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RESUMEN

El oldo interno consta de dos partes: una relacionada con - la audicién,.
] que es la céclea; y la porcidén vestibular que se encarga de proveer al sistema
nervioso central (6NC) de una parte importante de 1la informacién sensorial
necesaria para el mantenimiento del equilibrio y la postura. En el vestibulo,
esta funcién se lleva a cabo por las células pilosas sensoriales que envian la
informacion que detectan al SNC a través de fibras aferentes que las inervan.
A su vez, el SNC se comunica con ellas mediante conexiones eferentes. Existen
evidencias de que la comunicacién en ambos sentidos es de naturaleza quimica y
se ha propuesto al 4cido y-amincbutirico (GABA}) como un neurotransmisor
aferente, y a la acetilcolina (Ach) como un neuromediador eferente. Para
aportar evidencias al respecto, en el presente trabajo se wmidieron las
actividades de la Glutamato descarboxilasa (GAD), la enzima de sintesis del
GABA, y de la Colinacetiltransferasa (CAT), enzima que sintetiza a la Ach, en
homogenados vestibulares de ratas pigmentadas.Se encontré que existe actividad
tanto de la GAD como de la CAT en el vestibulo de la rata, lo que podria
sugerir un papel del GABA y la Ach como posibles neurotransmisores, sin
embargo faltarfa por aclarar su localizacién celular. Con este objete se
produjeron ratas hipotiroideas por la administracién de propiltiouracileo (PTU)
a ratas prefladas. Al medir tanto la actividad de la GAD como de la CAT en el
vestibulo de los animales hipotiroideos, se encontré que la actividad de 1la
B6AD no se modificd, mientras que la de la CAT muestra un decremento gradual
con el tiempo de tratamiento. Estos hallazgos sugieren que l1a GAD se localiza
en algunas células o compartimento del epitelio sensorial que no sufre ninguna
alteracion con el hipotiroidismo, mientras que la CAT podria localizarse en
las terminales eferentes que se ven afectadas por el tratamiento con el PTU.
El efecto del PTU sobre la tiroides se comprobé al determinar los niveles
séricos de las hormonas tiroideas (T3 Yy T4) los que estaban totalmente
disminuidos. Asimismo, tanto la disminucidn de la actividad de la CAT como la
de las hormonas tiroideas se previno al administrar T4 a animales
hipotiroideos.

Los dafios ocurrides en las funciones auditiva y vestibular se siguieron
con pruebas clinicas (Registro de Potenciales Provocados Auditivos de Tallo
Cerebral) para la auditiva y el reflejo vestibular. Los registros indicaron
dafio tanto en 1a parte vestibular como en la auditiva en los animales

hipotiroideos. En los animales reemplazados con T, se observé una proteccion

4
total de la funcién vestibular, aungue parcial de la auditiva, lo que sugiere
la necesidad de un sistema eferente completo para las funciones normales del

oldo.



T s e ABSTRACT

The vertebrate inner ear is divided into two parts: a portion related  to
audition (cochlea) and the vestibular part, which provides the major source of
sensory information utilized by the central nervous system (CNS), in order to
maintain balance. This {function is carried out by specialized cells in
mechanoreception (hair cells) through synaptic contacts with afferent fibers.
The central impulses are received in the vestibule by means of efferent
connections.

It is currently accepted that vestibular sensory cell have chemical
synapses in which y-aminobutyric acid (GABA) and acetylcholine (Ach) functian
most probably as afferent and efferent neurotransmitters, respectively. To
provide evidences in that respect, the enzymes of synthesis of both putative
neuromediators {glutamate decarboxylase, GAD, for GABA and choline
acetyltransferase, ChAT, for Ach) were measured in vestibular homogenates of
Long-Evans rats. We found that GAD and ChAT activities were present in
vestibular homogenates of normal Long-Evans rats, findings that provide
evidence of GABA and Ach as neuromediators in the rat vestibule. To
investigate GAD and ChAT localization, propylthiouracyl (PTU) was administered
to pregnant rats and BAD and ChAT were measured in the progeny’s vestibule.
PTU causes congenital hypothyroidism to offsprings of PITU-treated animals,
preventing among others effects, the arrival of efferent connections teo the
vestibule. When we measured GAD and ChAT activities in hypothyroid animals,
GAD activity was not modified whereas ChAT activity showed a gradual drop
along time. These results pravide evidence of the efferent bouton’s
localization of ChAT and that the sensory cells contains GAD being Ach and
GABA their respective neurotransmitters.

Thyroid involvement in these effects was corroborated when thyroid

hormones (T, and T4) serum levels were determined, FTU caused decrease in both

hormanes inshypothyroid animals whereas in thyroxine-replaced hypothyroid
rats, T3 and T4 were of the same magnitude as in control animals. These
resulted in a prevention of ChAT activity decrease.

Vestibular function was followed by vestibulo-ocular reflex (VOR})
measurement. Auditory pathway integrity was searched by assessment of auditory
evoked brainstem potentials. The hypothyroid animals showed vestibular and
auditory damage; thyroxine-replaced hypothyroid rats showed a complete
protection of vestibular function alteration although partial in the auditory
one. These effects indicate a need of an integrity of the efferent connections

for a correct vestibular and auditory function.



INTRODUCC

El ‘mantenimiento del equilib%id la orientacidn con

respezcto al centro gravitacionalydeuia ftiérré,i depéhde de los
érganos vestituwlares del ocido internaﬁjlos canales semicirculares
y los receptores otoliticos. El sistema es nultimodal, pues
utiliza también informacién procedente del sentido de la vista vy
de receptores somdticos situados en la piel y an las
articulaciones.

Es probable que la fuerza de gravedad sirva para todos. los
animales como planc basico de referencia. Los &érganos vy los
treceptores sensibles a la fuerza aravitacional son muy antiguos
dentro de la escala de la evolucidn ya que ze encuentran en todos
los seres vivos funcionando de la misma mamnera. Sin embargo, las
caracterf{csticas de los vertebrados superiores, empiezan a aparecer
en los peces primitivos v evoluciohan adquiriendo otros érganos,
entre los que se distribuye la funcién (1).

La evolucidén del érganc para detectar informacién sobre 1a
origntacidén probablemente ocurtid a partir de 4rganos primitivos
que consistian en células cubiertas de cilios sensoriales
(estructuras pilosas) ubicadas en cavidades de la piel de los
animales acuiticos (la linea lateral); estas eran sensibles a los
movimientos y vibraciones de loz flufdos que llenaban la cavidad,
las cuales posteriormente se especializaron y dieron lugar a las

cavidades &seas del ofdo interno de los mami feros.



" EL OIDO INTERNG-DE. L0OS VERTEBRADOS.

CEl ofdo = intermc se ercuentra situado deﬁggéakdéixéhQéSOv
lﬁempofal {0 sus hom&logos) en el cranec de los vertebradas.‘ Es££
formado por el laberinto dseo y =21 membranosa. El laberinto &seo
se compone de una serie de cavidades e la porcidn petrosa  del
tueso temporal; dentro de esas cavidades sa shcuentra 2] laberinto
membranoso, el cual estd formado de finas membranas compuestas
potr un epitelio simple con porciones especializadas de epitelio
sgnsorial. El laberinto membrancso a su vez ze encuentra lleno de
ur liquide de composicidon auinmica muy semejante  al fluide
intracelular, llamade andolinfa. Los espacios entre =21 labarinteo
éseo vy el membrarcso ze encuentran llenos com perilinfa, la cual
eg similar en composicion al fluldo extracelular (1).

El laberinto membranosc =sta formado por dos partes: la
céclea, que desempefia la  funcisn auditiva; vy los Srganos
vestibulares, que proporcionan al sistema nerviozo la informacién
necesaria para el mantenimiento del equilibric y la orientacidn en
el espacico. La porcidn vestibular consta de cinco drgares: tres
canales semicirculares, el utricule v el saculo. Tanto la céclea
comoe los éraganos vestibulares poseen regiones especializadas de
epitelic sensorial. En la cdédclea, éstas se encuentran en el
sdrganc de Corti, mientras que en el ubricule y el saculo se
encuentran formando manchas, que se denominan maculas. En los
canales semicirculares, se localizan en un ensanchamiente llamado

ampolla, 1o gue constituye las crestas vestibulares (fig., 1)(1).
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Pig. 1.- Porciones sensibles del oido interno.



SISTEMA VESTIBULAR Y AUDITIVO.

Lés'; porciones sensitivas de los érganos‘k' 6ﬁol£ti¢os}
(utriculo v sacule) responden a aceleraciones‘ lineales,:?mi;ht?agffku
que las de los canales semicirculares son seﬁ;isfe;f ;i
aceleraciones angulares, Las maculas de los  Srganos otoiiticos
se ercuentran situadas en la pared horizontal (utricule) y
vertical (saculo), en tanto que las crestas en los tres canales
semicirculares se encuantran mas o menos =zitusdas en tras planos
diferentes que son perpendiculares sntre si, y que dependiendo del
planc de rotacién de la cabeza resultardn afectadas las de  un
canal, las de dos o las de los tres canales (2).

El epitelio sensorial de los diferentes Srganos vestlibulares
y el dérganc auditivo contiene dos tipos de células pilosas,
células de soporte, terminales nerviosas (aferentes y eferentas)
que las inervan y uh sistema de acoplamiento mecinico colocado
por encima del epitelic; este sistema estéd formado por una masa de
material amorfo, generalmente compuesto por carbohidratos. que en
el caso de los érganos otoliticos constituye la membrana ctolitica
{(por poseer embebridos cristales de carbonato de calcio u
otoconias), y por la parte de las crestas, la masa cupular. Por
encima de las células pilosas del &rganc de Corti se encusntra la
membrana tectoria (fig. 2) (2, 3).

En =21 vestibule, la célula pilosa tipo I presente s6lo en
los vertebrados superiores, est&d inervada por una terminal
aferente en forma de caliz, a su vezr contactada por botones

sinapticos eferentes (Fig. 3). La célula pilesa tipo II, comun a
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Fig. 2.- Esquema representativo de las &reas sensitivas ubicadas en:
{a) las crestas vestibulares de los canales semicirculares; (b) las -
méculas de los 6rganos otoliticos del vestibulo; (c) en el 6rgano de-
Corti coclear, mostrande los elementos fundamentales y los sistemas -
de ?coplamiento mecénico (cfipula, membrana otolitica y membrana tecto
ria).



Fig.

3.- Esquema de los diferentes tipos de cé&lulas pilosas =--

que se encuentran en el epitelio sensorial vestibular y coclear
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inervaciones.

células pilosas Tipo I y II.
células pilosas externa e interna.
terminal nerviosa aferente.

terminal nerviosa eferente.



todos los vertebrados, récibe‘té}ﬁilalé
como eferentes en su parte basél (Fig;;;‘  L‘V§qurficie épiéalﬂ
de ambaz células pilosas (tipo I v t{;b ‘II). contiene "pelos
senscrios o estereccilios que son prolongaciones citoplasmiaticas vy
poseen ademds un cilio verdadero & cinocilio. Cada estereocilio
estad formado en su interior por un bastdén rigido de filamentos de
actina y rodeados por la prolongacién de la membrana (Fia., 4 ) (2,
3, 4. El diametro del estereccilio varia de 0.2 um a 1.0 um
en difarentes células (4). Los egtereccilios nhoe son cilios
verdaderos: un cilio " verdadero posee una estructura central
compleja altamente difererciada 1llamada axonema. La mayorfia de
los cilios verdaderos posesn un movimiento independiente, el cual
se origina en el axconema. El cinecilio sf{ es wun cilio
verdadero, su disdmetro es de 0.25 um aproximadamente (4), Al
igual que =1 axonema de otros cilios verdaderos, el axonema del
cinocilio consiste de dos tdbulos centrales rodeados por nueve
pares de pequefios microtudbuloz; sin embarga, el cinocilio no posee
movimiento independiente. El ordenamiento de lcs estereccilios es
altamente regular, cada estereocilico esta rodeado por seis
estereccilios que se encuentran equidistantes de é&l. Los
estereocilios no zon de la mizma longitud, su tamafoc se va
incrementanda de una orilla del haz hacia el lado opussto en
donde se encuentra el cinccilio (4).
En el &rgano de Corti hay dos tipoz de células pilosas:

células pilosas externas y las internas (fig. Q). El términc
externas & internas se refiere a la relativa proximidad de las

células pilosas al modiclo, pilar central de la céclea. En la
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Fig. 4.- Esquema de un estereocilio (izg.) y de un cinocilio (der.)

El didmetro del estereocilioc varfa de 0.2um a lum en diferentes células.

La raiz del estereocilio penetra en la superficie apical de la célula pi
losa. Los filamentos paralelos en el centro del estereocilio consisten-

de actina, los cuales se encuentran entrecruzados, lo que le da rigidez-

al estereocilio. El axonema del cinocilio consta de dos tGbulos centrales
rodeados por nueve pares de microtfbulos.



superficie apical de cada célula pilosa se encuentra) al7xgua; que,

en las del vestibulo, un haz de pelos sensoriqs Q esﬁefébcilids,
formados de filamentos entrecruzados de actina. Los‘estereﬁcilios
se proyvectan dentro de la membrana tectoria, y no puaden moverse
libremente como la base de la célula pilosa, la cual se encuentra
en la membrana basilar. En su parte basal la célula pilosa sa
encuentra inervada por fibras nervicsas tanto aferentes como
eferentes. Las células pilosas internas poseen el 35X de la
inervacién afersnte mientras que las externas sélo el S%.
Exactamente lo opuesto ocurre com  las  terminales eferentes:
mientras las células pilosas internas tienen sélo un SX de
inervacién eferente, genaralmente sobre las aferentes, las
externas englobarn el 3% restante.

Cada célula pilosa se encuentra morfoldgicamente polarizada.
El cincocilio de varios receptores tiene la misma orientacidn con
respecto & alaurn punto de referencia. Cuandoe &1 haz de pelos
sensorics se dobla hacia el extremo en dJdonde se ancusntra el
cinocilieo se produce unma despolarizacidn, nmientras que la
inclinacidén en direccion cpuesta ocasicna una hiperpolarizacidn
(3. Los estxmuloslaplicados en direccién ortogonal no producen

respuesta (Fig. S) (6, 7).

ESTIMULOS A LOS RUE RESPONDEN LOS OQRGANOS DEL QIDO INTERNG.
En los 4rganos otoliticos, las otoconias actéan como una masa
provista de inercia que resiste con vigeor la aplicacidn de fuerzas
axternas. Cuando la cabeza se desplaza en respuesta a una

aceleracidn lin=sal, los cristales del wtricule & del sarsulo




64 b b ¢

+ h zactén
POTENCIAL
RECEPTOR -

depolarizaciébn
13 ey [FRINIET AN B S SN
EXCITACION INHIBICION

POTENCIAL
DE
ACCION
Fig. 5.- Ilustracién diagramdtica de la funcibén de la

c&lula pilosa.

Tomado de: Flock, A. (1965) Transducing mechanisms in-
lateral line canal organ receptor. Cold Spring Harbor-
Symp. Quant. Biol., 30, 133-146.



permanecen  inméviles al  flexion

la informacién al cerebro (2).

Los canales semicirculares, como se"ha'aicho, soh‘lﬁs éréanos
que detectan la aceleracién. angular. En ellos, los  pelos
sensorias s2 proyectan hacia una membrana gelatinosa dermominada
clpula (fia. 2). En los canales semicirculares, la endolinfa
proporciona la masa  inercial:; cuande la cabeza gira, el liquido
tiende & permanecer =1 reposo, v la c@pula, Junto con los
pelos senscorics que se  proyectan =1 ella, se desplazan =)
direccidy opuesta (2).

En el casc del sistema auditivo, las ondas sonoras que pasan
& travées del meatc auditivo externo y  llegan & la  membrana
timpanica, la hacen vibrar. Ezta vibracion se tramsmits al
martille, &l yunque vy al estribco, gu= son btres hussecillos
articulados entre =f{ y localizados en el oido medic. E1 martillo
estsd adosado a la membranz timpanica y el estribo a la ventana
oval que limita la parte basal de la oéclea. La membrana
timpanica vy los tres huessecillog localizados en el ofdo medio
hacen mas eficiente la transmizsidn del sonide desde el ofdo
axterno hasta la céclea (fig., 6) (1, 3, 3). Cuande  la vibracién
del estribo causa cambios en la presidn del fluide dentro de la
céclea, se inicia el movimiento de la membrana basilar (fig. 7).
Cuando la membrana basilar se mueve, provoca quea los estereccilics
se doblen y sufran un desplazamiente angular en relacidén a sus

extremos fijos. As{, cuando wun sonide produce un movimiento



cavidad del oido medio

Fig. 6.~ Esquema que muestra las partes del oido
(a) externo que incluye la oreja 6 auricula, el -
meato auditivo externo y la membrana timpdnica --
(s6lo se muestra &sta); (b) el ofido medio es una-
cavidad que contiene al martillo, el yunque y el-
estribo; y (c) el oido interno que estd compuesto
por el aparato vestibular y la c6clea (solo se --
muestra ésta).



células pilo-{ c&lulas

sas internas {de soporte Menbrana basilar

Fibras aferentes y

eferentes Fibras eferentes hacia Fibras aferentes hacia
las células pilesas las células pilosas
externas externas

Fig. 7.- Esquema del 6rgano de Corti donde se muestra
a las células que lo componen.



os:iiétdrib'de‘la~membranarbasi1ar, ”Hééplazamientg
los estereocilios hacia atras vy hacia. adelante; abre y-.cierra
alternativamente los canales de transduccion de la célula pilosa,

resultande en cambios de potencial en la célula, qua son de la

misma frecuencia que el del estinulc del zonido.

MECANISMQ DE TRANSDUCCION.

LLas células receptoras sensoriales (fig. 8) llevan a cabe el

paso crucial de transformar los estimules mecanicos en respuestas

Jeléctricas. La transducciém mecanc-sléctrica comienza cuandc  una

fuerza derivada del sconideo, la aceleracién, & movimientos del agua
mueve lozs pzlos senzoriocs. El sstimulo afecta & las células
pilozas del oido interrtic y a las que se encusntran sn los  drganos
de la linea lateral de los peces y anfibios, aplicandao fuetrzas
en 2l haz de estereocilios, y la energia mecadnica del estimuloe
abre canales idnicos localizados en los peloz sensorios.

El potencial de membrana de la célula pilosa en estado de
reposo es de -60mV, cuando el haz de esterscocilics se mnueve en
la direccidn del cinocilic la diferencia de potencial disminuye a
-40mV, por lo que la célula se depolariza. Si &l haz de pelos se
mueve en la direccion opuesta, el potencial de membrana se
incremanta de -&60nV a -65mV, causande una hipetrpolarizacidn (4,
9).

Los canales de transduccidn localizadoz =n la parte apical de
la célula que son los responsables del cambic en el potencial de
membrana no patrecen ser altamente selectivos, Cuardo se abren,

. . ¥ +
sor igualmente permeables & cationmes monovalentes come Li , Na .,



centripeta centrifuga

1

Fig. 8.- Esquema de las partes principales que
constituyen a la célula pilosa y sus contactos-

neurales.

Ec = estereocilios

C = cinocilio

A = terminacibn nerviocsa aferente

E

terminacién nerviosa eferente



R Rb vy Cs .,y atn pusden pasar  cationes. organicos como ™ la-..

 c6}iﬁS,y el tetraetilamonic (10, 11). .Los catiohes divalentes
cbmdvelrﬁng, Ca2+ v Sr2+ tienen una afinidad mas alta por el

'éénéi’§ae loz cationes monovalentes, pere presentan un flujo menor
a través de &1 (10, 10).

Varios estudios demuestran la existencia de un gitio  car9ado
nzgativamente dentro del poro hidratado que excluyé a:ibs “aniones .
y determina su selectividad por los cationes (12). El canal  es
bloqueado por antibidticos amincglicédsidos policatidnicos comn»_la»
aestreptomicina vy la gentamicina. Aunque los canhales de
transduccién no son intrinsicamente sensibles a voltaje,  su
blogquec por antibidticos sf lo es (13, 14).

El principal idén cargado positivaments en la endolinfa es el
potasio, vy este elemento es el principal transportador de carga
eléctrica a través de la membrana (4). La endalinfa contiens
150mM de K¥, solamente I1mM de Na®, 10uM de M=’ y 10-300uM de caZt
libre (15).

Loz registros eléctricos de las células pilosas  demuestran
que la respuesta inicial del receptor == muy rapida, va que los

_canales conducen la corriente a los pocos microsegundos de la
aplicacion del estimulos For le tanto, =5 improbable que
intervengan muchos procesos entre la aplicacidn del estimuloy la
iniciacidon de la respuesta celular. Mecanismos menos directos que
requierern enzimas & segundos mensajeros se excluyen, por el corto
tiempo tranmscurrido entre la flexidn del haz de estereocilios v la
apertura del canal (menos de 2% microsegundos a 2500)(16, 17).

Cuando el haz de estereccilios se flexiona, los canales de

1o



; skl T s —
transduccion. se abren y-los ‘iones K

ran e =las-célula, ,la,
depolafiz;ﬁ. ' Esta treduccidn en la diférénéia ‘de  ‘potencial o
kdépbia?ii;tién s& difunde a través de la célula. En el A&rea
basal de la célula s= encuentran canales de Caz+ depandientes de
voltaje, que cuando ocurre la depolarizacidn e abren y permiten
el paso del calcio al interior de la célula. Una wvez dentro el
calcic ocasiona por un mecanismo todavia desconocida, la
liberacidn del neurctransmisor a la regidn intersimiptica. Cuando
esta subsztancia atravieza =sste espacioc y llega a la terminal
nerviozsa aferente se combina con receptores presentes en la
membrana postsinaptica causando un cambie de rFermeabilidad que
resulta en la generacidén de wun potencial que llega al  axdn
provocando un potencial de accidn que se transforma en una seffal
eléctrica que viaja al cerebro (fig. ).

Lz alta concentracidn de calcio dentiro de la célula activa
los canales de it sensibles a Ca2+, y el K" e sale vy se
repolariza la membrana disminuyendo la activacidr de los canales
de Da2+. El fluido en la superficie apical de la célula pilosa
tiene una concentracion  de K* mucho  m&s elevada que la
superficie basolateral de ésta, como consecuencia, =1 K+ puede
entrar y salir de la célula. Con =1 tiempo &1 potencial de
membrana se vuelve mas naeaativo y regresa a su estado inicial y el
contenido de CBZ+ intraczlular se reduce por su captura Jdentra  de
los organeles de la célula v por la expulsién de este iédn. Pot
Gltimo, cuando el canal de it sensible a Ca2+ se cierra, la célula

pilosa reqresa a su condicién inicial (4, 13).
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desplazamiento del —yp
1 haz de estereccilics ? 3

Fig. 9.- La respuesta de la c&lula pilosa culmina en la
transmisién de una sefial eléctrica hacia el cerebro, a-
través de las fibras aferentes de la célula.

1) cuando el haz de estereocilios es desplazado, los ca
nales de transduccibn se abren y los iones K'Y entran a-
la célula y ésta se depolariza.

2) la depolarizacibn se difunde a través de la cé&lula,-
y esta ocasiona que los canales de calcio se abran y el
calcio penetre a la célula.

3) los iones calcio ocasionan que las vesiculas que se-
encuentran en la base de la cElula y que contienen al -
neurotransmisor, se fusionen con la parte basal de la -
membrana celular y lo liberen.

4) el transmisor difunde a través del espacio sindptico
entre la cé&lula pilosa y la fibra aferente, la cual en-
via el mensaje al cerebro.

Tomado de: Hudspeth, A.J. (1983). The hair cells of the
inner ear. Scientific American, 247, 42-52.



© VIAS VESTIBLLARES.

Las células pilosas estéhrbinerQadas por fibras  nerviosas
vestibulares aferentes, las cuales transmiten los impulsos
nerviosoz al wicleo vestibular, al tallo cerebral v &l cerebalo.
Estas estructuras se proyectan a centros motores del cerebro que
controlan los movimientos de los ojos, de la cabeza y la tonicidad
de los misculos del cuerpo. Los receptores vestibulares posean
también inervacidn eferente, la cual se arigina en el tallo
cerebral y que modula la actividad y funcidn de los receptores.

fLas vias nerviosas que conectan =1 aparato vestibwlar con el
cerebro vy la médula espinal son complajas vy ho se conocen tam bien
come las de otros sistemas sensoriales. Se sabe, sin embargo, que
todos los impulsos procedentes de los érganos vestibulares se
dirigen inicialmente a uno de los dos destines siguientes: el
talle cerebral y =1 cerebelo (2).

Las fitwras del nervio vestibular qu=s llegan al tallo cerebral
terminan en uno de los cuatro centros nervioscs  denominados
racleas vestibulares: el superior, el de Deiters o lateral, el
medio y €1 descendente o infericor. Estos grupos celulares reciben
también informacidn de treceptores visuales v somaticos,
especialmente de los receptores de los masculos del  cuelleo, que
informan sobre el &ngulo de inclinacidén de la cabeza. Esta
informacidén se coordina en los nucleos vestibulares, de donde
parten impulsos que alcanzan los misculeos oculares ¢ la médula
egspinhal, lo que determina la contracciéon refleja del cuello,

extremidades & musculos corporales (Fig. 10)(8).
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Fig. 10.~ Esquema en donde se muestra las vias vestibulares.
Tomado de: Netter, F.H. (1983). Nervous System, Part I.
Anatomy and Physiology.



La porcidh Fostroventral. del ndcleo vestibula

':laﬁef51 recibé'
a las fibraé véétibuiarés primarias ;qué ,mé;ula‘“ﬁéi“
utriculo. La porcién dorsocaudal deliﬁaclanrfedihe' inf&rhacién
del cerebele y la médula espinal. iLAS}:;éluiasv del nacleo
vestibular lateral esnvian sus axores al traéinﬂ Vestibulo-espinal,
el cual termina ipsilateralmente a nivel " cervical, toracice vy
lumbar de la médula espinal. Este tracto es de primordial
importancia para regular el tonc muscular gque mantiens el cuerpo
en una postura erecta (8).

El nucleo vestibular medial y el superior reciben a las
fibras vestibularss gue inervan a los canales semicirculares. El
rnacleo vestibular medial da origen al tracto vestibulo-espinal,
2] cual termina bilateralmente en la regidn cervical de la médula
espinal. Los axones de este tracto hacen catexioneas
monosinidpticas con neuronas motoras que inervan a los masculos del
cusllo., Este tracto participa en el control reflejo de los
movimientoz del cusllo para mantensr correctamznte la posicidén de
la cabeza.

Ambas mGcleos, el medial v el supericr participan en los
reflejos vestibulo-oculomotores. Las células de ambos nacleos
envian sus axones al fasciculo longitudinxl medio.

£l nucleo vestibular inferice raecibe a las fikras
vestibularez ptimarias de los canales semicirculares, del uwtricule
y =1 =caculo. Este nacleo también recibe fibras aferentes
provenientes del cerebelo, por lo gue =stad estructuradoe para

integrar la informacidn que proviene del aparato vestibular v del

cerebela (8).
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ihras¥vestibularg§ primarias llegan directamente sl

‘lébuld‘flocuiﬁnédﬁlak en el carebelo; estas fibras sdhrihpofﬁéntes

para el control cerebelar de la postura, Algunas newrohas  del

comFlajo ’vestibular (el nucleo medial, supérior e inferior)
también envian sus axanes al cerebelo y son imﬁortantes para el
control de la postura.

En el cerebslo, los impulscos nerviosos ariginados en
receptores visuales y somaticos alcanzan wuna regidén  denominada
cerebelovestibular. La formacidén reticular, un conjunte de
células de tallo cerebral, recibe también informacién de los
receptores visuales y somadticos (pero no da  los  vestibulares) vy
establece conexidn con los niclecos vestibulares en otra regidén del
tallo cerebral. Ecst& por determinarse cual es la funcidn precisa
del cerebelo y de la formacidn reticular en 21 mantenimientc del

equilibric vy la orientacién (2).

VIA QCULOMOTORA.

Los musculos extracculares responsables del movimiento de los
ojos estan contrelados por neuronas motoras localizadas en varios
tiaclens. Asi, el rectus lateral se encuentra controlade por el
maclaeo abducens; el oblicuo superior, por el nicleo troclears y el
recto superior, inferior y medial, y el oblicuc inferior, ror 21
racles oculomator. El moavimientoe de los ojos derpende de patrones
de actividad producidas en eseos mdsculos por proyecciones directas
del ruclec vestibular y de la formacidén reticular, vy pot
activacién indirecta del coliculo superior y la corteza cerebral

(fig. 11)(3).
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Nicleo intersticial

de Cajal 18, 19

Coliculo superior————f
Nicleo oculamotor

Nervio troclear (IV)

Neuronas internuclea
res abducens

Nicleo troclear

Fasciculo longitudinal e tracto de Deiters
medio ascendente
Nicleo vestibular
Nicleo
abducens Lnervio abducens (VI)

nervio vestibular

Formacién reticular
pontina

Fig. 11.,- Esquema que representa la via oculomotora.
Tomado de: Netter, F.H. (1983). Nervous System, Part I.
Anatomy and Physiology.



La proyeccion vestibular es impﬁrtante para el mantenimiento
de la fijacién visual durante los movimientos de la cabeza. Para
efectuar el movimiento lenta de los ajos, la contraccién del
masculo de un ojo debe acompaRarse por la relajacién de su
antagonista. La accidén de girar la cabeza excita & las fibras
aferentes vestibulares de los receptores del canal semicircular.
lLas fibras de un solo canal zemicircular excitan a dos grupos
especi ficos de neurohas d=l nucleo vestibular. Un grupo da estas
neuronas excita a las neurcnas motoras extraoculares lo que causa
que los ojos se muevan en la direccidn cpuesta al movimiento de la
cabeza, y el otro grupo de neuronas inhibe a las neurcnas motoras
que activan el movimiento de los cjos en la misma direccidn del
movimiento de la cabeza. Si s= gira la cabeza a la derecha
excitarad a las fibras del canal semicircular horizontal derecho,
el cual activard a las neurochas del nuclec vestibular medial v
lateral derecho. Algunas de esas nheuronas excitaran a las
neuronias motoras que controlan los masculos rectus medial derecho
y rectus lateral izquierdo. QOtras neurconas vestibulares van a
inhibir a las neuronas motoras qus controlan el rectus lateral
derecho y a las neuronas internuclearas que controlan el rectus
medial izquierdo. E1 resultado s=ra wun movimiento compensatorio
de amboz ojos hacia la izquierda (3).

El vestibulocerebelo modula el reflejo vestibulo-extraocular
de tal manera que el movimiento de los cjos resultante compensa el
movimiento de la cabeza y mantiene la mirada fija en el mismo
punta.

Las conexiones del nucleo vestibular derecho con el nucleo
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neuronas motoras reciben impu1505"exciﬁatﬁkiﬁs;aeli uciééyyhéﬁiai
contralateral, y también reciben impulsos inhibitéf;os déifkhaéleo
superior ipsilateral. -

La inervacién de las neuronas motoras del rectus medial vy
del rectus lateral, las cuales participan en el movimiento

horizontal de los ojos, estd organizada de manera difersnte.

El nucleo vestibular medial envia fibras excitatorias al naclea

abducens contralateral y fibras inhibitorias al nacleo abducens
ipsilateral. Esas fibras excitan ¢ inhiben a las newronas
motoras del rectus lateral vy a otra grupe de neuronas dentro

del ntcleo abducens (las neuronas internucleares) las cuales
se ptroyectan hacia =21 ndcleo oculomotor opuesto para excitar a las
neuronas motoras del rectus medial. Estas altimas neuronas
también son excitadas por fibras que se criainan en el naclea
vestibular lateral y pasan hacia 21 tracto de Deiters (fig., 11)(2).

Ademas de estasz vias directas, cada nucleo recibe impulsos
por medio de vias mas complejaz que involucram a la formacidn
reticular. Esas vias también estan moduladas por la actividad del
canal semicircular. La formacidén reticular, sin embargo, parece
ser ezpecialmente importante en la organizacidén dsl movimiento
rapido de los ojos (sacadas), los cuales pusden iniciarse por
sefiales de la regidh cortical frontal ¢ del coliculo superior

(Fig. 11)(3).
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Otras dos estru;turas:ésﬁéh ;;iaiucrédaé'eﬁ el control de los
“ movimientos oculares: léiiTndﬁieot”intéréiicia]‘ de Céjél Ly el
coliculo superior. El nﬂcleb intersticial de Caial racibe
impulsos de la corteza frontal y del nucleo vestibular, y excita a
las neuronas motoras del ndacleo oculomotor y del nucleo - troclear
lo cual produce el movimiento vertical y oblicue de los ojos.
También activa a las interneuronas inhibitorias en el nuacleo
vestibular, disminuyendo la actividad de 1las neuronas que
controlan el reflejo vestibulo-extraocular. El coliculo supetrior
recibe impulsos de la retina y de 1la corteza visual, vy envia
fibras excitatorias a neuronas en la formacidén reticular pontina

que produce el movimiento rapido de los ojos {(fig., 11)(3).

REFLEJO VESTIBULO OCULAR (NISTAGMUS) .

El Nistaamus consiste en un movimiento ocular sincrénico que
consta de dos fases sucesivas: la fase lenta, en la que los ojos
se mueven en forma progresiva semejante al movimiento de los
ojos para localizar un objeto (fig. 12a), mientras =que el
movimiento en la direccién opuesta consiste en un movimiento
brusco (fase rapida) (fig. 12b). La direccién del movimiento rapido
es usado para especificar la direccidén del Nistagmus (Fig., 12 a y
b) (3, ).

Ern la mayoria de los casos el Niztaamus puede clasificarse en
dos categorias: Nistagmus optocinético y Nistagmus vestibular. E1
Nistagmus optocinético se produce por una estimulacién prolongada
v recurrente de la via visual sensible a imagenes en movimiento.

Esta forma de Nistagmus puede inducirse clinicamente colocando al
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Direccibn de la aceleracibn de la cabeza

=

canal semicircular
horizontal excitado

Neurcnas motoras——1

del rectus medial

excitadas r

canal semicircular
horizontal inhibido

Neurconas motoras del
rectus medial inhibidas

Neurcnas internucleares
abducens

Tracto de Deiters

Nicleo vestibular
medial excitado

Nicleo vestibular . v
lateral excitado
Nicleo abxducens .|
inhibido

Nervio oculamotor

Interneuronas
inhibitorias

Nicleo abducens
excitado

Nervio abducens (VI)

formaéién reticular

misculo rectus
Jateral

G

Misculo rectus
lateral

-~ —~——
nisculos rectus
medial

Fig. 12 (a) NISTAGMUS (fase lenta). Los ojos se mueven en
direccibn opuesta al movimiento de la cabeza, tendiendo a-~
preservar la fijacién visual.

Tomado de: Netter, F.H.(1983). Nervous System, Part I.
Anatomy and Physiology.



Direccién de la aceleracibn de la cabeza

— 5y

canal semicircular
horizontal excitado

canal semicircular
horizontal inhibido

Neuronas motoras del
rectus medial excitadas

~ Neuronas motoras —/]
?g}];i;idasl medial /N&cleo abducens
inhibido

|- Intermeurona
inhibitoria

NGcleo vestibular =

[ — Interneurona
excitatoria

\fannacién reticular

pontina (centro sa-
cAdico)

Fig. 12 (b) NISTAGMUS (fase répida). Los ojos se mueven
en la misma direccibn de la cabe:za.

Tomado de: Netter, F.H. (1983). Nervous System, Part I.
Anatomy and Physiology.



paciente con-la mirada fija en un cilindro.rotatoric marcado - con

ifféhjéskluminoéas vy obscuras alternadas.
- él Nistagmus vestibular se origina por un gstimﬁlo prolongade
y asimétrico de los receptores del canal semicircular del
laberintno vestibular, ¢ por desdrdenes reurclédgicos que inducen
una estimulacidén asimétrica en el nucleac vestibular o en el
vestibulacerebelo, =n ambos lados del cerebro. El Nistagmus
vestibular puade inducirse clinicaments, y se le conoce coma
Nistagmus caldrico. Se inyecta agua fria & tibia en wn ofdo vy,
dependiendo de la orientacidn de la cabeza del paciente, el frio o
el calor producen una excitacidn prolongada de une o mas canales
semicirculares, causando asf{ =1 Nistagmus (Fig. 13).

La estimulacidn asimétrica se produce cuando uno &  varios
canales semicirculares de uwun  lado son excitados [=lalg una
aceleracidn angular sostenida, mientras que los del otro lade se
inkiben. Asi, durante la fase lenta, los impulses del canal
hotizontal izquierdo excitan a las pneuwronas en los mucleos
vestibulares medial y lateral del lade izquierde, mientras que el
niclen vestibular derecho recibe mencs impulsose que 1o normal del
canal semicircular horizontal derescho. Las neuronas =n el ndclso
vestibular izquierdo excitan a las neuronas motoras que  contralan
los masculos rectus lateral derecho vy rectus wmedial izquierdos vy
activarn a las neurcnas internucleares del naclec abducens que
amplifican la excitacidn del rectus medial izquierdo.
Simultaneamerte, son inkibidas las neuronas motoras que controlan
los antagonistas de esos musculos. Come los estimulos al  canal

sazmicircular contindan, el cirouito en el nacles vestibular vy 1x

fwe
by



a) rotacibn de la cabeza

O~

movimiento ocular lento
_— T~ -

-

répido

b) c)

.agua tibia

agua fria

Fig. 13.,- a) Reflejo vestibulo-ocular.

b) y ¢} Nistagmus calbrico.

N.O. III (NGcleo oculomotor)

FRPP (Formacibn reticular parapontina)

N.A. VI (Nficleo abducens)

N. VIII (octavo nervio craneal)

Nu. vest. (Nficleo vestibular)

Tomado de: George Somjen M.D. Neurophysiology (1983).



~formacion-reticular actuah come un - integrador:

iﬁcrémento en la sefal excitatokié"e inhibitoria que llagarn a las
ﬁéurohaé motoras extraoculares, v 10;',6jd§ entonces se mueven
lentamente hacia la derecha. ‘ .Cuanda la actividad
vestibulo-extraocular responsable de la fase lenta del nistagmus
llega a cierto nivel, es interrumpida ' abruptamente por el
mecaniismo de la fase rapida que regresa los ojos a su posiciéh,

original (Fig. 12)(3, 8).

VIA AUDITIVA.

Las fibras aferentes auditivas terminan emn =1 ndcleo coclear,
el cual se divide en: nuclec coclear dorsal y nacleo coclear
'veﬁtral. Las neuronas en esos nlclecs tienen propiedades
similares: cada una es excitada por un  rango relativamente
limitado de frecuencias de sonido y puede inhibirse por tonos
fuera de ese rango. Dentro de cada naclec, las neuronas sensibles
a diferentes frecuencias se encuentran colocadas de wna manera
ordenada, lo cual da arigen a uma distribucién  tonotépica dentro
del nacleo (fig. 14) (3, ).

El resto de la via se constituye por una serie de relevos en
forma ascendente que soh: el complejo olivar superior, el nucleo
del lemnisco lateral, el coliculo infericr y el cuerpo geniculado
medial. En eszog nucleos, las sefflales de ambos ofidos interactaan
entre sf{ durante su trayecto hacia la corteza cerebral. Conforme
las sefiales van ascendiendo por la via auditiva, no necesariamente
llegan & cada nucleo de una manera continua. Asi, fibras del

niuclee coclear se proyectan directaments al ndcleo del lemnisco
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pediinculo cerebelar inferior
Nicleo coclear ventral

Camplejo olivar superior

Fig. 14.- Esquema en donde se muestra la vfa auditiva
aferente.

Tomado de: Netter, F.H. (1983). Nervous System, Part I.
Anatomy and Physiology.



lateral, y fibras Vael éompiéjo 6livérf’quetiqrﬁw
interrupcién al ccliculc inferior. Finalmahté; la sefal . aﬂdiyi&é
llega al cuerpo geniculado medixl de donde se'fprOyecta _é ia,,
corteza auditiva primaria. A pasar del entrecruzamienta dé’fléS‘,
fibras aferentes, la actividad neural gque alcanza la corteza
auditiva proviense del ofdo contralateral (Fig. 14).

El ordenamiento tonotdpico se conserva a través de toda la
via auditiva, de tal manera que regicres corticales individuales
son sensibles a frecughcias especi ficas (3, 8). Algunas
células de la corteza auditiva ehvian sus axones al nuacleo
geniculado medial vy al colicule inferior. El colfculeo inferiar
envia fibras al nuclec coclear. UWUn grupo de células localizadas
cerca del nucleo olivar superior da origen a las fibras
olivacocleares eferentes, las cuales terminan en las células
pilosas de la céclex o en las fibras aferentes gue lag inervan.
Aungue aun ho se cohoce bien la funcidn de estas fibras eferentes,
se piensa que son importantes para regular la respuesta selectiva

a sonidos particulares (Fig., 14) (3, 8).

POTENCIALES AUDITIVOS.

La respuesta auditiva del talle cerebral puzde hacerse
avidente mediante el registro electrofisioldgico de los
potenciales evocadozs de campeo libre que ocurren dentro de los
primerocs 10 milisegundos después de la pressntacidn de un
estimulo.

En la Fia. 13 se muestran las estructuras generadoras de los

poterciales auditivos en =21 humano. La duracién de eastos

20




Q v ymae

—Cr— I

U

Fig. 15.- Estructuras generadoras de los potenciales auditivos
en el humano. La duracibn de estos potenciales desde la onda I
a la VII es de 10 milisegundos.

I (Nervio acfistico)

II (NGcleo coclear)

III (complejo olivar superior)

IV (lemnisco lateral)

Vv (coliculo inferior)

VI {geniculado medial)

vII (radiaciones auditivas t&lamo-cortical)

Tomado de: George, Somjen M.D. Neurophysiology (1983).



duracién & tonos puros origina una serie.  de 4-5: ondas’ que

representan la activacion secusncial de varios nacleos
subcorticales. La onda I eg producida por el VIII hervieo, la onda
II por el ndcleo coclear, la onda III por el complejo olivar
superior, la onda IV por 21 nacl=o del lemnisco lateral y la onda

V por el coliculo inferior (19, 20).

TRANSMISION SINAPTICA EN EL SISTEMA ACUSTICO-LATERAL.

Como se ha visto, los éraanos senscoriales poseen un tipo
celular comian a todos ellos: las células pilosas, y aunque
existen diferencias morfolégicas v funcionales entre ellas, se
reconcce como una estirpe celular dnica, en la cual se agrupan la
céclea, el vestibulo v la linea lateral bajc la denominacidn coman
de Sistema Acusticeo-lateral.

Desde 21 punto de vista embrioldgico,. tanto la parte auditiva
ceme la vestibular, y las c¢élulas que 1o componen, tienen un
origen comin, por lo que se han usado indistintamente como modelos
experimentales, y los hallazges se han extrapelade haciéndolos
extensivos.

Evidencias tanto morfolégicas como fisioldgicas indican que la
transmisién sinadptica entre las células pilosas vy las terminales
nzt-viosas tahto aferentes como aferentes es de naturaleza aquimica
(6, 2t, 22, 23, 24).

Estudios ultraestructurales muestran que =21 espacio sinaptico

entre la célula pilosa y la fibra aferente es de 200 A, y la
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célula presinaptica contiena un cuerpo presiﬁéétiﬁo,‘mi;ﬁéfés:;qq5
la membrana de la terminal postsinépticaé(fiﬁra afereBté).;ﬁgestég,
un emgrosamiento (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30). k L

Los cuerpos presindpticos fueron descritos por primera vez
potr Sjiséstrand (31). en la retina, y dichos cuerpos se encontraron
después an los receptores vestibulares (6, 24, 26, 28, 30).

Investigaciones fisioldgicas han demostradao rotenciales
pastsindpticos excitatorios en las fibras aferentes primarias del
sacule del pez dorado (21) v en &)l canal semicircular de la rana
(32) . Se ha demostrade que existe un retrasc =n el potencial
sinadptico en la unidn recepto-neural del octavo nervio del pez
dorado después de la estimulacidén de la célula receptora (22).

Por su parte, an las terminalas efersntes, por mnedic de
estudios morfoldaicos a hivel de microscopia electrdnica se ha
denostrado que contienen muchas vesf{culas, algunas de ellas con
centra denso, v a nivel del contacto con la célula pilesa s2 ha
encontrado una cisterma subsinaptica. La distancia entre 1la
célula pilosa v la terminal eferente es tambign de 200 A (26, 27,
29, 33, 34, 35)

Las evidencias fisioldgicas han demostrado potenciales
postsindpticos irhibitorios en el laberinto de la rama inducidos
por estimulacidn de las fibras eferentes (36).

A pesatr de todas estas evidencias, no se ha demostrado
claramente la identidad de los neurctransmisores que actdan entre
las células pilosas y las terminales nerviosas aferentes vy
eferentes.

Fara aproximarse a una identificacién lo mas carrecta




posible de una substancia como un nelrotransmisors

una sinapsis particular, se deben cumplir una  ser

lLos pre-sinapticos son:
a) Localizacidn presindptica: Debe demostrarse qﬁek
candidato existe presindpticamente asociado
capaces de liberarlo.
b) Enzimas de S{ntesics: Las enzimas responsables de la  sintesis
del presunto transmiscr deben estar presentes en el elemento
presindptico de la =zinapsis.
¢) Liberacidn inducida por 21 estimulo: La estimulacidn del
elemento presinidptico debera liberar al transmisor candidate, vy
esta liberacién debe ser dependiente de un incremento en la
concentracién de Ca2+ intracelular.
d) Mecanismo de Inactivacidén: Debe demostrarse que existe un
mecanismo de inactivacidn, para remover al transmisor del espacio
sindptico 6 para inactivar su influencia fisioldégica sobre los
raecaptores post-sinipticos.

Loe criterios post-sinapticos son los siguientes:
a) Accidn idéntica: El transmisor que se postula deba provocar una
respuesta post-sinidptica que imite la respussta producida por la
estimulacién rnatural del elemento presiniptico.
b) Identidad Farmacoldaica: Substancias que afectan la respuesta
post-sinaptica natural deberan tener el mismoe efecto sobre la
respuesta provocada por 21 transmisor que sa poastula.

Solamente unas pocas sinapsis periféricas han cumplido con

todos loz criterios v se ha identificado al neuroctransmisor, por
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ejemplo, la acetilcolina en la placa neuromuscu}ar' de ‘los
vertebrados y 21 ganglio cervical supsrior, y la norepinefrina. . en
los nervios simpaticos postganalidnices (38).

En el ofdo internc, como se menciond anteriormente, la
identidad de los newurcotranzmisores no 38 conhoce - con - certeza,
aunque se han postulade algunas substancias 4gque clasicamente se
han descrito como tales en el sistema nervioso, las que se han
investigado tratando de cumplir con los criteries anteas
mencionados. Entre las sustanciaz que hah sido estudiadas en el
sistema Acustico-lateral y se han postulado como neurotransmisores
se encuentran: los aminoacidos excitadores (el acide 2lutamico vy
el ‘Acide aspartico), alguncs neuropéptidos, las catecolamninas,
una substancia activadora del rervio auditivo {ANAS) , la

acetilcolina y el acidoc gamma-aminobutirico (GABRA).

AMINOACIDOS EXCITADORES.

El glutamato y el aspartato son dos de las substancias que
harn sido estudiadas y propuestas como probables transmisores
aferentes en la cécles, en la linsza lateral y en la periferia
senscorial vestibular.

Las evidencias que se har obtenide en la cédclea son las
siguientes: En la cédclea del cuy, tanto el glutamato como el
aspartato producen un efecto excitatorie sobre las fibras
aferentes (39, 40, 41, 42, 43). La perfusidén del ofdo  internc
del gata con glutamato produce wun  aumento significative =1 1la

frecuencia de descarga de las neuronas aferentes secundariaz a

nivel del nacleo coclear (44). Se ha reportado inmunoreactividad



internas

to en las células pilosas

céciéé”en él,tu?ﬁ(#S)..

f"f'Sé ha propuesto due;;iégfgémihdéciQQs ' ;i§ad§reS§ ’COhﬁ
’glutémicory al aspértico; puedéﬁ é&tﬁér éH‘é1'ﬁeh6s tres tipos de
receptores que se distinguen Férmacolééicamente y que  son
preferentemente activados por los agonistas especi{ficos
N-metil-D-aspartato (NMDA), kainato (KA) y gquisqualatoe (@A). A=,
se ha encontrado que en la céclea del gate =1 KA produce uhna
activacién de las aferentes que es 10 veces mas potente que la
producida por =1 glutamato (44). En la céclea de=l cuy, el KA
Yy el GA son potentes activadores de las fibras aferentes, mientras
que el NMDA produce poco & ningun efecto (40, 46, 47, 48). La
administracién local de KA por un periodo preolongado en la céclea
de ratas produce alteraciones morfolégicas de las fibras aferentes
asociadas a las células pilosas internas, sugiriendo la existencia
de receptores glutamatérgicos en estas fibras (49, S0). Usando
concentraciones despolarizantes de K+ patra inducir una liberacidn
sincrénica del transmisor de un gran namerc de células pilosas, =e
ha demostrado =n la cédclea del cuy la liberacién de alutamico
dependiente de C32+ y estimulada por potasico (51). Se ha
encontrado gque las células pilosas de la céclea son capaces de
transportar alutamico y glutamina por un sistema de alta afinidad
dependiente de Na+. Ast{, s2 ha reportado captacidén de 3H-glutamico
y GH-glutamiﬂa en las células rilosas internas de la céclea (82,
53). En la céclea se ha encontrado que las enzimas asociadas a
la sintesis del glutamato y el aspartate (glutaminasa v aspartato

amino transferasa, AAT) se encuentran en altas concentraciones.
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As{, la glutaminasa se localiza especialmente en las células
cotleares internas. Sin embargo, la distribucién de la AAT parece
indicar una mayor participacién de esta enzima mas bien en el
metabolismo energético de las células que en la transmisiédn
sinaptica (54, 55, 56, 57, 58, 59).

Ern contrapcsicién a estos resultados, se ha reportado que el
NMDA no tiene ningun efecto sobre los potenciales cocleares en el
cuy (60). En estudios con HPLC tampoco se ha demostrado un
aumento significative en la liberacidn de glutamato y aspartato
ante estimulacién auditiva de la cédclea del cuy (61, 62).

Existen ademas, evidenciacs que implican al acido aspartico en
la transmisién eferent2, puesto que se bhan detectado granulos
radiactivos en terminales eferentes de la céclea cuande é&sta se
incuba con 3H-aspértico (63).

Las evidencias que se han obtenido en 1a 1linea lateral a
favor del glutamico y el aspartico como neurotransmisores son  las
siguientes: Se ha reportado que el glutamato mimetiza la accidn
del estimulo natural en los electroreceptores de los paces y en la
linea 1lateral de 1la rana (40, 64, 65, 66, 67, 638, 6£9). El
glutamica vy el aspartico fueron de las primeras substancias que
se mostrd que inducen un incremento en la frecuencia de descarga
de las fibras aferentes en la linea latera de Xenopus laevis
(64, 65, 70, 71). La estimulacion fisioldaica de la linea lateral
de la rana produce un aumento siganificativo en la liberacién de
glutamato (72, 73). Se ha encontrado que el NMDA, KA v @A tienen
un efecto activador en las aferentes de la linea lateral de la

tana (40, 64, 66). El Cig-2,3-piperidin dicarbox{lico
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(cis-2,3-PDA) v el gamma: —gLici;; TDGEE); rques mson

antagonistas  de los ’ ahiﬁéﬁ@f&qé’;fegcitédores, suprimen la
actividad espontanea v la éxéitéciéﬁ inducida por el movimiente
del agua en la linea lateralr de H; laevis, a concentraciones
tan bajas como S0-100 uM. El acido kinurénico (KYN) ez wun poca
menos  potentae  (125-250 uwM)  (74). Las tres drogas actuan
competitivamente a concentraciones menores de  S00  uM. El
trans~2,3-PDA ho tiene ningurm efectce sobre la actividad de la
linea lateral a corncentraciones de 1-2 mM, indicando gqu=z la aﬁcién
del cis~2,3-PDA es estructuralmente espec{fica. Puestce qu= el
cis-2,3~PDA, DGG y KYN actuan sobre los tres subtipos de
receptores (NMDA, KA, @A), estos hallazgos sugieren gue ademis de
los receptores NMDA, tambiém e2stan involucrados los receptores KA
y posiblemente los BA en la transmisidn aferente en la lin=a
lateral (74).

Las evidencias a favor del glutamico como el neurctransmisor
aferente en el vestibule son las ciguientes: El glutamato
mimetiza la accidén del neurotransmiser natural en los canales
semicirculares de la rana (73, 76). Se ha encontrado que el NMDA,
KA v GA tiensn un efecto activador en las aferentes de los
canales semicirculares en la rana (77). En el saculo, la
lagena vy los canales semicirculares del ajolote Ambystoma
mexicanum se han estudiado los efectos del alutémica vy el
aspartico, los cuales cumplen con el criterio de similitud de
accién, va que la respuesta evocada por =llog remsda la  producida
por  estimulacion  fisioldgica; ademas, los antagonistas del

alutamico v el aspartico bloquean la respussta a la estimntlacisdn



mecénfca (78). En  contraposicisn  a estos‘”rééuitédbs, se’ ha
reportado que la  actividad producida  por el élugamaio en' las
aferentes primarias en los canales semicircﬁlares de la  rana, .se
agsocia con una despolarizacidn de las células pilosas que éstas
inervan (73).

Aungque existen evidencias parciales, no se cumplen las
criterios que permitan afirmar que =1 glutamato 25 =1  transmisor
aferente. Entre ellos, rno s=2 ha lograde demostrar de manera
convincente que el glutamato realmente se libera durante la
estimulacidén (al mernos en la céclea). La existencia de mecanismos
de sintesis y degradacidn del glutamato no indica que éstos  estén
asociados hecesariamente a su funcidén come newrotransmisor,  ya
que pueden azociarss al metabolismo normal de la célula (62).
Por 1lo tanto, ya qQues 21 glutamico es un potente agente
despolarizante, es dificil concluir definitivamente sobre 1la
espacificidad de su accién en las aferentes primariaz, ya 4Que el
glutamico puede activar directamente las células sensoriales ©
inducirv efectos secundarios comno la liberacién de otras
substancias. Por otro lado, a resar de las evidencias que indican
que el glutamato pudiera ser el transmisor en las células pilosas,
rno s2 ha logradeo caracterizar con precicion en un mismo sistema la
accién de diferentes agonistas y antagonistas, asi como estudiar
su efecto en la descarga basal y en la respuesta ante la

estimulacién fisioldgica.

NEURQFEFTIDOS.

Existen evidencias experimentales que involucran a las



gngefalinas como posibles transmisores eferentes, implicando  que
sus sistemas coexisten cor el de la acetilcolina en terminales
eferentes (79) Las evidencias que se han obtenido en la <éclea
son las siguientes: La existencia de péptidos neurcactives en la
céclea fue descrita por primera vez por Fex vy  Altschuler (80):
ellos demostraron inmunoreactividad semejante a las encefalinas en
las neurorias olivococleares aferentes de la cédclea del cuy (S0).
Posteriormenta, Hoffman y col. (81) identificaron deos fracciones
que cantenfan metionina-encefalina en  la céclea del  cuy,
utilizando separacién por cromatografia liquida de alta presidn
{HPLC) vy posterior radioinmunoensayo. Dt-escher y col. (61)
también detectaron un compuesto semejante a metionipa-2ncefalina
en  la perilinfa y encontraror Que aumenta daspués de la
estimulacidn con sonido, Estudics de  itmunocitoguimica  han
demostrado un efecto diferencial en el grade en qu= se marcan las
eferentes que contactan a las c#lulas pilosas internas vy  externas
de la céclea, zugiriendo la 2xistencia de cubcsistemas de fibras
eferentes (82, 83, 84). Estudios adicionales wtilizando HPLE
hanrn demostradoe la existencia de diferentes péptidos derivados de
la proencefalina A ascciados al sistema olivecoclear (25, 26).
La inmunoreactividad a las encefalinas desaparsce en animales
deferentados, indicando la asociacién de estas substancias  al
sistemna eferentz {(57). Az1 nisma, se ha encontrado
inmunoreactividad ascciada a péptidos derivados de la
proencefalina B (prodinorfina) en la céclea del cuy (82).

Fex y Altschuler han sugerido que las encefalinas pudieran

funcionar junto con la acetilcolina en la transmisidén eferente

IN]
0



(80).

“En.la linea ‘lateral de la rana se ha eﬂcdﬁtfédq_

“relacicnado con el gen de la calcitonina, en el isistema ‘eferente =

T

Enkél sistema vestibular del corejo existe inmunoreactividad
a substancia P (90), localizada en las terminales aferentes en
forma de caliz que inervan a las células pilosas tipo I del
utriculeo vy el saculo (91). Trabajos posteriores han demostrado
inmunoreactividad a substancia P vy a colecistocinina en 21 cuerpo

de las células pilosas (92).

CATECOLAMINAS,

Las  catecolaminas han sido postuladas COma posibles
transmisores aferentes en las células pilosas (93, %4). Sin
aembargo, no se ha encontrado que los  antagonistas  adrenéraicos
tengan efecto &lguno en l1la descarqa de las fibras aferentes
cocleares (93), ni que la noradrenalina ejerza wun  efecto
excitatorio sobre las mismas (96). Tanpoco se  ha encontrado
actividad de la tircsina hidroxila;a e la coclea de mami feros por
lo tante, la evidencia actual indica gque las catecolaminas no

participan en  la transmicidén aferente en sistema de células

pilosas.

SUBSTANCIA ACTIVADORA DEL NERVIO AUDITIVO (ANAS).
En la perilinfa de sapos vy cuyes sujetos a estimulacidn
auditiva se ha detectado que se libera wna substancia, la cual

ejerce un efecto excitador sobre la frecuencia de descarga an
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fibras aisladas del nervio auditivo.” ?Qf'éété motivo se& ”iéwrﬁaw
llamado “"substarncia activadora del nervion auditivo" (ANAS) (97,
§8). Aunque estos experimemntos no se han reproducido en  esa
misma linea, recientemente ze han aportado nusvas evidencias que
indican que existen factores activadores del mervio auditivo cuya
estructura quimica aun no se ha determinado (99). Se han
encontrado al menos dos substancias excitadoras gque se libaran del
oido interno del pez: una de bajo peso molecular (cerca de 200) vy

otra de mayor peso molecular (cerca de S000)(99).

ACETILCOLINA (Ach).

Existe considerable evidencia que indica que la acetilcolina
es el neurotransmisor eferente en la céclea de mami feros (40, 100,
101). Una de las evidencias farmacoldgicas 25 la demostracién de
qua la atropina, la D-tubocurarina, la alfa-bungarotoxina y otros
agentes anticolinérgicos, cuando se aplican intracoclearmente
bloquean los efectos de la estimulacion eferente, sin  afectar
ninguno de los potenciales ascociados con la transmisidn aferente.
Se ha demostrado que cuando se escinden vy degensran las eferentesg
del haz olivococlear, la actividad de la acetilcolinesterasa
(AchE} disminuye hasta un nivel no detectable (102, 103}, E=zto
indica que la AchE estid localizada exclusivamente en las
terminales eferentes y que la inactivacién enzimiAtica de la
acetilcolina tiene lugar presinapticamente. Tamhién se ha
demostrado 4que la colinacetiltransferasa (CAT) se encusntia
axclusivamente en las terminales nerviosas efarentes en la cdclea,

y qua la actividad de la CAT en la céclea dismibuye a hniveles ho
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detectables despué; ?;éiaaﬁg.&iégr efe éniés”*sbn"secciﬁhadésqu
deééneran (104). Acsi, otras estructuras coclearés, inclu;énao”ﬁé
la célula pilosa sonh incapaces de sintetizar acetilcolina. Esto
ha sido confirmade por estudice en los que se encontrd
inmunoreactividad a la CAT en  lazs terminales eferentes de las
células pilosas tanto internaz como externas (105).

Evidencias tanto fisioldégicas, como histoquinicas Y
bicquimicas, implican a la acetilceolina en la neurotransmisidn
vestibular eferente de algunos vertebrados. Se ha demostrado un
transporte retrdégrado de 3H-colina potr las sinapsis eferentes 2K
el laber into del gato (106). Las terminales eferentes de
probable naturaleza colinérgica en el sistema vestibular ejercen
un efecto ténico inhibitorio saobre la actividad aferente
proveniente del receptor vestibular (107, 108, 109, 110).
Técnicas histoquimicas describen la presencia de
acetilcolinesterasa (AchE), la enzima quie dearada a la
acetilcolina, a nivel de la periferia sensorial vestibular de
alogunos vertebradeos (111, 112, 113). Existen evidencias que
demuestran que las terminales vesiculadas (eferentes)
provenientes de centros superiores, se tiflen selectivamente para
la AchE por métodos histogquimicos (114) y esta tincidn desaparece
después de la escisidén del nervio vestibular (115). En
postericresz estudios se encontré que también 1la CAT desapatrece
después de escindir este nervio, lo cual sugiere su  localizacidn
en la terminal eferente (116). Durante 21 desarrclle en el peollo
s ha visto que la actividad de la CAT apatrece tardiamente,

coincidiendo con la llegada de las terminales eferentez al
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epitelio sensorial (117).

Se ha encontrado actividad. de lajuéaliﬁacetiitransferésa.
(CAT), la enzima de sintesis de la acetilcolina, en- el labérinto
‘aislado d=l pez (118), de la rana‘(ilé), del polloc (119) y del cuy
(120, 121), siendc nuestro grupo en México el primerc en encontrar
actividad de CAT en vertebrados superiores. También se ha
repartado que existe un mecanismo de captacién de 3H-colina que es
dependiente de sodico y energia, y la liberacién de 3H-Ach
dependiente de calcio, en el laberinto de la rana (122, 123). Se
encontrd actividad de la acetilcolinezterasa en el vestibule de 1a-

rana (124) y del pollo (125).

ACIDPO GAMMA-AMINOBUTIRICO (GABA).

El casc del GABA no es tan claro como el de la Ach, pues 3se
tienen evidencias contradictorias en cuanto a su participacién en
la neurotransmisidn. Histéricamente lo primero que se estudid
fue la céclea, y a continuacidén se mencionan las evidencias
abtenidas en este sistema.

Substancias similares al GABA se incrementan en la perilinfa
de cuyes después de una estimulacidén sonora (61, 126). Existen
evidencias que asocian a la funcidn del GABA coh 1la inervacidn
eferente del ofdo interno: Se han encontrado granuleozs radiactivos
en las terminales =ferentes de la céclea, cuande ésta se incuba
con 3H—GABA (127} y la captacidn de GABA se ha localizado
preferentemente entre las terminales de las fibras eferentes (63,
128). Estudiocs por inmutocitoquimica han ascciado al GABA a los

sistemas eferentes en la céclea del cuy (56, 129) y del mono

33



130 "“Léibic?othina»y,lé.bicyculgnavfééaééﬁvfé Tinfluencia-—de

la.estimulacidén eferente en la céclea (131).  En contraposicion &

‘estos resultados. se ha reportado que en la céclea del gato y del

cuy no existen niveles suficientes de las =nzimas claves asociadas
a la sintesis y degradacidn del GABA: la GAD, la transaminasa del
GABA (GABA-T) vy la deshidrogenasa del semialdehido succinico
(SSADH) (132, 133); y estudios con agonistas del GABA no medifican
significativamente la respuesta de las fibras aferentes cocleares
en 21 gato (131).

Coincidentemente, el GABA es incapaz de remedar el efecto de
la estimulacidén de las fibras aferentes en la linea lateral del
Necturus (134). Ademas, se ha reportade que &l GABA tiene wuna
accidén irnhibitoria ern la linea lateral de la rana, similar al de
agonistas colinérgicos (13%).

lLos estudics bioquimices acerca del GABA en =l vestibulo han
sida muy recientes, habiendo un  lapso de tiempo muy grande entre
loz estudios de Flock vy Lam (1974) v los experimentos bioquimicos
realizados por el grupe de HMéxiceo, =1 primerc en estudiar
bicquimicamente =1 GABA en vertebrados superiores., Asl, Flock vy
Lam reportaron sintesis del GABA, &mn el canal semicircular de
la raya (118) y en la parila anfibiana 1la cual carece de
inervacién eferente (118). El grupo de México encontré actividad
de la galutamato descarboxilasa (GAD) en las crestas ampulares del
pollo (136), de la rana (116) y del cuy (120, 121, 137} y
ademas, demostraron la unidn especifica de 3H-GABA a una
preparacidn membranal cruda de crestas ampulares de polle,

sugiriendn la presencia de un receptor sinaptico a GABA (138).
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También se ha reportado la existencia de un sistema  de captacidn
de alta afinidad dependiente de sodic y energfa, posiblemente
representando un sistema inactivador de GARA, en crestas ampulares
del pollo (139). Loz niveles de la GAD aumentan durante el
desarrollo de manera paralela a la maduracidén de las células
pilosas del epitelio sensorial en =1 vestibulo del pollo (117).
Entre las evidencias farmacoldégicas se encuentra el hallazge de
que la picrotoxima inhibe la actividad ezpontanesa y evocada en
el nervio aferente del canal zemicircular de la raya (113). Se
ha demostradco que la aplicacidén iontoforética de GABA incrementa
la actividad espontinea en la macula del zacule del gato (140); la
bicuculina vy la picrotoxina bloguean esta respuesta (112, 140).
El tratamiento exitoszo con picrotoxina de pacientes que  sufren
Vcrisis de vértigo de origen periférico, puaden correlacicharse con
la existencia de un receptor a GABA en 1z periferia sernsorial del
labarinto (141). Experimentos irmunoccitoquimicos han demostrado
reactividad parecida al GABA en las células pilozas del vestibula

de pollo (142, 143). En estudics recientes se demostrd gque esta

3

inmunoreactividad tambiérn ecstaba asociada a algunas fibras. Si
embargo, al investigar la inmunoreactividad & la GAD, 36la se
encontrdé en las células pilosas (143). En el mismo estudic, el
hallazgo de inmunoreactividad a GABA-T (enzima de degradacidn del
GABA) tanto en las terminales aferentes como =n las celulas
del ganglio vestibular, sin encohtrarse en las células fpilosas,
explica la pressncia de GABA-T en las fibras y es compatible con
su papel de enzima que degrada al GABA, removiéndolo de su sitio

de accidn y asi, inactivando su funcidén como neurotransmisor



(143).  En  mami feras, sélo se ha estudiado el mono arafia en
;el cual s2 ha encontrado inmunorsactividad parecida a GABA  en las

terminales nerviosas eferentes vestibulares (144).

Conmtradictoriamsnte a este acumulo de evidencias, =1 GABA
no tiene un efecto excitatorio en la respuesta evocada de las
crestas ampulares de la rana (145), v ni el GABA ni 21 rmuscimol
tienernn un efecte significative sobre 2l potencial de reposc
de las terminales aferentes ni en =21 laberinto de la rana (77)
ni en el del ajolote (146). Es posible gque =n los anfibios, =&
pesar de haberse hallado sintesis de GABA (118), éste tenga otro
papel en el ofido interno.

Por lo anteriocr, o3 claro que solo existe evidencia
incompleta en los mamiferos que apoye al GABA y 1la acetilcolina
como postulados neurctransmisores vestibulares, por leo gque en
este trabajo se pretende aportar ciertas evidencias experimentales
en apovo a esa postulacidn, estudiandoe la sintesis de estos

compuestos en al vestibulo de la rata.

MODELO Y ENFOQUE EXPERIMENTAL.

La mavoria de los estudios del GABA vy la acetilcolina como
neurotranzmisores en el vestibulo se han efectuade en peces,
anfibios y aves. En mamiferos, existen pocos reportes en donde
se sugiere que estos dos mediadores participan en la
neurcotransmision vestibular (120, 121, 140, 144). En el presente
trabajo se usé a la rata como modelo para aportar evidencias a
favor del GABA Y la acetilcalina como candidatos a

neurotransmisores aferente y eferente, raspectivamente, en el
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've%ﬁiéuléLdéiloé mamiferos..

Se usaron los érganos.veétibularésraislados del ofdo interno
‘debratas pigmentadas Long-Evans. poma cfitério principal para
postular al GABA vy a la acetilcolina como candidatos a
heurotransmisores en el vestibulo de la rata, se determinaron las
actividades tanto de la glutamatce descarboxilasa (GAD, enzima de
sintesis del GABA) como de la Colin acetiltransferasa (CAT, enzima
de sintesis de la acetilcolina). Este criterio es importante, no
solo porque la velocidad de formacién del transmizor, como de
cualquier metabolito, depende de la actividad de la enzima
sintetizante, sino también porque la poza metabdlica de la cual
se liberan preferentemente los neurcotransmisores es una poza de
neurotransmisor raecientemente sintetizado (147). Ademnas, 1a
localizacién de las enzimas sintetizantes, decsde el punto de
vista de su distribucidén tanto regiomal como subcelular, se

correlaciona con la funcidén simaptica del neurotransmisor.

LOCALIZACION CELULAR DE LA CAT Y LA GAD.

El hecho de encontrar la actividad de estas enzimas (GAD vy
CAT), apovarfa la participacién tanto del GABA camo de 1la
acetilcolina en la transmisidén sinéptica. vestibular, pera no
aportaria informacién sobre su localizacién celular, por lo que en
este trabajo fué necesario buscar un modelo experimental que nos
raespondiera esta pregunta. Para determinar la localizacidén celular
tanto de 1la CAT como de la GAD, se utilizaron animales
hipotiroideos como modelo.

El hipotireidismo producide ™"in Gterc" nos permite tener
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"~ 'séparadas

“nervicsas.

las_poblaciones celularss vestibulares de 'las  fibras

Los antecedentes son ‘los siguiertes

s LR HORMONAS TIROIDEAS.

La funcidh principal de la glandula tircides es la produzcién
de hormonas tiroideas (derivadogs vyodados de la tirosina), que
estimulan el metabolisme energético y  son esenciales para el
crecimiento v desartrolle thormales. Las principales hormonas
secretadas por la tircides sor la tiroxina (T4) Y la
triyodotironina (Tg). La triyodotironina también se forma en  los
tejidos periféricos por desyodacidn de la tirexina (fig. 1&).

Las hormonas tiroideas tiemen un papel trascendental en  la
regulacién metabdlica tanto del individuo en desarrclle como del
maduro. En el feto, su funcidn es fundamental para 21 crecimienta
y la diferenciacidrn, mientras que en el animal madura las hormonas
tiroideas regulan el balance eshnergético. La L-tiroxina vy la
L-trivadotironina son rroducidas por la tiroides y secretadas al
torrente sanguineo que las distribuye por todo el crganismos su
accidn se ejerce practicamente sobre todas las células corporales.
Las {nfimas cantidades secretadas estan minuciosamente reguladas
por un sistema complejo que s origina en =21 sistema nerviosao
central, vy cuyo estimulc se amplia gracias al hipotalamo y a la
hipdfisis, pero se reduce par retraalimentaciéon =n la que los
miveles circulantes de T3 y T4 libres reprimen la producciéhn de la
hormona estimulante de la tircides (TSH) en la hipédfisiz, vy quizas
da é=ta misma, al inhibir la produccidén de su  hormona  liberadora

(TRH) en el hipotalame. Ademas, las cantidades de hormonas que




CONFIGURACION DE LA MOLECULA DE TIRONINA

TIRONINA
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Fig. l16.~ Se esquematiza la molécula de tironina,
que es la estructura quimica b8sica a partir de la
cual, dependiendo del nfmero y de la posicibn de -
los &tomos de yodo que contenga, se sintetizan las
hormonas tiroideas.



iiegan hasta las céiulasv para establece;”"Qﬁ;rxcgga;c{én'Tébéiﬁé
(ewtiroidea) se encuentran finamente reguladas por dos proteinas
rlasmaticas: TBE (thyroid hormone-binding alobuling) vy TBPA
(thyroid hormone-binding prealbumin), las cuales avidamente unen
las hormonas tiroideas de manera qu= 3s6lo una pequela fraccidn
(mernos del 0.3%) de la cantidad total circulante se encuentra

libre. Finalmente, deszyodasacs tisulares convierten a la T4 =h Tg,

de actividad intrinzeca cinco veces mayor que la T4 (148, 149).

BIOSINTESIS, DISTRIBUCION Y METAROLISMO.

Aunque el yodo es un elemento que se encuentra sélo en trazas
en el medio ambiente y en la dieta, la tircides lo extrae
avidamente de la sangre, en donde se encuentra en forma de yodurco,
pPor un procesoc de transporte activo. En las células tircideas, el
voduro es convertido por uha peroxidasa en una forma capaz de
yodar los residuos de tirosina presentes en una glicoproteina
1lamada tircglobulina. Las motcy ado y diyodotirosinas
resultantes reaccionan entre s{ en la matriz proteica para formar
di, tri y tetrayodoctiraoninas. La tircglobulina yodada se
almacena en las células foliculares tiroideas vy a partir de ella,
por proteslizis, se liberan T3 Yy T4 (fia. 17). S6lo  aquellas
concentraciones diminutas de T4 y T3 que se encuentran libres en
la cZirculacidén pueden metabolizarse, la ruta principal es 1z
desyodacidn de T4 a T3 Yy & r-Ts, y de észtas, a otras tironinas
inactivas (148). La mayor parte del yodo asf{ libzrado se
reabscrbe emn el rifdn.

MECANISMU DE ACCION. - Se han descrito 3 tipog de receptores para
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Fig. 17.- Esquema representativo de la sintesis y
metabolismo de las hormonas tiroideas.
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Tomado de:-Harper, H.A. Manual de Qufmica FisiolBgica.
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las hormonas tiroideas: membramal, citoplésmice y nuclear. El
receptor membranal tiene una participacidn incierta, ya que se ha
demostrado que la T3 puede cruzar la membrana plasmatica de las
células blancoe sin requerir de un receptor espec{fico; sin
embargo, en algunos casos la participacién del receptor membranal
ha resultado =sencial para el transporte desde la membrana hacia
el citosol. El receptor citoplasmico puede servir como un sistema
de almacenamiento citosdlico de la hormona. Los efactos
metabsélicos ejercidos por las hormonas tiroideas se relacionan con
actividades mitocondriales: en este organelo aumentan el consumo
de ox{genc y desacoplan la fosforilacidén oxidativa, por 1o gque
se ha concsiderado la posible existencia de un recaeptor
mitocondrialy =in embargo en la actualidad existe wn consenso
general que atribuye los diversos efectos metabdlicos de  las
hormonas tirocideas al resultado de la interaccidén hormnonza
tiroidea-receptor nuclear, que conduce & la eintesis de nuevas
proteinas.

Las hormonas tiroideas no requieren una translocacién hacia
el nacleo. Los sitios hucleares para T‘.3 presentan uwna alta
afinidad, estan ascciados a protefnas mucleares no-histohas, v su
peso molecular después de su solubilizacidén es d= cerca de S0000
d. La interaccidén de T3 y algunos analogos con =1 receptor
tnuclear, se refleja en un aumente e2n la actividad de la RNA
polimerasa, con la consecuente formacién de RNA (150).

Se conoce que los mensajaros de tercer orden actdan a través
de induccidén de cambios gendmicos (1S50). Sin embargo, las

hiermonas tircideas son los Grnicos miembros de este arurpo patra
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redlulal’

se ha demostrado la presencia de “recsptores' a nivel mitocondrial’

v un efecto inmediata en la membrana telulakv115f;‘i52).,f

ACCION DEL PROPILTIOURACILO.

Esta droga (2-tio-4-hidroxi-6-n-propil-pirimidina) se ha
usado en la terapéutica en el tratamiento del hipertiroidismo como
una droga antitiroidea. E1 propilticuracile actda impidienda 1la
reaccidn quimica entre la tirosina y el vado para formar tiroximna,
pero ho inhibe la capacidad de concentrar yodo, por parte de la
glandula tiroides (fig. 13), El propiltiouracilo, ademas de
inhibir la sintesis de hormonas tiroideas, dizminuys la conversidn
pariférica de T4 a T3 (149). Un aspecte de gram importancia an
relacidéhn con el usc de esta draoga es que atraviesa la placenta vy
se excreta en la leche materna, por lo tanto es capaz de inhibir

la funcidén tiroidea del feto y del neonato (149).

EFECTC DEL HIPOTIROIDISMO EN EL. DESARROLLO DEL CEREBRO.

lLas hormonaz titoideas tienen wun  papal vital en el
desarrollo del sistema nervioso. El examen del cerebro de
animales hipotiroideos revelx un desarrollao deficiente,

particularmente de lag redss axdnicas y dendriticas; provoca
sevaras disturbios de sinaptogénesis, heurotransmisidn,
mielinizacidr y migracidn neural, asi com2 wun retardo en la

maduracién de la glia (153, 154, 155, 156). Los efectos mas
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Fig. 18.~ Esquema en donde se representa (A} la f6rmula del
propiltiouracilo y (B} puntos de ataque de los medicamentos
antitiroideos. MYT = monoyodotirosina, DYT = diyodotirosi
na,



- TEighificativos-de-las.hormonas tiroideas tienen 'lugar durante el

‘Perfodo critico de desarrollo del ..cerebro. cuando  ‘las  neuronas
empiezan a diferenciarse (157). Aunque cada neurona parece  Gnica
en su-funcién, todas las neuronas experimentan una . transformacidn

mor foldgica coman durante este perfodo (154, 158).

EFECTO DEL HIPOTIROIDISMO EN EL 0IDD INTERNO.

Los efectos de las hormonas tiroideas sobre la sintesis de
proteinas y actividad enzimatica no se limitan al cerebro vy hay un
gran numero de tejidos que se alteran con la administracidn de las
hormonas tiroideas ¢ con su deficiencia.

Otro efecto de la deplesidn de las hormonas tiroideas es la
pérdida de la funcién auditiva. Estudios prevics han demostrado
que en la rata, el hipotircidismo congénito inducide por PTU
impide el inicio de la funcién coclear (159) v causa alteraciohes
estructurales en el &rganc de Corti (160, 1é&1). En ratones v en
tatas hipotiroideas se ha demostrado que las anormalidades en el
érganc de Corti no ocurren si a los animales previamente tratados
con PTU se les administra pequeRas desis de tiroxina durante el
perfioda normal de desarrcllo coclear (162). También se ha
comprobado que existe un periodo critico en el cual el efecto del
PTU sobre =1 érgano de Corti se puede hacer reversible (162, 163).

En ratas normales se ha demostrade que =l patrén de
sinaptogénesiz s diferente entre las células pilosas internas vy
las externas. La sinaptogaénesis en las células pilosas internas
esta practicamente termirada al momento del nacimiento, yva que lasz

células pilosas internas se encuentran con contactos sindpticos
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tanto: aferéntes coﬁo eferentes Yy las sinapsis preééntan
carécteristicas maduras.  En contraste, durante las dos primeras

 semanas de vida posthnatal las células pilosas externas se
encuentran inervadas solamente por fibras nerviosas aferentes; las
terminales eferentes se desarrcllan durante la segunda semana
(161). En las ratas hipotircideas, no se sncontraron diferencias
con los controles, & nivel de las células pilosas  internas,
mientras que la sinaptogénesis a nivel de las células pilosas
externas mostrd claras diferencias cuando se compard con  los
controles; las terminales nerviosaz efarentes nunca hicieron
contacto con las células pilosas en 1los animales hipotiroideos
(161).

Con respecto a la parte vestibular, en una especie tan
inmadura como lo es la rata al nacimiento, en la cual la funcidn
tiroidea empieza relativamente tarde (en el dia 18 de gestacidn),
el rapido incremento en el nivel de las hormonas tiroideas con un
pico al inicic de la tercera semana de vida posthatal, coincide

con una fase importante en el desarrollco morfoldégico y funcional

de los receptores vestibulares (164), Durante esta fase, la
diferenciacidén y la sinaptogénesis son particularmente activas
(165). Por lo tanto, la participacién de las hormonas tiroideas

durante este perficdo puede ser realmente importante.

Se ha treportado que el hipotiroidismo conduce a alteraciones
en la maduracidén de los receptores vestibulares, afectandoe 1la
diferenciacidn de las células pilosas tipo I vy  especialmente su
inervacidén eferente (166). Se han demostrado 1los efectos del

hipotiroidismoe producide "in Jdtero" sobre la maduracién del
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inervacién de &stas (167). El retarde en 1a madukacién‘ dél'
epitelio semsorial se observa va al nacimiento y persiste a ~la
edad de 3I3F dias. A ecta edad, los receptores vestibulares en
los animales hipotiroidezos exhiben marcadeos signos de  inmadurez.
El resultado mas importante del hipotircidismo fué la imnadurez
persistente de los contactes sinapticos. For lo tanto, las
Gltimas células en diferenciarse, durante la segunda semana de
vida postnatal, soh las mas susceptibles a la deprivacién de las
hormonas tiroideas.

Ya que en el hipotircidismo el vestibule se encontraria en
ausencia de contactos simapticos maduros. vy  sélo con - células
pilosas que han alcanzado la madurez, en el presente trabajo se
midieron las actividades de la CAT y de la GAD en el vestibule
aislado de rata pigmentada Long-Evans, con el objeto de
identificar los tipos celulares en donde se ubican estas
actividades. Lo que se esperaba encontrar =c ambas enzimas (CAT

y BGAD) en los vestibulos de ratas normales, misentras que en  los
animales hipotiroidecs deberia encontrarse una disminucion de
aquella snzima Sue se hallara en las terminhales sindpticas 6 tipos
celularez inmaduros, D=l mismo  modo, la actividad que se
encontrara en las células receptoras & botones sinapticos maduros
nho se verfa afectada.

Para comprobar que el =2fecto del PTU era mediade por las
hormonhas tircideas, y o un efecto directo sobrs =1 vestibule, se
trealizé la terapia de resmFelazo hormonal administrando

tiroxina a animales previamente tratados con PTU. Con este
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GAD e estos animales.

Para comprobar el estado hormonal der l&é’ énimales, se
hicieron las determinaciones de tiroxina (T4) y. triyoedotironina
(TB) e suero, de todos los arupcs experimentales (control,
hipotiroideo vy PTU—T4).
EXPERIMENTOS ELECTROFISIOLOGICOS. - Los efectos del hipotiroidismo
y da la terapia de reemplazo hormonsl, sobre la funcidn vestibular
y auditiva, también se estudiaron elechtrofisicldgicamente: con la
técnica del reflejo vestibulo-ocular postrotatorio (VOR), para
medir la funcidn vestibular; vy con la medicidn de los Potenciales
provocados Auditives de Talle Cerebral para medir la funcién
auditiva.

Para conocer el estado general de salud de los animales, se
hizo un  seguimiento del paso de éstos en todos los grupos

experimentales.,
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MATERIAL Y METODOS.

“El animal utilizade en todoz los experimentos. fué la rata
pigmentada Long-Evans, de una colonia ubicada en el Laboratoric de
Otoneurobiioquimica del Instituto de Fisiologia Celular, U.MNM.AM.,
desarrolladas a partir de piez de cria obtenidos del Centro Médico
del I.M.S5.S.

FROCEDIMIENTO DE DISECCION.

Los animales se decapitaron sin anestezia. S= abrid el cranec
sagitalmente v se extrajo totalmente 21 cerebro.  Se separaron las
bulas auditivas del husso temporal, y bajo el " microscopio
estereoscdpico se  extrajo el  vestibule cqmple#o (las crestas
ampulares, el utriculo y el saculo) de ambos oidos,  los. cuales
se recibieron en el medic de reaccién frico.

Para la reproducci=~n de los animales se pusieron a 3 ratas
lhembras con  urn macho. La presencia del tapdn wvaginal fusd

considerado como el primer dia de gestacidm. Las ratas Frreffadas

se separaron del macho y se colocaron =2n cajas individuales,

manteniéndolaz con acceso libre a la comida  (Purina rat chow) v

@l agua. Asi mismo, tanto la tempsratura (22-26%0) y los ciclos

de luz-obscuridad de 12 horas sge mantuvieron constantes durante

todo el tiempa de expsrimentacidr. Después del nacimiento, se le
-

dejd a cada hembra entre & v 10 crias y se les mantuvo bajo las

mismas condiciones que sus progenitoras.

46



GR‘LI‘PD.S?EXF;ERiﬁl;':N‘;r'AL.!:—‘;S'.'i _ :

Los .grupos  fueron procesados ’simultaneaménﬁe;.éé :cémadas7
ﬁacidas el.mismo dfa y mantenidés en condicibhéézéimilaiés;
1.- GRUPD CONTROL. Este grupo no se sometid a ninguna manipulacion
experimental vy s les mantuvo el acceso libre a la comida y al
agua.
2.- GRUPQO HIPOTIROIDEO. El hipotiroidismo fue inducido en ratas
preffadas a partir del 17° dia de gestacion por la administracisn
diaria de 50 mg & de 75 mg de propiltiouracilo (FTU), disuelto en
el agua de los bebederos. Freviamente se determind el volumen de
agua ingerido diariamente por cada ratas; en un grupo de 10 ratas
se mididé el volumen de agua bebida diariamente por cada una vy se
administréd el PTU disuelto en el promedic (20 ml diarios). El
tratamiento fué iniciado =1 170 dia de gestacidén y se continud ‘en
la progenie a través de la leche materna y posteriormente, en el
agua de los bebederos, hasta =1 momento en que se sacrificaron los
animales. Con los anmimales hipotiroideos se tuvo un cuidade muy
espzcial en las etapas finales de experimentacidn, manteniéndclos
por medic de un foco eléctrico a 37°C ya que presentarn  hipotermia
y se mueren facilmente. Después del deztete =2 les alimento
maralmente con el alimento normal de las ratas, pero hecha
papilla con agua tibia, para que se alimentararn normalmente hasta
el momento en que se sacrificaron.
3.- GRUPD CON TERAFPIA DE REEMPLAZO HORMONAL (PTU-T4).—Eonsistié
an administrar L-tiroxina (T4) por  via intramuscular, & ratas
hipotircideas previamente tratadas con PTU, a partir del 12°

dia de vida posthnatal, el cual es el periodo critico del
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desarrollo{vestibular'(163). La dosis ‘dé hormona . administrada

cédétafé‘depende:de,)a»edad del animal y- !fué'”céléulada de los

datoé de Vigouroux obtenidos del dé;ﬁfféi
en la rata (164).

Para determinar =1 sstado geﬁeral de’ éélud dé'los aniaaleé;‘
e realizdé L seguimiento del peso en los treé grubosi
experimentales: control, hipotireidec v con terapia de reemplazo
hormotial (PTU-T4).

Los animales del grupo contrel se sacrificaron a los 13, 15,
17, 20, 28, 38, S0 y 60 dias de edad, los del grupo hipotircideo vy
PTU~T4 s= sacrificaron a log 15, 17, 20, 28, 38, 30 v 60 dias de
vida postnatal para =fectuar las determinaciones de CAT vy GAD, Y

para determinar los niveles hormonales de Tq 1% T4 en suero.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CAT Y DE LA GAD.

Come se indicd en la introduccidn, la demostracién de las
actividades de laz enzimas de sintesis de la Ach v del GARA (CAT vy
GAD) e el vestibula del pollo, la rana v el cuy, se han usado
comoe el criteric  fundamental de su participacion e la
neurotransmisidt, por lo tamtas, algunas de sus propiedades  han
sido estudiadaz, demostrando que estas enzimas rpresentan
caracterf{sticas cindticas y de comportamiente ante inhibidores qus
hacen penzat que  las qua se shcuentran an el vestibulo son
homélogas a las encontradas en tejido nervicoso, por la gue se
tienen establecidas de antemano sus condicicones dptimas, cuyas
detarminacicones se describiran a continuacidn,

La actividad de la CAT s= determind por =1 método de Fornum
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'(168 169), ﬁcacmnes (116, 119).

'FUNDAMENTO.r La CAT c=talzza la transferenc1a de arupo” ucetllo de

la. Acet11 COA, a la celina formando dCEtllCOllha y CDanlmd “A.

2 3 3
CHS—CUD—CHZ—CHz—N -(CHS)B + HS-CoA

‘OH-CHﬁ-CH -N -(CH.) + 'CHq-CD'S'DOA —

En el ensayoc se usséd al homogenado vestibular coma fushte de
la enzima, &l cual ce inmcubd e una solucidn amortiguadora con
acetil coenzima-A marcada con tritio en el grupo acetilo, vy
colina. La acetilcolinma marcada que se forma durante la reaccidn,
se midié en un contador de centelleo,

PROCEDIMIENTCO. - Se extrajo el vestibule total de los dos ocidos de
cuatro ratas y se recibid en =1 medio de reaccidn que contenia:
fosfate d= sedic 10mM, cloruro de colina 10mM, sulfato de eserina
0.1mM, EDTA 10mM, clorurc de sodic 300mM, 0.05% de Tritédn X-100;
=e homogenizd a 550 rpm con un pistén de tefldn, com el medio de
reaccidén sumerqido en hielo. Se tomaron 0.136 ml del honogenado
y se colocaroti enr tubitos de 3 mm de diametro por 30 mm  d=2 largo
(por triplicado), se agregaron 0.06 ml d= 3H-acetil-CoA (a.=. 850
mCi/mmal): se agitd la mezcla emn vortex y se2 incubd & 37°C durante
15 minutos con agitacidn. Se detuve la reaccidn al agregar 10 ml
de la sclucién amortiguadara de fosfatos fria, con una jerinaga
hipodérmica, teniendo previamente el tubo con la mezcla de
reaccién en un frasco vial. Se le agregaron 2 ml de
tetrafenilboro en acetonitrilo v & ml de liquifluor. Se efectusd
la misma operacién con los blancos, en los que la reaccidn se
detuve al tiempo "cerc”. Tanto los problemas como los blancos se

dejaron 24 horas ehn la obscuridad y se determinéd la
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‘”frad1oact1v1dad en uneantador “de centelleoﬁ “Tant “Tog- PﬁéblemaSiff

;como los ‘blancos se determinaron por’ t%iﬁliFédalff El hdhpééﬁédo

irﬁstante se utilizé para la determlnacxén de protalnas.

La actividad de la descarboxilasa glutémlca se. determxné por
el métodn de Albers & Brady (170) co: alqunas mod1f1cac1ones

(116).

FUNDAMENTD. - La GAD cataliza ~la descarboxilacién del - grupo
carboxile 1 del glutamato, formando GABA'yic

HOOC-CH,,~CH,~CH,, = (NH,,) ~CO0H ~————  HOOC-CH,

En el ensayo se wusd como fuente de-ia:'enzim al  homogenado

del tejido vestibular, el cual se incubs  conm vacide  glutamico

14 14,

C en =21 carbono 1, el a que  se desprende en

2

marcado con
la reaccidn se capturd en una base  fuerte v se midid 1a
radicactividad =n un contador de centelleo.

PROCEDIMIENTO. - Se extrajo =1 vestibulo total de los dos oideos de
cuatro ratas, se recibié en el medic de reaccién que contenfia:
acido L-glutamico 10mM, 2Z-mercaptoetanocl 10mM, fosfato de
piridoxal 0.1mM, fosfata de potasio 200mM pH de 7.3. Se
homogenizé & S350 rpm con un pistén de  teflénm. El medio de
reaccidn debe estar frio y la homogenizacidn se hace en hielo. Se
tomaron 0.06 ml del homogenado vy se colocaron en tubitoz de 3 mm
de diametro y 30 mm de largo (por triplicado), se agregaron .03
ml de acide (1-1%C)L-glutsmico (a.e. S0 mCi/mmol), == agits la
mezcla en vertex y se imcubd a 37°C durante 20 mirutos, con
agitacidn suave. Después de incubar, se adicionaron 0.1 ml de
H.SC, 3.6N para parar la reaccidén. EIl 14802 liberado se capturéd

2774

en (0.1 ml de hidréxido de hiamina contenida en otro tubito el
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cual estd conectado-al tubo-de’ reaccisn. por medio:de:una.manguer:

Er - los blancos se detuvo- la reaccidn al tiempe

reaccidén. Después de la post-incubacidn, sé colocarqn 105?£u5itoé
que contenfian la hiamina, en frascos vialé;  cqn"8 ml de
liquifluor y con una varilla de vidrio se hizo saiir la hiamina
del tubito para que se mezcle con el 1liquido de centelleo; se
dejarcon las muestras reposar 24 horas en la obscuridad y se
determiné la radiactividad en un contader de centelleo. Cada
determinacion sz realizéd por triplicados el homogenado restante se
utilizé para la determinacién de proteinas.

DETERMINACION DE PROTEINAS.- La concentracidn de proteinas se
determiné por =1 método de Lowry et al, usando - albamina  sérica |
bovina como estandar (171) y el analisis se realizé an un
espectrofotémetro Beckman pu-6, en todos los éruposl
experimentales.

DETERMINACION DE T,\3 vy T Las debterminaciones de TG Yy T4 se

4"
trealizaron en el suero de los animales de 20, 23, 38, 50 y 60 dias
de edad, en todos los arupcs experimentales. Se  decapita al
animal v se colecta la sangre del tronco, se deja reposar
hasta que se forme el codgulo, el cual s2 separa por
centrifugacién a 3000 rpm. por 20 minutos, el suerc se guardd a
-20°C hazta el momento de las determinacicnes de las  hormonas.
fLas determinaciones de los niveles de T;3 Y T4 s llevaron a cabo
por el método de Radicinmunosnsayo (RIA)  especifice previamente

descrita (172, 173).

CUANTIFICACION DE 74.- Todo el procedimiento se realiza por

S1




12 x 75 mm los siguientes raéttivos
. 125

diluido 1:4 con suero hipotjrqideo I~T4

,mé . dal acido

(a.e. 1000~1200 LCi/pa)s

8-anilino-naftalensulfénico féél_ambi gtal76NQ), 0.1 mwl de suero
irmune antitiroxina a la dilqciénlihiCialvae 1:300 en amortiguador
de Tris-HCL 0.05M, pH 8.6, El1 volumeﬁ total de incubacion de
0.35 ml ze completa con Trise-HC1 adiciconado al 0.&% con  la sal
disédica del Acido etilendiniteilotetracético. En  la CUrva
estandar se empled suero hipotircidec  (homdleao), v solucionss
astandar de T4 en amortiguador Tris-HC1 0.05M, pH &.6 para cubrir
el intervalao de concentracidn de 0.25 & 4.1 pa/dl. En cada ensayo
ze trabaja un juego de tubos denominados unidn no especifica
(UNe), en 1los cuzales se omite la adicién de amticuerpo. Efectuada
la mezcla de loz reactivos se procede com una  incubacion &
4°C durante 24 horas. Después del periocdo de  incubacidn se
adiciona a wcada tubo 1 ml de suspensidén de carbén activado al
0.5% y dextran al 0.5% en amortiguador de Tris-HCl 0.0SM, pH 8.63
los tubkos se agitan vy se incubat por 20 min. a 4°C.
Posteriormente, se centrifugan a 2500 rpm  durante 30 amin; se
ceparan las fraccionrnes unidas (zobranadante) Y libte
(precipitado), v se detecta la rtradicactividad presente en cada
fraccidn en un contador de centelleo.

CALCULDS. - Obtenida la radicactividad de las fracciones separadas,
se calcula la proporcidm porcentual de T4 radicactiva wunida al
anticuerpo con respecto a la radicactividad tokal (X W/TH. Para

este cAlculo se utiliza el X de UNe como factor de correccidon de
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todo el ensayo, de acuerdo a la siguiente ecuacidn:

v UsT ; cpm Unidas ~ cpm UNe % 160

: cpm totales - cpm LUN=

Los rtresultadas de la curva estandar se grafican an papel
semilogaritmico, disponiendc en el eje dz las ordenadas =1 X UW/T vy
en las abscisas la concentracion de la salucidn estandar de T4.
La concentracidédn de lazs muestras problema se calcocula  interpolando
en esta arafica el % U/T correspondiente.

CUANTIFICACION DE Ta.—Todo el procedimierto se trealiza por
duplicado, la técrnica consiste en adicionar a tubos de ensayo de
12 » 7% mm los siguientes reactivos: 0,083 ml dal suero problema,
7.6 p3 de '*7I-T,  (a.e. 1 mCi/u@), 0.1 ma de la sal de

amenic del Acide 8-anilino-1 naftalén sulfdnico (ANS) (esta
sclucidén se prepara junto cotr la hormeha radizactiva uncoz momentos
atites de ser usada), 0.1 ml de suero inmune antitriyveodotitonina a
la dilucidn inicial de 1:300 e amortiguador de Tris~HCL 0. 05M, pH
8.6, =1 volumen final se completd & 0.5 ml con amortiguador
Trie-HCl. En la curva estandar se empled suero hipotiroideo
(hom&logo) y soluciones estandar de T3 pata cubrir =1 intervalo
de concentracion de &.0 & 200 pa/.1 wl. En cada ensayo se
trabaja un jusgac de tubos denominados unidn no  especifica (UNe),
en los cuales se omite la adicidn de anticuerpo. El  ensayo se
incuba durante 24 horas a 4°C; después de la incubacidn s=  aarega
a cada tubo 1 ml de suspanzidén de carbén activadae al 0.73%2 vy
polietilernglicol (PEG) al 1Z. Los tubos se  imcuban durante 20
minutos a 47 con agitacidn continua. Después de la incubacidn,
sa centrifugan los tubos a 3000 rem durante 390 minutos, se separan

ambaz fracciores: unida (zobreradante) y libre (precipitado), vy se

=



detecta la radicactividad presente eh cada fraccidn:en un contador

de centelleo.
CALCULOS. - Se efectuan de la misma manera que‘éara T4,

Cada hormona fué cuantificada en todas las muestras -dentro
del mismo RIA. Los coeficientes de variacidén intra e inter-ensayo
son de B.6X y 10.5% para T4, y 9.0% vy 12.8% para TS' El limite de
sensibilidad para cada RIA =5 de .25 ug/dl frara T4, vy 10.0 ng/dl

para TG'

’PRUEBAS FISIOLOGICAS.
PRUEBA DEL NISTAEMUS.Z(REerjD Vestibulo-ocular postrotatorio,
VOR) .

Para efectuar esta prueba se usd un aparato con un disco
giratorio integrado (tornamesas), cuyc  mecanismo parmite
contraolar la velocidad del giro.

1. Se coloca a la rata sin anestesia en =21 tornamesas, z=e
inmoviliza al animal y =se cecloca la cabeza en un angulo de a0 del
plarno horizontal.

2. Se colocan los electrodos de aguja subcutaneamente en el  canto
externo de los cjos. Un electrodo adiciconal se inserta en la
cabeza (Vertex).

3. Se gira al animal durante 90 se2g a 45 rpm, se reaistra en las
condiciones basales vy en post-estimulo.

Electronistagmografia

1]

4., La sefal =ze envia a un equipc d
Life-Tech 3002 A y sa registra en pap=l.
5. Se analiza la duracidn del mistaamus, el ndmero de sacudidas

(movimientos oculares) vy se determina la frecuencia.




TALLO CEREBRAL.
1. Se anestesia al animal con.ﬁidrato
peso para los conbtroles vy losbeﬁ—T
hipotircideos. ‘ ‘
2. Se colocan los electrodes de aguja subcuténeamente, uno en la
cabeza (Vertex), otro detras del oido izquierdo v uno mas - detras
del oido derecho. Los lugares &éptimos para registro  fueron
determinados experimentalmente (Fig. 19).

3. Se2 aplica una estimulacidn binaural en campo libre, a través de
una bocina localizada & 70 cm  enfrente - del animxl. La
estimulacidén consistid de clicks (duracidm de 10 milissgundos vy
frecuencia de repeticién de Z0/s5ed) 'de‘ polaridad alterna tho
filtrada. La intenzidad del estimule fué calibrada en dBHL usando
ur sondmetro Brusl & Kjaer 2218,

4. La actividad eléctrica fué filtrada (filtros pasa-banda a 100 y
3000 Hz.), amplificada y recibida en un promediador Racia APE-73.
500 esztimulos fueron sumados para cada registro. Las latencias de

las ondas I, II, III yv IV se midieron a 70 y 30 decibzles (dB).
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Fig. 19.-

*linea imaginaria detrés de
los ojos

=~ - -

-~ -
- -

Parte posterior del créneo

Localizacién de los electrodos para un 6ptimo-

registro de los Potenciales provocados auditivos de tallo
cerebral, en la rata pigmentada.

l.-
2.~
3.-
4.-
5.-

Parte media entre la linea imaginaria detrds de los -
ojos y la parte posterior del créneo.

Parte media entre la lfnea media y el arco interior -
de la pina derecha.

Intercepto entre la linea media y el punto equidistan
te a ambas pinas.

Parte media entre la lfnea media y el arco interior -
de la pina izquierda,

Linea media en la parte posterior del créneo.

La posicifn 1 es la que se escogid para los registros, de
bido al claro registro de las ondas I, II, III y IV.



RESLLTADOS ¥ DISCUSION

ESTADO GENERAL DE SALUD DE LOS ANIMALES.- = En  la fig. 20 se

presenta el incremento. de peso  de  los 1malés;;de cada- grupo

experimental (control, hipotiroidec y PTQ;T;B.h“Se ancontrd  qua
los tres grupns incrementan de peso . en forﬁé constante hasta el
dia 14 de vida posthataxl y hasta este dia no s= encontraron
diferencias en apariencia fisica y peso entre los animales
hipotiroidecs v el grupo control. Posteriormente, las ratas
hipcotiroideas hwo siguen incrementandc de peso, v desarrollan  las
caracteristicas que han sido descritazs en la literatura para
rataz cretincidesz (fig. 21). Los animales com terapia de
reaemplaze hormonal fueron indistinguibles de loz controles an
cuanto a apariencia fisica y peso corpocral (fig., 21). Estos
resultados corroboran los hallazgos de Meisami en donde se observa
las mismas caracteristicas fisicas y &l retardo en el crecimiento
de las ratas hipotirecideas (174).

Los animales hipotiroideos prasentaron, ademnas de una

disminucidn del peso corporal, um retardos en promedio de 4 dias

mas en abrir los ojos <que los controles,

HALLAZGOS RIDQUIMICOS.

La actividad especifica de la GAD en homogenados vestibulares
da ratas control de 13, 15, 17, 20, 23, 38, S0 y &8 dias de
edad, resultd ser de: 12.6%0.8, 15.5£0.5, 16.1%0.7, 16.440,43,
16,120,611, 17.5%0.57, 17.620.62 vy 17.2%80.2% wrmol/mg proteinalh,
respectivamnertie (fig. 22, Tabla 1). Coma pusde verse, la

actividad de la GAD a la edad de 13 dias va se encuentra muy
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Fig. 21.- Fotografia en donde se muestra la diferencia en apa-

riencia entre la rata control (A), la rata hipotiroidea (B) y -
la rata con terapia de reemplazo hormonal (C). Las tres ratas-
son de la misma edad (50 dias).



élgyad#,vy desdé los 15'h;sfanlbs;£6;?ias 'Ptésehtau ;;;é;;¢aﬁéﬁté
ié @iama ~ac£ividad.;(f§§; i2); ‘No . se ehcéntfaron diferencias
) sighifica£i§as éhtre'ios valores de GAD a las diferentes edades de
los animales, por 1o que la enzima no cambia a partir del dia 20
de vida postnatal. Este rango se ancuentra en 21 mismo orden  de
magnitud qua la actividad de GAD obtenida en ceretro completo
(Tabla 2) y los reportados en retina (173) y tejido nervicso (1786)
de ratas adultaz. Estos resultados indican ademis que los tipos
celulares en donde se encuentra la GAD ({(probablements las células
Frilosas) ya estan completamente maduros a asta edad.
Estos hallazgos s= han corrcborade por estudios ontogenéticos
én crestas vestibulares aisladas del pollo y del cuy (137, 117).
En gstos experimentos  la GAD aparece muy temprano 2n el
daesarrollo, cuando la célula piloza =ze encuentra ya madura.
Ademas, =1 hallazge de la enzima sintebtizante del GABA, en el
vestibule de la rata, con actividad semejante a la del SNC del
mismo animal, apova la pozible participacidén del GARBA cano
naurotransmisor en este sistema.
La actividad de la CAT en el vestibulo de la rata control de
13, 15, 17, 20, 28, 33, 50 y 60 dias de edad es de: 21,0x2.0,
101.0£7.0, 610,025, 692.0%9.3, 671.0+11.8, 697,.0*10.5, 707.0*21
y 720.0%6.9 pmol/mg protelna/min, respectivamente (fig., 22, Tabla
1). La actividad de la CAT ez practicamenta indetectable a 1la
edad de 13 dias, mientras que a los 15 dias va se eleva un poco
mas y a partir de los 20 dias lx actividad de la CAT va no se

modifica (fig. 22). Estos valores se encuentram dentro del mismo

orden de maghitud gque log cobtenidos en cerebro completa (Tabla 2)
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TABLA 1.
ACTIVIDAD DE GLUTAMATO DESCARBOXILASA (GAD) Y DE
COLINACETILTRANSFERASA (CAT) EN HOMOGENADO VESTIBULAR DE RATAS
CONTROL, HIPOTIROIDEAS Y CON TERAPIA DE REEMPLAZO HORMONAL
(PTU-T4).

DIA  ENZIMA CONTROL ~  HIPOTIROIDEG - PTU-T,

N.D.

33

GAD 12.6£0.804)
13 i
cAT 21.02.0(4) N.D.
GAD 15.5%0.5¢ 15.1 (2)
15 e
CAT 101.0% 105 (2)
GAD 15.1:0;7(4) 15.5 (2)
Y car 610258 "alsssjtzyxté,sl 639 (2)
_ GAD 16.420.43 (4) - 15.450.56 (4)° 15,640.35 (4)
2 cAT £92.0£9.3 (4) 633.0£6.3 (4) (9] 680.0£7.8 (4)
GAD 16.140.61 (4) 15.8:0.4  (4) 16.420.33 (4)
2 cAT 691.0£11.8(4) 586, 0+15.5(4) (151 687.0%18.2(4)
GAD 17.520.57 (4 17.120.29 (4) 16,6053 (4)
cat £59.0+10.5(4) 536. 0£12,7(4) (23] 701.0%14.0(4)
= GAD 17.640.62 (4) 16.5£0.37 (4) 17.240.55 (4)
= caT 707.0421. 1(4) 453, 0£15, 6 (4) [36] 705. 0£14.7(4)
GAD 17.240.29 (4) 17.120.1 (4 17.620.23 (4)
& cAT 720, 0%6.9 (4) 394.0%7.9 (4) [45] 694.0%10.0(4)

GAD (nmol/ma proteina/h = E.G.M.).

CAT (pmol/ma proteirma/nin * E.S.M.).

( ) Ndamero de experimentos mostrado entre paréntesis.

{ 1 Indica 21 porciento de disminucidn con respecto al control.
N.P. no determinadas.



y~lq§'réﬁn?tados patra CAT et tetina (175). ¥y en tejido nrerviosc
(176). vLos camEios 2n la maduracidén de la CAT. vestibular en la
rata rcorroboran estudios ontogenéticos tealizados en crestas
vestibulares aisladas del pollo v del cuy (137, 117), en donde la
CAT se detecta £8lo cuando los botones eferentes llegan al
epitelioc a hacer contacto con lazs células pilosas.

El hallazgoe de la actividad de la CAT an el vastibulo de la
rata, con valores semejantes a los de la enzima homéloga de SNC.,
indican que la substancia que sintetiza =sta snzima (Ach) podria
estar actuando como heurotransmisor en el vestibula de la rata.
El no haber diferencias significativaz en 1los valores de 1la CAT
con el tiempo, a partir del dia 20 de vida posthnatal, parece
indicar que el tipo celular gue contiens a esta enzima se
encuentra esencialments madure a ezta edad.

Estos hallazgos nos indican que a los 20 dias de vida
postnatal, las dos enzimas (GAD y CAT) se encusntran =n los
valoresz de la rata adulta, por lo tanteo, la edad limite inferior
de los grupos experimentzlez puede establecerse a los 20 dias sin
temor a ervaor debido al dezarrollo.

El hallazgo de la actividad tanto de la GAD come de  la CAT
con  actividades ecpecificas semejantes & la de sus enzimas
homélogas en SNC, nos podrian sugerir que =21 GABA y la
acetilcolina actuarian como neurotransmisores en =1 vestibulo de
la rata. Sin embarac, no nos permiten seffalar & la  poblacidn
calular en la que estan localizadas estas actividades enzimiticas,
patr 1o que, comno se explicd anteriarments, se utilizé =1 modelo

del hipcotireidismc.
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ACTIVIDAD DE LA GLUTAMATI DESCARBOKILASA

TABLA 2.

(GAlX) Y DE LA

COLIN

ACETILTRANSFERASA (CAT) EN CEREBRC DE RATA PIGMENTADA LONG-EVANS

CONTROL.
DIA ENZIMA  ACTIVIDAD
20 GAD 47.542.33(4)

cAT 804.0£16.3(4)
23 HAD. S50.5£2.5 (4)
CAT 348.0£17.5(4)
33 LBAD S56.542.3 (4)
CUCAT 842.0%21  (4)
50 @Ap 55.0+1.96(4)
Y 870, 0+21.6(4)
60 GAD S54.0+1.87(4)
CAT 8S0. 024  (4)
GAD  {rmol/m3 protefinash + E.S.M.)
" cAaT (pmol/mg proteina/min £ E.S.M.)
( ) Numereo de experimentos mostrado entre paréntegis.



sterminacién de

animales Hipotircideos se emcontrs:que esta enzim
v sus valores 'son’de la misma magritud - qu
siendo los valores de GAD los  siguiente

15.8%0.4, 17.1£0.29, 16.9x0.37 ¥

edad respectivamente (tabla Estos .. valores

7

representan el 28%, 928.7X%, 93.91,*98;1% ~97 4, géx‘y-99.4z de los

controles, respectivamente.

En contraste, la actividad de la CAT en los animales
hipotiroideos mostrd una disminucidén gradual con el  tiempo d=
tratamiento con FTU. En animales hipotiroidecs de 15, 17, 20, 28,
'~éé; 50 y 60 dias de edad se encontrd una actividad especifica de
la CAT de: 91, 553, 633.0+6.3, S8E.0+x15.8, §S36.0*12.7, 433.0%15.6
y 394.0%7.0 pmol/ma proteina/min, respectivamente (Tabla 1, Fig.
23). Esto reprezenta una disminucidn del 9.94, 9,3%, 9%, 152, 23%
364 vy 45% cor respecto al control, en esos mismos dias.

Estos resultados nos permiten postular una localizacidn de la
GAD en una estirpe celular que i sufre ninguna madificacidn
con 2l tratamiento, posiblemente la célula pilosas v que la CAT
se encuentra et una poblacidén celular que se ve afectada por
&l hipotiroidismo, y gque posiblemente szean las terminales
eferentes de maduracidn tardix.

Se coroce que en la rata, la funcidén tirocidea empieza
relativamente tarde (en el dia 18 de gestacidnl. El rapido
incremanto 2n &l mivel de las hormonasz tiroideaz, con un  pico al

inicio de la tercera semana de vida posthatal coincide con una

o
0
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Pig, . 23,« Actividad de la GAD y la CAT en la rata control, hipotiroidea (CHR) y con
terapia de reemplazo hormonal (CHR-T,).



fase importante en el desarrcllo morfoldgico y - funcional de ‘los

receptores vestibulares (164). 'b”rante esta fase, la

diferenciacidn celular vy la'7§ihaptogéﬁesis son particularmente
activas (165). por lo tanto, iléA'harticipaciéﬂ de las hormonas
tirocideas en el desarrcllo vestibular (al menos para algunas
Fpoblaciones celulares) puede ser realmente importante.

Se ha reportado que el hipotiroidismo afecta la maduracidn
del ganglioc vestibular y las células pilosas, particularmente  la
inervacién de éstas dltimas (167). En este estudic se observd que
a los 14 dias de vida postnatal no se encontraron diferencias a
nivel dz las células pileosas tipo Il y susz contactes sindpticos,
entre las ratas hipotirocideas y los controles. Ezto indica gque
la maduracién de las células pilosas tipo II vy sus  inervaciones
esta practicamente conclufda al nacimiento. Asi, la maduracién de
la célula pilosa tipo II parece no afectarse con el
hipotiroidismo, lo cual esta de acuerdoc con nuestros  resultados
bigquimicozs. En contraste, en el mismo reporte se describe que en
el vestibulo de las rataz hipotiroideas de 33 dias de edad se
encuentran células pilosas tipo I y II bier diferenciadaz, vy las
primeras presentan algunas caracter{sticas de inmadurez
especialmente a nivel de las fibras eferentes, por 1o tanto
nuestra interpretacidén de que =1 decremento =n la actividad de la
CAT se debe a que 2l hipetiroidismo afecta los contactos eferentes
de las células pilosas tipe I, de maduracidén tardia. Esta
interpretacidn e2sta bien documentada an la literatura, en donde
los estudios morfoldaicos del desarrollc normal del sistema

vestibular v auditivo muestrar un desarrollo asimétrico de las
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‘Ezas observaciones

morfolégicas en el vestibulo  indican vque:.existe ~una = maduracicn

tempféna de las’ célulaspilosas ‘tipo II; désﬁQés la de las células

“pilposgas tipo I;fy'uhajforma;ién«tEm#rana~de sinapsis aferentes en

los dos tipos de éé}alas‘en;ﬁiav'misma secuencia (177, 178, 173,
180, 181, 132,‘183, 194). Er la periferia auditiva, &l desarrollo
aszimétrico de las células pilosas cortas ez seguido por el de las
células pilosas largas en la papila basilar d=l polla (135, 186,
187), y las células pilosas externas se desarrollan antes que las
células pilosas internas en la céclea de mami feros (1238, 189).
'VCOn,respecto a la inervacidn efarente, una aparicidn  tardia
‘de estas terminales en el vestitwlo ha sido  inferido por varics
autores. En esos  estudios, fuzron examinados estadios muy
temprancos en donde las terminales eferentes aun no se  encontraban
presentes (190), o en otros las terminales nervicosas no se
examinaron después del nacimiento (181, 171). Sin embargo, las
terminales eferentes han sido abservadas en otros  estudios (191,
192), y =e ha descrito wuna aparicién tardia de éstas en los
Sraanios  auditivos (184, 185, 186, 189, 193, 194, 195, 196, 197,
”198). Un  estudic controversial el cual reporta que esta
diferencia en el desarrollo asimétrico de las células pilosas no
acurre en =21 vestibulo del ratén, podria sugerir que existen
caracteri{sticas epeciales para cada especie (165, 193).
En base a lo antericr es posible suporner que la maduracién de
las células pilosas tipo II  esta  practicamente concluida  al
hacimiento, lo cual implicarfa que para su maduracidn patrticipan

las hormonas tiroideas maternas, vy no las fetales como ha sido

&1



) déscfitb recientemente para el'tejiddiﬁeFQiﬁéa*iéﬁO)u1k{

k Las caracteristicas morfoldgicas veétibulér%évén'las animales
de 33 dias de edad (167) podrian explicar la dismiﬁuﬁiﬁnk de 1a
actividad de la CAT encontrada 2n los animales hipotiroidecs de 28
‘dias de vida postrnatal, sin embargao, esto no explicaria el
decremento gradual de esta enzima que se observa en loz  animales
tratados con PTU a partir del dia 28 hasta =1 dia &0,

A este respecto, podria postularse un efecte similar del
hipotiroidismo en =1 vestibulo, al que =e sabe sucede en la
cécleas esto g3, en el orgarno de Corti  las terminales herviosas
eferentes hacen contacto con las células pilosas externas, pero
posteriormente se retraen vy degerneran debido a la acumulacidn  de
material amorfo entre las células pilogas y las terminales
nerviesas (160, 161). En =studios posteriores se encontrd que
2ste material amorfo ests formado por polizacarides que contienen
Acido siadlico y manosa (201), Un efecto similar del hipotiroidisme
en el vestibulo podria estar ocurriendo, es decir, que las
terminales eferentes quz ya habfan hecho contacte con las células
pilosas ze retrajeran y degeneraran debido a la acumulacidén de
matetrial amorfo, por la cual se observa una disminucidn dradual de
la actividad de la CAT con el tiempo.

El desarrallo de la actividad de la CAT en =1 cerebro de la
rata también ze ve afactado por =1 hipotiroidismo (202, 2Z03).
También se ha estudiado el efecto de la deficiencia tiroidea sobre
la actividad de la CAT en diferentes partez del cerebro (204).
Durante =1 dezarvollo normal, la actividad de la CAT se incrementa

aen la corteza cerebral e hipocampo, y disminuye en 21 cerebelos la

]
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'Wﬂdef1c enc1a:t1roxde= neonatal ocasiona ‘un’ retardo en a1 patrén de

dﬂsarrollo de la dct1v1dad de esta enzima- (204). ._tro estudio,

ee ha reportado el efecto del hxpot1ra1dlsmo sobre la aLt1v1dad de
yla”CAT, GAD y tirosina hidroxilasa en el cuérpo‘ estriade - de  la
rata, y =e observd que sclamante el desarrollo de la actividad de
la CAT se ve afectade en lasz ratas hipotiroideas (209). Esto
implica que laz células coalinéraicas vy GABAérgicas del vestibulo
muestran ur patrén de desarrollo muy similar al del carebro.

La participaciéon de las hormonas tircideas en el efecto
provocado por el hipotireidismo fué corroborado cuando s=  observd
que la disminucidn en la actividad de la CAT no se hacia evidente
en los animalzs hipotiroidecs a los cuales =2 les adminisztrd  la
terapia de reemplazo hormonal con tiroxina (PTU-T4). El valor
obtenido de CAT en los animales con terapia de reemplazo  hormonal
fue de: 105, 639, &80.0+7.8, 637.0%18.2, 701.0%14, 705.0%14.7 vy
694.0%10 pmol/mg proteifna/min, en animales de 15, 17, 20, 28,
38, S0 y &0 dias, respectivamente (Tabla 1, fig. 23). La
actividad de la GAD en los animales con terapia de reemplazo
hormonal no sufre ninguna modificacidn, v los valores obtenidos
son de la misma magnitud que 1oz controles. Loz valores de GAD
en losg animales con terapia de reemplazo hormonal de 15, 17, 20,
23, 38, 20 y & dias de =dad som: 1S5.1, 15.5, 15.62x0.35, 16,410,331,
16.3+0.58, 17.2+0.55 % 17.6%0.23 nmol/mg proteinash,
respectivamente (Tabla 1, fig. 23).

Como se muestra en la tabla II (Brain Res.) la dosis
administrada de PTU fué efectiva en inducir el hipotirecidismo; en

esta tabla se muestran los niveles de tiroxina y trivodotironina



23, 38,’50}y 50‘d135“ »
3.640,18 vy 2.1%0:12 pa/dl,
‘vt;iyadotiraniné e las ratssft§$£rql*$onmd
98.5:5.7, 95.043.1 y 92.043.5 na/dl, en 20,
raspectivamente. =

Los niveles de T3 y T4 en iqé; anxmales ~h1pot1roxdens S
encontraron muy disminuidos. En los anxmalns de 70 dias de edad se
encontraron niveles de Ta de 11.7x0.47 n3/dl, lo cual representa
el 874 de dismirnucidn con respecto al éontrol; a los 28 dias se
encontré un valor de T_3 de 15.2%1.3 ng/dl, aue representa el 4%
de disminucidrn del valer control; en los animales hipatiroideos

s de edad se encontraron miveles de T, de 23.5+1.5

° 3

o

32 di

i

na/dl, que reprecsenta el 76% de dismirucidnm con respecte al  valor
control: a los S0 dias de edad se encontrarany niveles de T:3 da
22,5%1.27 na/dl, 1o que representa wun 77X de disminucidn  con
respecto al control; v an los animales da &0 dias de edad se
encontraron niveles de T, de 21.7*1.6 ng/dl, lo que repressnta un
77% de disminucidn con respecto al cantrol (Tabla II, Brain Res.).

Los niveles de T4 an los animales hipotirvoideos de 20 vy 28
dias de edad no fueron detectables; en los animales de 38 dias
se ancaontraron niveles de T4 de 0,3+0.009 ug/dl, aue representa al
88.94 de disminucidn con respecto al control; a loz S0 dias se
encontraron riveles de T4 de 0,250,011 pa/dl, que es &1 93.1% de
disminucién con respecto al control; e los animales de 60 dias de

adad se  encontraron niveles de T4 de 0,280,012 upg/dl, que

N -T RS




representa el 87% de disminucion

II;:ﬁréiniéés.){

En 105; animales de reemplazo  hormonal . se
encﬁhtraron niveles de T:3 Y T;';aév la  misma magnitud gue los
controles (Taba 1I, Brain Res.). ,Eh este grupo se hallaron
niveles de T3 de: 83.312,7, 84,0%1.6, ‘85.5t4.8, 29.56.7 y
‘88.5%3.3 ng/dl, en 20, 28, 38, 50 y 60 dias reépectivamente. Los

niveles de T, que s& detectaron en los animales PTU-T4 de 20, 28,

4
38; S0 y 60 difas de edad son de: 2.1£0,04, 2,230,088, 2.2810.06,

:,2{5t0.14 y 2.3x0,14 na/dl, respectivamente (Tabla II, Brain Res.).

E§€6s,resultados muestran que las dosis correctivas de T4
restaQra?on los nivel=2s normales circulantes de T3 y T4 e los
animales hipotiroideos & los cuales se les administrd la terapia
de reemplazo hormonal con tiroxina. Los niveles normales tanto de
T3 como de T4 se observan desde los 20 dias de edad.
HALLAZGOS ELECTROFISIOLOGICOS.

VALORACION DEL REFLEJO VESTIBULO-OCULAR POSTROTATORIO (VOR). - La
valoracidn del VOR se realizdé en =1 Instituto Nacional de 1la
Comunicacidémn Humana (INCH), en donde el Dr. Adridn Poblano se
encargsd de manejar =1 Electronistagmégrafo v registrar la

respuesta, =21 manz2jo de los animales y 2] procesamiento y analisis
estadistico de los datos fué realizadae por la autora de estx
tesis. Loz resultades se muestran en la tabla 3.

Los animales del grupo control no presentan respussta a la

edad de 14 dlas, a la edad de 17, 1%, 21, 24, 27, 28. 31, 35, 38,

45, 46, 47, 48 y 49 diaz presantan uma fracuencia de:  3.82%0, 075,

oy

&5



7TABLA'3 -

: REFLEJD VEQTIBULO UCULAR PGSTRDTATDRIG (VOR) EN RATAb PIUMENTADAQ

CDNTRUL Y CON TERAPIA DE REEMPLAZO HURMUNQL (PTU—

en cada animal,

EDAD FRECUENCIA (No. de sacadas
(dias)” CONTROL - ;1
14 N R.z:
17 e 3.8820. 075(6) N.R.
e 7 N.R.
“21 4. 65+U 09 (e)f 2.68£0.17 (6)
'_ 24f' ‘ 1f a. 64+0 15 6 4.2540.1  (6)
27 4.7450.13 (&) 4.67+0. 086 (6)
28 _4;85i0.12 (&) 4.8620.1  (6)
‘aii 4.65+0,076(6) 47140, 054(6)
35 4.70£0,1. (6) 4.95%0, 037 (6)
38 4.95£0.12 (&) 4.8 0,11 (6)
45 4.9 £0.11 (&) 4,820,076 (6)
a6 4.76%0,11 (6) 4.71£0. 065(6)
47 4.9620.1 (&) 4.76%0.11 (6)
48" 4.9+0.069 (6) 4.8120, 079 (6)
49 4.85:0.12 (6) 4.75+0.083(6)
La prueba se realizdé & 45 rpm, durante 90 segundos, por triplicado

con un intervalo de 15 minutos entre cada prueba.

( ) Entre paréntesis se indica =1 namero de animales.

N.R.

No hay respuesta.



4.3540, 09, 4.6420.15, 4.7420.13, 4.8550.1

495£0.12,  4.9:0.11, 4.7620.11, 4.8630.1

*4.é5£0,1é}15Lé'réspuesta se  e=stabiliza el dia;tg HE
ancontraron diferencias significativas desde ese dia‘ﬁaékéwéiﬂ‘dia
49> (Tabla 3). Como se ohserva en asta tabla,  1los  resultades
del grupoc control estan de acusrdo con  los bkioguimiceos, al
encontrarse una respussta homogénsa en el VOR a partir del dia
21 de vida posthatal, lo gque indica wna madurez del sistema a
partir de ezse momento.

En los amimales del grupc con terapia de reemplazoe hormatal
no ge obtuvo respuesta a la edad de 14, 17 y 18 dias, astos
animales empiezan a respondsr a los 21 dias de edad en donde
presentan una fFrecuencia de 2.68%0.17. A la edad de 24, 27, 23,
31, 335, 38, 43, 46, 47, 48 v 49 dias presentan una frecuencia de:
4.25%0.1, 4.67x0.086, 4.8620.1, 4,710,054, 4.95+0.037, 4.8*x0.11,
4.820,076, 4,710,065, 4.7640,11, 4,210,073 1% 4,75+0, 083,
respectivamente  (Takbla 3). Estos  animales manifiestan una
completa recuperacidén de la funcidém vestibular a partir de los 24
diaz de edad, que =s cuando presentarn una respuyesta igual a la d=
los controlesz. Esto nos muestra que la terapia de reemplazo
hormonal con tiroxina fué efectiva =n inducir la recuperacidén de
la furcidn vestibular, aunque difieremn un poce de  los  resultados
bioquimicos & los [ue va se observa la proteccidén del reemplazo
hormonal sobre la actividad de la CAT desde los 20 dfas.

Ern  loz animales del agrupc hipotiroideo no se cbtuve
respuesta, desde los 14 hasta los 49 dias de edad que fué el

Gltimo dia gqua se registraron, lo cual indica que estos animales

&6




: tiengh»tdmpleta ente dafiado el aparato vestibular.

MEDICION DE LOS POTENCIALES PROVOCADOS AUDITIVOS — DE  TALLOD
CEREBRAL.-La medicidn de los potenciales provocados auditivos de
tallo cerebral se realiz en a1 Institute Nacional de la
Comunicacién Humana (INCH), en donde &) Dr. Adrian Peblano se
encargd de manejar el apatato para medir los Potenciales vy
registrar la respuesta, el manejo de los animales Y el
procesamiento y analisiz estadistico de los datos fué realizado
por la autora de esta tesis.

En la tabla 4 se muestran los resultados de la medicién de los
potenciales provocados auditivos de talleo cerebral a 70 dB, en la
rata control, desde los 11 hasta los 60 dias de edad. A los 11
dias de edad no se obiuvo ninguna respuesta, a los 14, 17, 18, 20,
22 v 24 dias se registra la onda I con unma latencia (mseg) de:
2.12%0,079, 1.62x0,06, 1.6%0.05, 1.52+0.048, 1.35%0.076 Yy
1.23%0.061, respectivamente; desde el dia 25 hasta el dia 60 se
reaistra la onda I con una latencia de 1.2 mseg. La onda II =1}
registra con una latencia de: 3,220,089, 2,820,095, Z.62%0.06,
2,530,056, 2,45%0.11, 2.4%x0,1, 2.32%0.065, 2.35+0.067, 2.3x0.063.
2.18%20.1 y 2.15%0.056 mzeg, a los 14, 17, 18, 20, 22, 24, 25, 27,
29, 30 y 32 dias, respectivamente. Desde =1 dia 33 hasta el dia &0
se registra la onda I con una latencia de 2.1 mseg. A los 14,
17, 1&, 20, 22, 24, 25, 27, 29, 30, 32, 33 y 37 dias aparece la
onda III con una latencia de: 4.6x0.037, 4.53x0.11, 4.37+0.14,
4.2+0.12, 3.82:0.12, 3.62+0.095, 3.5x0,12, 3,450,085, 3.12+0.06,

3. 0x0.038, 2,950, 085, 2,910,052 Yy 2,350,067 mseg,

&7



PUTENCIALES PROVULADDS AUDITIVUb DE - TALLO: EREBRA

RATAS

PIhMENTADAS LONG- EVAN ‘CO

EDAD
(Dizs

*
ONDA I
)

i1

14~

~ N.R.

2.12+0.079(6

.92+0.13 (&)

620, 095(6)

2
2 0. £0.12 (6)
'  2¢¢0€#5{ 2.35%0. 067 (6. 45+0.085(6)
1.2 +0.052(3) ‘2:34x65065(5);;;3§1é:b.05 5
: i;gﬁio.oaz(s) '2.i8t0.1_}(6).§fa;b £0, 058(6)
2 :n;deé{s) "2.i510.056(6)11>2;95:0.085(6)

1.2.+0. 086 (&) 2.1 %0.068(6) 2.9 0,052(6)
:{.2”10.045(6) 2.1 #0.037(6) -2.85%0,067(6)
1.2 *0.026(8) 2.1 i0.025(6)7 Vé.B +0,052(6)

< D&

I

= (&)

I+

I’d

1.2 £0.037(6) 2.1 £0.052(6)

o

1.2 £0,025(&) 2.1 x0.026(6) .2 20, 037(6)

S4.85£0.11 (&)

D 4.7550.1 (6)

4.6 £0.063(6)
4,450, 076(6)
4.2820.0233(6)
4.0520,.076(6)

930, 083(6)

0. 095(6)

[N

3.85£0. 056(6)
3.8310,067(6)
3.8 *0,097(6)
3.75+0,067(6)
3.7 £0.073(6)

3.7 £0.058(6)

* Reprecenta la latencia de las ondas expresada en mseq.

La pr
[

N.R.

weba se realizé por triplicado en cada animal.

Entre paréntesizs z2 indica el rumerco de animales.

ne hay respussta.



4760, 063,

3.884D. 095,
ja 1os. 17, 13,

respactivamente,

Se observa uha dismirucién de las laktencias de las ondas I.

II, III yv IV a medida que aumenta la edad del animal, v a los 24
dias de edad se estabiliza la onda I, con una latencia de 1.23
mseg, no existe diferencia significativa entre este valor y 1.2
mseq, que es la labtencia que se registra desde el dia 25 hasta el
dfa &0. La onda II se estabilliza =1 dia 30 en donde se redistra
con una  latencia de 2.13 mseg, 1% 0 existe diferencia
zignificativa entre este valor y el que s= registra desde el dia
33 hasta =] dia €U0 que es de 2.1 mseg. La onda III se estabiliza
@) dia 379, en donde se reqistra com una latencia de Z2.3835 mseaq, v
no existe diferencia significativa con el valor registrade desde
el dia 46 hasta 1 60 que es de Z.8 msaa. Lz onda IV se
estabiliza =1 dia 46 en donde se registra con una latencia de 3.7S
mseg vy ne existe diferencia significativa entre este valor y el

.7 me=a (Tabla 4).

0
A

reaistrado =1 dia S4 v el dia 60 que ez d
Los animalez hipotiroideos no presentan ninguna  respuesta
a 70 dB, desde los 11 hasta loz 60 diaz de edad.
En la tabla 5 se muestran los resultados de la medicidn de los

poternciales provocados auditivos de tallo cerebral a 30 dB, en

(=3




TABLA S.

0S5 AUDITIVOS DE TALLO CEREBRAL A.30 dB, EN LA

4 (6)

E 2" % )
) 51130013 ()
' 34 4.85£0.12 (6)
5 77+ 7 085(6)  4.73+0.067(6)
% 2,?5;o;oés;sk 5.6850.06 (6)  4.55+0.096(8)
ié;7é:0f0§?iﬁéif, L S5£0.0S6(6)  4.37+0.088(6)

5.7 40.068(6) 3.4 £0.063(6) 4.3 0.073(6)

5 37350, 054 (6) 4.2 *0.063(6)
i 3.3 #0.026(6) 4.15%0, 099 (6)
§£ » 3.2520.076(6) 4. 13+0, 076(6)
i ‘niifjaiu)bai(S)’ 6 £0.045(6) 3.2 0, 058(6) 4,050, 022(6)
’ :54  ‘1;5 10;057(5) 2.6 £0,058(6) 3.2 £0.089(6) 4.0 *0.062(6)

50 1.8 #0.025(6) 2.6 *0,026(6) 3.2 £0.073(6) 4.0 *0.052(8)

# Representa la latencia de las ondas, =xpresada en mseg.
La prueba se realizd por triplicado =n cada animal.

( ) Entre paréntesis se indica =21 ndmero de animales.
N.R. Nc hay respuesta.



“la rata control, desde log 1l ha:ta los 60 diac de' edad. A los 11

y 14 dfas no se obtiene nlngunu respuesta.» A los 17 18. 20, 22,

Y z4 dias apatece la onda I -con G ‘ilatancra de:, Z.23%0. 049,

2.2*0. 062, 2.0540.031, 1,830,076 mseg,
respectivamente. Desde e]_dié;zﬁahasﬁa:élbdia 60 se registra lx
onda I con una latencia deNl.S‘mseg; Snd; II se regdistra con
wuna latencia de: 3.13i0.071; 3 a+0 Uq2, ﬁ 93+0.13, 2Z.859%0.13,
2,32+40.095, 2.77%0.1, 2.75t0.035; 2 73£ﬂ 092 y 2.720.068 mseaq,
en el dia 17, 18, 20, 22, 24, 25, 27, 29 y 30, respectivamente.
Desde =1 dia 32 hasta el dia 60 se registra. con una latencia de
2.6 mseg. lLa onda III se registra ‘con una latencia de:
4,170,076, 4.15+0. 11, 4.120.13,  .4.03+0.067, 3.83+0, 054,

3. 75+0 UBS ;S3 6510, 06, 3.55+0. 056, 13.4¢O.ﬂ63, 3.38£0. 054,
; 3+0 086 y 3 25+0,.076 ‘mseg, a los 17, 18, 2Q;122,,24, 25, 27, 29,
:'30% 32, .33 y 39 dias, respectivamente. vDésdefélrdia 46 hasta el
: diévéo se registra con una latencia de 3.2 mseg. La onda IV

aparece coh una latencia de: S.4%0.1, 5. 2840, 04, S5.2+0. 1,

- 510,13, 4.85+0.13, 4.73x0.067, 4,550,096, 4.3720.083,

o

. 4.320.073;, 4.2:0.063, 4.13%0.03%, 4.13*0.076 y 4.0520.022 mseq,

. los 17, 18, 20, 22, 24, 25, 27, 23, 30, 32, 33, 39 y 46 dias,

s ;eséecﬁipahente, en el dia 54 vy el dia 60 se registra con una
~latencia de 4.0 mseg (tabla S5).

También ze observa una disminucidén de las latencias de=  las
ondas I, II, III y IV a medida que aumanta la =dad del amimal. La
onda I se estabiliza el dia 24, en donde se registra con una
latencia de 1.33 mseq, la onda II se estabiliza el dia 32 en

donde aparece con una latencia de 2.6 mseq, la onda III se

o
0



fes%ébj;jza’él'aia 39 en donde se reagistra vtoﬁ?Uﬁé'lgte@Eiéjv de
'QZQSIWSAQ,,V'la'onda IV se estabiliza el dlé’4§‘éﬁr dqﬁdé 'épéregé
.~ con Qna latercia de 4.05 msea (tabla S).
e Los cambios en la morfologia de loz potenciales  evacados
'»auaitivos de talle cersbral se atribuysn a cambios en el namero vy
sinﬁrcnizacién del dispare mneural, vy un incremento =] la
eficiencia de la transmisiéon =zindptica dentro de los rudcleos que
forman parte de la via auditiva (206). Esos son lozs factores Jue
explican la reduccidn en las latencias durante el desarrollo
postnatal.

Les animales hipotiroideos presentan un dafio en el sistema
auditive puesto quz no s2 obtuvo respuesta en estos animales, ni a
79 dB ni a 30 dB, dezde los 11 hasta los 60 dias de edad, 9que es
el Gitimo dia que se reagistraron.

En la tabla & se muestran log resultados de la medicién de
© los potenciales proveocados auditives de talle cerebral a 70 dB  2n
las ratas del arupo con terapia de reemplazo hormonal. desde los
22 hasta los £0 diaz de edad. Ne se obtuve respuesta en los

arimales de este grupo, & la edad de 11, 14, 17, 18 y 20 dias. A

]
o)

la =dad de 22, 24, 27, y 32 dias =e registra la onda I con uwna
latencia de: 1.73:0.06, 1.70.077, 1.4%0.037, 1.35+0.043 Y
1.3+0.037 mz=eq, respectivamente, v desde =1 dia 39 hasta =1 dia &0
se registra con una latencia de 1.2 meea. La onda II aparece con
una latencia de: 3.0£0,093, 2.385x0,076, 2,420,052, 2.37:0.042,
2.3+0.052 vy 2.23x0,076 msea, a los 22, 24, 27, 27, 32 y 39 dias de
edad, respectivamente, y desde los 46 hasta los 60 dias se

registra con una latencia de 2.1 mseg. La onda III =2 registra

70



TABLA 6.0 =

POTENCIALES PROVOCADOS AUDITIVOS DE TALLO CEREBRAL A 70 'dB, EN LAS

EDAD

(Dias)  ONDA I# " ONDA" IV*

22 1.95%0.06 (6) 510.099(6)  5.05%0.072(6)

24 1.7 $0.077(6) £0.068(6) 4.8 £0.073(8)

5 £0.068(6) 4.2 £0.14 (&)
2 £0.093(6)  3.98£0.12 (6)
§£0:12 (6) 3.9 +0.063(8)
aéto;13 (6) 3.88:0.12 (&)

£0.073(6)  3.850,.1 (&)

54 1.2 £0.063(6) £0.037(6) 2.8 £0.037(6) 3.7 :0.07 (&)
7

&0 1.2 tO.UZé(é)‘ 2.1 10.045(5)' 2.8 *0.052(6) 3.7 £0.077(6)

* Reapreszenta la latencia de las ondas, expresada en mseq.

La prueba se realizé por triplicado =n cada arnimal.
( ) Entre paréntesis s2 indica el ndmero de animalss.

No existae respuesta antes de los 22 dias.




 con una 1s 09
2.9820. 12, 2 92+0.13 y 2.940.073
kéé;Q»qé dias, raspéctivameﬁﬁé}
con:una latencia de 2.8 méé;; ) “se ,regiggfal ;
latencia  de: s.nstu.wz’,&'k': 4f§:‘s£q;07é,'f"’ 4.280.14, -:3‘.93:“:3.12‘,.?_
3.9%0.063, 3.2840.12 y 3.5540.1 mseé, a la edad de 2z, 24 ?_729
32, 39 y 46 dias, respectivamente; =1 dia 54 y el dgéf,éqf Qé‘
tregistra con una latencia de 3.7 mseg (tabkla 6). k :
Al igual que et 2l grupc cantrol, las latencias deklas ondas
disminuyer conforme aumenta la adad dal animal, pera la maduracién
“de la respussta no ocurre a la misma velocidad <que en el grupo
: céhtfoi. La onda I se estabiliza hasta =1 dia 39 en log animales
réél grﬁpo PTU-T4, mientras que en 21 arupo control  esta onda  se
estabiliza el dia 24 de vida posthatal. Lo mismo ocurre con  la
onda II, la cual en =1 arupo PTU—T4 ze estabiliza hasta el dia 46,
mierntras que =n el arupo control se estabiliza desde el dia 30,
En el grupo PTU-T4, la onda III s= estabiliza hasta 1 dia 54,
mientras que en el grupo control se estabiliza el dia 393 la onda
IV se estabiliza el dia 534 de vida postnatal, en =1 grupa PTU—T4,
mientrags que en el grupo control =sta anda se estabiliza el dia
46.
En el dia 22 de vida postnatal se obtuvo la primera respuesta
a 70 dB, en los animales PTU-T4, pero las latencias de las ondas
1o son las mismas que las del grupo control, mientraszs que en el

s de 1.3%, mzea, an

1

grupo control la latencia de la onda T

lag PTU~T4 la latencia es de 1.98 msea, de igual manera eaxiste

uha diferencia en las latencias de laz ondas II. III y IV. En el
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grupo -control se . registra 1aboﬁda”)Ichdﬁ'“gnéilétenciaxde,2.45

msegd y en el grupa PTU-T, se registra “uha latencia “de " 3.0

mseg, la onda III se registra czon unallaﬁéﬁéigbdébé.ézumseg en el
arupo control vy 4.05 mseg en el grupo PTU—T4. En el grupc control
s reqistra la omda IV con una latencia de 4.6 mze3 y en 21 grupo
PTU-T4 se reaistra con una latencia de S.05 mseqa. De la misma
manera, existe una diferencia en las latencias de las condas entre
el grupo control v =1 PTU-T4, en 21 dia 24 de vida posthatal; las

latencias de las ondas en el grupo PTU-T, son mayores que las  del

4
grupo control (Tahlas 4 y 6). En el dia 27 de vida posthatal se
registra la onda I con wuna latencia de 1.2 mseg en el grupo
control, mientras que e el grupo F‘TU—T4 ze reqistra coh una
latencia de 1.4 meeg; la onda II se registra con una latencia de
2.35 mseg en el arupo control vy 2.4 mseg en el  arupo PTU-T4; la
onda III se registra con wuna latencia de 3.45 msea en el Jrupo
control v 3.5 mzeg en el arupo PTU-T4; la onda IV se registra con
una latencia de 4.03 ms=g en el grupo conkrol vy 4.2 msea en el
grupo PTU—T4. A la edad de 3% diaz va la onda I presenta l=a
misma latencia tanto en el arupo control como en el PTU—T4, que es
de 1.2 mseg, mientras que las ondaz II, III y IV todavia presentan
diferencias conh raspecto al control. A la =dad de 46 dias ya 1la
onda II presenta el mismo valor que en el grupo control, que es3 de
2.1 msag, mientras que la onda III alcanzx el mismo valor que el
cohtrol hasta la =dad de S4 dias; y la onda IV presenta el mismo
valor que =1 grupc control también a la edad de 54 dias.

Loz animales del arupoc con terapia de reesmplazo hormonal

presentan la misma respuesta que el grupo control, a partir de

~
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lbs S4 dias de edad, a70 dB, pero no tresponden a 30  dB; esto
indica que los animales a los que ze les administré la  terapia
de reemplazo hormonal no  recuperan completamente  la  funcidén
auditiva, probaklemente porgque la terapia de reemplazo hormonal
se inicid después del periodo critice de desarrallo de la

céclea. Se ha demostrado previamente, que  la admimistraciédn de

pequelas dosis de tiroxina desde el racimiento, a t-atas
hipotircideas tratadas con PTU, corrigen completamente las
anormalidades durante 21 desarrollc de la funcidn coclear (159).

En el presente trabajo, la administracidn de tiroxina se empezd el
dia 12 de vida postnatal, por lo quse e muy probable que el
periodo critico de desarrolo coclear ze encuentre antes del dia
12: v las anormalidades funcionales qu2 & observan en  los
‘animales con terapia de reemplazo hormonal, pueden explicarse por
la incompleta correccidn de la morfogénesiz de las e=2structuras

cocleares.
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CONCLUSIONE S,

.Por los resultados presentados en este trabajo es evidente
que. exizste actividad de la Glutamato dezcarboxilasa (GAD) vy de  la
Calin . acetiltransferasa (CAT), en 21 vestibule de la rata
pigmentada Lang-Evans, lo que apoya la pozible participaciénm del
GABA y la acetilcolima como neurotransmisores =n este sistema.

En cuanto a la localizacién celular de la GAD y la CAT se
encontrsd que en los animales hipotircidecs ce observa un
decremento graduxl en la actividad especifica de la CAT, llegando
a un 45% del contrel a los &0 dias de edad, mientras que la
actividad especifica de la GADI ho =e modificd. Estos resultados
nos indicarn que la GAD se encuentra localizada en un  elemento
celular que no sufre ninguna alteracidém con el tratamiemto con
PTU, posiblemente la célula pilosas; mientras que la CAT se
encuentra localizada en una estirpe celular qus se ve afectada por
el hipotiroidismo, en este caso las terminales simapticas
eferentes.

La disminucidn en la actividad de la CAT no se observa en log
ahimales a los que se les administrd la terapia de reemplazo
harmorial, lo que demuestra que el efecto deletéreo del PTU eas
mediado a través de las hormonaz tiroideas, vy no un efecto directo
sobr= el vestibulo.

Estos rezultados, aunque indivrectos, corroboran los reportes
en los cuales la acetilcolina ha sido reportada como uno d=  los
transmisores eferentes en  la periferia sensorial de los

vertzbrados, vy apoyan también al GABA como un  candidabto &
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transmisor aferente en este sistema.

Se comprobd el estadoe hipotireoideo de los animales  al  hacer
la determinacién de las hormonas tircideas, encontrandose niveles
muy bajos de T3 \ T4 en éstos. En los animales del arupoe con
terapia de reemplazo hormonal se encontraron niveles de T3 Yy T4 de
la misma maghitud ques en el grupo contrel, lo cual indica que la
dosis de tiroxina administrada fuge efectiva en restaurar los
niveles normales circulantes de T3 0% T4.

Los reaistros electrofisioléaiceos indicaron dafico tanto en 1la
parte vestibular cono 2n la auditiva en los animales
hipotiroidens. En los animalez dezl grurpo con terapia de reemplazo
hormonal se observa uwna completa recuperacidén de la funcidn
vestibular, mientras aue la funcidn auditiva sélo experimenta  una

recureracién parcial.
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The vestibular cell type affecied by congenital hypothyroidism (CH) was investigated by mzasuring the- activity of glutamate decarboylase
{GAD) and chotine acetyhiransferase (ChAT), synthesizing enzymes of putative afferent (GABAY an® efferent {acetylcholine, ACh)

neurotrznsmitters and thus, respectively, hair cell T and 11 (HC-1. HC-IT), and efferent termina! (&7
i2ally hypothyroid rats {CHR) and in thyrosine-rzplaced CHR (CHR-T,) 1. s postnata
ule. CH-l and i efferent cholinergic contacting bouton me*
1 events in vestibular
in CHR the magnitude of GAD we.

£ on day 28 o breome 436 decrenced with resped
dministration of thyroxine (T,). a striking dimiaution oi
found in CHR-T, cor:aborated thyroid involvement. These ¢
hypathyroidism 1o affect cholinergic cell types {or compart men's) of late: maturation (HC-l-containing ET and heme =
Ie:n ing HC-J, BC-1T and HC-H-ronnesting ET urtouched. supported by a 36 remunent ChAT and 2 consiunt GAD

homogenates of cantrol, con;
1o 60 days old. ln the vt
HC-I-differentiation and its efferent synapse arrival are the la:
GAD and ChAT in CHR could be an p:ﬂ"d In cortrot ra
day. In CHR, ChAT gradually &
Prevention of ChAT decrease in CHR by
serum and a poimal level of thesz hormon

hed

time and treatment,

INTRODUCTION

A deficiency of thyroid hormones during the neonatal
period results in severe impairment of brain function. In
the rat brain, the regions which undergo intense postnatal
neurogenesis are more sensitive to thyroid hormone
deprivation than those in which the former is essentially
prenatal™.

Previous studies have demonstrated. that in the rat,
severe congenital hypothyroidism induced by propyl-
thio- uracvl (PTVU) results in absence of anset of cochlear
function®® and akierations in the organ of Corti**. These
effects were mainly medizted by a degeneration of
efferent terminals contacting outer hair cells.

Vestibular hair cell joczlizztion of glutamate decarbox-

ylase (GAD). a-aminobutyric acid (GABA) synthasizing
enzyme, has been suggested because it becomes available
very early in developmentin the efferent werminal-devoid
vestibular sensory periphery. heving already mature hair
cells in chicks™ and guinea pigs™, and prevails in the
periphery afier frog eigth-nerve sblation. which causes
efferent terminal degeneration”™. Recent immunocyto-
chemical experiments render=d GABA-lke reactivity in
chick vestibular hair cells
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marker enzymes. in vestibular
z¢ ranged from 20
4 function whereas
jon. ~ 1 differential effect of CH upon
vith time starting on the 20th
arol on the 60ih pos-natsl day.

23 ine (T,)in CHR
the prefersnce of
ChAT decrease)
in regardless of

Cholinergic ¢fferent neurotransmission and acetylcho-
line (ACh) enzyme of synthesis (choline acetyhransfe-
rase, ChAT) loczlization in vestibular
supporied by developmental studies which showed that
measurable ChAT activity in the vestibular guinea pig™
and chick™ sensory peripbery staried at the moment that
the efferent terminal reached the neuvraepithelium nﬂd
increased when these terminals 2ugmented in number™
¥ Additionally, ChAT acti prears in the periph-
ery after efferent boumn-des ration caused by frog
eigth-nenve excision”. A»e‘\lchoh esterase (the ACh-de-
grading enzyme) as detected by cytocherical experiments
can’be demonstrated at the bottom or vastibular hair cells
(HCs) where efferent connections reach the latier®.

PTU-induced congenital hypothyroid:m effect in the
developing aibino rat vestibule has buen studied by
morphological analyses of 4 porinzial agzs between ] and
33 days and it was concluded that hypatbyroidism causes
on of HC- X end its innzrvation leaving
ontects untouched”.
unigue function in the
ansmitters (having so far
< nt), their enzvmes of
D and CnAT) can be used as

remt boutons is

a beleted m
HC-IS and i orelzed g
A< ﬂA“ A and ACY

no general metabolic
synthesis (respectively G
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~markess of hair cell and efferent terminal integrity.

“Therefore, inthe present work, a longitudinal past-
natal study measuring the activity of GAD (L-glutamates
T-carboxylase, EC 4.1.1 15) and of ChAT {Acetyl CoA:
cholinz-c-acetyltransferase, EC 2.3.1.6) in vestibular
homogenates of 20-, 28, 38, 50- and 60-day-old normal
and PTU-induced congenitally hypothyroid rats (CHR)
was performed. The aim of these experiments was 10
observe a change in enzymatic activity (either GAD or
ChAT) depending in the cell or compartment (hair cell or
efferent terminal) which resulied affected by hypothy-
roidism.

To azssess the imvobement of thyroid hormones,
thyroxine replaced CHR-derived vestibules (CHR-T,)
also underwent GAD and ChAT determinations and
serum levels of thyroxine (T,) and triiodothyronine (Ty)
were measured in all experimiental groups. The present
report Sescribes the experiments performed and the
results obtained.

i

M ATER’::J";s"D METHODS
[P R
The” c«'nc""mc“.)': wese conducied with Long-Evuns pigmented
“rats bred i the faboratony. Three female rats ware mated with a
normel male bieeder. The preseace of a vaginal plug was considered
the first day of pregnancy. Fregunt rats were housed indiviggally
1 week prior 1o defivery and maintsined on “ad libitum’ aceess 10
food (Puring rat chow) and water Constant tempe rature (22-26 °C)
and a i 2k icles of 12 B owere maintzined throughout
5 time. Litters wese restricted 1o 810 pups on the
day following birth and they were left with their mothes under the
same tonditions as their progenitors during experimemation time.

dypothyroidism was induced in pups by adminisiering 10 preg-

nant dams either 50 or 35 mg of &n-pro hieuraci] (PTU) per
day in their dricking wster dissoheed in 2 volurme pey day per ray that
was previously assetsed. PTU trestment was iniliated on duy 17 of
gestation and continued in the offspring afier wcaning until they
were sacrificed; pups fram unireeted mothere sened as conurols.

To assess the invobement of thysoid hormones. same PTU-
treated pups recehvad intramasculyr injections of r-thyriaine be-
ginning on- day 12 zfter birth which is the critical pericd for
vestibular development™. The dese of hormone adminisicred esch
day depended on the age of the animal znd it was cadculsied [rom
the data of Vigouroux on the developmental of thyreid function in
the rar’®

To deiermine the ¢ff2¢1 of hypathyrowdism on the general health
stzte of the amimals weight gain was follewed in control. CHR and
thyroxine-replaced CHR (CHR.T,). To avoid effects due 10
malnutrition. after wesning hypothyroid animals were hund-fed with
the sume diet as their exy ental comates but ground znd
resuspended in tepid water. Conirot 2nd CHR-T, animals were
allowed ap #d liditum diet

Animals of eoch group we
days of postnatal age by decap
of euditary butlse and B
vestibule as alre
3 suitable medium 1o m

sacrificed at 10, 28, K it and 60
won followed "

asure gither G—\D or Ch‘\T

Glutarnic azid decarbozylase assey

GAD was quantified in triphis
{approxim U g protein ¢ ¢
descrived by Atbers and Brady', with miner modifications already
repaned b\ our group for vestibutar tissue™,
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Cheline acenyliransferase assay

ChAT activity was determined in triplicate samiples of § pooled
ihules fappronimately $0 ug protein exch) by a slizhily modified
ica! method ™ proviously described for the chick™ and
frag™ vestibule.

Radiosctivity vas measured in a Pack
Spectcometer.

Peoiein measureniznt. Protein contenl was d\.mm ned b) the
method of Lowny et al using bovire serum aibami odurd™.

Serum collecti Every time that cortrol, U‘lR or LHRT
animals were sa ed, trunk Bood way callected afies decapita-
tion, ! nd until the 2ot became t2irasied. Then it was separated
from the serum 5y cent tion at 00 rpm for 20 min and
Gecanted. J1 wis s1ored at <20 “C until hormone ass2vs (Juplicate)
were performed.

Towl serum T, and Ty content. Seram total thyrovine {T,) and
triiedothrronine (T;) were a“a)ed by cific rudivimmuneoassay
method (RIA) previomly de *. Exch hormone was quan-
tified in all sanples within the same RIA. The intra- end interassay
coefficiens of va s were 8.6 and 10.5% for T, and 9.0 and
12.85% for T, The sensidility limit fos 2ach RIA was 0,25 ug/dl for
T, and 10.0 rg'di for T,.

w2 Tricart Scimiliztion

Maicrials N
{1:4Clo,e-glutamic scid, [~Tjthyrovine and {"“Ijiriodothyro-
aine were from New England Nuclear, Boston, MA (U15.4.).

PRYsceryl-oenzyme A and Bysmine hydiovide were purchased
from Ame LIL (US.A ). Eserine sulfate, tetraphenyiboron,

S-aceryl-coeazyme A, ethylen-diamine-etrazcetic acid {EDTA)
choline chioride. Triton X-100, 2.5 diphenyiorazol {PPO). 1.4[bis
2(S-phenyloxazolyl) henzene] (POPOP). bovine serum albumin.
pyridoxal phorphate, 2-mercepto-cthanol, t-gletamic acid, 6one
propyt-Duthoouracit and non-radioactive jods onines were ab-
tained from Sigma, St. Louis, MO (U.S.A.). Dithiothreitol (DTT)
was obtained {rom Catbischem, La Jota, CA {(L.S.A). NoCl from
Mallinhrodt (Maxice). Toluene and HB.30, were prmided by 1LT.
Baker {Mexico). Acetonitrile. pefassium znd sodium ,:ros'nhazc
fram Merck (Mexico).

RESULTS

GAD activity of vestibular homogenates in conirol rats
whose ages weie 20, 28, 38, 50 and 60 days after birth was
of 16.4 £ 0.43,16.1 £ 0.63.17.5 + 0.57,17.6 = 0.62 and
17.2 + 0.29 nmol'mg proteinh, respectively (Table I).
This range is of the same magnitude as that obtained for
GAD acitivity in ral retina®™ and nervous tissue!’. ChAT
activity in vestibular homogenates of 20-, 28, 38-, 5C-
and 60-day-old control rats was of, respectively, 692.0 =
9.3,601.0 £ 11.8.699.0 % 10.5, 707.0 = 2} and 720.0 =
6.9 pmol'mg protein’min (Table I). These values are of
the same magnitude as those reported for retina™ and
nervous tissue'! for the homologaus enzyme. Atprevicus
ages, starting on the 13th day postnatal {resuits pot
shown) GAD activity was found 1o be essentialls of the
same jevel and propertizs as that encountered on dav 20
of posinatal age whereas ChAT way {ourd 1o rise iis Jevel
on the 17th dzy 2unzining a consiun:
teristics {rom the 20th posinaial day thereafier.

In CHR, sestibular GAD activity was of the same

1V &nd charac-

magnitvde as in control rats and remained of the same

values as long as day 60 sfter birth, values being: 3.4 =



% CONTROL

nates of pigmented Tals expressed as
percent of conirot value of ¢ me Eachzoluma is the mean
of & experiments with SEM. in ¢d by the bar. Significant
differences (P < 0. MJ tet ccn ChAT acti -': mrcl and
PTU aie evident. S
activity from PTU group were 2t foliows day 20 v dﬁ\ :‘ dA\ 20
vs day 50, dzy 20 ve day 40, doy 28 ve day 50, day 28 ve day 60, day
38 ve dey 60. Values of conirol GAD and ChaT k-z(-\eer. all groups
were not significant, neither were GAD values within all experi-
mental groups. Data were statistizaily analyzed by the Tukey HSD
iest ueing @ SYSTAT st ! package.

ies in vestibular hor

0.56,15.8 £0.4,17.1 20.29,.16.9 £0.37 and 17.1 2°0.1
in, respectively, 20-, 28-, 38, 50- and 60-day-old rats,
which represented as percentages of the control value
(Fig. 1) are 93.9, 98.1, 97.7, 96 and 99.4% respectively.

In contrast, ChAT activity showed & gradual drop
along time in vestibules of CHR, i.e. 633.0 £ 6.3, 588.0
£ 128, 536.0 £ 12.7, 453.0 £ 156 and 394.0 £ 7.9
pmoi‘mg protein/min, in respectively 20-, 28-, 38, 50-
and $0-day-old rats (Fig. 1). This represents, with respect -
10 contro} ChAT activity, a decrease-of 9,13, 23, 36 and
456 for the above cited ages.

The involvement of thyroid hormones in this effect was

TABLE |

GAD . and ChAT activity in vestibular. homogenates: of normal
pigmenied rats

Figures represent. GAD {nmobmg protcin'h) or ChAT (pmol'mg
protein minj activity of averzged triplicate samples = S.E.M. for the
number of experiments shown in parentheses.

Day Enzyme Conirol
20 GAD 16.4 2 0.43(3)
ChAT T 6920293 (4)
28 GAD 16120614
CrAT £91.0=11.8(9
‘38 GAD . 17.5205744)
ChAT 699.0 = 10.5(4)
RY Gab
ChAT
60 GAD
ChAT 7062
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TABLE 11
Totclserum levels of Tyend T, in conira! CHR and CHR-T,

Dams reccived S0 mg. PTU per day except for day 3§ which were
mg daily. Valuzs are ngid! \T ) and/‘i di (T,) of averaged
values = S E M. for the number & eaperiments shown in
#d Significant differences hetween mean
of the control and experimental groups are indicated by
2sterisks, Values within control of CHR-T, and berween co
CHR-T, are not statistically significant. Data were
analyzed by the Tukey 1D test using a SYSTAT statistic

Day  Hor- Control Chr Chr-T,
mone

20 T, 95070 (4) 1172047 (4)° 853227 (4)
T, 282012(4) nd. 2.1 £0.04(4)

2% 00T, 113.0£23 (4) 182213 (4)° 84016 (4)
T, 3.1£008(4) nd. 2220.08(4)

0T, 68.5£57 (4) 8.5z 18 (4)
T, 2.7+007(4) 03z 0.06 (4)
T, . -95.0%£31 (4) 22.5% 6.7 (4)
T, - 36%018(4) 025z 14(4)

0 T, 920%35 (4) 2172 3 (4
T. 2.120.12(4) 028z 144

corroborated when the observed decrease of ChAT
activity in CHR was prevented by early administration of

thyroxine, thus ChAT activity in CHR-T, was 680.0 =

7.8, 687.0 £ 18.2, 701.0 = 14, 705.0 £ 14.7 and 694.0 =
10 in, respectively, 20-, 28-, 38-. 50- and 60-day-old rat
vestibule. As in CHR, GAD activity in CHR-T; did not
suffer any modification throughout the experimentation
time, values being: 15.6 £ 0.33,16.4 £ (.38, 16.8 = .58,
17.2 £ 0.552nd 17.6 £ 0.23 in, respectively, 20-, 28, 38.,
50- and 60-day-old rats (Fig. 1).

Total serum (TS) values for T, and T, in control, CHR
and CHR-T, are shown in Tzble 11. TS-T; content in
control rats whose ages were 20, 28. 38, 50 and 60 days
after birth was of 95.0 £ 7.1, 115.0 £ 2.3, 98.5 £ 5.7,
93.0 + 3.1 and 92.0 * 3.5 ngdl. respectively. This TS-T;
coptent in control rats is similar to values reported
previously by other lsborataries™®

Tﬁ -T, conient in control rats of 20, 28, 38, 50 and 60
da\s old was of, respectively, 2.8 £ 012,31 £ 0.08. 2.7
+0.07.3.6 = 0.18 and 2.1 = 0.12 grg'dl. These values
are of the same magnitude as reporied by other labo-
ratories’®

TS-T; and TS-T, values in CHR were found to
diminish along time. In CHR the valuzs of TS-T; were
1172047182 £ 13,235 £ 15,225 % 127 and 21.7
* 1.6 ng/dl in respectivels. 20-0 28-. 38-. 50- and
§0-day-old rats. In CHR the values of TS-T could not be
detecied in 20- and 28-dey-old rats; volues being 0.3 %
0.009 fegdl in 38-day-old rats. 0.25 = 0.('11/(,ng in
30-day-old rats and 0.28 = 0.002 zg dl in 60-day-old rats.

In CHR-T, the serum Jevels of Ty end T, were



essentially of the same magnitude as in conirol rats alang
age. i.e. the TS-Ty confent in CHR-T, was 83.3 £ 2.7,
84.0 % 1.6, 855 £ 4.8, 80.5 + 6.7 and $8.5 £ 3.3 ng/dl
in, respectively, 20+, 28-, 38-, 50- und 60-day-old rats
TS-T, content in CHR-T; of 20,28, 38-. 50- and
60-day-old rats was of, respectively, 2.1 = 0.04, 2.2 £
0.08, 2.28 £ 0.06, 2.5 + 0.14 and 2.5 % .14 gegrdl.

Follow up of weight guin, as an assessgment of the
general health state of arimals (results pot shown)
behaved essentially as earlier reports™ throughout ex-
perimentation time, i.e. up o the 10th 1o 141h day after
birth, differences in physical appearance and body
weights between the hypothyroid and the nermal control
groups were not apparent. Thereafter. the body weights
of hypothyroid animals increased strikingly less than
those of controls, At 22 days of ge charactersistics were
similar to those that have been described in the literature
for the cretinoid rat. The animals of the hypothyroid
group which received injections of L-thyroxine were
indistinguishable from normal controls in terms of gen-
eral appearance and body weight.

DISCUSSION

The cell type or compartment affected by hypothy-
roidism was studied by assessing the enzymes of synthesis
of putative afferent or efferent neurotransmitters (and
respective postulated markers of hair cell and efferent
boutons) in the vestibular sensory periphery, GAD for
GABA and ChAT for acetylchaline.

In normal rats, thesz enzymes do not change starting
on postnatal day 20, implving that their respectively
containing cell types are essentially mature at this age.
These findings (and the ones of previous ages) carrobo-
rate earlier results and interpretations in the developing
chick vtstibuie"" and in embryonic guinea pig vestibular
cristae®® in which GAD and ChAT levels showed an
asymametrical development which correlated well with
earfv maturation of hair cells and a Jate appearance of
efferent boutons, as followed by morphological electron
microscopy studies’ ™,

Those earlier resuhts fed us to choose rats {rom the 20th
postnatal day and thereafter to analyze the effects of CH
on GAD and ChAT activity. whose changes could be
attributed to CH and not 10 developmiental variations of
both enzymes. Thus, when we measured GAD activity in
' CHR we found that this enzyme r nstani, s it
was in control animals, from day 20 10 gay 6i aner birth
suggesting that GAD might be confined to a cell element
(or compariment) that did not suffer any alieration with
the treatment of PTU: this could well be the hair cell. In
contrast. ChAT activity was found 1o Jdeeling in hypothy-
roid rats in a {ashion that can be #d 1c ap action

dmzins

correlar
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of cholinesgic efferent terminals of late maturation. The
participation of thyroid hormones in these effects was
corroboraied when this decline in CRAT activity was
prevented by critical-period-thyroxine treatment of the
pups. Similarly, honnene values along time in normal,
CHR and CHR-T, sera were as expected and corre-
sponded 1o those reported in the literature!®,

It is known that, in the rat. thyroid function starts
relstively late (on the 18th day of gestation). The rapid
increzse of thyroid hormone level with a peak at the
beginning of the 3rd postnatal week™ coincides with an
important phase in the morphological and functional
development of the vestibular seceptoss. During this phase
the cellular differentiation and synaptogenesis which start a
few days before birth, become particulasly intense™. Con-
sequently. a passible role of thyroid hormones in vestibular
develupment (at least for some cellular population) during
this period might be suspected.

A morphological study on the effects of congenital
hypothyroidism on the matusation of vestibular ganglia
and sensory cell, and particularly on the innervation of
the latter performed in rats has been reported’. In that
study, hypothyroid rat pups showed no apparent differ-
ences with controls in either HC-H or af the level of its
synaptic contacts as early as in 14-day-old pups. Thus, the
maturation of the HC-11 and its innenvation appeirs not
to be affected by hypothyroidism which confurms well
with our biochemical findings. In contrast, the same
morphological report Gescribes that the vestibute of CHR
of postnatal day 33, present well recognizable type J and
H hair cells, the former showing some immature features.

especially that of efferent boutons. hence our interpre-
tation of decrement of ChAT activity being due 1o
affected HC-1 efferent contucts of late maturation. This
latter interpretation is well documented in the literature
originated in morphoiogical studies of normal vestibular
dzvelopment in veatibular and in auditory organs showing
an early and asymmetnical development of hair cells and
its corresponding innervation. These morphologic obser-
vations in the vestibule describe an early maturation of
type 11 hair cells, which is followed by that of type I hair
cells and by an early formation of af cr:nt [5) nu
the 1w o types of cells in the sisme sequence™
In the auditory periphery, the assmmetric development
of short hair cells is followed by talt hair cells in the chick
busifar papiliae®9® und outer hair cells develop pricr 10
innes hair cefls in the mammalian cochlea®*’

As to efferent innervation, a latz appearzace of
efferent endings in the vestibule has been inferred by
several suthors. In those studies, either very early stuge
wire examnmd in which efferent boutons were not yet
present®® or the endings were not followed afier birth'™
3 However, effersnt endings have been observed in




other “studies*?, and late efferent-bouton synaptoge-
neses has been described for “auditory organs*®1%4%
22372983 A controversial study which reports this
difference not being found in the mouse vestibule might
show, however, a species characteristic™*,

On the basis of the above discussion, as maturation of
the HC-II and its innervation is practically achieved at
birth, it is not surprising that, both HC-II and their
contacting efferent boutons escape the morphogenetic
action of thyroid hormone implying that, for their
maturation, they relay in maternal thyroid hormones
rather than on fetal ones, as has been recently described
for nervous tissue™; hence, our findings of unmodified
GAD in both hypothyroid and CHR-T, rats and a
remanent of a 555¢ of ChAT activity.

In our resuits of CHR, ChAT activity starts decreasing.
from normal values at 20 duys old, at about the 28th
postnatal day. Related to this, a similar vestibular effect
of hypothyroidism to that occurring at the cochlea in the
CHR might be postulated, i.e. in the organ of Corti,
outer hair cell-contacting efferent boutons (of known
cholinergic nature) are established, but later retract and
degenerate due to the accumulation of amorphous
material*’. In a later study, this material was found to be
a mannose and sialic acid-containing polysaccharide. A
similar mode of action in the vestibule. as yet undocu-
mented, awaits experimentation.
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Our observations, when discussed on the grounds of
some brain developmental studies in hypothyroid ani-
mals, where ChAT and GAD (and some other GABA-
ergic parameters) as well as thyrosine hydroxylase were
measured, the only enzyme affected was the former in
the majority of the cases with an undiscussed partial
effect (i.e. a 455 decrease) as we have seen in the
vestibule. This implies that vestibular GABAergic and
cholinergic cells show a very similar developmental
pattern as in the brain™ 2. This also explains that in spite
of their apparent immaturity, GABAergic vestibular
HC-1 are not affected in hypothyroidism.

In conclusion, the rtesults presented in this paper
confirm the preference of hypothyroidism to affect
cholinergic cell types (or compartments) or late matura-
tion {HC-l-contacting efferent boutons) and hence the
observed 45% ChAT decrease, leaving untouched hair cell
I and 11 supported by a constant GAD level. regardivss of
time and treatment and 355 of remaining ChAT localized
in efferent origin boutons connecting HC-I1.
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