorio; se
origina por un estimule prolongado y asimétrico en el receptor de
un canal semicircular o por desdérdenes neuroiégicns que inducen
eastimulacidn asimétrica de 1los nicleos vestibulares o en la
via vestibulocerebelosa. El nistagmus vestibular puede inducirse
clinicamente,es una prueba muy importantre de la funcidén normal
vaatibular, y 3¢ le céncce como nistagmus calérice.Cuando se
inyecta en el canal auditivo externo de un oido égua fria ¢ tibia
dependiendo de la orientacién de la cabeza del paciente, el calor
o ! frio producen una excitaciQn prolengada sobre wuno o mas
canales semicirculares Aroduciéndose asi e nistagmus con eal
componente rapido en direccidén opussta al lade ectimulado =i se
uza agua $ria y con direccién del oido estimuiado si el agua esta

tihia.(18).

ia



Coama henos diche para que se pruducta ol nistagnus costibular es

necesario que  la cresta ampullar de un ‘canal - semicirchlar  se

estimule azidétricémeﬁté,: La}estimuiacion‘asimétficaﬁée.prppUCE

x

cuande . uno.

‘pcgnélés‘seﬁiciéfdléres7 dé 4Qh'-i3d5 :5Dﬁ?7
ncitadﬂs'pcr'un$ A:e1efa¢ipn angul ar sostenida mientrﬁs qué X1
del okro ladabse 1nhiben.-Por ejemplo veamos lo gue sucede cuando
e presenta una aceleracidn angular horizontal hacia la
izquierda: lpe impulsos del canal semicircular horizontal
izguierdo erxcitan a las neu-onas de los nucleos vestibulares
lateral ¥ medi al {zquierdos, mientras que loz nicl eos
vestibulasres del lado darecho reciben menos impulsos que lo
normal de el canal semicir-cular horizontal derecho. Las neuronas
de 1os nucleos vestibularee del lado izquierdo actdan excitando a
las :euronas mbtoras que controlan a lps masculos rectus medial
izquierdo y rectus lateral derecho de los ojos .y ademds, excitan
a! nervio abductor (VI par de los nervios ccraneales) que
amplifica la excitacidn del mdsculo rectus medial iizquierdo.
Simul tdneamente las neuronas motoras que control an los
movimientos antagénicos de estos mdsculos estdn inhibidas por los
nicleos vestibulares, Como los estimulos al canal semicirculer
continuan, el circuito en log naclecs vestibulares y la formacidn
reticular actdan como un integrador para producir un constante
incremento en la sefal excitatoria e inhibitoria que llega a las
neuronas motoras extraoculares. Los ojos, entonces se mueven
lentamente hacia la derecha.
Cuandno la actividad ves+ibulo-extraocul ar regponsable de la fase
lenta del nistagmus 1lega a cierto nivel, es interrumpida

abruptamente por el mecanismo de la fase rapida que regresa los



ojos a su . posicién originalf Este mecanismo depende de un  grupo

separadae de neuronas que fepentinamante se activan cuando el

nervio oculomotor llega a un nivel! de excitacidén alto. (fig 8).
Fase Llento Fase tcgpido
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FI6 U.~ GROUEMA QUE REFRESENTA LAR ViAS PARhV LA PRODUCCION DGL.
NIGTAGNMUG ¢ Netter F.id4.,1903) . )

Mecanismos de transuccidn de}lad~cﬁlﬁlas pilosas

Como ya dijimos la pa,?t'e :-',:HCE\I de 1’3,5 céiulas filosas consi-te
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de 40 a 87 esteresailias y en el Vhslidulﬂ un c:lio verdadero o

:en'“‘

vinicilic, el ciltn \aparece extremo» del

ectoreocd lx's aum* Lan de;tam'nn otro“ektremb,

largos laos mé ; ce:rano= al cxﬁociilo;‘
Loe pelos~ 5ensn*ios de 105 macann*eceptore= de las crestas
ectan in:luidas er la cupula que se extiende haczta el lado
onuesto de la ampolla. (fig 9. La aceleracién angular en el mismo
plaﬁo que el canal semicircular causa que el fluido dentro del
canal, por inercia tienda a resistir el movimiento, presionando
contra la cﬁbulg, ’estéypresidn causa que la cupula se deforme ya
zea en  forma :coﬁ:aya o+ convera doblando asi a los pelos
sensoribé; k ésfe doblamierte inicia un fendémeno denominado

[
transduccion, - que eltera la polarizacién eléctrica de la

superficie de 13 membrana de las células pilns;s. La cédlulas se
despolarizan si la punta del! haz de esterencilios se dobla hacia
el cinocilio mientras que se hiperpolariza cuando se estimula en
direccion opuesta. Debide a que todas las células pilosas de las

crestas estan orientadas en la misma direccidén con respecto  al

cinociliostodes respondern en la misma forma. {(fig ?).

F1Q@ %.-- A.-- REFRESGENTA LA AaMPOLLA DL UNDO DL LDEB CANALRE
GEMICIRCULARLS (Barr M.L. 19787 B.- REFRKGENTA LO®
ERETIMULOG QUL RECIDEN LAR CRERTAS (Hudspeth 17G3).
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Les pelos de las éélula- sensoriales en las maculas estan
subiertas oor una membrana Dtcaztxca yclatinosa cubierta con

rristales' de Fa’bonato de calczn, 1lamados otoconiac. (fig 1D )

Debido a que la ntoconia ‘es mas densa que el fluido que la rodea,

la membrana otolitlca tierde a moverse bajo la influencia de la

aceleracion lineal“ Pnr ejempleo, cuando la macula del utriculo

normalmente ‘éhF,posichn horizontal se mueve, la fuerza de

gr avaadad tiende a mantener Ia membrana ctolitica en posicién
horxzontal, "esto hace que se doblen lous pelos sensorios. Puesto

ve las maculas contienen cdélulas pilosas gue tienen dos diferentes
orientacicnes, eoste deoblamiento hace que algunas células 5o

‘mgpnlarizen y otras se hiperpolarizen (fig 10) (20).

ohocanio ACELERM. N
@ .
Cdilas ilodas 8

FLl6 10. - ESAQUEMA [~1%]-4 REPHREQENTS [+ rECSPTOKR VC‘I‘TQI.ITICQ

{(Parikerl1?01) D.- ROFRECOENTA LU RGTIMULOW HUK HB(—I.‘N
LAt HACULALD (liudwmueth 175035 .

Be ha pensado que el mecaniegme nediante el fc&al—ﬂsgv lleva




a cabo la transduccioén se encuentra asocieado a canales joénicos

presentes . ‘@n - los

estereocilios.

siempre  canales iénicos abierto

doblan en q1fec¢;oﬁ del cinoc;iﬁﬁjsékgbrﬁn mas éanéles’aﬁociados
en ia 2bna:aﬁiéal,»,pravocaﬁdb laTéﬁffqaa de iocnes potasio (2i)
atrajdo: par el potencial negativo de la célula piloea gque cae a
-40 mil1ivolte. Si los eaterocilios se doblan en direccidén opuesta
los canales que inicialmente estaban ablertos son rapidamente
cerrados y el potencial de membrana se decciende a —&5 milivolts.
Cuando 1os canales de trarsduccién de la célula piloza se abren
hay un cambio en el potencial de reposc de la propia célula que
ce extiende hasta su pérte basal. El potencial ahora se dernomina
potencial receptor. Este cambio de potencial provoca que se
abran canalecs idénicos en la parte haszal de la célula permitiendo

s=lectivamente la entrada de Ca%®-~,

Mecanismos de tranemision de lam fibras nerviosas.

Una vez que los iones calcio son admitidos en las células
pilosas, por un fernémeno que adn se desconoce para estas células,
eslo ocasiona que um mensajero quimico sea liberado a la regién
intersindptica. Cuando esta substancia atraviesa este espacio vy
llega a la terminal nerviosa aferente se une con los receptores
especificos c=obre la membrana de é4sta y provoca un cambio en 1a
permeabilidad de la membrana loque a su vez provoca una
despol arizacién que  produce un potencial de accidn
transformandose asi‘ en una sefal eléctrica (impulsoc nerviaso!

gue viaja hacia el cerebro.!fig 12). A este tipo de sinApsiz se
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1oz 1lama sinapusie quimica ya que astan aediadas: por un - meEnsajero

quimico, que se denomina. nourotransmisor.

espolarizocion

Fiba osuu\\'u,

Al Cetehip

ria T - REFREQRNTACION S2QLULKMATICA f=14 Lo8 RVENTOG Qaus
DESLCNCADENAN UN COTIMULD CODRES £L. HAZ DR EGTERNOCIL IOG
EN LA CRL.ULA PILOSA
Existen evidencias de tipo morfoldgico y fisiolégica dw gue la
cinapsie tanteo aferente como efefenﬁé a nivel vestibular cen
efectivamente de naturalé;a quihi§a£}§gnque se desconoce la
identidad del mediéddr.(figié)fgii,(;ii;<12),(37),(35),(43:,(44>
v (46). o ' e
cr ter:os que deben cuwplzrse para que

Segun  MHerman (42) 1o

una substancia quimi eprwﬂa como neurctrar;m*sor sen :

1) Identidad '.‘:éle acc ransmxsm pf'E-supue:to debe inducir el

miemo re=u1Fad0 que al 7ftran=m1=nr natura! en las cdlulas

pgstsinéptxaas,l Eél dwrir debe mnszicar a través de los mismos
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meceriemes la conducts i6riica de la memorana.

Presanc:a de en:cime: delermna~tec de la :antcsgi délfﬁé;;gié '
te- aneamj 50~ o~ la neurona que 1o produ;n; ' |
X)  Inactivacien. Fresmncia de un sistema r.;;onlaﬁlé“dél ta
eliminacion del transmilbk una vez ufectuad; su ‘accion. - B
4) Presencia., El transmisér nrcpuesto debe esfar p?eienta en la
neuvrona que lo produce y encontrarse potencizlmente accesible
pare su utilizacion.
5) Liberacién del tranumisor. Durante la ectimulacién nerviosa la
sustancia traneminora deve ser detectada en el fluido
e tracélular de la regidn de la sinapsis activada.
6) Identidad farmacolégica. Agentes que intrractidan con 1los
agenten sindpticos fisiolédgicos debe interaccionar con el
transmicar propuesto en la miama forma.

En ol vestibulo, de los neurotransmisores de los que se han
acumul ado nis evidenci as siguiendo los criterios de Werman son la
acetilcolina (Ach) comb uno de 1los mas probables maediadores

efermntes 7y el Acidc gnmma—amino butir{co (GABA) como uno de los
QMAP31S EF¥ ERENTE

aferentes,
SINAPS\S
ATERENTR

b Neryog, -

Atnumk_ R

okt
Presine’pdied s N 0
"I AW, - NEPREOENTYACION RaQUEMAT ICA DG LA ULTAAKBS I MUSTUMNA DK mie
UNMIDNER B INAFTICAR QUE CONTACTHN CON LAR CHLULAD PFRLDaws.
{Becnahalun, 1 Y80 o
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Antécedén;esuqua apoyar ai GAEA y a la Ach como

neurotransmicores en ol .estibulo

Para el GABA  las evidencias que apovar su participacion en

l1a neurotranamision vestibular son los siguientes:
1) las respuestas espontdneas y evocadas en el laberinto de la

raya son inhibidas por picrotoxina {( un inhibidor del receptor a
GABA) (143),

2) Se ha encontrado sintesis de GABA a partir de glutamato en e)

vestibulo de peces 1o que implica la presencia do la

descarboxilasa glutdmica (GADY (13:

3 El GAPA aplicado 12 toforéti-amente imita Ia accidén del

e-timulo neuronal en a1l laberinta del gato 11%5).

4) La picrotosina aplicada sistémicamente, blojquea los efectos
del vértigo de origen i;peri?értco sensorial vesti:uiar.

(9. ,
IPresenzia de un s$stéméidﬁfﬁﬁﬁt5c10j de alta afinidad de . 3H

GAEA &n vestibulo de pqixo;(ﬁoftiﬂfﬂﬂi?L~'~

&) Ppctividad de GAD an crdstaéi&isl&das dql vestibulo del 'pollo
128 - : i : .

7) Precencia de un ricepforideA tipg“ypodtsinApttco (33).

Y para la

1Y Se bha demostradi hista ‘Jf/””l{xi ~ : 1a scetf)

QUE70¢9E£d§ a2 Ta Ach, or la crecta’

o de 1a chioch:lla y

lag  celulae &

p‘lnfa:ltibdfiiu



3) 8e ha derostrado actividad de colin acetiltransforasa (CAT) la

anzima que sintetiza acetil:plida; eh:fas ?ibras eferéntes de l1a

linea lateral del pe registrado potenciales

inhibitorios postsinapticos  imi édbsﬁpof’ﬁch y Abioquéados’fpbh

tubocurarina (13).
4) Se ha demostrado actividad de CAT en crestas aislédééfﬁql
interno del pollo y la aparicioén de esta actividad~:§incida

l1a llegada tardia de las fibras eferentes (31),

La mayoria de 1las evidencias que apoyan al GABA vy ékula“
acetilcolina como neurotransmisores en el vestibulo se han obte—
nido en 'peces, anfibios y aves; 2n mamiferos este tipo de
estudioe han sido muy escasos principalmente a causa de 1la
inaccesibilidad de su oido interno, aunque se sospecha que
tambiédn estos dos mediadores participan en la neurotransmisién en
el vestibulo de los mamiferos. En este trabajo se tratara de
aportar evidencias que apoyen esta suposicién usando como modelo
el vestibulo aislado del cuy ( Cavia cobaya). Con este fin, se
determinara 1la actividad de las enzimas sintetizantes de
acetilceolina y GABA ya que de los criterios para postular una
substancia como neurctransmisor antes mencionados, la presencia
de las enzimas que los sintetizan es particul armente importante,
no sé¢lo porque la velocidad de formacién del neurotransmisor,
como de cualquier metabolito, depende de la actividad de 1a
enzima sintetizante, sino tgmbién porque, la poza mztabolica de
la cual se liberan preferentemente los neurctransmisorss. al

espacio sinaptico es una poa de newrotransmisor  recientamente



sintetizado, Ademds la localizacién de las enzimas
gintetizantes, desde el punto de vista de su distribucién tanto
regimnal,':omo subcelular, se correlaciona bastantic bien zon la
funcién sinAptica del neurotransmisor.

Al  tratar de implicar *anto al GARBA como a la Ach como
neuromadi adores en el vestibulo, se infiere gQue sus enzimas de
sintesis se comportarin bioguimicamente como aquellas descritas
para el sistema nervioso central. Esto no seria raro para la
terminal sipdptica efsrente, aunque tampoco para la célula
pilosa (que seria la precsindptica para la fibra aferente) ya que
estas células han sido 1lamazdas paraneuronas, pues derivan
embridlogicamante del ectodermo (40).

Ahora se revisardn algunas propiedades de estas_enz{m Sy qqéf?omo

se ha dicho, han sido consideradas excelentes

neuronas GABAérgicas y colinérgicas.

Glutamato decarboxilasa (BAD) (EC4.1.1.185)

La GADcatali:a el "rqnﬂi_c;pasb"qe"isinteéx'sﬂ de _GABA, 1la

descerboxiiéé{bﬁ'ﬁélaélﬁiaﬁstb Qeéﬂh la réaccién siéuiente:
HDDC—CHﬁ-CH;fCH;(NHa)—CGDH ~~~~~~ 4 HOOC-CHa~CHz-CHz-NHg + CO2
Como . todas laé descarboxilasas de amincdcidos la GAD requiere

de fosfato - de  pirideial come coenzimazexisten pevidenci as

experimentales‘dépqugbla enzima no esta saturada con su coonzima,

niCin $i1}o;ni invive, ‘y'de que gran parte de su actividad

depeﬁde dél!fgsf

to de.piridoxal libre. ~Esta coenzima parece ser

un lmportanté fa:€n fqé_ ‘Fegglacién‘della actividad_&g 1q:GAD.

E1 glutama;a,;;505£fatddde:la‘Gﬁb&mg§§ﬁafécilméhieﬂdgébpnible,
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s# conurer bian aus -utua de formacidn.a partir de intermediarios

el ciclo dn Vrnhﬁ de3lm=‘cuales 1a mas - importante parvco sor la

tranﬁaminacxdn dnl  *:¢§991utarato eon otros aminpacidos,particu-
larmente ol aapartato (transam\nasa Qlutamico~-oxalacética).AdemAs
eslsten vidBﬁC}: dn que hay una peza de glutamato der. -ada de
la giutaminﬁ, o ’uh compartimento especial vy que
prababplemente ‘eét§T§ﬁiihgﬁante ~elacionada con la poza liberable
da GABA.En chnfd;;;vfoéfatc de pirideovael, we sintetiza a partir
de piridonal! y ATP par accién de la piridoxal cinasa.

En las t&rminales GABAdrgicas, el GARA es sintetizado por dos
poblaciones diferontes de la GAD., Una de ellas €s la enzim:s
spluble,que solo depende de coenzima firmemente unida a 1la
apoencima vy que sintetiza GABA a partir de una poza de glutamato
formada preferentemente a partir de glutamina. £l BABA formado de
nasta manera se libera por despolarizacién de la terminal, por un
mecanismo dependiente de Ca®*, La segunda poblacidn de la GAD que
se sepald es aquella que se oncueptra probablemente unida a 1a
membrana gresinaptica in vivo, en prescncia de K~ y/o Ca=+-, vy

depuende  de! fzsfato de pxrxﬂoVai Iib*e. Ei glutamato gue esta

pohl aci dn - de GAD usa cnmo %u=trato prov;eno probabiemente del

ciclo de Irebs.(flg 13)

Colin éﬁ&i?if
La CAT cata
y ceti} cnenzim

OM-CHa -CHatt (€

CH3=

ta colina



TERMINAL
INHIBIDORA

PIRIDOXAL GLUTAMINA

ATp
~—=glutaminasa
~ CINASA -—-—\o
ADP GLUTAMATO

PIRIDOXAL
FosFaTo |7 GAD

CICLO DE

o 13 HoDELo BIOQUIMICO DPEL FUNC IOQNAMBENTO oR LAk RAINAPELIE
GARAwrgicen. EXIOTEN poo PORBLACIONKS LK A GLUTAMATO
DERCARBOX ILABA CMADS 4 UNA SOLUBLE ¥ OTRA UNIDA A MEIMBRANA CON (S
PARTICIPACION DE POTABIO ¥V /CALCIO. (TAPIA ¥ MEXZA 19P0F).

oy

extracelular mediante un cistema de captura de alta afinidad
dependiente de Na*. (22) En cuanto 2 la acetil-CoA que se usa para
la s=sintesis de écetilco]ina, proviene fundamentalmente del
piruvato, aunque existen evidencias de que también pusde formarse
en pequeras cantidades a partir de aretato y de citrato.

La sintesis de acetil-CoA a partir de piruvato estd catalizada
por el complejo de la piruvato deshidrogenasa (CPDH). Puesto que,
la CAT es una enzima soluble gue se encuentra en el citoplasma
de las terminales sindpticas, y el CPDH ha sido localizado en las

mitocondrias, se ha planteado el problema de cdmo la acetil-Cod
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ritocondrial  se hace accesible a2 1a CAT cxt"plé=m1ca, por-lo que

se  han propuselo. lres diferentes Fu»ntec de;h Epafé la
sintesis de aceti;co1iné (27, ’
a) La acet11 ~CoA (intermxtocondrial) es convertida eﬁ citrato
el cual es transportadc al citoplasma donde la RTP. c:trato liasa
(EC4.1.:.6;)»conv:er*e”al citrqtc 2 acet;l-CnA y oxalacétato.

etil—CnA ‘por si misma puede ser transportada

‘dx%und:r a través de la membrana mitocondrial.

1naLJngrviosa colinérgica contiene un CPDH soluble.

‘:ﬁiﬁetiabs'da la CAT bhan dempstrado que existen dos
poblationéé”.ﬁi¥erentes una spluble y la tha unida a 1l menbrana
{Binishin, 1982),y por electroforesis se han encontrado diferentes
formas moleculares en cerebro de rata,gato,cenejo,ratén y mono
asi cemo en el organo eléctrico del pez torpedo que difieren sélo
en su carga de superficie.
Se ha visto que una de las propiedades de la CAT es 5ﬁue es

activada por sales y se propone que‘el idn clnruro.podri@i‘séryir

como un regulador especifico {(fig 14} (41),

. Localizacién célular de 1a GAD y de la CAT -

Paﬁa gaéterm$nar la localizacion célular de estas enzimas
se pensﬁ ;?ﬁm aprovechar el efecto de alguna sustancia que daﬁe
‘selertivamenta un tipo célular del vestibulo de;ando intactns los

demas.

Los antibioticos dei,gruﬁé'd\ oe gmihogiucésidos'por ejemplo

estreptomicina,kanamicipa »H Y. :neomfc1h§ .gmuestran efectos
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indeseables sobre tods 2l ser uzades on tratamientos “largos,unno
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de estos efectos es una accidén torica sobre los macanismos de la
auwdicidon y el eqguilibrio por lo quz2 s les denomina sustancias

otc&ouicas.Aangef'gxisten, algunos que daran principalhénte; el

vestibuio coms 5151”?§t;ébtnmicinn por ejemplo y otros. ‘gt ;ﬁch

francamente. cocleotoxicos comn la Kanamicina,la maye

medicamentas.’ totoxicos
vectibulotosicusjesto
pmbrinlégicn”

eculia 2n =ing



las célu]as‘ : pilnsas{

Err genufal és nnt bxot cubf,, el

de oglucnridcs méa :anocxdo=

prden dﬁ'

gentem.czna }v
kanamicina
e=per1‘ic1dad

treptnmxuina.~ fo

"_ ,‘.n 51 ada por primera

Naksman quxen ‘derostrd que este
e[ﬁ:re:imiento de- Micobacterium
tuherculosns'y desde entonces se canirtio.en uno de los remedios
més’ efectxvos contra todos los tipos de tuberculosis.8in embargo
el usb de 1a estreptomicina en la actualidad estd limitado por
aus afectos neurotoxicos y utotdgicos repor tados por primera ve:
en 1945 por Hinshaw y Feldman(s. Carca del 75% de los pacientes
a 1os que se lea administran 2 gr de estreptomicina por 40 a 120
dias manifiestan algunas disfunciones vestibulares deté:tables
como pusden ser: neauseas, vomitns y dificultad para mantener al
equilibrio- gue persiste por 1 a 2 semanas, vertigo cuando se
panen de pie y dificultad para sentarse o pararse en la
obscuridad. Estos sintomas “agudos' desaparecen poco & pnco  ya
que son superados por procesos compensatorios y quedan latentes
devmodo que so0lo se presentan cuando se cierran los ojos. (48).

El mecanismo téxico de 1a estreptomicina sobre las células
pilosas adn np_eﬁtahmuynbien estudiade aungue se ha propuesto gue

actua de dos maneras generalee; una de ellag sobre la- membrana



Y

nelulam vy 1a atra en el metabolismo (28) ,
Al alcansar  la estreptomicina el fluido del oido interro ' sc

produce wuna unidn  instantanea del antibiotico:

pilosas dando 'cbmﬁf_reéultédu' uea redu:ﬁioﬁf aelj /DD&DPéiél;
negativo de 1a membrana  par interacciones electrns£a£;§é§ 
causande A la‘vez un incremento en la entrada de iones yéoﬁésib‘
debido &l cambio en la permeabilidad de l1a membhrana (22). ,Eh
cuanto al metabplismn se ha encontrado que 1la Estreptcmicina
interactua con los ribosomas de las células pilozas causando una
alteracion en el cédigo genetico dando como resultaﬁor uha
intrddu:cién errcnea de aminodcidos en las proteinas qué se.estan
produciendn, 1o que puede interferir con 1os procesos vitales de-
martenimiento y reparacidn de la membrana ccelutar. (25) y (39).
Por otra parte estudios con microscopia electrénica muesiran
que ‘el ﬂano de la estreptomicina sobre las células sensorialns

dai vectibulo :nmien1= con danns em el nicleo y las mxto:ondriqs

8).

Los"ﬂfec'ms ototﬁwxccz de la estrnptum:c:na estud:adns pur

mxcroscnpxa electrdnlca consisten en.la. destruccion selectiva' de

las

mst;buln,afectando pr:ncxpalmente a ;as
rélulas coh dosxsrmayores a las celulaé' ée
tipo I}” Lewspporte y las term1nalas
nerviosas k

’“al:qucomo~3uo

ng /Ky de peso (B

omo

Comn.

midiendo. en-

19:41igéci6h“ft¢igf - ,_ﬁ o ‘i_, v celutas



pilasas con fﬁ;rsptomicinatvfﬁdémésvse’estudxaran algunag de las

reond edades ié?i#i:éjla destruczién e las células

pilosas por
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HATERIAL Y METODOS

Se usa?ﬁﬁ,f:ufés ;aééé biémentadas (Cavia cobaya) reocien
nacidos de xUnS ' :6ibni§ ubicada, en el Laboratorio de
Dtnneurcbioqu;hica dél“lhétituto qe Fisiologia Celular, U.N.A.M ,
desarrollada a partir‘dé pies de cria obtenidos de la Granja deo
Zapotitlan de la U, N.A.M.

Pari+ la obtencidén del tejido se disecaron los labarin£65
membr anosos de - ambos oidos interpos de un cuy’ para"cada
determinacion de la actividad de la GAD y los de dos cuyes bcra
la CAT. B

Las ' técnicas de diseccidén fuerdén  implementadas on nuestro
labnratorin- y conaisten en @ ébrir el cranes asagitalmente,
extraer totalmente el cerebro, separar las bulas auditivas del
huesa tempovral y bajo el microscepic ssterioscopico extraer las
crestas ampulares, el utriculo y el siculo los cuales se reciben
en el medio de reaccién enfriado en hielo.

Determinacién. de la actividad de GAD.

La actividad de la glutamato descarboxilasa se deterhiné “por
el método de Wayne y Brady (47) con algunas modificaciones.
Reactivos: ; ‘

1.- Buffer de KHaPO. (MCR), 0.2M pH7.3, 1.3561g/50ml
2,~ Fosfato de piridoxal (S5IB), 10~* (final) 0.0119/5ml

3.~ Mercaptoetanol (8IB), 10mM (final O.1755ml/25ml.

4,-Acido L. glutamico (5IB), 10mM (final) pH 7.3 ©.2646/50m1,

S.- Acido WDLLJ;.; 'g; témi:o (New England Muclear, Chicago

USAY 0,96 MEi (Fin fm}/0.5m), actividad especifica H4mCi/mmol.

6.~ Liquifldor 250ml'¢ 1g de 2.5 di feniloxazol (SIB). 0.01255  de



L,4bis ?-5 feniloxazoil) wer 3IZ0ml de telueno (J,T.E.Hr.

7= HzB0a (J3.T.E.M.) F.6M,©.8m1/100m de Hz0.

€.- Hidroxido de hiamina en metanol vafaﬁﬁé
Flave de 1a fuente de reactivos: SIB.- bfﬁvehiéht '§éiié'66mﬁaﬁ£a
Sigma, San Luis Mizsouri, E.LA.; J.T.E.Mem d;f;Békér,kﬂénico:
MRC.-— Merck, México y AMER.- Amersham.

Fundamento : La GAD cataliza la descarboxilacér del grupo -
carbovilo del glutamato formando GAPA y COz.En nuestro ensayo
para 1la determinacion de la actividad de GAD se usa como fuente
da 1A enzima el teiido vectibular homogenado el cual se incuba
con 4cido glutamico marcado con carbono 14 en el carbono 1y
fosfato de piridoxal,el COa marcado que se desprende al terminar
la reaccién se captura en una base fuerte y su radiactividad es
evaluada en un contador de centelleo liquidno.

Procedimiento: Una vez que se han extraido las crestas
ampulares, el utriculo y el sdculo de los dos oidos internoe de
wn cuy se reciben en un tubito de im]l sumergido en hielo que

contiere el medio de reaccidén el cual esd constituido por:

Volumen adi-~ conc. final
cionado
Acido L glutamico 200M1 10mM
mercapto etanol 80ul ' 10mM
Fosfato de piridoxal 40u1 10—4}M
Buffer de fosfatos 1460ul o.2M

Se pasan & un homogenizador de vidrio y se homogenizan oando
20 golpes (530rpm) con un piston de teflén. - »”' v_b

Se colopcan &0l de este homogenado y 30 M1 de Acido D.L(1~14C)
glutdmico (0.06 uCi) en tubos de 3mm de diametro y 30mm de largo,

obteniendo wun volumen total de 90 ul por tubo.

-
Ay



Tubos Ac DL (1 -14C) glutamxco. HaS04 0 Homogenadu
. 30ul. i 6Q»l

problemas

blancos

[ IR AV g

A los tubitos que y&nﬂaMSEr'blancos sp leg agregan 50 ul de HuSO.
JI.4N para parar la reaccién al tiempo "cerc'. Una vez que se ha
agregado el homogenado se agita la mezcla en un vortex vy cada
tubito se conecta mediante una manguera de latex de {0 cm de
longitud a otro tubito que contiene 0.1 al de hidréxido do
hiamima, Ge incuban inmediatamente a 379C por 20 minutos. Cada
determinacién se realiza por triplicado, seo detienc la reaccién
inyectando a través de la manquera 190u1 de HaS0a.. Se post-incuba
por &0min mds para qus se desprenda todo el COz. Pasado este
tiempo los tubitos que contienen la hiamina se ponen en frascos
viales cor 8ml de liquifldor y con una varilla de vidrio se saca
la hiamima del tubito para que s= mezcle con el ligquido de
cerntelleo. Se deia reposar por 24 horas =2n la obscuridad, Se
determina la radiactividad en un coentador de centelleoc liguido
modelo  Reckman L.8. 7000 dbs minutos en el canal de carbonc

catorce. El homogenado éobk;nte se guarda en refrigeracién para

1a determinacidén posterior de proteinas.(£igis).

Déﬁéfmin cid _Michaelis.

La determ1nac‘é ‘ g0 deocribez arriba en
presencia dﬂ va*xas concentraCIﬂnes (entre 0.4 yVZQmM):dé‘fécido

glutamico.
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METDOOLOGIA  PARA LA ACTIVIBND b LA GAD |
- |
) .
2\\./‘9{:\\?‘
,I%;'/‘\l et ——— )
e

Extracr las bulaa . !
. y disecar los Laberinto membranoso

laterintos membrancsos (2mg aprox)

Sacrificar un cuy

Homogenizacion en el

E nedio de reaccion
Tt ’ . {conc finales)
———— e Ac.qlutamico. .. 10mM

E Mercaotoetanol,.,10mM
K |42 SN I U1
XHZPO‘...........O-?..‘I

* ’ : 7 777
{ncubar &0 L}
] . - Incub ymeheilenid?
. min nwis. AL a 37°Cc
YAy

| i 60nl dol homoqe“do(o.l.'m;dc prot aprox)
nfa 30 Tl 1-°"C Glutamico(0,06 aci)
Atrapavel €O, con Hianina

ﬁ;sgﬁuor parar la reaceibn {por Triflicado)

1.1¥octanda sto‘ J.6 N

Fig 15.- Esquema que representa el prog€edimiento para determinar la actividad de la
descarboxilasa del acido glutamico (GAD).




Deterainacién del pH- éptime de-la reaccion

Se VGAD{‘en " eiperimentos

;ééDEamartiguadas a

los pHs ﬂééfS;S,‘  E

Evaiqaciﬁﬁﬁ;de]k”éfééﬁg?éé i§?Eqn;eﬁfracion de protein
sohre 1a a:tividad de £4D

La' GAD =e determiné siguiendo el método arriba indicado pero a

concentraciones crecientes de proteina =n el homogenado.

Determinacién de la actividad de CAT

La actividad de la CAT se determino por el método de Fonnum
{17) modificado por Meza y Lopéz (1984) en donde un homogenado deo
tejido vestibuler se incuba en ura splucién amortiguadora que
contiene acetil- Cnén:imna é marcada con tritioc =n el acetato vy
coiina. La acetilcolina marcada que se forma en la reaccién es
extraida y <€u radiactividad es evaluada,por espectrometria de
centellen liquido.

Feactivns 1

1.~ Buffer de NaHzPO. (M.R.C.) 0.038 M,pH 7.4, 2.626 g /500 ml

2.~ NaCl Ha}lihckrddf};ﬁéngp)‘S,A;E;EZf'g / 100 m

3.~ EDTA (SIG) 0.066 M, 2.457 g / 100 ml ajustads a pH 7.4 con
NsOH | ’

4.~ Sulfato de eserina (BIG) 1 mM, 3.82 mg 7 S5 ml de EDTA, pH 7.4

5.— Cloruro de colina (BIG) 0.2 M, 0.46 g 7/ 10 ml

&.- Tritén X-100 (SIG) 10 % € 1 ml de tritén + 9 ml de Ha0)

7.~ Tetrafenilboro (SIB) 500 . mg: en 100 m}fﬁde* acetonitrilo

(J. T.B.M.)



g, Liaguwisldor 000 ml (2 g de 7,5 difeniloxazol (SIG) 0.025 g dek

1,4 bis 2-5 fepiowazolil) benceno; 2,2 p-fenileno bis;}(s-";.,

feniloxarol (SIG) , en SOC ml.de tolueno (J.T.B.M.)

9, - G-aretil-coenzina A (81G) O)é'mM.'l.fi mg / 1 ml de Haﬂx

10.~ Coenzima A l:Etil’H-ACE§il}f(New' England Nuclear,chitég

USA)0.05 mCi, 0.05 mg / 0.5 ml, ‘actividad especific

requieren dos cuyes.
membranocso y se
sumergido  en

rconsiste ens

'licdbcf?ihiéiélkl“f‘volumen adici- ﬁcbﬁ:!flhgl
T nnnp R : nado por tqbd
NaCl S 6 .Nk o IG0uL o :sbomﬁ. :
NaHzPOa :”d.dseéMv?‘ 3001 LomM
Sulfate de eseriﬁg_;,<0;691M : 24Qp1 RS _;h.imm_
EDTA ; i;-vq;o§£n, edou1 ' : S 1o
Cloruro de colinq‘ 0.206N1 1801 4 10mM
Triton X 100 g 10% 12u1 - 0.05%
1652ul
El medio de resccidn que certiens el tejido vestibular se

pasa a un homogenizador de vidrio y €2 homogeniza dando 20 golpes-
2 550 rpm con un . pigtéen de tefldn,
3e pooen 1%épl de sste homogenado y 40 ul de acetil 3H- Cof RO

MCi) en tuboe de Ime de diametro por TOmm de lago, obteniendo un’




volumen Lotal de 174 ul por tubo.

Tubo . s eéefl«=H¥CbA 4001’ EgHompgensdoiiéﬁth 

_blancos

E NV RS R

S 'prcb;um
lina ve£‘q&ebsé hayﬁélnfadp'la1§¢étillcé A,:SE'agita la me:zcla
con un Vortex'f sékiﬁcubén?;;ﬁedistaﬁénﬁeklos'tubitos a2 37°C, por
15 minutos. Céﬁé ,qéferh£AS¢i6h‘sé’realiza por duplicado, se
detiene 1la Eééﬁciéﬁ por’ijucjén al agregar 10 ml de buffer de
fosfatos 'friﬁzééﬁ‘uhgrjékinéa hipodérrica, teniendo el tubo con
1a mez:la~dé'reaéci6n en un frasco vial, vy se le agregan 2 ml de
Kalignost (tetfafenil boro en acetonitrilo) y 8 ml de liquifidor.
Se efectta la misma operacion con los tubos blanco ascepto gue
la reaccién se detiene a tiempo 'cero'",por dilucisdn con buffer ,
se deja reposar 24 horas en la obscuridad. Se determina la
radiactivided en un contador de centelleo liquido modele Eesckman
1..8.7000, dos minutos en el canal de tritio. El homogenads
sobrants2 se guarda en refrigeracidn para una posterior
determinaci ¢n del contenido de proteina.(fig 16).
Daterminaci én de pruteinzs.
La concentracién de proteinas de cada homogenade ce determinéd por
el método de Lowry vy col, (24) usando albumina sérica bovina como
estandar y 1llevando azabo el ané{isis‘en un espectrofotometro

marca Beckaman mode2lo Du-b.

Para 1a lmca};;acion_célqlar se usd Sulfato de Estreptomicina

de los laboratorios farmacedt{cos Lakeside S.A. de C..

v 37
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METODOLOGIA PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE LA CAT

extraw’la bula auditiva
Y sacar el laberinto Laberinto membranoso
SACRIFICAR 2 Cuyes- membrenose bajo el

. {2mg de peso seco
microscopio esteroscopico, aprox}

tlomonenizacion en el o
medioc de reaccion gue
contiene: (conc finaled
00mM

tarar la reaccion
per df{iucion con

luffer frio.
P Whuisish i A

Cserindeceeeseess 0.1md

ol
3 136 ul del homigenado(o.l5ng da proteina
Pava seporar el’H-Acetil aprox } mds 40 ul de 3, . oee) co A
§°A q4e no reacciond de la (0.02vCi y se incuba por 15 min a 37°C
1! Aceti colina se lo ( por ~triplicado).
agregan 21l de tctcafenil ‘boro . :

on acetonitrilo. Luegn agregar
liguidn de rentelleo.

Fig 16;- Esquema que representa el procedimiento para determinar la actividad de
la colin acetiltransferasa (CAT)



A cuyes rpcidin nacidos de entve 119 v 1" g de. peso- s2 les
aplicd uns ‘wyeccién intramuhcular de sulfa*a d- -gstreptomicing

dizriaments “n Lﬁa do:is de- 300 wg_: kg : paso dinueltn en 0. 5

ol de so]uc:bn selina Fisiologzra du acuerﬂo a los siguicates

grupos:
grupon T
grupo Il
grupon IIi'
grupn IV
grupo V

21 tmeiher'él

Yy a

1nyectarcn

salina isot(

(s

Faca determiﬁaﬁf ‘ﬁigan 
preeentaban ,éiﬁﬁo
zigud =ntes pruébé%
Prusba :alﬁriég

“on

aguja  un p &3

obtensr mayoécprésiOn‘ “se inyecto de 3~af5'm1=de aqua.a C éka;

35° € en. él;
animal 30

agua oy se Qbservq'on los ojoz para . dstuL*ar ruquuxe



del q@loho noular (nistagmus).

Prusbe rotatoriaz

Be 20 vecc

sobre - i mismo, siz2mpr

velo:idad,"esfo‘SE'rééiiéég

'laitébgndo los
ojos  del animal. Déspués 5& EBSQFVardﬁ'16$ ons &e1> &uy para
detectar movimientos oculares fniéfagmué{;. »

Prueba de enderezamiento: ‘

Se2 colocé al animal sobre la espalda deébﬁgéf!éél,haﬁérle
tapado los ojos y se midio el tiempe que téf&;F?ééfjéﬁgééézarse
eobre sus patas, . |
Reflejn de Preyer:

Corsiste’ en que el animal se estreﬁece i se le comete de
improviso a un ruide estruendoso.En este trabajo el ruido
consietidé en una palmada efectuada cuando el animal no miraba.
Feflejo Final.

El animal mueve susg orejas hacia la fuenﬁe de sonido cuando se
le somete a un sonido agudo. (1) Esto mismo se evalﬁo mediante una
palmads:a,

Para ver los efectos de la inyeccién de estreptomicina sobre el
estado general del animal, se lec determiné, tanto a los animales

tratados como a lIos controles, diariamente el peso corporal.

Microscopia electrénica.

Reactivos:

1) Glutaraldehide 3.0% (SIG) ‘diluir 1z

2) Cacodilato de sodio (SIG) 1 M. pH 7.3 -

3) Tetréxido de osmio (SIB) 1% en buffer de ccacodilatos.




) Aleohel atilico (1.T. B'M ) 30-30-850-60~70~80~90% y absoluto.

5) Onido de 1 2, propileno

(MER) 131 en alcohol stilico y conc,

6) EFON (EMS) ¥ S

7) Azul de toluidine (BI@).

Las claves de la pracedehéig de'los rea:tiv5§} 
los anteriores salvo EMS.~- Electron Microscopy
Procedimiento: B sacrificaron los animales"

auditiva del crar20 , 8e abrid y se sepabéﬂ

norcidn vestibular, se asumergié en glutaraidéh?doi ‘en buf}éﬁ],

de cacodilatos a pH 7.3 por dos horas.Paéédo‘f

extrajo el lzberinto  membranoso - bajo él,,;tmxcrascopio
estersoscopico y se recibin en glutaraldehido a1‘32,.  se.iave con
buffer y se post~Fijb en tetréxido de osmio al 1% en cz2codilztos

sSe

1M pH 7.3 isotdénico por 4hrs. Después de la ‘ijacion &n SEmio
tavé en buffer y se inicie la_deshidratacién fque cansistiﬁ en
pacar ¢l telido en-uoncpntracicﬂe= cracientas de aICDhnl de 30Y a
207 dejando el tejide por 15»m;n en ceda diferente concentracion
da  alcchol., Al terminar el tiempo &n el,cual 'el ,tEdea debe

percanacer en  alcohol del-90% se nasé & una me'c‘a:fdé alcohol

absoluto vy 6V1d0 de propileno i:! por 30 mzn y lueg “'nidsidu dz

propileno solo por 30 min mas.
Para incluir el tejido en Epon,se pasé el tejido

propilena y se dejé por 24lws en un desécéd'

su palimerizactsn

E1  teiide incluide




wicrotosn en_ secciones semifinas de 1 8 2 micras, y se tif6 con
aril - de  teluidina para:chservarlo bajo el microscopio de luz,
entacian y.

hasta  eacontrar:la:or e deseado. Mas tarde se

cortaron ‘sééﬁinn - Fd Y éuibo Ay se observs al

nlcfﬂsénpin;jéiéﬁtréﬁiéq,fpéra»ﬁlo:chariefﬂgeji&o se colocHd  en

rejillas - de’ plomo bafadas en oro y ee contrasté con plomo

acetato de.uranilo ”

Célculos de la actividad de GAD en nmoles / hora /. ng e
proteina s ' 7 EE R
Se tiene una concentracion de Acido’glutéhicd f?ioréiiﬁ mM en
1000 ml, 10,000 uM en 1000 ml y 10 Y% 10e nM.en.looo mi,» en. 0,09
ml que se ponen en la mezcla de reaccidn.
10 X 10* NM e 1000 ml
X — ¢.09 mi
X = 900 nM en 0.09 ml de 1la
mezcla de reaccidn.
Para obtener las desintegraciones por minuto DPM partimps de
la definicidn de :
1 UCi ———y 2.22 X 10 « DPM
0.06 pCi~———;—+ X
X = 132000 DPM
( 0.0t yCi es lo que ponemos en la mezcla de reaccidn ).
132000 DFM ———— 300 nM
X — 1 nM
X = 146,666 DMP en 1 nmol
Es decir 146.6&6 DPM /7 nmol de DL-glutamato. Perﬁ :omb:splo se

descarborila el L-glutamato tenemos @

41



146.66 DPM = 73,33 DPM / nmol d=l  dc L=

glutamico

Para ‘dbiéhéﬁ +lastDPM-de as cuentas por minuto CPM ¢ CPM

problema - DPM blanco ), la Efic1encia del sistema es del 82 %
CPN -———-b92 %
X ———p 100 ¥

X = DFM de las CPM

Las nmolas del 4cido glutamico que se descarboxila se obtiene;

DFM de las CPM = nmolas

73.333 DPM / nmol
Luege este valor de nmolas se multiplica por 3 ya que se repdfté
paor hora y nasotros incubamos 20 minutos @ ’ G
nmolas de acido L-~glutamico X 3 = nmolas / hr
y esto se divide entre los miligramons de proteina en 0.08 ml  es
decir 1o que se pone del homogenado en la rpaccidn :

nmolas / hr = nmolas / hr / mg de proteina

mg de prot.

calculos para ébtenér la actividad de la CAT en nmoles /
minute / mg de proteina :

Se tiene una concentracioén de acetil-CoA fria = 0.6 nM en
1000 m1 400 umolar en 1000 ml, en 0.1 que se pone en la mezcla de
reactidn

600 pmol 2s -f——,1ooo ml

pmnlas en 0 286 _hl: de

meccla divraacot dn, R



Para obtener las desintegraciones por minuto DFM partimos de

12 definicion de :

( 0.02 uCi es 1o que se pnne en la mezcla de reaccidn ).

4. 44 X 10 4 DPM ——s 0 Oé‘umolar
X —_ :'1.00 umolas
X = 740 000 DPM en 1 umola

por loique en Qna nmola tondremos 740 DFM,

Sé fienen pues 749 DPM / nmola de acetil -CoA

Para obtener las DPM de las cuentas por minuto CPM - ( CPM
problema -~ CPM blanco ), la eficiencia del sistema es de 41.3 7%

CPM —————s 41,3 % |
X ———— 100 ¥
X = DPM de las CPM
l.as nmolas de la aceti-CoA que se desacetila se obtienen de

la siguiente manera. :
DPM de las CPM = nmolas

740 DPM
Ya que se tienen calculadas las nmolas de acetil-CoA, como se
reporta por minuto y como se incuba por {3 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 decir
lo que se pone del homogenado en la reaccién

niplas / min = nmolas / minuto /. mg de proteina

mg de proteina



RESUL TADDS
El valor obtenido en las determinacidnes de ~BAD  en blosf
homogenados del vestibule de cuy es el resultado ﬂe' -?’i’f 
experimentos y fué de 224 pmolas/hr/mg de proteina.(tabla 1).
Cuando se investigardn sus propiedades, se encontrd ‘qu;“af  :5"
medir la actividad de GAD 2 diferentes concentrétxbﬁégf’déi

rroteina esta’era lineal hasta 0.09mg (figl?7).

Al medir la actividad de GAD a diferentes pHs, que vaﬁ d

8.3 encontramos una curva tipica de actividad dépendiéhﬁar
la enzima = tiene mayor actlvidad a ur pH de 7,3 por
considera este como su pH optima. (Figid).

Al determinar la ;ctivxdad de EAD a dxferen‘es con:entfacio

Ac.glutamicn que wan de 0.4 a 4OmM es encontrd una :uvva tszcexrr

e Michaelip-ﬂe ten ‘turabxbn).‘ Cuandn s graf;cé segan S

Linegeaven—egrke 3 qie 1a Km era de 4.54 (fig:19);

el resultado 'dé“124"

nyect%dqe con estreptomicina muestran sin@oma:»ly
1355de'105 20 dias de tratamiento:

:lausencie do nistagmus después de la prueba
‘,c lbrica y de la prueba rotacxoral, reflejo de endereza-

mi,n*o.rasx normal, log ar1m=195 s0lo Lardan en endureza-

rse Iseg mé: que los. :ontro'“

grupo IIVJ~:

prueba. - rotacional




ACTIVIDAD DE DESCARBOXILASA DEL

ACIDO GLUTAMICO (GAD) Y DE COLIN

ACETILTRANSFERASA (CAT) EN EL
YESTIBULQ DEL _CUY,

ENZ IMA ACTIVIDAD
GAD 2241 11>
CAT 0.455%0.023*

Tobla ) - % Resul tados expresa-dos en nmolas/hr/mg prot.
como media t el error estandar de 9 euperimentos
por triplicado. '
# Pesultadons expresados en nmolas/min/mg prot.
coma mediat el error estandar de 12 experimentos
por triplicado.

AN
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Fig 17.~ Curva de actividad de GAD en funcién de la concentracién de proteina. Los

valores estan expresados en nmolas/hr. Cada punto es la media de 3 experimentos
efectuados por triplicado. (r&o0.95%)
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18. ~

Efecto del pH sobre la actividad de OGAD. Cada punte
representa el promedio de dos experimentos por
triplicado. La actividad de GAD est4d expresada en
nmel/hr/mg de proteina.
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Grafica segin Lineweaver-Bruke de la actividad de GAD.
En las ordenados 13 reciptroca de la veleclidad Y,
expersada comn nmol de sustrato deccarbosxilado por hora
por miligramo de proteina. En las abcisas la reciproca
de la concentracién eon milimoles de Lt-glutamico. 1os
puntos representan el promedio de tres e:perimentos por
triplicado. Las harsas representan el error estandar.
En el recuadro se muestra la curva original de la cual
£2 lomzrén los valores.

had)
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Fig 20.- Curva de peso en funcidén de los dias de tratamiento. Los

animales fueron inyectados diariamente con sulfato de
estreptomicina (300 mg /kg). seee y animales control
inyectados con solucidn salina fisiologica.sane

yu le)



alteradn ya que Vtardan en  erderezarse 2.5, segq, los
gnimsles control'sé enderezan en 0.3 seg. L |
grupolii iEOfdiés) ng rmuestran nistagnus despﬁés de lAs pruehas vy
k :tardgn en enderezarse 3.5 seg.
grupotV.(:S dias) En Los animales de este grupo no =8 observeé
niatagmus ni con la prueba caldrica ni con la pruecba
rotacicnal y para enderecarse tardan de 4.5 a & seg.
‘grupaV. (50 dias) N presentan nistagmus con ninguna de las dos
pruebas y y su reflejo de enderstamientc se ve  muy
alteradcec ya que tardan de 10 a 20 seg en enderezarce.
El peso de los animales inyectados con estreptomicina  fue muy
semeiante al de los animales control, logs primercs dias de la
inyeccién 12s animales tratadbs aumentaban de peso mads lentamente
que los animales control pero se recuperardn rapidamente y al
final del tratamientoc pesaben lo mismo. ifig 20).
Al mismo tiempo se les determing el reflejo de Preyer y el
reflejo Pinal como muestras de un corre:to funcionamiaento
auditive v se =ncontré que ro se alkeran ni aun despuds de S0
dias de tratamiento. | |
f: investigar 1le actividad &e GAD en los acimales gque fuerdn
inyectados por 20 dias, muestran wna actividad de 138nmolas/
hr/mg de proteina 3I8.3% menor que la de los controles. Los
animales con 23 dias de tratamientp muestran wna actividad de GAD
de 130nmolas /hr{mg de proteina,42% menos que 13 de los animales
tratados ‘:nﬁ 3.5.1. Los anim=les gue recibierdn la misma dosis
de  estreptomicina que»loa'aﬂteriprés_puf 30 dias muestran una
atividad ”@é ~§h§‘aé;BégéfngLas/ﬁglmg de éroteina es decir 601

menos quetl ‘animales tratados por 35 dias
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Fig 21.- Reprosentacion histografica de la actividad de la
degcarboxilasa del acido glutamica {(BAD) Y de

colinacetiltransferasa (CAT) en el vestibulo aislado de cuyes
tratados con estreptomicina. expresados como % del control. Los
controles fueron inyectados con SSI. Las barras representan el
error estandar de la mrdia de X a S e perimentos por triplicado.



mueﬁtvan uja~actividad de GAD de &7.2 nmelaes/hr/my de prﬁteina es
decir -7?2} menns  que los animales trataddé~ con 8.5.1I. Y 1los
;trﬁimagé" po- B0 diar miestran  una ;aégiVidad 'ée 64D  de
33n@ol&s/hr/mg de proteina lo que nﬁs ind;:S'Una dismipucidén do
5% én comperacidn con los controles. (fig 21f.

Al determinar le actividsd de CAT, ésta no mueztra ninguna
modificacidan en ninguna de los grupos durante todo el tratamiento
con respecto a los animales control (fig 21).

Los estudios de microscopia electrdénica muestran que el epitelio
sensorial de laos cuyes normalec, ecstd constituida por dos tipos
de células pilosas, vy =8 muy similar al de los demds nmumiferos.
(44) ,(17), (3F). (fig 22a).

En los animales tratados por 20 dias con sulfato de
estreptomicina se observa una destruccidn de las células pilosas
en especial las tipo I, las terrineslies nervipsas se observan
normales asi como las fibras nerviosas y las células de snsten
(fig 22h).las células piloses se observan hinchadas, con
granulos osméfilos en el citoplagsma. En el ndcles hay una
aglomeracidn de la cromatina vy algunas células extruyen su
citoplasma hacia la endolinfa, Los datos observados en este

trabajo corroboran los anteripormente informados por Duvall vy

Wersall en 1944.(8).
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Fig 22(b).- A epitelio sensorial de la cresta amular de un cuy
tratado por 20 dias con sulfato de ostreptomicina
(300mg/bg). Se observa una céluls pilosa tipo 14
destruida,otras hinchadas,® con 1a cromatina en los
nuclecs aglumerada, en la parte superior se pueden
obsravaﬁr cédluas que  extruyen egu citopl!asma,

B Lac fibras nerviosas se obme-van normales. (5000X).



DISCUSION
En este trabajo se utilizareén laberintos aisiados del oido
internc del cuy a los que se le determinaron la actividad de GAD
y CAT para establecer si estas enzimas que sintetizan GABA vy
acetilcolina estan presentes en el vestibula.

Efectivanmente, se encontraron ambas actividades en
homogenados totales del vestibulo del cuy, 1o que podria indicar
gque las sustancias que sintetizan podrian estar actuando como
neurotransmisores, en el vestibulo del cuy. Adn mids, las
propiedades de la GAD son similares a las reportadas en el
vestibulo del pollo, como son un pH optimo de 7.3 y una Kn para
@l ac. L-glutamico de aproximadamente SmM (33), en donde el GABA
2s muy probablemente un neurotransmisor aferente.

El tipo de experimentos descritos anteriormente no nos permite
safalar a 1a poblacidn celular en la gque estan localizadas estas
actividades enzimdticas, sg aproveché que el efecto de 1la
estreptomicina sobre los receptores del vestibulo se conoce desde
hace mucho tiempo vy que se ha visto por medio de microscopia
éptica y electrénica que este antibiotico destruye selectivamente
las células pilosas y no altera las terminales nerviosas ni  las
células de soporte. (8).

Cuando se inyecto estreptomicina =ze observo daRo vestibular como
50n auséncia de nistagmus después de la prueha calérica y la
prueba rotacional asi come alteraciones en el reflejo de
enderczamisnto. Este tratamiento no Aalterd el estado general de

1oz aninsales puesto que €1 peso no se alters.
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Nl medir la actividad de GAD yHCAT’éhihombgenados de vestibulos
de cuyes gue habian sidd tratados con 300 mg / Kg de peso con
sulfato de ectreptomicins por periodos progresivos de tiempo
deede 20 hasta 50 dias se encontrd una disminucidn progresiva
de la actividad de ORD conforme aumentaba el tiempo de
tratamiento mientras que la actividad de CAT no se modificaba.

Al verificar los efectos del tratamiento por microscoia
electrénica,en los animales inyectados por 20 dias, se comprobéd
que la estreptomicine destruye selectivamente las células pilosas
;in dafar los demas tipos célulares del epitelio sensorial del
vestibulo del cuy.

Ya gue la BGAD vya se encuentra disminuida a los 20 dias de
tratamiente, coincidente con una alteracidén de las células
pilosas, podemos pensar que esta enzima se encuentra en estas
células. Aubque no se tienen datos morfologicos para los demds
dias de tratamiento, es de esperarse que la destruccion de las
cédlulas pilosas continué, por lu que puede inferirse que 1la
posterior disminucién de la OBAD, de acuerdo al tiempo de
inyeccién, refleja ese efecto deletereo de la estreptomicina
sobre las células pilosas. Por otro lado como la actividad de la
CAT no se modifica después del tratamiento con el antibiotico su
localizacién célular debe encontrarse en alguna de las
poblaciones celulares que no sufren dafo con el tratamiento; muy
probablemente en las terminales nerviosas eferentes, aunque no se

tienen evidencias directas al respecto.
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CONGLUSIONES
1.- En el vestibulo del cuy existe actividad de 1l1a glutamato
decarborilasa y de colin acetiltransferasa,enzimas de sintesis de
GABA y Acetilcolina respectivamente 1o gue apoya el posible
papel como neurotransmisores de estas substancias en este
sistema, Ademds, la actividad de BAD presenta caracteristicas
similares a su homéloga del vestibulo del pollo;, es decir un pH
cptimo de 7.3 y una Km para el sustrato de aproximadamente SmiM.
2,- La inyeccidén de sulfato de estreptomicina en una dosis de J00
mg/lkg de pesop & cuyes por mas de 20 dias resulta en la
disminuzuén de 1la actividad de GAD y epsta disminucidén es
progresiva de acuerdo al tiempo de tratamiento, no produciéndose
tal cambio en la actividad de CAT.
Z.~ Los estudios de microscopia electrdnica muestran que con el
tratamiento con sulfato de estreptomicina dedde los 20 dias last
células pilosas apar=zcen dafadas, las terminales nerviosas y las
fibras nerviocsas no se alteran.
4.~ Al daWarse las células pilosas la actividad de glutamato
docarborxilasa disminuye vy esta disminucidén es progresiva 'y
paralela a la alteracién de aquellas.
S.- La disminucidén de GAD paralela a la disminucidn de las
célulaz pilosas por la accion de la estreptomicina nos habla de

que la Incalizacion celular de ecsta enzima podria ser

4o



Frzcizamente 1as :é’u‘as pi’;n:as, voque 1a acfi«lidéd de- 1a CAT no
o meditigus na= dice que esta en;&ma dpbp Iocalizarse en alguna
de las poblaclones celulares qie parmaneren intactas,“ una de las
casles pcdrian ser 1oz heotones sindpticos eferentes.
Los resul tados sugieren:

.- E1 GNABA y la Acetilcolina posiblemente intervengan en la
ficurotransmisidn en el vestibuleo del cuy y en el de otros
mamiferos. El  BABA que aparentemente se localiza en las células
pilosas podria actuar como un neurotransmisor aferente vy la
acetilcolina localizada probablemente en Yas terminales nerviosas

eferentes podria ser uno de los mediadores eferentes en gl

vestibulo del cuy.
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