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RESUMEN 

El ol'.do interno estii oonstituido por dos partes: una po=i6n relacionada con la aud!_ 

ci6n (la oocl&l) y la porción vestibular que se encarga de proveer al sisten>a nervioso 

central(SNC) de una parle inportante de la infonnaci6n sensorial necesaria para el~ 

tenimiento del equilibrio y de la postura. F.sta función es llevada a cabo por células 

especializadas en la rrccanorrecepci6n(células pilosas) a través de fibras aferentes. 

Por otro lado los irnp.llsos centrales son enviados al vestíbulo por conexiones eferentes. 

Existen evidencias de que la ccmunicaci6n en arrbos sentidos(eferente y aferente) es 

de tipo qu:imico. Sin enba.J:g:) la investigaci6n en relaci6n a la naturaleza y :func'i6n de 

los neurotransmisores en este.sistema es nuy reducida eotparándola con otros(i.e. la 

retina) ,esto se debe prcbablenente a que el oído 1debido a su ubicaci6n es un 6rgano p::>­

co accesible. Recienterrente han aparecido algunos rerortes ( 55, 105, 109) los cuales invo­

lucran a la acetila:>lina(Ach) y al ácido fr-amind::iutiríco(C..ABA) corro posibles rrediadores, 

por lo que en este estudio se decidi6 investigar algunos parám=tros de estos neurotr~ 

misares en el vestfuulo, usando a:mo m::delo el oído interno de la rana. 

Para evaluar el pape:l de la Ach se investigó la enzima. que la sfutetiza la colin ace­

tiltransferasa (CAT) ,y se estu:J.iaron algunas de sus propiedades.Asi rnisrro, se estudi6 la 

existencia de la acetilcolinesterasa (AchE) a:>t'ID un ¡:osible rrecanisrro de inactivaci6n 

del neurotransmisor. Para la evaluación del c;nBA caro neurotransmisor se núdi6 la act! 

vidad de la glutamato desca.t:boxilasa(GAD), que es la enzima que lo sintetiza. 

se encontr6 que en hom:>genados de ~stíbulo de rana, existe actividad tanto de la 

CAT y AchE cerro de la GAD. Se encontró tanbién que estas enzimas tiene actividades es~ 

cificas serrejantes a sus horrol6gas en el sistema nervioso central y periférico. M.em§s 

tanto la CAT corro la AchE presentru:an propiedades cinéticas serrejantes a las de la CAT 

y la AchE presentes en el sistema nervioso central y perif~rico. 

Para la localización celular tanto de la CAT ccm::i de la GAD se aprovech6 el modelo de 

la denervaci6n en el cual se sabe que al escindir el nervio vestibular de la rana, las 

terminales eferentes degeneran. Al rredir tanto la CAT ccm:> la GllD se observó un decre­

rrento gradual con el tierr¡::o de la activid.00. de la CAT hasta casi desaparecer CCl!pleta­

nente a las seis semanas despues de la denervaci6n.En tanto que la GPD no se m:xlifio5 

en ninguno de los tierrros despues de la escisi6n. 

Estos hallazgos nos sugieren que la CAT parece lcx::alizarse en las temúnales eferentes 

que degeneran con la denervaci6n y que la GAD en el vestíbulo de la rana parece locali­

zarse en algur.a célula o corrpart.inento del epitelio sensorial vestibular el cual no 

sufre ninguna alteraci6n desp.Iés de la escisi6n y que p:dría ser la célula pilosa. 

Con base a estos resultados se p.iede p::>stular que la Ach y el GABA µ.idieran actuar 

caro neurotransmisores eferente y aferente respectivarrente en el vestíbulo de la 

rana. 



l\BSTRl\CT 

The vertebrate inner ear is divided into two parts: a portien related to audition 

(cochl.ea} and the vestibular part, which provides the rrajor source of sensor:y 

informatian utilized by the central nervous system(CNS) , in order to maintain 

balance.This function is carried out by specializad cells in rrechanoreception(hair 

cells} through synaptic ccntacts with afferent fibers. The central :!ropulses are sent 

to the ·vestibu.le by rreans of efferent connections. 

There is strong evidence indicating that synaptic transmission between the hair 

cells and the afferent fibers as well as the carunication between the efferent fllier 

and the hair cell is chemi.cal in nature.However, research into this system,is quite 

scarce as cc:npru:ed wíth other sensor:y organs(i.e. retina) .This is mllnly due to the 

fact that end organ is less accesible. 

Recently there have a¡;peared sone evidences in rega¡:d .to acetylcholine (Ach) and 

l!'-arnincbutyric acid(GllBA) as p.itative nediators in the vestibule. Far this reason, 
we decided to investigate sane pararreters related to these substances using as a 

rrodel the frog inner ear. 
'Ib test the role of Ach we stud.ied its synthesizing enzyrre choline acetyltransferase 

(CAT) ,sorre of their kinetic properties, and the presence of acetylcholinesterase(AchE) 

as Ach inactivating rrechanism. 

'!he role of GASA as a.neurotransrnitter in this system was sb.ldied by the investigation 

of the existence of its enzyme of synthesis1 glut:ainJ:c ac;!d deca,tboxylase(Gl\Dl, 

CAT,AchE, and Gl\D were found to be present in a frog labyrinth harogenate, These 

enzyrres have similar specific activities as those of the CNS and peripheral nervous 

system(PNS) • l\dditionaly CAT and AchE shc:Med s:ímilar kinetic properties as those of 

CAT and AchE of the CNS and PNS. 

'Ihe cells of origin of these enzyrres was studied by elimination of certain populations 

of tenninals .For this purp:>se we use.d the m:d.el of denervationin which the eight cranial 

nerve (right side} of the frog is e.xcised and degeneration of efferent :fi.bers and terminals 

hás been found. 

t·te cbsc.rved that the transection of the vestibular nerve resulte:l in a gradual 

diminution of CAT activity until it reached 88% decreased six weeks after surger:y. 

In contrast Gl\D activity did not suffer any alteration at any tirre after nerve 

excision. These findings suggest that the decrease of CAT following nerve excision 

supports t!\e efferent synaptic bouton localization of CAT, That Gl\D is located in a 

cell type (or c:arpart:rrent) that rray well be the hair cell is supported by the fact 

that this enzyrre does not suffer any rrodification after denervation. 

'lhese results are in acoordance with an efferent cholinergic ne.irotransmission and of 

a putative afferent role of GABA in the frog vestibule • 
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INTRODUCCION 

La naturaleza ha provisto a todos los animales sobre la tierra 

de receptores especiales que detectan la fuerza de gravedad. Estos 

se ubican en la parte interna del oído. 

El papel del sistema vestibular en la percepci6n de las acelera­

ciones y la integración de información en relación a matener la 

orientación, ha mantenido el mismo mecanismo desde los organismos 

más antiguos sobre la tierra. El primer órgano vestibular(el receE 
ter más primitivo, 

ces) apareció hace 

el estatocisto, que . . 
más de 600 millones 

se encuentra en los molus­

de años. 

Un incremento continuo en la complejidad de la anatomía ocurre 

con la evolución filogen~tica desde el primer estatocisto hasta 

el sofisticado laberinto de los vertebrados superiores. 

Todos los vertebrados detectan los sonidos, las aceleraciones del 

cuerpo y los movimientos del agua con el sistema sensorial ac6sti~~ 

lateral. Los receptores primarios de esta sistema, ya sea en la c6-

clea, el vestíbulo o la línea lateral son las c~lulas neuroepiteli~ 

les llamadas células pilosas, las cuales reciben inervación tanto 

eferente como aferente. Estas inervaciones provienen del nervio 

vestíbulo-auditivotoctavo nervio craneal), el cual se extiende hacia 

los organos periféricos sensoriales vestibulares,a través del canal 

auditivo interno y finalmente penetrando hacia el sistema nervioso 

central(SNC) donde termina de una manera compleja pero organizada 

dentro del tallo cerebral y el cerebelo. 

EL OIDO INTERNO DE LOS VERTEBRADOS 

Tradicionalmente se dice que el hombre posee cinco sentidos~ 

tacto,olfato,gusto,vista y oído, pero algunos de estos pueden a 

su vez dividirse en varios, por ejemplo, en la cavidad que contiene 

al oído interno se encuentran los 6rganos de dos sentidos, el 6rga­

no encargado de recibir las ondas sonoras( el 6rgano de Corti) y 

el del equilibrio (el aparato vestibular) • 

La delicadez~ del oído interno es sugerida por la impenetrabilidad 

de su alojamiento. La porci6n petrosa(peñasco) del temporal consti­

tuye la estructura 6sea más dura del cuerpo y es el unico que per­

siste carro tejido 6seo fetal(fig.1). 
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Fi.g. 1 LOcalizaci6n del sistema auditivo en el hombre. 

La zona estriada muestra la rc~i6n del hueso tem~oral. 
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El aparato vestibular está constituido por una serie de 

sacos y conductos de tipo membranoso, lleno de un líquido 

de cornposici6n química muy peculiar llamado endolinfa , y 

al mismo tiempo este aparato membranoso está en suspensi6n 

en un líquido conocido corno perilinfa. Todo este conjunto 

está contenido dentro de una serie de canales y cavidades 

excavadas en ~l hueso temporal cuya forma sigue cercaname!!_ 

te la de las estructuras del laberinto membranoso, este 

último es el verdadero receptor . La porci6n vestibular 

del oído interno consta de cinco 6rganos: tres canales 

semicirculares, el utrículo y ~J.. sáculo. La cóclea está 

constituida por un solo 6rgá.no( el 6rgano de Corti) (fi~:-.2) 

La porci6n sensible del epitelio sensorial se organiza , 
en el vestíbulo de la siguiente manera: en el utrículo y 

el sáculo formando lo que se denornínan las máculas; en los 

canales semicirculares, la cresta ampular, y en la cóclea 

lo que constituye el órgano de Corti(fig 3). 

EPITELIO SENSORIAL 

Ciertas partes de los órganos estate-acústicos están cu­

biertas con una capa de células epiteliales especializadas, 

que constituyen la porción sensitiva y que forman junto con 

las células desaparte el epitelio sensorial. Cada epiteJ;n 

sensorial de los diferentes órganos (i.e. canales,utrículo 

sáculo,línea lateral y cóclea) contiene dos tipos de células 

pilosas,. la I y la, II/~n el caso del vestíbulo y células 

pilosas externas e internas en la cóclea, además poseen 

celulas de soporte y las fibras nerviosas(aferentes y efere~ 

te) que las inervan.Las células de soporte se extienden por 

toda la superficie endolinfática hasta la porción basal de 

ésta excepto durante el desarrollo. En la parte superior del 

epitelio sensorial se encuentra casi siempre una masa inerte 

(la cúpula y la membrana otolítica en el caso de los orqanos 

vestibulares y la membrana tectoria en la cóclea fig.4). 

Las células pilosas se originan de la superficie del ecto­

dermo y mantienen su caracter de epitelio en los orqanos madu­

ros del oído interno, y aunque carecen de axones y dendritas, 

hacen sinapsis con las fibras nerviosas aferentes, que van 
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Fig.2 Partes que constituyen al o!do interno mostrando 

la relaci6n del 6rgano del equilibrio(vestibulo} con 
el órgano auditivo(c6clea) 
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Fig 3 • Porciones sensibles del oído interno. 
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Fig 4 • Esqueroa :representativo de las áreas sensitivas ubicadas en: 
(a) Las crestas vestibulares de los canales se~icircularcs, (b) Las mácu­
las de los órganos otolíticos del vestíbulo, (e) En el órgano de Corti co­
clear,mostrando los elementos fundamentales y los sistemas de acoplamien­
to mecánico(cüpula, membrana otolítica y membrana tcctoria}. 
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hacia el cerebro y reciben las fibras eferentes provenientes 

del tallo cerebral(fig 5). 

Un rasgo estructural de ~stas células es el haz de prolon­
$f1Ciones citoplasmáticas en su porci6n apical denominados pe­

los sensorios o estereocilios y poseen además un cilio ver­

dadero o cinocilio. Cada estereocilio está formado en su int~ 

rior por un bast6n rigido de filamentos de actina fascicula­

dos y rodeados por la prolongación de la rnembrana(fig.6). 

Estos estereocilios se encuentran en una disposición hexag~ 

nal y su tamaño se va incrementando de una orilla del haz 

hacia el lado opuesto en donde se encuentra el cinocilio. 

No obstante la variedad de eS"tfmulos a los cuales las c~lulas 

pilosas responderi en los diferentes órganos, como son el soni­

do en la c6clea, la aceleración lineal y las vibraciones en el 

utrículo y el sáculo, la aceleraci6n angular en los canales 

semicirculares y el movimiento del agua en los·6rganos de la 

línea lateral, cada célula pilosa es esenc:í.almente un meca -

norreceptor. 

Cada célula pilosa se encuentra morfo16gicamente polarizada: 

por la parte apical contiene un haz de pelos y un cilio ver­

dadero, el que se opone a 60 estereocilios. El cinocilio de 

varios receptores tiene la misma orientaci6n con respecto a 

algún punto de referencia. Es claro que la polarización mor­

fológica es paralela a la polarización funcional i.e. todas 

las células pilosas muestran la misma polarización morfológica 

y reaccionan a un estímulo de la misma manera(98). Los prin­

cipios de la polarizaci6n funcional(respuesta eléctrica) se 

resumen de la siguiente forma: cuando el haz de pelos sensorios 

se dobla hacia el extremo en donde se encuentra el cinocilio 

se produce una despolarizaci6n,mientras que la deflexión en 

dirección opuesta ocasiona una hiperpolarizaci6n(86). Los 

estímulos aplicados en dirección ortogonal no producen res­

puesta ( fig 7) (53,J.32) 

TRANSDUCCION 

La célula pilosa es una célula mecanoreceptora que convierte 

(transduce) la energía mecánica a~licada a su haz de pelos 

sensorios en una señal electrica. Se considera como muy pro­

bable que la energía mecánica sea transducida a una señal 



(9.\ 

E%ií 1---C 
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centrípeta centrífue;a 

i. t 

Fig 5 . Esquema de las partes principales que consti­

tuyen a la célula pilosa y sus contactos neurales. 

Ec= es.tereocilios; C=cinocilio; ~~=terminación nerviosa 

aferente:E= terminación nerviosa eferente. 
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Fig.6 Modelo hipotético de la organización estructural .Y fun­
cional del citoesqueleto en las células pilosas.( modificado de 
Drenckhahn,D.,Schafer,T.,and Prinz,M.(1985) Actin,rnyosin, and 
associated proteins in the vertebrate auditory and vestibular 
organs:imrnunocytochemical and biochemical studies. rn Auditory 
Biochemistry.D.Drescher.(Ed.). Charles,C.Thomas,~p 317-335. 

FOTENCil'-f, 
P.ECI:PTOR 

POTENCil'.X. 
DE 
l'CCION 

• 

--·-

hipp.rpoJarizac1on 
.------~- '~----

depolai:izaci6n 
'""''"""'""' • I! to 1 

EXCITACIO!I IllHIBICION 

Fig.7 Ilustración diagramática de la función de la célula pi­
losa (Tomado de: Flock ,A( 1965) Transducing mechanisrns' in lateral 
line canal organ receptor. Cold. Spring Harbar Symp. Quant.Biol. 
30,133-146. 
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eléctrica a través de canales i6nicos(115)directarnente acoplados 

a la parte apical de los estereocilios y no a los del cinocilio 

el cual el cual tiende a desaparecer durante el desarrollo de 

las células pilosas del órgano de Corti y puede ser eliminado 

en los órganos vestibulares sin alterar esta funci6n(85) • 

La propiedad de los estereocilios de responder mecánicamente 

se determina por su arquitectura interna, en la cual el citoesqu~ 

leto de los filamentos de actina proporciona rigidez y en la 

porción cuticular de la parte apical de la célula pilosa se 

encuentran otras proteínas como son la fimbrina la cual proba-
. . ' blemente se entrecruce con los filamentos de~actina de una forma 

estable. La rniosina también está presente y quizá interaccionan­

do con la actina y controlando esta interacción se encuentra la 

tropomiosina(fig.6) (32). 

Estimulas como la rotaci6n,los desplazamientos lineales,la fuer­

za de gravedad y las ondas sonoras son transmitidos ini_r~i.;::ilrnente 

a las estructuras accesorias del oído interno- la cúpula,la mem­

brana otolítica y la membrana tectoria- lo que provoca un despla­

zamiento de los estereocilios de las células pilosas de las áreas 

sensitivas de la porción vestibular y coclear del oído interno. 

Una vez que ocurre el desplazamiento de los pelos sensorios por 

alguno de estos estímulos el potencial de membrana cambia de -60rnV 

hasta 20 mV.Cuando el haz de estereocilios se mueve hacia el cino­

cilio la conductancia de la membrana se incrementa¡esto es,la 

membrana se vuelve más permeable a iones cargados positivamente. 

Esto sugiere la existencia de canales de transducci6n, a través 

de los cuales los iones pueden pasar cuando se estimula a los 

estereocilios. 

Se ha calculado que existen cerca de 280 canales de transducci6n 

por celula pilosa en el sáculo de la rana, estos canales tienen 

la capacidad de mediar el movimiento de iones como el K+, el cual 

se encuentra en alta concentraci6n en la endolinfa(84) 

El proceso de transducción ocurre muy rapidamente,ya que los 

canales conducen la corriente a los pocos microsegundos de la 

aplicación del estímulo, una explicaci6n es que este proceso se 

lleva a cabo en la parte apical del haz de cilios, lo que no 

permite la interacción de segundos mensajeros y por lo tanto 



(12) 

solo la interacción entre los estereocilios puede iniciar al­

guna respuesta. Esta interacción se ha propuesto que ocurra 

por la existencia· -de un microfilarnento que se encuentra en la 

punta de un estereocilio y que interacciona con la parte lateral 

del estereocilio adyacente(59,118). 

Cuando el haz de estereocilios es flexionada,los canales de 

transducción se abren y los iones K+ entran a la célula. La 

despolarizaci6n P.ravocada por este estímulo activa los canales 

de ca2+ sensibles a voltaje, provocando un aumento de la despo­

larizaci6n por los iones ca2+ sensibles a voltaje.Al mismo 

tiempo la entrada de Ca~+ eleva lá Concentración local de este 

cerca de la superficie de la membrana. La alta concentraci6n 
de ca2+ activa los canales de K+ sensibles a ca2+ y el K+ 

sale y repolariza la membrana disminuyendo la activación de los 

canales de ca2+ .El fluido en la superficie apical de la célula 

pilosa tiene una concentración de K+ mucho más elevada que la 

superficie basolateral de ésta,como consecuencia el K+puede 

entrar y salir de la célula. Con el tiempo el potencial de mem­

brana se vuelve más negativo y regresa a su estado estacionario, 

y el contenido de ca2+ intracelular se reduce por su captura 

dentro de los organelos de la célula y por expulsión de este 

i6n.Por ultimo cuando el canal de K+ sensible a ca2+ se cierra, 

la célula pilosa retorna a su condición inicial{fig.8). 

Los iones ca2+ al entrar por la parte basal de la célula 

interactGan con estructuras aGn desconocidas y por un mecanismo 

incierto provocan la salida de un mensajero químico hacia la 

reqi6n intersináptica.cuando esta substancia atraviesa este es­

pacio y llega a la terminal nerviosa aferente se combina con 

los receptores de éstas y causa un cambio de permeabilidad de la 

membrana lo que resulta en un potencial generador que a su vez 

llega.al axón y provoca un potencial de acción,transform§ndose 

en una señal eléctrica{impulso eléctrico)que viaja al cerebro 

( fig 8. ) • 

TIPOS DR CRLULAS PILOS~S 
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DESPLAZAMIENTO DEL HAZ 

FIBRA AFERENTE 

AL CEREBRO 

NEOROTAANS­
HISOR 

Fig e. Representación esquemática de los eventos que desencadena 
un est!mulo sobre el haz de estereocílios de la célula pilosa. 
(1),(2) canal de calcio,(3) canal de potasio sensible a calcio 
(modificado de Hudspeth,A.J.(1985) The ce11ular basis of hearina: 
the biophysics of hair cells. Science,230,745-752). · 
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wersall describió dos tipos de células pilosas en el epitelio 

sensorial vestibular y demostró que poseen diferentes terminales 

nerviosas(154) .En el vestíbulo- la c~lula pilosa Tipo I común en 

los vertebrados superiores, está inervada por una terminal afe­

rente en forma de cal!z(fig 9A). A su vez recibe informaci6n central 

en la forma de botones sinápticos eferentes que contactan a 

la fibra aferente. La célula pilosa Tipo II común a todos los 

vertebrados, recibe terminales nerviosas tanto aferentes como 

eferentes en su parte basal(fig.9B). 

En la porci6n auditiva las células pilosas son de dos tipos: 

las internas y las externas ( fig .9Cy"D) , clasificadas por su colpca­

ci6n con respecto a la luz de la rampa medi~ de la cóclea. 

Las células pilosas internas tienen forma ovoide y las parte 

apical ligeramente doblada, las externas tienen forma cilindrica 

y se disponen oblicuamente frente a las internas y son más numero­

sas, ambas presentan varias filas de estereocilios de un tamaño 

bien definido. En su parte basal se encuentran sinapsis aferentes 

(ascendentes) y sinapsis eferentes(descendentes) .Las terminales 

aferentes inervan al 95% de las células pilosas internas y al 

resto a las externas. Las fibras eferentes hacen contacto con las 

células pilosas internas y externas y con las fibras aferentes 

de las células internas. 

MECANISMO DE TRANSMISION SHJAPTICA EN EL SISTEMA ACUSTICO-LATERAL 

Existen numero·sas evidencias tanto rnorfol6gicas como fisio16qicas 

indicando que la transmisi6n sináptica entre las células pilosas 

y las fibras nerviosas aferentes es de naturaleza quimica(53,60,61, 

87,155,156). 

Estudios ultrastructuralcs han revelado que el esoacio sináptico 

entre la célula receptora y la fibra aferente es aproximadamente 

de 200 l. La célula pilosa { presinapsis en este caso) contiene 

un cuerpo típicamente presináptico, mientras que la terminal post­

sináptica{fibra aferente)muestra un engrosamiento en su membrana 

(9,110,134,154-157). 

Los cuerpos presinápticos fueron descritos por primera vez oor 

SjOstrari.(133) en la retina y dichos cuerpos fueron encontrados 

\ 
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Fig 9 . Esquema de los diferentes tipos de células pilosas 

que se encuentran en el epitelio sensorial vestibular y 

coclear y sus inervaciones. 

A y B células pilosas Tipo I y II • 

e y o c~lulas pilosas externa e interna, 

TNJ'. = terminal nerviosa aferente, TNE= terminal nerviosa 

eferente • 
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en los receptores vestibulares por varios grupos(53,110,154,155, 

156)(fig 10). 

Investigaciones fisiol6gicas han demostrado potenciales post­

sin~pticos excitatorios en las fibras primarias aferente en el 

s&culo del pez dorado y en el canal semicricular de la·rana(60, 

127).Furukawa también ha demostrado la existencia de un retraso 

en el potencial sináptico en la uni6n recepto-neural del octavo 

nervio del pez dorado después de la estimulaci6n de la célula 

pilosa(Gl) y se ha comprobado la existencia de una neurotransrni­

si6n de tipo cuántico(87) .Asimismo, potenciales unitarios regis­

trados en fibras aferente provenientes de las áreas sensoriales 

vestibulares de elasmobranquios y anfibios se modifican por mo­

vimientos de las cabeza 6 desaparecen por la supresión de ca.1 cio 

en el medio(27,126,138). 

Se ha descrito la sinapsis eferente por estudios morfol6gico~ 

con microscopía electrónica.Generalmente las terminales eferen~.­

tes (botones) contienen muchas vesículas,algunas de ellas con 

centro denso, mientras que a nivel de las célula pilosa se ha 

encontrado una cisterna subsináptica.También la distancia entre 

las terminales eferentes(presinápsis) y la célula pilosa mide 

cerca de 200 ~(36,63,110,134,135,152) .Todos estos razgos confor­

man la estructura de una sinapsis química(fig 10). 

Hallazgos fisiológicos han reportado que existen en el labe­

rinto de la rana potenciales postsinápticos inhibitorios, indu~ 

cides por estimulaci6n de las fibras eferentes(64} .AGm más exi~ 

ten evidencias fisiológicas de que la comunicación entre la cé­

lula pilosa y la terminal nerviosa eferente es de naturaleza 

química(l20). 

Estos hallazgos, aunque importantes, no nos explican nada 

acerca de la naturaleza química del transmisor involucrado tanto 

en las sinapsis aferentes como eferentes en este sistema, por lo 

que ha sido necesario utilizar una serie de estrategias para 

resolver el problema de vías neuronales específicas en el SNC 6 

en los receptores sensoriales corno es en este caso el oído interno. 

Sin embargo para prop6sitos prácticos deben existir reglas homo­

géneas de manera que se puedan comparar los resultados de dife­

rentes investigaciones. 
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Basandose en las características mostradas por un neurotransmi­

sor en una sinapsis bien definida, varios autores han propuesto 

criterios que debe llenar un compuesto para ser denominado neuro­

transmisor • 

Entre estos criterios los descritos por Nerman{153) son esen­

cialmente atiles, sobre todo tratándose de estudios iniciales 

Dichos criterios pueden ser de gran utilidad para establecer la 

cornparaci6n con sistemas ya definidos(i.e. la acetilcolina en 

la placa neuromuscular y el GABA en las células de Purkinje de 
los mamíferos). 

Estos criterios pueden dividirse,.en presinápticos y postsináE 

tices. Los preSinápticos son: la presencia de esta substancia 

en la terminal nerviosa; la disponibilidad de los precursores 

de esta; la presencia de la enzima sintetizante; la existencia 

de un mecanismo específico de liberaci6n y captaci6n de la subs­

tancia por estimulaci6n de la terminal y la existencia- de meca­

nismos de inactivaci6n. 

Entre los criterios postsinápticos se encuentran: la substan­

cia aplicada en el sistema debe tener los mismo efectos que la 

estimulaci6n presináptica; drogas aplicadas, las cuales disminu 

yan el efecto del compuesto en prueba, deben bloquear los efec­

tos de estimulaci6n y la substancia debe producir cambios simi­

lares en las propiedades eléctricas de la membrana como lo hace 

la estimulaci6n(este último criterio debe hacerse por registro 

intracelular) • 

En general, los criterios presinápticos pueden ser estudiados 

por métodos bioquímicos o inmunocitoquímicos, mientras que los 

criterios postsinápticos requieren de métodos electrofisiol6gi­

cos, aunque la identificación de los receptores postsinápticos 

puede ser estudiada bioquímicarnente. 

Como se mencion6 anteriormente, la identidad del(o los) neuro­

transmisor(es) que actrtan entre las células pilosas y las termi­

nales aferente y eferentes no se conoce. Sin embargo, se han es­

tudiado como posibles mediadores los ya clásicamente descritos 

para el SNC y el periférico de vertebrados, tratando de acumular 

para estos, datos experimentales que cumplan con los requisitos 

ya mencionados. 

De los neurotransmisores estudiados en el sistema acústico-
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lateral podemos mencionar,a la acetilcolina, el ácido ~-amino­
butírico, el ácido glutámico, el ácido aspártico, las catecol­

arninas y más recientemente algunos neuropéptidos como las ence 

falinas .. 
A continuaci6n se describirán algunos de los hallazgo_s real.f. 

zados por yarios grupos de investigaci6n, para cada uno ele es­

tos mediadores químicos .. 

ACETILCOLINA(Ach) 

Existen numerosas evidencias tanto fisíol6gicas,histoquírnicas 
y bioquímicas, que implican a la Ash.en la neurotransrnisi6n ves 

tibular eferente de algunos vertebrados. 

Las terminales eferentes de probable naturaleza colinérgica 

en el sistema vestibular ejercen una influencia tónica inhibito 

ria sobre la actividad aferente proveniente del receptor vest! 

bular(ll,23,69,129,148). 
Se ha demostrado que la Ach imita los efectos de la estimula­

ci6n del haz olivocolear y del sistema eferente en el vestíbulo 

(18,20,26,31,69,112). 

Experimentos histoquímicos describen la presencia de la acetil 

colinesterasa{AchE), la enzima que hidroliza a la Ach, a nivel 

de la periferia sensorial vestibular en vertebrados(76,90), ad~ 

más existen evidencias que demuestran que las terminales alta­

mente vesiculadas(eferentes) provienen de centros superiores 

las cuales son teñidas selectivamente por métodos histoquírnicos 

(30)para la AchE y que esta tinci6n se pierde después de la 

escisi6n del nervio vestibular(62) .Se ha demostrado también 

transporte retrógrado de 3H-colina{el precursor de la Ach) por 

sinapsis eferentes en el laberinto del gato{llBR). 

La colin acetiltransferasa(CAT), la enzima de síntesis de Ach 

se ha encontrado en el laberinto aislado del pez{54) ,pollo y 

cuy{BB,84,105) .Se ha reportado también un sistema de captaci6n 

de 3a-colina dependiente de Na+ y energía y un sistema de libera 
2+ -

ci6n de Ach recién sintetizada dependiente de Ca en el labe-

rinto de la rana(47BR). 

Se ha postulado por estudios farmacol6gicos que el receptor 

para la Ach en el sistema vestibular es probablemente nicotíni­

co ( 14, 125, 127). 
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En la c6clea se ha demostrado síntesis de Ach(por bioensayo) 

(91) y se ha medido la actividad de la CAT en este sistema(52). 

Recientemente por inrnunocitoquímica se detect6 actividad p~ 

recida a la CAT en el sistema eferente medial y lateral en la 

c6clea(43,47,4B) y se observ6 en animales deferentados la 

desaparici6n de esta inmunoreactívidad(3) .Por otro lado tam­

bi~n se ha detectado actividad de la AchEasociada al sistema 

eferente en la cóclea(76). 

GABA 

El GABA se ha postulado como transmisor aferente en el sis­

tema v~st.ibular, ya que ha llenado" varios de los criterios 

postul~dos por Werman. 

Se ha visto que la picrotoxina, un conocido bloqueador del 

receptor a GABA inhibe la actividad espontánea y evocada cuan 

do ha sido aplicada en el nervio aferente del canal semicirc~ 

lar de la raya(54) .La aplicaci6n iontoforética(la .. .cual in,rol~ 

era la inyecci6n de volGmenes calculables de sustancias quí­

micas ionizadas a través de una micropipeta de vidrio de 

varias puntas, por medio de la aplicaci6n de una corriente 

constante) de GABA incrementa la actividad espontánea en la 

mácula del sáculo del gato(45). 

El bloqueo por bicuculina y picrotoxina de esta respuesta y 

el tratamiento exitoso con picrotoxina de pacientes que su­

fren crisis de vértigo de origen periférico(35,44) pueden 

correlacionarse con la existencia de un receptor a GABA en 

la periferia sensorial del laberinto. 

Experimentos bioquímicos han demostrado la uni6n especifica 

de GABA tritiado a una preparaci6n membrana! cruda en crestas 

ampulares aisladas del pollo y esto tiende a confirmar la 

presencia de un receptor sináptico a GABA(106);tambien la 

existencia de un sistema de captación de alta afinidad 

dependiente de Na+ y energía posiblemente representando 

un sistema inactivador a GABA Ee. ha reportado en eres tas arnpul~ 

res del vestíbulo del pollo(107) .Por otro lado la enzima res­

ponsable de la síntesis de GABA, la glutarnato descarboxilasa 

(GAD), se ha encontrado en el canal semicricular de la raya, 

en la papila anfibiana(la cual carece de inervación eferente), 
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(54) y en las crestas de p:>llo y cuy (104,28). 

En contraposici6n, no se han encor.trado efectos excitatorios 

del GABA sobre la actividad aferente en el vestíbulo de anfibios 

lo que contradice los resultados anteriores(?,70,150). 

En la c6clea se ha detectado la presencia de sustancias simi­

lares al GABA, las cuales se incrementan en la perilinfa en cuyes 

sometidos a estirnulaci6n sonora(33,34) .Por otro lado en la c6clea 

de gato y de cuy se ha encontrado que no existen niveles suf icie~ 

tes de las enzimas claves asociadas a la síntesis y degradaci6n 

del GABA; la GAO, la transaminasa del GABA(GABA-T) y la deshidro­

genasa:.del semialdehído succínico.(:SSADH) ( ~2, 14 O} , y estudios con 

agonistas del GABA no modifican significativamente la respuesta 

de las fibras aferentes cocleares en el gato(94). 

Finalmente estudios recientes por inmunocitoquímica han aso­

ciado al GABA a los sistemas eferentes en la c6clea del cuy(2,49) 

y del mono (143)", y se han encontrado gránulos radioactivos en 
terminales eferentes de la cóclea, cuando ésta se incuba con 3 H­

GABA(.22) .Aunque evidencias aún más recientes han detectado la 

presencia de GABA por inmunocitoquimica con anticuerpos anti-GABA 

en las celulas pilosas del vestíbulo del pollo(146) y en las 

terminales nerviosas eferentes en el mono araña(147) 

GLUTAMICO Y ASPARTICO 

El ácido glutárnicotGlül y ácido aspártico(Asp)han sido también 

postulados como posibles neurotransmisores aferentes en el sistema 

vestibular,la línea lateral y la c6clea. 

Recientemente se ha reportado que el glutámico mimetiza la 

acción de la sinapsis en la línea lateral y en los canales semi­

circulares de la rana(12,14,17,7S,145,149). En la c6clea del cuy 

el• :Gluy el Asp producen un efecto excit.:i.torio sobre las fibrns 

aferentes(lS,16,19,95). La perfusión del oído del gato con glutama­

to produce un aumento en la frecuencia de descarga de las neuronas 

aferentes secundarias a nivel del núcleo coclear(29). Se ha encon­

trado que el Nmetil,D-aspártico(NMDA), el ácido kaínico(KA) y el 

ácido quisquálico(QA) (agonistas del Asp y Glu) tienen un efecto 

activador en las aferentes de los canales semicirculares y la 

línea lateral de la rana(7,12,14) .En el sáculo, la laqena y los 

\ 
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canales semicirculares del ajolote Ambystoma mexicanum se han 

estudiado los efectos del Glu y Asp los cuales cumplen con el 

criterio de similitud de acción, ya que la respuesta evocada 

por ellos remeda la producida por estimulaci6n fisiol6gica 

además los antagonistas de Glu y Asp bloquean la ~espuesta a 

la estimulaci6n del sistema(l36). En la c6clea del gato el KA 

produce una activación de las aferentes mayor que la producida 

por glutámico(29). La administración de KA en la cóclea de ra­

ta produce alteraciones morfológicas de las aferentes asociadas 

a las células pilosas internas(102,121). La estirnulaci6n con 

al.to' K+ produce en la cóclea del~··cuy Y en la línea lateral de 

la rana un aumento significativo en la liberación de Glu(13,92). 

Se ha encontrado que las células pilosas en la c6clea son capaces 

de transportar Glu y glutamina por un sistema de alta afinidad 

dependiente de Na+ y se ha reportado captaci6n de 3H-Glu y 3H­

glutarnina por autorradiografía en las células pilosas internas 

de la c6clea(41,l30). 

Por otro lado se han detectado gránulos radiactivos en termina­

les eferentes de la c6clea cuando esta se incuba con 3H-Asp(131) 

Se ha visto que la aspartato arninotransferssa(AAT} posee una 

distribución en las células pilosas de la c6clea que parece in­

dicar una mayor participaci6n en el metabolismo energético de 

las células que en la trasmisión sináptica, adicionalmente la 

actividad producida por el Glu en las aferentes primarias en los 

canales semicirculares de la rana, se asocian a una despolariza­

ción de las células pilosas a las cuales inervan, poniendo en 

duda su efecto postsináptico y no se ha logrado tampoco demostrar 

que el Glu realmente se libere por estirnulaci6n, ni que existan 

mecanismos de síntesis y degradaci6n activa aparte de los asocia­

dos al metabolismo normal de las célula(2,6,SO,Sl,1SB). 

CATECOLAMINAS 

Las catecolaminas han sido postuladas como posibles transmiso­

res aferentes en las células pilosas(l16,144), aunque no se ha 

encontrado que los antagonistas adrenérgicos tenqan efecto alguno 

en la descarga de las fibras aferentes cocleares(93), ni que la 

noradrenalina ejerza un efecto excitatorio sobre las mismas(26) 
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y no se ha encontrado actividad de la tirosina hidroxilasa 

en la c6clea de mamífero. 

NEUROPEPTIDOS 

Existen evidencias experimentales obtenidas recientemente 

por métodos inmunocitoquímicos que involucran a las encefali­

nas como posibles transmisores eferentes implicando que sus 

sistemas coexisten con el de la Ach en terminales eferente··(S). 

La existencia de péptidos neuroactivos en la c6clea fue 

descrita por primera vez por Fex y Altschuler(46) , los cuales 

demostraron inrnunoreactividad semejante a las encefalinas en 

el 6rgano de Co~ti del Cuy. E~tos· estudios fueron confirmados 

por la identificaci6n mediante cromatografía líquida de alta 

presi6n(HPLC) de sustancias del tipo de las encefalinas en la 

c6clea(79-82}. Diversos estudios por inmunocitoquímica permitie­

ron encontrar un efecto diferencial en el grado de inmunoreac­

ti vidad de las eferentes que contactan lás celulas cocleares 

internas y externas(JB,39,42). 

Estudios adicionales utilizando el HPLC han permitido demos­

trar la existencia de diferentes péptidos derivados de la pro­

encefalinaA asociados al sistema olivococlear(37,40). Esta inmu­

noreactividad desaparece en animales deferentados indicando l~ 

asociaci6n de estas sustancias al sistema eferente(4). Recient~ 

mente se ha encontrado inmunoreactivdad asociada a pé~tidos de­

rivados de la proencefalinaB(prodinorfina) en la c6clea del cuy 

(82). Por otro lado, en el sistema vestibular del conejo se ha 

reportado ,fuerte inrnunoreactividad por la substancia P(l13} lo­

calizada en las terminales aferentes en forma de cáliz, que iner­

van las células pilosas Tipo I, del utrículo y el sáculo(160) y 

más recientemente se ha reportado inmunoreactividad a la substan­

cia P y a la colecistocinina en el cuerpo de las células pilosas 

{ 114) • 

MODELO Y ENFOQUE EXPERIMENTAL 

A pesar de que en en el oído interno de los vertebrados tene-

rnos la ventaja de tener una población reducida de tipos de célu­

las, lo que nos permite estudiar la química de la neurotransmi­

si6n y a su vez correlacionar estos estudios con datos fisioló­

gicos y conductuales de una manera más sencilla que en otras partes 



del cerebro, la investigaci6n a este nivel es muy reducida, de­
bido probablemente a que es menos accesible, que por ejemplo 
la retina. 

Aprovechando que al aislar los 6rganos del oído interno se 

pueden tener poblaciones celulares enriquecidas tanto de célu­
las receptoras corno de contactos sinápticos, lo cual nos permi­

te,que en las observaciones obtenidas sólo se tengan unas cuan­

tas posibilidades al relacionarlas con un determinado tipo cel~ 
lar, decidirnos utilizar un sistema cuyo acceso no ofreciera de­

masiadas dificultades a fin de poder estudiar la bioquímica de 
la transmisi6n sináptica a este .nivel y para este objeto el oído 

interno de la rana representa un modelo ideal. 
El oído interno de la rana es un 6rgano que ha sido utilizado 

durante décadas para estudios rnorf6logicos y fisiol6gicos por -

ser relativamente accesible; el apitelio sensorial de este anfi­
bio ha sido descrito(??) y la vía eferente ha sido mapeada(39). 
Por otro lado debido a que se puede aislar en forma relativamente 

intacta,se pueden realizar estudios ín vitre, además este animal 

carece de c6clea. Otra ventaja es que el epitelio del vestíbulo 
de ila rana a diferencia del de mamífero el cual contiene dos 

tipos de células pilosas, este s6lo tiene un tipo de célula, la 

célula pilosa Tipo II, por lo que la existencia de un Gnico tipo 
de receptor simplifica la interpretaci6n acerca de la bioquímica 

de la transmisi6n sináptica,en nuestro caso para investigar los 

posibles neurotransmisores de la periferia sensorial vestibular 
abordando algunos de los párametros descritos por Werman(153). 

BREVE DESCRIPCION DEL OIDO INTERNO DE LA RANA 

El aparato vestibular de la rana ésta constituido por un labe­
rinto membranoso el cual se encuentra suspendido dentro de una 

cápsula 6sea por tejido conectivo. Esta cápsula 6tica se separa 

de la cavidad que contiene al tallo cerebral por una lámina del­
gada por la cual atraviesan la rama anterior y posterior del 

octavo nervio(vestibular). El laberinto está constituido por 

dos porciones: la vestibular y la auditiva, la primera está 
formada por tres canales semicrrculares, utriculo, sáculo y 

lagena, la segunda por la papila anfibiana y la papila auditiva. 

El epitelio sensorial de la rana posee un s6lo tipo de célula 
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pilosa sensitiva(Tipo II) inervada por terminales nerviosas afe­

rentes y eferentes en la parte basal, que provienen de la rama 

vestibular del octavo nervio craneal, y rodeada por células de 

soporte. 

De este modelo se utilizó el 6rgano completo, al cual se eliminó 

el otolíto(fig.11). 

PARAMETROS ESTUDIADOS 

En virtud de lo anterior y teniendo como antecedente que los 

neurotransmisores para los cuales se han aportado más evidencias 

en el vestíáulo siguiendo los criterios de Werman son la Ach como 

uno de los más probables eferentes,y el GABA como en transmisor 

aferente, se decidió aportar evidencias que'.apoyen estas suposi­

ciones en el vest!bulo de la rana, en el cual se determin6 la 

actividad de las enzimas sintetizantes de la Ach, la colin acetil­

transferasa(CAT)y del GABA(la glutamato descarboxilasa(GAD) como 

criterio principal para postular a estas dos sustancias corno candi­

datos a neurotransmisores en el vestíbulo. 

Este criterio es importante, no solo porque la velocidad de for­

mación del transmisor, como de cualquier metabolito depende de la 

actividad de la enzima sintetizante, sino también porque la poza 

metab6lica de la cual se liberan preferentemente los neurotransmi­

sores es una poza de neurotransmisor recientemente sintetizado(l41) 

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

misores en el vestíbulo se infirió que sus enzimas de síntesis se 

comportarían bioquímicarnente como aquellas descritas para el sistema 

nerviosc(l03,104,109). 

Para la CAT, la enzima de síntesis de la Ach, se trat6 de compro­

bar la anterior suposición en este sistema, por lo que se midieron 

algunas de sus propiedades. ldicionalmente para el sistema de la Ach 

se midió la actividad de su enzima de degradación, la acetilcolines­

tersa (AchE) como su mecanismo inactivador. 

En el caso de la GAD la enzima de síntesis del GABA ya han sido 

reportadas algunas de sus propiedades en el sistema vestibular del 

pollo, y se vi6 que esta enzima se comportó como la descrita para 

el SNC úo4J • 

Por último teniendo en cuenta que conociendo la localización célu­

lar de éstas enzimas se puede correlacionar bastante con la función 

sin&ptica del neurotransmisor, se utilizó el modelo de la denerva-
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ci6n en el cual se escinde el octavo nervio craneal y con este 

tratamiento se desconecta el vestíbulo de influencias centrales, 

proyoca~do una degeneraci6n de las terminales eferentes(degene­

raci6n Walleriana)lo que nos permiti6 ver cambios en la actividad 

de la CAT y la GAD, con objeto de identificar los 'tipos ce:ru.La·res 

en donde se ubican estas actividades. 

PROCEDIMIENTO DE DISECCION DEL VESTIBULO DE LA RANA 

Se utilizaron laberintos aislados de ranas adultas(~ moctezuma) 

SO a 100.g de peso y laberintos de ranas deferentadas a diferentes 

tiempos después de la denervaci6n. 

Para esto se decapita al animal Y se recibe la cabeza en1una 
caja de petri, la cual contiene amortiguador de fosfatos,pH 7.4 

,10 rnM para la CAT y 7.3, 200 mM(para la GAD, con objeto de preve­

ner una posible deshidrataci6n déb tejido. Se procede entonces 

a remover la mandíbula inferior de la cabeza y a localizar la 

porción del hueso temporal, dentro del cual se encuentra el 6rgano 

vestibular, se remueve el músculo y el hueso y se abre la cápsula 

6tica que contiene al laberinto, el cual se encuentra separado 

del tallo cerebral, se remueve el 6tolito del vestíbulo y se extrae 

el 6rgano completo con unas micropinzas (todo el procedimiento se 

realiza con la caja de petri sobre hielo y bajo el. microscopio de 

disección) • Al extraer el vestí-Dula se tiene cuidado de no incl.uir 

al ganglio vestibular. El tiempo de disecci6n para cada vestíbulo 

fue de 20 segundosy se extrajeron vestíbulos desde 5 a 20 animales 

según las necesidades de los experimentos. 

PROCEDIMIENTO DE LA DENERVACION 

Se siguió el procedimiento descrito en la literatura(123) con 

algunas modificaciones. 

Se utilizaron ranas adultas(~ moctezuma) las cuales se aneste­

siaron con pentobarbital sódico al 0.1% en solución salina isotonica 

inyectándolo por vía sublingual. Una vez anestesiada la rana se co­

loca boca arriba sobre un colchón de disecci6n, se sujeta la cabeza 

con un alfiler y se abre la mandíbul~ inferior la cual se sujeta 

con un retractar. El procedimiento de la denervaci6n se realiza 

bajo un microscopio estereoscópico y con el animal cubierto con 

una franela húmeda. 



e 2 al 

Se realiza una incisi6n en la membrana mucosa del paladar para 

exponer el hueso paraesfenoides. Se remueve el músculo que cubre 

al hueso y se hace una cavidad con una fresa dental, de un tamaño 

tal que se pueda visualizar el aparato vestibular de la rana, el 

octavo nervio y el tallo cerebral(3rnm2 aproximadamente}. A conti­

nuaci6n se lleva a cabo la escisión del octavo nervio, teniendo 

cuidado de na·1:1añar el aporte sanguíneo que va hacia el vestíbulo 

(descartando cualquier animal que presente hemorragia en la zona 

de la operación y al realizar la extracción del vestíbulo elimi­

nando el 6rgano que presente hemorragia) • 

Una vez cortado el nervio, en una zona lo más cerca po~ible del 

tallo cerebral(fig 12.) se coroca Üna barrera de Gel foam entre 

el nervio escindido y el tallo cerebral, para prevenir una posible 

regeneraci6n de éste. 

El €xito de la operaci6n se sigue por la examinación de los 

efectos característicos posteriores a la cirugia(l23) (fig 13). La 

cabeza se inclina en un plano vertical relativo al cuerpo del lado 

de la denervaci6n, en este caso el derecho y con una tendencia a 

extender las extremidades contralater·~les. Los animales presenta­

ron esta conducta todo el tiempo de experimentaci6n. 

Se realizaron controles rnorfol6gicos de esta denervaci6n en ani­

males de 15 días después de la operación, por microscopía de luz, 

con objeto de observar la degeneración walleriana debida a la 

escisión del octavo nervio vestibular y observar el daño causado 

a nivel del epitelio sensorial. 

Para esto se fijaron 11 in situ" ve;,tíbulos del lado izquierdo 

(control) y del lado derecho{denervado) con glutaraldehído al 

2.5% en amortiguador de cacodilato{O.lM,400 mOsm/l,pH 7.4) y se 

postfijaron con tetróxido de osmio al 1%, se deshidrató el tejido 

y se incluyó en resina ep6xica. Se realizaron secciones de una 

micra y se tiñeron con azul de toluidina para la exarninación 

bajo el microscopio de luz. 

DETERMINACION DE LA CAT, AchE y la GAD. 

Los metodos utilizados para la determinación de la actividad 

enzimatica de ·1a CAT ,AchE y GAD en el vest:.íbulo de la rana se 

describen detalladamente en el artículo de Brain Research para 

las dos primeras y en el art:.iculo de Neurosciencc el de la ~AD. 
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octavo nervio craneal 
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Figal3 Fotograffa que muestra una rana deferentada(D) 

y una rana control (C). En la primera se observa una 

incl~nación del lado en que se escindió el octavo 
nervio. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Sistema de la acetilcolina 

Se encontr6 actividad de la CAT en homogenados de vestíbulo 

de rana con una actividad especifica de 9.44 picomoles de 

acetilcolina sintetizada/mg de proteína/minuto. 

Cuando se compara esta actividad, con la de su enzima homo­

loga en la retina y el SNC de la rana se ve que es del mismo 

orden de magnitud i.e. pmoles que los reportados por otros 

autores(Tabla I). Estos valores son considerablemente dife­

rentes a los obtenidos en otras especies de vertebrados ,i.e. 

la actividad de la CAT en el vestíbuio del pollo es de 970 pmoles 

de acetilcolina/rnin/mg de proteína(l09), la del cuy es de 450 prnoles 

de Ach/min/mg de proteina(en vestíbulo) (88). 

En retina de cuy es de 920 prnoles/rnin/mg de proteína(67) 

y en retina de rata de 680 Pmoles/min/mg de proteina(97) mientras 

que en sistema nervioso por ej. en pollo es de 830 pmoles de Ach/ 

min/mg de proteína. 
Se realizó una curva de actividad de la CAT medida con concentra­

ciones crecientes de proteína para lo cual se utilizaron homogenados 

del vestíbulo de la rana aumentando la cantidad de éstos para 

tener una concentración de proteína desde 0.2 rng por tubo hasta 

0.8 mg •. como puede verse en la figura l de B.Res. la actividad 

de la CAT aumenta en forma directa a la concentración de proteína, 

manteniendo constante la actividad específica. 

Cuando se midió la actividad de la CAT a diferentes intervalos 

de tiempo de incubación, ésta se incrementó proporcionalmente 

con el tiempo hasta 60 minutos, por lo que nuestros experimentos 

realizados a 15 minutos de incubación se encuentran en la parte 

lineal de la reaccjón (fig. 2 de B.Res.). 

Se realizó también una curva de actividad de la CAT cmtra dife­

rentes concentraciones del detergente Tritón X-100 y se observó 

que a una concentración de 0.33% en el medio de ensayo se obtuvo 

la actividad óptima. El efecto del Tritón X-100 sobre la CAT fue 

estudiada por Fonnurn y Benishin(S5,10)los cuales encontraron 

que este agente era necesario para la determinación de la actividad 

de la CAT ya que esta enzima se encuentra presente en el cerebro 
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Tabla 1. Actividad de la colin acetiltransferasa en el 

SNC y el vestíbulo de la rana • 

REGION 

Vestíbuloª 

Telencefalo * 
Diencefalo * 
Tallo cerebral * 
Cerebro completo* 

Cerebro completo 0 

Retina+ 

Pmoles Qe acet~lcolin~. 
sintetizada/rain/~g de ~rote~na 

9,44 

16.00 

25.00 

23 ·ºº 
32.00 

28 .00 

30.0Q 

* Wachtler,K (19B1l. The regional dist~fbution of acetylcholine 

choline acetyltransferase and acetylcholinesterase in vertebrate 

brains of different phylogenetic levels. In Cholinergic -rnechanism 

(.Pepeu,G., ed) pp 54-71. Plenunun Press, New York. 

+Lam,D.M.K (1975) 

o Nuestro trabajo 
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unida a membranas, para lo cual debe liberarse. Aunque la con­

centraci6n del detergente usado para su rnaxirna liberación fue de 

0.33% en lugar de 0.5%, se puede decir que la CAT en el vestíbulo 

de rana necesita ser liberada para su deterrninaci6n(fig 3 de B.R.) ·~ 

Al medir la actividad de la CAT a diferentes pHs, que van desde 

5.7 a 8.2 encontramos una curva típica de actividad dependiente 

del pH y se ve que la enzima tiene mayor actividad a un pH de 7.4 

por lo que se considera su pH 6ptirno(fig.4 de B.R.) este valor 

cae dentro del rango para la enzi~a de cerebro de rata (7.2), 

cerebro de rat6n(7.5) y cerebro de res(7.S) (56,99,65). 

La actividad de la CA'r en el .sis'te.ina nervioso es altamente 

sensible a fosfatos y extremadamente dependiente de la presencia 

del i6n cloruro en el medio(57,i2a} (Tabla I de s.R.) .cuando se 

examinaron estas propiedades en la CAT del vestíbulo de._ la rana 

se encontró que son idénticas a las descritas para la CAT en 

crestas aisladas del oído interno del pollo(i.e. es inhibida 

por el i6n fosfato 66% y disminuye un 77% cuando se utilizó citra­

to en lugar del i6n cloruro) (109)y en tejido nerviosd74, ,128). 

En relación a la AchE, enzima esencial en el sistema nervioso 

la cual degrada rápidamente a la Ach liberada de la presinapsis, 

se encuentra presente en una fracci6n rnembranal cruda del laberinto 

de la rana con un valor de 270 nmoles/min/mg de proteína, compara­

ble a la de la AchE del sistema nervioso de rana y en crestas ais­

ladas del oído interno del pollo(l74nrnoles/min/rng de proteína 

en la médula oblongada y 312 nmoles/min/mg de proteína en el 

oído interno del pollo) (103,151). 

La AchE es inhibida de una manera reversible y específica por 

la eserina tanto in vivo como in vitro(S,22}. En nuestro trabajo 

encontramos que la AchE de vestíbulo es sensible a este agente 

y la Ki. aparente obtenida en nuestra fracción membrana! es similar 

a la obtenida en otras preparaciones i.e. Ki del 6rgano eléctrico 

2. SuM y 7 uM en nuetra preparaci6n ( fig 5 de B. R. tabla 2.) . 

Para distinguir la actividad de la AchE de colinesterasas no 

específicas se ha utilizado la sensibilidad de éstas a la Iso­

Ompa ( inhibidor irreversible de las colinesterasas inespec!ficas) 

(1,28,96) .Cuando medimos la actividad de la AchE vestibular en 

presencia de Iso-Ompa esta actividad no rnostr6 inhibición alguna 
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(tabla 2 de B.R.)lo que nos indica que la hidrólisis de la Ach 

es mediada principalmente por la AchE específica existente en 

nuestra fracci6n. 

En virtud de que clásicamente, la ubicación de la CAT ha sido 

descrita en terminales colin~rgicas(71,72,73) y la AchE básica­

mente en la membrana sináptica de la célula colinoceptiva(sensi­

ble a Ach) aunque más recientemente en otras membranas intrace­

lulares ( 24, 72} y con otras funciones(25,68,l01), se puede concluir 

que en el vesíibulo aislado de la rana existen terminales colin~r­

gicas y células sensibles a la Ach, lo que se apoya también por 

estudios histoquímicos en el vestíbulo de varias especies de 

vertebrados en los cuales se encuentra un precipitado de la re-· 

acción para detectar a la AchE, aún a nivel de microscopía electr~ 

nica como es en el laberinto de la chinchilla en la cual se ve 

la reacci6n en la pared de la membrana plasmática de las termina­

les eferentes que contactan las células pilosas Tipo I y II. Por 

lo que la actividad de la AchE encontrada en la porci6n sensorial 

parece ser una propiedad de los elementos eferentes. 

En conclusión, el hallazgo de la CAT y la AchE en el vestíbulo 

de la rana con propiedades similares a las de las enzimas del 

sistema nervioso es importante para entender la neurotransrnisi6n 

colinérgica eferente en el órgano estate-acústico de los vertebra­

dos, lo que no es posible dilucidar es la localización celular 

de estas actividades. 

SISTEMA DEL GABA 

Se encontró actividad de la GAD en un homogenado del vestíbulo 

de la rana con una actividad específica de 3.76 nrnoles de 

ácido glut~mico descarboxilado /hr/mg de proteína y como ~uede 

verse en la tabla 2, es del mismo orden de magnitud que el repor­

tado en la GAD de varias partes del tejido nervioso de la rana 

(137,159}. Este resultado nos permite postular la existencia en 

el tejido de estudio de la enzima sintetizante del GABA, la cual 

se ha considerado un buen marcador de células GABAérgicas ya que 

su presencia se ha demostrado en neuronas GABAérgicas(l24) y su 

actividad puede reflejar sitios de liberación de G1\BA(66,111,142). 

Recientes investigaciones de las propiedades de la GAD en tejido 

vestibular nos permiten concluir que la GAO puede ser similar a 
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la presente en el tejido nervioso y por lo tanto ser usada 

para prop6sitos de síntesis(104). 

Reportes recientes dan evidencias de que la GAD puede tener 

un papel en la transaminaci6n mediada por glutamato y por esto 

tener un papel de inactivaci6n de este aminoácido .Esto es p("'lrn .. 

probable ya que este reporte se realizó en la 

lo que no refleja condic~ones 11 in vivo 11 (119), 

nismo de inactivaci6n del glutamato es por un 

ci6n de alta afinidad(27) • 

enzima purificada 

aun más, el.·.: ·ca-'. 
sitio de cap~- ~t·· 

Las evidencias bioquímicas reunidas en este trabajo tanto para 

la Ach como para el GABA, como las descritas en otros vertebra­

dos podrían tomarse' como indicio de·· que estos dos neurotransmiso­

res podrían estar actuando como tales en el vestíbulo de la rana. 

Aunque el tipo de experimentos descritos anteriormente no nos 

permite señalar a la población celular en la que están localiza­

das estas actividades enzimáticas y para tratar de averiguar la 

ubicaci6n celular de la CAT y la GAD se utilizó el modelo de la 

denervaci6n .. 

LOCALIZACION CELULAR DE LA SINTESIS DE :mmA y ACETILCOLINA: 

MODELO DE LA DENERVACION 

Durante mucho tiempo se han utilizado los experimentos de d~ge­

neraci6n nerviosa para mapear v1as de células nerviosas en el SNC. 

Estos experimentos se basan en el hecho de que la terminal ner­

viosa degenerará después de la transección de su axón o la intro­

ducción de una lesión en el cuerpo neuronal de la célula. Por mi­

croscopía electrónica se puede reconocerlos daños, esto es, los 

botones presinápticos degenerados, con aparición de cuerpos elec­

trodensos, citolisosomas axónicos y órganos desintegrados, difí­

cilmente reconocibles en el botón(117}. 

En la rana existen reportes que muestran que la escisi6n del 

octavo nervio dan corno resultado una degeneración Walleriana 

de las fibras eferentes y una degeneración sináptica eferente 

(78,123). Por lo que la estrat~gia utilizada para el vestíbulo 

de la rana fue la de investigar la actividad de las enzimas de 

síntesis de Ach y GABA en homogenados de vestíbulos de ranas a 

las cuales se les escindió el nervio vestibular derecho y dejando 

el nervio del lado izquierdo intacto como control, y posteriormente 



Tabla ..2 • Actividad de la descarboxilasa del ácido gluta'mico 

en el vestíbulo y.el SNC de la rana. 

REGION nrnoles de ac ... glutá.m~co des-­
carbox~ladofhl:fng de -~rote!na 

vest!bulo º 3.76 

Tallo cerebral* 1.23 

Cerebro medio* 2.00 
t 

Tectum optico * 2.43 

Retina + O .91 

* Yates,R.A and Taberner,P.V. (1975), Glutamic acid, GABA 

and their metabolizL~~enzymes in the frog central nervous 

system. Brain Res, 84,399-407. 
+ Starr,M.S.(1973) Effect of dark adaptation in the GABA 

systern in retina. Brain Res, 59,331-338. 
(. Valores calculados asumiendo un contenido de l0%de prote:lna 

y 90% de agua en el tejido) • 

ºNuestro trabajo. 
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se extrajeron los vestíbulos de arobos lados a diferentes tiempos 

despues de la denervación(desde 3 hasta 42 días}, para la deter­

minaci6n de la actividad de la CAT y la GAD en homogenados de 

este tejido{_ ver procedimiento de la denervaci6n pag .. 27). 

Hallazgos morfo16gicos: como puede verse en la figura 14a en 

el vestíbulo del lado izquierdo del animal deferentado, no se 

observaron alteraciones estructurales en el área de las células 

pilosas .. 

En la figura J.4b se observan~las fibras del nervio vestibular 

mostrando sus características normales mientras que en el vestíbulo 

del lado derecho denervado, en la .~igura lSa no se observan al­

teraciones a nivel del epitelio, y en laffigura 15b se observan 

alteraciones(degeneración Walleriana) en las fibras del nervio 

vestibular derecho como resultado de la operaci6n. 

Estos resultados nos indican que al menos en los animales con 

15 días despues de la denervación, el nervio vestibular y la por­

ción receptora del lado izquierdo (_control). no sufre;--": :..e.caciones ~. 

con la cirugía, mientras que en el nervio del lado derecho(dener­

vado} se provocó una degeneracipon walleriana y que aparentemente 

la porción receptora no se alteró. l 
A los 3,7,15,21 y 42 días después de la operación, las ranas 

fueron decapitadas y los vestíbulos del lado derecho e izquierdo 

(_denervado y control} se extrajeron corno se describía anterior-

mente y se realizaron homogenados de cada uno de estos para la 

determinación de la actividad de la CAT y la GAD. 

' Los hallazgos bioquímicos de la CAT y la GAD fueron los siguientes: 

En el vestíbulo derecho de las ranas denervadas, la actividad 

de la CAT muestra una caída draná.tica desde el 3er día después de 

la denervación (3.26 prnoles de Ach sintetizada/min/mg de proteína 

en el control, hasta 3.94 pmoles de Ach sintetizada/rnin/rng de 

proteína en el lado operado, 57% de disminución} y un decremento 

hasta un 12% del valor control(9.77 pmoles de Ach sintetizada/min 

/mg de proteína y 1.18 prnoles de Ach sintetizada/min/mg de proteína 

en el lado izquierdo y derecho respectivamente ,88% de disminución) 

en el día 42 después de la denervaci6n(Tabla I de Neurosc.). 

La CAT es transportada por un flujo axoplásmico lento(58), por 

lo que se ve una desaparición inicial del 50% a los 3 días después 
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Fig 14a. Control. No se observaron alteraciones estructurales 

en el área de las células pilosas y el tronco del nervio ves­

tibular del vestíbulo no denervado de ranas operadas. 

L= luz del canal semicircular,V= porción amielínica de las 

fibras del nervio vestibular debajo del epitelio sensorial 

(SE), N'= nervio vestibular ( azul de toluidina 370 X). 
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Fig. 14b. Control. Fibras del nPrvio vestibular mostrando 

sus características norrnales(N) (azul de toluidina 1280X). 
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.... 

.., . • .:> .. 
-

Fig 15a. Denervado. No se observaron alteraciones estructu­

rales en el epitelio sensorial (SE) del vest.íbulo denervado 

de ranas operadas. V= porci6n amielínica de las fibras ner­

viosas vestibulares del epitelio sensorial. N= fibras ner­

viosas vestibulares(azul de toluidina 420X}. 
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Oenervado. Degeneraci6n w·alle.riana corno resulta­

operaci6n en varias fibras del nervio vestibular 
de toluidina 1100 X) • 



de la denervaci6n. Una desaparici6n casi completa de ·1as termi­

nales eferentes nos explica la caída del 88% de la actividad al 

día 42 después de la operaci6n, lo que nos sugiere la localiza­

ci6n de la CAT en las terminales nerviosas, en este caso las 
conexiones eferentes. Sin embargo, no se observ6 una desapari­

ci6n total de la actividad de la CAT como se podría esperar, 
aunque se han reportado hallazgos similares en ratas a las cua­

les se escinde el septimo nervio (facial) (83) y no se observa 

una desaparición total de la actividad de la CAT en las termina­
les nerviosas eferentes colinérgicas. La raz6n de estos dos 

hallazgos es hasta el momento desc9nocida. 
En contraste la actividad de ·1a GAD fue de 14 misma magnitud 

en el lado operado y el control desde el día 3 despues de la 

denervaci6n(3.77 nmoles de ác glutámico descarboxilado/hr/mg 

de proteína en el control y 3. 74 nmoles de ác .glu descarboxilado/ 

hr/mg de proteína) y permaneci6 constante hasta el día 42 después 
de la operación(3.89 nemes de ac. glut descarboxilado/hr/mg de 

proteína en el control y 3.94 nmoles de ác. glut.descarboxilada/ 

hr/mg de proteína,denervado) (Tabla I de Neuroscience). 

Esto nos sugiere que la GAD debe localizarse en un elemento 
celular(o compartimento) el cual no sufre ninguna alteraci6n 

con la cirugía y que podría ser la célula pilosa. 

Los resultados obtenidos con el modelo de la denervaci6n 
nos permiten postular una localización de la CAT en las terminales 

eferentes y que la GAD pudiera estar confinada a un elemento 

o tipo celular del epitelio sensorial posiblemente la célula 
pilosa. 

Estos hallazgos también se han corroborado por estudios ontoge­
néticos ( 89, 108), en crestas vestibulares asiladas del pollo y del 

cuy • En estos experimentos la GAD aparece muy temprano en el 

desarrollo cuando la célula pilosa est& ya madura, mientras que 
la CAT se ha detectado sólo cuando los botones eferentes llegan 

al epitelio para contactar las células pilosas. 
También en experimentos en los cuales , vestíbulos aislados de 

cuyes tratados con estreptomicina(en los cuales se observa una 

d~eraci6n de las células pilosas y ninguna alteración de los 

botones eferentes) pierden la actividad de la GAD a los largo 

del tratamiento y no muestran ninguna modificación en la actividad 
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de la CAT, tienden a apoyar la anterior suposici6n(B8) . 

CONCLUSIONES 

Por los resultados presentados an este trabajo es evidente 

que en el vestíbulo de la rana existe actividad de la colin­

acetiltrasnferasa y de la descarboxilasa del ácido glutamico 

enzimas de síntesis de Ach y GABA, con una magnitud de 9.44 

prnoles de Ach sintetizada/rnin/rng de proteína y 3.76 nmoles 

de ~ciclo glutamico descarboxilado/hr/mg de proteína respec~i­

vamente, lo que apoya el posible papel de estas sustancias 

como neurotransmisores en este sistema. :- ,. 

=- Adicionalmente la detecci6n a·e la actividad de la acetiJ -

colinesterasa con una magnitud de 270 nmoles de acetilcolinü. 

hidrolizada/rnin/mg de proteína nos indica que el mecanismo 

de inactivaci6n de la Ach está presente. 

Los valores obtenidos para las actividades de estas tres 

enzimas al compararlascon sus homologas en el sistema nervioso 

central y periférico, son similares en actividad específica. 

En el caso de la CAT y la AchE se encontraron características 

similares(i.e. CAT: concentración de proteína,concentraci6n de 

Tritón X-100,tiempo de incubación, pH, sensibilidad a los ione~ 

fosfato y cloruro,para la AchE: inhibición por eserina e inse~¡­

sibilidad por Iso-Ompa)a las del sistema nervioso de otras espe­

cies lo cual es importante para entender la neurotransmisi6n 

eferente en el sistema estate-acústico. 

En cuanto a la localización celular de la CAT y la GAD 

se encontró que la escisión del octavo nervio vestibular de­

recho resultó en un decremento gradual de la actividad específica 

de la CAT hasta casi una completa desaparici6n(88% con respecto 

al vestibulo control,el ziquierdo) ,mientras que la actividad es 

pecífica de la GAD no se modificó ni en el control ni en el 

denervado. 

Estos resultados aunque indirectos corroboran los reportes 

en los cuales la Ahc ha sido reportada como uno de los trans­

misores eferentes en la periferia sensorial de los vertebrados 

y apoyan también la idea de que el GABA es un candidato a trans­

misor aferente en este sistema. 
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Aunque corno se ve, el problema de una loca1izaci6n más 

d~recta de la célula de origen de los parámetros referen-

tes a la Ach y al GABA continuán sin resolver, utilizando 
técnicas como la inmunocitoqu!mica, podremos estudiar su 

localizaci6n utilizando anticuerpos contra la CAT, la GAD y 

anticuerpos contra la Ach y el GABA para llegar a una loca­
lizaci6n más precisa en el epitelio sensorial vestibular, lo 

que nos aportar~~&s evidencias en relación a la participaci6n 

de la Ach y el GABA como neurotransmisores en este sistemae 
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The e'fferer1t. neurot.ransrnitter in the ve:rte:brate vest.ib•.,lar 

sensorY periphery is bel ieved te• be acet.ylchol ir1e <Ach>. 

In support to this asst.unpt.ior1. 

prc•perties of chc•l ine acet.yltrans'ferase (Cl"oATl and of 

acetylchol1nesterase <AchE> were ir1vest.i9at.ed 'frog 

vest.ibule. It was 'fot.lnd that ChAT activit.y in a J·1c•rnc•genate of the 

isolated 'frog vestibt.lle: and AchE of 'frog vestibc..,lar mernbr-anes are 

o'f the sarne: order o'f magnitude and f-"1ave similar properties as 

their hornolcogous enzyrnes ir1 ft"O°S nervol~S. tis~ue. 

Although their F•recise cellular localization is at. preser1t 

uni::ertair1 these indicate that ChAT ar1d Acr1E of' frog 

vestibular tissue possess prc•Perties resernbl ing those o'f ChAT ar1d 

AchE of nervous tissue ar1d rnight be contrc•l loed ir1 a 

rnanner as enzyrnes thus possiblY 

participating ir1 inner ear 'f1..u-1ction regl~latior1. 
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l NT ROE>LICT l CON 

ve:rt.et:•r a t . .; 

vestibular syste:m rece:ive efferoar1t ir1r1ervat-ior1. ,,. .... cr.7 A nllff,~)~r c•f 

observat.ior1s 

an systern. Inhit:•i t.c.ry PC•stsynaptic potentiio\ls, 

ir-.duced by stirn1..,latior1 of efferer1t. fib.:rs. have been descr-ibed it-. 

the frog labyrinth~º whicl·1 indicates that- t-iai r ce l l -efferer1t 

comrni.u-.ication is chernical ir1 nat.LJre .... 0 In vestibi_,lar organs this 

-__,_,_ inhibition is probably mediated by a cl1emical cholinergic synapse 

since. as occurs the Pc•ster ior canal it. was ir1variably 

s1_,¡::·pressed by a t.ypical Ach antag.:;.nist. s1..1ch as in 

addi tion efferent. terrninals of p1..tt.ati ve cl·1·:il iner9ic nat.ure in the 

vestibr..tlar syst.-=:m exert a t.c•nic lt"d·1ibitc•rY ir1fl1.tence 

afferent activitY ar1s1ng f re.ro t.he vest.ibLilar 

Severa.l C•ther paramet.ers concerr1ing the Acf·, systern suggests 

it:::: rol e in the vestib1..1le. 

acetyl trar1s"Ferase ( ChAT> the Ach svnt~·1esi::ing has been 

in the isc•lated labyrinth of 'fish, 18 ct-.ick-4e and 

pigs. 000 A sc1di1...1m and energy depender1t mechanisrn 'for .:;:,H-chol ine 

upta~~e and a Ca-dependent. releas.e o'f true Ach was repcirt.ed it1 the 

labyrinth C•'f t.he frog. <4? Retrograde t.ransport OT 

cho 11 r1e the Acl·r by ef'ferent 

de:rnc•nst.rat.ed in the cat labyrinth. 11 

Histc•chemical e;#{per irné::nts describe t.he presence OT 

acetyl cl·1c•l ir1este1·eise: (AchE> at the 

ef'fere:nt. level in t.he vestiblilar sensor y periphery o'f inost 



In · add i t 1 C•r·1 ev1dence "' 
l'"1igt·1lY ve"S.icr..tlated endings c:orn1ng f•1i 9he:1· 

cente:rs 

and t.hat tl'"1is' staini1)g is lC·st afto::r vestit:•r..tlar nerve sect.1c•r1. ~· 

Cf·ac• l i ne acetyl t.rar1sf erase: (ChAT > and acety 1 che• l i r1e::;te:rase 

are impc..rtant. enzyrnez becar..tse synthesize and 

hydrc•l i::e Ach respec~ively. ChAT has been dernc•nstrat-ed almos t. 

exclr..fsively ir1 nervor..ts ti -ssi..ie:::~-:::> 1 ar1d i ts preser1c:e is general l Y 

accepted as terrninals:ii:::. ~ 0 • In t.he 

brair1 the presence of ChAT has been for..tnd t.c• parallel 

act.1vity10 • occurs in animal tissue together 

and :E imple esterases and in 

with 

general 

other 

its 

dernonstratic•n of sornewl·1at cor relates with 

chc•l inergic active systern. 

Efferent. activity UPC•n ha ir cel ls is fc•r 

prc•cessing C•f inforrnatic·r-, at. tr1is level. t.he frc•g. 

physiological cited above strongly suggest 

eff e:rent neurotransmi ssic1n l.S chc•l inergi e,..• e .. =e .. 0'3. i:i:i. 

data dernc•nstrate ChAT in frC•9 labyrintt-1 

a 

t•··e 

the 

that. 

and 

Therefore, ~~nc•w 1 edge of ChAT and AChE 

character i st-ics wc••-1ld t:•e valuat•le for understanding vestibular 

efferent function. Thus ir1 the present wc•rk we stltdied 

C•Pt i rnlHn. 

lir-1.;;:arity 

frog vestibular· ChAT with respect 

o:ffect of prote.in concentratic•n 1.1pon enzyrne 

wi t.l'i ti rn.:: of the e:n::yrnat1c reactior1 and 

its pH 

activity. 

effect 

Tri ton-~·:- I (1 (1 ar1d of phc•;::;Phate and c1- lc•ns on the en:::yrne. 

of 

For 

stud1 e-d its inh1bi t.1c1n by physc•st1gm1ne Sltl fatE:. 
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Act·, ir1 t.t-1e pre:sence of a specific int·1ibit.c•r of act-ivity, 

For these PLH"POSE:S ChAT 

CEC 2.3.1.6) and AchE Cacetylct-1c•line acetylhydrolase. EC·3 .• l.l.7) 

were measured in t-he corns::•let.e labyrintt-1 C:•f the frog. 

experirnent-al cc•ndit-ions descritu::d t•elc•w. 

Materials ar1d Mett ... ods 

Materials 

under the 

::1H- acetylcc•enzyrne-A was frc•rn New England Nliclear, Bostor1 

Mass. slil fate (eserine sulfate), 

tetr ai SOPt"C:•PY l pyr ophOSF·hor arn i de ( Isc•-Ornpa). acety 1 thiochc=•l ine, 

s-acetyl-

coer1zyme 

chloride, 

A, ethylenediarninetetra-acetate (E[lTA>. ct·aol ir1e 

Triton ~<-IOO, CPPCt>. l,4bis2-<S-

pher1Y l oxa=o l y l ) ben:zene CPOPOPl, t•eovine serurn albLunine were all 

PLH"ct1ased frorn Sigma Chernicals <St. Lo1..¡is MCI, U. s. A.). NaCl frorn 

Mal l in~:rodt, Mé>:ico; tol•.iene from .JTM Baker, México; 

acetonitri le. sodium phosphate and_ sodi1..¡tn citrato:; 

Mé>:ico. 

frc=•m Mere~:, 

Animal:=. 

Adult frogs <Rana 1noctezurna) were used for t}1is st•.¡dy. They 

were sacrificed by decapitation and tt·1e ve:tib1.¡lar aPs=·arat-us was 

d1ssected as already describo:d.~ 1 
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,, 

Fo1· esti1nat1ng ChAT act.ivity a hornc•genat e: 1n l (o mM SC•d 1 llfO 

phosphat.e t 01.1ffe:r. pH 7.4 of the: poole:d 01·gans of 10 animals <400 

The e:nzyrne: was. 

dete1·mir1e:d ir-1 t.r ipl icate: s.ample:s t:•Y t.he .-ap id r ad i c•c•1em i cal 

rnett·ac•d of Fc0nn1..Hn::;? 2 • 2 01 in a rne:dit..Hn of trie fc•llowing compositior1 

<in mM, final cor1centratic•r1>; NaCl , :~OC•; NaH::PC•~. 10; eserine 

sulfate O.l; ett·ayl ened i ami ne-tetraco:t.i e ac id CEDTA>, l (1; "H 

ace:tyl .coenzyrne-A ((:oA> (1,.06 witt·,··a·spe'cific activit.y of 85(• 

mCi /mmol, (O. 26 1.1C i ) ; c1'"1ol ine chloride:, 10; and Triton x-100. 

(1,. 3:-.:,~. Fc•t" 

t..1por1 enzyrnatic activity, rneast..1rerner·1t of ChAT at four different 

cor1centratiOns of prc•tein (frc•m 0.2 mg to 0.8 rng) wa::. .·'31 fc•rrned .. 

To investiga.te th8': linearity o'f the e:nzyrne activity with regard 

to time, fot..n· di ffere:nt ir1ct.1batic•r1 inter·vals frc•rn 1 O to 6(1 mír1 

were· used. For effects o'f Tritor1 ><:-lO(t the enzyrne was rneast..1red 1n 

the -presence of this do:tergent at si>' cor1centratic•ns varyir1g frorn 

0.033X to 1.0% .. In order to assess tl1e sirnilarities of this 

enzyrn-= with ChAT pre:sent ir1 br-ain t.isst..1e Cwith respe:ct to its 

sensitivity to phosphate ions>. t.he rnedit..nn for ChAT 

quar1ti fic:atior1 cc•nt.a1ned 2(1(1 instead of l O mM phosphate. 

ChAT susceptit::•1l1 t.y te:• c:t·1lor id.: i oras was rneasure.d ir1 a 

medit..un in whict·1 NaCl was st..,t::ostit.uted by 30(1 rnM sodit..tm citrat.e. 

ChAT ac:tivi ty was defined as nrnol of ::1H acetvlCoA deacetylate:d 

per rng proteit-. per minlit.e. 

Deterrnination of AchE act1vity. 

was determ1r-1ed l:•Y El lrnar1 • s with sorne 

rnodificat.ions. ie. It. wc-i.s rneaslired ir1 d1..1pl 1cat.e sarnples of 400 ug 



the final rnernbrc.ne 

fraction was used after 24 t-101..n· C•f frozen inst.ead c•f aft.er 6-7 

For AchE assay thi s pel let was res1..,sper1ded <apprc•x1mately 

20 rnsi of tissue in 2 rnl of 

0.4 ml aliquot (0.4 rng protein apprc·>~ .. ) c•f t.t""ais suspensic•n was 

~dded to a fuv.ette containing~ 2 .. _6 ,1nl rc•f ~~c·dit..un phc•sphate buffer 

(pH 8.0, 0 .. 1 M>, 100 ul of dithiobisnitro-benzoic <DTNB> a.cid 0.1 

M ar1d the at•SC•rbance was rneasi..u·ed at 412 nrn. TJ·1-: reactic•n was 

start.e:d with the s1...1t•strate (acetylthic•chc•l in.:> and absc•rbance was 

recorded every fc•r 20 rnin, at which the reactic•J"1 was 

always linear with t.irn.: Ac}·1E act.ivity 

frc•m nrnc•les of 

hydr·c·l i:zed per rng prc•tein/rnin. TJ·1e reaction was achiev~d at rc1orn 

temperature in l(arl Zeiss spectrc•met.er. Te• deterrnine the 

apparent inhibition ( }( i ) eser1ne the 

was perf orrned in presence C•f twc• di fferent 

concentratior1s c•f s1.,bstrate <O. 28 and 1). 48 rnM> ar1d fi ve di fferent 

concentrations of eserine st..~lfate (fr·orn (1.5 1...~M to 0.5 mM> }(i was 

calculated 

of 1...n·1si:::·ec1fic cholinester·ases it-. the degrc.datic•n of Ac}·r we l~SE:d 

Isc•-Ornpa <tet.r ai SC•Prc•PY 1-pyrc•pt-iosphorarni de) at five di fferent 

concentratic•ns <frc•rn 0.1 uM to 1 mM> ir-. the AchE assay. 

The Lowry rnetr1c•d was used fc•r prot.ein det.errninatic•r1 1r1 all 

7 



Res1.fl ts 

ChAT activity 

rnint.lte. Wt·1en s~·rne of its prc•pet·t.ies were st.1.idied it was fc•&.rC 

prot.-=r. 

in the reactic:•r"'I rnedit.Hn CFig. l). When rneast.lred at. di ffer-er1t. t.i'lo: 

Pt"C•PC•rt ional:.1 

wit.h time fc•r as lc•r.19 as 60 rnir1 <Fig. 2>. ChAT was acti vated =':/ 

the preser1ce of detergent CTr i ton ~<-10(1) sJ·1c•wing t.i·1e highest Ct·r.--:"" 

rnedii_lm <Fig. 3). Frog vestibt.flar ChAT as assayed at six di ffere--i:. 

pH va;I.\.tes rar1gir19 frc•rn 5. 7 to 8. 2 presented a t.yp i cal =!-i 

deper1derice activ1ty curve <Fig. 4). The sl·1arp peak shc•wr1 in t.~ 

fig\.fre 1.ndicat.es a pH optirnLirn for the er1Zyrne of 7.4. 

Whe•:• phospt-1ate concentratior1 was elevated from l O to 200 'Kf!1 

in the iracut•atic•n rnedit.un ChAT c.ctivity present.ed a 73¡.; decre:~ 

in ro:gard to i ts cor-.trol. SL1bstítutic•n of ct-1lc0ride ion f=r 

citrate in the rnediurn resi.ilted ir1 a e2:;.; dirnín1.1tion c•f' the enzY%e 

activity CTable I>. 

AchE activity 

AchE was present in a crude rnernbrane fraction c•f tt-1e f'r=g 

labyrinth with a vali.le of 270 r1rnc•les/rng protein/mir1. A rernarkQ.C:-::: 

ir1hibitiori of Act·1E activitY by eserine: s1.,lf'ate: was. C•bserve:d. T~e· 

<FJ.~ 

5). AchE was ir1sens1tive to the ef'f'ect c•f' Isc·-Clrnpa, 

irreversible ir1hibitor of 1.insPe•=1fic chc•lir1e:steras~ az it can :i:e 

8 



ta.t•le 11. i r1 

re•;tard tci i ts ccir1t.r.o 1, Wh i le .1s6-_0rnpa at·::eq1.1f1nó Í a~~: c.C.r1ce11t.1·a.t.i or1s 

of eser i r1e sh~ws.:· 1·1o_~_::·i.:;:.;1~~{bi~t.iiOri c.f :·:·:·-Áct_·1~ ·~cti vi-~y 

DISCUSSICtN 

In :tl"1e P1·esent. sti.1dy s•:t1ne prc•perties c•f ChAT and Acl-.E ,;¡f 

We of 

The condit.i•:.1-.s 

-C•f 1 and 2. 

of f1·09 

9.44 pmoles/mg protein/rn~n in 

3(1 fact 

t.hat it arising s+_.1.~d1e:s 

pe1·fo1·med i ti 

p,.-opert.ies seern CNS en:zyrne of 

vario1.1s r·egions.. Ft·c.g vestib1..1lar Ct"1AT act.ivity h~s a pH 

of 7.4. fot· rat t•t" a Í l"I 

<7.2),:;?0 t•r a i 1·1 <7 .. 5) ... ::i:o ando:>~ b1·a11·1 <7 .. 5) .. ;;z~ 

effect. 

that. 

act.1vity 

was 

1:-hAT is present. 11·1 t·r·a1r1 in ar-1 c0ccl•.1do::d f·:·1·m frc•rn which it. 

1.1SO:d 



l 1t: .. =:rc.t1ot"1 

we car1 -s·av.:.t.hat> frc•-9 _Vest.it:·•-'lar ChA1 als•:• ne:.::d:=: 
. .· ' . -

f reed for :i t.~ rneas:;..Jr~·rner1t-. A decrease C•f étCt-l. V l. t.y '-'PC•1"1 the use C•f 

J·1igher at. 

rnc•ment. 

Ni:rvc0us syst.-::rn ChAT 

do:penderrt. c•n t.1·10: pre sene-: c•f e: 1 - i ons i t"1 t1·1e rn.:d i 1.un. :::);;;: 

pr6po::r·ties of vestibular ChA~ .activity with re9a1·d to 
' 

its 

sensitivit.y 

fc·t· 

when 

AchE~ an ess.:nt °hª 1 .:nzyrne of nervc•L's ti ss1.H:: whi.C:h rap1dly 

the 

fractic•n C•f 

comparable te• that. of no:rvC•l.'S t.iss•-'e and chick amp1.,l lary cr i zt.ae 

( 174 prc•tei n/rn i r1 

lS spe·=ifically 1·evers1bly int·1ibited tu:•th it"I viv•:• ar •• j 

in vitre• s.:ns1 ti ve 

t.J·1is agent. 01.u· 

f'raction is similar te• t.J·1at 1:•bt.ained in •:•ther pr..:::p?.rat1on 

F1.,rtt·1er 

~. ~ -· -· 7 

A•=hE is dist.1n·;11A1sJ·1ed fr··:•rn 

::::er·1s l t iv1 tv. 1 • i '-'. ::'><:· 

1 ... 



f1·_act1c•t"i 

leading .Us ,t.¿. -.aislim·e:·tt·1at. t·iydt·C·--l1s~is óf A•=l·a· 1s. med{ate:d rnair1lY t•Y 

Acl-'1E.. 

cholinet·9ic s.tr1.1ct•.fre~. 

act1vitY.a::::o· Ir1 cor1trast .• 

always bee:n 1r1 accordance: witt1 tl'"*e dist.rit11.1t.ic•n of Ach and C:hA1 

tl·1at. AchE is e-. less. spé:::i fic rnarke:1· chol Á110::1 -:o.a.•= 

C•n other e:v1dence: 

ro:cent.ly 

we:ro: ide:n-r..i fie:.j w1tl·1 th~ aid C•f 

se:ns1tive 

antit•i:•die:s. 17 •~7 i:.c•rnb1ne:d stlidie:s of ChAT and 

AchE s.how~d not all es~e:rase-positive: 

s¡::·ec1 f1c 

br·a1n and ~ 1..1bs t.c-.nt 1 a 

t.•e: 

11"1 1nt.act cells~. In t.f·1e: 

rn l cr·c.· scc.¡::·e 

ot0 se1·vatior1s~ i . .:: . in c1·11t·1chi lle "·es:t.it•1..1lar lat•yrintt·1 1.u·1de:r t.he: 

phase contras t. AchE wa~ 

1 1 



th.; thi: 

C•f t.h.; efferE'::"J-jt. i-.-.;r:-v~·-- er1d~r19z. tf·1at cc•ntai::t. t:u:•tt·1 t.ype 

II- ha-1 r. -'~~:-i~1i:;_~_:::.;,._' -·;_Tt-¡l;-~- ~--AC_r•E. áct.i vi t.y 
-,;,_. .. · ;;~----

l rne:rnbr an-: 

fc0und l.,., 

pr·cop.;rt.y C•f 

ef'feri::nt. e:Iernents 

findir19s. 

The 

with prc•perti es sirni lar those syst.ern ,. 

is irnp1:•rtar1t for 

eff-=rent r1e•.1rc•transrni ss 1 C•n in the 

lf"I efferent. te1·rni1-.als~ 

high 

cer1t.ers and its: terrn1nals te· de·=i-=:ne,- a te:. • 1 

Although di rect. (fC•t" ir1:stanc-=. 

c·1·1 i ,-, 

laboratory) i f ind-::ed ChAT and AchE v1.:1·e lcu::al i::ed in ef'ferent 

eff-=rent t.:rrninal:s as thei t· 

neurotransrnit.ter synthesi:s and degradat.ic•n 

irnporta1-.t in inner ea1· f~1nctior-.. 

CCONACYT> fel lc0wsf·11P. Mr. Arturc• 

Rc·rner·o tect·1n 1 cal ass1stance and to Miss 

Cast.r..:• fc•r kin·jly i=·rc•v1d1n-;1 so:::•=retar1.;._l ho=:::li=·. 

1::: 



,, .. 

Tat·le 1. Effects:. c•f phc•spl-.~te or c1- ions or1 ChAT act.ivit.y ir• tt·1e: 

frog ve:st.ibi..~le. The of individual 

in triplicate ~ S.E.M. of 

,. 

AssaY cc•r1di tio,., "pmol/mg protein/rnin 

9.44 !. (1. :-< (3) 

200 rnM phosphc..te Z.56 !. (1. 2 (3) 

Cor1t.rol 9.3~· !. 1). 2 e: ... , 

3(10 rnM sc•di1..un ·=1trat.e 1. 70 !. o. 1 <::::-<) 

- - - - - - - -
~ 

T 



Table 11. Effe:c:ts of ese1· ine Slll fate and Iso-Ompa or1 AchE 

AchE acl.i vi t.y is 

hYdrolized 

of 1 triplicate: 

samples ~ S.E.M. of ir1 

parenthe:s.:s. 

Cc•ntrol E-.;erino: sulfat.e i ¡' "' 

0.1 mM ü .. 1 mM 

270.0 :!:. 6.(1(5) Z.52 :!:. 0.2(5) 268. o :!:. 4. o (5) 

*Other cc.ncentratiot1s of Isc·-C•rnpa used were of 0 .. 5 rnM at1d l rnM 

and gave: similarly no inhibition. 

14 
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Fig. 1. Frog vestibule ChAT activity expressed as pmoles of 

acetylcholine synthesized/ min as a function of protein 

concentration. The plotted values are means oí at least three 

independent experiments with less than 107- variation. 
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Frog vestibule ChAT activity expressed as pmoles of 

acetylcholine synthesized/ mg protein as a function of time of 

incubation. The plotted values are means of at least three 

independent experirnents which never varjed more than 10~. 



10 

e 
E -- 8 
.s 
Q) -o 6 L.. 
o. 

O> 

E 4 --en 
Q) 

o 
E 2 
o. 

0.1 0.3 0.5 1.0 

% Triton X-100 

Fig. 3. Effect oí concentration of Triton X-100 on ChAT activity 

of the frog vestibule. Each point represents mean values of three 

triplicate individual experiments with lesS than 107. variation 

expressed as pmoles of acetylcholine synthesized/mg protein/min. 
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Fig. 

5.5 
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pH 
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ECfect of pH on ChAT activity of frog vestibule. Each 

point represents mean values ol three triplicate individual 

experiments with less than 107. variation expressed as pmoles of 

acetylcholine synthesized/ mg protein/ min. 



,., 
1 

1000 

o 
X 

-1> 

10 50 100 

Eserine _sulfate X 10-3 mM 

Fig. S. Dixon plot for determination of apparent inhibition 

constant for eserine sulfate on AchE activity in a crude membrane 

fraction of the frog vestibule. The ordinate is the reciprocal 

of the initial velocity V expressed as nmoles of substrate 

(acetylthiochol~ne) hydrolized/ mg protein/ min. The abscissas 

is rnilliroolar concentrations of eserine sulfate. Each point 

represents means of at least three experiments run in triplicate 

\.lhicJ"t never varied more than 107. ( • = 0.20 mM Of 

acetylthiocholine; • = 0.48 mM acetylthiocholine). 
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AL-st.ract.. A':.t.ivit.io;s-

choline acet.yltransíer~se 
1-

l1c.tmo1ogous en;;:.ymes in ·rrog nervous tis:sue were found 

hom.ogenat.es of the: frog. labyrinth. Tronsiection of trie vect.ibular 

nerve resulted in a gradual diminution of choline 

acetyl t:.ransferase: acti vi ty un't.il i t. reacbed an BS'í.· decrease t. 

wee~:s after· surgery. ln contrast.. glutamat:.e decarboxy1as~ 

activity, did not suffer any alt:.eration at any time af~er nerve: 

'excision. The presence of their. enZ:ymes of syn't.hesis are evidence 

of the: neurotransmitter participation of i-aminobu'tyric acid 

(GAEA) and acetylcholine in the frog vestibule; the observed 

decrease of choline acet.y1t:.ransferase following vestibule nerve 

excision suppor1:.s the eíferent s:ynaptic bou't.on loc.:L.: .. iza't.ion of 

choline acetyltransferase. That glu't.am~te decarboxylase is 

locat:.ed in a cell type (or compar't.ment:.) that rnay well be the hair 

cel.l is supported by the fac't. 't.hat:. this enzyme does not suf ier 

any modification after surgery. These r;;;:sul ts are in accord-anc.e 

with an effere:n't. cholinergic neurotransrni!O:sion and of a putative: 

afferen't. role of GABA in the frog ves't.ibule. 



The rece~~or cells lhair cellsJ of t.t1e vestibular so:;;:nsory 

transform information about. rnechanical st.imuli and send 

it ·tt:irough tt1e afferent nerve fibers to the central nervous-

these hair cells ~lso hav~ an ef ferent probably 

.inhibitory innervation frorn the CNS :3::.-

. It is generally accepted that both afferent and efferent 

neurotransmission are cbemical in nature. Evidence concerning 

the identity of the a f f eren.t neurotransmitter in the 

receptoneural junction of the vestibular sensory ephithelia in 

vertebrat.es i~ no~adays a matter of controvers~1: application of a 

cat.echolamine - like substance affects t:he presynap"t.ic bar 

structure of the hair cell in the frog vestibule~~- Glu"t.amate or 

a glutarna't.e-li~:e substance increases the spor.rt.aneous and the 

stimulus-evol~ed activity of vest.ibular neurons -1n 'the frog;;:: .. =• 

and the cate. 

Recently data ha ve accumulated in favor of GASA as a 

putative vestibular neurotransroitter. Picroto>:in, a known GABA 

receptor blocker inhibited spont.aneous and evoked activi'ty in the 

af f erent nerve from skate semicircular canal ampulla. 1 • 

Iontophoretic application of GABA increased the sponL.aneou~ 

activity of single unit.s in the macula sacculi of the cat~~. The 

blocking by bicucul.line and picro'to>:in ~· of this response and the 

successful trec.trnent l.Jith picroto>:in of patients suffering: f'°rom 

vertig:o crise~ of peripheral origin11 may correlat.e with the 

e>:istence oí a GABA recep't.or in tr.t:: sensorY periphery oi the 

.labyrin!:.h. 

Eiochernic:.a: e:>:i:·e:riment:s have dernons~raL.ed spi::ciíic ~H-GABA 



bi ndin~ - te• é crud'=: rnernbrone preparation of chick arnpull~ry 

c.-ristae and 't.hus: te:nded 't.o confirrn the: F•re:senc.€: of a 

GASA-'' rE:ceptor°' 7 ; a - and energy-dependent 

has-been shown in chick vestibular cristae°'ª· 

- Glutamate decarbo>:ylase: CGAD) the synthe:sizing enzyme for 

GABA. was found in the sk.ate semicircular canal ampulla';'° in the 

efferent innervation-devoid amphibian papilla 1
• and the ampullary 

" cristae oí chicks:=-~ and guin.ea pigs:. ~0 • ~.,. 

Either no effects or weal: e>:ci tatory ones of GASA upon 

afferent activity in amphibian vestibule contradict thr above 

As 1:0 efierent neurotransmission seVeral lin~s of 

investigation support the involvement of acetylcholine CAch) in 

Ef f erent terminals of 

putative cholinergic nature in the vestibular systern, exert a 

tonic inhíbitory influence upon the afferent activity arising 

from the vestibular receptor.~· 00 • 0~ Histochemical techniques: 

have ·shown the presence of acetylcholinesterase {AchE) the Ach 

degrading (inactivating> enzyme, a"t the vestibular recepl:or 

neural Retrograde transport 

of ªH-choline, t.he Ach precursor. by eff erent synapsis has been 

demonstrated in _the cat labyrinth.' In addition, evidence is 

available showin~ that highly vesiculated endings comin& froI?: 

higher cent.ers ore selec"tively stained by AchE histochemical 

me"C.hOdE 1 º and tha~ this staining is los~ af ter vestibular nerve 

sec"t.ion. 1
'""' 



Al t.hc.u&r• tho:= evia~nc.es d~sc.ribed 

sorne dót.-b in higtier vert.et•rate whose vestibule contain~ t.wv 

- J:inds- o.f haJ:r Ce;lls (ty¡:?es I and II > having both affe:re:nt and 

efferent- .nerve suppliesºco thus the drawing of conclusionE: i~ very 

difficult. 

The 

studied 

vestibular labyrinth of the frog has 

from the physiological viewpoint and it 

been extens:ibly 

contains only 

type II hair cells which are contacted directly by afferent and 

efferent boutons. Therefore. .thiS is an ideal system. rega:oding 

its relative simplicity to investigate the neurochemistry of 

synaptic 

of t:he 

studied. 

L.ransmission particularly as the mernbranous labyrinth 

frog can be isolated easily and its biochemis't.ry thus: 

The de:ir.ons:L.rat:ion of the en=yme of syn't.hesis has been shc·wn 

to be 21 val id criterion which must be satisf ied bef ore a 

substance can be accept:ed as a transrnitter at given synapse.c7 

On the ot:her hand. experimental nerve degeneration has been 

widely used to recognize patterns of nerve cells in the CNS.~3 

In the frog. earlier reports have shown tha~ excision of the 

eight nerve resulted in a wallerian degeneration of the efferent 

fibers and an efierent synaptic degeneration.~6 

It is our purpose in this paper to present some bioChemical 

evid~nces which permit to pos't.ulate GABA as an afferent 

neurotransmitter and Ach as an ef f erent ene in the frot: 

vest:ibule and to suggest their possible celllocali=ation. 

The strategy used was the inve~tigétion of their enzvmes of 

synthesi; 1n a homogenate of the vestibule o! normal frogs: and o~ 

6¡: 



f roi;E 

exciseo leavin~ the ·l~f~ n~rv~ in~ac~ as & control. Tr1er~for~. in 

(L-glutamate 1-c~rboxy-lyas~ 

E.e. activit:Y lacetyl-CoA:choline-o-

acetyl tran!;fer.ase E.C .. 2.3.l.6) in normal fro&'s vestibules and 

in th'e right and left labyrinths of frogs: aíter denerva"t.ion of 

the right eighth cranial nerve at different times keeping the 

left side as a control. 

E~perime~~al procedures 

Labyrinths from adult healthy frogs (Rana moctezuma> (50-100 

¡; of weight) or from frogs at different time int.ervals af ter 

denerva'tion of the right eighth cranial nerve were u sed 

throughout this study. 

Surgical procedure. The procedure that has been described 

in the literature was essentiolly used26 except that frogs were 

a~esthetized by sublingual administration of 0.1 ml oí a O. l~. 

sOdium pentobarbital solution and that for prevention oí a 

possible regeneration of the eight nerve a piece oí gel foam(~ X 

2 mm) was placed between the brainstem and the labyrinth. 1 The 

success of the operation was moni tored by e>:amination of the: 

characteristic effect result írom denervation~~--6 (the head was 

turned in a vertical plgne relative to the bcdy with the operatecl 

right side down. A tendency of th~ f rog -co lean toward the 

operated side and to extend the contra.lateral limbs was also 

observed). The animals p:resented this behaviour throughout 

e>:perimentation time:. 

Normól and denervaLed animal= w::re: Y.ept in tt1: laborat.ory 



sp). 

At days -.---~ ~_7.-.15. 21 and 42 after opera T. ion tho: frogs WE:TE: 

(denervated or 

control-'respectively} were rapidly dissected out. 

Biochemical assays 

Oissection technique. After decapitation. the head of' the 

irog was placed in a Petri dish containing either 10 ml of 200 mM 

KH::PO..,. buffered to pH .7.3 CGAD a~~ay) or 10 ml of 10 mM NaH=:PO~ 

pH 7.4 (ChAT assay) in order to preve:nt a possible dehydration oí 

the tissue. For ChAT assay 1 mM eserine sulfate was added to the 

medium to inhibit the action oí AchE. While immersed in th: 

respective buffer. the inferior jaw was removed from t.he head a~·i: 

the bony temporal porT.ion conT.aining t.he: vestibular apparatus was 

isolated froro the surrounding part. oí t.he skull. and · 

brains't.em, and t.l"1E o tic capsule \.Jas: opened to exposE the.;. 

labyrinth. ~ The whole labyrinth was extracted with a microf9rceps-. 

and placed in the GAD or ChAT assay medium.Care was taken not T.O 

include the nearby ganglion. Pools oí normal frog's vestibules 

and oí vestibules oí frogs from the right (denervaT.ed) side or 

left side Ccontrols) at 3.7.15.21 and 42 days after denerv~tion 

~ere homog~ni=ed in a Teflon glass grinder and used as source oi 

~i't.her enzyme. The overall dissection time never exceeded 15.min. 

Glutamic acici decarboxylase CGAD} assay. 

It wa~; quar.tified by -r.he radiochemical method described by 

Albers and Braay wiT.h minor modi~icationEs. Triplicate sample: 

e 
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were placed in a medium containing Cin mM) L-glutamic acid 10: 2 

mercapto-ethanol 10; pyridoxal i:•hospha't.e O. l; F•C•tassíurn phosphc.te 

200, pH 7.3. The reaction was started by addition of 30 ul 
' 

oí 

[1,. .. d-DL glutamic acid (0.24 uCi) or [1 2 ... c] L-glu't.~mic a cid (0.12 

uCi) with a specific activity of 100 and 50 mCi/mmol 

respectively_ After incubation was performed at 3o~c fer 20 min. 

the reaction was stopped by injei¡:.tion of o_ 2 ml of 1. BM H::zSO ... _ 

,. ... co~ released was captured in 0.1 ml of hyamine hydroxide 

contained in a microtube which was connected with a hose to 

ano't.her microtube witb i:.he reac't.ion mixture (90 ul); tubes~ whose 

reaction was stopped at zero time were used as: blanks. All tubes: 

were furthe:r incubat:.ed at 30~ fer 60 rnin for equilibration. GAD 

activi"ty e>:press~d as nmoles of glutamic a cid 

Cholin: acetyltransferase CChAT) activity. It was determined 

by a slightly modified radiochemical method. 2 º· 2 ~· 40 • Triplicate 

samples were used ( 400 ug protein ea ch appro>:imately) of 10 

normal frogs Cboth vestibules) or of a homogenate of 20 pooled 

righ't. or le:ft vestibules oí denervat:.ed frogs in a medium 

con-caining (in mH) .sodium pho5'pha_te 10; choline chloride 10; 

eserine sulfate O.l; ethylenediaminetetra-acetate (EDTA) 10; 

sodium chloride 300; Triton X-J.00. 0.33~; [3 lf- acetylcoenzyme A 

0.06 (0.26 uCi) with a specific ac't..ivity of 850 mCi/mmol giving a 

final volume of 322 ul. 

The reac't.ior. '"'ªs s~opped by addition o: lüml o! ¡; cold l Omt1 

NaH~Po ... buf~er to each micro~ube which wa~ can~ained in a v~a1. 



Aft.-:rwárds. .2 rr.l c.•f tetreiphe:ny l bc.•r on in acetonitril~ <~ mg; rr.l 1 

were: adde:d to ebch vial to separat.e: ªH-ace'tylchc·line frorr. 

unreacte:d ~H-acetylcoenzyme:-A and 8 ml of a scintillation liquid 

<Pf'ü-POPOP-toluene) werE: added. 

time. ChAT activity was expressed in term~ of pmoles of 

1 acetylcholine synthesized/mg protein/min. 

Radioact.ivity of both methods were estimated in a Packard 

Tricarb Scintillation Spect:rometer. 

Protein measurement. I~was determined by the method of Lowry 

et alª~ using bovine serum albumine as standard. 

Materials 

DL [l.-~ .. c] glutamic acid and [3 H]-ace'tylcoenzyme-I. frorn New 

England Nuclear. Boston. Mass. and Amersham. Ill. USA. Hyamine 

hyciro>:ide: ~rrom Amersham, Ill.. USA. Eserine: sulfa'te, 

tetraphenylboron; S-ace~yl-coenzyrne: A. ethylenediamine:tetra-

ace:t:at.e CEDTAJ, choline chloride, Tri ton x-100. 
.· 

diphenylo:.:azole CPPOJ, 1,4 bis2-(5-phenyloxazolyl) be:nzene 

CPOPOPJ, bovine serum alb~mine. pyridoxal phosphate, 2-mercapto-

ethanol and L-glutamic acid were from Sigma St. Louis Missouri. 

USA. NaCl from ~a11inkrodt, México; Loluene and H~so. from JTM 

Baker, México. Acetonitrile, PO'tassium and sodium phosphate from 

Merck. Me:;:ico. 

fiesul t:s: 

GAD and ChAT activities in normal frog's l.abyrint.hs. 

.&ic'ti vi LY of glutamic acid decarboxylase is presen't in c. 

h.::.mo[:ena'te of 'thE: ncrmal frog inner ear wi tl-1 e magni tua~ of 3. 76 

1 (1 

1 
1 
1 

1 



nmc·les /mg protei n/hr . This value i~ of t.he s~me rnagni~ud* ~~ th~ 

one obtained far GAL' C as shown by ot.her aut.horE·) ir. varj c.uE" p.:,.rt.~ 

of the frog nervous tissue~ 1 - 0? 

ChAT activiLy in a h6mogenai:e of the:. normal frog lat·yrinth 

was found to be 9.44 pmoles/mg protein/min and its magnitude was 

similar to Lhat of other tissues in the CHS of the frog as shown 

in the literature~6 _ 

GAD and ChAT acLivities in the labY,rinth of denervated frogs. 

In denervated frogs. activity of GAD was oí the same 

magnitude in the operated side as in i:he cOP"trol side at day 3 

afi:er denervation (3.77 coni:rol; 3.7~ opera't.ed) and rer.,ained 

constant as long as in day 42 aíter operai:ion (3.89 control; 3.94 

operated) (Table!). ln contrasi:. ChAT activitY showed a drarr.atic 

drop (from ~.26 in the control side to 3.94 in the·denervated one 

i.e:.. 577. decrease) as earl~ as in the 3rd day after denervation 

and decreased thereafter until it dropped to 127. of the value of 

the control side (9.77 in the non-operated side: 1.18 ir. the 

denervated ene>. (88~ decrease) on "the 42th day after denervation 

(Table!). 

DISCUSSION 

~resence oi GAD and ChAT actiVi"t.ies 

Glut:amat:e de:carbo¡:ylase and choline ace"tyltranEferas~ 

ac"t.ivities with t:he sa.me méi.gnitude a~ their homologous enzyttes in 

oi::.ner ret;ions of Lhe írog CN~ 1 ·e.~·º", were found in hornogenates 

of vestibular "t.issue of normal e.ne denerva"t.eC írogs, thU5 

support:ing a put:a"t.ive neuroLransmit"t.~r role cf GABA and Act, 

11 



t.he frog ves'lit•Ul!::. 

GAD has been cvnsidered a good mar~:er of GABAergic. c.ells 

t•ecauE:e it:.s presence has been dE:::monstrat:.ed in GABAergic. neuron~~-:i 

and it:.s activity may reflect sites of GABA release.= 1 -~ 1 -~= ln 

vest:.ibular tiss~e. earlier investigation of GAD properties led to 

the conclusion that it may well be a homologous en=yme to the one 

present in nervous tissue and therefore could be used f or 

neurotransmii:.'t:er synthesis purposes. 3 °' Although, a recent report:. 

gives sorne evidence of GAD's role in glutamate transamination and 

t:.hus of its possible role as inactivat:.or of i:.his aminoacid, this 

is very unlil:ely since thi~ s"tudy was done wi th purified fo:rms- of 

GAD and thus may not:. refleci:. "in vivo .. conditions.~· 5esides. the 

released glutamEit:.e (if so occurs) t.Jould be far from ·tlH;;~·reoch 'of 

GAD, essent:.ially a cyt:.oplasmic en=yme17 : further it:. is widely 

l:nown that glutamati=' s action terrninating mechanism is througt"i 

high affinit:.y uptake syst:.ems. 7 

AS fÓr ChAT, i~ is generally accep~ed as a marker fo:r 

cholinergic terminals 23 ·=- and it is considered to be a 

reflection of nervous activity. 1 ~ Furthermore vestibular ChAT has 

identical properties- 0 as those described for ChAT of veri:.ebrate 

neural tissue. 16 • 20 -~~ Therefore the finding of GABA and Ach 

synthe=ising enzyme in the frog vestibule rnay be used in suppor~ 

of their neurotransmi t1:er candid_acy in this system. 

Effects of the: ri!;ht eight nerve: denervation prc.icedure on 

GAD and ChAT activi~Y-

When we: m~asured GAD activity in ~he vestibule of the 

ope:-ated frOE" \.JE: found thai: this en::.vme: re::r.ained cons;:.ant. as it. .. 

1:. 



c.c,r.t.rc.·:. 

GAD might be confined ta a 

compartmt=nt) that. did not suffer any alteration wit.h surgery ~nd 

'that could well. be the hair cel.l. ·In contrast. ChAT activi ty was: 

found to decline aiter denervatjon in a fashion that c.an be 

correlated to a degeneration of efferent terminalS as i t. ha~ t•eeri 

described in the literature.:;::e. ..... o. 

ChAT is transported by slow axoplasmic flow to the nerve 

terminals~~ thus the disappearance of the nerve terminals 3 days 

of the vestibular nerve could accouht f or th<: 

initial SO~ decrease of ChAT activity in the denervat..ed frog 

labyrinth. An almos't. thorough decre:ase of ef f ere:nt. connection: 

may be t.h-!: e:>:¡:..lanation for the marked decrease \ BB~ i oí ChAT 

activit..y observed 42 days alter dene:rvation thus suggesting 

l.ocalizatiori of ChAT in nerve terminals J in this case, ef'feren-¡;, 

connections as it has been described for nervous syst.em, 

vestibule. A complete disappearance of ChAT activity as one would 

expect upen degeneration of all ef ferent bou'tons was never 

reached: similar results were obtained in experiments in rats in 

which excision of the VII {facial) nerve never caused a t:horougt1 

decrease of ChAT activity in efferent nerve terminals of putat:ive 

cholinergic na't:.ure. 27 The reason for both findings i.s: at p:resent 

unknwon. 

The above described experimen'ts oliow 

confinement of GAD 'to an element or cell 

epitheliuw possibly the hair cell and thE:: 

bouton localization of ChAT. 

Tha't GAD is localized in hair cells 

13 
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eííerent synaptic 
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ontoge:netic S't.UdiE:E in t.he: chicl~~..,.. and guin-:::a pig~-

~estibullary crist2:1e. In these studie~ GAD app&ared very early in 

developme:n't when he.ir cells are already mature whereas ChAT was. 

mea~urabl e: only when efferen't boutons rea ch 'the · neuroe¡:·i the:lium 

to contact hair cells.=="·ª" Also, experiments in which vestibules 

of strep'tomycin-treated guineo pig:s (showing de::generation of hair 

cells and no alteration of effe:rent boutons) lost GAD activity 

along with treatment and did no't.·present any modifica't.ion in ChAT 

activity tend tp support this suggestion.~e 

Concluding rernarks 

In the isolati::d labyrinth of i:he frog we found GAD ano ChAT 

activity o! 1:he:- same: ra.nt;e as ti"aeir homologous enzyme:E in the CNE· 

oí 'thE: frog . Thi.s fac't givi::s support to Lhe invc·lve:ment oí GABA 

.and ... Ach as neurotransmi ·t:r.ers in the sensory vestibular epi thelium 

of -i:he frog. 

Transection oí the: right eight nerve led to a gradual 

decrease and an alrnost complete loss of ChAT ac'tivity whereaE 

GAD act.ivity ~as not alt.e:red. 

Ou!" resul ts. al though indirec.t.. corrooorate previous repor"t.s 

in wt.ich Ach s.Ja.5" pc-stulatec as: an efferen't. neurotransmi"t."t:er in 

t:he- ves"t:ibula-:- sensory pe:riphe:-y oí ·v~er"tebrates. and 't:end to 

support tt1e afferent. neurotransmi t't:er candidacy for GASA in t.his 

syst.em. E.xperime.ni:s a~med t.o o more direct localization of the 

ce:lls o! origin of GAD and ChAT in the írog laby::-inth are: 

preser.-:.l y in p:--cgr-::ss. 
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c:!E:ne:rVo.~~d·:~rO,;S: -lt1t•yrinth" 
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7 

15 

21 

-. ~·:_~:L ·. 
·•·• .. ·. • ( .. G~D ACTIVITY 

CONTROL ~iB~ :;, ~·. :~iNERVA;ED SIDE 
.-•• --.-,- - ,::-:~:-.. ,->.· 

3.82 :!:..0.12• (5) 

3 ;75. :!:. o :12 ·¡~) . 

·3.70•±.'·0.09 (3) 

·3.86 

,,._ 77 

3.65 

:!:. 0.20 ( 5) 

:!:. 0.03 ( 3) 

i 
:!:. ·0.10 <.3> 

4~ 3.89 ~ 0.10 (3) 3.94 :!:. o. 20 (3) 

ChAT ACTIVIT'{ 

3 9.26 :!:. 0,34 ( 5) 3.94 :!:. o.17 ( !·) 

7 9.63 :!:. Oll6 ( 5) 3.64 :!:. 0.3.2 ( 5) 

1:. 9.94 :!:. o.so ( 3) 3.49 :!:. o. 20 (3) 

21 9.48 :!:. 0,51 ( 4) 3 .14 :!:. 0.34 ( 4) 

42 9.77 :!:. 0.30 ( 3) 1.18 :!:. 0.17 ( 3) 

7. CONTROLf 

100 :!:. 1. 62· 

100 :!:. l.20 

100 :!:. o. 7.!:-

100 :!:. 0.45 

100 :!:. 2 .... ~ 
-~-

42.64 :!:. l. 76 (57.36): 

40.08 :!:. ~.os (59.92):; 

35.6/' :!:. 3.00 ( 64. 33): 

31.40 :!:. 3.40 (68.60l; 

12.10 :!:. 1.77 (87.90): 

ªActivity of GAD is expressed as nmoles/mg protein/hr ~ S.E.M. of 

the experiments shown in paren't.heses. ChAT ac't.iVitY is reported 

as pmoles/mg protein/min S.E.M. for 't.he number of experiments 

which appear ;n parenthese~.t expre~sed as percen~ of the value 

found in the conl:rol side { non-denerva't.ed side: >.; Percent 

diminution with respect to conLrol Cnon-cienervated) side. 
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Cl!.UAt:TEJl.tV.Tl01' or CROLltltRC1C JIEU11.onAA"SK1SSJot;' n: TU 
noc VESTtltn.E. C. Het•• •od 1. LlJpcr. Depc.. Jlruro•cienc•• 
c1rc. miAl'I º's10. Húlco. 11.r. 

Tbc ef[ere11c. 1>•1natrans--1cter in th11: ••rtebr•t• 
•••titoul•r acn•ar)' pt'riphn7 1• bcJJ11:v11:d to b11: •tt't7l­
chollo• (Ach). Ja •upport to tht• •••uaptton. 1111:urochea.!cal 
p•ra.rt•r• concernlnt r.h• Ach •Y•tci. ,.rrc •r•s.ured u•inJ 
the i•ol•ted fraf 'Vl'l'llbule as. • aodcl. 

Cboltrie acct7ltrana.rcr•a.11: (CAT) and ac•t)'lcholtacat•r••r 
(Acl\t) vcrc c¡w.ntifJed 1n ho.ogeruotc• ar t~ frag •cat1bule 
t11 autt.ablc tricub•t1oa -diwa b7 thc Fom:wm &nd 1:11-a 
-thod• tR•p•ct1v•l1. 3a-<hol1a• upul. .. a.nd la-.1.ch rclaaac 
Vll!TI' ~l'UTl'd ta thl' c.otpll'tl' Jab)'riath . ar t.ht' frac. in 
atqer• p"Q "1.4 at lO"C; for 3-e-Ach rclu•e. 48 .tt E4" vaa 
U••d .. depolar1t~ •gent. Je-Ach vaa ••r•rattd fra. >e­
choltlll' br phoi;phoryl•t.Joo of th11 Jatta.r. 

CAT and Acht; •ctlv1t7 1n hooogen•tr• or th1 rrog 
•ci;tfbulr Vl:TI' found 1D •lod.lar -¡mHud11:1 •• tbc1r 
bOC>Clag111Uo ~E]"'H'f 111 t.he ffO~ nu-.,oua. ti••ul!o .A aodt= 
and 11:11cr¡:~· derocnd•nt -chanta. for Jn-<hali.ne upta1i.., aod 
• Ca-dereodco.t. r11:l1t•l'll' of tnir Ach r;ould ff ditll'Clcd f.a thc 
coqilrtr Ja"byrtnth or t:h1 frog. 

Thl'S.I' rc1>.>lt1 ""-)" hl" t•l.l'O •• • fulf111-uml of thl' 
crlt11:t"i• ta S......,lSC-9Ui Ach as• 1111: .. rotran-.ttttr f.n t.lu: frog 
"••tibule. •ltht>u¡b tbe preciar loc:•lh•tf.on Qf tt• •!'•l­
ea.A l>Ot be ª"'""•td. •t pre•l'ot.. 

J Ne\lr=hem. , vol 44. Suppl., 1985 • 



ll4.6 8JCCKVllC\.L nvl>JU CW na; DIOLJH"U.!;11:" wnl•anoAMPIJUJCl<f ot" 
n<Z: l"IOCC Vl:$TJ81JLZ. c. M•u, P. C't.l•~roo• •"" J. l.<>f'!I • 
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Efhunt ne\Orotr•n"'l .. lon in tM froo¡i """ttb.Jl• h 
JIOUlblJ' choll,,u9lc •• •Yl•hncood b)' •l•CU1PPhJ'dDl09icd 
•nd h.\oloc.....,IC•I lechnlo;...u. -vH, ,... hloct...k•l 
eppro•ch M• be•1' -..plor"'11 to •••••• !ch.la •••""'Jl'f.le>no 5-e 
of u.. bloc:h-kd ....-.11'•rh of1'en •n"'11 .In u 71,,9 to • 
i.pHio.t• • O\lbU.•"""" a• • nourouan-Jtter c•ndld•te ••• 
l.h• 0-.,..•tr•U°" ot 11'• ernth.eele •"" ot tha pr•eenct ot 
U.• Jnacu .. un9 _,,,...,,,_, a.:.t7lchollne u.chl .I• 
•rnU.••U"'11 .. lth u .. p._.t"tlClpetl<>flDfcholi"• •c•lJ'lt.t"IJUf•t" 
•e• Co.11.TI •nd IU ,...,.,..¡ h- tN "lcl"U7 Df U.. •)'MPd• 
tUUood °"t throv9h 1t. hrUDUtl• b7 •C•tflch<>Un••tU••• 
fA.c:IU:I. o-..H .... prod\Oct ol thl• hy.Uoll•I•. I• r•pl417 
t.••" up by U.. P•••:rnaP•U •nd u•l'd fo• Ach •J"'tr...da. 
n..refon ... __ ,, \.o o ........... t. Ach pertlc:JpettDtl tn 
"""'ot..r•n-J""lon - lllo<:ldood to•••..,•• ~T, A.c:l\I: &n4 
choll,,. t.t"•nop:>rt .In l..he 1"'9 .loohtod ••otl.bul•. 
tt.. ..-;i-ln• ••Ulb.JI• wu 41u..,1"'11 ovt 1.r- odu1t h<>t• 
, .. na plPleno. o.11.T "'"" _,.,.,.., b)' u.. ...,..,,,.. -U><>d u0Jr>9 
lH·A.i:•t7lco.\ •• --.bot..r•t•. in ""-'<>9•""t.• of U.. h"9 U•.u• 
Ach.I: wao <l•hno..I...., in • --.hfane toul""' of th• tr"9 
<rostU...I• by U.. tJ1-n ••tt'l>CI fol1-ln9 l..he h)'drol.loh of 
ac•t71thlocho1tn• .,,...., •a •ub1t.r•t• •t .u~ - ln tN 
•ptCt..rDphot-•I••· o.e.u .... t..r&nlP<>t"t -· ····••"'11 b¡o- -•.Urln9 
Lhe upt.k• of l11....,holln• 10.S ""' of ..t.ol• lr09 •••ll.bJh 
l,,cu1>111...S 1.n 1"'9 1Un9o.r ooluuon etUwir &n t1Hr pre"""º or 
.. or -.. l.hh 'ª" -• •ub•lltut"4 b)' chalino ehl""'ld•. 
Ali iOK"Ubath>n• t-• PI•<=• •t lo•c. 
D>AT •Cd•JIJ ,. .. ar 0.06 ,_,l••lmln/>oq prat•b •nd h ""' 
d•P<"•••od by '°" wt...n -•eurod 1.n U.. U.•enc• of c:h.ladde. 
Ach.I: -· ot 0,01 r.ol••~ prototn &n4 Jt -• lnhlbltod 
by t001o wNrn ln<.'ubat"4 wiU. 10"" ... rln•. 
l•-cholln• -• a~!.1'.0 b)' lr"09" •••tlbule 10-fold in ati 
ho<lt ª"" lt """ h..i9hl7 depuoud ...,.,. .. -• -ltlood rna 
u.e 10K"UbatlDtl ••H- ar _,, lt .._. pi•"• at 4"C. 
Tho•• _,.,.,..,,, O\IPP<>tt. U... ¡,,_¡.,_..,,, al ec•t7l1;hoUne 1.n 
.. ......-..t..r.&n-lulon U. u... fr"9 ••aU.huh. b,,.rt-•nt• aJaod 
w IOC•"" U.. .,..11• r••P<>nelhl• far U.. oc:tlwlU•• ab••"'""' 
perr .. .- ln 4hU..nc or9ano """"J'0•1.nt U... f•Dt ••••U..1• 
u• prucntl7 und•""•7• 
¡~ppa.rtod t. J'Ut by Q-ant ~OlOll91 al CCKAC7T fK&olCO) 

Soc, Neuxosc. llbst. 0Ct~.l0-.15 ,1984, .1152,334.6 • 
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1.1• ul11Uo~ •~11lto houl!,!!!.! !.!..t!!.!?.!l 111 ""'"" '•""'"'"11"" of 
tM r11h1 nll cunul ., .... ,. vu prrf.,ra.d 1 ... vtn¡ th• J•h 
.,.,.... 1nuu •• conual. lo:• dru.,.J ... d CMT •cUv11y •• pr•vJo .. olr 
d••crJ""'d (l)ln ,,.,.. hor .. eulbvh •fur l,l •nd 1! d•J• "' 
•ur1•ry. J<>f •"rp,,alorlul •IVdJ"" lh• rlrl>I •nd ldl Yu111iouho 
obtaln•d lr1t '"'"'"'"'<'d fr"I" U••• tlud .,Jn •lru• vllh 
racod)·hu liourln .. d•l: O•cl= 1uraddr, d•"t•••ud end ••"'•dd•d 
Jn •PCl•Y ruin•· 011• cl<r-n<'r 1hlc~ uulono "•n CDlh<l•d 
"" J)•u olido •nd u•ln•d vtth loJ11Ulbe blu• far ••••lllUJ"n 
unhr IU"t •IU<> .. "P•• 
1.1• "bu.,.•d rredud do<u•••d "' th• •ctlvUJ "lth 11•• •lr•r 
d•n .. •••tl"n un1tl H U•ch•d )01 of C'lv.T pnunt fn th• c<>nuol 
oldo. K<trph"l"rtcat "'"d~ of •cutb..J•r ,.,...., •• Jn lh• "•cl<>lt> 
ol r•uptor •<>r>•• r•v••hd • IOolhrl.,, drr .. nrr•ll"n "' ,.,_ """'"' 
u ..... undDOcl~ dl•lrlbu .. d ._,., ,.,.,..¡ 1-un1 IJl>•U· V•r1""" 
"'""""•Uh ,..,.... •ndlnu •ppuud aarhdly l>•oophlllc •I lh• 
b•ul portian"' ,,..•Pl<>t • .,,.,.., ~<> •tr11ctuul •IU•r•rla"• "••• 
... ., •• ti.01h, 1hr ucoPtor ••••• ª"' 1M .... ut>uhr .,,...,., uunlao 
al 1h0' .,..,._drnrr•oud nulliouh al ª""''ª"d fr<>I•· al botl't 
"•&1lliouJ .. .,bul,..d ,..,. .,.,.......,..,.,,.d • .,1 .. i.. Thv• •pJ>•r•ntly th<' 
only afhct•d oltucl11r•1 •r• ll't<' ollerrnl ... dlnl•· Thc•• 
liolocltetfc.d& •d ..,rph.,lo1lc•I uoulu """" lhat Chl.T In 
'""' ,..,.., ••r "' tM fu¡ •pp.•ro ta be lot•ll••• •• h••• tn 
~1 of •ffer.,,1 ••,..ln.oh wtr.tch •'""'•bly """' Ath •• -•1uor •t 
,.._ 1 ... .i .,, th• ••noary ,..,,,.,.,..,, "' ..... o .. i.r ., ...... 
1.-i..11rou.Allo, I0 0 1UJ,IU4. 
2.-i..;..1r•la •••.t,1-u.1ut. 
J.-i.., .. r.,ac.L..11.~9.ll-U.Jfll4. 
1upp0rc.d 1a ,,,. "'' c:un1 rccuuo:oan "' cc~c,J ("hJu) 
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177. POSSJBLE CELLS OF ORIGIN or GABA ANO ACETYLCHDLINE SYNTHESIS IN THE FROG 
VESTJBULE. *l. lopez, G. Meza. Oept. Neurociencias, JFC UNAM, Apdo. 

Postal 70-600 1 04510 Mexico, D.F., Mexico. 
Neurotransmission in t:he scnsory perlphery of the vestibular system is 

.chemlcal in nature. CASA and acetylcholine (Ach) have been implicated as 
afferent and efferent neurotransmltters. respectively. Vith the alm of 
supportin& this lmplication, we have measured the enzymes of synthesls of 
these neurotransmltters: glutamlc acld decarboxylase (CAD) for GABA and 
choline acetyltransferase (ChAT) for Ach, in homogenates of the whole 
vestibule in the frog. To localize the cells of origin of these enzyrnes by 
elimination o{ certain populations of terminals, we used a model in vhlch thP 
eighth cranial ncrve (right side) of the frog is cxcised and dcgencration of 
efferent nerve fibers and termlnals has beC·n observed. 1Je utili zed adult 
frogs CB.!!.ru! moctczwnnc) in vhich dcncrvation of the right cranial nervc vas 
performed, leaving thc lcft nerve intact as control. 1Jc dctcrmincd CAD and 
ChAT activity as already reported (Meza, Neurochem. 43:634 1984; Meza et al, 
Neurosci. I&..t· 49~93, 1984) in both left and right frog vestibules 3; 7. 15 
and 21 days after surgery. For morp"hological studies che right and left 
vestibules obtnined from dencrvated frogs were fixed in in si tu with 
cacodylate-buffered l\ osmium tctroxide, dehydrated, and cmbedded in epoxy 
resins; one-micrometcr thick scctions vere collccted on glass slides and 
stained for cxamination under light microscope. 

1Je obser:ved chat CAD activicy in che opcraced sidc was of the same 
magnitude as che concr.ol side at day 3 aftcr denervation and remained 
constan\ unti~ day 21 áfter operation. The valuc for ChAT activity in che 
denervatéd labyrinth drOppcd to 55\ 3 days after surgcry, with rcspect to the 
control s~de, and gradua1ly dccreased to 35\ of the control vestibule at day 
21. In .éhe innervated -'tdc, .a morphological st:udy.;:of thc vestibular fibers 
in che viclnicy of receptor zones rcvealed a vallerian dcgeneration of some 
fibers randomly distributcd runong noruial looking fjbers. A normal appearance 
of the fibers was observcd in the control side. 1ñcse biochernical and 
morpholOgical results show that CAD appears to be localized in sorne cells 
(most probably the hair cclls) of the cpithclium that did not suffer any 
alteration afccr che excision and that ChAT is probably located in efferent 
endings, which dcgencrate with denervation, CABA and Ach being their 
respective neurotransmicters. Electron microscopy studies to corroborate 
chis scatcmenc are no~ in progress. 
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