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BESUMEN 

Ed !'ten evidencias de que los neurotransmi soros en el 

vestlbulo de los vertebrados son de naturale=a química. Aunque su 

ideriUd11d a~n no es conocida, se sospecha que pudiera ser ~l 

~cido gamma-aminobutirico <GABA> un mediador aferente y la 

acetilcolina <Ach> une de los eferentes. 

Usando como modelo el vestíbulo del cuy en el presente 

trabajo se trató de aportar evidencias en apoyo a lo anterior. 

Para esto se midiO l• actividad de la glutamato decarboxilasd 

<GAD>, 1 a enzima que sintetiza al GABA y la c:olin 

•~etiltransferasa <CATl, enzima de Eintesis de Ac:h en homogenados 

de vestíbulo aislado de cuyes, ya que la presencia de estas 

enzimas se ha considerado como marcador especifico de neuronas 

GABAérgicas y colinérgicas. 

Para estudiar la posible localización célular de estas enzimas 

se aprovechó que el efecto deletereo de la estreptomicina sobre 

el vestíbulo se conoce y que por estudios de microscopía 

electrónica se ha encontrado que este antibiotico destruye las 

células pilosas sensitivas del epitelio sensorial vestibular casi 

por complete sin dañar ni las células de sosttn, ni a las 

terminales sínáptlcas ó a las fibras nerviosas. 

Se enc:ontró que en homogenados de vest!bulo de cuy existe tanto 

actividad de GAD cotr•o de CAT y que aquella posee propiedad6'5 

semejantes a la existente en el vestíbulo del pollo. Al 

invE>e.t!gar ambas enzimas en vestíbulos de cuyes inyectados c:on 

sulfato de estreptomicina por 20, 25, 30, 35 y ~O dias 1~ 

actividad de la GAD disminuyó progr92ivamente de acuerdo al 



tiempo ne tratami~nto mientras la actividad de CAT no se 

modlficO.Por estudioR de microscopia electrónica se observó que 

la estreptomicina destruye las células pilosas sin darrar !as 

otras estructuras del epitelio senEorial vestibular, por lo que 

se comprobó que enistia una correl•ción entre la destrucción de 

las células pilosas del vestíbulo y una disminución de la 

actividad de l~ GAD. 

Con base en estos resultados se puede postular que en el 

vestíbulo del cuy, la GAD se encuentra en la ctlula pilosa, 

mientras que la CAT está ubicada en un tipo celular 6 boten 

sinápticoH quQ podrían ser las terminales nerviosas de las fibras. 

eferentes, siendo el GABA y la Ach sus respectivos 

neurotransmisores. 
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JMTRODUCr.IOM 

r¡ ''i'-'1~ ;1to ac:Ltst i c1J-vestibL1l ar en los vertr.>bra.dÓs· es E.'1 
'\ 

encargado de perdbir los sonidos y do ayudar a/ mant~ner el 

eqLd l .i hr! c. 

oído medio y el olcio,~interno. 
_0:', 

El oí do ~~t'~~~ri~ en el hLtrnano está ·formado por ol pabell on 
:··¡.¡-·:·-:·"- :_rt:: 

auricular y por' ,·¡;;i conducto auditivo e~:tE.'rno. El pabellón 
J:_:~~J~~,:.~ ~-, :.--- +: 

auricular ú preJ a e!i\ una fina estructura de cart il ago, recubierta 
-, -, .;' ~: 

de piE.'l ql!e posee la func:i ón 

de recoger lo~ sonidos y dirigi~los a través del conducto 

auditivo. El conducto auditivo es un tubo de 2.5 c:m de longitud, 

cerrado internamente por la membr.::na del timpano. 

El oído medio 6 caj~ del tímpano está constituido por tres 

peqL•eilos huesos martillo, yunque y estribo ) y por la trompa 

d~ Eustaquio, que c:omuni ca el oí do medí o c:on la na:::.o-f ar-inge. El 

tímpano es una pequeña membran•~ oval unida en toda su 

circunferencia externa a la parte final de la cavidad ósea del 

conducto auditivo e>xterno. s~1 parte central sob!'"esale un poco 

hacia el interior, donde so une con el martillo, ~ste sauna al 

yunque y ~ste ultimo se articula con el estribo; estos 

hue!:.ecillo!:. unidos E!ntre sí sor. los responsables de transmitir 

las vib:-ac:iones desde el tímpano al oído interno, amplificándolas 

m4s de diE!= veces. El oído medio y el oído interno se comunican 

media~t~ dos pequeñas perforaciones: la ventana oval cubierta por 

le baEe de! E!$tribo y la ventana redonda cubierta por una 

mem~ran~ transpa~ente. 

El oído inte~·no situado profundamente dentro del hueso 
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temporal del cráneo, contiene. Jo& receptores al sonido y los que 

.'.lyudan al mantenimiento del equilibrio. Consieta en un conducto 

membranoso llaberinto membranoso>, encerrado en un análogo 6seo 

<laberinto óseo>. El laberinto membranoeo esti con$tituido 

fundamentalmente por tres co,..ductos semicirculares, do los que 

depende el sentido del equilibrio, que parten de una cavidad 

llamAda utriculo conectada con otra llamada sáculo. Desde el 

sáculo el conducto membranoso gira en espiral varias vacos para 

formar lS cóclea O caracol, que contiene los órganos que perciben 

1.::>0 vibraciones sonoras. (fig 1). 

oídck~O 

Pltl 1. - ICUC.:1.UCMA QUIZ ru:Et-.. ,._IZGRNTA CL.· DlDO HUMANO 

El laberinto óseo está lleno de uh<··':liquidc·"de compo!!lición 

líqwidc cefalorraquideo llamado perilinf~ y el 

l;;bt)dnta me,nbranosc ii su ·.·oz esti!! ller.o de otro 1 ic¡uido rico eti 



AUDICION: Las variaciones da presión del aira causadas por los 

>ionidos, hacen vibrar el ti111pano y esas \libracJonos 'son con-duc1das 

hasta la ventana oval por los.huesecillo!! del- ,ofdoi mec!io, lo:?> 

CLlales como ya dijimos las amplifican. Las vibraciones de la 

ventana oval, a su vez, alcanzan el caracol o cóclea a través del 

liquidn del oído interno. El movimiento de este liquido repercutD 

tamb.ién en la membrana büsilar en uno de cuyos lado!i; esta. el 

órgano de Corti, constituido por células pilosas sensitivas 

provistas de prolongaciones citoplasmáticas llamados 

estereoci liO!s que alcanzan r.on su punta la membrana tectoria 

adyacente. Cuando el órgano de Corti se mueve por 1 as 

variaciones de presión del liquido del caracol, sus células 

envlan señales a las miles de fibras nerviosas con las qJe están 

vinrL1l Adas. Estas fibr-as, que fer-man primero el ner·•!O coclear- y 

despu~s el nervio ac<1stico, transmiter, señalE!s a las zonas 

Budilivas del cerebro, donde son interpretadas como sonidos. 

AunqLIE? el esci arek:i rni en to - de 1 as b:'l!:~S :nol OCL!l ares de la 

hmciór> at:•.di Uva es por demá~ interesante, en este trabajo ae 

>?scogi6 est•-•dta,,;': !il -Función vestibular por lo .:.iue si: ha hecho 

,-eferenr:i .i ~.,1~ ~mpl i a ~ ~sta. 
··, .· . -._._·-.··: 

SENTIDO DEL F.OÚIL!BRIO:La aÚdición como ya dijimos no es la única 

función del oíd~~T6dai las ~cciones d~sde la más 9imple a las más 

< ••• " • 

sirven del ·Este sentido est~ sometido al 

r:o'lt:rol de, 1 ~-" P~:"rtr? del,_ C)_í do i nter-no .denominada vestíbulo, que 

'egistra únicaménte variaciones. de movimiento 

l:.cdnrar:iónesl :1 _de posición de l~'cabeza asi _como la fuer::a de 
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!:etflici1·1.:ul-·u~es " I las cavl~ades del utrlculc y 

si guM• 1"' forma1 de su rtnál rJIJO óseo. Cfi g 2> • 

<iel ..:ácul u 

ob ~rinto ma.rnbrcinoso 

PIG ~-- DIAGnAHA DE ~o• OAKANOU QUE CCMPDNBN K~ OJDQ 1NTKANO 

CH"""d•P•t;.h A • .J • 1?11-30) • 

4'..IC: 

Los movimientos de la cabeza son percibidos por células 

especializadas en la mecanorrecepción, - las 'células piloaas 

sensitivas,- ubicadas en les corn:lL1ctos semicirculares, que se 

encuentran dispuef1tos en planos perpendiculares entr& si y están 

llen~s de líquido (la endolinfa>. En la baEe de cada conducto 

existe·•.·,una· ·parte més ancha llamada ampolla, que contiene una 

porci~n de epitelio sensiti~o. Las cflulas pilosas sensiti~~~ 

- est:An: . coronadas por uns c:Qpula de material gelatino:;;o, 

i::onstitu;•endo la cresta ampul ár-. Cu~ridu l.:~ ..:abeza cambia de 



pc~sici Ori, la P.ndol i nia ccJ::t!<nida en l O!'. ce.:: duetos; se mueve: y 

~·je!'""c:n p:-esión ~obre la!! célula!! piles~= ubicadas en las erectas, 

1 .. ~.; -:wal es generan scñel es, Esta~· señal es son cnvi a das &11 CE.'rE!bro 

do~dm son interpretadas como movimientos. 

El utrintlo y el sáculo, cavidad!:!s que Ge intercomunican 

~nt·~ si contienen, asi mismo, ~· rDgiones especiali:adas llam3das 

manchas 6 maculas, células pilosas sensitivas responsables de 

detectar c"mbios en la aceleración lineal y de registrar la 

-fL1E'!':?'I de lEI gravedad. 

Otros factores que cooper·an 'con el ·sentido del equilibrio son: la 

vista, que ayuda al indi 1iduo a adaptar la posición del cuerpo al 

ambiente, de man~~a que el equilibrio ~ucda conservarse 

correctamente. Tambien contribuye al equilibrio la s&n~ación del 

..,,ovi l'li en to de las demás partes del c:uerpo m!!di ante receptores 

somáticos Csensores en las articulaciones y en la piel>. En 

realidad el ~istema del mantenimiento del equilibrio y la 

o:-ientaciOn es multimodal por lo que el estudio de la funcion 

pro pi~~ 

.... lD ~. - ctftQUKHA RC~n:r.;:aRNTAT l ve DE L.C& 011.CiANDB QUE CCN•T 1 TU VEN 

~L •Z~T~Mn e~~ MANTENIMIENTO D~L CQUX~ZD"'º V LA PD•TU~A. 
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Las porc:iones de eµitel io ~ensorial son lo!!> 'lerdad11ros 

órganos sensitivos del vestib1.!lo dispuestos de tal forma que 

c:onstituyen un .sl.stP.ma muy eficiente para ayudar.:·:' en la 

orientac:iOn en el espacio y la percepción de la aceleraciOn 

lineal y <"ngular, C-l'ig 4). 

fig 4.- Porciones sensoriales en el oído interno, a.p ye 
son las cre:itas vestibulares,( modificada de "Tissu..is and 
organs de kee>sel v Kardon Eds. 19 7J o. 107) 

El epjtelic sen~o~ial tiene la misma estructura tanto en la 

mAc:ula co~o en las crest?s y esté constituLdc por 5 elementos: Las 

célul¿is pilosas r.¡ue por su form<-. han sido clasificadas en tipo 

y tipo II, las célula~ de soporte, las sinapsis aferentes v 

eferente y '-In mer.anismo de acoplamiento mec3nicG que varia de las 

maculas a las crestas. <10). 

Las células pllosas,tipo 1, tienen forma de botella, con la 

base redondeada y. la; poÍ':'ci'ón del cuel 1 o .:angosta, en su par te apical 
_::;·.:.:.',·• 

present:'ln ~'"" cüÜ,cut'a 0·a·~a cual está anc1cdo un cilio verdadero 

o 

lla~adcs pe~os, sens6rip5 ó estereccilios. En su parte basal 

es!:án <:ontactadas c;on la envcl t....1ra c~ü,~.i.forme de la pr:_olo~ga~i ón 
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terminal de una fibr~ nerviosa af~ ent~. 

lleg,;,n fibras nerviosasi efer-entes y •orr?'~"'' sinapsis. (f! !J 5>. 

e 

... ZQ o .. - IE•CIU1tf'1A DI: '-A CEL.UL-it\ ~.tLOGA Ttrc r V OUB lNRRVl\C:tr:u.ic::o 

Re:.- &IDTE .... ROCtLlC A.-. TKFtM:lNAl_ N&:AYJ.QOA Aft"E"'l4NTS: IEN PDfCHA 

Dllt CAL.11: a.- TERMINAL ....... VIOIOA ar-aRi:&NTR y c.- CINOCll.10. 

Las célula~ pilosas tipo It son ctlindricas, columnarDs ¡ al 

igual que las células tipo I, pre-sentan en su parte apicc1l unci 

c:uticllla con un cinocilio y vario~ estere!:>cilios. En ~u rq:;iOn 

sin.!ptica, colocada basalmente, eNisten múltiples terminacionec 

nerviosas de las fibras vestiblllares efcrentDi; y .::fc.-er.ti::.:. que 

forman sinapsis de botón. (fig 6). 

F Z G 4.. ·· C8QUa:MA DE l.A CG:L.UL..A 

PZL.COA TIPC zz: .. 



Teda~ las c:élul~s sensor-ial~~ contienen gran número de 

mitocondrias, lisosomas,el ~parata de Gclgt colocado en la región 

supr~nucle.:ir- y lo¡:; ribooomas unidos.' al· retículo er.doplásmico. En 

la!> c1Hul as sensori .;¡le!!! endoplásmico se 

encuentra por abajo del núcleo, el cual s• encuentra en la 

porción más baja de la célula. 

Separ"lnrlo cada una de las c1Hulas sensoriales se encuentran 

células de sop~rte de epitelio cúbico con caracteri sticas 
\ 

especiales como ~in núclP.o basal y gran cantidad de gr.inulos 

posiblemente sec:·etores en la porción supra nuclear. 

1_as Areas sensor-iales en la parte vestibular del laberinto 

estan rodeadas por las llamadas células obscuras, células 

especialmente diferenciadas, que probablemente toman parte en la 

producción y cambios iónicos de la endolinfa. 

La célula pilosa es Ltn transductor mec:.;inc-el éctri ce 

extremadamente sensible, capaz de convertir una fuerza mecánica 

(el estímulo aplicado a los pelos sensorios> en una sañal 

elértrica <mensaje enviado al cerebro). 

Como ·ya dijimos estas células presentan sinapsis de tipo 

aferente fJLle transmiten 1 a i nf ormaci ón al si ~tema ner-.·i oso 

centr-al y están moduladas por sinapsis eferentes procedentes de 

centros supsriores. 

VIAS VESTIBULARES! Las vi as ner-vi osas. que .conectan el aparato 

vestiblllar Con ~l cerebr,o y lamédLlla espinal ison complejas y no 
· . -... ;.:;~t~·~'.!!\~~~·1·L. ;;,"J:-.~r:,.,,,f;_\, ·, ·;: :~:· .,. _!?~ ·:' ~.' ·~·!;~ ?i~·f~·:f ~::'"'~'·':' ~!. ·.· :: ·_ ,-.,.' .. :'!~~:,:::-;~:"'"'·.·~,-~:--~~'. '""' · . '. ' ~ · _ :::-.~. · .. -:_:_. · ' · 

están tari bien r~st'Feácia5º'i:ciri;"b;11J está,.;'1~s de, oti::os sistema!> _.,,_... . ; 

sensoriales; sin •.· ~mbargo, ··que'' :foc:las: · 1 as ~eñal~s 

nerviosas del ner~1i6 vestibülar viaJan inid~lm~nt~ hacia uno de 



los dos destinos siguientes: el tallo cerebral, justo uobre la 

r1•j,Jule. espinal, o al cei:ebelo, ,en la parte posterior dtil cerébro. 
:·,'1· 

Las fibras dal nerJi~¡;,estÍbúlar que llegan al tallo cerebral 

ter mi. nan en alguno de los cL1atro grupos cél ul ar-nervioso 11 amados 

n1cleoE vestibulares: el superior, el lateral o de Deiters,~l 

meclio, el descendente o inferior. 

Tres de estos grupos neuronales -el medio, el lateral y el 

inferior- reciben la mayoría de las terminaciones centrales de 

l•e fibras aferentes que inervan los órganos otoliticos <utriculc 

y século) del laberinto. Las fibras nerviosas aferontos que 

lnervan los canales semicirculares termindn principalmente en los 

núcleos vestibulares superior, medio y lateral, pero muchas 

fibras continL1an hasta el cerebelo. 

Ademas de estas vias vestibulares aferentes los núcleos 

vestibulares tambi~n reciben fibras de la médula espinal, del 

cerebelo, del tallo cereb~al y de centros superiores (34). 

El tracto vestibuloespinal que es directo, se origina 

exclusivamente en el núcleo veEtibular lateral. Las fibras 

atraviesan la médula oblongada detrás del nucleo olivar y 

continuan por el funículo anterior de la m•dula espinal Las 

fibras vestibuloespinales terminan en las neL1ronas motor.as c.lfa y 

gamma en todos los niveles de la m~dula espinal, especialmente en 

las intumescencias cervical y lumbar. Este tracto as de primordial 

importancia para regular el tono muscular en todo el cuerpo a fin 

de mantener el equilibrio. 

La porción vestibLtlar del cerebelo o arquicerebelo recibe fibras 

de los nucleos vestibulares superior, medio e inferior, además 
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~a un pequa~o nQmero de fibras direct3~ del nervio vestibular. En 

dirección opuesta, las fibras del arquicerebelo termin~n en el 

complejo nuclear vestibular. El papel del arquicerebelo en cuanto 

al mantenimiento del equilibrio ~e ~fectaa a través de las vlas 

que van de los nücleos ves;tibulares a lae neuronas motoras bajas 

y mediante l ª"" cone~iones reticuloespinalcs y 

cerebelorreticulares, que influencian el tono muscular en el 

contexto de postur~ y locomoción. 

Dentro del tallo cerebral en la porción ascendente dentro del 

fascículo longitudinal medio, las fibras que lo constituyen 

conectan los nQcleos vestibulares con los nQcleos de los nervios 

abductor, troclear y oculomotor. Las fibras del n'1clco vestibular 

superior eon directas en tanto que las de los nücleos lateral e 

inferior son cruzadas, 

con fibras para ambos 

y el núcleo vestibular medial contribuye 

fascículos.Esta parte del fascículo 

longitudinal m~dial proporciona movimientos sincronizados o 

conjugados de los ojos, coordinados con movimientos de la cabeza 

a fin de mantener la fijación visual. Dic~a coordinación se basa 

principalmente en la información recibida 

vestibulareE de los conductos se~icirculares. 

por 

(28>. 

los núcleos 

La actividad vestibular tambien alcanza al tálamo, al coliculo 

superior y otros centros s•.1periores pero la vía c: .. .:icta aún no se 

conoce. (-!'i.g 7>. 

La inteuridad del ap~ ato ve~tibular ha sido tradicionalmente 

evalfü~da .. por .... medición de .los m_oviiniqptos .. oculares (nistag111usl 

producidos en respuesta a 1 a es ti mul ación de las crestas 

e.mpulares, ya que loE: refl?jos oculomotores en especial la fase 

len ta del ni sl:agmus son producidas como respuesL' a es ti mulos 
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t~ISTP.GMU!3: f:'on~i ste P.n ur· '"nvin:ientc:- ocular ti ric:róni.co compuesto 

de dos fa~w..:~ la fase .lenta, en la qlle los ojos sé mueven en 
' ,,_,, 

for~R p~~zre~iva semejunte al movimiento d~ los ojos para enfocar 

un cbje:to y 1 a f i15>e rApi da, en la cual hay un movi mi en to brui; .. c 

runa rápida SdClldidR! 

t. c.cn\-cos 
Superio<~ 

r.-10 ? .. - E•l'ilUli.MA DQ L.AL.í VIASil VR8T18UL.AA&.lil CN•ti=.•r•F·M• 1.~U:S>.; 



iricio la fase lent~. Por convención, la dirección del componente 

rápido, es usado para especificar l• direc~ión del nistagmus. 

El nistagmu9 se caracteriza por diferentes par~metros: forma, 

dirección, frecuencia, intensidad y circunstancias en que se 

presenta, y amtas caracter1sticas nos orientan en el diagnóstico. 

En la mayoría de los casos el ristagmus se puede clasificar en 

do,,; categor i as: 

Nistagmus optocinét'ico: es un nistagmus vertical puro, rotatorio 

puro o multidireccional, 

prolongada y recurrente 

es de orfgen central, y se produce por 

estimulaciOn de las vlas visuales 

~e~sibles a imagenes en movimiento. Esta forma de nistagmus se 

puP-de i.nducir clínicamente colocando al sujeto en un cilindro 

rotatorio marcado ccn rayas luminosas y obscuras alternadas. 

Nistagmus vestihular: es cin nistagmus horizontal rotatorio; se 

origina por un estímulo prolongado y asimétrico en el receptor de 

un e arial semi ci 1·cul rir o por desórdenes neurológicos que inducen 

estimulación asimétrica de lns nQcleos vestibulares o en la 

vla vestibulocerebe!osa. El nistagmus vestibular puede inducirse 

cl!n!camente,es una prueba ~uy importantre de la función normal 

Vi:.'<;.tibL1lar, y ;,¡" le conoce como nistagmus calórico.Cuando se 

inyecta en el canal auditivo o:: terno de un oido agua fria ó tibia 

dependiendo de la orientación de la cabeza del paciente, el calor 

o el frio producen una excitación prolcng~d3 sobre uno o más 

canales semicirculares produciéndose así el nistagmus con el 

componente rápido en dirección opu~sta al lado estimulado si se 

uga agua fria y con dirección del oido estimulado si el agua está 

Ubia.(18). 
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nec:-:-si'lr-io que la c;reo;;ta ,,rnpullar de un· c.-.nal sem~¡,irr:Ltlar se 

estimule a~imétricamente, La-~stimulación ac:.imétrica se produce 

cuñndo uno ó ~~:=ios .. car.ale= semic:irc:ulHres de un lado son 

e::c:i tado; por una ac:eleraci ón angcil ar sostenida mier:tras que los 

del o~ro le.do :e inhiben. Por ejemplo veamos lo que sucede cuando 

pre~enta una aceleración angular horizontal hacia la 

izquierda: los impulses del canal semicircular horizontal 

izquierdo eY.citan a las neu~onas de los nucleos vestibular&s 

y medial i::qui!?;··doc:., mi un tras que lo~ núcleos 

vestibulasres del lado derecho ~ec:iben menos impulsos que lo 

norm11l de el c;mal semic:i~c~tlar· horizontal derecho. Las new-::ma& 

de los nucleos vestibulares del lado izquierdo actúan excitando a 

las ::euronas motorac. que controlan a los músculos rec:tus medial 

izquierdo y rectus lateral derecho de los ojos .y además, excitan 

al nervio abductor CVI par de los nervios craneales> qu& 

amplifica la excitación del músculo rectus medial iizquierdo. 

Simultáneamente las neuronas motoras que controlan los 

movimientos antagónicos de estos músculos están inhibidas por los 

núcleos vestibulares. Cerne los estímulos al canal semicircular 

continúan, el circuito en les núcleo~ vestibulares y la formación 

reticular actúan comQ u~ integrador para producir un constante 

incremento en la señal excitatoria e inhibitoria que llega a las 

neuronas motoras extraoculares. Los ojos, entonces se mueven 

lentamente hacia la derecha. 

Cuando la actividad ves~ibulo-extraocular responsable de la fase 

lenta del nistagmus llega a cierto nivel, as interrumpida 

abruptamente por el mecanismo de la fase rápida quE? regresa los 
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ojos a su posición original. Esto mecan1smo depende de un grupo 

!!epar·ado c!e neuronas que repentinamente sa activan cuando al 

nervio oculomotor llega a un nivel de excitación alto. <fig B>. 

r 
le1.nto 

F1Q ~.- &&QUS:MA QU~ AKPAKGaNTA ~A~ VtA8 PAAA ~A PAQDUCCICN D~L 

Nl'&TAQ1t1UD < N•t~t::.•r r.H •• 1 .. a.:.>. 

Mecan!amo~ dC! transucción de las cólula~ pilosas 

Como ya dijil!los la par·te apical Cif?.T.~s célltlas ¡.:ilcs¡¡s c:onsi:...te 
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el cilio en• el del haz y l.O!I 
, - .. . :, - ' 

e=ten~oc:: l it:s attrr·~ntan ele tamañn<ci~~de E!'1 "6tro extremo ·si
0

ehdo más 

Los pelos sensor·i os de 1 o~ :r:ecanci:-ec:eptores de 1 as: c:nn:.ta~ 

~ctán incluidos en la c~pula que se extiende ha~ta el lado 

opuesto de la ampolla. (fig 9>. La aceleración angular 11n li!l mismo 

pla~o que el canal semicircular causa que el fluido dentro del 

canal, por inercia tienda a resistir Dl movimiento, presio~ando 

contra la cópula, está presión causa que la cüpula se deforme ya 

sea e'n formd cóncava o+ convexa dob l .nndo asi a 1 os pal o& 

nen sor i os, este doblemierto inicia un fenómeno denominado 

t.r-ansdL1c:ci ón, que alter-a la polarízación eléctrica de la ... 
superficie del~ membrana de las células pilosas. La células se 

despolarizan •i la punta del haz de estereocilios se dobla haci.a 

el cinocilio mientras qLte si;. hiperpolar-i;:a cL1ando se estimula en 

dir-ección opuesta. Debido a que todas las células pilosas de la& 

cresta:;: e~tán m·ientadas en la misma dirección c:on r-cspec:to al 

c:inoc:ilio,todes r-espond,en en la misma forma.(fig 9). 

FIG 'P.·- A. -- A¡;fiR&:&CNTA L-A AMPOL..LA DC..: UNO DC L..Clil CANAL-IEQ 

Cil~MlCZJ~CULAr~¡;,,¡¡,¡ 1,,8.-rr- M.L .. 1?70> i.- A&:Pllli:QKNTA L.a• 

ij¡liiilTJMULOla QUt:. HILCIDt::N LAQ C.:R~'1"1ACil (HUd•P•tl.h l?Q::S) • 



Le!: pelos de las célula!! sensoriales en las maculas est.ln 

,;ubir~rtas por ttna membrana· ote:lítíc:a \JClatinoaa cubierta con 

cristales de carbonato de calcio, llam~dos otoc:onia~. <fiq 10 

Debido a que la otocónia es m~s densa que el fluido que la rodea, 

la membrana ótolltica tiende a moverse bajo la influencia de la 

acelerHción lineal: Por ejemplo, cuando la macula del utrículo 

nortt.almente en .posición ho:-izontal se mueve, la fuerza d~ 

gr¡,o.vedad ·tiende a mantener la me,nbrana c>tolítica eri posición 

hori:::ontal,, esto hac:e que se doblen los pelos sensorios. Puesto 

que las maculas contienen cólulas pilosas que tienen dos difer~ntes 

or-iantacinnes, este doblamiento hac:e que algunas célula~ s~ 

··~·'Spnl·tilr-izcn y otr1;1s se hiperpol a~izen (fig 10) <20). 

FlC 1 O. • C:lilCIUliMA QUU: R&;¡PRliDG.f .... TA ..... r.-G:CCF•TCH CITQL.ITlc;C 

<P•rk•r-1"1U1> o. - nt:,..h:CCCNTA LCIU •GT&MULC .. UUR .... &Cl8KN 

L.-..ii.Q t1ACUl-At.I (1 h.uJ•P•t..h .Lr.tD:;s>. 

Se 1-ia pen:rndo que el !11!;!C"1!1ii:mo mediar.te el CÚiil Set· lleva 

,!8 



a cebo la transducción se encuPntra asociado a canales iónicos 

pr-esentes ~n los .. e!>.tcreocilios. (20) En la c;élula ·pilosa 

~iempre canal e~ iÓrÜcos abi ert~~~ •• c:ua~~Cl\6!> .. · •. Htéreod l i oz. 51:? 

doblan en dirección del cinoci lío se· abi~e11 m.!5 canales asociados 

en la zond apical, provocando la entrada de iones pota .. io 12~1 

.~tr;.l dor por f!l potencial negali vo de la c:Uul.a pi 10~:.1 qLte cae a 

-40 milivolts. Si los esterocilios se doblan an dirección opuesta 

los canales qLte inicialmente estaban abiertos son rápidamente 

~~rr~dos y el potencial d~ membrana se decciende a -65 milivolts. 

Cuando los canales de transducción de la célula pilosa se dbren 

hry un cambio en el potencial de reposo de la propia célula qua 

se extiende hasta su parte basal. El potencial ahora se d~nomina 

potencial receptor. Este cambio de potencial provoca que se 

abran canales fónicos en la parte basal de la célula pormitiendo 

selectiv:imente la entrada de Ca2 •. 

Mecanismos de transmisiOn de lae fibras nerviosas. 

Una vez que los iones c~lcio Bon admitidos en la~ células 

pilosas, por un fer.Omeno que aún se desconoce para estas células, 

eslo ocasiona que um mensajero químico sea liberado a la región 

intersináptica. Cuando esta substancia atraviesa este espacie y 

ll!!ga i'I la termin;.11 nerviosa af&rente se une con los receptores 

especificas sobre la membrana de esta y provoca un cdmbio en la 

permeabilidad de la membrana lo que a su vez provoca una 

despol ar i z ación que produce un potencial de ilCC i ón 

tr<?.fl!\formándose. así en una se?i"al elt>ctrica <impulso nervioso> 

qL\:2 viaja hacia el cerebro. 'fig 12). A este tipo de sináps1s s~ 
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!'?;, 1L•.1na 10.1.nap._¡i~ química ya que :¡¡1.3t.:i11 .nudiada:;; por un mens~1Jero 

qLt í flli co, que :.e denomina nn~:rotr snsmi so!'. 

- ® . . 

L.08 

@ . . . 

Al Ce.te.b <t> 

IZUIZNTQCJ GIUC:: 

Dll:QE:NCADCNAN UN CQT 1 MUL.O caen¡¡ fl:t- ••A z. DIZ• a:m TEAKUC ''- 'ca 
EN LA CEl-UL.A P%L.C8A 

EKisten evidenc!ss de tipo morfológico y fisiológico du que l~ 

sinapsis tanto ¡_•,fon:mtt:> como eferente a niv::?l w:-stibul.3r !::C:-1 

efectivamente de n;;tural e;:a qui mica ·aunque se desconoce 1 a 

identidad del mediador. (fi gl 2) • (3) , UH, < 12), (37>, (38>, < 43), <44) 

y <46). 

Segl\11 l•Jerman (42) los crit.erics que deben C.Lltr.plirse para que 
--.· ,··. 

w1a ;wb,;:t.:;n:::i <l química sea 'aC:eprada como ncurotrar.smisor son : 

tl !df!!'tidad .de .acción: el .transmisor presupue!;to debe inducir el 

mi:mo re~ultado ~ue· •I transmisor natural en las c~lulas 

p•:,c tsiriápli•:e.i;L r:::::s dec:ir debe modificar a través de los mismo!O 
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l"'!!'C~rt!.mC!! la ::nndw:t.-. IO••lr .. • dr !a rr.C?:nor,ina. 

3) lnt1ctivacton. 

eliminación del tran5mi•or un~ vez •fectu~da su acción. 

4) Pr wsP.nc i o\. El transmis~r p~cpueslo debe estar p~esenlc en la 

par~ su utilización. 

~J Liberación del tran~mi5or. Durante la e&timulacif'1 nerviosa la 

s1.1stanc i a tran~miaora dei.Ht ••r detectada en el fluido 

6) Agentes que int~ract~an con loa 

9in6pticos fisiológicos debe interaccionar con lll 

transmi~or propuesto en la misma forma. 

En •l "•stlbulo, de lo• neurotr.ansmisorits d~ los que se han 

acumulado n~s evid•ncias siQuiendo los criterioH de Werman son la 

acetilcolina <Ach> como uno de los m.ls probables medi~dcres 

e-!'erent~• y el .lcidc 

.ifer·~ntPs, 
~i¡~Pi;1s 

'TUE:.11, 

...... ,\te.o 

CGABA> como uno de los 
«;.IW.~l'StS li:.'f Ell..iaW.T li 

~ ........... a: ..... •01tN1"fllllloC:ION ••CIUa:M.--, 1c.-.. DG L.A UL.Yl'trlAK:•TRUCru ... .-. or; '-""• 

UNIONll• ••NA.-T 1c-.. oua CoNr--.cT•\N CON "-""• C•l...Ul....A• .. , .... a ...... 

C ••n aha l Mru • j ... C:,,. • 
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Ar.tecede·•tes. que apoy.!>1• ¿1¡ GA&A >' • l• Ach i;o.no 

l• neurotr•nsmi•ion vestibular son lo• siguiente:>: 

1> la• respuestas e9pontáneas y evoc~das en el laberinto da l~ 

raya ~en inhibld~s por picroto~!na < un inhlbidor del receptor a 

GABAI < 14>. 

2> Se h~ •ncontrado sintesi• de GAB~ • partir de glutamato 1tn el 

ve:atlbulo de peces lo QUI!' implica la prti!i>C~;cia do 1 ... 

descarboxila!:a glutám!.::.:i <GAD' (13) 

3> El GAeA aplicado ·~··to~or~tl~amente imit• la acción d•J 

e,.tin>ulo neuronal en •l laberintod•l gato !1:51. 

41 La plcroto.-in.a aplicada sl!ltémlcament•, blcr:¡u&:a los aferct.011o 

del de origt;n peri-f~rico senscr.ial vesti~ulal'. 

('?I • 

5>Preseno::i11 de un sistema de captaci-l:'I de alt• ;¡fir.id;u~ ::le !aH 

Gf'IE<A en ..-eatíbulo de pollo C~.01 

ól Ptctivid:1d de GAO 1tr• crestd!! sisl3das del vestib1.1lo del pollo 
!29) 

71 P1·e~encia d~ un r1tcepto,.. de tipo poat~in.!ptico c:s;n. 

l• Ach: 

91 CU'/ 
:~:.!:~.~~-(\;~~'~ J{· .;:~/\-.. ;-.:~­

La :--· ~ser'~'l;i~!~.t:!,)~~ ,~',i') .,~;;. óct : a :li~iq«0:: t"rn~ ªª l aot . c•?ubs ; 

ti pe · I I ;;;Z.i) .e· P' lO'!'t-'~ 



3> Se ~a demo~trado actividad de colin acetiltransforasa ICATl la 

11nzima qlle ainteti:?a acetilcolina; en las fibras efli!rentes de la 

línea lateral del potl3nci al e!S 

inhibitorios post sí nápticos . i ~i:~~d6~ por Ach y bloqueados por 

tubocllrarina 113>. 

4> Se ha demostrado actividad de CAT en crestas aisladas del'oido 
':. ·--~·".' 

interno del pollo y la aparición de esta actividad coincida c:on 

la llegada tard!a de las fibras eferentes 131), 

La mayoria de las evidencias que apoyan al GABA y a la 

acetilcolina como neurotransmisores en el vestíblllo se han obte-

nido en ·peces, anfibios y aves; sn mamiferos este tipo da 

estudio~ han sido muy escasos principalmente a causa de la 

inaccesibilidad de su oido interno, aunque se sospecha que 

tambié~ estos dos mediAd~res participan en la neurotransmisión en 

el vestíbulo de los mamiferos. En este trabajo se tratará de 

aportar evidencias que apoyen esta suposición usando corao modelo 

el vestibulo aislado del cuy (Cavia cobaya>. Con este fin, se 

determinaré la actividad de las enzimas sintetizantes de 

acetil~olina y GABA ya que de los criterios para postul~r una 

substancia como neurotransmisor antes mencionados, la presencia 

de las enzimas que 1 os si nteti:: an es par ti cul ar mente importante, 

no sólo porque 1 <1 •1el oci d.-.d de fcrmaci ón del neurotransmisor, 

c~~o de cualquier metabolito, depende de la actividad de la 

enzimc11 sintetizante, sino también porqLte, la poza nietabolica de 

la cual se liberan preferentemente los neurotransmisor.es al 

espacio sináptico es una poza de neurotransmisor recientemehte 



sintetizado. Además l el locali:o;;ci6n de las enzimas 

sintetizantes, desde el punto de vista de su distribución tanto 

regi c..nal como st1bcel ul ar, se correlaciona b.lstanlc bi on con la 

función sin!ptica del neurotransmisor. 

Al tratar de implicar tanto al GABA como a la Ach como 

neuromediadores en el vestíbulo, se infiere que sus en~imas de 

síntesis se comportarán bioquimicamente como aqt1ellaE descritas 

para el sistema nervioso central. Esto no seria raro para la 

tarminal sináptica ef5>rente, e1L1nque tampoco p&1ra la cflula 

pilosa <que seria la presináptica para la fibra aferente> ya que 

estas células han sido llam~das paraneurona5, pues derivan 

embriOlogicamante del ectodermo C40l. 

Ahora se revisarán algunas propiedades de estas enzimas, _que como 

se ha dicho, han sido consideradas 

neuronas GABAé~gicas y colin~rgicas. 

Glutamato decarboxilasa CGAO>. ~EC4.1.t.15) 

La GAD cataliza el único paso d_e sintesis de GABA, lil 

desc.-rboxiláci6n del glutaínato t>egón la reacción sigu:i.entc: 

HOOC-CH::z-CH:a-CHa CNH2l -CGOH------~ HOOC-CH:rCH31-CH,.-NHa ·t C02 

Como todas las descarboxilasas de aminoácidos la GAD requiere 

de f.osfato de piridonal como coen:ima:existen evidcmi:i as 

experimeritales de.· que la enzima no e!E;ta uatLt:"'ada con su coonzima, 

ni 
, .,. - ~·""''~ ;· ~-;;,~.,; ,.~ .. ~·>J ·' . ' 

vitro._ni- ln- vive¡· y.de que gran parte de su actividad 

dep!mde del fosf_a-to_ de piridoxal libre. Estcl coen:ima parece ser 

Lln importanj:e -factor' 'de i·a regulación de _la actividad de la GAD. 

El glutarnato, sÚstrato de la GAD, ~si;_á .fáci.lmente disponible, 



tr''\n?>aminación d•l -cetcigh1tarato con otro11 amino.lcido•,particu-
. : .-· _-; 

1 e.r mente 11.'l 11,;partato . ( t;an!l&m.i niHl.W 91 ut.Ami c:o-ox al ac otti ca>. Ade111As 

e:dsten evidll'1Clilfi. de. qu& tiay llna p<'za dP. glut•mato t!er. ·•da de 

que: form11 un comp.lrtim•nto esp!l!'ci .l.l y qu11 

probabl em~·nt • e'!lté { nt i mamen te ~el ctci onnda con la pez a 1 i berabl e 

de GASA.En cu3ntd al fosfato de piridc~al, •• eintetiza a partir 

de piridoHBI y ATP por acción de la piridcxal cinasa. 

En las terminales GABA~rgicas, el GABA e~ sintati:ado por do$ 

publ.aciona,; di fm·émte!I de la 13An. Una de el 1 as es la enzim: 

5oluble,que solo depende de c:oenzima firmem9nte unida a la 

~poenzima y que sintetiza GADA a partir de una poza de ~lutambtc 

formada preferentemente .. , partir de gl utami na. El BADA form.ado di? 

~~ta manepa se libera por de~polariz~ción de la terminal, ~or un 

mecan1~mo dependiente de C31 2 +. La segunda población de la GAO que 

se se~aló es aquella que se cmr.uentra. probablementa unida a l.'\ 

membrana presi nápti ra in vivo, en pre!.1:>nci .~ de 1(- ~/o Ca""•, y 

depAnde d~1 f~3fato de piridoxal libre. El olutamato que e!lta 

pohl "'-Ci ón de GAD usa cnmo·s~1::.tratO pr·ov1eno probüblementa del 

ciclo de t:rebs. <Hg 13>. 

!.a col 1.na par.a. l'.'.', 0~ij,*&~'¡ s .de~~;;:et·Hc~~l'inÚ·~f-;;,;¡·¡;¡.;e .del,: med¡o 
• -- ~ < e :e ''t', 



TERMINAL 

INHIBIOORA 

PIRIOOXAL 

CINA::p ~ 
AOP-1 

PIRIOOXAL 

rglutomino10 

GLUTAMATO 

FOSFATO ---- - GAD 

P'!Q :1.3 HODCL.Q DICQUZM1C:C DC::L FUNCZCNAH:t;KN1·Q Dlit L.Ala liill:NAP.811i1 

GA8A•~gic••• EXZOT~N DCD PODLACIONE• DK LA QLUTAMATO 

DE•CAA•OXZLADA cmAD>.UNA QDLUDLU V CTAA UNIDA A MKM8RANA CON LA 

PAATIC:t,.ACIDN DE P"OTABZO V -'CAL.CZD... <TA,.IA V MEZA S.•GJ:S) • 

extracelular mediante un sistema de captura de alta afinidad 

dependiente de Na•. 122> En cuanto a la acetil-CoA que se usa para 

la ~intesis de acetilcolina, proviene fundamentalmente del 

piruvato, aunque existen evidencias de que también puede formarse 

en pequalas cantidades a partir de acetato y de citrato. 

La síntesis de acetil-CoA a partir de piruvato está catalizada 

por el complejo de la piruvato deshidrogenasa CCPDH>. Puesto que, 

la CAT es una enzima soluble que se encuentra en el citoplasma 

de las terminales sinápticas, y el CPDH ha sido localizado en las 

mitocondrias, se ha planteado el problema de cómo la acetil-Co~ 
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~lto~ondri~l se hace accesible a !b CAT citoplAs•ica, por lo que 
.• ,.'.'.·"-<., 

•;e •1an p:-c·p~1eelc• l•ee cléfr,.,erit.es hlE·ntes_di.- aceli1'-:-EoA para la 

. ~ ;:: '.--~ .· --~; ; ;·2·:~::~: .:· 
¡;iritesii; t.le acetilcolina 1771, _o:-:, - ·e::_ 

al LR acetiJ-Co~ (intermitocondrial> es conve~tida en citrato 

el cual es transportado al citoplasma donde la ATP: citrato liasa 

<EC4.1.3.6.) -convierte al citrato a acetil-CoA y o:;alacetato. 

b > La áceti 1-CoA por sí misma pueda Hr transportada 

directam~nte"ci di fundir a través de 1 a membrana mitocondri al. , .. ' .. ' :. . 

c) Lat~r~inaí:nl!rviosa colinérgica contiene un CPDH soluble. 

Estudios cinetico5 de la CAT han demostrado que e~:i»ten dos 

poblaciones diferentes una soluble y la otra unida a la m~~brana 

<Blnishir,1982>,y por electroforesis se han encontrado diferentes 

formas moleculares en cerebro de rata,gato,conejo,ratón y mono 

as! corno en el órgano eléctrico del pez torpedo que difieren sólo 

en su carga de superficie. 

Se ha visto que una de las propiedades de la CAT es que ea 

activada por sales y se propone que el ión cloruro podría. servir 

corr.o un regul il.dor específico (fig 14~ (41). 

Localización célular· de la 13AD y de la CAT 

Pa~a determinar la localización célular de e5tas enzimas 

se pensó en aprovechar el efecto de alguna sustancia que dañe 

selectivamente un tipo célular del vestibulo dejando intactos los 

demas. 

Los antibioticos del gr~1po de ,los ·aminoglucosidos por ejemplo 

estreptomicina,kanamicina Y- neomic:ina muastran efectos 
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1 indeseables sobre toda ~l ser usados en tratamientos lartjos,uno 

TERMINAL 

EXCITADORA 

PIRUVATO 

CPDH-J 

ACETIL-CoA 

C:AT ~ ACETILCOLINA ©f;) . r © vs 
COLINA 1 

ACETILCOLINESTERASA ' RECEPTOR 

FXQ ¡~ r1oo~LC QZOQUJM1Ca º~~ ~UNClCNAMlllN~O Dñ ~AQ GJNAPW18 

CPQL.XNttnOXCAD. ccn ... IN 

V ACETIL.COL.lNA. <,..Ar•tA V Mt:ZA 1?03) ~ 

de estos efec:tos es tina ac:c:ión toxic:.:i sobre los mocanismos de la 

audi c:i ón y el equilibrio por lo qu!! sa les denomina sustancias 

otatoxicas.Aunque existen algunos que dañan principalmente el 
vestibulo como la estreptomicin._ por ejemplo y otros que• son 

., ·~:. 

fr0<ncamente cocleotoxicos como l;.. ka!'lamíc:ina,la.mayori~·.•··.·dc los 

medicamentos son tanto 

am~~inl~gico com6n de que 

··e!wl t,;, t!n ~imil ii:•.u:Jee mor.f~l<•Í;Jicai>;l~,ncionE(lc\Z r, fü~·~~li.mféas on 
;.:,' .. ··--.-.f: 
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pilosas. 

E•: gf!f•"'' ~l di? J fJS. f.Íntibiolit:O!o e.minoglllC:Oddos mas C::onol:idos el 

orden di;-· w~stib1.1lot:cíxiciu.:id 
".-.:·-_ ;'.-

"··.si !!.omi c:ina 

gente.midna > tobramícina :, ó "' • net:ilmic:ina > amil::ic:ina 

kenamicina = neomicina "' diohidroestrli!ptcmicina ·tSJ Por .E:lt mayor 

•!estibltlotóxic:a si;> esc:oJio, por. tc.nto, la 

estreptomi d ria. 

Estr'éptomic:i~a 

e~fr~ptoníi cfna fÚé aislada por primer-a vez de 

Str'epÍ:omycP.s griséus en 1943 por W~l:sman quien demostró que este 

ar.tibfot!co 'és capaz de inhibir el crecimiento de Micobac:terium 

tuber'culo-sfs y desde entonces se convi rti O en uno de los remedios 

mAs efectivos contra todos los tipo& de tuberculosis.Sin embargo 

el uso de la estrPptomic:ina en la ~ctuallrtad está limitado por 

sus efectos neurotOxicos y ototóxic:os repo•·tdrlo'!I por primara vez 

en 1945 par Hinshaw y Feldman(-11). Cerci\ del 75% de los paciente& 

a los que se les administran 2 gr de estreptomicina por 60 a 120 

dias manifiesta!" algunas disfttnciones vestibulares detectables 

como pUP.den ser: n¡¡useas, vomitns y dificultad para. mantener el 

equilibrio que persiste por 1 a 2 semanas, vertigo cuando se 

ponen de pie y dificultad para sentarse o pararse en la 

obscl.1r i dad. Estos si ntomas ".:1gudC1s" desaparecen poco a poco ya 

que sor1 superados por proC"eso~. compensatorios y quedan latE'ntes 

de modo que solo se presentan cuando se cierran los ojos. <48>. 

~1 mecanismo tóxico de la Pstreptnmlci"e sobre las célul•s 

pilosas aún no_ esl:a. mu)'. bien esh1di e.do e>.unque se ha propuesto que 

actúa de dos maneras gemerales; una de el la11 sobre le. membrana 
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c.~l ·.tl ar y l "1 ·ll• 3 e!"l el matabol i o;;n¡o (Ul • 

:~t ,;lc:;,,.~i'lr· la estreptomic:ina !:!l fluido dol oído 

produc:e una unión instantanea del antibiotico- a· t".:1 

pi 1 OSi\f> dando como resultada u~R reducción del 

terno sc-

céf..li .Js 

pot6ncial 

negativo de la membrana por interacciones el ectrost.tti cas 

causando a la vez un incremento en la entrada de iones potasio 

debido al cambio en la permeabilidad de la membrana (22). En 

cuanto al metabolismos~ ha encontrado que la estraptomicina 

interactua con los ribosomas de las célula& pilo~as cau&ando una 

alteracio~ en el código genet1co dando como resultado una 

introdu~ción erronea de aminoácidos en las proteinas que se astan 

produciendo, lo que puede iriterferir con los procesos vitales de 

martenimiento y reparación de la membrana ccelular. <2~> y <39>. 

Por otra parte esh1dios con microscopía electr6nic.:. muestran 

que el daño de la estreptomicina sobre las células sensoriales 

del ve_stibltlo comien-z:- con daños eri el riúcleo y las mitocondrias 

(8). 

l.os efec ':os otot 6:: i co~ de la estreptomicina estudia dos por 

microscopia elec:trónic01 consisten en la destrucci Ón selectiva·· de 

las rélulas ~ilo~as del vestibulo,afectando principalmente a las 

-:élulas t(po.Í .··y. 1ná51 ti.rdfó> c:on élosis mayoras a las células. de 
-- 1 

tipo I I mieii{tras' ~Ll~.:i~'!; cél~Ías 
1

de ~oporte y las terminales 

nerviosas r¡~··\;l1'.f~e'8\rii~·~¡4;;Ü~wi:111i<~ún a .dosis tan altas como 300 

mg / Kg d~ P.~~:~~ .. <~~.~;1~'i.~'.f0f.~·},;:: ,.' ':t(';.~ ~!<.•. ·•· . ··•'i, ·' ~'. L:.~,~ ... ~'·''"" 
Cti"lo s~ •. mencfonó .<lnter:i9!,men,te 0 en,,.estE1~~tr13bá'::fé::'sq~;~o1:10./ como 

l a·b"
1e,,r,'.'i•"'·n·~'!' .. t~~oS"m'¿-e;m:;';'b'~t.''."a1§n·!,o;;,s':l''o

1

~~-·.0.71' .s-,~l;~a1;d-"o:~_;_;.,·d;e¡,l .. ·.. _,, ,,,, •W?•>'c•·'•··> ""·•· . d ;)l\ 
modelo el · ~ . bi'di~1Af6i:~ó: _ cuy, 

,:·:,;'-, (., -'---'~'.~: ~,;·.,,,_,p .:·.1.~-;.,_,_,·;;, ;?_-~-, _;,~j_--_-'.,O'-:--~ 

mi di ende .en'· un t\Ómogf;ha'~~~·, 1'f~,'.~.,~~.i.:~~J;.,:i·~:-·~,~7::T.~;0j~a,~IJ~d~Ó,do la 

!'.:1~:..ili:·~ción c:él~tl?1- pe::: d~st!'"úcc:iói"f'!Íelitcffva 'i!.;;'.'ias _crHulaa 

30. 



p' 1 as..;s ~on ::stre-ptomi c:i ntr;· Además se- a:;tud1 aron algunas da las 

f''"'··pied~~dti's de lo1_8AD y·_seyedfic:ó la dastrucc:1ón :..e li.s c~llllas 

pilosas po .. mic:r6~c:cipia.~i~·c:(ronJca. 
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Mf!TERIOL Y MgTDDOS 

Se usaron cuyes ~anos pigmentados <Cavia cobaya> recién 

nacidos de una colonia ubicada, en el Laborato:-io de 

O~oneurcbioqLdmica del Instituto de Fisiología Celular, U.N.A.M , 

desarrollada a pu·tir de pies de cría obtenidos de la Granja do 

Zapotitlán de la U.N.A.M. 

Par4 la obtención del tejido se disecaron los laberintos 

membranosos de· ambos oidos internos de un cuy para c.J.da 

det~rminaciOn de la actividad de la GAD y los de dos cuyos para 

1 a CAT. 

Las 'técnicas de disección fuerón implementadas en nuestro 

laboratorio y consisten en : abrir el cráneo sagitalmente, 

extraer totalmente el cerebro, separar 1 as bL1la5 auditiv.J.i; del 

hueso temporal y bajo el microscopio esterioscopico extraer las 

crestas ampulares, el utriculo y el sáculo los cuales se reciben 

en el medio de reacción enfriado en hielo. 

Determinación. de la actividad de GAD. 

La actividad de la glutamato descarbm:ilasa se determinó por 

el método de Wayne y Brady C47l con algunas modificaciones. 

Roacti•'os: 

1.- 8L1Her de KH2PD.,. CMCRl, 0.2M pH7.3, 1.361g/50ml 

2.- Fosfato de piridoxal (9113), 10-4 (final) 0.011g/5ml 

3,- Mercaptuetanol 18113>, !OmM <final 0.1755ml/25ml. 

4,-Acido L. glL1támico tsií3), iomM "<final> pH 7.3 u.2646/50ml. 

5. - Acido D,L. (l:-~"C>_ gl1..1táml!.:o <New Engl a•1d Mt.tclear-, Chicago 

USA> C>.•)6,µCiCfinaÚ1 0~01ml/•);5rnl, activid.:id especifii:.:.:i 5<!mCi/mmol. 

6.- Liquiflóor 250ml( lg_de 2.5 difeniloxazol <SIG'. 0.0125g de 
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!,4bi!! :?-5 fenilol:.!zoil> ~r 25•:0ml de tolueno (J,T,B.M>. 

..., .. - 11,,,so .. <J.T.Ei.M. > 3.6H, 0 .8ml/100ml de H:;i,O. 

e.- Hidr·Oxido de hiamina en metano! !M <AMERl•. 

ClAve de la fuente de reactivos: SIG,- proveniente de la compaki~ 

Sigma, San Ll•.is Mis.,,ouri, E.ti.A.; J.T.B.M.- J.T.Bal:er, M•xico: 

MRC.- Merck, México y AMER.- Amersham. 

FL111damento : La GAD cataliza la descarbo~:ilacóM del grupo 

carbox i 1 o del gl utamato formando BABA y co.,. En nuestro ensayo 

p~ra la determinación de la actividad de GAD se usa como fuente 

dA 1~ enzima el tejido ve~tibular homog~nado el cual se incuba 

con •cido glutamico marcado con carbono 14 en el carbono 1 y 

fosfato de piridoxal,el C02 marcado que se desprende al terminar 

ta reActi~n se captura en un3 base fuerte y su radiactividad es 

~valuada en un contador de centelleo liquido. 

Procedimiento: Una vez que se han extraido las crestas 

ampulares, el utrículo y el sáculo de los dos cides internos de 

Ltn cuy se reciben en Lln tubito de lml sumergido en hielo que 

contiene al medio de reacción el cual esá constituido por1· 

Volumen adi- cene. final 
cionado 

Acido L glutámico 200.1.11 10mM 

mere apto etanol 80).11 lOmM 

Fosfato· de piridoxal 40µ1 10-4~! 

Buffer de fosfatos 160,Ul o.2M 

Se pasan a un homogenizador de vidrio y se homogenizan aanao 

20 golpes (550rpm) con un pistón de tefldn. 

Se colocan 60,Ml de este homogenado ~· 30 )Al de Acido D.L(1-S 4 Cl 

glutAmico (0.06 .uCil en tubo: de 3mm de diametro y 30mm de largo, 

obteniendo un volumen total de 90 .ul por tubo. 



Tubos Ac DL 

'.2 problemas 
3 
4 
3 blancos 
6 

Homogen¡ido .· 

1 

60Jll 

A los tub;. tos que van ·a ser bl anees se 1 es agregan 50 .ul de H:aSO.,. 

3.bN para parar la reacc:iOn al tiempo "cero". Una ve: que se ha 

agregado el homogenado se agita la mezcla en un vortex y c:ada 

tubito se conecta mediante una manguera de latex de 10 cm de 

l ongi t•.1d a otro tubito que contiene 0.1 ml de hidróxido de 

hiamina. Se incuban inmediatamente a 17°C por 20 minutos. Cada 

determin~c.ión se redliza por triplicado, se detiene la roacc:i6n 

inyi:c:t.:inco a través de la manguera 100111 de H::.SO.,.. Se post-incuba 

por 60min más para qua !I&! desprenda todo el CD:z. Pasado este 

th•mpo los tubitos que contiener. la hi,1mina se ponen en frascos 

viales cor> Bml de liquiflúor y con una varilla de vidrio se saca 

la ~iamlna del tubito para que se mezcle con el liquido de 

c:erntelleo. Se dejii'. repo~ar por 24 horas <.!n la obscuridad. Se 

dP.termiria la radiactividad en un contador de centellao líquido 

moc1P.lo Reckman L.S. 7000 dos minutos en el canal de carbone 

catorce. El hc,mogenado sobr.:i:ite !3.e guarda en refrigeraci On para 

lil deterP?inación posterior de proteinas. (fig15). 

La 

Datermi~a¿t'd'~P~~§,~{1~; ~6~~t~nte de Mi c:hael is. 

dete~mínad'~'f:"'~t';;¡t&¡g~·~~'·;::,~·~·ió. como se docrib~ ~1rriba 
. ,.~ ' " ; ' . . en 

p!""esenci "'· de ved as, c~l1c:~~t:~ad ónes (en tri:! O. 1 y 20mM> de ácido 

gl u1. ámi c0, 



Sacrificar un C'JY 

Ac¡rcqar 
11qu1Uuor 

1ncllbar 60 

min .11Aa. 

Extraer 1111 b1Jl&a 
y d11\!r.nr loa 

.A\i 
~ 

tB"' . . ........__ 
-.:--- ~ 

laberin toa mt·mbranoao• 

0

Laborinto membranoso 
(2mq aprox) 

Parar la re11cc~i6n 
1.i~~ctand<> u2so4 J.6 N 

por2Qp•p ~ 
oJ7•c ~ 

/

Homoqeni11cio11 en el 
111edio de reaccJ.on 
(conc Unaloa) 
lle .qlutamico, ••• 1011111 
McrcaC'ltoet~nol •. ,10mH 
PLP •• , •• ,, , , ,. , , ,O,lmM 
XH2Po4 •••• ,, •• , •• 0.~I 

60ül dol homoqeifdo (O .15,,~do prot aprox) 
n:~o JO ül 1- C Glutamico(0,.06 AIC1) 

Atr(~~~tl T;~ai~~~do\11111n1na 

Fig 15.- Esquema que representa el proeedimiento para determinar la actividad de la 
descarbo.xilasa del acido glutamico (GJ\D) • 



D~terrninbcitn del pH óptimü d& la r~acctftn 

Se efpcl.t!ó 1.lt?tl>?rmina.nrle> laact·tvidad·dE· GAD en e::perimentcs 

·.li!!tintos realizatfos como ~~Nri_di~~i<·~~E~~ ... pero ... mor-tiguc1do~ ª 
,''.'·,·'" ·;··, ... -' 

! os pHs dee 5. 3, 6:. 3 1 7• 0,7~·3 y :9, ~. 

Evaluación del efecto de la concentración de protein~ 

~obre la actividad de GAD 

La· GAD se determinó siguiendo el método arriba indicado pero a 

concentraciones creciente~ de proteina en el homogenado. 

Determinación de la actividad de CAT 

La actividad de !a CAT se determino por el método de FonnL1m 

<17) modi~icado por Me~a y Lopéz (1984) en donde un homogenauo do 

tejido vestibulc>r se incuba en una solución amortigua.dar~ que 

contiene acetil- Coen~imna A marcada con tritio en el acetato y 

coli!1a. La acetilcolina marcada que se forma en la reacción es 

extraida y su radiactividad es evaluada,por espectrom~tria cie 

centell~o liquido. 

!.eact i \'DE 

"--- -·--'-.'---''--"-

l. - Buffer d• NaH:aPO .. (M.R;C;) 0';038 M,p·H 7.4, 2.626 g /5•.)(! ml 

2.- NaCl Ma.llinckrodt, Méxic~f 3.6 M; ·. 21 g I 10C• ml 

3.- EDTA <SIGl 0.066 M, 2.457 g / 100 ml ajustado a pH 7.4 con 

Na OH 

4.- Suli'ato de eserina (8l13l 1 mM, 3.82 mg / 5 ml de EDTA, pH 7.4 

5.- Cloruro de colina (9113) 0.2 M, 0.46 g / 10 ml 

6. - Tritór> X-loo <SIGl 10 % e t ml de tritón + 9 ml de· H;o > 

7.- Tetrafenilboro <8113) 500 mg an 100 ml .de <acetonitr.ilo 

(J.T.B.M.l 
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3,· L\q11itlt'lor 5C10 ml :~ g d11 ':,5 difGlniloxazol !SIGl ().025 g de 

1,4 bi5 2-5 fenioxazolill benceno; 2,2 p-fanileno bis es-

f~niloxa~ol CSIG> , en 500 ml de tolueno CJ.T.B.M.l 

9.- s-ac:Ptil-c:nen=ini.• A CSIGl 0/6 mM. 1.21 mg I 1 ml de H.,O 

10.- Coenzima A acetil 3 H-Acatil <New England 

USAlO.C'l5 mCi, 0.05 mg / 0.5 m,1 1 ac:tividad esper::ifica aso.o 

! nmol , en snl uc i On acuo'1la pH_ S 

Las el aves dP. Jos re~~'.tiJa~;·5c)~ ¡·~~'''ini'~mas' d~ l ¿( BArb: :. 
~~ ~ ·~~ 

:.><. · .~ •.,. ~: .. . :-:\~~'.:c~i: ·.-'.· ·.t·:." ; ' _-
7
: ::~ •. ,e ''. · ~~¡~~:: ';,;_::·:,. . ' 17 

::::~:::: ... ::: ·:::.: · :·::~·:1~;,~~~~r1~~füf :~~~t~~~,::;,,:: 
membranoso y !:5e recibe en un v;'~i; .··:de\ }~~:cipita~~~ de .,5ml 

~ "' _.., ~ 

SU!'>ergido F',1 hielo qlle cc:Íntlene .el medio de l"C!SCCÍ ón el Í:ual 

r.nnsi !';te en~ 

.c:onc · i ni c:i al 

NaCl 3.b. N 

Sulfato de eserlna _ o.ootM 

EDTA 0.066M 

Cloruro de colina 0.200M 

Tri ton X 100 107. 

volumen adici­
nado 

300µ1 

240µ1 

18Ciµl 

12µ1 
16:;.;:?u 1 

i.:onc .·final 
por tubO 

300ml'1 

l.OmM 

C'l, 1m!·! 

10mM 

10ml1 

0.05'Y. 

El modio d~ re~cción que ccrtiene el tejido vestibular 9e 

pasa a Ltn homogenizador de vidrio y se homogeni:::a dando 20 g!llpcs-

? 550 rpm con un pisto~ de te'ldn. 

-::;,~ p·)"""" 136µ1 de este homog•;rnado y 11,._1 µl dP. ac.'"til "H- .con :·;.2 

µCi > en tubos de "'.?m'!l c!e di wn::trc• por >Omm de lago, obteniendo un 

3ó 



3 

~ce·V·· .. ··1~H:-CoA. ~w¡1 . . . 
- ' ~ ' . 

. . 

. Ho11.10. g. e ....... rl.'~.ª. do ,136.IJl. • . ·,- >.··"'.: 

. . bl anc:os 

Tubo 

4 pr e;b~ 1.:m 

Una vez que 5e ha colocado la ac:etil Co A, SE agita la me::c:.la 

con un vortex y &e incuban i nmCi'di etam¡¡:nte l Ol. tubi toi; ~ 37°C, por 

15 minutos. Cada dete,.minaciOn se realiza por duplicado, se 

detiene la reac:ci On por di ll1cj ton al 11gregar 10 ml de buffer dC1 

fosfatos frio con unQ Jeringa hipod~r~ica, teniendo el tubo con 

la ~e~cla de reacción en un frasco vial, y se le agregan 2 ml de 

~alignost <tetrafenil boro en acetonitrilo) y 8 ml de liqulflúor. 

Se ~·fectúa 1<1 misma operación con los tubos blanco ¡¡n:cepto quo 

la reacción se detiene a t.it:mpo "c:Ero",µor dilución con buffi;:r 

se deje reposar 24 horas en la obscuridad. Se determina la 

radiaclivided en un contador de cClnt~lleo liquido modelo Bockman 

L. S. 70C•0, dos minutos en el r.arial de tritio. El homogE:o:i.::ido 

se guarde en refrigeración para una pozt e1 i o!'" 

determinaci6n del contenido d~ proteina. <fig 16), 

Determinación de p~Qtein~~. 

La concentración d~ protein~s de cada homogenado ~e determinó por 

e! mftodo de Lowry y col, !261 usando albumina sérica bov1n~ como 

estandRr y llevando acabo el análisis en un espectrofotó~etro 

marcA Becka~an modelo Du-6, 

Para la locRlizaciOn c6lular se usó Sulfato de Estreploa~cina 

de los lab6ratorios farmacsüt.icos Lakesid.e S.A. de C.'i. 
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S~CRIFXCl\R 2 Cll\'11 • 

Pua seporar el 311-Acetil 
C~A <pe no reacciond' de la 
311 Accti colina se l1J 
aqreqan 1nl de tctcafenil 'btiro· 
•·n acetonitrilo. Lue9•) a9reg~r 
liq11idn de 1:ent1Jlleo, 

HETODOLOGII\ PARA KEDlR L11 ACTXVIDl\D DE LI\ CAT 

f!J---
axtr~w"la bulo nud1tiva 
y sacar el laberinto 
membrenoso bajo el 
microscopio esteroscÓpic:o, 

l·arar la rcaccion 
pt'r dilucion con 
l>uffer !rio. 

~ 
~ 

----
Laberinto membranoso 

12mq de peso seco 
aprox) 

I"""" r- ,.. -

~ ~. ;~ ;i 1 

136 ul del hom•lqcnado(o.15 .. q da rrotcina 
aprox ) mAr.. 40 ul de 311 acetil Co A 

(0.02uC! l' so incuba por 15 min a 37'C: 
( por -tr ipltcal!o) • 

11omo11eni:acion en el «t 
medio de rcaccion que 
contiene: (cene finaled 
NaCl. ••••••• , ••• 30011\11 
E~Tll ••••••••• •• •• 1011\11 
cloruro de colinalOmM 

~:~~~~4 xióó:::::: ~~~~ 
t:aerina ••••••••• , • O .111\11 

Fig 16.- Esquema que representa el pro~edimiento para determinar la actividad de 
la colin acetiltransferasa (CAT) 



A ~~~ms rocitn nmcido9 de e~t·e !!9 y l!~ g de p~so •a les 

:1pl i c:ó un~ i •1yecci ón 1 ntramuscul .:ir de! sul f.ato d:: estreptomi c111.:i 

diariamenta ~n ~~a do~is de 300 ~g I Kg J~ poso disuelto en 0.5 

·nl dP. SO] Ltc:i ón Sé' .. l inil fisi ól c)gi'-a U'~ iiCUerdo a los !ligU11r1tlilS 

grupos: 

grupo r 

grupo !I 

grupo I!I 

9'"Upo IV 

grupo V 

o;>J tprm·i r~.~ Pl 

20 c11a's 

2s é!iás 

30\q.Ü·~·-· 
" ~ ·¡·;'>,-\. ·,. 

f¡;:~fl\6iento a.l-'\ ~iitad .delos c~1yr:s_de}:~1da.11::-:.:1;::::i 
.!o·--::. 

se les ektraj~··e.r.yesHbulf! y se· determinó ld ~lctiv!dad .de l.?. ·:=~·,;::¡ 

y a la otra mit?.d .la activlded 

inyectaron. 

salina i 

presentab;:,n 

Prueb~ ~alórica • 

• :tna 3~rrfr;ga de .5 ml a la que se le c~r!1:1ptO en 
' : ,;. -·:. '.,·_·. 

1 ·., 

un peda~c¡·:~e tubo de plástico d~ lmm di!! 

,'' .:.·. 

diámatró' pai".r.i 

._,._,.:. . 

35 o C en el .. conducto audi ti '10 e:: tr>rno dé] cÜy; "sé""'fiíé!i'i'~'t;:';~r . 

;mim.~l ·30 ~ .. étdos hacia ,_,¡ laóo opuesto al qu"1 se !e ·inye~tó el 
. e',~-.;····} - •' ::\·,-¡ 

dgUa -,-
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t!Pl gl 0!10 ocul .ir <ni sle.gfl'•.ts). 

P·-'.tf!b.;> rotatc-ri <1':; 

sobre 

tomó al 'ard riiaF ·por el ¿ue~pó y se le hi :o rotar 

si mismo, ~i:?mi~: h~~fa ·~r~{sm6f~do.y···· con la 
,;<··:_::~~ 1'. 

velocidad, es fo se realizó. en un é:uar):c obscuro. 6 tapando 

2Ci vece 

misma 

ojos del anlmal. D~spufs s~ observaron los ojos del cuy par~ 

detect¡1,r movimientos oculares (nistagm!.ls). 

Prueba de enderezamiento: 

Se colocó al animal sobre la espalda despúes de haberle 

tapado los ojos y se midio el tiempc que tarda eri enderezarse 

~obre ~us patas, 

ReflejQ de Preyer: 

Corisiste· en que el animal se estremece si se le somete de 

improviso a un ruido estruendoso.En este trabdjo el ruido 

consistió en una palmada efectuada cuando el enimal no miraba. 

Reflejo Pina!. 

El animal mueve sus orejas hacia la fuente de sonido cuando se 

le somete d un sonido agudo. C1> Esto mismo se evaluo mediant~ una 

palriadn. 

Para ver los efi.cto: de la inyección de estreptomicina sobre el 

estado general del animal, $e les determinó, tanto a los anim&les 

tr,;,taúos como a los control E•s, di ar í amerite el paso corporal. 

Mlcroscop!a electrónica. 

Reactivos: 

1' Glt!laraldE>hide> 3.o;c <SIGl diluir 1:1 

21 Cacodilato de sortio <SIG~ i M; pH 7.3 

3) Tetróxido de osmio <SIG) n: en buffer dt~ ccl!c:odiiafo~. 
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4J Alcohol wtil ic:o CJ •. T.B.M~ l 30-40·-50-60'-70-80-90% y absoluto. 

5) O>: ido de 1, 2, propil eno CMER> ! 11 en alcohol · liti h ce y cene. 

6) EPON CEMSl 

7) Azul de toluidlna <Sta>. 

L~s claves de la procedencia de los reactivos, es la mismA q~e en 

los anteriores salve• EMS.- Electron Mic~·osr:op}' Scíe11ce'l:. 

Proc;,dimie'1to: Se sa.:rific .. ron los nnimales se. scpa,.-ó la bÚla 

auditiva del cr~ñ,~o se abrió y se separó sl ·r:a~acol;·de la 
:· .·' .: .... '.:.: :·'.: 

porci ·~n vesti bul a1·, se sumer-gi 6 en glutaraldcihi do aÍ/,;:i'en ~b~ffar 
c!e cacodilatos a pH 7.3 por dos horas.Pasado e2i~~ 2 tlC::~'í'º s01 

extrajo el L:be:-i nto me:nbranoso bajo el micr'cscopio 

estereoscópico y se recibio en glutaraldehido al 3Y., se la'.'0 con 

buffr~r 'I se po:t---fi jó .,.., tetróxido de osr.iio al 1:~ en c~.c:odil;;-.tos 

lM pH 7 .3 isotónico por 4hrs. Después de la fijación en osmio ~e 

lavó en buffer y se Inició la deshidratación que consistió en 

p¿i:ar· c·l tejido en t.:oncP.ntrac:icnes c:r-scientes de alcchr:il de 30% a 

90% dejando el tejido por 15 min en c~d& diferente conccntraci~n 

Je alcchol. Al terminar- el tiempo en el cual al tejido debe 

pc:nr:.~"lecer en .11 cC"hoJ del 9~1::. se ¡:rasó a una me:? el a de al cwho! 

absoluto y óxido de propilenc !: 1 por- 30 min y luego en ó::ido da 

propileno ~olo por 30 min más. ··.::, 

Para incluir el tejido en Epon,se pasó el tejido ~.'~k~~~ó~ido de ·. ;> ::;ü~;;:7X}·;->· 

el tsJido ~e pasó a Epon puro por 2 

desecad.or ;. pasado::esfo ti orr.po 
'::·•··, '· .. ','· 

hrs •· ein:·~1~~~bi?:ó·R'f 12;;.;il'~·¡¡gento 
propiler1c y se dejó por '.?4hrs en un 

se pe.so a Epor> · r~c:i ~n prraparadc y ·!fé,·:·µr:(so:C~?''.:~'!:Etfi"Jf!~frr~~~:para 
<,/,:,,,~./.'..· :._ ·'. 
' ?:,:; su pe;] ime!""i::aci ór> 

_;:::"-.,_,,____; -
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"'ªl de tcluidina para.observarlo bdJo el microscopio de luz, 

he1.;t¡¡ f·•1rontr'lr lo?. cir:ientación.)•,el 'c-or.'.té deseado. Más tarde se 
·.·_·;··.- '· 

co•·tarnn se:é:ciones finas de 20C• a 300 A y !3e obsar•10 al 

wlcrb~copio RlPctróriico para 16-cual el. tcJido se coloco ~n 

rs:·jillas de plomo bañadas en oro y se contrast.O con plomo ;• 

act1tato de t1rani lo, 

Cillculoa. de la actividad de GAD en nmoles I hora / mg de 

proteína : 

Se tiene una concentración de Acido'glutámico frie ~. 10 mM en 

1000 ml, 10,000 uM en 1000 ml y 10 Y. 10• nM en 1000 ml, en 0.09 

ml que se ponen en la mezcla de reacción. 

1000 ml 

X 0.09 ml 

X 900 nM en 0.09 ml d• la 

mezcla de reacción. 

Para obtener las desintegraciones por minute DPM partimos de 

la definición de 

1 µCi 2.22 X 10 • DPM 

0.06 µCi ·------+ X 

X = 132000 DPM 

C 0.06 µCi es le que ponemos en la mezcla de reacción ), 

132000 DPM --- 90~· nM 

X nM 

X= 146.666 DMP en 1 nmol 

Es decir 146.66 DPM I nmol de DL-glutamato. Pero como sólo sa 

descarboxi 1 a el l.-gl utamato tememos : 
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!46.66 DP~1 73.33 DPM I nmol ds-1 ~\e L-

glutamico 2 

Para obtener las :OPM de. las cL1entaG por minuto CPM CFH 
-... 

probl llma - CPM blanco J,. la efici encía del sistema es del 82 Y. 

CPM 

X 

----+82 Y. 

100 % 

X = DPM de las CPM 

Las nmolas del ácido glutamico que se descarboY.ila se obtiene: 

DPM de las CPM 2 nmolas 

73.333 DPM / nmol 

Luego e!o'te v.;ilo!'" de nmolas se multiplica por 3 ya qua se reporta 

po~ hora y nosotros incubamos 20 minutos 1 

nmolas de ácido L-glutamico X 3 2 nmolas I hr 

y esto se divide entre los miligramos de proteína en 0.06 ml es 

decir 1 o que se pone del homogenado en 1 a rt'!ac:ci ón 

nmolas I hr * nmolas I hr I mg de prote!na 

mg de prot. 

Cálr.ulos para obtener la actividad de la CAT en nmoles I 

minuto ! mg de proteína : 

Se tiene una concentración de acetil-CoA iría = 0.6 nM en 

1000 inl 600 .umolar en 1000 ml, en 0.1 que s~ pone en la mezcla de 

reac:r:; ·~n : 

600 µmolas ---1000 .f!ll 

X °' .1 ml 

.·X= ~O;C16).11r.ol.:1s en 0.286 ml da 



Para obhmer las de~integr¿1cione~ pe:· minL1to DPM partimos de 

l:> defi'1ición. de 

0.02 ,uCl -----t X 

X "' 4, 44 X .. 10 4 DPM 

< 0.02 uCi es lo que se pone en la mezcla de reacción), 

4. 44 X 10 4 DPM 0 • .06 Ulnol as 

X 1.00 µmolas 

X = 740 000 DPM en 1 umola 

por lo que en une. nmola tendremos 740 DPM. 

Se tienen pues 749 DPM I nmola de acetil-CoA 

Para obtener las DPM de las cuentas por minuto CPM CPM 

problema - CPM blanco l, la eficiencia del sistema es de 41.3 X 

CPM ----41.3 X 

X 100 % 

X = DPM de las CPM 

Las nmolas de la aceti-CoA que se des~cetila se obtienen de 

la siguiente manera : 
DPM de las CPM nmolas 

740 DPM 

Va que se tienen calc.uladas las nmolas de acetil-CoA, como se 

reporta por minuto y come se incuba por 13 minutos se ·divide 

entre 15 
nmolas de acetil-CoA nmolas I minuto 

15 minutos 

V esto se divide entre los mg de proteína en O.OS ml es decir 

1 CJ que se pone del homogenado eri 1 a reacción : 

n111ol a!: I mi n .. nmol as I minuto I mg de . pr otsi na 

mg de proteína 
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RESULTADOS 

El valor obtenido en las determi naci ónes de GAD en 1 os 

homogenados del vest i bLll o de cu~· es el resultado· de 9 

experimentos y fué de 224 nmolas/hr/mg de proteína. (tabla 1). 

Cuando se i nvesti gar6n sus p( epi edades, se 12nc::mtró quGI .:11 

medir la actividad de GAD ? diferente5 ccncentrac16ries de 

proteína esta"era lineal hasta 0.09mg <fig17>. 

Al mndir la actividad de GAD a diferentes pHs, que van d~,5;3 . a 

8.3 ~ncontramos una curva típica de actividad dependienta del~-~~ · 

la enzima ti ene mayor ac t. l vi d«d a ur pH de 7. 3 ·poi- ·fo - tjú&r• 

considera este como SLl pH optimo. lfig18l. 
- .· 

Al ·determinar l !I .?.ctividad de GAD a diferentes concentraci,6nei de 

Ac.glutáinico que van de o;5 .. a 20mM ·"ªencontró una curva típice. 
' . . .. · 

de Michaelis-r-"!i:mÚ!~0(de satÍ.lrá~iórs). Cuando se grnf.icó segun 
. ··:-~:>·::o. 

El v~lpr; -obte;nfdb :i.para la CAT es 

t:-)1p"1rin•entos y- f~~-i:la ¿,45Snmolas/min/mg ce 

el resultado d~ 12 

proteina.ltabla 1), 
:·:.~~'.· .... '..< "> ..... 

Los animaies :"(n;·ec.l.:.>1dos con estreptomicina muestrar. si ntoma::. 

el!! d?.ño vestfb!.1iái-. desde lo..; 20 días de trat.:1miento: 

ausencia de nislagmus de~pués de la prueba 

c,a.ió'ri~a y. de la prueba rotacional, reflejo c!e endereza-
,·,' -... 

m'ifinl:o'casi !10!'"mal. lo,;; <1r:inoales -;,olo l:1r"rlan en end•Jre::a-

rse 1 seg más que 1 os controL 
:...··· ¡.~ ·, .. 

grupo I ! Cc'.3 di,,...(',:\ Los <~niméllei> · :i:fe. este g?"upo no muestran 

nis tagm,!s ni desput!s' do 1il:':p~\.í~l:iá ~ci16ri~a. ni después de 1 a 
-.<.: ,.· . ·._ ...... 

f'!"l!ei:l-'I 1·ot?.ci;:i!"!:.l, ·: .. su- i--efi"eJo de endere:::a.n.icmto se ve 



ACTIVIDAD DE DESCARBDXILASA DEL 
ACIDO GLUTAMICO <GAD> Y DE COLIN 
ACETILTRANSFERASA ICAT> EN EL 

YESTIBULQ DEL cuy. 

ENZIMA ACTIVIDAD 

GAD 224 ! 11 • 

CAT o. 45!'5!:0. 023* 

'Tablo 1 .- t Resultados en presa ·dos en nmol .;is/hr /mg prot. 
como media t el error estandar de 9 e:,perimentos 
por triplicado. 

# Resultados eHpresados en nmolas/min/mg prot. 
como me di a :!:' el error estandar de 12 e>: peri mentes 
por triplicado. 



,. . .. 
Fiq 17.- Curva de actividad de G~D en función de la concentración de proteina. Los 

valores estan expresados en nmolas/hr. Cada punto es la media de 3 experimentos 
efectuados por triplicado. (r':.o.~li) 



18.- Efecto del pH sobr~ la actividad de 
repre»enta el promedio de dos 
triplicado. La actividad de 13AD 
nmol/hr/mg de protGina. 

'··!S 

13AD. Cada punto 
por 

en 
experimento• 

estl! expresada 



... 

o.\ o.i_ 2. l. 
[SJ 

Fig 19.- C3i"aTica 5t?gún Line~1eaver-Bri.1lrn de la actividad d"! GAD. 
En las ordenados l~ reclptroca de la velocidad V, 
expersada como nmol de sustrato descarboxilado por hora 
por miligramo de proteina. En las abcisa5·la reclproca 
de la con~entr~~ión en rnilimolAs de L-glutamico. los 
p1.:ntos re;.ire:cmtan el p!·omer.lin de> tres e:!perimentos por 
t:i~licado. LLs barr.ils representan el error estandar. 

!::11 el FC-•:u,¡¡dro se. muestra la CLlrva original de la cual 
:;e •_or11<?.ró11 los valore:-. 



• 
• • 

•• 
• 1 . ' : 

.. 
• • 

.. " . 
... 

.. 
· .. 
• 

.. 

. ·--·~;. · .. ': .• 

u 

.. ': .. 

•• 

::: 

.. 

Fig ::o.- Curva de peso en función de los días de! tratamie:nto. Los 
animales fuet"on inyectados diariamente con sulfato de 
estreptomicina !300 mg /l:gl. • •• • y animales control 
iny~ctados con solución salina fisiologica.•••• 



animales control se enderezan en o.~ seg. 

grupoI!I (30 días) no mues.tran nistagm1s dcspLIÓ$ de las pruebas y 

tardan en enderezarse 3. 5 seg. 

grupoIV (3~ díasl En Los animales de este grupo no se observó 

nistagmus ni con la pruebd calórica ni con la prueba 

rotaci~n~l y para endQre~arse tardan de 4.5 a 6 seg. 

grupoV. C50 días) Ne presentan nistag1~us c:on ninguna de las dos 

pruebas y y su rP-flejo de endere:amiento se ve muy 

alter.;do ya qL1e tardan de 10 a 20 ceg en enderezar~e. 

El peso de los animales inyectados con estreptomicina fue 111u•; 

semeja~te al de los animnles control, los primero~ dias de la 

inyec:c:ión los ~nim?.les tratadbi; ilumentaban de peso m.is let1tamente 

que los animales control pero se rec:uperarón rapidamente y al 

final dt?l tratamiento pesab;:m lo mismo. ífig ~Ol. 

Al mismo tiempo se les determin6 el reflejo de Preyer y el 

re>flC?jo Pinal ccmo ml1estras de un correcto funcionamiento 

auditivo y se :;mc:ontró que r:o se al taran ni al'.tn c.le~pués de:- 50 

díns de tratamiertc. 

;¡ investigar la actividad de GAD en les n•imales que fueron 

inyectados por 2(1 días, muestran una actividad de 138nmolas;/ 

hr/mg de proteína 38.3% menor que la de los controle~. Los 

animales c:on 25 dias de tratamiento mue!:ltran L\na activida•.:! do Gí\D 

de 130nmol a<; /hr /mg de prnti;.; na, 42~ menos que l ;:i de los anj mal e:;. 

tra~ados con 9.S.I. Loa animale5 que recibierón la misma dosi• 

r:ll? estreptomicina q11:> lo;:. anteriores por 30 días muestr.:1n un.:i 

atividad de GAD rle 99,6 nmola.s/hr/mg de proteína es decir 60:~ 

m'·'"'OS q1.1e la de},,~!S,~C.:JpÚ:ol!J?•./Los animales trat..1dos por 35 dí.:is 
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mue~t··an w1R Actividad dP GAD de 67.2 nmoles/hr/my de proteina es 

decir 72Y. menos que los animales tratados con S.S.I. Y los 

pr,,- 5(• dla!; ''Ue5.t!"""an une actividad de de 

33nmolas/hr/mg de proteí~a lo que nos indica una disminución do 

85i': ¡¡,ri C!'ffippración con los controlfl'S, {fig 21), 

Al d~termin3r li> actividid dR CAT, ést~ no mue~tra ninguna 

modificé!'.ciOn en ninguno de los grupos dLtrante todo el tr.:1tamiento 

con respecto a los animales control (fig 21>. 

!.~s &Etudios dP microsc0pla electrónica muestran qu~ el cpitolio 

sensori3l de los cuyes normales, está constituida por dos tipos 

de c~lulas pilosas, y es muy similar al d~ los demás m~miferos. 

<44), (17), (39). (fig 2'.2a>. 

En los anímales tratados por 20 dias con sulfato 

estreptomicina se observa una destrucción da las células pilosas 

en e~pecial las tipo I, las ter~in?ies nervio~as se ob~ervan 

nor~ales asi como las fibras nerviosas y las células de sosten 

(fig 22bl.LH$ ctlulas pilo~ns se observan hinchMdas, con 

gránulos C'lsmófilos en el citoplasma. En el núcleo hay una 

aglnmer,;ic:i ón de la cromritina y algunas células extruyen su 

citoplasmü hacia la endolinfa, Los datos observados en este 

trabajo corroboran los anteriormente informado& por Duvall y 

Wersal l en 1964. <B> , 
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Fig 22<b>.- A eplt•llo sensorial d• 1• cresta ~mular d• un cuy 
tr~tado por 20 dlas con sulfato d• O•treptomicin• 
<300mc;¡/l'.gl. S• obsl'r.,a una cHu!I pilo•• tipo lf 
destrL1ida,otru hlnchad11s,t con la cromatina en lo• 
nuc:leog ac;¡l::.merada, en la part• superior •• puedel"t 
ob!:lrF!var cl.!ll1f'a qL1P ,,-xtruyen gu citop!a1.ma. 

& La~ fibr~s ne~viosas se obse-van normal••· <~OOOXl. 



OISCUSION 

En este trabajo se utilizaron laberintos aislados ~el oido 

interno del cuy a los que se le determinaron la actividad de GAD 

y CAT para establecer si estas enzimas que sintetizan GABA y 

acetilcolina estan presentes en el vestíbulo. 

Efectivamente, se encontraron ambas actividades en 

homogenados total es dc:l vestíbulo del cuy, 1 o que podría indicar 

que l~s sustancias que sinteti:an podrian estar actuando como 

neurotransmisores, en el vestibulo del cuy. Al1n más, las 

propiedad~s de la GAD son similares a las reportadas en el 

vestíbulo del pollo, como son un pH optimo de 7.3 y una Kn para 

ol ac. L-glutamico de apr·o>:imadamente 5mM <33), en donde el GABA 

es muy probablemente un neurotransmisor aferente. 

El tipo de e:·:pe:-imentos desc:ritos anteriormente no nos permite 

s~~alar a 1a población celular en la que estan localizadas est~s 

.::::ti vi dades en::: i máti cas, se aprovechó que el efecto de 1 a 

estreptomicina sobre los rec:eptonls de'!.- ve.,.t í bulo se conoce desde 

hace :nL:cho ti e!:lpo -¡ que se ha visto por medio de microscopía 

óptica y electrónica que este antibiotico destruye selectivamente 

l~s =ólulas pilcsas y no Altera las terminalos nerviosas ni las 

células de soporte. CB>. 

Cuando se inyecto estreptomicina ~e observo daWo vestibular como 

son ausencia de nistagmL1s rtespu~s de la prueba calórica y la 

prueba rotacio11al asi como alt:Praciones en el reflejo de 

ondoroz~ml~nto. E~te tratamiento no Altoró el estado general de 

lo= animaloe puesto que el peso no se alteró. 
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1"11 medir la actividad de ario y CAT en homogenados de vest .i bulos 

da cu~es que hablan sidti tratados con 300 mg • Kg de peso con 

sulfato de estreptomicina por periodos progresivos de tiempo 

deEde 20 hasta 50 dias se encontró una disminuci6n progresiva 

tlc la actividad de OAD r.onforme a11mentaba el tiempo de 

tratamiento mientras que la actividad de CAT no se modificaba. 

Al ·1er i ficar los efectos del tratamiento por mi crosco.i a 

electrónica,en los animales inyectados p~r 20 dlas, se comprobó 

que !a estreptomicina destruye selectivamente las células pilosas 

sin daKar los demás tipos célulares del epitelio sensorial del 

vestibulo del cuy. 

Ya que la GAD ya se encuentra disminuida a los 20 dlas de 

tratamiento, coincidente con una alteración de las células 

pilosas, podemos pensar que esta enzima se encuentra en estas 

células. Aubque no se tienen datos morfologicos para los demA& 

dias de tratamiento, es de esperarse que la destrucción de las 

células pilosas continuo, 

posterior disminución de 

por lu que puede inferirse que 

la BAD, de acuerdo al tiempo 

la 

de 

inyección, 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 

locali=ación célular debe encontrarse en alguna de las 

poblaciones celulares que no sufren daño con el tratamiento; muy 

probablemente en l~s terminales nerviosas eferentes, aunque no se 

tienen evidencias directas al respecto. 
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CONCLUSIONES 

1.- En el vestíbulo del cuy existe actividad de la glutamato 

decarbo>dlasa y de colin a.cetiltransferilsa,enzimas de !ilntesis de 

GABA y Acetilcolina respectivamente lo que apoya el posible 

papel como neurotransmisores de estas subst.t1ncias en este 

lii•tema. Además, la actividad de GAD presP.nta características 

similar&li a su homóloga del ves ti bl1l o del pollo, es decir un pH 

optimo de 7.3 y una ~:m para el sustrato de aproximadamente 5mM. 

2.- La inyección de sulfato de estreptomicina en una dosis de 300 

;ng/l:g de peso e. cu yes por más de 20 dí as resul t <'\ en 1;;. 

disrninucuón de la actividad de GAD y esta disminución es 

prcr;¡rc!>iva de acuerdo al tiempo de tratamiento, no produciéndose 

tal cambio en la actividad de CAT. 

~.-Los estudios ~e microscopia electrónica muestran que con el 

tratamier.to con sulfato de estreptomicina desde los 20 d!as las 

cólúlas pilosas apar~cen da~ada~, las terminales nerviosas y las 

fibras nerviosas no se alteran. 

4.- Al daKarsa las células pilosas la actividad de qlutamato 

docarboxil3sa disminuye y esta disminución es progresiva y 

paralela a la alteración de aquellas. 

5.- La disminución de GAD paralela a la disminución de las 

~~lulas pilosas por la acción de la estreptomicina nos habla de 

que l i> lccalizaciOn celular de esta anzlma podria ser 
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¡.;r::r:c~:;;amc.-1,t.c Las c:é!Lt!C1s pilc>sa=:, \! quo la o.ctividad de la CAT no 

¡,¡:; modi-i'lque :ws die!? qu& esta enzimiil dP.be loca.liiarse l?n alguna 

de las poblaciones cel1.tlares que pe-rmaner.:en intactas, una de las 

~J~!es poclrian ser los botones sinApticos eferentes. 

Los re~ultados sugieren: 

~.- El GABA y la Acetilcolina posiblemente intervengan en la 

r11~urotransmisión en el vestíbulo del cuy y en el de otros 

mamíferos. El GABA que aparentemente se localiza en las c~lulas 

pilosas pcdria acluar como un neurot~ansmisor aferente y la 

acctilcolina localizada probablemente en las terminales nerviosas 

eferentDEO podría ser 1..tno de los mediadores eferentes en el 

vestíbulo del cuy. 
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