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RESUMEN

Ern 21 vestibulca de los mamiferocs, la informacidn senscorial
rnaecesaria para =21 mantenimiernto del equilibrio v la postura ez
provista al csistena nervioso central (SNC) por células
egpecializadas en al mecancorrecepcidn (células pilosas sencitivas)
a través de fibraz aferentes que las corbtactan. A sSu  ver, éstac
células reciben los impulsos centrales por medico de conexiones
eferentes. Existen evidencias de que =2sta comunicacidn ez de tipo
quimica, =in embargo, la investigacidn en relacidn a la identidad
de los neurotransmisores en este sistema 25 muy =2scassa. Esta se
debe probablemente a gque el oido es un draganc poco  accesible por
su ubicacidén.

Exister numzrosazs evidencias, todaz =llas indirectas, de que
2l 4cido gamma-amincbutirico (GABA) pudiera ser unce de laos
reurctransmisores can el ague  la célula pillosa vestibular se
comunica al SNC, entre ellas se ha demostrado actividad de la
glutamate descarboxilasa (GAD), la enzima de sintesis del  GABA,
en homogenados de vestibulo completo de cuy, 1o que ha permnitido
pastularle como NG de los neurotransmnisores aferentes
vestibulares. Sin embarga, con ese tipo Jde experimentos mo  es
pazible determinar la localizacidn celular de esta substancia.

Por ecste motivao, en el presente trabajo se tratd de aportar
evidencias mas directas estudiandc la ubicacidén dzl GABA por
téchicas inmunocitoguimicas de post—inclusién a nivel de
microscopia Sptica v electrénica.

Cor esta finalidad utilizando el oido interno del cuy se
procesaron miestiras de los érgancs vestibulares de este  namifero
con técnhicas convencionales de microscopia electrénica y  se
realizaraon cortes tamto semifinos como finos, los cuales se
icieron reaccicnar con anticuerpos policlonales anti-GABA.

Por microascopia éptica =e encontré inmunoreactividad positiva
de una sustancia parecida al GARAR (GABA-LI) en las células pilocas
tipa T v 1, en algunas fibras rervicsas gruesas 4que inervarn  al
epitelia, incluvendo el caliz nerviosa aferente que envuelve a las
células pilosas tipo I, Tanktce las células pilosas tipo I come sus
calices mostraran variacicnes en la  inmuncotincidn, indicando 1la
existercia de al menos tres diferentes poblaciones celulares:
células fuertemente inbmunoreactivas, céluylas moder adamarnte
irmunoreactivas vy células carentes de inmunoreactividad, estos
patrones se repitieron para los cdlices. Por otro  lado, no se
encontrd inmuncreactividad en las células de soporte.

Por microscopia electrdnica =se encontrd GRBA-LI en las
célulaz pilnzas tipe Iy 1Y, en alaunaz fibras nerviozas que
llegan al epitelic y en los cdlices kervioscos aferentes 4que
envuelven a las células tipo I,



Al  igual que por microscopia optica, [=2=1 ercartrd
hetercgenzidad en loz patrones de  irmunctincidn em las células
rpilosas tipo I y sus calices. No se encontrd GABA-LI ni en  las
células de soparte ni en los bobones eferentezs que  contactan a
lag células pilosas tipo II.

En comclusidrn, la  inmunctincidn positiva en las células
pilosas tipo I vy 11 sugiere w papel del GABA como pocible
neurctransmisor afarente en las células pilosas; GABA-LI en fibras
y terminales caliciformes (cdlices nervicsos) contactande a las
células pilosas, o GABA-LI s6lo en los cilices podrian indicar un
sitica de degradacidr y/o un rapel del GARPA como modulador a bravés
de un mecanismo todavia desconocido en la  terminal  afersnte
caliciforme.



INTRODUCCTION

La raturaleza ha provisto a todos los animales scobre la
tierra de células mecanorreceptoras que detectan la fuerza de la
gravedad. Estas se ubiican en la parte interna del ofido (Srganos
otalitices del sistema vestibular).

El papel del sistema vestibular en 1la percepcidn de las
aceleracicnes vy la integracién de la informacidn en relacidn a
mantener la orientacidn, se ha conservado desde los organismos
mas antigucs scobre la tierra. El1 primer Jdrgaanc vestibular
(el receptor mas primitivor el estatociste de los moluscos)
aparecié hace mas de 600 millones de aRos(18).

Un incrementce continuoa en la complejidad de la anatomia
ocurre con la evolucidn filogendetica desde €]l primer estatocisto
hasta el sofisticado laberinto de los vertebrados(18), en el gque
aparecen ctros draaros, que detectan tanto aceleraciones angulares
coma lineales.

EL QIDO INTERNG DE LOS VERTEBRADOS

El coido interrnc se divide en dos porciones 3 un  drgano
encargado de percibir ondas sorotras{el &rgamo de Corti) vy las  que
conforman 21 aparato vestibular. La delicadeza de estas drgancs es
sygerida por la impenetrabilidad de su alcjamiento(fig 1) .

El aparato vestibular estid constituido por una serie de sacos

y conductos de tipoe membranosc, llencs de un 1iquida de

0



Figura 1. Laocalizacién de sistena vestibular en el hombre.
(l1a zona =striada muestra la regidn del hueso temporall.



composicion quimica @uy pecuiiar 1lamade ~“endalinfa; &l mismc..
tiempo este aparato membranosc esti en suspensidn en un liquido
conocidoe come perilinfa.

El laberintea mambrarncse  consta de cinco  Srgancs:  tres
canales semicirculares, =1 utriculoe y =1 zacule . La céclea esté
constituida por un sdlo drganc( el organc de Corti). En  todas,
existen especializaciones{epitelic sencsorial) (fig 2).

EPITELIQ SENSORIAL .

En 1los  vertebrados supericres la porcidn sensible del
epitzlic sensorial estad formada por células especializadas en 1
mecancrrecepcidn{células pilosas sensitivas). Cada epitelio
sensarial en los diferentes érgarnocs contiens dos tipos de células
pilosas: la I v la II. En el casce del vestibulo, en porcicnes
definidas: la cresta de los canales semicirculares, el utricula
v el s4culo en las méculas vy  las células pilasas externas e
internas en el organc de Corti.

Adenis, el epitelio sensorial posee células de scoporte v las
fibras merviasas (aferentes y eferentes) gque inervan a las células
pilozas. Las células de soporte se extienden por  toda la
superificie endclinfatica hasta la porcidn basal de ésta  excepto
en el desarrollo.

Por ercima del epitelio sensorixl se encuentra un sistema de
acoplamiento mecinice que casi siempre es una masa  inerte( la
cUpula v la  menbrana ctolitica en el caso de los argancs
vastibulares)y la membrana tectoria en el casa del dSrganc de
Carti(fig ).

Las células pilosas se originan en la superficie del
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Figura 2.Forciones sensibles del aido interna.
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figura 3, Esquema representativo de 1las 4reas sensitivas
ubicadas en : {(a) Las zrestas ampulares de laos canales
semicircularss , (b} Las maculas de 1los organos otoliticos del
vestibulo , (c) En el érganoc de . .Corti coclear.En +todos 1los
casos se mueestran , los elementos fundamentales y los sistemas
de acoplamiento mecanico ( cupula,membrana otolitica y membrana
tectorial.



ectodermae Yy mantieren su caradcter de epitelic en los drganos
maduros del ofde interno; aunque carecen de axones y  dendritas
hacern sinapsis con las fibras nerviosas aferentes que van al
cerebro v reciben fibras eferentes proavenisntes  del tallo
carebral (fig 4). Un rasgo estructural de estas células es el haz=
de prolongaciones citoplasmaticas en su porcidn apical, denominados
pelos sensorics o esterccilicos y poseen  ademds un cilic verdaderao
o cinccilic(fig 4), salve en las células del &drganc de Corti  que
le pierden al alcanzar su maduracién.
TIPOS DE CELULAS PILOSAS

Wersdll describié dos tipos de células pilosas en el epitelic
sensorial vestibular v demostrd que poseen diferentes terminales
rerviczas (41) .

En =] vestibulco,la ceélula pilosa tipo I presente sola en los
vertebrados superiores, estd inervada por una terminal  aferente
en farma de caliz(fig 4). A su vez, recibe informacidén central en
forma de botonss sindpticos  eferentes que contactan a la
fibra aferente.

La célula pilosa tipo II, coman a todos los  vertebrados,
recibe terminales rnerviosaz tantoe aferentes come eferentes en su
parte baszal (fig 4).

MECANISMO DE TRANSMISION SINAFTICA EN EL SISTEMA VESTIBULAR

Existen numercsas evidencias tanto mor foldgicas COmo
ficialdgicas que indican que la tramsmicidn sinaptica entre las
células pilosas vy las fibras aferertes es de haturaleza
quimica (6,2,9,15,42-44) .

Eztudiog ultraestructurales han revelado que el espacic
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figura 4. Esquema que ilustra 1a estructura general de
epitelic sensorial vestibular. I = célula pilosa tipa I 3§ II =
célula pilosa tipo IT § nc = caliz nervioso aferante 3 sc = célula
de soporte ;3 K = zinocilio } st = estereocilio { av = microvellosi
dades ¢ cu = cuticula ; ee = terminal nerviosa eferente ;j ae =
nerviasa aferente i sa = 4rea sindptica § mn = fibra mielinica ;
bm = membrana basal . -
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sindptice” entre la célula receptora-y la fibra aferente s  de

m

aprcootimadaments 200 A, La célula pilesa  (presinapsis =2n ezt
caso} contiens un cuerpo btipicamernte presindptico, mientras que la
membrana de la terminal postzinaptica (fibra aferente) muestra un
engrosamisntae (1,25,33,34,43).

Laos cusrpos presinadpticos fueron descritoz por primera ver
por Sjdstrand (33) en la retina v han sido encontrados en  los
receptores vestihulares por varics grupos (8,25,42-44) (fig 5.

Diversas investigaciones figicldgicas fran demnos trado
poternciales postsindpticos excitatorics e las fibras primarias
aferentes en el saculo del pex dorado v en &l caral semicircular
de la rata (2,32). Tambien s= ha demostrado la existencia de
ur retrase en el potencixl sindptico en la unidn  recepto-peural
del cckavo nervic del pezr dorado después de la estimulacidn de ls
célula pilogsa (F) v se ha comprobado la existencia de wuna
rneurctransmizidn de tipo cubrtice (15). Ast mismo, log potencialss
uritaricos reqgistrados sn las Fitras aferentes provernientes de  las
Areas senzoariales vestibulares de alguncs  =lasmobranquios v
anfibicos se midificarn por movimientos de la cabeza 6 dasaparecen
par la swupresién de calcico en el paedic (31). Todaz sstas
evidancias nos sugieren una transmisidn de tipo quimico.

Ernn cuanto a la sinidpsis eferente, ha sido descrita Far
estydics morfoldégices con microscopia slectrénica. Gereralmente
las terminales eferentes (botones) contisne muchas vesiculas,
algunas de ellas co centro denso, mientraz que en las células
pilosas gquz contactan se ha encontrade una cisterna subzindptica.

Asi misme, la distancia qus media entie lag terminales

i1



eferantes (presindpsis) v la célula pilosa mide cer&é' de 200 - A
(4,10,25,34,38) por lo que parece bratarse de la gsﬁructura de una
sinadpsis quinicalfig ). )

Numerosos estudios ham demostrade aue existen en el laberinto
de la ranma potenciales postsimdpticos inhibdtorios, registrados em
la fibrag aferertes inducidos por estimulacidn de las  fibras
eferentes (11}, v estisten actras evidencias fisiclégicas revisadas
For Frecht v col. (30)  que sugisren que la comunicacidn  ermtre  Ia
célula pilosa v la termimal efersnte es de raturaleza quimica (30),

Estos hallazgos, aungqus importarntes, rno nos  explican mada
acerca de la naturaleza quimica del tramsmizor involucrado tanto
ern las sinapgis aferentes como =ferentes, por lo que se ha
estudiade como posibles mediadores log ya descritos clasicamente
para el SNC v periférico de vertsbrados.,

De entra log neuwroctransmiszores aferentas estudiades en la
periferia senzorial vestibular se ercuertra el Acido
gama-anibutirico (SABA) que ha cublierto alpuncos de los criterios
que se piden llane un postulado neurotransmisor, a saber (40):

Se ha demastrado actividad de la glutamato descarboxilasza,GAD
{enzima de sintesis del GABRA) en homogenados de vestibulo de  1x
raya, la rana torce, la rama vearde, =1 pollc, vy &)l cuy
( 7, 16, 19-24 ) , v tge ha sugerido que esta  actividad se

4
encuentra en la célula pilasa, va qua prevalece en la periferia

degpués de la e=scisidn del octavo nervic en la rana, lo cual
causa degeneracién en la terminxl nerviosa eferents perc no en las
células (18).Tambien, la GAD se ha detectado muy temprane an el

desarrallo en la periferia sensorial vestibular a la cual no han
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izquierda de esta figura , representan la

estructura microscopica de las uniones sinadpticas que caontactan a
la célula pilosa ( medificado de Benshalon,G. y Flock,A. (1980)
Ultrastructure of synapses in the lateral line canal organ. Acta

Otolaryngol (Stockh).90,11),



llagado atn las terminalaé eferentes, parc an la qus  las células
pilosas se encuentran ya naduras en el pollo(2) vy en =1 cuy (14).
Aurr mas, el tratamiento coan estreptomicina en el cuy, que  resulta
2 la degeneracidsn de las célulés rilosxs, causa un decremernto e
la actividad de la GAD e 21 vestibulo, 1o gue irndica que ésta
teduccidn puede adscribirse a ung disminucudn en el ndmeroc de

célulaz pilogsas. Esto sugiere una probable localizacidn de 1a

GAD en las células pilosas (13,24).

Por ctro lado,por estudios recientes,un tanto controvertidos,
se ha demostrado por irmunocitogquimica la presencia de GABA v de
la GAD en las celulas pilesas del vestibulo del pollo (37,38 v en
las terminales nerviosas eferentes en =1 monce arafia (39).

Se ha reportadco, azi mismo, la existencia de wun sistema de
captacidn de xlta afinidad dependiarte de Natm y energia
posiblemante representandoe un sistems  inactivador de GABA, an
crestas ampulares de vestibulo del pallo (21).

Por experimentos electrofisiclégicaos, s ha visto que s
picrotoxinag, un corocide Blogueador del recepbor & GABA, inhike 1a
actividad tanto esportines como evoczxda cuando ha sido aplicada en
el nervio aferents en el caral semicircular de la rava (7). La
aplicaciérn iantoforética del GABA incremanta 1a actividad
esporttédnea e la macula del saculo del gato (5 el blogquea por
bicuculing v picratoxina de  esta respuesta y =1  tratamiento
exitoso corn picrotnxfﬁa de pacientes que sufren cricsis de vertiac
de corigen periférico (3) pueden correlacionarse con la existencia
de un recasptor a GARA er ia periferia sensorial del

labarintc. Exparimentos bioquimicos harn demostrade la uriide



especifica de GABA tritiado & una preparacidn membranal cruda  en

d=l  vestibulo del pollo v esto tiende

w

crestas ampularses zislada

& confirma la presencia de un receptor sindptice & GRBA tipo

A (22).

MODELD ¥ ENFORUE EXFERIMENTAL

Las evidencias mencionadas anteriormemnte s relacidn al  GABA
como neurctransmisor en el aparato  vestibtwmlar de  los  mami fercs
aundgue muy valiosas son indirectas , Por =llio  fLomardo come modelo
el cido interno del cuy, sa& decidié astudiar la ubicacidn celular
del GARA utilizande &l enfogue inmunccitogquimico,  téchica  que
permite la localizacisn "im situ" de méleculas, las qhe puedeq
visualizarse tamto potr microescopia ortica como electrdénica.

La immunocitoquimica se basa en la deteccidn de antigenos
mediante articuerpos. Los antigehos, =son gernerzlmente méleculas de
alta pesa malecular como las proteinas, los poelisacaridos vy los
Adcidos nucleicos, exdgencos a un animal, que &l ser adwinistrados a
ecste activar a loz linfocitos y producen anticuerpos
aspeci ficos., Ultimamente =& han obtenide anticuerpos cortra
moléculas pequefias (como los amincdcidos) acopladas & proteinas
como la albdmina sérica bovite, mediante el uso de
glutaraldehida{formande asi{ una macromoléculal, lo que permite  su
localizacidn en tejidos como el narvicose (28) .

En inmunocitoequimica, e; anticuerpe se utiliza come wn
reactive para localizar el ant{genc contra el cual fué

preparado v se aplica a uma seccidn del tejido {(rebara,o corte) en

14



el que interactda con el antigeno tisular y se conoce <oma
anticuerpd rprimario; al interactuar ce forma ur zomple jo
antfgeno-anticusrpoe primaric que puede ser revelado por medic de
marcadores ecspeciales tanta al microscopia Sptica CCanC
electrénico.

Existen dos tipos de métodos para localizar anti{gencs en
inmunoctogquimica,. El primerc &s el método directa vy consiste en
marcar al anticuerpo primaric cor un colorante o una enzima, este
método tiene baja senszibilidad (36).

El segundo es &l métado indirecto: en 2ste la interaccidén
antigenc-anticuerpo s& amplifica mediante la introduccién de un
seguynda anticuerpo obtenido contra el primerc en un animal
digstinte v marcade cort colorantes fluorescentes o enzimas.Por
ejenmpla =i la I9gG primaria fue hecha en cohejo, se amplea una IgG,
anticonejo producida en cabra u oveja (fig 6) (26).

Por otro lado, existen dos formas de llevar a cabo estos
métodos; una es incubando 1 anticuerro en el tejide fijado vy
congelado (método preinclusidn) v la obra incubando 2l anticuarpo
e tejido que se ha fijado 2 incluide em resima (método de
post-inclusidén). El primerc tiene las desventajas de qus séla
e pueds realizar en rebanadas gruszas de tejide (10 a 40 micras)
sacrificando la resclucién de la reaccidén immunmccitoquimica, y de
que la preservacidn de la morfologia es pobre, tanto a nivel de
microscopia Sptica camc electrdnicas; independientemente de las
problemas de penetracidn del anticuerpo y  la farmacidn de
rrecipitados inespecfficos (27).

El segundo tiene la ventaja de que ze puede hacer la
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Figura 4. Tecnicas utlizadas mas ‘frecuentemente en la
inmunocitoquimica con el metodo indirscto:

(1) Inmunofliuora2scencia : se aplica un s2gundo  ant:icuerpo
marcado zon una sustancia fluaresceatz(como la fluoresceira o la
rodamina).

{(2; Feroxidasa—antiperoxidasa : s2 apliza un  segundo
anticuerpo, al cual ze le une a su  ve:r un tarcer
anticuerpo gue lleva unido un complejo,formado por un  anticuerpo
antiperoxidaza unido a peroxidasa ( peroxidasa-antiperoxidasa)l.

(3) Avidina-Biotina-PeronidasalABCl: se adiciona un segundo
anticuerpo que lleva unido biotina ,vy a continuacidén se adicione
un complejo gue tiene avidina-biotins-peroxidasa, ecte se unira
a la biotina del s=gundo anticuerpo.

(8) Oro ccloidal: el anticuerpo secundario tiene unido
particulas de oro coloidal en la percién Fc, las cuales son
elactrodensas, y por lo tanto visibles al nicroscopio electrénico.

En (2) y (3° la reaccidn de la peroxidasa se visualiza con
diamincbenzidina(cromogéna)l.



inmunctincison en’cartes de tejidce mencres de' uﬁa: ﬁicra, con 1o
quz aumenta la rezalucidh, vy ademds la preservacidn marfoldégica es
muy bushna, Autrgue tiene el inconvenient & de que, para que pusda
penetrar =1 anticuerpo se debe remover la resina corn substarncias
agresivas como =1 etdxido e sndic, el cuEl 2= debse
utilizar con culdadoe para evitar la destruccidn de sitios
antigénicos del tejida.
Controles utilizados en inmunocitogquinics

Con ambos tipos de metodologias es natural que surjan  dudas
en cuanto a la especificidad de la reaccidn por 1o que  deben
utilizarse el mayor rnaners de controles posible Y Fara
evitar estos cuesticnamientos, =0 cualquiet estudic
inmunocitoquimice s& realizan controles negativos y positivos.

Contrales negativos: en 2ste tipo de contralas se aspera la
abolicidn de la inmunotincidn pasitive, al onmitivr en la reaccidén
inmunccitogquinica, al anticuerpa grimario, ¢ al bloquearlo con  su
antigenc vy adicionarle a la preparacion. En &l Caso de
anticyerpos cantra moléculas peguelas come los  amincdcidos, se

acostumnbra incubar al snticuerpo cont andlogos  estructurales de 1z

h1l

malécula ern cuestidn.

Controles pozitivos: consichten en correr uma muestra paralela
a la exparimental, en la que =& sepa que existen células oo
inmunoreactividad positiva al anticuerpo e estudic.

Finalmente es pertinente aclarar que =2 comin  referirse  eh
inmunccitogquinica &l términe “inmunoreactividad positiva de wuna
substancia parecida &", en virtud de que las reaccicnes son

espaci{ ficas en cierto sentido , aesto se debe a que
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sybstancias diferentes pueder estar relacichadas unas
can otrasrcompartiendo epitopos 7 comunes {(determinantes
antigeniccoz) que unan la misma especie de anticuerpo.

En el presente trabajo s= utilizd =1 método irmmunccitoquimico
indifecto en tejido incluldo en resina, para lo cual s=  aislaron
los érgancs del aparato vestibular de cuy (crestas ampulares vy
utricule) v s& procesaron para microascopia electrénica, realizando
cortes semifinos de 0.5 & uma micra, pPara nmicroscopia dptica vy
cortes fimos de 20-100 rm , para microscopia electrdénica.

Se utilizd unn  antisueroe anti-GABA, donadoe por el Dr.
Robert Wenthold, 4que tiene las siguientes caracteristicas: es
un  anktisusra policlonal, purificada por cromatografia de
afinidad al pacarse por columnas gue contiensn los conjugados de
amirncécidos como glicima , acido aspartico , Acido glutamiceo,
glutamico, alanina, beta-alanina, taurina y glutamina (45), 1o que
permite suponer razonablemente, que el antisuero utilizada
coms reactivo, es GABA-espacifico.

El glutaraldehido utilizado en la preparacidén del antigeno
fué ecscogida por su habilidad de unir amincicidos marcados  con

tritioc en tejido cerebral v preservar  ademas la morfologia. El

[ig
—

‘razonamiento fué que los complejos de  fijacidm  formados en
tejido serfan semejantes a loz utilizadoz para la inmunizacidn Y
ror lo tanto ser recornocidos por anticuerpos especificos, la Aque
efectivamente =2 ha comprobada, va que lo= patranes de
inmunotincidén que producen estos  anticuerpcs son congistentes
con datos bicquimicos scbre la distribucién de GABA en al

sistema nervioso central (28).
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Con este tipo de metodologia se  pretendid corrobharar los
hallazgos bicquimicos vy apoartar evidencias mis directas en  favor
del GABA como neurctrancsmisar aferente en la periferia  sensorial

del vestibulo de los vertebrados.
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MATERIALES

Reactivos:

A)FPara el procesamientoe de las muestraz para microscopia
dptica y electrénica :

1.-Paraformaldehido er palva (FPolysciences,
Warrington,Filadel fia, USA:PWFUSA).

2.-Cacodilato de sodio (PFWUSA).

3. -Oxide de propilenc (PFWLUSA)Y .

4. -Glutaraldehido, solucién al S0% {(Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, Filadelfia, USA:EMS).

S. -Tetréxido de osmio (EMS).

&.-Resina par inclusidén, EMbed-3812 el kit (juege) contiene
cuatro sustancias; DPDPSA (arnhidride deodecenil succinica) resina,
NMA (anhidrido metil nadilico) endurscedor, DMP-30 (2,4,6,-tri
(dimetil aminometil) fenol)acelerador y EM bed-812 (resinad.

7.-Azul de toluidina (EMS).

2.-Resina para montar cubrechjestos, Poly-fMount, mounting
maedia (PWFUSA) .

%.-Alcchol etflico abscluto (J.T.Baker, Xalaostoc, México).

R)Reactiveoe para la inmunocitoquimica:

1.-Anticuerpa primaric anti-GABA,pxliclonal, donadoe por el
Dr. Robert Wenthold del NIH. Bethesda, Maryland, USA,

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

2.1.Suero normal de cabra.

2.2.Anticuerpe secundario anti-conejo, producido eh cabra.

2.3.Avidina (reactivo A).

[
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Z.4.Riotina-peroxidaza (rzactivo BY.

(Fuente:Vector Labs, Burlingame, Californiz, USA).
. -Anticuerpao secundario anti-conejo Fproducido en

cabra, marcadao cor particulas de aro coloidal de 1S

rancmetros de didmetro { Janssen Life Sciences Products, Olen,
Belaica).

4,.-3,3,Diaminchenzidina (PWFLSA) .

F. -Metapericdato de scdic (Sigma, Sh.lLouis Missouri, U S A @
SSLMUSA) .

6. -Triton ¥-100 (SSLMUSA).

7.-Acido gamma-amincbutirice (GABA) (SSLMUSAY.

8. -Perdxido d= hidrégenc al 30% (Merchk, Mémico).

C)Sales:

1. -Hidréxido de= sodio (I.T.Baker, Halostoc, México: JTMBXRM).

2, -Clorurce de sodic (JTHMBXM) .

3. ~Fosfato de sodic monchkdsico, monohidratado (JTMBXM) .

4. -Fosfato de sodic dibasico, heptahidratade (JTMBREM) .

Soluciones:

1. -Etéxido de sodic:isclucidn saturada de hidréxida de
sodio en alcohol etilico abscluto. Preparar 15 dias antes, &  usar
himzta gque la sclucidn tenga un  color smbar. Se wtiliza dilulda
e alcohcol etilico abscluto (1:1).,

2. -Metaperiodato de sodic al 14 ( 1 9. diluido en 100 mnl de
agua destilada, desichizada).

3. -Sclucisn salina isotdnica (88I) (0.9 g de Nall en 106 ml
de agua destilada, desionizadal.

4, ~Paraformaldehido al Br(=0lucidn Stack) (30 ] de
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paraformaldehida =14} 10060 mililitros de agua destilada,
desionizada) .

Marera de prepararse:se adiciconarn 20 g de paraformaldelhide =
500 ml de agua destilada desicnizada, previamente calentads &
ebullicidn y sa agita s & continuacidén =33 adicicnan
aproxinadamente 4 nl de una solucidrn de hidréxido de  sodic
tres molar, hasta que la sclucidn se aclars. Se deja enfriar v =e
filtra. FPreparar €l mismo dis, o un dia antes.

S.-Amcrtiguador de cacadilato de sodic,0.2M,pH 7.4, (42,843 en
1000 ml de agua destilada desicnizada.Ajustande el pH con una
solucidn de acido clorhidrico 0.1M).

6.-Solucidén fijadora : <e prepara mezclande S00 ml  de
paraformaldshido al 8% con S00ml de amcrtiguador de

cacadilatos (solucidn 5), y adicionando 4 ml de= glutaraldehido  al

14 . Guedarz una sclucidn fijadora, al 4% de
paraformalderide , 0.2 glutaraldehidc ety amortiguador de

caccadilata 0.1M |, Esta sclucidén fijadora se ajusta a pH 7.2-7.3.

7. ~-Amortiguador de solucidn salima y fosfatos (PES), 0.1M,pH
7.4.5e prepararn dos litros (Cloruro de sodio 1639,Fosfatc de sodic
mohobasico monchidratade 2.43g, vy fosfato de sadic dib&sico,
heptahidratada 279 ).

2. -PBS con Tritén ¥-100 al 0.34(PBS-T):a 100 ml de PBS,sze le
adicicran 0.3 ml de Tritdn X-100.

9. -Suerc normal de cabra al 10X en PBS-T.

10, -Complejo Avidina-Biotina-Peraxidasa (ARC) : a S
mililitros de PRS-T se le adicioman S0 microlitros del reactive A

del Kit de Vector y S0 microlitros del reactive EB( se prepara
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media hora antes de usarsed.

11, -Diluciones del anticusrpo anti~GABA (para diluir este
anticuerpo se utiliza PBES filtrado con filtro Millex-GS,con  poro
de 0.22 micras (Millipore, Bedford, MA, USA).

12, -I'iluciones de los anticuerpos secundarics. Se realizan de
la misma manera gque con el anticuerpo primario sélc que se utiliza
PBS-T.

13.-Azul de toluidina (sclucidn acucsa al 0.5 % en boratc de
sodica &1 1% ) .

14, ~Piaminchenzidina (DAB).Se prepara la DAR disclviendo 20 mg
de esta sustancia en 20 ml de PBS (filtrandele) vy adiciomands S
microlitros de agua oxigenada al 30 X .

15, ~Preparacidh de la resina EM bed-212: EM
bed-212, 13ml; DDSA, 8ml;NMA, 7 ml: ,DMP-30,1.6ml.Adicichnar unoc por una

en ese ordery en agitacidn.

Animales:Se  usarcn cuyes machos  canes pigmentados (Cavia
cobaya) de 200-250 g9. de urna colonia ubicada en el laboratorio de
Otoneurcbioquinica del Instituto de Fisiclogia Celular de la
UNAM,México, vy del Imstitute Kresge, para la Investigacidn

Audicldgica de la Universidad de Michigan,Ann Arbor Michigan, USA.
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METODOS
Perfusién y fijacién del tejido:

&) Se anestecid al animzl con una sclucidn de hidratoe de
cloral (300 mg /ka de peso) por via intraperitonsal.

biSe realizd la perfusidén cardiaca, primeraments corr 100 ml
de una sclucidn de lavadolsolucidn salima isotdnica),seguida de la
solucidn fijadora!l 4% paraformaldehido, 0.2 % de 3lutaraldshide ,
ety amortiguador de cacodilatos,pH 7.4, 0. 1M) .

Téchica de diseccidén del tejide @ terminada la pgrfusidn se
decapitd al animal, z& akrid el cranec sagitalmente v sa  removid
=] rcerebro.Se sepatraron las bulag auditivas, las cuales se
abrieron v e sumergieron en la misma solucidn  Fijadora, vy bajo
=l microscopio esteresgscépico,se extrajeron los tres canales
semicirculares v el utricule. Se dejdé el tejidce sumergide en la
salucisn fijadora por tres koras a 4 © Ci{s=gunda fijacidénl.

Procesamiente de las muestras hasta su inclusidn =g
resina{microscopia Sptica v elactronica)l:

&) Terminzda la segunda fijacidn, == lave &l tejide con
amortiguador de caccodilatos, 0.1 M, pH 7.4 tres vecaes por 20
minutos (en adelante Ios lavados se indicaran X, es decir :  3X20
zigmifica, que se lavéd tres veces paor 20 minutog).

) Post-fijacidén : se realizd sumergiendoe el tejido lavado en
urna  solucidn de tetrdwxide de osmic a1 0.1%  (preparado en
amortiguador de cacodilatos,0.1 M.pH 7.4) durante una hora.

c) A continuwacidn se lavéd er amortiguador de cadolilatos(0.1

N
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M,pH 7.4) ..

d) Deshidratacidént se deshidraté el tejide con alcchol
etilica, en concentraciones ascendentes (35X, 50X, 70,80, 35 ) par 10
mirutos cada ume & 47 C.Fimalizands com alcohol  al  100X%(3 X 10
minutos) v g2 tramsfirié finalmenmte & &xido de propilenc  al
100%(2 X 5 minutcs).

2) Preinclusién del tejide en resina @ el tejide se
transfiridé cuidadosamente a unha mezxcla de resing @0 OxXide de
propilenc 1 @ 1 por tres hotras . Posteriormente a resina séxido
de propilenc 3 : 1 durante toda la noches &l final a resina
pura por cuatra horas.

f) Inclusisn del tejido en resina : en esktas condiciohes se
incubd durante 42 haras a 60 o C, para su polinerizacidn.

Qbtencidn de cortes semifincos: Se realizarcon cortes semifinos
de 0.5 a 1 micras de espesor de los bhloques de resina con el
tejido cbtenida por el procedimiento anterior. Dichos ocortes
fueron realizados com un ultramicrotomo marca LKR, & Sorval MT-2
semiavtomitico, utilizando cuchillas de vidrico.

Los cortes se recibieron en sendos porta-objetos de vidriao
con uha parte esmerilada vy se parmitid =A%) adhesidn =l
estos,indubando a 40 ° C por dos horas.

Para caber =i el tejide estaba orientade en la posicidn
deseada(carte transversal de las cresta ampular, o el wbtricula),
se tiferon los cortes con azul de toluidina,adicicnando unax  gota
de la soclucidn de azul de toluidina vy calentando a 120 ¢ par  dos
mirnutos, dejande enfriar el porta-chjetos . lavando can agua

destilada, desionizada(2 ¥ 2 minutcs) vy se cbservd &l microscopia



“ptico. Una vez cbtenidos los cortes con  la orientacidn ~deseada
e procedid a realizar la irmunccitoquimica.

Fara permitir la penetracién de las anticuerpos &l tejido
era necesario remaver la resina, y ademas eliminar el tetrdxido de
azmic, que enmascara la reaccidén  irmuncocitoguimica, 1o cual  se
realizd de la siguient= mansra.

a) Procedimiento de remocidn de la resina(Etching):

Se sumeraiercn los porta-objistos com log cartes  adheridos
perfectamente, em una solucidn de etdxido de sadic:alcohol etfilico
abzaluto 1 3 1, por 10 minutos. A contindacidn e realizaron  trec
lavados cor agua destilada, desichizada por S minutos(3 ¥ 5).

A partir de este paso, se tuve cuidadoe de noe permitir la
deshidratacion del tejido.

k) Elimimacidn del tetrdxido de csmic(Bleaching):

Despuecs del procedimiento de lavade del pasco anterior, se
tramsfirieron los porta-obietos a wunma salucidéhn acuosa de
metapericdate de scdic &l 1 4, por 3 minutos, sequido de um lavado
con agua destilada, desiomizada, por un minuto, v S minubtos mas en
la solucidén acucsa de metaperiodato de sodio al 1% (en este paso
cabe aclatrar , gQue =g hecesaric utilizar tetrdxide de osmic,
para tener el tejide perfectamente fijade, vya que de lo
contrarica, las células del epitelio sensorial <se cbheesrvarian
colapsadazs).A continyacidén se realizaron tres lavados con  agua
destilada desionizada por S mirutos.

Inmunocitoquimica & rmivel de microscopia dptica
a) Los=s cartes tratados [duly] log procedimientos

anteriores, se incubarcn en suerc normal de cabra &l 3% &
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FRS-T, por uma hara & Vtamperatura ambienté y éﬁvagiﬁacibn .

b) Se lavaron brevemente por  dos minutos en EL=11E=)
destilada, desincizada.

c) Se aplicd el articuerpo arti-GABA (diluido
1:200,1:500,1:1000) vy se deid incubarndo por 48 horaz, @ 4 c . =an
una camara humeda.

d) Al firal de la incubacidn se =fectuaron tres  lavados con
PBS(30 ¥ 20 minutos).

&) Se aplicd &l seqaundo anticuerpa(anti-conejo  producide  en
cabt-a),diluido 1:50 e PEBS-T, v se¢ incubd una haora a temperatura
ambiente con agitacidn .

f) Se lavé con PBS (3 X 10 mirnutos).

g) Se aplicé el complezjc ABC(Avidina-Bicotina-Peroxidasa) por
uia hora v e incubd a temperatura ambiente, con agitacién  (este
complejo s preparc una hora antes de usarse , adicicnando
50 micralitros del reactive A a 5 ml de PBS-T y 50 nmicrolitros
del reactivo B) (12).

h) Se lavéd corn FBS, 3 X 20 minutos,

i) Se adicionha la DAB, recientemente preparada (30 a 100
microlitros por porta-objeto y s& cobzervéd =1 desarrollo del
precipitade bajo el microscopic Sptico a 10 aumentos (10X) (durante
2-4 mitwtos) .

1) Se detuvo la reaccidn por dilucidn de la DAB, =sumergiendo
los port?-ohjetos e agua destilada, decsionizada, por 10 minutos
das veces.

zcar los porta-obistos a temperatura anbisnte,

wn

k) Se dejaron

toda la noche, guardandolos en wna  caja, para protejerlos del
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polve.

1) Se éubrié“ei tejido con Poly-Mount v un cubre-cbietas.

m) Se realizé la observacidn en un microscopio Sptica marcs
Polybar Reichsrt, a diferentaes aumentoes: 10,405 y 100K, en campo
clarg, &n ausencia de filtreos vy también , bajo iluminacidn tipo
Neomarski.

1) Se realizd =l registro fotografico, utlizande una peli{cula
Kodak, Plus Pan, ASA 125, para blancoe v negro o una  Kodacolor ASA
400, para color a 10X,40K vy 100¥,

Controles utilizados en el procedimierto inmunocitoquimico:

Controles regativos: Incubacidn del tejido sin el anticusrpo
primaric {(reemplazadc por PBS ) 6 con el anticuerpoe  anti-GAPA
absorbidoe con su antigena ( anticuerpo anti~GABA, mas a2l
canjugade RABRA ~ glutaraldehide -~ albumina sérica bovimna ) en
sustitucion del anticuerpso anti-GABA.

Controles pozsitivos : realizacidn del procedimienta
immunocitoquimice en cortes transversales de cersbelo del mismo
animal fijado, en donde =ze =abe hay células M que sSOh
inmunoryeactivas s los anticuerpos anti-GABA.

Inmurnocitoquinica & nivel de microscopia alectrémica,
uytilizandoe un anticuerpe secundaric marcade con particulas de oro
caoloidal de 15 natcmetros de diametrao.

&) Perfusidn / Fijacidn / Inclusidn: =se tealizdé el mismo
procedimisnto que se utilizd para microscopia Sptica.

b) Obtencidn de las cortes ultrafincs: Se realizardh cortes
ultrafines de 30-100 rm de los mismos bloques de resing de donde

se& chtuvieron loz cortes semifinos, utilizandoe wuna cuchilla de
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diamante (Diatome.Reichert), en un ultramicrotome marca  Reichert

Ultracut E.

c) Los cortes s recogieron et rejillas de niquel de 400
mesh, v se dejaron secar por 24 hrs, =n uha caja de Petri o a
tenmperatura ambiente.

Al dia siguiente:

1) Se incubaron los cortes e metaperiodate de sodiac al 13X,
por 20 minutos,

2) Se lavaron las rejillas cada una canv S0 gotas de PBRS,
contenido e una jerinas de 10 ml ., la cual tiemse wun filtre
Millipore de 0,22 micras(Todos las lavados de los pasces que  se
describen a continuacidn se rexlizaron de esta manera).

3) Se adicionaron S0 micreolitros de suero normal ds  cabra
al 30X en PRS-T, v se incubd una horsx a tempsratura  anbiente Yy
cot agitacidn.

4) Se eliminsd 21 excesa de suerc normal de cabra, sin dejar
sacar la rejilla .Se adiciond €l anticusrpo anti-GABA(Jiluidce en
PRS-T) vy se& inrcubd por 24 horas en agitacidn vy & temperatura
ambiiente en una camara bumeda.

3) Se lavéd el excezo de anticuerpo con PBE dos veces vy s
adiciond el anticuerpo secundarico(Igl anti-conejc en calst-a)
diluidoe en PRS-T.

&) Se lavéd con agua destilada desionizada dos veces vy se deid
secar las rejillas, & temperatura ambiente por dos horas en  una
caja Petri .

7) Se tific con acetato de wranilo{solucidn acucssa sl 1 %)

por tres minutos v carn citrato de ploanci{solucidn acuesa al | x)
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por tres minutos . Se lavaron los  cortes {y 'se dejaran  secar
~a - temperatura ambiente,  por dos horas. ,:;,Q;-w,rf =

8) S= observd al microscopio electfénico, utilizando un
microscopic marca Jzol 140 & Jeol 1400,

Optimizacidn de las condiciones a seguir rara la
inmuncocitoquinica & mivel de microscopia elactrdhnica @ Para =llo
se experimento con los siguientes parametros:

a) La concentracidn del anticuerpc anti-GABA.

b) La concentracidn del anticuerpo Sscundario.

<) El nivel de tincion de fondo(backaround).

Para (a) se probaron diferentes concentraciones de anticuerpo
anti-GABA, de 1:100,1:200,1:300,1:400,1:500,1:730 ,1:1000 y 1:2000
mantenienda la concentracidén de anticuerpe secundaric constante.

Para (b)) =& utilizaron concerntraciones de anticuerpo
sacundaric desde 1:10,1:20,1:30 vy 1:40, manteniendo la
concentracidén de anticuerpo primaric constante .

Para (c) se utilizaron los siguientes controles:

Cortral positive, mucleos cocleares.

Control negativo,adicisn del anticuerpo anti-GABA, absorbido
con su antfgeno, v la omisidn del anticuesrpo primaric en el
procedimniento inmuneocitoquinico reemplazandolo por PRS.

Ademas se cansiderd come un nivel de background
aceptable(no sighificativo)la aparicién de mencs de 18 particulas
de aro colaidal en una area  er donde no haya tejido{solo resinal,
come la porcidn apical de un corte transversal de la cresta
ampular & la porcidn luminal de los vasos sanguinecs(es decir se

compara un area en dorde se presume hay inmunorreactividad, con
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-respectd. &  un | area en donde mo hava tejido, o tejido mo
immurcreactiva) . Ademnas e compara la densidad de particulas  entre
‘una célula pilesa vy una célula de soporte, en donde a hnivel de
microscopia Sptica mo aparece inmunorreactividad.

De Q32 experimentos que s= reaxlizaron, cada (Bt FOY
triplicadolentre (&) v (B))se obtuve , que & cohcentraciones

altas de anticuerpc anti-GABA, 1:100 vy 1:200, aparecid  un

elevado nivel de background, &l igual que a altas concentraciohes
de anticuerpo secundaric 1:1. Por atro lado a altas diluciones de
anticuerpo primario 1:750 er adelanta) & anticuerpo
secundaric(1:30,1:40), se cbtuve una innunctincidn muy pobre, por
lc qui las condiciones optimas fueron H anticuerpo
anti-GABA,dilucidn 1:300,1:400 vy  1:500 ; anticuerpo secundaric
1:20,con las cuales se obtuvieron los resultados quez se describen

a continuacidn.



RESULTADOS

Los resultades de los que se informa en eszte trabajo. son
representativoes de experimentos realizados en cinco cuyes para
micrascopia értica y cuatro para microscopia electrdénica.

lLas fotoarafias nos muestran cortes de uwuna micra para
micrascopia optica & cortes finos de 280-100 nm de espescr para
microscopia electrénica, realizados en las ampollas de leos canales
semicirculares del cido internc del cuy.

Microscopia Optica

La figura la vy 1k nos muestran cortes controles semifinos del
canal semicircular posterior, de una micra a dos aumentos (100K vy
250¥), tefidos con azul de toluyidina, en los cuales podemos
distinguir los <ciguientes elementos : el epitelic sensorial
vestibular (ES) , formade por las células pilosas tipe I y II,
y las células de soporte . Ademas <= ohserva el epitelico de
transicidén (Et) en el arranque de la cresta ampular, vy fibras
nerviosas que atraviesan el estroma y gque inervan al epitelioc
sensorial .

Cori la técnica de inmunocitogquimica utilizando el método de
la Avidina-Riotina-Peroxidaza y el métado de postinclusidn a
riivel de microscopia dptica  encontramcs las siguientes
resultados:Se cbservd GABA-LI en el citoplasma de las células
pilosa=s tipo I vy II {(figura 2), en algunas fibras nervicsas
gruesas que atravieszan 21 estroma v llegan al epitelio sensorial.

Al probar diferentes concentraciones de articuarpo



anti-GABA , se Vébservé misme patrén des o inmuncrreactividad
(1:200,1:500,1:1000).La figura 2 rnros muestra GABA-LI a uria
dilucidn de 1:1000, mientras ques la figura I nos muestra GABA-LI a
una dilucidn de 1:200 , en la cual se observa tincidn de
fondo.Los resultados que =e muestran en  las siguientes  figuras
SCH utilizando ura dilucidn de anticuerpo anti-GABA
1:1000, corn la cual desmirmyé la tincidén de  fondo ¥ se
economizé anticuerpo.

No se encortré irmmurcrreactividad cuande (&) la téchica
fué seguida utilizande el anticuerpo anti-GABA, preabsorbide con su
antigeno(figura 4),c (b)al sustituir el anticuerpo anti-GABA,por
PBS (figura S5) . Al preincubar el anticuerpo anti-GABA con
GARA libre ( & una concentracidn de 10mM ) no s
chesarvéd ningan  decremente en  la  inmunotincién {(resultados no
mostrados) .

A mayor aumento se abservd que no todas las células ce tefian
igualmerite, es decir, mientras que 1la tincién en las células
pilosas tipo II era intensa vy constante,en toda 1a cresta
ampular ., las células pilosas tipo I mostrarcor diferentes grados
de irmunorreactividad e algunas aparacieron intensamente
teRidas, otras  moderademente teflidas vy algunas otras [yle] se
tiferarn (figura 6).Esta distribucidén se obhservéd principalmente en
la porcidn superior de la cresta ampular.

Algunas fibras que 1llegan al epitelic sensorial  tambieén
presentaron  irmuncorreactividad( figura 1).A mavyor aumentc se
cheserva, que estas fibras corresponden a los calices

aferentes , que hacern contacte con las células pilosas Ltipc



I . Adenas tambien ce obssrvéd ,  gue como la célula tipo I
los calices aferentes tambiém presentaron diferentes patrones
de  inmmanreactividad, desde intensos & auvsentes{figura G,y
Figura 7). En la poarcidén basolateral( derecha = izquierda ) de 1a
craesta ampular, la irmunchbincidn en las células pilosas tipn I
y II ,las fibras merviosas v los calices aferantes, fue
constante, e intersa.

Al realizar 1la immunocitoguimica en owtes de una micra de
la macula de utrficule , se ohsarvé , &l mismo patton g
inmunotincidén que presentd la cresta ampular (Figura 8).Finalmente,
cabe sefzlar, que en ningun caso se ohservd inmunoreactividad en
las celulas de soporte.

Microscoplia Electrénics

Al rexalizar exparimentos contralss unicamente ) Para
familiarizarse con la morfologfa de las células pilosas I vII, se
encontrd con la tipicamente descrita enm la literatura(41,44):La
célula piloza tipoe I tiene forma de botella, v esta envuelta por
una fibra nerviosa aferente en forma de caliz(CAR), las células de
soporte flanquearn & estid a toda su longitud (Figura 9) .

La figura 10, nos muestra una célula pilosa tipo IXI, la cual
tiens forma alargada, vy ne esta envuelta por el cializ nervioso
aferante, adenas =2 obeserva ,que la rodean varias <élulas de
sopavrte(cs), v &n la porcidn inferior izquierda, se observa 1a
parte basal de una célulx pilesa tipo I, envuelta por sy caliz
aferente,

Cors la técnica irmunocitoquimica indirecta, wutilizande el

anticuerps secundaric marcade com particulas de ore caleoidal de 15

[~
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nanomatros  de diametro encontramoz los siguientes resultados:

Se obzervé GABA-LI en =1 citoplasma de las células  pilosas
tipa Ty II  ( figura 11 y fFfigura 12 ) et alaunas fibras
nerviosas aruezas  que  atraviesan =2l estroma(figura 14, y fiagura
15) , Aaue Ilegan al  apitelic sensorial, v at los calices
nerviozos aferentes ( figura 12 ).

No se encontrd GABA-LI en las células de zoporte (figura
18), ni en los botornes eferentes(figura 17) .

Al igual que por  microscoria  Sptica, tampoca se  enconbtrd
GABA-LI, cuando se preincubd el anticuerpo con sy antigsho v cuando
=] anticuerpa anti-GABA, <& sustituyd por PBS  la  treaccidn

inmunccitoquimical{resultados no mostrados).



Figura 1A, Corte transversal de una micra de la cresta
ampular del cenal semicircular posterior ({(control) de cuy, teRida
con azul d2 toluidina. Es= Epitelio sensorial,Et = Epitelio de
transicién. Las fibras nerviosas se seflalan con flechas.Campo
claro, 100X.

Figura 1B. Corte transversal de una micra de la parte
superior de la cresta ampular (control), mostrando las células
pilaosas tipe I y II (cabeza de flecha), las células de soparte
(flechas) y el estroma (e) .




Figura 2 . Corte transversal de una micra de la cresta

ampular del canal semicircular posterior, mostrando GABA-LI en
las fibras

las células pilosas 1 y 11 (flechas) vy en
nervigsas, que atraviesan el estroma (cabezas de flecha) . Se

utilizé una dilucién del anticuerpo primario de 1:1000
X 100, campo claro.



Figura 3 . Carte transversal de la misma cresta ampular,
mostrando GABA-LI, en las células pilosas I y I1 (flechas) y en
las fibras nerviosas ( cabezas de flecha ) . Dilucién del
anticuerpo anti-GABA 1:200 . X 100, campo claro .



Figura 4 . Carte transversal de la cresta ampular del
canal semicircular pasterior, en el cual se llevd a cabo
la inmuparreaccion con el anticuerpo  anti-GABA, pre-absorbido
can  su  antigeno (control negativeal), no se ohserva GABA-LI en
ninguna zona de la cresta ampular . En la base se observan
células que contienen melanina. X 100, campo clara.



Figura 9. Corte transversal de una micra de 1la cresta
ampular del canal semicircular posteriar, en el cual se reemplazdé
a1 anticuerpo anti-GABA por PBS(contral negative) y S8 llevd a
cabo 1la inmunotincién . En la base se ghservan células que
contiensn melanina . X 100, campa claro .



Figura &. 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 calices,
seffalados de la siguiente manera : fuertemente inmunorreactivos
(Fr}, moderadamente inmunoreactivos (Mr), y no reactivos (Nr).
X 400 , Iluminacién con la técnica de Nomarski. Dilucién del
anticuerpo anti-GABA , 1:1000.



Figura 7. Porcidn superior de la cresta ampular del canal
semicircular posterior, mostrando GABA-LI , con la técnica de
Nomarski, ejemplificando: una célula pilosa tipo 1 vy II,
fuertemente téfida (cabeza de flecha), un caliz aferente sin
téfir (flecha pequefa ) y un caliz fuertemente inmunorreactivo,
que contiene a dos células pilosas ( doble cabeza de flecha).

% 1000.Dilucién del anticuerpo anti-GABA ,1:1000,



Figura 8 . Corte transversal de la macula del utriculo del
vestibulo del cuy, mostrando GABA-LI, en las células pilogsas I vy
II (flachas) y en lag fibras nerviosas {(cabezas de flecha). Se
observa ausencia de BABA-LI (flechas cruzadas) en las células de
soporte. Iluminacién con la técnica de Nomarski.



Figura 9 . Corte fino (80-90 nanometraos) transversal de 1la
la cresta ampular (en la porcién superior) del canal semicircular
posterior de cuyf{control}, mostrando una célula pilosa tipo
I(I) v su caliz nervioso aferente (ca) . TeRido con acetats de
uranilo ( 3 minutos) y citrato de ploms ( 3 minutas) . %6000,









Figura 12 . Corte transversal de la cresta ampular del canal
semicircular posterior de cuy, mostrando GABA-LI en la porcién
basal de una célula pilosa tipo I@ (II), se ohservan tamhién dos
botones aferentes (ba) haciendo sinapsis con ella (las flechas
sefalan las particulas de oro ) En la parte inferior de la
fotografia se abserva una célula de saparte (cs) . Barra
sindptica (bs) .Dilucidn del anticuerpo anti-GABA 1:350C, dilucidn
del anticuerpn secundaria 1:20.



Figura 13 .Porcidn basal de una célula pilosa tipo I con su
caliz aferente, en la cual muestra una alta densidad de
particulas de ara (GABA-LI fuertemente inmunorreactiva).Dilucidn
del anticuerpo anti—-GABA 1:400, dilucidn del anticuerpo secundario
1:20 .



Figura 14. Fibra nerviosa (fn)} que va hacia =1 epitelio
en el cual se puede observar una alta densidad de particulas de
coloidal.Dilucién del anticuerpo anti-GABA 1:8500, dilucisén del
anticuerpo secundario 1220.



Figura 13. Fibra perviosa {(fn) que va hacia el epitelio,
y que se encuentra flangueda por una célula de soporte, y una
célula pilosa tipo I (II) . Tanto en la fibra como en la célula
II, se observa una alta densidad de particulas de oro (GABA-LI)
aro{GABA-LI) (flechas). Dilucidn del anticuerpo anti-GABA 1:500,
dilucién del anticu=rpo secundaria 1:20 .



Figura 16 GABA-LI en la porcidén basal de una célula pilosa
I (I) y en su céliz aferente(ca). En la parte inferior se ohserva

una célula de soporte (cs) y su nacleeln), en esta célula se
observa la ausencia de GABA-LI. BABA-LI esta
representada por flechas. Dilucidn del anticusrpo anti-GABA

1:400, anticuerpo secundario 1:20.



Figura 1{7. Porcién basal de una célula pilosa tipo I (1), con
st caliz aferente (ca), mostrando GABA-LI, y un botén eferente
(bel, sin inmunorreactividad., Dilucién del anticuerpo anti-GABA
1:400, anticuerpo secundario 1:20.



DISCUSION

En ecste trabajoe se investiad la presencia de GABA e la
periferia sensorial vestibular del ofdo interno del cuy, por la
téchica de irmunccitoquinics =0 tejido incluido en
resina({post-inclusidn) a hnivel de microscopia Sptica y
electrénica,utilizando anticuerpcs anti-GABA, amablemente donados
pcr el Dr Robert Wenthold., Las pruebas que &1 realizs para
determinar =27] especificidad (45) hacen suporner , que el
Fprecipitado que indica GABA-LI Porie en evidencia,
razonakblemente , la presencia de GABA , por 1o gue puzde
descartarse cualquier tipc de reactividad cruzada. Por otro  lado
se utilizaron bajas concentraciches de glutaraldehida(0.2¥) vy se
llevaron a cabo cortrales negativos, comc la preincubacidn  del
anticuerpo con su antigeno, 1o cual =limind la tincidn especi{fica
e la cresta ampular (fig 4 ) miantras gue la preincubacién  con
FABRA 10 mM ro tuve efectc sobre la  especificidad de 1
inmunctincidn {(resultados no mostrados) .. Aunque estas  pruebas
sugieren que otroz aminodcidos relaciconados estructuralmente nho
zon reconocidos por el anticuerpo, no se padria descartar una
reaccidn cruzada con otros componentes similares en estructura con
el GARA (22,43).

Se encontrd GABA-LI en el citoplasma de las células
pilosas tipo I vy II, en las fibras nervicsas, Aque atraviecsan

el estroma v en los cdlices aferentes que envuelven a las células



pilosas I .Sin embargoe se encontraron diferentes patrones de
inmunctincidn: en las células pilosas II, &sta fue homnogéhnes,

mientras que las c&lulas pilesas I mostraron variaciornes e la

intensidad del material irmmunoreactiveo, la que parmitid
clasificarlas tentativamente en tres grupcs: &) fuertemente
inmunoreactivas, b)) moderadamente immunoreasctivas % c) 1=}

inmuncreactivas. En el casc de las fibras nerviocsas, aundue & bajo
aumentc el patrédn fue homogérea,a mayor amplificacidn =ze aplica la
mizsma clasificacidn: a ) calices fuertemente irmuncreactivos, )
mederadamerte  inmunoreactives 6 0) auséncia de inmuncoreactividad.
De acuerdo a esto existen tres tipo de situacicnes: GABA-LI =n las
célylas pilosas tipe I y II, pero no enh el caliz; GABA-LI e las
células pilosas I y sus calices y GABA-LI en el caliz pero no en
la célula.

La presencia de GABA-LT en las células pilogas I y II excepto
por alaunas tire I en la porcidn superior de la cresta ampular v
alaunos cilices canfirman los hallazgos recientes por
inmunocitoquimica de GABA y de la GAD (la enzima que sintetiza al
GABA) en las células pilosas I y II, en las crestas ampulares del
pollo(37,33) .

El hallazga GABA-LI en algunos calices, concyerda  con
un  articulo reciente en el dido internc del cuy en el cual séloc
se  encuentra  irmuncoreactividad en los cAlices de la cresta
ampular (2).

Aunque estos resultados sugieren un papel inportante del GABRA
en el vestibulo, no proporciconan wha evidencia directa del

significada fisioldgica vy por 1a tarto séla s pueds
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especular.3ARA-LI moderada a intensamente positivo en la céluls
piloss I yv II como se ha demostrado sn el pollal(d7,38),
concuerda  perfectaments con  interpretacicnes indirectas que
sugierern que el GARA es el neurctransmizor afsrente en  al
vestibuls de log vertebrados (3, &, 7, 13, 14, 16 ,1%-24).En este
respecto,  =se ha demostrado que existen diferencias en  las
patrones de GABA-LI en la retima del agate & nivel de la caps
de  células amdcrinas . en las cuxles axisten di ferentes
intensidades de irmunctincidn ,  que  van de moderada &
fuertemente irmuncreactivas sugiriende variaciones en la
cantidad de material irmmmoecositive  al GABA(29).

lLa presencia de GABA-LI en las calices aferentes haciendo
contacto con ua célula pilosk positiva a GABA pusde sugerir que,
como en el pollc, el GABA ez sintetizado &by la célulx
pilosa, liberade de ella vy degradade sn 2]} caliz P la
GABA~transaminasa (GABA-T) , para terminar sy accidn  (37) .
Experimentos evidenciando GAD-LIR y GABA-T-LIR en progreso
en nuestro laboratoric podrian confirmar esta suposicidn.

Ers &l CEEQ de GARA-LI solo ery los calices
aferentes ,existe ur articulo reciente e demuestra
irmunctincidnen todos los calices pero no an las células pilosas
(2) . Aungue los autores de este  trabajo postulan un papel
metabsdlicn o modulador del GARA, que faltaria por demastrar, se
podriarn atribuir estas diferencias =1 los resultades, a gue
j=1=3 utilizaron di ferentas téonicas vy diferente  fusnte e
articysrpos. A aste respecto seria Gtil que todos los estudics se

Bicieran con la misma técrica vy la mizma sspecie de aninxles.



For los resultados obtenidos e microscopia electrdnica,
s5& pueds pdecir que los resultados de GABA-LI  fuerck similares

a los obtenidos & nivel de microscopfa optica, sungue se

dete hacer la siguiente comsideracidén @ i bien log das
mé&todos fueron realizados por la técnica de tejido
inclufde en resima, la reaccidh inmunccitoguimica fué

diferente, vya qQuie para microscopia optica se ubkilizd 1a
técnica de 1la avidina-bictina-peraxidasa y para microscopia
elactrédnics s wtilizd =1 métode  indirecto  del anticuerpo
secundaric marcado com ora ccloidal, el cual se ha vistoe Aque
Ppaermite detectar zonas de irnmunorreactividad, que rno ce chrservan
con el método de la peroxidasa . Esto podr{a ssplicar , 1a
presencia de particulas en las células de soporte. Asf{ miemo, 1a
inmunorreactividad aparecid al parecer constante en las células
pilosas I y II, en las fibras hnervicsas y en los c&lices
aferentes.Una cuantificacidn del material inmunoreactive nos
pernitiria su clasificacidnm en las diferentes roblaciones

celulares.
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ESTA . TESIS NO DEBE
SALR DE LA BIBLIOTECA

o

CONCLUSIONE

En corclusién, la irnmunctincidn positiva en las —élulas
pilgsas I y II =sugiere un papsl del GABRA came positde
neurctransmisor aferente en las células pilosass GABAR-LI en fibras
vy terminales caliciformes (aferentes) contactando a las células
pilaosas, o GABA-LI =élo en los calices podria indicar un sitic de

degradacidn v/o un papel del GABA comc modulador a  través de um

mecanismo todavia desconocido en la terminal aferente caliciforme.
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