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RESUMEN 

En el vestibulo de los mamiferos, la información sensorial 
necesaria para el mantenimiento del equilibrio Y la postura es 
provista al sistema nervioso centt-al C-SNC) por células 
especializadas en al mecanm-recepción (células pi losas sensitivas) 
a través de fibt-as aferentes q1_1e las contactan. A s1_1 vez, éstas 
cél1_llas reciben los impulsos centrales por medie• de ce•ne>dones 
eferentes. Existen eviden•=ias de que esta comunicación es de tipo 
q1_limico, sin embargo, la investigación en relación a la identidad 
de los ne1_irott-ansrnisores en este sistema es m1_1y escasa. Este• se 
debe probablemente a que el oido es lm ót-gano poco accesible por 
su 1_1bicación. 

E>dsten numerosas evidencias, te•das ellas indirectas, de que 
el ácido gamma-aminob1_1tiricc• <GABAl pudiera ser uno de los 
neLirotransrnisot-es con el que la céllila pilosa vestib1_1lar se 
ceornunica al SNC, entre ellas se ha dernc•strado actividad de la 
glL1tarnato descarbo>d lasa CGAD>, la enzima de sintesis del L1ABA, 
en hornogenadc•s de ves ti bu 1 e• cc•mP 1 eto de cuy, 1 o que ha perrn i ti do 
postular lo corno 1_mo de los neurotransmisores aferentes 
vestib1_1lares. Siro embargo, con ese tipo de e>:perirnentos no es 
posible determinar la localización cehilar de esta s1_1bstancia. 

Pe•r este motivo, en el presente trabajo se trató de aportar 
evidencias más directas est.Lidiando la 1_1bicación del GABA por 
técnicas inmmocitoqo.lirnicas de post.-irocllisión a nivel de 
microscopia óptica y electrónica. 

Con esta finalidad utilizando el oido interno del c1_1y se 
procesaron rn1_1estras de los órganos vestib1_1lares de este rnarni fero 
con técnicas convencionales de rnicre•scopia electrónica y se 
real izarc•n cortes tanto semi fine•s corno finos, lc•s cLiales se 
hicieron reaccionar coro ant.icLierpos pol iclonales ant.i-GABA. 

Pc•r micre•scopia ópt.ica se encontt-ó inmunoreactividad positiva 
de una s1_1st.ancia parecida al GABA CGABA-LI) en las células pilosas 
tipo I y II, en algunas fibras net-viosas gruesas que inet-van al 
epitelio, inclliyendo el cáliz net-vioso aferente que envuelve a las 
células pi le•sas tipo I. Tanto las células pi losas tipo I corno s1_1s 
cálices mostrarc•n variaciones en la inmlu-oot.inción, indicando la 
existencia de al menos tres di ferent.es poblacie•nes celulares: 
céllilas f1_1erternente irolnunoreactivas, células modet-adarnente 
inmunoreactivas y céhilas carentes de inmunoreactividad, estos 
patrones se repitierc•n para los cálices. Pc·t- ot.rc• ladc., no se 
encontró inm1_moreact.ividad en las células de soport.e. 

Por microscc•pia electrónica se encont.t-ó GABA-LI en las 
céhilas pi losas tipo I y II, en algtmas fibras nerviosas que 
llegan al epitelic• y en los cálices nerviosos aferentes que 
envuelven a las células tipo I. 
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Al igual que PC•r microscopia óptica, se 
het.erc•geneidad en los patrones de inrnL1r1otinci6n en las 

encc•nt.ró 
célLllas 

las Pi losas tipo I y sus cálices. No se encontró 6ABA-LI ni er1 
células de soporte ni en los bc•tones eferentes q1.ie contactan a 
las células pilosas tipo II. 

En cor1clusión, la inrnunotinci6n pc•sit.iva en las céltilas 
Pi losas tipo I y II sugie1-e un papel del 6ABA como posible 
neLirot.1-ansrni sc•r aferente en 1 as célLllas pilosas; 6ABA-LI en fib1-as 
y terminales caliciformes (cálices nerviosos> contactando a las 
célL1las pilosas, o GABA-LI sólo en los cálices pod1-1an indicar un 
sitio de degradación y/o Lm papel del GABA corno rnodL1lado1· a t.t-avés 
de un mecanismo todavía descor1ocido en la t.errninal aferente 
cal ici fc.rrne. 
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I N T R o D u e e I o N 

La nahffaleza ha provisto a todos los animales sobt-e la 

t.ie.rra de células mecat1orrecept.oras <:¡Lle det.ect.an la fuerza de la 

gravedad. Est.as se L1bican en la parte interna del oidc• (6r-gan<:)S 

otoHticos del sistema vestibL1larl. 

El papel del sistema vestibL1lar en la percepción de las 

aceleracic•nes y la integración de la infc.rmación en relación a 

mantener la orientación, se ha conservado desde los organismos 

más arrtiguc•s sobre la tierra. El primer órgano 

Cel receptor más primitivo: el estatocisto de los 

apareció hace más de 600 millones de ai'íos ( 18). 

vest.ibL1lar 

moluscos) 

Un incremento continLm en la complejidad de la anatomía 

ocLu-re cc•n la evo1L1ci6n filogerrética desde el pt-imer estatocist.o 

hasta el sofisticado laberintc• de los vertebradosC18l, en el qL1e 

aparecen otros órganos, que det.ectan tanto aceleracic•nes angulares 

como l irreales. 

EL OIDO INTERNO DE LOS VERTEBRADOS 

El oido interno se divide en dos porciones un 6rgar10 

encat-gado de percibir ondas sonoras(el órgano de .cort.i> y los qL1e 

conforman el aparat.o vestibular-. La delicadeza de estc•s órganos es 

sugerida Pc•r la impenetrabilidad de su alojamiento(fig 1l 

El aparato vestibular está cc•nstit.Llido por una serie de sacos 

y condLictos de tipo membranoso, 11 erros de r_m de 
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F:gura 1. Lacali:ación de sistena \esti~ular en el hamtre. 
Cla zona estr:ada muestra la región :lel hueso temporal> • 



composición qLürnica mLlY pecL1liar llamado -- endolinfa, 

tiempc• este aparato membranosc. est.á en sL1spensi6n en 

conocido como per-i linfa. 

al mismc• 

un liquido 

El laberinto membranc.so consta de cinco ór9anc•s: tres 

canales sernicircL1lar·es, el L1tr·iculo y el sácLilo . La cóclea está 

constituida por· Lm sólc• ór9anoC el ór9ano de Cc•rt.il. En todos, 

exister1 especializaciones(epitelic• sensorial) (fi9 2>. 

EPITELIO SENSORIAL 

En leos vertebr-ados s1.iperic•res la porción sensible del 

epitelio sensorial está formada peor· cé1L1las especializadas en la 

rnecanorrecepci6n CcélLilas pi losas sensitivas). Cada epitelio 

sensorial en los diferentes ór9anos contiene dos tipos de células 

pi losas: la I y la II. En el caso del vestibLllo, en porciones 

definidas: la cresta de los cat1ales sernicir·cLllares, el utricLilc• 

y el sáculo en las máculas y las células pilosas e>(ternas e 

i nte1-nas en e 1 organo de Cor ti. 

Además, e 1 epi te 1 i o sensorial posee cé 1u1 as de sc•pcorte y 1 as 

fib1·as nervic•sas (aferentes y eferentes) que inervan a las cé1L1las 

pi losas. Las células de soporte se e;'{t-ienden por toda la 

Sllperificie endolinfatica hast.a la po1-ción basal de ésta e>(Cepto 

en el desarrollo. 

Por ene: i rna del epi te 1 i o ser1sor i a 1 se encuentra un si sterna de 

acoplamiento mecánico que casi siernpr-e es una masa inerte< la 

cúpula y la membrana otc•li ti ca en el caso de los or9anos 

vestibulares) y la membrana tectoria en el case• del ór9ano de 

Cc•rti (fig 3J. 

Las células pilosas s.e ori9inan en la superficie del 
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Figura 2.Porciones sensibles del oido interno. 

6rgano de 
Cor ti 



cúpula __ ___,~ 

(a) 

mel'":brana 

figura 3. Esquema representativo de las áreas sensitivas 
ubicadas en Cal Las crestas ampulares de los canales 
semicirculares , Cbl Las maculas de los ór9anos otoliticos del 
vestibulo , Ccl En el órgano :!e , -Corti coclear.En todos los 
casos se mo.:estran , los elementos fundamentales y los sistemas 
de acoplamiento mecánico ( cúpula,membrana otolitica y membrana 
tectorial. 

ampolla 



ectodermo y mantienen Sll cat·ácter de epi t.el io en los órganos 

madLwos del c•i do interno; aunqlle can:cen de axones y dendritas 

hacen sinapsis con las fibras nerviosas aferentes que van al 

cerebro y reciben fibras eferentes provenientes del tal lo 

cerebral <fig 4l. Un t·asgo estnictw·al de estas células es el haz 

de prolongaciones citoplasmáticas en Sll pc•rciór1 apical,denominados 

pelos sensorios co estet·oci l ios y poseen además •.m cilio verdaderco 

o cinocilio(fig 4l, salvo en las células del órgano de Corti que 

lo pierden al alcanzar su madLiración. 

TIPOS DE CELULAS PILOSAS 

Wersal 1 descr ibi6 deos tipos de céhllas pi losas en el epitelio 

sensot·ial vestibulat· y demostró qLle poseen diferentes terminales 

nervicosas<41l. 

En el vest.ibulo, la célula pilosa tipo I presente soleo en lc•s 

vertebradcos supet·iores, está inervada pc•r Lma terminal aferente 

en forma de cáliz(fig 4l. A Sll vez, recibe información central en 

fcorroa de botones sinápticos efet·entes que contact.an 

fibra aferente. 

a la 

La célLlla pilcosa tipo II, común a todos los vertebrados, 

recibe tenoinales nerviosas tanto aferentes comco eferent.es en Sll 

parte basal (fig 4). 

MECANISMO DE TRANSMISION SINAF'TICA EN EL SISTEMA VESTIBULAR 

E>dsten r1umerosas evidencias tanteo mot·fol6gicas comco 

fisiológicas que indican que la transmisión sináptica ent.re las 

células pilosas y las fibras aferentes 

quimica (6,8,9,15,42-44) 

es de naturaleza 

Estudios Lllt-raestructlu-ales han reveladco qLie el espacio 
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figura 4. Esquema que ilustra la estructura general de 
epitelio sensorial vestibular. I =célula pilosa tipo I II 
célula pilosa tipo II ; ne = cáliz nervioso aferente ; se = célJla 
de soporte ; K = :inocilio ; st = estereocilio ; mv = microvellosi 
dades cu = cuticula ; ee = terminal nerviosa eferente ; ae 
nerviosa aferente ; sa = área sináptica ; mn = fibra mielinica ; 
bm = membrana basal • 
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sináptic:o entre la c:éllila receptor-a y la fibra aferente es de 

(presinapsis en este 

c:aso} c:c•nt.iene un c:1_ierpc• t.1picamente presinápt.ic:o, mier1tr-as q•Je la 

membrana de la ter-minal postsináptica (fibra aferent.e) mt1est.r·a un 

engr-c•samient.o (1,25,33,34,43J. 

Los c1.1erpos presinápticos ftmron descritos por- pr·1rner-a vez 

por Sjostrand (33) en la retina y han sido encontr-ados er1 lc•s 

receptores vestibtilares por var·ios gnipos (8,25,42-44) <fig 5J. 

Diversas investigaciones fisiol6';icas demostrado 

PC•t.enciales postsinápticos e>~citat.oric•s en las fibras primarias 

aferent.es en el sácLilo del pez dorado y en el canal semicircL1lar 

de la rana (:3,32). Tambien se ha demc•strado la existencia de 

tm ret.raso en el pot.encial sinápticc• er1 la twd6n recept.o-new·al 

del C•ctavo nervio •jel pez dc-radc• desp1.1és de la est.imt1laci6n de la 

célula pilosa C9J y se ha comprc•bado la existencia de Lma 

neLn-c•transmisi6n de t.ipo cuár1ticc. (15). Asl mismo, los pot.encíales 

wüt.arios registrados en las fibras. aferentes pn:ivenient.es de las 

át·eas sensoriales vestibulares de algunos elasmobranqLüos y 

anfibios se midi fican pc•r rnc•vimíentc•s de 1 a •=abeza 6 desaparecen 

por la stipresi6n de calcio en el medio {31). Todas estas 

evidencias r1os sugieren una transmisión de t.ipo <:¡tilrnic:o. 

En cuanto a la sinápsis eferente, ha sido descrita por 

est.udic•s morfológicos con microscopia ele•=t.r6nica. Generalmente 

las terminales eferentes (botones) cont.iene muchas vesículas, 

algtmas de ellas cc<r1 centro dense•, mient.ras q•.ie et1 las células 

pilc•sas q•.la contact.ar1 se ha encont.r·ado 1.ma cister-ria s~ibsináptica. 

Así mi srno, la distancia que media las t.ennir1ales 
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efer-ent.es (presinápsis) y la céllda Pilosa rnide cerca de 200 A 

(4,10,25,34,35) por lo que parece tr-atarse de la estr-uctura de 1.ma 

sinápsis q1.lirnica(fi9 5). 

de la rana potenciales postsir1ápt.icos inhibit.cwios, re9ist.r-ados en 

la fibras afet·ent.es inducidos por· estirn•.Jliilción de las fibras 

eferentes <11}, y e>:ist.en c•tras evidencias fisic•ló-;;¡icas revisadas 

por- Precht. y col. C30) que, sugieren q1.1e la cc•mtmicación er1tre la 

célula pilosa y la ter-minal eferente es de nat1.1n"1ez¡; qtümica (30). 

no nos explican nada 

acerca de la naturaleza qLlimica del transmisor invol1.1cr<tido tanto 

er1 las sinapsis aferentes come• eferentes, por lo q1,¡e se ha 

estudiadc• come• PC•sibles mediadores lc•s ya descritos clásicamente 

paro. el SNC y periférico de ver-tebrados. 

De entre los netirotrar1smiscores aferent.es est.tidiados en la 

peri feria sensoria.! vestibtilar se encuent r· a el ácido 

gamma-amibutirico <GABA> qlie ha ctibiert.c. alg•.inos de los criterios 

que se piden l ler1e un post.tiladc• neurotr¡;,nsmisor, a S1'1ber (40): 

Se ha demc•str-ado act.i vi dad de la 9lutarnato descar·bo>d lasa, GAD 

<enzima de síntesis del GABAJ en horoo9enados de vest.ibulo de la 

raya, la raria torc•, la r-ana v;;;rde, el PC•l lo, y el cuy 

( 7, 16, 19-24 J , y se ha Sll9eridc• qL1e est¡;, act.ívidad se 

er1cuer1tra en la célula pi lc•sa, ya q•.ie prevalece en la per--i feria 

después de la escisiór1 d;;;l octavo t1ervio en la rana, lo c:Lial 

causa degenerací6t1 en la t.erroinal nerviosa eferente pero no en las 

céltllas C16}. Tambien, la GAD se ha det.ect.ado muy temprano en el 

desarrollo en la perifer·ia sensorial vestibular a la cual no han 
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Figura 5. Representación esquemática de las partes que 
constituyen a la célula pilosa y sus contactos neurales.Ec= 
estereocilios; C = cinocilio ;A= terminación nerviosa aferente; 
te1·minación nerviosa eferente<porción central l .Las porciones 
laterales derecha e izquierda de esta figura , representan la 
estructura microscapica de las uniones sinápticas que contactan a 
la célula pilosa (modificado de Benshalon,G. y Flocl<,A. (!980) 
Ultrastructure of synapses in the lateral line canal organ. Acta 
Otolaryngol <Stockhl.90,lll. 



llegado aún las terminales eferent.es, pero en la qLle las céllllas 

pi losas se encLlentran ya rnad•.iras en el pollo C23J y en el CllY < 14). 

ALm más, el tratamiento cc•n estrept.c•micina en el cuy, qLle resulta 

en la degeneracíór1 de las células Pi losas, caL1sa un deo·emer1tc• en 

la act.ividad de la GAD er1 el vest.iblllo, lo qL1e indica que ésta 

red1.1ccí6n puede adscribit·se a •.ma disrnin•.1c•.16n en el número de 

célLilas pi lcosas. Esto s•.igiere una prc•bable lc•cal izaci6n de la 

GAD en las células pilosas <13,24J. 

Por otro lado, por est.Lldios re•::ientes, un t.anto cont.roverti dos, 

se ha dernostradc• por ínm•.mc•citoquirnica la presencia de GABA y de 

la GAD en las cé1'.llas pilosas del vestibtllo del pollo <37,38) y en 

las tet·rninales nervic•sas eferentes en el mono arafía (39). 

Se ha rep•:.rtado, 

captación de alta 

asi mismo, 

afinidad 

la exister1cia de 

dependiente de 

un sistema de 

Na+ y et1e1·gia 

posiblernent.e representando Lm sistema inact.ivadcw de GABA, en 

crestas ampulares de vestibtllo del PC•l lo (21 l: 

Pcw experimentc•s elect.1·ofisiol6gicos, se ha visto que la 

picroto)dna, 1.m cor1ocidc• bloq1.ieadc•r del receptc•r a GABA, inhibe la 

actividad t.anto espontánea como evc•cada c1.1ando ha si de• ap 1 i cada en 

el nervio afet·ente en el canal semicirc1.1lar de la raya (7). La 

aplicación iontoforética del GABA incrementa la actividad 

espontánea en la mácula del sáculo del gato (5); el bloqueo por 

bic•.1culina Y picrc•tO):ir1a de esta respuesta y el t.t·at.arnientc• 

e>dtoso con picrotc•xfna de pacientes qL1e s1.1fren crisis de vertigc• 

de origer1 per·i féríc:o (3) pueder1 correlacic•narse cor1 la existencia 

de 1.m receptor a GABA err la periferia sensorial del 

laberinto. E:>(perimentos bioq1.1imicos han dernc•st.rado la llni6n 
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especifica de GABA tritiado a Lma preparación membrana! cn1da en 

crest.as amp•.ilares aisladas del vestiblllc• del pollo y este• tiende 

a confirma la presencia de un receptor si nápt ice• a GASA tí po 

A <22>. 

MODELO Y ENFOQUE E)<PERIMENTAL 

Las evidencias mencionadas anteriormente en rela•:::i6n al GABA 

como ne1.wotransrnisor en el aparato vestibular de los mami feros 

aunqL1e muy valiosas son indirectas • Por ello tomando cc•mo modele• 

el oido ir1t.erno del CLIY, se decidió estt1diar la ubicación celular 

del GABA uti l izandc• el enfoque inmlmoci t.oqLlimico, t.écni ca que 

permite la localización "in sit.l1" de m6leculas, 

visllal izarse tanto por micre•scopia óptica como electrónica. 

La inmLmocitor.¡uirnica se basa en la detección de antígenos 

mediante ant.icllerpos. Los antígenos, son generalmer1te rn6lecL1las de 

altc• peso molecular corno las pre•teinas, lc•s polisacáridc•s y los 

ácidos nL1cleicos, exógenos a tm animal, qt1e al ser administrados a 

este act.ivan a los linfocitos y producen 

específicos. Ultirnarnente se han obtenido anticuerpos 

moléculas pequeñas <como los aminoácidos> acopladas a proteínas 

como la albúmina S•kica bc•vina, mediante el uso de 

glutaraldehído(fonnando así una macromoléc1.1la>, le• q1.1e perrnite su 

localización en tejidos como el nervioso (28> 

En inmunocitoquimica, el anticllerpo se Litíliza como lln 

reactivo para lc•cal izar el antígeno contra el fllé 

preparado y se aplica a llna sección del tejido (rebana,o corte> en 

14 
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el que inter·actúa con el ant.igeno t.isulat· y se conoce como 

anticuerpo primario; al fot·ma un complejo 

anti 9eno-anticl1erpo primario ·=!lle Pllede ser t·evelado por medio de 

marcadores especiales 

electrónico. 

tanto al micrc•scopio ópt.ico como 

Exist.en dc•s tipos de métodos para local izar antigenc•s en 

inmunoctoquimica. El primero es el métc•do directc• y consiste en 

marcar al ant.ic•.1erpo primaric• con un colorante o llna enzima, este 

método t.iene baja sensibilidad (36). 

El segundo es el métc•do indirectc•: en este la interacción 

antigeno-anticuerpo se amplifica mediante la introducción de un 

seglmdo anticl1erpc• obtenido contra el pt·imero en lln animal 

distinto y marcadc• con colorantes fluorescentes e• enzimas.Por 

ejemplo si la IgG primat·ia flie hecha en conejo, se ernplea lma IgG, 

anticonejo producida en cabra ll oveja (fig IS) <26). 

Pc•r otro lado, e>dsten dos formas de llevar a cabo estos 

métodos; una es incubando el anticuerpo en el tejido fijado y 

congelado (método preinclusi6n) y la otra incl1bando el 

en tejido qlle se ha fijado e incluido en resina 

anticuerpc. 

(métodc• de 

post-incll1sión). El pt·imero tiene las desventajas de que sólo 

se puede realizar en rebanadas gruesas de tejido <10 a 40 micras) 

sacrificando la t·esolL1ción de la reacción inmur1c•citoqllimica, y de 

que la preservación de la rnorfologia es pobre, tanto a nivel de 

microscopia óptica corno electrórtica; independientemente de los 

problemas de penetración del antic1.1et·po y la formación de 

precipitados inespecificos <27). 

El seg•.mdo t.ier1e la ventaja de que se puede hacer la 
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!Nl1UNOFLUORESCENc!A 

\::. lgG anti-cone30Cproducida 
,·(~: - ~'O cabra) 

IgG anti-X (en conejo) __ ...., __ 
\L _ _ _ ant1geno = 

PAP!peroxidasa-antiperoxidasal 

-PAP conejo 

IgG ani-conejoCproducida 
en cabra) !:. ~ _ ~,' ootH lffi <ooejol 

ABCCcomplejo avidina-biotina-peroxidasa) e- Complejo ABC 

~ __ lgG anti-conejo len cab1-a) 

~~ - lgG anti-X (en conejo) 

CIRO COLO IDi\L 

{;:!f!j:¡- - lg6 anti-ConejoCen cabra> 

O v...r __ lg6 anti-X en conejo -·-·--
Figura 6. Técnicas utli:adas mas frecuenéemente en Ja 

in1nunoci':oqwmica ·=en el netodo indir2cto: 

Cll :n'11wnofiuorescenci a : se aplica •Jn s<?gundo anticuerpo 
marcado -:on una sustancia fluoresce'.1te(.:omo L• fluoresceina o la 
roda1ni;i~). 

C:· Fer.:i:.i dasa-antiperox ¡dasa se apl i =a un segundo 
anticuerpo, al cual ;e le une a su vez •Jn tercer 
anticuerpo que lleva unido un complejo,formado por un anticuerpo 
antiperoxidasa unido a pero:ddasa ( peroxidasa-antiperoxidasa). 

!3) Avidina-Biotina-Perm:idasalABCl: se adiciona un segundo 
anticue1-po que lleva unido biotina ,y a continuación se adiciona 
un complejo que tiene avidina-biotina-pero:ddasa, este se unira 
a la biotina del segundo anticuerpo. 

(4) Oro coloidal: el anticuerpo secundario tiene unido 
partículas de oro coloidal en la perdón Fe, las cuales son 
electrodensas, y por lo tanto visibles al nicroscopio electrónico. 

En (:2) y 13·. la reacción de la peroxidasa se visualiza con 
diaminoben=idinaCcromogénol. 



ínmunotinción en cortes de tejido menores de tina micra, con lo 

qt1e awnenta la res•:•lt1ción, y además la preservación mc•rfol6gica es 

mLIY bL1ena.A•.1r,q1_1e tiene el inconveniente de que, pat·a qt1e p~1eda 

penet.rat· el anticuE;rpo se debe remover la resina CC•r1 stibst.ancias 

agresivas cc•mo el etó;ddo de 

tit-i l izat· cc•n ctlidado para evit-at· 

antigénicos del tejido. 

el cual 

la destnicción de 

Controles 1_1ti 1 izados en ir1m1.moci toquirni•=a 

se debe 

sitios 

Ccon ambos tiPC•S de rnE!todc•logias es nattiral q1_1e stn- jan dt1das 

en c1_1anto a la especificidad de la reacción por le• que deben 

•.1ti 1 izarse el mayor númE!rC• de controles 

evitar est.os ct1estionamient-os, en 

posible 

cualquier 

y para 

estudio 

inmtmocitoqtlirnico se realizan controles negativos y positivos. 

Controles negativos: er1 este tipo de controles se espera la 

abolici6r1 de la inrni..motinción positiva, al ornitir en la reacción 

inmunocitoqtürnica, al antictierpo primario, 6 al bloquearlo con st1 

antigeno y adicionarlo a la preparación.En el caso de 

antictierpos contra rnoléct1las pequef'ías como los arnir1oácidos, se 

acosttirnbra ir1ct1bar al anticuerpo con análo9os estrtJCttn-ales de la 

rnoléc•.ila en c1_1estión. 

Controles positivos: cc•nsisten en con·er una mtiestra paralela 

a la experimental, en la que se sepa q1.1e existen céhdas cc•n 

inrntmoreactividad posit-iva al anticuerpo en estudio. 

Finalrner1t-e es Pet·tinente aclarat· qt1e es común r·eferirse en 

inrnL1r1oci toqllirníca al término "inmtmoreacti vi dad posí ti va de tma 

SL1bst.ancia parecida a", en virtL1d de que las reacciones son 

especificas en cierto sentido , esto se debe a 
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SL1bstanci as di fer entes PLleden estar relacionadas unas 

con otras compartiendo epitopos comunes ( detenn i nantes 

antigenicosl que unan la misma especie de anticuerpo. 

En el presente trabajo se uti 1 izó el método inmuno:;ci tc•qLlirnico 

indirecto en tejido incluido en resina, par-a lo cual se aislaron 

los órganos del aparato vestibular de cuy <crestas ampulares y 

utricLllol y se procesaron para microscopia electrónica, realizando 

cortes semifinos de 0.5 a una micra, para microscc•pia ópt.ica y 

cortes finos de 80-100 nm , pa1-a microscopia elect1-ónica. 

Se utilizó un arotisuero anti-GABA, donado por el Dr. 

Robe1-t. Wenthold, que tiene las siguientes caracteristicas: es 

un antisuero policlonal, po_wi ficado por cromatografia de 

afinidad al pasarse por columnas gL1e contieroen los conjL1gados de 

aminoácidos corno glicina , ácido aspá1-tico , ácido glutárnico, 

glut.ámico, alanina, beta-alanina, taurina y glut.amina <45l, le• que 

permite suponer razonablemente, qo_¡e el anti suero Llti 1 izado 

come• reactivo, es GABA-especi fico. 

El glut.araldehido utilizado en la prepar-ación del anti geno 

fué escogido por SLI habilidad de unir aminoácidc•S marcados con 

tritio en tejido cerebral y p1-eserva1- adernás la mo1-fc•logia. El 

'razc•narniento fué que los cornplejc•s de fijación formados en el 

tejido serian semejantes a los 1_1tilizados para la inmunización y 

1 ( por lo tanto ser reconc•cidos peor antico_ie1-pos especi ficos, lo que 

efectivamente se ha comprobado, ya que lc•s patrones de 

inmLmotinción qt1e p1-oducen est.os antict1erpos son consistentes 

con datos bioquirnicos sobre la distrib1..ici6n de GABA en el 

sist.ema nervic•so cent.ral 128>. 
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Con est.e tipo de metc•dc•lc .. ;¡ia se pretendió corroborar los 

hallazgos bioquimicos y aportar evi ciencias m.:..s di rect.as en favor 

del GABA corno neurotransmisor aferer1te en la pet- i feria sensorial 

del vestibulo de los vet-tebrados. 
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M A T E R I A L E S 

Reactivos: 

AIPara el procesamiento de las muestras para microscopia 

óptica y elect.rónica : 

1.-Paraformaldehido 

Warrington, Filadelfia, USA: PWFUSAl. 

2.-Cacodilato de sodio <PFWUSAl. 

polvo 

3. -0>,ido de propileno <PFWUSAl. 

4.-Glutaraldehido, solución al 50:1. 

CPolysciences, 

<Electron Microscopy 

Sciences, Fort Washington, Filadelfia, USA:EMSl. 

5. -Tetróxido de osmio <EMSl. 

6. -Resina par·, inclusión, EMbed-812 : el kit <juego) contiene 

cuatro sustancias; DDSA (anhídrido dodecenil sLiccinicol resir1a, 

NMA Canhidrido metil nadiliccd endLn-ecedor, DMP-30 <2,4,E.,-tr-i 

(dimetil aminometillfenolJacelerador y EM bed-812 <resina). 

7.-Azul de toluidina <EMSl. 

8. -Resina para montar c•.1breobjetos, Poly-Mount, moLmting 

media <PWFUSAl. 

9.-Alcohol etilico absoluto (J.T.Baker, Xalostoc, México). 

BlReactivos para la inmLmocitoquimica: 

!.-Anticuerpo primario anti-GABA,policlonal, donado por el 

Dr. Robert Wenthold del NIH, Bethesda, Maryland, USA. 

2.-Juego (kit) ABC,Vector-Vectastain.Este kit contiene: 

2.1.Suero normal de cabra. 

2.2.Anticuerpo secundario anti-conejo, producido en cabra. 

2.3.Avidina <reactivo Al. 
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2.4.Biotina-peroxidasa (reactivo BJ. 

<Fuente: Vector Labs, BLir 1 ingame, California, USA>. 

3. -Ant-icuerpo secundaric• anti-conejo en 

cabra, marcado con particulas de oro coloidal de 15 

nanometros de diámetrc• ( Janssen Li fe Sciences Prod•.1ct.s, Olen, 

BelgicaJ. 

4. -3, 3, Diaminobenzidina <PWFUSAl. 

5.-Metapet·iodatc• de sodio (Sigma, St.Lotlis Missotiri, USA 

SSLMUSAJ. 

6.-Trit6n X-100 <SSLMUSAI. 

7. -Acido 9arnrna-aminobL1t.idco <GABAI (SSLMUSAJ. 

8. -Peró>ddo de hidr6genc• al 30i: <Met·ck, Mé>dcol. 

CJSales: 

1.-Hidr6xido de sc•dio LT.T.Baker, :<alc•stoc, México:JTMBXMJ. 

2. -Cloniro de sodio (JTMBXMI. 

3. -Fosfato de sodio rnonobásico, rnc•nohidratado LTTMBXMI. 

4. -Fosfato de sodio di básico, heptahidratado (JTMfü<MJ. 

Soll1ciones: 

1. -Et6xido de sodio: solL1ci6n sat.Lirada de hidróxido de 

sodio en alcohol et.i 1 ico absoh1t.o. Preparar 15 di as antes, 6 usar 

hasta q1.1e la solL1ci6n tenga un color ámbar. Se ut.iliza dill11da 

en alcohol eti 1 ice• absoll1to ( 1: 1 J. 

2. -Metaperiodat.o de sodio al 1/. ( 1 g. diluido en 100 rnl de 

agL1a dest.ilada, desionizadal. 

3. -Soluci6r1 salina isotónica CSSI> (O. 9 g de NaCl en 100 rnl 

de agua destilada, desionizadal. 

4.-Paraformaldehido al 8% (sol•.1ci6n Stock) (80 g de 
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paraformaldeh1do en 1000 mililitros de agLia des t il ada, 

desionizadal. 

Manera de prepararse: se adicionat·1 80 g de parafcwrnaldehido a 

900 rnl de agua dest.i lada desionizada, previament.e calentada a 

ebLil l ición y se agita ,a con t. i nLiac i ón se ad i c i c•nan 

apt-o>drnadamente 4 rol de Lma sollición de füdróxidc• de sodio 

tres molar, hasta qLie la solw::ión se aclara. Se deja enfriar y se 

filtra. Preparar el mismo día, e• Lm día at·1t.es. 

5.-Amortiguadc•r de cacodilato de sodio,0.2M,pH 7.4. (42.84g en 

1000 ml de agua destilada desic•nizada. Ajtistando el pH cc•n una 

solución de acidc• clot·hídrico 0.1Ml. 

6.-Solución fijadora se prepara mezclando 500 rnl de 

parafot·maldehído al 8 .. /. con 500ml de amortiguador de 

cacodilatos <sc•luciót) 5), y adicionando 4 ml de glutaraldehidc• al 

50% Quedara una solLición fijadot·a, al 4% de 

Paraforrnaldehído 0.2 glutaraldehído en amort.i·3uadcw de 

caocc•dilato 0.1M • Est.a sollición fijadora se ajList.a a pH 7.2-7.3. 

7.-AmortigLladcor de sollición salina y fosfatos <PBSJ, 0.1M,pH 

7.4. Se preparan dos litros <Clorure• de sodio 16g,Fosfato de sc•dio 

monobásico monohidratado 2.43g, y fosfato de sodio dibásico, 

heptahidratado 27g ). 

8. -PBS con Tritón X-100 al O.'.:i/.CPBS-Tl :a 100 ml de PBS,se le 

adicionan O. :3 rnl de Tri t6n X-100. 

9.-Suero normal de cabra al 10% en PBS-T. 

10.-Complejo Av i di na-Bi ot i r1a-Peroxi das a CABCl a 5 

mililitros de PBS-T se le adicionan 50 rnicrolitros del reactivo A 

del Kit de Vector y 50 microlitros del reactivo BC se prepara 
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media hora antes de llsarsel. 

11.-Dilucic•nes del anticuerpo anti-GABA (para dilllir este 

anticuerpo se llti 1 iza PBS fi 1 trado con fi 1 t1·c· Mil le:>(-GS, con poro 

de o. 22 micras (Mi 11 ipore, Bedfcoi-d, MA, USA>. 

12.-f)illiciones de los anticuerpos seclmdo1rias. Se 1·ealizan de 

la misma manera que can el anticuerpo primario sólo "'llle se utiliza 

PBS-T. 

13. -AZlll de toluidina (solución acuosa al O. 5 /. en bot·at.o de 

sodio al 1/. ) • 

14.-Diaminobenzidit1<.CDAB>.Se prepara la f>AB disolviendo 20 mg 

de esta slistanci a en 20 ml de PBS (fil trandolo) y adicionandc• 

microlitros de agua oxigenada al 30 ¡.; • 

15.-Preparación de la resina EM bed-812:EM 

bed-812, 13ml;DDSA,8ml;NMA, 7 ml: ,DMP-30, 1.6ml.Adicionar uno por uno 

en ese orden en agitación. 

Animales:Se usaron cuyes machos sanos pigmentados<Cavia 

cobaya) de 200-250 g. de lma colonia llbicada en el laboratorio de 

Otoneurobic•quimica del Instituto de Fisiología Celular de la 

UNAM,Méxicc•, y del Instituto Kresge, para la Investigación 

Audiológica de la Universidad de Michigan, Ann At·bor Michigan, USA. 
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1' 

METODOR 

Perfllsión y fijación del tejido: 

a> Se anestesió al animal cc•n lma sc•lución de hidrato de 

clc•ral (300 m9 /f:g de peso) por via intraperit.oneal. 

b)Se t·ealizó la perfusión cardiaca, primeramer1te con 100 ml 

de Lma sohici6n de lavado(soluci6n salina isc•tónica) ,se·;llido de la 

sollición fijadora{ 4% par·afc•rmaldehido, 0.2 /. de •;ll1taraldehido 

en amo1·tiguador de cacodilatc•s,pH 7.4,0.1M>. 

Técnica de disección del tejido : terminada la Pprfusi6n se 

decapit.6 al animal, se abrió el crár1eo sagitalment.e y se r·ernovió 

el cerebro. Se separaron las btilas audi t.i vas, las cliales se 

abrieron y se sl1rnergierc•n en la misma solL1ciór1 fijadora, y bajo 

el microscopio estereoscópico, se extrajet·on los t.r·es canales 

semicirculares y el utrici.110. Se dejó el tejido st1mer9ido er1 la 

solL1ci6n fijadora pc•r t.res horas a 4 ° C(segllnda fijación). 

Procesamiento de las mt1estras hast.a 

resina<rnicroscopia óptica y electrónica): 

su inclusión 

a) Terminada la segunda fijación, se lavó el tejido con 

arnorti9uador de cacodilatos, 0.1 M, pH 7.4 tres veces por 20 

minut.os (en adelar1te l•~JS lavados se indicat·an X, es decir 

significa, qt1e se lavó tres veces Peor 20 minutos). 

3X20 

b> Post-fijación : se r·ealíz6 sumergiendo el tejido lavado en 

Lma solución de t.et.ró>ddo de osmio al O. i;.; (prepan1do en 

amortigliadot· de cacodilatos,0.1 M,pH 7.4) dtirante Lma hora • 

c) A contim1aci6r1 se lavó en amortigtiador de cado! i latos <O. 1 
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M,pH 7.4> 

dl Deshidrat.ación: se deshidrató el t.ejido con alcohol 

et.i lico, en cor1cent.racie•nes ascendentes (35/:, 50.i:, 70.i;, 80/;, 95/;) por 1 O 

rnir11.itos cada • .. mo a 4° C.Finalizandc• con alcc•hol al 100;.;;,;(3 ~< 10 

mim1tosl y se transfirió fir1almente a 6>ddo de propi lene• al 

100%(2 X 5 minutos). 

el Preincll1sión del tejido en resina el tejido se 

transfirió c1.lidadosarnente a 1.ma mezcla de resina óxido de 

propi lene• Posteriormente a resina : óxi de• 

de propileno 3 1 d1.want.e te•da ·la noche; al final a resina 

p1.ira por c1.iatro hc•ras. 

fl Inclusión del tejido et·• resina : en estas cc•ndiciones se 

inc1.ib6 d1.want.e 48 horas a 60 o e, para su polimerización. 

Obtención de cortes semi fir1os: Se t·eal izare•n cortes semi finos 

de 0.5 a 1 micras de espescor de le•s bloq1.1es de resina con el 

tejido c•btenido por el proc,,.dirniente• ant.et·iot·. Dichos cewtes 

f1.ieron real izados con Lm ul trarnicrotc.rno marca LKB, 6 Sot·val MT-2 

semiautomático, uti 1 izando cuchillas de vidr·io. 

Los cortes se recibiereor1 en sendos porta-objetos de vidt·io 

con 1.ma parte esmer i 1 ada y se permitió su adhesión a 

estos, inc1.ibando a 40 ° C por dos horas. 

Para saber si el tejidc• estaba orientado en la posición 

deseada(corte transversal de las cresta ampular, o el ut.riculed, 

se ti!"íeror1 los cortes con azul de tc•lllidina, adicionando una gota 

de la soll.ición de az1.1l de toluidina y calentando a 120 ° C por dos 

minutos, dejando enfriar el port.a-objetos lavando con agua 

destilada, desionizada(2 X 2 min1.1tosl y se observó al microscopio 
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ópticc•. Una vez cobtenidos los cortes con la·· orientación 

se procedió a realizar la inmunocitoqulmica. 

deseada 

Para permitit- la penetración de los anticuerpos al tejido 

era necesario remover la resina, y además el iminat- el t.et.róxido de 

osmic•, qlle enmascara la reacción inrounoci toq1_ümica, 

realizó de la sig1_1ient.e manera. 

le• cual se 

al Procedimiento de remoción de la resina<Et.chingl: 

Se sumergieron los pcort.a-objetos cc•n los cc0rt.r2s adheridos 

perfectamer1te, en tma sc•llición de et.óxido de sodic•:alcohc•l et.ilico 

absollit.c• 1 : 1, pot- 10 minutc•s. A contin1_iaci6n se realizat-on tre-::. 

lavados con a·:;ilia destilada, des ionizada por 5 mi mitos (3 ){ 5). 

A partir de este paso, se tuvo ctlidado de t10 permitit- la 

deshidratación del tejido. 

bl Eliminación del tett-ó:ddo de osmico(Bleachingl: 

Despties del prc•cedimientc• de lavadc• del paso anterior, se 

trar1sfirieron los pcort.a-c•bjetos a 1_ma solución acuosa de 

metaperiodato de sc•dio al 1 %, por 5 mir1utos, segtlido de tm lavado 

con agtia dest.ilada, desic•nizada, PC•t- un mintito, y 5 rnit·11_itos más en 

la solución acuosa de metaperiodato de sodio al D: <en est-e paso 

cabe aclarar , que es necesario titilizar tetr6;ddo de c•smio, 

para tener el tejido perfectamente fijado, ya que de lo 

cor1trario, las céllllas del epit.eli•:• sensorial se observarían 

colapsadas>. A cont.intiaci6n se real izaron tres lavados con agua 

destilada desic•nizada por 5 min1_itos. 

Inmunocitoquimica a t-.ivel de micrc•scopia óptica 

al Los tratados con lc1s procedimientos 

anteriores, se incubaron en sLiero normal de cabra al en 
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PBS-T, por una hc•ra a temper·atLira ambiente y en agit.ación 

b) Se lavaron bt·evernente por dos rnirn1tos en 

destilada. desinoizada. 

c> Se aplicó el anti ctierpc• anti-GABA (dilLlido 

1:200, 1:500, 1: 1000) y se dejó incubando peor 48 hor·as, a 4 ° C , en 

w1a cámara húmeda. 

d) Al final de la incubación se efect1.1a1·01·1 t.t·es lavados con 

PBS(30 X 20 minutos). 

e) Se aplicó el segLmdo anticL1erpo <anti-ccor-1ejo pr·odticido en 

cabra),dilllido 1:50 en PBS-T, y se inct1bó Lma hora a temperatln-a 

ambiente con agitación 

f) Se lavó cor1 PBS (3 X 10 mimit.os>. 

g) Se aplicó el complejc• ABC <Avidina-Biotina-Per·oxidasa> por 

•.ma hora y se incL1b6 a temperatura ambiente, con agitación (este 

complejc, se preparo una hc•ra antes de •Jsarse adicic•nando 

50 rnicrolitros del reactivo A a 5 ml de PBS-T y 50 microlitros 

del reactivo B> C12). 

hl Se lavó con PBS, 3 )<: 20 rnir1utos. 

i) Se adiciot'ta la I>AB, recientemente preparada C50 a 100 

rnicrolitros por porta-objeto y se c•bservó el desat·rc•l lo del 

precipitado bajo el microscopio óptico a 10 aurnentosC10)<;) CdLirante 

2-4 rninut.os>. 

j > Se detLNC• la reacción por· di ll1ción de la I>AB, sumergiendo 

los por·ta-c•bjetc•s en agua destilada,desionizada, por 10 mirnitos 

dos veces. 

kl Se dejaron secar los port.a-c•bjetos a temperatura ambiente, 

toda la noche, guardándolos en una caja, para pr·c·tejerlos del 
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polvo. 

l> Se c1..ibri6 el t.ejido con Pc•ly-Molmt y un Cllbre-objetc•s. 

m> Se realizó la C•bservación et1 1..m microscopic• óptico marca 

Polybar Reichet·t, a di fer-entes atimentos: 10)•;, 40)< y 100)<, en campo 

claro, en ausencia de fil trc•s y también , bajo iluminación t.ipo 

Nomarski. 

nJ Se real izó el re9istro fcit.ográfico, titl izando una pe!1ctlla 

Kodak, Plus Par1,ASA 125, Para blancc• y negro o una Kodacolcw ASA 

400, para color a 10X,40X y IOOX. 

Contrc•les 1.1ti l izados en el procedimiento inmr.moci toguimico: 

Controles negativos: Inc•.1baciór1 del tejido sin el ant-icuerpo 

primario (reemplazado pc•r PBS J 6 cc•n el anticuerpo ant.i-GABA 

absorbido con su ant.igeno antict1erpo ant-i-GABA, rnás el 

conjugado GABA - glutaraldehidc• - albumina sérica bovit1a en 

stist-i ttición del anticuerpo anti-GASA. 

cc.nt.1·01 es positivos 1·eal ización del pt·ocedimiento .... 

inmunoci t.oq1..li mico en cc•rtes transversales de cet·ebelc• del mi smc• 

animal fijado, en dor1de se sabe hay céllilas 

inmtmorreact-ivas a los antict1erpos anti-GABA. 

Ir1rn1..moci toq•.limica a nivel de micrc.scopia 

son 

electt·ót-.i ca, 

utilizando un anticuerpo sectmdaric• marcado con partículas de oro 

colcddal de 15 nanometros de diámetro. 

a) Pe1·ftisión I Fijación / Inclusión: se realizó el rnisrnc• 

procedimiento <'!lle se titiliz6 para microscopia óptica. 

b> Obtención de lc•s cort.es ul trafit-.c•s: Se t·eal izar6n cort.es 

t1ltrafinc.s de :30-100 nm de los mismos bloq•.1es de resina de dc•nde 

se obtlwieron los cortes semi finos, titi l izando tma ctichi lla de 
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diamante <Diatome, Reichert>, en LW1 Lll t.ramicrotomc• marca Reicher·i., 

Ul tracllt E. 

c) Los cortes se recogieron en rejillas de niqLiel de 400 

mesh, y se dejat·on secar por 24 hrs, en una •::aja de Petri a 

temperat.r.u-a ambiente. 

Al di a siguiente: 

1> Se ir1ctibarc<r1 lc•s cortes er1 metaperíodatc• de sc•dio al i;.;, 

por 20 minutos. 

2> Se lavat·on las rejillas cada Lma con 50 gotas de PBS, 

conter1ído en Lma jeringa de 10 ml la CLlal t.iene un fílt.ro 

Millípore de 0.22 mícras<Todos los lavados de los pasc•s que se 

describen a cc•ntínuacíón se real izaron de esta manera). 

3> Se adicionaron 50 mi crol i tros de sL1ero normal de cabra 

al 30/. en PBS-T, y se incubó 1.ma hora a temperatura ambiente y 

con agitación. 

4) Se el irninó el e>(Ceso de suet·o normal de cabra, s1r1 dejat· 

secat· la rejilla .Se adicionó el antictierpo ant.i-GABA(diluido en 

PBS-TJ y se íncl!bó por 24 horas en agitación y a temperatw·a 

ambiente en tina cámara húmeda. 

5> Se lavó el e>(ceso de antic1_ierpo con PBS dos veces y se 

adicionó el anticuerpo secL1ndario<IgG anti-cor1ejo en cabra> 

diluído en PBS-T. 

6) Se lavó con agt1a destilada des ionizada dc•s veces y se dejó 

secar las rej i 11 as, a temperatLu-a ambiente por dos hc•ras er1 una 
L 
hí caja Pet.ri 

7l Se til'lo con acetato de uranilo(soh1ciór1 acLiosa al /.) 

por· tres minutos y con citrato de plc•rncdsoll1ci6r1 actiosa al 1 :r.) 
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peor tres minlltos • Se lavaron los cortes y se dejaron secar 

a temperatura ambiente, por dos hc•ras~ 

8) Se observó al micr·oscopic• electrónico, 

microscopio marca Jeol 140 6 Jeol 1400. 

utilizando Lm 

Optimización de las cc•nd i e iones a segLlir 

ir1mtmocitoqLlimica a nivel de microscopia elect.r·ónica 

se experimento con los sigt1ientes parámetros: 

al La concentración del anticuerpo anti-GABA. 

bl La concentración del antic1.1erpo sectmdario. 

el El nivel de tinci ón de fondo (background). 

para la 

Para ello 

Para (al se probaron diferentes concent.r·aciones de anticL1erpo 

anti-GABA, de 1:100,1:200,1:300,1:400,1:500,1:750 ,1:1000 y 1:2000 

manteniendo la concentración de antict1erpco secLmdaric• cc•nstante. 

Para (bJ se uti l izarc•n con•=entrac iones de antict1erpo 

secundario desde 1 : 1 o' 1: 20' 1 : 30 y 1: 40, manteniendo la 

concentración de anticL1erpo primario constante • 

Para (c) se titi 1 izaron los si91.lier1tes controles: 

Control positivo, núcleos cocleares. 

Cc•ntrol negativo, adición del antici.1erpo anti-GABA, absorbido 

con su antigeno, y la omisión del antict1erpc• primario en el 

procedimiento inmtmocitc•qtümico reemplazandolc• por PBS. 

Además se consideró como Lm nivel de backgrotmd 

aceptable<no significativo> la aparición de menc•s de 10 partictllas 

de C•t"C• coloidal en tma area en donde no haya tejido <sc•lo resina), 

cc•mo la pc•rción apical de un corte t.ransversal de la cr·esta 

amplllar 6 la pcorción lt.1minal de los vasos sangL1inecos(es decir se 

compara Lm area en donde se prest1me hay inmunorreactividad, con 
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e respecto a un area en donde t-..:• haya t.ej ido, o tejido no 

inmLmeot-eactivc.J .Además se cc•rnpar-a la densidad de part.icLilas entt-e 

una célula pilosa y una céllila de sopc·r-te, en donde 

microscopia óptica r10 apar-ece ir1mLmor-reactividad. 

De 32 exper-imer1tos qLie se realizaron, cada 

a nivel de 

llnO por 

triplicado(entre (al y (b)) se ot•tuvo que a concentraciones 

altas de anticuerpo anti-GABA, 1:100 y 1: 200, apareció un 

elevado nivel de background, al igLial qLie a altas concentraciones 

de anticuerpo secLmdario 1: 1. Por C•tro lado a al tas di luciones de 

anticLierpo primario( 1 :750 en adelante) 6 anticuerpo 

secundaricd1:30,1:40), se obt-LNo una inmLmotinción mLIY pobre, por 

lo que las condiciones optimas fLleron ant.icuerpo 

anti-GABA,dilución 1:300,1:400 y 1:500 anticL1erpo secLmdario 

1:20,con las cuales se obtuvieron lc•s resLiltados qLie se describen 

a cc•ntinuación. 
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R E S U L T A D O S 

Los reslll tados de los q•-1e se infot·ma en este trabaje•, sc•n 

representativos de e>:perimentos realizadc•s en cinco CllYes pat·a 

microscopia óptica y cuatro para microscopia electrónica. 

Las fotografias nos mr.1estrar1 •:ortes de una micra par·a 

microscopia óptica ó cortes finc•s de 80-100 nm de espesor para 

rnicroscc•pia electrónica, realizados en las ampollas de los canales 

semicircL1lares del c•ido interno del ClJY. 

Microscopia Optica 

La figLira la y lb rros mllestran cortes controles semi finos del 

canal semicircular posterior, de una micra a dos aL1mentos (100X y 

250:~>, tel'íidos con azt¡l de toltlidina, en los cuales podernos 

dist.irrgLlir los sigl1ientes elementos el epitelio sensorial 

vestibular <ES> formado por las céltllas pi losas tipo 1 y 11, 

y las células de sc•porte Además se observa el epitelio de 

transición <Etl en el at·ranque de la cresta ampular, Y fibras 

nerviosas que atraviesan el estroma y qr_¡e inervan al epitelio 

sensorial 

Cc•n la técnica de inmtmocitoqtlimica tlti 1 izando el métodc• de 

la Avidina-Biotina-Peroxidasa y el método de postinch¡si6n a 

nivel de micrc•scopia 6ptica encontramc•s los 

rest1ltados:Se observó GABA-Ll en el citoplasma de las células 

pilosas tipo 1 y 11 (figtira 2l, en algtmas fibras nerviosas 

gruesas qt¡e atraviesan el est.rc•ma y llegan al epitelio sensorial. 

Al probar diferentes concentracic1nes de arrt.i CLlerpo 
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anti-GABA , se obser·vó mismo patrón de inmunorreactividad 

11:200,1:500,1:1000).La figura 2 nos muestra GABA-LI a una 

dillición de 1: 1000, mientras que la figura 3 nos mLiestr·a GABA-LI a 

Lma dillición de 1:200 , en la CLlal se observa tinción de 

fondo. Los resultados qLie se muestran en las sigLlientes figLiras 

son utilizando una dilución de anti cuer·po 

1:1000, con la cual desminuyó la tinción de fondo 

economizó antic•.ierpo. 

anti-GABA 

y se 

Ne• se encontró inmmLmc•rreactividad cuandc• Cal la técnica 

fLié seguida Llti 1 izando el anticuerpo ant.i-GABA, preabsot·bido con Sll 

antigenolfigura 4l,o lblal sustituir el anticuerpo anti-GABA,por 

PBS lfigLira 5l Al preincubar el anticLierpo anti-GABA con 

GABA libre a una concentración de 10 mM no se 

observó ningún de·=remento en la inrnLmotinción Cr·esultados no 

mostrados) • 

A mayor aLunento se obser·vó q1.ie no todas las células se teñian 

igualmente, es decir, mientras q1.ie la tinción en las céllilas 

Pi losas tipo II era intensa y ccor1stante, en toda la cr·esta 

ampLilar , las céllllas pi losas tipo I mostraron diferentes grados 

de inmunorreactividad algunas aparecieron intensamente 

teñidas, otras rnoderademente teñidas y algunas c•tras no se 

tiñeron (figura 6) .Esta distribL1ción se observó principalmente en 

la porción supericor de la cresta ampLilar. 

Alg•.mas fibras q1.ie llegan al epitelio sensot"ial también 

presentaron inmunorreact.i vi dad ( figLira 1 l • A mayor aumento se 

C•bserva, que estas fibras corresponden a los cálices 

aferentes , q•.ie hacen contacto con las céhilas pi losas tipc. 
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I . Además tambien se observó , ·:i1.1e cc•mo la céJl.ila tipc• I 

los cal ices aferentes tambiér1 presentaror1 di ferent.es patt-ones 

de inmmLmreacti vi dad, desde intensos a ausentes ( f i 91 .. ir a 6,y 

fig• .. ira 7>. En la por·ci6n bas•:•lateral ( derecha e íZqLiier·da ) de la 

cresta ampular, la inmLmotinción en las célLilas pi losas t.ipo I 

y II ,las fibras nerviosas y los calices 

cc•nst.ante., e ir1t.er1sa. 

aferentes, 

Al realizar la inmLmocitoquimica en ccwtes de Lina micra de 

la rnáctila de •.it.ricL1lo , se observó , el mismo patrón de 

inmLir1otinción que presentó la cresta amp1.1lar (figura 8) .Finalmente, 

cabe sei'íalar, que er1 t-.in9Llt"1 caso se observó inmLmoreactividad en 

las células de sc•Porte. 

Micrc•scopia Electrónica 

Al real izar experimentos co1·1troles para 

familiarizarse con la morfología de las célLilas pilosas I yII, se 

encc•ntró con la típicamente descrit.a en la literatura<41,44) :La 

céltlla pi losa tipc• I tier1e forma de bote! la, y esta env•.1el ta por 

1.ma fibra nerviosa aferente en forma de caliz<CA), las céllllas de 

se.porte flanquean a está a te.da SLI longit1.1d (fi9• .. 1ra 9} 

La figura 10, nos rnLiestra Lina célLila pilosa tipo II, la Cllal 

tiene forma alargada, y no esta env1.1elta por el cáliz nervic•so 

aferente,adernás se observa ,qLie la rodean varias células de 

soporte<cs), y en la porción inferior izquierda, se observa la 

parte basal de una céllila pilosa tipo I, 

afe1·ente. 

etw1.1el t.a por- su cáliz 

Con la técnica inm1.mocitc.q1.lirnica indirecta, utilizando el 

anticuerpo secundario marcado cc•ri particulas de oro coloidal de 15 
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nanomet.r·os de diametro encc•ntramos los siguier1tes resLiltados: 

Se observó GABA-LI en el citoplasma de las c~lLllas pilosas 

tipo I y II figura 11 y figtu-a 12 en algunas fibras 

nerviosas gruesas que atraviesan el estromaCfigura 14, y figura 

15) , que llegan al apitelio sensorial, y los calices 

nerviosos aferentes figura 12 ). 

No se encontr·ó GABA-LI en las •=éltllas de soporte (figLu-a 

16), ni en los botones eferent.es(figura 171 

Al ig1.ial que por mict·oscopia óptica, tampoco se encont.t·ó 

GABA-LI, ctiando se pt·e inctib6 el anti cuerpc• •=c•n sti anti geno y ctiando 

el antic•.ierpo anti-GABA, se stist.ihiyó por PBS la r·eacci6r1 

inmunoci toqui mica <resLll tados no mostrados). 
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Figura !A. Cm-te transversal de una micra 
ampular del canal semicircular posterior (control) 
con azul de toluidina. Es= Epitelio sensorial,Et 
transición. Las fibt-as nerviosas se sefialan con 
claro,100X. 

de la cresta 
de cuy, tef\ida 

Epitelio de 
flechas.Campo 

Figura 18. Corte transversal de una micra de la parte 
superior de la cresta ampular (control>, mostrando las células 
pilosas tipo I y II (cabeza de flecha>, las células de soporte 
(flechas) y el estroma (el . 



Figura 2 . Corte transversal de una micra de la cresta 
ampular del canal semicircular posterior, mostrando GABA-Ll en 
las células pilosas 1 y I1 (flechas) y en las fibra;; 
nerviosas, que atr-aviesan el estroma (cabezas de flecha) • Se 
utilizó una dilución del anticuerpo primario de 1:1000 . 
X 100, campo claro. 
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Figura 3 . Corte transversal de la misma cresta ampular, 
mostrando GABA-LI, en las células pi losas ! y II (flechas) y en 
las fibras nerviosas ( cabezas de flecha l • Dilución del 
anticuerpo anti-GABA 1:200 . X 100, campo claro . 



Figura 4 Corte transversal de la cresta ampular del 
canal semicircular posterior, en el cual se llevó a cabo 
la inmunorreacción con el anticuerpo anti-GABA, pre-absorbido 
con su anti geno (control negati vol, no se observa GABA-LI en 
ninguna zona de la cresta ampular En la base se observan 
células que contienen melanina. X 100, campo claro. 
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Figura 5. cm-te transversal de una micra 
ampular del canal semicircular posterior, en el cual 
el anticuerpo anti-GABA por PBSCcontrol negativo) y 
cabo la inmunotinción . En la base se observan 
contienP.n melanina . X 100, campo claro • 

de la cresta 
se reemplazó 

se llevó a 
células que 
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Figura 6. Corte transversal de una micra de la cresta 
ampular del canal semicircular posterior. Se muestran diferentes 
patrones de GABA-LI en las células pilosas y en sus cálices, 
se~alados de la siguiente manera : fuertemente inmunorreactivos 
<Frl, moderadamente inmunoreactivos <Mr>, y no reactivos <Nr>. 
X 400 , Iluminación con la técnica de Nomarski. Dilución del 
anticuerpo anti-GABA, 1:1000. 
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Figura 7. Porción superior de la cresta ampular del canal 
semicircular posterior, mostrando GABA-LI , con la técnica de 
Nomarski, ejemplificando: una célula pilosa tipo I y II, 
fuertemente téñida <cabeza de flecha>, un cáliz aferente sin 
téñir (flecha pequeña l y un cáliz fuertemente inmunorreactivo, 
que contiene a dos células pilosas C doble cabeza de flecha). 

Y, 1000.Dilución del anticuerpo anti-GABA ,1:1000. 



Figura 8 . Corte transversal de la mácula del utricula del 
vestibulo del cuy, mostrando GABA-LI, en las células pilosas I y 
II (flechas) y en la.s fibras nerviosas <cabezas de flecha). Se 
observa ausencia de GABA-Ll (flechas cruzadas) en las células de 
soporte.Iluminación con la técnica de Nomarski. 



Figura 9 . Corte fino <B0-90 nanometrosl transversal de la 
la cresta ampular (en la porción superior) del canal semicircular 
posterior de cuy(control), mostrando una célula pilosa tipo 
!(!) y su cáliz nervioso aferente (ca) • Te~ido con acetato de 
uranilo ( 3 minutos) y citrato de plomo ( 5 minutos) • X6000. 
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Figura 12 • Corte transversal de la cresta ampular del canal 
semicircular posterior de cuy, mostrando GABA-LI en la porción 
basal de una célula pilosa tipa II <IIl, se observan también das 
batanes aferentes (ba) hacienda sinapsis can ella (las flechas 
sefíalan las partículas de ara l En la parte infer-iar de la 
fatografia se observa una célula de soporte <es) Barra 
sinaptica Cbs) .Dilución del anticuerpo anti-GABA 1:500, dilución 
del anticuerpo secundaria 1:20. 



Figura 13 .Porción basal de una célula pilosa tipo I con su 
cáliz afm·ente, en la cual muestra una al ta densidad de 
particulas de oro CGABA-LI fuertemente inmunorreactival.Dilución 
del anticuerpo anti-GABA 1:400, dilución del anticuerpo secundario 
1:20 • 
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Figura 14. Fibra nerviosa 
en el cual se puede observar una 
coloidal.Dilución del anticuerpo 
anticuerpo secundario 1:20. 

<fnl que va hacia el epitelio 
alta densidad de particulas de 

anti-GABA 1:500, dilución del 



Figura 15. Fibra nerviosa (fnl que va hacia el epitelio, 
y que se encuentra flanqueda por una célula de soporte, y una 
célula pilosa tipo II <IIJ • Tanto en la fibra como en la célula 
II, se observa una alta densidad de particulas de oro <GASA-LI) 
aro<GABA-L!l(flechas). Dilución del anticuerpo anti-GASA 1:500, 
dilución del anticuerpo secundario 1:20 . 



Figura 16 GABA-Ll en la porción basal de una célula pilosa 
Cll y en su cáliz aferenteCcal. En la parte inferior se observa 

una célula de soporte Ccsl y su núcleotnl, en esta célula se 
observa la ausencia de GABA-Ll. GABA-Ll esta 
representada por flechas. Dilución del anticuerpo anti-GABA 
1:400, anticuerpo secundario 1:20. 
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Figura 17. Porción basal de una célula pilosa tipo I Cil, con 
su cáliz aferente (cal, mostrando GABA-LI, y un botón eferente 
(bel, sin inmunorreactividad. Dilución del anticuerpo anti-GABA 
1:400, anticuerpo secundario 1:20. 



D I S C U S I O N 

En este trabajo se investigó la presencia de GABA en la 

peri feria sensorial vestibula1· del oído interno del CllY, po1· la 

técni•=a de i nmlmC•c i toqui rn i ca en 

resina (post-inclt1siónl a nivel de 

tejido 

rnicroscc•pia 

incluido 

óptica 

en 

y 

electrónica,utilizando anticuerpos anti-GABA,amablernente donados 

por el Dr Robert Wenthold. Las pn1ebas "!lle él real izó para 

su especificidad (45) hacen suponer , ql1e el detenn i nar 

precipitado "!lle indica GABA-LI pone en evidencia, 

razonablemente , la presencia de GABA , por le• q1.ie Pl1ede 

descartarse cl1algllier tipo de reactividad cruzada. Por ott·o lado 

se 1.1ti 1 izaron bajas concentracie•r1es de glutaral dehido (O. 2/:l y se 

llevarc•n a cabe• controles negativos, corno la p1·eincl1bación del 

anti•=uerpo con s•.1 antígeno, lo cual eliminó la tinci6n especifica 

en la cresta arnPlllar (fig 4 l mientras gl1e la pr-eincubaci6n con 

GABA 10 mM no tuvo efectc• sobr-e la especificidad de la 

inmunc•tinci6 n ( r-esul tados ne• mostrados) • Alln"llle estas pn1ebas 

sl1gieren qlle otros aminoácidos relacionados estn1ctl1ralmente no 

son r-econocide•s por- el anticuerpo, no se pc•dr ia descar-tar llna 

reacción crl1zada ce•n ot1·c·s componentes si mi lares en estructl1ra con 

el GABA <28,45l. 

Se er1contr6 GABA-LI en el citoplasma de las céllllas 

pilosas tipo I y II, en las fibras nerviosas, "!lle atraviesan 

el estroma y en los cálices aferentes ql1e envuelven a las céllllas 
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pilosas I .Sin embar90 se encontraron diferentes patrones de 

inmLmot.inción: en las células pilosas II, ásta fue homogénea, 

rnientt·as qLie las céll1las pilosas I most.rat·c·n variacic•nes en la 

intensidad del material inmLmoreacti ve•, ·::iue permitió 

clasificarlas tent.at.i vamente en tres grupos: al 

inmunc•reactivas, b) moderadamente inmLmoreactivas 

fuertemente 

y el no 

inmLmoreactivas. En el caso de las fibt·as nerviosas, aLmqLie a bajo 

aumento el patrón flie hornogér1ec.,a mayc-t· amplificación se apli•=a la 

misma clasificación: a ) cálices fL1ertemer·1te inrnunoreactivos, bl 

rnoderadarnente inm•.moreact.ivos ó Cl ausencia de inrnLmcoreact.ividad. 

De acuerdo a esto e>dst.en tres tipc. de situaciones: GABA-LI en las 

células pilosas tipo I y II, pero no en el cáliz; GABA-LI en las 

células pi losas I y s•.is cálices y GABA-LI en el cáliz pero no en 

la cáll1la. 

La presencia de GABA-LI en las céllilas pi losas I y II e>:cepto 

por algunas tipo I en la porción superior de la cresta ampular y 

algunos cálices confirman los hallazgos t·ecientes por 

inrnunocitoquimica de GABA y de la GAD Cla enzima que sintetiza al 

GABAl en las células pilosas I y II, en las crestas ampulares del 

polloC37,38l 

El hallazgo GABA-LI en algunos cálices, concLierda con 

un at·t.icLilo reciente en el óido interno del CLIY en el cual sólc• 

se encuentra inmunoreactividad en los cálices de la 

arnpular (2). 

cresta 

ALmque estos resLll tados Sllgieren un papel importante del GABA 

en el vestibulo, no proporcionan 1.1r·1a evidencia dit·ecta del 

significado fisiológico y por lo tanto sólo se PLlede 
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especlilar.GABA-LI moderada a intensamente positivo en la célula 

Pilosa I y II cc•rno se ha demostradc• en el PC<l lo (37, 38J, 

concuerda pe1·fectamente con interpretaciones indit·ectas que 

sugieren que el GABA es el neLffotransmisot· aferente ¡¡;n el 

vest . .tblilo de los v.;,rt.ebrados (3, 5, 7, 13, 14, 16 ,19-24J.En est.e 

respecte•, se ha demost.rado que existen diferencias en los 

patrc•nes de GABA-LI en la retina del gato a nivel de la capa 

de céllllas amácrírras en las CLlales e>dst.en di ferent.es 

intensidades de inrnunotinción que van de moderada a 

fuertemente i nmlw1e•r eact. i vas Sligirierido variaciones en la 

cantidad de material inmlmoPc•si ti vo al GABA <29). 

La presencia de GABA-LI en los cálices aferent.es haciendo 

contact.o con Lll'"1a célula Pilosa posit-iva a GABA PLlede sugerir qlle, 

corno en el pol l C•, el GABA es sintetizado en la 

pilosa, liberado de ella y degradado en e.I calíz peer la 

GABA-trar1saminasa <GABA-T> para t.enninar su acción (37) 

Experimentos evider1ciando GAD-LIR y GABA-T-LIR en prc.greso 

en r1l1estro laborat.orio podrian ce•nfirm<cr esta SL1posici6n. 

En el caso de GABA-LI solo en los cálices 

':71 aferentes ,existe articulo recierite dernwest.ra 

inmLmotir1ci6nen todos los cal ices pero ne• en las céltilas pi lc•sas 

<2J • Aunqwe los auteires de este t.r¡¡,bajo postulan Lit"! papel 

1' 
met.ab6lico o moduladc·t· del GABA, que faltaria por demosfi·ar, se 

podrian at.ribuir estas diferencias en los result.adc•s, a que 

se utilizaron diferentes técnicas y di fenmte f1.1ente 

anticl1erPe•s. A este respecte• seria úti 1 <¡ue te•dC•S los estlldios se 

hicieran con la misma técnica y la misma especie de animales. 
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Pot· lc•s rest11 ta dos obt.eni dc•s en mi croscc•Pl a e lectt·ónica, 

se Pl1ede pdeci r qlle los reslll tadc•s de GABA-LI fuet·c·n si mi lares 

a los obtenid•:<S a nivel de microscopia óptica, atmqt1e se 

debe hacer la sigtliet·1te considet·ación s.i bien dos 

m&todos ft1eron real izados p•:ir la t.4cni ca de tej idc• 

ir1cluido en t·esir1a, la reacción i mnunoc i toqui mi ca 

diferente, ya qt1e para microscc•pia 6pt.ica se ut.ilizó la 

técnica de la avidina-biotina-pero>ddasa y para microscopia 

electrónica se l1t.iliz6 el método indi recte• del ant.icuerpo 

sectmdario marcado con cwc• coloidal, el cual se ha visto que 

permite detectar zonas de inmunorreactividad, que no se observan 

con el método de la pero>ddasa • Esto podria explicar , la 

presencia de partículas en las céll1las de se.porte. Asi mismo, la 

inmunorreact.ividad apareció al parecer constant.e en las células 

pilosas I y II, en las fibras nerviosas y en los cálices 

aferentes. Una cuantificación del material inmunoreact.i vo nos 

permitiría st1 clasificación en las diferentes poblaciones 

celulares. 

" 

í ¡ 
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ESTA . TESIS NO DEBE 
SALIR DE LA BIBLIOTECA 

e o N e L u s I o N E s 

En concll1sión, la inml1notinción positiva en las células 

pilosas I y II stigiere lm papel del GABA corno posible 

neurotransmisor aferente en las céh1las pi losas~ GABA-LI en fibras 

y terminales ca 1 ici forrnes <aferentes) contactando a las células 

pilosas, o GABA-LI sólo en los cálices podria indicar w1 sitio de 

degradación y/o lln papel del GABA corno rnodt1ladot- a través de Llr1 

mecanismo t.odavia desconocido er1 la t-erminal afer-ente caliciforme. 
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