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RESUMEN

El oido interno estd constituido por dos partes: una poreién relacionada con la audi
ci6n(la cocléa) y la porcifn vestibular que se encarga de proveer al sistema nervioso
central (SNC) de una parte importante de la informacifn sensorial necesaria para el man
tenimiento del equilibrio y de la postura. Esta funcifn es llevada a cabo por cé€lulas
especializadas en la mecanorrecepcifin (c€lulas pilosas) a través de fibras aferentes.
Por otro lado los impulsos centrales son enviados al vestfbulo por conexiones eferentes.,

Existen evidencias de que la cominicacifSn en ambos sentidos(eferente y aferente) es
de tipo quimico. Sin enbarge la investigacidn en relacifn a la naturaleza y funcifn de
los neurctransmisores en este.sistema es muy reducida comparéndola con ctros(i.e. la
retina) ,esto se debe probablemente a que el ofdo,debido a su ubicacifn es un Srgano po-
co accesible. Recientemente han aparecido alyunos reportes(55,105,109)1los cuales invo-
lucran a la acetilcolina(Ach) y al &dcido Af-aminchutirfco(GABA) como posibles mediadeores,
ror lo que en este estudic se decidi6 investigar algunos par&metros de estos neurotrans
misores en el vestibulo, usando come mxdelo el ofdo interno de la rana.

Para evaluar el papel de la Ach se investigd la enzima que la sintetiza la colin ace-
tiltransferasa(CAT),y se estudiaron alcunas de sus propiedades.Asi mismo, se estudié la
existencia de la acetilcolinesterasa(AchE) como un posible mecanismo de inactivacifn
del neuwrctransmisor. Para la evaluacifn del GABA camo neurotransmisor se midi6 la acti
vidad de la glutamato descarboxilasa{(GAD), que es la enzima que 1o sintetiza.

Se encontrd que en homogenados de vestfbulo de rana, existe actividad tanto de la
CAT y AchE cow de la GAD. Se encontrd tambifn que estas enzimas tiene actividades espe
cificas semzjantes a sus homolégas en el sistema nervioso central y periférico. Ademis
tanto la CAT como la AchE presentaron propiedades cinéticas semejantes a las de la CAT
y la AchE presentes en el sistema nervioso central y periférico.

Para la localizacifn celular tanto de la CAT como de la GAD se aprovechd el modelo de
la denervacifn en el cual se sabe que at escindir el nervio vestibular de la rana,las
terminales eferentes degeneran. Al medir tanto la CAT como la GAD se cbservs un decre—
mento gradual con el tienpo de la actividadde la CAT hasta casi desaparecer completa-
mente a las seis semanas despues de la denervacién.En tanto que la GAD no se modifich
en ninguno de los tiempos despues de la escisifn.

Estos hallazgos nos sugieren que la CAT parece localizarse en las terminales eferentes
que degeneran con la denervacién y cque la GAD en el vestibulo de la rana parece locali-
zarse en algura cflula o compartimento del epitelic sensorial vestibular el cual no
sufre ninguna alteracifn después de la escisifn y que podria ser la cg&lula pilosa.

Con base a estog resultados se puede postular que la Ach y el GMBA pudieran actuar
cano neurotransmisores eferente y aferente respectivamente en el vestibulo de la
rana.



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

There is strong evidence indicating that synaptic transmission between the hair
cells and the afferent fibers as well as the comunication between the efferent fiber
and the hair cell is chemical in nature.However, research into this system,is guite
scarce as compared with other sensory organs{i.e. retina).This is mainly due to the
fact that end organ is less accesible.

Recently there have appeared some evidences in regapd to acetylcholine(Ach) and
F-aminchutyric acid{GARA) as putative mediators in the vestibule. For this reason,
we decided to investigate some parameters related to these substances using as a
model the frog inner ear.

To test the role of Ach we studied its synthesizing enzyme choline acetyltransferase
(CAT) ,some of their kinetic properties, and the presence of acetylcholinesterase{AchE)
as Ach inactivating mechanism.

The role of GRBA as aneurotransmitter in this system was studied by the investigation
of the existence of its enzyme of synthesis, glutamic acid decarbaxylase(GRD),

CAT,AchE, and GAD were found to be present in a frog labyrinth hamogenate, These
enzymes have simjilar specific activities as those of the (NS and peripheral nervous
system(PFNS) . Additionaly CAT and AchE showed similar kinetic properties as those of
CAT and AchE of the (NS and PNS.

The cells of origin of these enzymes was studied by elimination of certain populations
of terminals.For this purpose we used the model of denervationinwhich the eight cranial
nerve (right side} of the frog is excised and degeneration of efferent fibers and terminals
has been found.

Ve cbserved that the transection of the vestibular nerve resulted in a gradual
diminution of CAT activity until it reached 88% decreased six weeks after surgery.

In cantrast GAD activity did not suffer any alteration at any time after nerve
excision.These findings suggest that the decrease of CAT following nerve excision
supports the efferent synaptic bouton localization of CAT. That GAD iIs located in a
cell type(or compartment) that may well be the hair cell is supported by the fact
that this enzyme does not suffer any modification after denervation.

These results are in accordance with an efferent cholinergic nearotransmission 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 gue detectan la fuerza de gravedad. Estos
se ubican en la parte interna del oido.

El papel del sistema vestibular en la percepcitn de las acelera-
ciones y la integraciSn de informacién en relacifn a matener la
orientacién, ha mantenido el mismc mecanismo desde los organismos
mé&s antiguos sobre la tierra. El primer Srgano vestibular{el recep
tor mids primitivo, el estatocisto, que se encuentra en los molus-
cos)’ apareci6 hace m&s de 600 millones de afios.

Un incremento continuc en la complejidad de la anatomia ocurre
con la evolucién filogenética desde el primer estatocisto hasta
el sofisticade laberinto de los vertebrados supericres.

Todos los vertebrados detectan los sonidos, las aceleraciones del
cuerpo vy los movimientos del agua con el sistema sensorial actstirn
lateral. Los receptores primarios de esta sigstema, va sea en la cb-
clea, el vestibulo © la linea lateral son las células neurcepitelia
les llamadas células pilosas, las cuales reciben inervacién tanto
eferente como aferente. Estas inervaciones provienen del nervio
vestibulo-auditivo(octavo nerviec craneal), el cual se extiende hacia
los corganos perif&ricos 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 OIDQ INTERNO DE LOS VERTEBRADQS

Tradicionalmente se dice que el hombre posee cinco sentidos:
tacto,clfato,gusto,vista y oido, perc alguncs de estos pueden a
su vez dividirse en varios, por ejemplo, en la cavidad que contiene
al oido interno se encuentran los 6rganos de dos sentidos, el Srga-
no encarxrgado de recibir las ondas sonoras( el &6rganc de Corti) y
el del equilibrio (el aparatoc vestibular).

La delicadeza del oifido interno es sugerida por la impenetrabilidad
de su alojamientc. La porcién petrosa{pefiasco) del temporal consti-~
tuye la estructura &sea mis dura del cuerpo y es el unico cque per-
siste cawm tejido 6seo fetal(fig.l).
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Fig. 1 Localizaci®fn del sistema auditivo en el hombre.

fL.a zona estriada muestra la reai6én del hueso temporal,



(3)

El aparato vestibular esti constituido por una serie de
sacos y conductos de tipo membrancoso, llenc de un liguido
de composicifén quimica muy peculiar llamado endolinfa , v
al mismo tiempo este aparato membrancso estd en suspensidn
en un lfquido conccido como perilinfa. Todo este conjunto
estd contenido dentro de una serie de canales y cavidades
excavadas en 21 hueso temporal cuya forma sigue cercanamen
te la de las estructuras del laberinto membranosc, este
Gltimo es el verdadero receptor . La porcién vestibular
del oideo interno consta de cinco Srganos: tres canales
semicirculares, el utriculo y el s&culco. La cbclea esti
constituida por un solo 6rgano{ el 6rgano de Corti)(fi¢,2).
La porcién sensible del epitelio sensorial se organiza
en el vestibulo de la siguiente manera: en el utriculo ¥
el siculo formando lo que se denominan las miculas; en los
canales semicirculares, la cresta ampular, y en la cébclea ..
lo gque constituye el 6rganc de Corti{fig 3). '

EPTTELIO SENSORIAL '

Ciertas partes de los 6rganos estato-~aclsticos est&n cu-
biertas con una capa de células epiteliales especializadas,
que constituven la porcifn sensitiva y que forman junto con
las células descporte el epitelio sensorial. Cada epitelio
sensorial de los diferentes 6rganos (i.e. canales,utriculo
sfculo,linea lateral y c6clea) contiene dos tipos de células
pilosas, 1a I y la IIen el caso del vestibulo y cé&€lulas
pilosas externas e internas en la c6clea, ademés poseen
celulas de soporte y las fibras nerviosas(aferentes y eferen
te) gque las inervan.Las células de soporte se extienden por
toda la superficie endolinfdtica hasta la porcién basal de
ésta excepto durante el desarrollo. En la parte superioxr del
epitelio sensorial se encuentra casi siempre una masa inerte
(la cpula y la membrana otolitica en el caso de los organcs
vestibulares y la membrana tectoria en la cbclea fig.4).

Las células pilosas se originan de la superficie del ecto-
dermo y mantienen sucaracter de epitelio en los organes madu-
ros del oido interno, y aunque carecen de axones y dendritas,

hacen sinapsis con las fibras nervicsas aferentes, que wvan
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hacia el cerebro y reciben las fibras eferentes provenientes
del tallo cerebral(fig 5}.

Un rasgo egtructural de €stas c&lulas es el haz de prolon-
“grciones citoplasmiticas en su porcifén apical denominados pe-
los sensorios o estereocilios y poseen ademds un cilio ver-
dadero o cinocilic. Cada estereocilio estd formado en su inte
rior por un bastdn rigidoe de filamentcs de actina fascicula-
dos y rodeados por la prolongacitn de la membrana{fig.6).

Estos estereocilios se encuentran en una disposicifn hexago
nal y su tamafic se va incrementando de una corilla del haz
hacia el lado opuesto en donde se encuentra el cinocilio.

No obstante la variedad de estimulos a los cuales las c&lulas
pllosas respondeh en los diferentes 6rganos, como son el soni-
do en la c6clea, la aceleracién lineal y las vibraciones en el
utriculo y el siculo, la aceleracidn angular en los canales
semicirculares vy el movimiento del agua en los'Srganos de la
linea lateral, cada célula pilosa es esencialmente un meca -
norreceptor.

Cada cé#lula pilosa se encuentra morfolSgicamente polarizada:
por la parte apical contiene un haz de pelos y un c¢ilio ver-
dadero, el gue se opone a 60 estereocilicos. El cinocilio de
varios receptores tiene la misma orientacién con respecto a
algfin puntc de referencia. Es claro que la pelarizacién mor-—
folSgica es paralela a la polarizacifn funcional i.e. todas
las cé&lulas pilosas muestran la misma polarizacién morfolbgica
¥y reaccionan a un estimulo de la misma manera{98). Los prin-
cipios de la polarizacién funcicnal (respuesta eléctrica) se
resumen de la siguiente forma: cuando el haz de pelos senscorios
se dobla hacia el extremo en donde se encucntra el cinocilio
se produce una despolarizacifn,mientras gue la deflexién en
direccién opuesta ocasiona una hiperpclarizaci6n(86). Los
estimulos aplicados en direccifn ortogonal no producen res-
puesta{fig 7) (53,132).

TRANSDUCCION

La célula pilosa es una célula mecanoreceptora ague convierte
(transduce) la energia mecéinica apmlicada a su haz de pelos
sensorios en una senal electrica. Se considera como muy pro-
bable que la energia mec&nica sea transducida a una seftal
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A

centripeta centrifuga

L |

Fig 5. Esquema de las partes principales cque consti-
tuyen a la célula pilosa y sus contactos neurales.
Ec= estereociliocs;C=cinocilio;a=terminacién nervicsa
aferente;E= terminacidn nerviosa eferente.
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eléctrica a través de canales ifnicos{ll5)directamente 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 Srgano de Corti v puede ser eliminado
en los Srganos vestibulares sin alterar esta funcifn(85).

La propiedad de los estereocilios de responder mecinicamente
se determina por su arquitectura interna, en la cual el citoesque
leto de los filamentos de actina proporciona rigidez y en la
porcitn cuticular de la parte apical de la c€lula pilosa se
encuentran otras proteinas como son la fimbr%na la cual proba-
blemente se entrecruce con los filamentos de:actina de una forma
estable. La miosina tambi&n est& presente y quizéd interaccionan-
do con la actina y controlando esta interaccién se encuentra la
tropomiosina(fig.6) (32).

Estimulos como la rotaciéin,los desplazamientos lineales,la fuer-
za de gravedad y las ondas sonoras son transmitidos inicialmente
a las estructuras accesorias del oide interno- la cfipula,la mem-

brana otolitica y la membrana tectoria-~ lo que proveca un despla-
zamiento de los estereccilios de las c&lulas pilosas de las &reas
sensgitivas de la porcibn vestibular y coclear del ofdo interno.
Una vez gue ocurre el desplazamiento de los pelos sensorios por
alguno de estos estimulos el potencial de membrana cambia de -60mv
hasta 20 mV.Cuando el haz de estereociliocs se mueve hacia el cino-
cilio la conductancia de la membrana se incrementa;esto es,la
membrana se vuelve mfis permeable a iones cargados positivamente.
Esto sugiere la existencia de canales de transduccién, a través
de los cuales los iones pueden pasar cuando se estimula a los
estereocilios.

Se ha calculado que existen cerca de 280 c¢anales de transduccién
por celula pilosa en el sfculo de la rana, estos canales tienen
la capacidad de mediar el movimiento de iones como el K+, el cual
se encuentra en alta concentracidn en la endolinfa(84)

E]l proceso de transduccifin ocurre muy rapidamente,ya gue los
canales conducen la corriente a los pocos microsegundos de la
aplicacidn del estimulo, una explicacidn es que este proceso se
lleva a cabo en la parte apical del haz de cilios, lo gue no

permite la interaccidn de segundos mensajeros y por lo tanto
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solo la interaccibn entre los esterecocilios puede iniciar al-
guna respuesta. Esta interacci®dn se ha propuesto gue ocurra

por la existencia ‘de un microfilamento cue 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
transduccién se abren y los iones Kkt entran a la c&lula. La
despolarizacifn pravocada por este estimulo activa los canales
de Ca2+ sensibles a voltaje, provocando un aumentc de la despo-
larizacién por los iones Ca2+ sensibles a voltaje.Al mismo
tiempo la entrada de ca’* eleva l3a concentracibfn local de este
cerca de la superficie de la membrana. La alta concentracifn
de C‘.a2+ activa los canales de k' sensibles a Ca2+ vy el K+
sale vy repolariza la membrana disminuyendo la activacitn de los

canales de Ca2+

+.E1l fluido en la superficie apical de la c€&lula
pilosa tiene una concentracifn de k¥ mucho més elevada que la
superficie basolateral de é&sta,Como consecuencia el K+puede
entrar y salir de la c&lula. Con el tiempo el potencial de mem-
brana se vuelve m&s negativo y regresa a su estado estacionario,
v el contenido de Ca2+ intracelular se reduce por su captura
dentro de los organelos de la célula y por éxpulsién de este
ién.Por ultimo cuando el canal de K' sensible a Ca2+ se cierra,
la cé&lula pilosa retorna a su condicifn inicial{fig.8).

Los iones Ca2+ al entrar por la parte bhasal de la cé&lula
interactfian con estructuras afin desconocidas y por un mecanismo
incierto proveocan la salida de un mensajero quimico hacia la
reqgién intersindptica.Cuando esta gsubstancia atraviesa este es-
pacio y llega a la terminal nerviosa aferente se combina con
los receptores de &stas y causa un cambio de permeabilidad de la
membrana lo que resulta en un potencial generador gue a su vez
llega al ax6n y provoca un potencial de accién,transformindose
en una sefial eléctrica(impulsc eléctrico)que viaja al cerebro
(fig 8.).

TIPOS DE CELULAS PLLOSAS
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DESPLAZAMIENTO DEL HAZ

SINAPSIS

FIBRA AFERENTE i

DESPOLARI-
ZACION

c.l’

NEURQTRANS—
HMISOR

AL, CEREBRO

Fig 8. Representacifn esquemitica de los eventos que desencadena
un estimulo sobre el haz de estereocilios de la cé&lula pilosa.
{1),(2) canal de calcio, {3) canal de potasio sensible a calcio
(modificado de Hudspeth,A.J.(1985) The cellular basis of hearing:
the biophysics of hair cells. Science,230,745-752).
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Wersall describi6 dos tipos de c&lulas pilosas en el epitelio
sensorial vestibular y demostr& gque poseen diferentes terminales
nerviosas(154) .En el vestfbulo la c&lula pilosa Tipo I comfin en
-los vertebrados superiores, esti inervada por una terminal afe-
rente en forma de caliz(fig 9A). A su vez recibe informacién central
en la forma de botones sin&pticos eferentes que contactan a
la fibra aferente. La cflula pilesa Tipo 1II comin a todos los
vertebrados, recibe terminales nerviosas tanto aferentes como
eferentes en su parte basal(fig.9B).

En la porcifén auditiva las células pilosas son de dos tipes:
las internas y las externas(fig 9Cy D}, clasificadas por su ceolpca-

cibn con respecto a la luz de la rampa media de la c6clea. :

Las c&lulas pilosas internas tienen formé ovoide y las parte
apical ligeramente doblada, las externas tienen forma cilindrica
y se disponen oblicuamente frente a las internas y son mis numero-
sas, ambas presentan varias filas de estereocilios de un tamaio
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
c8lulas pilosas internas y externas y con las fibras aferentes
de las cé€lulas internas.

MECANISMO DE TRANSMISION SIHAPTICA EN EL SISTEMA ACUSTICO-LATERAL

Existen numerosas evidencias tanto morfolfgicas como fisioldgicas
indicando gue la transmisi6n sindptica entre las células pilosas
y las fibras nervicsas aferentes es de naturaleza quimica(53,60,61,
87,155,156).

Estudios ultrastructurales han revelado que el espacio sin&ptico
entre la c&lula receptora y la fibra aferente es aproximadamente
de 200 A. La c€lula pilosa { preginapsis en este caso) contiene
un cuerpo tipicamente presiniptico, mientras que la terminal post-
sinfiptica(fibra aferente)muestra un engrosamiento en su membrana
(9,110,134,154-157).

Los cuerpos presindpticos fueron descritos por primera vez por
Sjdstramd133) en la retina y dichos cuerpos fueron encontrados

)
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Fig 9 . Esquema de los diferentes tipos de cé&lulas pilosas

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

A y B cé&lulas pilosas Tipo I y IT

C y D c&lulas pilosas externa e interna,

TNZ = terminal nervicosa aferente,TNE= terminal nerviosa
caferente .
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en los receptores vestibulares por varios grupos(53,110,154,155,
156) (£fig 10).

Investigaciones fisiolSgicas han demostrado potenciales post-
sinfpticos excitatorios en las fibras primarias aferente en el
sdculo del pez dorado y en el canal semicricular de la rana(60,
127} .Furukawa tambi&n ha demostrado la existencia de un retraso
en el potencial sindptico en la unién recepto-neural del octavo
nervio del pez dorado después de la estimulacién de la c&lula
pilosa{6l) y se ha comprobado la existencia de una neurotransmi-
s5i6n de tipo cudntico(87) .Asimismo, potenciales unitarios regis-
trados en fibras aferente provenientes de las &reas sensoriales
vestibulares de elasmobranquios y anfibios se meodifican por mo-
vimientos de las cabeza &6 desaparecen por la supresion de calcio
en el medio(27,126,138). '

Se ha descritc la sinapsis eferente por estudios morfolégicos
con microscopia electrénica.Generalmente las terminales eferen-i.
tes (botones) contienen muchas vesiculas,algunas de ellas con
centro densc, mientras que a nivel de las cé&lula pilosa se ha
encontrado una cisterna subsindptica.También la distancia entre
las terminales eferentes(presinfipsis) v la ¢&lula pilosa mide
cerca de 200 R(36,63,110,134,135,152) .Todos estos razgos confor-
man la estructura de una sinapsis quimica(fig 10).

Hallazgos fisioldgicos han reportado que existen en el labe-
rinto de la rana potenciales postsinfpticos inhibitorios, indu-
cidos por estimulacibn de las fibras eferentes(64).AGm mis exis
ten evidencias fisiolSgicas de que la comunicacifn entre la cé-

lula pilosa y la terminal nerviosa eferente es de naturaleza
quimica(l120).

Estos hallazgos, aungue importantes, no nos explican nada
acerca de la naturaleza guimica del transmisor involucrado tanto
en las sinapsis aferentes como eferentes en este sistema, por lo
que ha sidc necesario utilizar una serie de estrategias para
resolver el problema de vias neuronales especificas en el SNC &
en los receptores sensoriales como es en este caso el ofido interno.
Sin embargo para propésitos précticos deben existir reglas homo-
géneas de manera gue se puedan comparar leos resultados de dife-
rentes investigaciones.
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Basandose en las caracterfisticas mostradas por un neurotransmi-
sor en una sinapsis bien definida, varios autores han propuesto
criterios gque debe llenar un compuesto para ser dencominado neuro-
transmisor .

Entre estos criterios los descritos por Werman{1l53) son esen-
cialmente Gtiles, sobre todo tratindose de estudios iniciales .
Dichos criterios pueden ser de gran utilidad para establecer la

comparacidn con sistemas ya definidos(i.e. la acetileolina en
la placa neuromuscular y el GABA en las c&lulas de Purkinje de
los mamiferos).

Estos criterios pueden dividirse.en presindpticos y postsinip
ticos. Los presindpticos 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 especifico de liberacién y captacitn de la subs-—
tancia por estimulacién de la terminal y la existencia' de meca-
nismos de inactivacién.

Entre los criterios postsinfipticos se encuentran: la substan-~
cia aplicada en el sistema debe tener los mismo efectos gue la
estimulacidn presindptica; drogas aplicadas, las cuales disminu
van el efecto del compuesto en prueba, deben bloguear los efec-
tos de estimulaciln y la substancia debe producir cambiocs simi-
lares en las propiedades el&ctricas de la membrana comce lo hace
la estimulacién(este filtimo criteric debe hacerse por registro
intracelular) .

En general, los criterios presinfpticos pueden ser estudiados
por mé&todos biocquimicos o inmunocitogquimicos, mientras que los
criterios postsinfpticos requieren de métodos electrofisiol&gi-
cos, aunque la identificacibn de los receptores postsindpticos
puede ser estudiada bioguimicamente.

- Como se mencioné anteriormente, la identidad del(o los) neuro-
transmisor{es) que actdan entre las c&lulas pilosas y las termi-
nales aferente y eferentes no se conoce. 5in embargo, se han es-
tudiado como posibles mediadores los yva cliasicamente 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 neurctransmisores estudiados en el sistema aclGstico-
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lateral podemos mencionaria la acetilcolina, el Acido ¥-amino-
butirico, el &cido glutfémico, el Acido aspirtico, las catecol-
aminas y més recientemente algunos neurcp&ptidos como las ence
falinas.

A continuacibébn se describirén algunos de los hallazgas reali
zados por varios grupecs de investigacifn, para cada uno de es-
tos mediadores quimicos.

ACETILCOLINA (Ach) -

Existen numerosas evidencias tanto fisiolSgicas.,histoquimicas
y bioquimicas, que implican a la Ach en la neurotransmisidn ves
tibular eferente de algqunos vertebrados.

Las terminales eferentes de probable naturaleza cclin&rgica
en el sistema vestibular ejercen una influencia tﬁnica’inhibitg
ria sobre la actividad aferente proveniente del receptor vesti
bular(11,23,69,129,148).

Se ha demostrado gque la Ach imita los efectos de la estimula-
cifn del haz olivocolear v del sistema eferente en el wvestibulo
(18,20,26,31,69,112).

Experimentos histoguimicos 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), ade
mis existen evidencias gque demuestran gue las terminales alta-
mente vesiculadas(eferentes) provienen de centros superiores
las cuales son tefiidas selectivamente por mé&todos histoguimicos
{30)para la AchE y gue esta tincifn se pierde después de la
escisifén del nervio vestibular(62) .Se ha demostrado tambié&n
transporte retrbSgrado de 3H—colina(el precursor de la Ach) por
sinapsis eferentes en el laberinto del gato{llBR).

La colin acetiltransferasa(CAT), la enzima de sintesis de Ach
se ha encontrado en el laberinto aislado del pez(54),pollo y
cuy (88,84 ,105) .8¢ ha reportado también un sistema de captacién
de 3
citén de Ach recifn sintetizada dependiente de Ca
rinto de la rana(47BR).

Se ha postulado por estudios farmacol&gicos gue el receptor

H-colina dependiente de nat y energfia y un sistema de libera

2+ en el labe-

para la Ach en el sistema vestibular es probablemente nicotini-
co(l4,125,127).
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En la c6clea se ha demostrado sintesis de Ach{por biocensayo)
{91) v se ha medido la actividad de la CAT en este sistema(52).
Recientemente por inmunocitogquimica se detectS actividad pa
recida a la CAT en el sistema eferente medial y lateral en la
cbclea(43,47,48) v se aobservd 2n animales deferentados la -
desaparicidn de esta inmunoreactividad(3) .Por otro lado tam-
bié&n se ha detectado actividad de la AchE ascciada al sistema

eferente en la c6cleal(76).

GABA

El GABA se ha postulado como transmisor aferente en el sis-
tema vestibular, ya que ha llenado varios de los criterios
postulédos por Werman.

Se ha visto que la picrotoxina, un conocide blogueador del
receptor a GABA inhibe la actividad espont&nea y evocada cuan
do ha sido aplicada en el nervio aferente del canal semicircu
lar de la raya(54).La aplicacifn iontoforética({la.cunal involu
cra la inyeccidn de volGmenes calculables de sustancias qui-
micas ionizadas a través de una micropipeta de vidrio de
varias puntas, por medio de la aplicacién de una corriente
constante) de GABA incrementa la actividad espont&nea en la
micula del sfculo del gato(45).

El bloqueo por bicuculina y picrotoxina de esta respuesta y
el tratamiento exitoso con picrotoxina de pacientes gue 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. N

Experimentos bioquimicos han demostrado la unitén especifica
de GABA tritiado a una preparacién membranal cruda en crestas
ampulares aisladas del pollo vy esto tiende a confirmar la
presencia de un receptor sindptico a GABA(106} :;tambien la
existencia de un sistema de captacién de alta afinidad
dependiente de Na© vy energia posiblemente representando
un sistema inactivador a GABA == ha reportado en crestas ampula
res del vestibulec del pollo(107) .Por otro lado la enzima res-
ponsable de la sinteslis de GABA, la glutamato descarboxilasa
{GAD), se ha encontrado en el canal semicricular de la raya,
en la papila anfibiana(la cual carece de inervacin eferente)},
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(54) v en las crestas de pollo y cuy (104,28).

En contraposicitin, no se han encontrado efectos excitatorios
del GABA sobre la actividad aferente en el vestibuleo de anfibios
lo que contradice los resultados anteriores(7,70,150).

En la c¢Sclea se ha detectado la presencia de sustancias simi-
lares al GABA, las cuales se incrementan en la perilinfa en cuyes
sometidos a estimulacién sonora(33,34).Por otro lado en la cfclea
de gato ¥y de cuy se ha encontrado que no existen niveles suficien
tes de las enzimas claves asociadas a la sintesis y degradacién
del GABA; la GAD, la transaminasa del GABA(GABA-T) y la deshidro-
genasa..del semialdehido succinico{SSADH) (52,140}, y estudios con
agonistas del GABA no modifican significativamente la respuesta
de las fibras aferentes cocleares en el gato(94).

Finalmente estudios recientes por iInmunocitoguimica han aso-
ciado al GABA a los sistemas eferentes en la cbclea del cuy(2,49)
y del mono(143), vy se han encontrado gr&nulos radicactivos en
terminales eferentes de la c6eclea, cuando €sta se incuba con 3H-
GABA(22) .Aunque evidencias afin mas recientes han detectado la
presencia de GABA por inmunociteoguimica con anticuerpos anti-GABA
en las celulas pilosas del vestibulo del pollo{146) v en las
terminales nerviosas eferentes en el mono arana(l47)

GLUTAMICO ¥ ASPARTICO

El dcido glutdmico (Gli) y &cido asplrtico(Asp)han sido también
postulados como posibles neurotransmisores aferentes en el sistema
vestibular,la lfnea lateral y la cé6clea. -

Recientemente se ha reportado que el glutimice mimetiza la
accibn de la sinapsis en la linea lateral y en los canales semi-
circulares de la rana(12,14,17,75,145,149). En la cbclea del cuy
eliGluy el Asp producen un efecto excitatorio scbre las fibras
aferentes(15,16,19,95). La perfusitn del ofde del gato c¢on glutama-
to produce un aumento en la frecuencia de descarga de las neuronas
aferentes secundarias a nivel del nficleo coclear(29). Se ha encon-
trado que el Nmetil,D-aspartico(NMDA), el &dcido kainico(KA) y el
dcido quisquélico(QAa) (agonistas del Asp y Glu) tienen un efecto
activador en las aferentes de los canales semicirculares y la
linea lateral de la rana(7,12,14).En el sdculo, la lagena v los
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" canales semicirculares del ajolote Ambystoma mexicanum se han

estudiade los efectos del Giu y Asp los curales cumplen con el
criterio de similitud de accifn, ya que la respuesta evocada
por ellos remeda la producida por estimulaci6n fisiolSgica
ademds los antagonistas de Glu y Asp blogquean la respuesta a
la estimulacién del sistema(l36). En la ctclea del gato el KA
produce una activacidn de las agferentes mayor cgue la producida
por glutdmico(29). La administracién de KA en la c6clea de ra-
ta produce alteraciones morfolégicas de las aferentes asociadas
a las cé&lulas pilosas internas(102,121). La estimulacién con
alto- KT produce en la ciclea delibuY ¥ en la linea lateral de
la rana un aumento significativo en la liberacisén de Glu(13,92).
Se ha encontradeo que las cv&lulas pilosas en la c6clea son capaces
de transportar Glu y glutamina por un sistema de alta afinidad
3H-Glu b 3H~
glutamina por autorradiografifia en las células pilosas internas
de la cbclea(41,130).

Por otro lado se han detectado gréinulos radiactivos en termina-

dependiente de nat y se ha repecrtado captacitn de

les eferentes de la céclea cuando esta se incuba con 3H—Asp(131)
Se ha visto que la aspartate aminotransferssa(AAT) posee una
distribucibn en las cé&lulas pilosas de la cOclea cque parece in-
dicar una mayor participacifn en el metabolismo energé&tico de
las c&lulas que en la trasmisién sindptica, adicionalmente la
actividad producida por el Glu en las aferentes primarias en los
canales semicirculares de la rana, se asocian a una desnolariza-
cidn de las células pilosas a las cuales inervan, poniendo en
duda su efecto postsindptico y no se ha logrado tampoco demostrax

gue el Glu realmente se libere por estimulacién, ni gque existan
mecanismos de sintesis y degradacién activa aparte de los asocia-

dos al metabolismo normal de las c&lula(2,6,50,51,158).

CATECOLAMINAS

Las catecolaminas han sido postuladas como posibles transmiso-
res aferentes en las células pilosas(116,144), aunque no se ha
encontrado que los antagonistas adrenérgicos tengan efecto alguno
en la descarga de las fibras aferentes cocleares(93), ni gue 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 coébeclea de mamifero.

NEUROPEPTIDOS

Existen evidencias experimentales obtenidas recientemente
por métodos inmunocitoquimicos que involucran a las encefali-
nas como posibles transmisores eferentes implicande que sus
sistemas coexisten con el de la Ach en terminales eferente- (5).

La existencia de p&ptidos neuroactivos en la cSclea fue
descrita por primera vez por Fex y Altschuler(46), los cuales
demostraron inmuncreactividad semejante a las encefalinas en
el 6rgano de Corti del Cuy. Estos estudios fueron confirmados
por la identificacifn mediante cromatografia liquida de alta
presién (HPLC) de sustancias del tipo de las encefalinas en la
cbclea(79-82) . Diversos estudios por inmunocitoguimica permitie-
ron encontrar un efecto diferencial en el grado de inmunoreac-
tividad de las eferentes que contactan l8s celulas cocleares
internas y externas(38,39,42).

Estudios adicionales utilizando el HPLC han permitido demos-
trar la existencia de diferentes péptidos derivados de la pro-
encefalinadA ascciados al sistema olivococlear(37,40). Esta inmu-
noreactividad desaparece en animales deferentados indicando la
aseoeiacidn de estas sustancias al sistema eferente(4). Reciente
mente se ha encontrado inmunoreactivdad asociada a pé&ptidos de-
rivados de la proencefalinaB(prodinorfina) en la cbclea del cuy
(82). Por otro lado, en el sistema vestibular del conejo se ha
reportado fuerte inmunoreactividad por la substancia P{113) lo-
calizada en las terminales aferentes en forma de céliz, gue iner-
van las células pilosas Tipo I, del utriculo y el sfculc(l60) ¥y
més recientemente se ha reportado inmunoreactividad a la substan-
cia P ¥y a la colecistocinina en el cuerpo de las cé&lulas pilosas’
(114}.

MODELO Y ENFCQUE EXPERIMENTAL

A pesar de que en en el oido interno de los vertebrados tene-
mos la ventaja de tener una poblacitn reducida de tipos de cé&lu-
las, lo gue nos permite estudiar la quimica de la neurcotransmi-
sifn y a su vez correlacionar estos estudios con datos fisiols-
gicos y conductuales de una manera mis sencilla que en otras partes
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del cerebro, la investigacidén a este nivel es muy reducida, de-~
bido probablemente a que es menos accesible, que por ejemplo
la retina.

Aprovechando gque al aislar los Srgancs del oido interno se
pueden tener poblaciones celulares enriquecidas tanto de c&lu-
las receptoras como de contactos sindpticos, 10 cual nos permi-
te,que en las observaciones obtenidas sdlo se tengan unas cuan-
tas posibilidades al relaciconarlas con un determinado tipo celu
lar, decidimos utilizar un sistema cuyo acceso no ofreciera de-—
masiadas dificultades a fin de poder estudiar la bicguimica de
la transmisidn sindptica a este nivel y para este objeto el oido
internc de la rana representé un modelo ideal.

El ofdo internoc de la rana es un Srgano gue ha sgido utilizado
durante décadas para estudics morfSlogicos y fisiol6gicos por -
ser relativamente accesible; el apitelioc sensorial de este anfi-
bio ha sido descrite(77) y la via eferente ha sjido mapeada(39).
Por otro lado debido a gque se puede aislar en forma relativamente
intacta,se pueden realizar estudios in vitro, ademis este animal
carece de cSclea. Otra ventaja es que el epitelio del vestibulo
de 'la rana a diferencia del de mamifero el cual contiene dos
tipos de cE&lulas pilosas, este s&lo tiene un tipo de célula, la
cglula pilosa Tipo II, por lo que la existencia de un finico tipo
de receptor simplifica la interpretacifn acerca de la bioguimica
de la transmisifn sin&ptica,en nuestro caso para investigar los
posibles neurotransmisores de la veriferia sensorial vestibular
abordando algunos de los pirametros descritos por Werman(1l53).

BREVE DESCRIPCION DEL OIDO INTERNO DE LA RANA

El aparato vestibular de la rana €sta constituido por un labe-
rinto membranoso el cual se encuentra suspendido dentros de una
cdpsula &sea por tejido conectivo. Esta clpsula 6tica se separa
de la cavidad que contiene al tallo cerebral por una ldmina del-
gada por la cual atraviesan la rama anterior y posterior del
cctave nervic(vestibular). E1 laberinto estd constituido por
dos porciones: la vestibular y la auditiva, la primera estd
formada por tres canales semicirculares, utriculo, sfculo vy
lagena, la segqunda por la papila anfibiana y la papila auditiva.

ELl 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, gque provienen de la rama
vestibular del octavo nervio craneal, y rodeada por cé€lulas de
soporte.

De este modelo se utiliz6 el Srgano completo, al cual se elimind
el otolito(fig.l1l1l).

PARAMETROS ESTUDIADOS

En virtud de lo anterior y teniende como antecedente gue los
neurotransmisores para los cuales se han aportado mfs evidencias
en el vestihulo siguiende los criterios de Werman son la Ach como
uno de los mis probables eferentes .,y el GABA como en transmisor
aferente, se decidid aportar evidencias que?apoyen estas suposi-
ciones en el vestibuld de la rana, en el cual se determiné la
actividad de las enzimas sintetizantes de la Ach, la colin acetil-
transferasa(CAT)y del CGABA(la glutamato descarboxilasa{GAD) como
criterjo principal para postular a estas dos sustancias como candi-
datos a neurotransmisores en el vestibulo.

Este criterio es importante, no solc porgque la velocidad de for-
macidn del transmiscor, come de cualgquier metabolito depende de 1a
actividad de la enzima sintetizante, sino tambi&n porgue la poza
metabSlica de la cual se liberan preferentemente los neurotransmi-
sores es una poza de neurotransmisor recientemente sintetizado(l4l).

Al tratar de implicar tanto a la Ach como al GABA como neurotrans-
misores en el vestibulo se 1nfiri6 que sus enzimas de sintesis se
comportarian bioquimicamente como aquellas descritas para el sistema
nervios<103,104,109).

Para la CAT, la enzima de sintesis de la Ach, se tratd de compro-
bar la anterior suposicifn en este sistema, por lo gque se midieron
algunas de sus propiedades. Adicionalmente para el sistema de la Ach
se midid la actividad de su enzima de degradacifén, la acetilcolines-
tersa (AchE} come su mecanismo inactivador.

En el caso de la GAD la enzima de sintesis del GABA ya han sido
reportadas algunas de sus propiedades en el sistema vestibular del
polle, y se vid gque esta enzima se comportd como la descrita para
el SNCQo4) -

Por Gltimo teniendo en cuenta que conociendo la localizacifn c&lu-
lar de &stas enzimas se puede correlacionar bastante con la funcién
sinfiptica del neurotransmisgor, se utilizd el modelo de la denerva-
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Fig.ll Representacidn esguemdtica de las partes
que conforman el ofdo internoc de la rana.

* Bn la fotografia se muestra la localizacion
del otolito.
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cidén en el cual se escinde el octavo nervio craneal y con este
tratamiento se desconecta el vestibulo de influencias centrales,
provocando una degeneracifn de las terminales eferentes(degene-
racién Walleriana)lo gque nos permitid ver cambios en la actividad

de la CAT y la GAD, con objetec de identificar los tipos ceIulares *
en donde se ubican estas actividades.

PROCEDIMIENTO DE DISECCION DEL VESTIBULO DE LA RANA

Se utilizarcn laberintos aislados de ranas adultas(Rana moctezuma)

50 a 100.g de pesc y laberintos de ranas deferentadas a diferentes
tiempes después de la denervacién.

Para esto se decapita al animal y se recibe la cabeza en ‘una
caja de petri, la cual contiene amortiguador de fosfatos,pH 7.4
.10 mM para la CAT v 7.3, 200 mM{para la GAD, con objeto de preve-
ner una posible deshidratacitn deél tejido. Se procede entonces
a remover la mandibula inferior de la cabeza y a localizar la
porcifn del hueso temporal, dentro del cual se encuentra el Srgano
vestibular, se remueve el mfisculo y el hueso y se abre la cépsula
6tica gue contiene al laberinto, el cual se encuentra separado
del tallo cerebral, se remueve el 6tolito del wvestibulo vy se extrae
el &rgano completo con unas micropinzas (todo el procedimiento se
realiza con la caja de petri sobre hielo y bajo el microscopio de
diseccidn). Al extraer el vestibulo se tiene cuidade de no incluir
al ganglio vestibular. El1 tiempo de disececifin para cada vestibulo
fue de 20 segundosy se extrajeron vestibulos desde 5 a 20 animales
seglin las necesidades de los experimentos.

PROCEDIMIENTO DE LA DENERVACION

Se siguld el procedimiento descrito en la literatura(123) con
algunas modificaciones.
Se utilizaron ranas adultas(Rana mectezumal) las cuales se aneste-

siaron c¢on pentobarbital s6dico al 0.1% en solucién salina isotonica
inyectéiindolo por via sublingual. Una vez anestesiada la rana se co-
loca boca arriba sobre un colchfén de diseccifn, se sujeta la cabeza
con un alfiler y se abre la mandibula inferior la cual se sujeta

con un retractor. El procedimiento de la denervacifn se realiza

bajo un microscopio estereoscépico y con el animal cubierto con

una franela hfimeda.
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Se realiza una incisidn en la membrana mucosa del paladar para
exponer el hueso paraesfenoides. Se remueve el mfisctlo que cubre
al hueso y se hace una cavidad con una fresa dental, de un tamafio
tal que se pueda visualizar el aparato vestibular de la rana, el
octavo nervio y el tallo cerebral(Bmm2 aproximadamente) . A conti-
nuacidn se lleva a cabo la escisifn del octavo nervio, teniendo
cuidado de ro.dafiar el aporte sanguineo'que va hacia el vestibulo
(descartando cualquier animal que presente hemorragia en la zona
de la cperacién y al realizar la extraccién del vestfbulo elimi-
nando el 6rganco que presente hemorragia) .

Una vez cortado el nervio, en una zona lo mis cerca posible del
tallo cerebral(fig 12.) se coloca Una barrera de Gel foam entre
el nervio escindido y el tallo cerebral, para prevenir una posible
regeneracidn de éste.

El &xito de la operacifén se sigue por la examinacién de los
efectos caracteristicos posteriores a la cirugia(l23) (fig 13). La
cabeza se inclina en un plano vertical relativo al cuerpo del lado
de la denervacién, en este caso el derecho y con una tendencia a
extender las extremidades contrélater?les. Los animales presenta-
ron esta conducta todo el tiempo de ekperimentacién.

Se realizaron controles morfolSgicos de esta denervacidbn en ani-~
males de 15 dias despué&s de la operacifn, por microscopia de luz,
con objeto de cobservar la degeneraciSn Walleriana debida a la
escisidn del octavo nervio vestibular y observar el dance causado
a nivel del epitelio sensorial.

Para esto se fijaron "in situ"” veétibulos del lado izquierdo
{(control) y del lado derecho{denervado) con glutaraldehido al
2.5% en amortiguador de cacodilato{0.1M,400 mOsm/1l,pH 7.4) y se
postfijaron con tetréxido de osmio al 1%, se deshidratd el tejido
v se incluyd en resina epSxica. Se realizaron secciones de una
micra v se tifieron con azul de toluidina para la examinacidn
bajo el microscopio de lu=z.

DETERMINACION DE LA CAT, AchE y la GAD.

Los metodos utilizados para la determinacidn de la actividad
enzimatica de la CAT,AchE y GAD en el vestibulo de la rana se
describen detalladamente en el articuloc de Brain Research para
las dos primeras y en el arciculo de Neuroscience el de la GAD.
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octavo nervico craneal
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Fig.13 Fotograffa gue muestra una rana deferentada (D)

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

inclinacisn del lade en gque se escindié el occtavo
nervio.
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_RESULTADOS ¥ DISCUSTION
Sistema de la acetilcolina

Se encontrd actividad de la CAT en homogenados de vestibulo
de rana con una actividad especifica de 9.44 picomoies de
acetilcolina sintetizada/mg de proteina/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 gue 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 vestibulo del pollo es de 970 pmoles
de acetilcolina/min/mg de proteina(li?9), la del cuy es de 450 pmoles
de Ach/min/mg de proteinalen vestfbulo) (88).

En retina de cuy es de 920 pmoles/min/mg de proteina(67)

y en retina de rata de 680 Pmoles/min/mg de proteina(97) mientras
gque en sistema nervioso por ej. en pollo es de 830 pmoles de Ach/
min/mg de proteina.

Se realizd una curva de actividad de la CAT medida con concentra-
ciones crecientes de proteina para lo cual se utilizaron homogenados
del vestibulo de la rana aumentando la cantidad de &stos para
tener una concentracifn de proteina desde 0.2 mg por tubo hasta
0.8 mg. .Como puede verse en la figura 1 de B.Res. la actividad
de la CAT aumenta en forma directa a la concentracifn de proteina,
manteniendo constante la actividad especifica.

Cuando se midid la actividad de la CAT a diferentes intervalos
de tiempo de incubacidn, &sta se incrementH proporcionalmente
con el tiempo hasta 60 minutos, por lo gque nuestros experimentos
realizados a 15 minutos de incubacifn se encuentran en la parte
lineal de la reacciSn (fig. 2 de B.Res.).

Se realiz6 +tambifén una curva de actividad de la CAT cmtra dife-
rentes concentraciones del detergente Tritén X-100 y se observd
que a una concentracitn de 0.33% en el medio de ensayc se obtuvo
la actividad &6ptima. El efecto del Tritén X-100 sobre la CAT fue
estudiado por Fonnum y Benishin(5%5,10} los cuales encontraron
gue este agente era necesario para la determinacidn de la actividad
de la CAT va gue esta enzima se encuentra presente en el cerebro
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Tabhla 1. Actividad de la colin acetiltransferasa en el
SNC y el vestfbulo de la rana .

REGION Pmeles de acetileoling.
sintetizada/nin/mg de nroteina

vest{bulo ° s 9,44
Telencefalo * 16.00
Diencefalo * 25.00
Tallo cerebral * 23.00
Cerebro completo¥* 32.00
Cerebro completo® _ 28.00
Retina + 3a.00

* Wachtler,X (1981). The regional distri bution of acetylcholine
cheoline acetyltransferase and acetylcholinesterase in vertebrate
brains of different phylogenetic levels. In Cholinergic mechanism
(Pepeu,G., ed) pp 54-71. Plenumm Press, New York.
+Lan,D.M. K (1975)

¢ Nuestro trabajo
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unida a membranas, para lo cual debe liberarse. Aunque la con-
caentracidn del detergente usado para su maxima liberacitn fue de
0.33% en lugar de 0.5%, se puede decir gue la CAT en el vestibulo:
de rana necesita ser likerada para su determinacidn(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 curxva tipica de actividad dependiente
del pH v se ve gue la enzima tiene mayor actividad a un pH de 7.4
por lo que se considera su pH 6ptimo(fig.4 de B.R.}) este wvalor
cae dentro del rango para la enziga de cerebro de rata (7.2},
cerebro de rat&Sn(7.5) y cerebro de res(7.5) (56,99,65).

La actividad de la CAT en el .sistema nervioso es altamente
sensible a fosfatos y extremadamente dependiente de la presencia
del idn cloruro en el medio(57,128) {Tabla I de B.R.).Cuando se
examinaron estas propiedades en la CAT del vestibulo de. la rana
se encontrd gue son idénticas a las descritas para la CAT en
crestas aisladas del ofdo interno del pollo(i.e. es inhibida
por el ifn fosfato 66% y diasminuye un 77% cuando se utilizd citra-
to en lugar del i6n cloruro) {109}y en tejido nervioso(74, ,128).

En relaciétén a la AchE, enzima esencial en el sistema nervioso
la cual degrada r&pidamente a la Ach liberada de la presinapsis,
se encuentra presente en una fraccifn membranal cruda del laberinto
de la rana con un valor de 270 nmoles/min/mg de proteina, compara-
ble a la de la AchE del sistema nervioso de rana y en crestas ais-
ladas del ofdo interno del pollo{l74nmoles/min/mg de proteina
en la médula oblongada y 312 nmoles/min/mg de proteina en el

oido interno del pollo) (103,151}).
La AchE es inhibida de una manera reversible y especifica por

la eserina tanto in vivo como in vitro(8,22). En nuestro traba-jo
encontramos que la AchE de vestibulo es sensible a este agente

vy la Ki aparente obtenida en nuestra fraccifin membranal es similar
a la cobtenida en otras preparaciones i.e. Ki del &rgano elé&ctrico
2.5uM y 7 uM en nuetra preparacién(fig 5 de B.R. tabla 2.).

Para distinguir la actividad de la AchE de colinesterasas no
especificas se ha utilizado la sensibilidad de &stas a la Iso-
Ompa(inhibidor irreversible de las colinesterasas ilnespecificas)
{1,28,96) .Cuando medimos la actividad de la AchE vestibular en
presencia de Iso-Ompa esta actividad no mostréd inhibicién alguna

W
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{tabla 2 de B.R.}1lo que nos indica que la hidrdlisis de la Ach
es mediada principalmente por la AchE especifica existente en
nuastra fraccidn.

En virtud de gque clésicamente, la ubicacién de la CAT ha sido
descrita en terminales colinérgicas(71,72,73) y la AchE b&sica-
mente en la membrana sin&ptica de la célula colinoceptiva({sensi-
ble a Ach) aungue més recientemente en otras membranas intrace-
lulares(24,72) y con otras funciones{25,68,101), se puede concluir
gque en el vestibulo aislado de la rana existen terminales colinér-
gicas y células sensibles a la Ach, lo gque se apoya tambi&n por
estudios histoquimicos en el vestibulo de varias especies de
vertebrados en los cuales se encueﬁ£ra un precipitado de la re-’
accién para detectar a la AchE, alin a nivel de microscopia electrd
nica como es en el laberinto de la chinchilla en la cual se ve
la reaccidn en la pared de la membrana plasmitica de las termina-
les eferentes gue contactan las ¢élulas pilosas Tipo I y II. Por
lo gue la actividad de la AchE encontrada en la porcién sensorial
parece ser una propiedad de los elementos eferentes.

En conclusiébn, el hallazgo de la CAT y la AchE en el vestibulo
de la rana con propiedades similares a las de las enzimas del
sistema nervioso s importante para entender la neurotransmisién
colinérgica eferente en el 6rgano estato-aclstico de los vertebra-
dos, lo gue no es posible dilucidar es la localizaciédn celular
de estas actividades.

SISTEMA DEL GABA

Se encontré actividad de la GAD en un homogenado del vestibulo
de la rana con una actividad especifica de 3,76 nmoles de
dcido glut8mico descarboxilado /hr/mg de proteina y come puede
verse en la tabla 2, es del mismo orden de magnitud gue el repor-
tado en la GAD de varias partes del tejido nerviosoc 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 cvonsiderado un buen marcador de células GABA&rgicas ya gque
su presencia se ha demostrado en neuronas GABAfrgicas(124) vy su
actividad puede reflejar sitios de liberacifn de GABA(66,111,142),
Recientes investigaciones de las propiedades de la GAD en tejido

vestibular nos permiten concluir que la GAD puede ser similar a
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et

la presente en el tejido nervioso y por lo tanto ser usada
para propSsitos de sintesis(104).

Reportes recientes dan evidencias de que la GAD puede tener
un papel en la transaminacisn mediada por glutamato y por esto
tener un papel de inactivacifn de este aminodcido.Esto es poern.
probable ya gque este reporte se realizd en la enzima purificada
lo gue no refleja condicicnes "in vivo"fllB), aun mas, el:: rca-
nismo de inactivacidn dei glutamato es por un sitio de capixn
citn de alta afinidad{27). -

Las evidencias hioquimicas reunidas en este trabajo tanto para
la Ach como para el GABA, como las desgritas en otros vertebra-
dos podrian tomarse’ como indicio dé'qﬁe estos dos neurotransmiso-
res podrian estar actuando como tales en el vestibulo de la rana.
Aungue el tipo de experimentos descritos anteriormente no nos
permite senalar a la poblacibdn celular en la que estin localiza-
das estas actividades enzimiticas y para tratar de avexiguar la
ubicacién celular de la CAT v la GAD se utiliz& el modelo de la
denexrvacibn.

LOCALIZACION CELULAR DE LA SINTESIS DE GARA ¥ ACETILCOLINA:
MODELC DPE LA DENERVACION

Durante mucho tiempo se han utilizado los experimentos de dege-
neracidn nerviosa para mapear vias de cé&lulas nerviosas en el SNC.

Estos experimentos se bagan en el hecho de que la terminal ner-
viosa degenerari después de la transeccibn de su axdn o la intro-
duccifn de una lesibn en el cuerpo neuronal de la c&lula. Por mi-
croscopia electrbnica se puede reconocerlos dafios, esto es, los
botones presinfpticos degenerados, con aparicién de cuerpos elec-—
trodensos, citoliseosomas ax6nicos y 6rganos desintegrados, difi-
cilmente reconocibles en el botdn(117).

En la rana existen reportes gue muestran que la escisidon del
octave nervio dan como resultado una degeneracidn Walleriana
de las fibras eferentes y una degeneracifn sinéptica eferente
{78,123). Por lo que la estrategia utilizada para el vestibulo
de la rana fue la de investigar la actividad de las enzimas de
sintesis de Ach y GABA en homogenados de vestibulos de ranas a
las cuales se les escindif el nervio vestibular derecho y dejando

el nervio del lado izquiexdo intacto como control, y posteriormente
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Tabla 3. Actividad de la descarboxilasa del dcido glutéﬁico

en el vestibulo y.el SNC de la rana.

REGION nmoles de 8c. glutdmico des-
carhoxilado/hr/ma de nrotefna

vestibulo ° 3.76
Tallo cerebral * 1.23
Cerebro medio * 2,00
Teaectum dbticc * 2.43.
Retina + 0.91

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

and their metabolizingenzymes in the frog central nervous
system. Brain Res, 84,399-407,

4+ Starr,M.S5.(1973) Effect of dark adaptation in the GABA
system in retina. Brain Res, 59,331-338,

( Valores calculados asumiendoc un contenido de 10%de proteina
vy 90% de agua en el tejido},

° Nuestro trabajo.

]
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se extrajeron los wvestibulos de ambos lados a diferentes tiempos
despues de la denervacién(desde 3 hasta 42 dias), para la deter-
minacifén de la actividad de la CAT y la GAD en homogenados de
este tejido{ ver procedimiento de la denervacién pag. 27).

Hallazgos morfolfSgicos: como puede verse en la figura l4a en
el vestibulo del lado izquierdo del animal deferentado, no se
observaron alteraciones estructurales en el drea de las células
pilosas.

En la figura 1l4b se observanlas fibras del nervic vestibular
mostrando sus caracteristicas normales mientras que en el vestibulo
del lado derecho denervado, en la figura 15a no se observan al-
‘teraciones a nivel del epitelio, y en la?figura 15b se observan i
alteraciones(degeneracién Walleriana) en las fibras del nervio
vestibular derecho como resultado de la operacidn.

Estos resultados nos indican que al menos en los animales con
15 dias despues de la denervacifin, el nervio vestibular y la por-
cién receptora del lado izquierdo(contrel) no sufreiall_ecaciones =
con la cirugia, mientras que en el nervic del lado derecho{dener-
vado) se provocd una degeneracipon walleriana y que aparentemente
la porcién receptora no se alterd.

A los 3,7,15,21 v 42 dias después de la operacidn, las ranas
fueron decapitadas y los vestibulos del lado derecho e izguierdo
(denervade y control) se extrajeron como se describio anterior-
mente y se realizaron homogenados de cada uno de estos para la
determinacibén de la actividad de la CAT y la GAD.

Los hallazgos bioquimicos de la CAT y la GAD fueron los Eiguientes:

En el vestibulo derecho de las ranas denervadas, la actividad
de la CAT muestra una caida dramfitica desde el 3er dia después de
la denervacién (2.26 pmoles de Ach sintetizada/min/mg de proteina
en el control, hasta 3,94 pmoles de Ach sintetizada/min/mg de
proteina en el lado operado, 57% de disminucién} y un decremento
hasta un 12% del valor control{9.77 pmoles de Ach sintetizada/min
/mg de proteina y 1.18 pmoles de Ach sintetizada/min/mg de proteina
en el lado izgquierdo y derecho respectivamente ,88% de disminucifn}
en el dia 42 después de la denervacién(Tabla I de Neurosc.),

La CAT es transportada por un flujo axoplismico lento(58), por
lo gue se ve una desaparicifn inicial del 50% a los 2 dias después
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Fig l4a. Control. No se observaron alteraciones estructurales
en el Adrea de las células pilosas y el tronco del nerviao ves-
tibular del wvestibule no denervado de ranas operadas.

I= luz del canal semicircular,Vv= porcién amielinica de las
fibras del nervio vestibular debajo del epitelio sensorial
(SE), N= nervio vestibular ( azul de toluidina 370 X).
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Fibras del nervio vestibular mostrando

14h. Control.
sus caracteristicas normales (N)

Fig.

{azul de toluidina 1280¥%).
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Fig l15a. benervado. No se observaron alteraciones estructu-
rales en el epitelio sensorial (SE) del vestibulo denervado
de ranas operadas. V= porcién amielinica de las fibras ner-
viosas vestibulares del epitelio senscorial. N= fibras ner-

viosas vestibulares(azu! de toluidina 420X)}.
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Pig. 15b Denervado. Degeneracifn Walleriana como resulta-
do de la operacidn en varias fibyas del nervic vestibular
(1) {azul de toluidina 1100 X).
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de la denervacidn. Una desaparicifn casi completa de las termi-
nales eferentes nos explica la caida del 88% de la actividad al
dfa 42 despuds de la operacién, lo que nos sugiere la localiza-—
cidn de la CAT en las terminales nervigsas, en este caso las
conexiones eferentes. Sin embargo, no se observd una desapari-
cién total de la actividad de la CAT como se podria esperar,
aungque se han reportado hallazgos similares en ratas a las cua-—
les se escinde el septimo nervio {facial){83) y no se obszerva
una desaparicibn total de la actividad de la CAT en las termina-
les nerviosas eferentes colinérgicas. La razén de estos dos
hallazgos es hasta el momento desconocida.

En contraste la actividad de la GAD fue de 14 misma magnitud
en el lado operado y el control desde el dfa 5 despues de la
denervacitn(3.77 nmoles de &c glutdmico descarboxilado/hr/mg
de proteinaen el control y 3.74 nmoles de dc.glu descarboxilado/
hr/mg de proteina}) y permanecid constante hasta el dia 42 despu&s
de la operacién(3.89 nomes de ac. glut descarboxilado/hr/mg de
proteina en el control v 3.94 nmoles de &c. glut.descarboxilada/
hr/mg de proteina,denervado) (Tabla I de Neuroscience).

Esto nos sugiere que la GAD debe localizarse en un elemento
celular(o compartimentec) el cual no sufre ninguna alteracién
con la cirugia y que podria ser la célula pilosa.

Los resultados obtenidos con el modelo de la denervacién
nos permiten postular una localizacibdn de la CAT en las terminales
eferentes y gue la GAD pudiera estar confinada a un elemento
o tipo celular del epitelio sensorial posiblemente la c&lula
pileosa.

Estos hallazgos también se han corroborado por estudics ontoge-—
néticos(89,108), en crestas vestibulares asiladas del pollo y del
cuy . En estos experimentos la GAD aparece muy tempranc en el
desarrollo cuando la c&lula pilosa estd ya madura, mientras que
la CAT se ha detectade s6lo cuando los botones eferentes llegan
al epitelioc para contactar las cé€lulas pilosas.

También en experimentos en los cuales , vestibulos aislados de
cuyes tratados con estreptomicinal(en los cuales se cohserva una
decgeneracién de las células pilosas y ninguna alteracién de los
botones eferentes) pierden la actividad de la GAD a los largo

del tratamiento y no muestran ninguna modificacién en la actividad
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de la.CAT, tienden a apoyar la anterior suposiciédn(88).
CONCLUSIONES

Por los resultados presentados an este trabajo es evidente
gue en el vestibule de la rana existe actividad de la colin-
acetiltrasnferasa y de la descarboxilasa del dcido glutamico
enzimas de sintesis de Ach y GABA, con una magnitud de 9.44
pmcles de Ach sintetizada/min/mg de proteina y 3.76 nmoles
de dcido glutamico descarboxilado/hr/mg de protefina respecii-
vamente, lo que apova el posible papel de estas sustancias
gomo neurotransmisores en este sistema.

: Adicionalmente la deteccidn de la actividad de la acetil-~
colinesterasa con una magnitud de 270 nmoles de acetilcolina
hidrolizada/min/mg de proteina nos indica que el mecanismo
de inactivaci&n de la Ach est& presente.

Los valores cbtenidos para las actividades de estas tres
enzimas al compararlascon sus homologas en el sistema nervioso
central y periférico, son similares en actividad especfifica.

En el caso de la CAT y la AchE se encontraron caracteristicas
similares(i.e. CAT: concentracién de protefina,concentracién de
Tritsén X-100,tiempo de incubacibdn, pH, sensibilidad a los iones
fosfato y cloruro,para la AchE: inhibicién por eserina e insei-—
sibilidad por Iso-Ompa)a las del sistema nervioso de otras espe-
cies lo cual es importante para entender la neurotransmisién
eferente en el sistema estato-aclistico.

En cuantc a la localizacidn celular de la CAT vy la GAD
se encontrd que la escisidn del octavo nerviec vestibular de-
recho resulté en un decremento gradual de la actividad especifica
de la CAT hasta casi una completa desaparici6n{88% con respecto
al vestibulo control,el ziquierdo) ,mientras que la actividad es
pecifica de la GAD no se modificéd ni en el controel ni en el
denervado.

Estos resultados aunque indirectos corroboran los reportes
en los cuales la Ahc ha sideo reportada como uno de los trans-—
misores eferentes en la periferia sensorial de los vertebrados
Yy apoyan tambi&n la idea de gque el GABA es un candidato a trans-

misor aferente en este sistema.
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Auncque como se ve, el problema de una localizaci®n méas
directa de la célula de origen de los paré@metros referen-—
tes a la Ach y al GABA continuin sin resclver, utilizando
técnicas como la inmunocitoquimica, podremos estudiar su
jocalizacibn utilizando anticuerpos contra la CAT, la GAD y
anticuerpos contra la Ach y el GABA para llegar a una loca-
lizaciftn mis precisa en el epitelio sensorial vestibular, lo
gque nos aportarfamis evidencias en relaci6n a la participacién
de la Ach y el GABA como neurotransmisores en este sistema.
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The efferent meuroctranzmitter i the vertebrate Qestibular
sersory pPeriphery is believed to be acetvlcholine (Ach).

In support to this assumnetiorn, the presernce and =somn=
Frroperties of choline acetyltran=ferase (CHAT) and of
acetylcholinesterazs (AchE} were inveztigated in the frog
vestibule., It was fourd that ChAT activity in & homogenate of the
isolated frag vestibule and AchE of froga vestibular menbrane:s are
of the =zame arder of masnitude and have similar properties  as

their homologous ernzyme=z in frog nérvoqs_tissue

Although their preci=e cellular localization i=s at prezent
urcertain these rezults indicate that ChAT ard AchE of fFrog
vestibular tizsue poszsss profertiesz rezembling those of ChHAT ard

AchE of nervous tis

m

ve arnd miqhlt bhe controlled i a =imslar
naririe: as their brain homologous erzynes thus pozsibly

particirpating in inner ear function regulation.

M



INTRUDUCTIUN

Sehsﬁry celle (hair cells) in endorganz of the vertebirate
Qéstibﬁlér system receive efferant irmsrvation. *=-27 A4 pmunbor of
qbsérVétions have imdicated that in tie vestibule this iz mainly
éﬁ inhibitory sy=Etemn. Inhibitory ‘paztsynaptic Frotentials,
_ iﬁduﬁed by =stimulation of effereart fibkers, have bheen described in
-the frog labyrinth== which indicatez that hair cell—effGFEHt
cammunication is chemical in nature.*e  In vestibwlar organz this
irhibition it probably mediated by & chemical chiol inerqgic synapse
=ince, &= ocours  in the posterior  canal it was irvariably
Supprazsed by & bypical Ach antsgaonizst zuch az  curare=e-=31; it
addition\efferent termimalz of putative cholinergic rature in the

vactibular . svst

i

m

14

Mzrt & tonic imbdbitory influsnce wupon thie
afferent . activity arizing from the vaestibular
receptar,™r-o- 0. 53, 9%

=

Several other parameterz concerning the Ach system =suggs=ts
its -"heurotranémitter rols in the vestibule. Cholinz
acetyltransferase (ChAT) the Ach =ynthezizing enzyme haz been
found in the isolated lakyrivth of fish,3® chichk™*® and gquinea
Fpigz=."" A sodium and ensrdy depatident mechanism for “H-choline
uptake and & Ca-dapandent relsasze of brus Ach waz reportaed in the
compiate labyrinth of the frog.*” Retroarads transport of 2H-
cholirne thwe Ach precursor. by efferent =syvnarzes hazs  beer
demanstrated in the cat labyrinth.*?

Histochemnical el imnents describe the Frassmncs of
acetvilcholinssteraze (AchE) the Ach hivdreolizing erncyme at  the

=fferert level in the veztibular senzary periphiery of  nost



vertebﬁﬁtez.°*t9?f?7-‘”. In additior eviderce 1= availsble
showins;'7th§t highly veziculated erndingz coming fraoam  Bhiaher
cén#gf%,'afe:sélécﬁively stairzd by AckE histochemical methodzi™
]éﬁd tﬁét‘tHis“5tainihg iz 1lost after vestibular rerve sscticn.

o Chaline- acetyltran=feraze{(CHAT) anrnd acetylcholirnszterase
{AchE)} Sare  important  enzymez because they  syntheszize and
hydrolize Ach réﬁpe:tjvely. CHAT haz besn  demonztrated  almost
excluzively ir nervous tizzue=™"33 zrd itz preserce i=s gencerally
accepted as & marker for cholineraic terminalz==-=+°2, In the=
brain the presence of ChAT haz besen found Lo parallel nervous
activity!s, AchE occurz  irm animal tissus toasther with  other
cholinestetrazes and =zimple esterazez and in asn=ral its
distribution parallels that of Ach in rervous tiszue=2. 7% Tz the
demonstrati;n of both enzyvmesz =zonmewhiat coorelatesz with &t

cholinerqic actiye syz=tem.

Efferent activity wupon hair cellz iz crucial for the
procezsing of informatiorn at this level. In ths= freoa, the
Fhysiclogical éxperiments cited above stronaly sugagaest that
effersmt rneurotransmis=ziar iz chalingrqlce-=-=0.83. 035

Rec=nt data demonstirats ChHAT in frog labyrinthh and-
sugaest AchE presernce.*” Therefore, kriowledge of ChAT and AChE
characteristic=  would be valuable for wunderstanding vestibular
efferent function. Thus in the presenmt work we studied some
propertiss of frog vestibular CHAT with rezpect to  ite pH
SEtimumn, effect of protain concentratiom upct enzyme activity,
linearity with timse of the encymatic reactiorn and effect of
Triton-#-100 and of phosrhate and Cl1- 1onz o the enzyme. For

AchE we =tudisd it=s intnbition by physostiamine zul fate.



Partiéibat:on of urncsrpecific cholanezterazez 11 the dearadataion of
Ack  in the prezsence of a specific inhidbitor of  their activity,

tetraiscrropylpyraphosrhoramnide (lso-Cinpal. -2 wa lz=o studied.

]
m

For theze purpos=ez ChAT {(acetyl-CoAtcholaine-a-acetyltranzferaz:s
fEC 2.3.1.6) and AchE (acetvilicholine acetylhydrolaze, EC-3.1.1.7)

were mea=ured in the comgplete labyrinth of the frog, under the

exparimentzl conditions dezcribed below.

Materixl=

PH- acetvlcoernzyme~-A wa=z from New Enaland Nuclear, Eo=staon

Mas=. Phyzso=tiamirne =ul fate (esarirne =ul Fatel,
tetraizorprapylrpyrophosrhoramnids (I=zo—-Ompal, acetylithiocholin=,

dithicobi=nitrobenzoic acid.  (DTNB), tetbaphenylboron, S-~acetyl -
caenzyme A, ethylened{aminetetra-acatate (EDTA), choline
chloride, Tritor ¥-100, Z,5 diphenyloxazole (PPQ)., l.4bi=2~({5-
rhermylaxkazolyl )benzene (FOFOP), bavime cerum albumine were =1l
Purchaszed firom Siama Chemicalzs (St. Lowlis MO, U.S.A.). NaCl from
Mallinkrodt, Mésiicos toluens from JTHM Baker, Maxicos
acetonitrile, codium rFhosrkhiate and. sodium citrate  from Merck.

México.

Aridmals
Adult frog=s (Rana nmocte=zuma) were used for this ztudy. They
were csacrificed by decapitation and the vestibuylar apparatuz wazs

di=szected as already desscribad.=?
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Determination of cholinme acetyltranz=ferase (CHAT) actavity.
For eztimataing ‘ChQT activity a homoasnate ih 10 mM  =socdiun
rhocsphate buffer, PH 7.4 of the pooled orqanz of 10 ardmalz (400
ug protein each aprroimately) wazs prepared. The enzyme wWas
determined inm trirplicate zamples by .the rapid radicchemical
method o©f Forrnam==-=3 4 5 mediun of the fallowins composition
(irn mMm, final concentraticn): NzCl, 3003 NaH=PO,, 103 e=zelr ine
z=ulfate CG.1; ethylensedianine-btaetracetic a=cid (EDTA), 10 =24
acetyl .coerzyme-A (CoA) (.06 with''a cspecific activity of £S0
meCi /ol , (.26 uCi); cheling chloride, 103 and Triton X-100,
o, 33, For elycidaticr of the effect of proteirn concentration
urporr =nzymatic activity, measuramnent of CHAT at four different
concertrations of protein (From 0.2 ma to 0.8 ma) waz -2 Formned.
Te investiéate ths lincarity of thz enzyme activity with regard
te time, fuurrdifferent irmcubatior inﬁervals from 10 to &0 mir
were uzed. For effect= of Tritorm #-100 the snzyme was measuraed in
the presenrnce of thise detergent ot £ix corncentrationzs varvirng from
0.033% to 1,02 In order to assess the similarities of tﬁis
enzymz with ChAT presgert in brain tissuwe (with respect to its
sensitivity to phiozphate ion=l, the mediumn for ChAT
guantification contailned 200 ins=tead of 10 mM phosphate.

CHAT suzceptibality to chiloride iocns wWwas measured in a
mzdium  in which NaCl waz= sub%tituted by 300 mM =sodium citrate.
CHAT activity was dzfined as mmol of ®H acetylCoA deacetvlated
Fer mg protein per minute.

Determination of AchE activity.

Thiis WaE determinsd by Ellman's metiicd with =OMme

modifications.?® It waz measured in duprlicate zamples of 400 ug

W



Froteln eachTaf & crude membrate fraction which waz erepared by
the procedure described earlier esxcept that the final menbrans

'ffactioﬁ lﬁa$_ used after 24 hour of frozen instead of after 6&-7
wééﬁéz;‘g

For AchE assay thiz pellet was rezuzrpendsad (appro=imately
20 ma of tiz=uz in 2 ml of plhosphate buffer PH 2.0, 0.1M) and a

.4 ml aliquat (0.4 ma protein arpro:s. of thiz susSpen=zicon wWas

?dd&d to & cuvette containing 2.6 ml of =z=codiunm Frhosphate  buffer

:
(pH .0, 0.1 M), 100 Ul of dithicbizsnitro-bernzaic (DTNBE) &cid 0.1

.M 'and the abzorbancs waz meazured at 412 m. The reacticr waszs
Tetarted Wwith the substrate (acetylihiochaline) znd abzorbance was

recordaed every mninute for Z20 min, at. which the reactiom  wa

u

alwayz lingar with time AchE activity ( & % min) waz calculated
from the above racords and expressed as | mmolez of  suabstrate
hiydrolized pat- ma protein/min. The reactict was achieved at raom

temperatura inm a Karl Zeizs spectroms=ter. To determine the

apparent infhibiticn  conmstant (K1) for eserine =sulfate the

reaction wazs performed in Fhe Fprezenice of  two different
concentratiorns of zubstrate (0.53 ard 1.4€ mM) and five Jdifferent
concentrations of eserine sulfate (from 6.5 uM Lo 0.5 mM) Ki  was
calculated by the Dixon method. = To elucidate the parbticipation
of uwunspecific cholinezterazes in the degradaticon of Ach we wsed
Izc-Onpa (tetraizscpropyl —pyrophosrhotramids) at  five differaent
corncentrations (fraom 0.1 uM to 1 mM) inm the AchE s==ay.

The Lowry method was used far protein determination i &ll



F\-:-.-E lt-"
”LhRT dctxvzty

-_ChAT qctxvxty,waz found to be przzaemt in a frog labyeinth

b

-,humo naté 'wfth T a magnitude of .44 pooless per mg prabelin 2
~fﬁinute} When scme of its properties ware studied it waz  fourcs
-tﬁaﬁ ChAT'ac?ivity waz lirear for as muach 2= (.50 ma of protex
in the reacticom medium (Fia. 1). Whern measured at different  tize
intervals of incubation ChQT.acﬁiQity. incrzased eroporticonal-s
with time for ag long as 6B'min (Fig. .2). ChAT was activated oy
the preserce of dateraszsnt (Triton ¥-100) showina the higlhest ChET
activity at 0,334 concentratiorn of Triton #-100 inm  th= &as=sy
medium (Fig., 3). Frog vestibular CHAT az assayed at six differe=m
rH vélues rarigirg from 5.7 to 8.2 presented a typical =H
dependarice activity curve (Fig. ‘4). The =harpg peak shown in t=—=
figure indicates & PH optimum for the snzyme of 7.4.
Whern phosphate concentratiorn was zlevated from 10 to 200 =M

i tﬁé irncubaticors medium CHAT activity presented a 73X decresess
in regard to itz control. Substitubion of chloride ion T
citrate in the medium rezulted in a 32X diminution of the enzvIe
activity (Table I1I).

AchE activity

AchE  waz pressnt in & crude memnbrare: fraction of the frog

labyrinth with a valu=s of 270¢ rmoles/ma protein/nin. A remarkatlis
irhibition of AckhE activity by eserine zulfate waz obzerved. Tee

arrarent inhibition conmztarnt (Ki) for e

W

=1rime wazs of 7 uM (Faz.
S). AchE was inzensitive to the effect of Izo-Cnea, 3n

irreversible irhibitor of unsrecific cholinasteraz=s az it can 2a

=



gzan  in  table II.-_Eseriné_Qﬁcﬁézﬁ”hfghﬂihﬁibitic

33Ky ik

“aticms

J~Iﬁ' thﬂ pnes study 5 SN PPUPPrtIH’ of LhAT arid AckE af

tre 1=n1ntpd fnog ldbyrxnfh are preserted.
We  found ChAT activity of the zame order of  maornatuads of

ite homﬁ}ggus ernzvymz of the CNS irwthe fTroa,.=®  The onditions

chozern for senzyme meazursnent i.2. grotein concentration aad Lime

of incubation werse opbtimnun accordirng o Fig. 1 anrmd 2. Furthgr,

abesolute valusz of LR o

enZvine waere =inilar Lo Lthaoz=s  of froa
rervous syshen®% and retu"ﬂ'q 1.2, H.44 pmoles/mg prostzin/min in

froa vastibwlse, 16 pmcles/mé proteim/min 1n froa telecepbtial o, @6,

30 emolesz/ma protzin/min in fioa ret

..n

« 2 Inm =zZpite of the fachk
that it iz difficult o compare rezul

tz arizira fronm studie=s

pzrformed i Jdiffersent zascay cotditicnz. froa vestiboular chAT

Frroperties 22em o be zimilar to theo

0}
1

aof Lthe CNS

i

ST Y INE of

Various regions. Froa vestibular ChRAT activity haz a2 g4 optimun
of 7.4.

Thiz valuz fallz within the ramae fourd  for ratc bBrain

(7.2),T% mousse brain (7.9942 znd ox brain (7.52.7% Wb the

ef fect af Tritorn H-100 georn CHAT achivity waz shudied we fonarid

that & concentration of O, 337 wa

@

reecezzary Lo gst a maciimuuan

activity of the anrncymne. Tritonm H-100 effect o the brain ensymns

wasz  zhudiad by Formum!® zod Bemizhin, ™ Theze autbors fousd that

- =

thiiz adznt. waz receszary for bhe snzymne determniration. =

Becauyse
ZhAT iz prezznrnt 11

Eraive 1t & e luded form from whict i€ azth

bz releazed. '™ Althouat the comcentratiorn of the deterasnt used

Iy



for maximun _llbvr'txon;-of'the“entyme waz of UW.33N anztead  of

-c-_.s:::%_'-'_-"' .'_w;:-‘j'-, ‘ CEay. 'u;‘t frc--:: vestibular CHAT alse resds to  be

f, nd for 1t;? EVZUFEMHWI A dec:rléé pf'a¢tiv1ty upcr the uze of
h1aher Cﬂnc~ntfat1ﬁr;ﬁ.éﬁan QL33 caronct be sxplaired at the
'.ﬁament.. |

N vioLus zysﬁem ChAT is.highly zarmsitive to phoEphates=1r arnd
extremnely @ depsrdernt an the presence of D17 dions iv the mediun, SF
Whier préperties of westibular ChAT .activity with rzaard to it=s
Eeﬁsitivity Lo phospbiate arnd itz dwpwndwnc: crin chlcoridse wers
examitezd  they were fourd to Be 1dentical to tlgoze dezcribed for
CHAT 1M vertebrates maural tizzuwueT-2= grnd in crizta ampullarsz of
the chick ireer & 1.2 it iz inhibtdited by 660 of phoszphete anmd a
7?74 of dimirwmticey of the enzvyme achivity wazs  obzerved whisen

cltrate iz used i zubztituticorn of chlorids 1aon. <

achiE, an eszentisndl srnzvms of Pervous tizzsus whish rapidly
terminatez the actiorn of relsazed Ach, iz prezent in & ok ol B P -
memte & fracticn of the froa labyrimthh with &  wmaean tads

conpatrable to that of nervouzs Lizzuz and chick ampullary crizta

14

(174 rmmoles/mga proteinsmicn e frog medulla oblaongata™es J105
rimalez/ma proteinddmin i chiick ampullary criztase).

ACHE iz speczifically rever=sibhly inhiibitsd both in vive and
irr vitra by ezeraine,.=+7 Froa vestibular AchE 1= zenzitive o
thiz agznt and Lhe mpp rert Ki ovalus cbhainsd 1t Our WSIDE &6
fractiom iz similar to that osbtainsed in obher precaration (FuzhiE
Trom Electrophoruzs <elsctric orsans 2.5 uM, =, 7 ouM i =18l
Prefaration). Further AchE 1= di=tirauisheed from mon-Zeessi Fio

cholinmeszterazesz on thee baziliz of 1tz Iza-1lunps zemflibivity, - 3.0



|5 T R P e zurbd ﬁciE dctxvxty 1n pre:EHCﬁ @f l:u-umpd. AchHE 1

(IR F 1l membrane' frnut1&n nEVﬁr

TchQWHd 1nh1b1t10n 'Ey tihhz gzl

aé;umerthat_hydrq115i5~gf_Gch 1e mediated mainly by

of ChAT hd = zhown that‘it ic a =pecific marker for
choliferaic _tructutuﬂ. Further'r itz presence parallelz rmervous

CActivity.d iIn_contr;zt. redicral measuremzrntz of AchE have not
alwavs beer in accordance with the diztributicrn of Ach and  ThAT

. , . A .
zugszstinga that AchE iz & lezs. zpacific marker for  chalioe @ac

sebructures T30 On the  other  haed, evidanoce haz  appesred
recantly zhowing that 1 bizsue culture putative chollinsrsic.

choliresteraze-bearinma nmeurcns  Weres 1dentified with the aid  of

CEaensiltive itmunmoEfaining tochhiques®  az thes

1D

zellzs  tend o

expoze The erMzymeE on their extrernal surface uEon application o

nntlchu11ne,t azz antibodie=.1'7+-=7 Combinrned studies of CHAT annd

AchE chowzd that mot all ezteraze-pozitive FiUr ons s

chalirergic but  the sucespticons are largely confimed o specifac

Grainr a1l on

A

likte cereballun arid zubstantia Pl Q1 e, 4 S-5

Therefore. AchE coptinuss o b2 & uzeful narker for prezunptively

cholinergaic cells ard 1t iz theae anly cholirneraic markisr Lo be

accezzible i intact cellz<, Iry the

vaeztibule histoch=mical

=tudies hiave  shown that =Fferent fiberz  of the =tatoacousztic

TYStem  redect pozitaively oo AckE, az Ehoowy by Iighit microscope

othssrvations, 1.2, it 2hvirmchillia vesztibulaer labyrinmth: ancder the

phase contrazt  microscops, thz reaction product of  AchE  was

TENZory area=.— - Insidae the

L

teuraeritheliuan the

rezction was obzerved below fhee bezam

i

mt menbranse at Lhee level of

zame svab~my2linated rerve T1b2rs ated at Zomns arndimaz. By slectrean



M1CroScnpY , - e ..'-E.E_“c.t-‘l.‘:'é" - F:pj;.c_ju'g';ti. ‘was cul:.-s:-; v...cj o the elazma

membrané,ﬂ@f_gﬁef that ;ontuct bﬁth tyrpe 1

'aﬁd; £9§é;7 ;”' j 1] ”"_QébEiact;v1ty_Jfound an the
stzbuldrf" "fé;éiusivé' groperty  of
ﬁffernrt 'éléh%ﬁﬁs-'nndnﬂxcely éorral e  Hith our  bicchemical

findingz' | : o : L .
Tie demonztratioh im the froa wvestibule of CHAT &ard  AckE

with propertiez  sinilar to tho

- l"l

== ot their twrvous  Systen
ligmol caous ;nzymez iz impart;nt for wurndzrztarding cholinérg{c
efferemnt rmeurctranzmiczion 'in the wvartebrate state~azoustic
oraarns. We have eviderncs an the frog vestibule that CHAT miahbt be
lozated i1tv efferenmt tarminalse, zirze iz a2nSymme 12 &lmost

completsly (depleted  when e vestibular nerve coming from o Biahk

rmiales &xllow e deasnerate, !

|Il

centerz 1= excized  arnd it= i
Althoualh more direct evidence iz nmeczzzitated (oo tmzEtance
immuncocitochesniztry expesrimerts Surrently goirmla one in o

laboratory) if inmdzed CHAT and BohE weres localized in effaraent

boutconzs, and ware cottroll=sd az the berain homnologous ensynss thizs

miaht me=zr that =fferent TErmitals carn uzs Ack: &= thzie
reurotranEmitter whiozs  yrnthssiz and dearadaticon  migit b

important 1m inreer ear furncihion.

Ackrowledzensnts.

I. Ldpez 12 a recaiplent of a Conze)o Nacicornal de Cisnmcia vy
Tezrnoloaia (CONACYT) fellowz=hag. Tharnbk=s are dus o Mr. Arturc

Ramzr-a  for teckmical == 1=tarnce armd to Miz=z Yolatwda Diazm o

I

Castro for kimdly providina zesretarial belpe,



Tablae I. Effaects of phosphiate or Cl- ions or CHAT activity in the
fros vestibule, - The figurezs maarm valuiss of individual
experiments, run in triplicate + S.E.M. for the npunber of

expaerimznts it parentheses.

"_ﬁssaQ cordition ‘Pl /ma probein/min
Control S : G.44 + 0.3 ()
200 mM phosphata 2,56 & 0.2 ()
Cortrol H.ES £ .2 (3
200 M =odiun citrate 1.70 & .1 (3

-
1L



Table II. Effectz of szearitre zulfate zond  Isco-Ompa o AcChE
activity of a frog vestibule memorarnz fraction. AchE aclivity is
exprezs=ed &= nmoleszs of substrate (acetylthiccholine) hydrolized

Feit ma proteit/mir. ?he data are mean values of \ triplicate

iUl
o
F
bt
[
i
n
*

S.E.M. of the rmunbet of experimentz  indicated ir

Control Ezerine sulfate Isc—-COnpal i
g,1 mM .1 mh
270.0 + &.0G(5) 2,592 + Q,32(5) Z6S.0 + 4,003
*QOtler corcertrations of Isco~Onpa uzed wzre of 0.5 mM and 1 raf

amd gave =zimilarly o inhkibitionr.
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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 of at Jleast three

independent experiments with less than 10% variation.
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Fig. 2. Frog vestibule ChAT activity expressed as pmoles of

acetylcholine synthesized/ mg protein as a function of time of
incubation. The plotted wvalues are means of at least three

independent experiments which never varied more than 10%.
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Fig. 3. Effect of 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 102 variation

expressed as pmoles of acetylcholine synthesized/mg protein/min.
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Fig. 5. bixon 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 esxpressed as nmoles of substrate
(acetylthiochol?ne) hydrolized/ mg protein/ min. The abscissas
is millimolar concentrations of eserine sulfate. Each point
represents means of at least three experiments run in triplicate
which never varied more than 1072 (= = 0.20 mM of

acetylthiocholine; ¢ = 0.48 mM acetvlthiocholine).
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Ab=tract. ctivities of both giutamate decarbixylase ana  ¢f
cheline acetyltrancierase uiih megnitudes similal te  theldr
hiemologous enzym2s in frog nervous tissue were found 1ir
homogenates of the frog labyrinth. Transection of the vestibular
nerve resulted in a gradual diminution of cheoline
acetyltransferase activity until it reached an B8% decrease ¢
weeks after surgery. In contrast, glutamate decarboxylacse
activity. did not suffer any alteration at any time after nerve
‘excision. The presence of their. enzymes of Synthesis are evidence
of the neurotransmitter participation of $-aminobutyric acid
(GAEA) and acetylcheline in the frog vestibdle: the observed
decrease of choline acetvltransierase following vestibule nerve
excision supports the efferent zynaptic bouton loca.ization of
choline acetyltransferase. That glutamate decsrboxyliase ié
locasted in a.cell type {(or compartment) that may Well be the hair
cell is supported by the fact that thie enzyme does not suffer
any npodification after surgery. These rasults are in accordance
Wwith an efferent cholinergic neurotransmission and of a putative

afferent role of GABA in the frog vestibule.



.,:_-Thé-3re¢€ptor §el1s.(hair cellis) of the vestibular sensory
ofééhs hi??#§ermiinférmation about mechanical stimuli and sendg
Jifm tﬁﬁﬁﬁéﬁ}iﬁhé;.afférent nerve fibers 1o the central nervous
. /system: ‘CNS) " these hair cells also have an efferent probably
iiiaﬁigiiéf} innervation from the CHNS =<,

"It is generally accepted that both afferent and efferent

:néurotransmission are chemical in nature. Evidence concerning
the identity of the afferent. neurotransmitter in the
receptoneural junction of thé vestibular sensory ephithelia in
vaertebrates is nowadays & matter of controversy: application of a

catechelamine - like substance affects the presynaptic bar

structure of the hair cell in the frog vestibule=®, Glutamate or

& glutamate-like substance increases the spontans=ous and the

stimulus-evokaed activity of vestibular neurons 'in the frog=-=<

and the cat=.

Recently data have accumulated in favor of GABA as a

putative vestibular neurotransmitter. Picrotox»in, a knoun GABA
"receptor blocker inhibited spontaneous and evoked activity in the
afferent nerve froﬁ skate semicircular canal ampulla, =
lontophoretic application of GABA increased the spontaneous

activity of singie units in the macule sacculi of the cat*®. The
LY

blocking by bicuculline and picrotoxin?= of this response and the

successiul trezitment wWith picrotoxin of patients suffering from

vertigo criser of peripheral origin!? may correlate with the

existence of a GABA receptor in tne sensery periphery of the

labvrinth.

Biochemical exparimsntis have demonsirated sp=cific SH-GaBA



" binding -to s,'crudé"membrané‘preparation of  chick ampulliary
cristae .and’ thus tended to confirm the presence of & synaptic

égepfbr??;-_éV'high—affinity Na* - and energy-dependent

T.xqpiakgifﬁégéﬁ?ﬁéssibly representing a GABA-inactivating mechaniem
\Y'beééﬁréﬁoﬁﬁ in cﬁick vestibular cristae®®,

;éiﬁiéﬁate decarboxyvlase {(GAD) the synthesizing enzyme for
"QABA.fiwés'found in the skate semicircular canal ampulli? in the
-:éfférént”innervation—devoid amphibian papilla*~ and the ampullary

“::éfistée'of'chicksaﬂ and guinea pigs.=®-=> i

Either no effects or weak excitatory ones of GABA upon
afferent activity in amphibian vestibule contradict the above
sfatements.=-==-==

As to efferent neurotransmission several lines of
investigatien support the involvement of acetylcholine (Ach) in
the vertebréte vestibulae®-=-F0-47.sa Efferent terminals of
putative cholinergic nature in the vestibular systenm, eXxert )
tonic inhibitory influence upon the afferent activity arising

from +the wvestibular receptor.<-°9°2-33 Histochemical techniques

have -shown the presence of acetylcholinesterase {(AchE)} the Ach

degrading (inactivating) enzyme, atr the wvestibular receptor
neural junction of some vertebrates.>°-=2 Retrograde transport
of ®H-choline, the Ach precursor, by efferent synapsis has been

demonstrated in _the cat labyrinth.™ In addition. evidence is
available showing +that hisghly vesiculated endings coming from
higher centergs are selectively =titained by AchE histochemical
methode*® and thaet this staining is lo=Et after vestibular nerve

secTtion.*™

n
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‘Altnhocugn - the evigentes described above are very valuable,

‘some _data'”'in"'higﬁer vertebrate whose vestibule CoRtains tuwo
“kinde -of - hair cells (types I and II) having both afferent and
" efferent  nerve supplies®™® thus the drawing of conclusions is very

| difficult.

'The wvestibular labyrinth of the frog has been extensibly

studied from the physiological viewpoint and it ¢ontains only

type II hair cells which are contacted directly by afferent and

-efferent boutons. Therefore, this is an ideal system, regarding

its relative cimplicity to investigate the neurochemistry of
synaptic transmiesion particulariy as the membranous labyrinth
of the freog can be isclated easily and its bicochemistry thus
studied,

The de&onstration of the encyme of synthesis has been shown
to be a vélid criterion which must be satisfied before =
substance can be accepted as a transmitter at given synapse.®=¥

On the other hand, experimental nerve degeneration has been
widely used to recoeognize patterns of nerve cells in the CNS.— =
In the frog, earlier reports have shown that excision of the
eight nerve resulted in a wallerian degeneration of the efferent
fiters and an efierent synaptic depeneration.=e

It is our purpose in this'paper to present some biochemical
evidences which permit to postulate GABﬁ as an afferent
neurptransmitter and Ach az an efferent one in the frog
vestibule and to sugepest their possible cellleocalization.

The s=strategy used was the investigstion of their enzymes of

synthesis in & homogenste of the vestibule of norzal irogs and of



froge wnosc_ r;ght =1ab vectlbular nerve’ hac be=en SUrgically

exgiseu:;e ?1ng the-leftinﬂrve 1nLch ag a-ﬁontroiw'Tn&refore. in
P ‘ r.d:GAbl.(L -glutamate l-carboxy-lyase
:ChAT ..actlvxty " tacetyl-CoA:choline-o-
_acetyltranﬂferase ‘E C 2 3. l €) in normal frog's vestibules and
in';théf right and left labvrlnths of froge after denervation of
the. rlght 31ghth cranial nerve at different times keeping the

left side as a control.

Experimental procedures

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

g of weight}) or from frogs at different time intervals afrter

denervation of the right eighth c¢ranial nerve were used
throughout this study. '

) Surgicél procedure. The procedure that has been described
in the literéture was essentially used== except that froge were

anesthetized by sublingual administration of 0.1 ml of & ©.1%
sodium pentobarbital solution ana that for prevention of a
possible regeneration of the eight nerve a piece of gel focami{(Z X
2 mm) was placed betwean the brainstem and the labyrinth., The
success of +the operation was monitored by examination o©f the
characteristic effect result from denervation®*-=% (the head was
turned in a verticsal plané relative to the body with the operated
right side down. A tendency of the frog to lean toward the
operated side and to ertend the contralateral 1limbs was also
observed) . The animals preszsented this behaviour tThroughout
erparimentation time.

Normal and d2nervarted animale w=re Kept in the laboratory

~



S times ‘e week with live wiid ericketls (Sphenariur

15.21and 42 after operation the frogs were

'Etﬁé?iright and left vestibules (denervated or
control Tespectively) were rapidly dissected out.

Biochemicai %ssays

Dissection technigue. After decapitation, the head of the
frog wae placed in a Petri dish containing either 10 ml of 200 mM
KH=PO. buffered to pH 7.3 (GAD asSay) or 10 ml of 10 mM NaH=PO.L
pH 7.4 (ChAT acssay) in order to prevent a possible dehydration of
the tissue. For ChAaT assay 1 mM eserine sulfate was added to the
medium tTo inhibit the action of AchE. While immersed in the
respective buffer, the inferidr jaw was removed from the head an-:
the bony teﬁporal poertion containing the vestibular apparatus was
isolated frém the surrounding part of the skull and' the
brainstem, angd the otic capsule was opened to expose the =
labyrinth.” The whole labyrinth was extracted with a microforceps-
and placed in the GAD or ChAT assay medium.flare was taken not to
include the nearby ganglion. Pools of normal frog's vestibules
and of vestibules of frogs from the right (denervated) side or
left side (controls) at 3,7,15,21 and 42 days after denervation
were homog=nized in a Teflon glass grinder and used as source of
gither enzym=. The overall dissection time never exceeded 15 min.
Glutamic acid decarboxXylase (GAD)} assay.

It wags quantified by the radiochemical method described by

Albere and Bracy with minor modificatieones?r Triplicate samples
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{330 .ug protein each approxirmalely) of & homnwpenaie of 15 pooled
either . n@fmal or fiéht_of ieft vestibules from denervaied frogs
wére place&:ihfa'mediuﬁ'@qntaining (in mM) L-glutamic acid 10; 2
mércapto;ethéhol iO; p?ridoxal phosphate 0.1: potassium phosphate
206, rH 7.3. The reaction was started Py additieon of 30 ul of
[1*+d-DL  glutamic acid (0.2Z4 uci) or{14*d L-glutamic acid (0.12
ﬁCi) with a specific activity of 100 and 50 mci/mmol
respectively. After incubation was performed at 30°C for 20 min,
the reaction was stopped by injection of 0.2 ml of ].8M .H=SO4.
*2C0- released was captured in 0.1 ml of hyamin; hydroxide
contained in a microtube which was connected with a ‘hose To
another microtubs with the reaction mixture (90 ul); tubes_whose
reaction was stopped at zero time were used as blanks. All tubes
were further incubated &t 30 for 60 min for equilibration. GAD
activity Wac expressed as - nmoles of Elutamic acid
decarboxylared/mg protein/hr.

Choling acetyltransferase (ChAT) activity. It was determined
by a slightly modified radiocchemical method.;ﬂ-’ﬁ-‘°. ITriplicate
samples were used (400 ug protein each approximately) of lOl
normal frogs {both vestibules)} or of a homogenate of 20 pooled

right or 1left vestibules of denervated frogse in a medium

containing (in mM) .sodium phosphate 10; choline chloride 10;
eserine sulfate 0.1; ethvienediaminetetra-acetate (EDTA) 16;
sodium chloride 300; Triton X-100. 0.33%; [®H- acetyicoenzyme A

0.06 (0.2¢ uCi) with a specific activity of B50 mCismmol giving a
final vclume of 322 ul. Thes incuvbation time was 15 min at 30=C,
The reactioen was stopped by addition of 10mil of & cold 10mM

NaH=PO. buffer tc =ach microtube which was contained in a wvial,

o0



Afterwards, 2z ml of tetraphenvlberon . in aceconiﬁrile-{: mEsml
were added to each vial to Eseparate  H-acetylcholine {ron
unreacted °H-écetylcoén:§me—A and 8 ml of a scintillation liquid
(PPO-FPOFOF-toluens) were added. Elanks were stopped a1t zZero
'time. ChAT activity was expressed. in terms of pmoles of
acetyvlcholine synthesized/mg proteins/min.

Radiocactivity of both methods were estimated in a Packard

Tricarb Scintillation Spectrometer.

Protein measurement. Itf was deétermined by the method of Lowry

et al®= usging bovine serum albumine &= standard.

Materials
DL [ln“é] glutanic scid and [PH) -acetvlcoenzyme-A from New

England Nuclear, Boston, MaEss, and Amersham, 111, USA. Hyamine

- hydroxide Jrom Amersham, I11.. USA. Eserine sulfate,
tetraphenylboron; S-acetyl-coenzyme A, ethyvlenediaminetetra-
acetate {EDTA). choline chloride, Triton AK-100, 2.5
diphenylox;zole (PPO), 1,4 bis2-(5-phenyloxazolyl) benzene
(POPOCP) , bovine serum albgmine, pyridoxal phosphate, Z-mercapto-
ethanol and L-glutamic acié were from Sigma St. Louis Missouri,

USA. NaCl from Mallinkrodt, Meéxico; toluene and HzS0a. from JTM
Baker, Mexico. Acetonitrile, potassium and sodium phosphate from
Marck, Merico.
kResults
GAD and ChAT activities in normal freg's labyrinths.

AcTivity of Eglutamic sacid decarboxylase is present in a

homegenate o0f the nermal freog inner ear with & magnitugas of 3.76

10




nmolesfmg prdtéin/hr. "This véiue is of the same magni:ude-as_the
_oﬁe'obiéined for GAD {(a= shown by other authofé) in various partis
of the frog nérvous tissueg=:-=7

. ChAT activity in & homogenate of the normal frog labyrinth
" was found to be 9.44 pmoles/mg protein/min and its magnitude was
similar to that of other tissues in the CHS of the frog as =shown

in the literature=De

GAD and ChAT activities in the labyrinth of denervated frogs.

In denervated frogs, acfivity of GAD was of thé same
magnitude in the operated side as in the copntrel side at day 3
after denervation {3.77 control; 3.74 cperated) and remnained
constant as long as in day 42 after operation {3.89 control; 2.94
operated) {Table 1). In contrast., ChAT activity showed a dramatic
drop {(from 2_.26 in the control side to .94 in the  denervated one
i.e. £7% decrease) as earl%.as in the 3rd day after denervation
and decreased thereafter until it dropped to 12% of the value of

the control side (9.77 in the non-operated side: 1.18 in the

denervated one), (88BN decrease} on the 42th day after denervation

{Table I).

DISCUSSION

Fresence of GAD and ChaT activirties

Glutacate decarboxylése and cheline acecyltranseferass
activities with the same magnitude as their homologous enzZyvres in
other regicons of thne {rog CHNS=r-Be-33 were found in homogenates
of wvestibular tissue of neormal &na denervaiecd Iroges, Thus

Supporting a PpPutative neurotransmitter reole cof GABA and Ach in

11



the frog vestibui§. 

_GAD has beeﬁlconsidEred a good marker of GABAergic cells
becatse ite presence has been demonstirated in GABAergic neuronc=?
and its activity may reflect sites of GABA release. Si-=3.m= 3
vestibular tissue, earlier investigation of GAD properties led to
the conclusion that it may well be a homologous enczyme to the one
present in nervous tissue and therefore could be used for
neurotransmitter synthesis purposes.2™ although, a recent report

gives come evidence of GAD's role in glutamate transamination and

R

thus of its possible role as inactivator of this aminoacid, this
i=s very unlikely since this study was done with purified forms of
GaD and thus may not reflect "in vivo" conditions.=** Besides, the
released glutamate (if so occurs) would be far from the reach of
GAD, essentially a cyvtoplasmic enzyme?”; further it i= widely
knoun that. glutamate's action terminating mechanism i=s through
high affinity uptake systems.”

As for ChAT. it is generally accepted as a marker for
cholinergic terminals==-=* and it is considered to be a
reflection of nervous activity.® Furthermore vestibular ChAT has
identical properties-=® as those described for ChAT of vertebrate
neural tissug.,1S-T9.4% Therefore the finding of GABA and Ach
synthesising enzyme in the frog vestibule may be used in suppor:
of their neﬁrotransmitter candidacy in this systenm.

Effects of the right eight nerve denervation procedure on
GAD and ChAT activity.

Whenr we measured GAD activity in the vestibule of the

operated frog we icund that this enzcvme remained constant. as it.



o

_ua:_,i; _the_i;pntro;g frem dave I toe Az afte: Qe vVaiin
su§g§s£iﬂé':that:ﬂGAD' might be éonfiﬁed te & cell elensnt Lor
.comﬁgrymgnﬁi._that did not suffer any alteration with surgery and
-tﬁat'qéﬁld well be the hair cell. -In contrast. ChAT activity was
féund to decline after denervation in a2 fashion that can be
correlated to a degeneration of efferenﬁ terminals as it hac besn
described in the literature.=%.=+o

ChAT is transported by slow axoplasmic flow to the nerve
terminal=s** thus the disappearance qf_the nerve terminals 2 days
after eﬁbision of the vestibular nerve could account for the
initial 507 decreas= of ChAT activity in the denervated frog
labyrinth. An almost thorough decrease of efferent c¢onnections
may be‘ the explanation for the marked decrease (887N of ChAT
activity observed 42 davs after denervation thus sugeesting
localization of ChAT in nerve terminals)in this case, efierent
connections as it has been described for nervous system., 1in ths

-

vestibule.nﬂ complete disappearance of ChAT activity as one would
expect upon degeneration of all effereﬁ; boutons was never
reached: similar results were obtained in experiments in rats in
which excision of the VII (facizl) nerve never caused & thorough
decrease of ChAT activity in efferent nerve terminals of putative
cholinergic nature.=7 The reason for both findings is at present
unknwon.

The above described experiments allow to postulate the
confinemz=nt of GAD to an element or cell typeofthe SEensory
epithelium possibly the hair cell and the efferent synaptic

bouton localization of ChaT.

That GAD iz localiized 1in hair cells angd that ChAT i=

-l
1
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coﬁfin&d io efferent_svnapti: paurones hias besn slse supooested b
ontogenetic'.studies in:'the chickh®> and guinesa pig©~ isclated
vestibullary cristase. In these studiec GAD appearsd very eariy in
.development when hair cells are already mature whereas ChAT was
measurable only when efferent boutons reach the -neurospithelium
th contact hair cells.=*-2* Also, experiments in which vestibules

of streptomycin-treated guinea pige (showing degeneration of hair

cells and no alteration of efferent boutons) lost GAD activity

along with treztment and did not- present any modification in ChAT

activity tend tpo support this suggestion.=*®

Concluding remarks

In the'isolated labvrinth of the frog we found Gal and ChAT
activity of the same range as their homelogous enzymes in ths CHNED
of the froé. Thie fact gives support to the invelvement ofi GABA
anJ:Ach aF neurotransmitters in the sensory vestibular epithelium
of the froé. N

Transection of <the right eight nerve led to a gradual
decrease and an almost conplete loss of ChAT activity wherears
GAD @activity was not altered.

Qur rasults, zlthough indirect, corroborate previous reporis
in which Ach was posrulafec a2 an efferent neurctransmitter in
the wvesnibular =sensory periphery of vertebrates, and tTend to
support the afferent neurcotransmitter candidacy for GABA in this
system. Ixperiments aimed to & more direct localization of the
celis o©of origin of GAD and ChAT in the frog Iliabvrinth ere

presently in progress.
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Table 1._GAQ_§nd CpAI;agﬁiyity in'homgg:na;es

- denervated frogs.

ChAT ACTIVITY

o1

.82 +.0.20

750e 0. 2 0.03

.70°%:0. 0 ‘2lo.20-

4z | 3.89 4 0.20 (3) 3.94 + 0.20
3 9.26 % 0,34 (5)  3.94 & 0.17
7  9.63 + 0:16 (5) 3.64 + 0.3%
15 9.84 + 0.50 (3) 3.49 + 0.20
21 9.48 3 0,51 (4) 3.14 % 0.24
42 9.77 » 0.30 (3) 1.18 + 0.17

*activity of GAD is expressed

the experiments shown in

parentheses,

ENERVATED: SIDE
RS

(s)

(2}

(3"

(3)

labyrinth®

AD ACTIVITY -

% CONTROL?

100
1100
200
100

100

a4z .64
40 .08
35.67
31.40

1z.10

*

*

*

|+

|+

I+ 1+ 1+

|+

as nmoles/mg protein/hr + S.E.M.

of Cconirol ans

(64.32) 7
(6B.60) 3

(87.90)=

of

ChAT activity is reported

as pmeoles/mg protein/min S.E.M. for the number of experiments

which appear in parentheses.t

found in the control side (non-denervated sidel] Percent

diminution with respect to control (neon-denervated) side.

exprecssed as percent cof the value



CHARACTERIZAYION OF CROLINLACIC NEUROTRANSMISSION XX YHE

FAOC VESTIBULE. C. Mera® acd 1. L&per, Dept. Wrurosciences
CI1FC, THAM OL510, México, B.T.

Tte efferent nrurciransziticr in the wertebrate -
westibulnr aensory periphery is believed to be acetyl-
choline {Ach}. In support to this assumption, nrurochestcsl
paraseters concerninl thr Ach systez were weasured uning
the fsoclated frof vestibule sz a wmodel,

Choline acetylirancferace (CAT) and scerylcholinesterase
(AthE) were quantified in howogenates of the {rog vestibule
4n suitable fncubstion mediusm by the Founun and Ellman
methods respectively, 3H-chol o= uptake and 3-Ach raleaae
were mcasured in the complete labyrinth of the frog. In
Riogers pE F.4 at 3ID°C; for JH-Ach welease, &8 mM K¥ was
used as depolariring agent. Jp-Ach was separated from Ia-~
cholioe by phosphorylatioo of thisr latter,

CAT and AchE activity fn howogenstes of the frog
wegtibule were foun? in sixilar mapnitudes ax their
bostlogous earywes I0 the [tOF nervous tissue, A sodfux
and energy depeodent mechanisze for Mi-choline uptake and
a Ca-dependent releage of trur Ach could be detected o the
cocplets labyrinth of the froz.

These results niy be tahen a5 & fulftllment of The
criteris to implicete Ach as 8 Deurotranszitter in the frog
westibule, although the precise localization of its srstex
can not be acsegsed ot present,

(Pareinlly supported 'by PCCBENA-DZD8%7 ol CONACyT, México).

£ Rewockrs | Vol 4. Sapp? . I3

J Neurcchem. , Vol 44, Suppl., 1985 .




3344 BICCHEMICAL ETUDIZS OM TMT CHOLINEASIC WTUACTRANSMISLION OF
THE FROC VESTIMULE, ©, Mega, F. Cusdron® and 1. loper *
Dapt. Myurocisnciss, CIFIC UNAM Axi0 Postal 70-400 D4310
Memjem, D, F,

Etferent reurgtranesission in the frog vestibule is
ponslbly cholinsrgic as evldenced by slectrophysiological
and histoches|cal techniques, Mowever, na biochasicel
approach has baen anplorsd to asesnp this aspunption. Eome
of the blochemical eriteria often used in trying to
hpuclntl & wubsranrcs nyurotranms|iter candidatn are
the demchetration of Ats synthesls amd 8f the prearnce of
itE jnsctivating mechanles. Acetylcholine (Ach) 1w
synthesised with the participation af chol ine scetyltyanntar
asw (ChAT) and fee rerowal froes the vicinity of the aynapsin
carrisd gut through 1ts hydrolinie by scecylcholinesteraae
(hchrl. Cwlina, preduct of thia hytrolieis. ia rapldly
takan wp by the presyhapuia pnd uaed for Ach synthssls.
Thervfore B4 & mean Lo decnatrate Ach psrticipation {n
nyuratzahwsianion we deflded to mesrure CHAT, Acht and
choline transport in the frog isclated weatibula.

The cowplste stibule was disencind Gut from adult froQe
flana pt ChAT mesgufed by the Fonnus metiesd uping
W-Asatyl ap subastrate, in hwogeratss of the (rog tissus
AthE wag fslafuihed in a manbrang fraction of ths frog
. vartibule by the Ellman method fpllowing The hydrolieis of
agetylthiocholine uewed &3 wybstrate at 413 mn in the
. spectrophottmater. Chaline transport was apsessed by messuring
* the uptale of Je—choline 0.5 un) of whole frog seatibule
infubst®d An trog Ainger solutleon ejther th the piewsnce Of
Ma oy wiven this fon wes substituied by chaling chlarids.
all incubations took place at 1D°C,
ChaT activity was 0f 0.06 reoiss/min/mg proteln and it was
deprennad by v when meteurad in the ahsence of chloride.
AchE wea of 0,01 rmoles/aln/mg proteln and it wae (nhibited
by t00% whan Lncubated with 10 UM sssrina,
Ju=choline vas acoumulated by frog vestlbale 10-fold Ln an
thour and it was highly depressed whan ks wms omjtted fram
the ipcubation mediim or when it took place at 4°C.
Thase wvidencas syrport tha involvassnt of scatylcholine in
newrotranamission in the Frog vestibule. Experfisthts alesd
to jocats the celis responsibls for the activicies cheervel
parfarssd in distinct organs Smpoaing the frog wastibule
aiw pregently undgrway.
Supportsd in part by Crant FITHANADIORG? of CTHALYT [Maniteo)

Soc, Neurosc. hbst. ©ck.10-15 ,1984, 1152,334.6 .



0714 FOSSIALY EFFERENT NEURDTRANEMISSION TK THE INKIK LAR OF THL Mmoc
C.Mesa,l.Lipee ™nd A Terta-Velasco. Deptoheurociencian BIFC UNAM
Apdo.Poatal 70-800 DASID MEsico,D.F, (04 and 1L),Biv.Developmencal
Mology . Unidad dr lrvestigecidn Miowfd. Oreidentr 1. H.E.5 . Cundalnn
Jara.Jel. M ICOTATY)

Neurotrinseisaion in the sensory periphery of the vastibylar
wx ts chemical In rarure: the effareny neurccranawiszer s
appatently scetylcholine (Ach). In earlisr axudies wr demonstrated
choline acetylerensiesans [CRAT) activity in howopeoains of ftog
vestibule and choline transpert $n tha vhols wastibule of this
anfiblanil): howsver with thia type of sxperimant clll of
orjgin af these biochezlen] parsaeiere can hot be
With the purpoar of lotslizacien af the Ach—urilicing nll by
elimninarion of certatn papulatipon af terminala, we used Hillman
model (1) In which the Vi1l craneal nerve of the [rog vag ancised
ané degeneration of afferent Nervous f1ibars wes chesrved.
We ufllised acults frocefRans pigiens} in which denervstion b
the right VI ceanral neTve wat performed leaving the lgte
perve intact as contral, Le decereined ChAT activicy & previously
deacribed (1)4in the frop weerdbule afrer 3.7 and 1% deys of
aurgrry, For morpholepical studien the right and lefi veatibules
obrained froc denervaied frogn vere fined Min sdpu™ with
cacodylate buffered-12 tacdus tetronlde, dehydrsted and embedded
in epoxy tedins. On¢ elcroueter thich srecrjons were ¢ollected
- on glaks slides and atalned with tolufdine blue for gxsainstjon
under lipht microacope.
We cbsetved gradus) de #d of Lhe activiey with tine afrsr
* drnprvation unti) 1t reached 301 of CHAT present In the conipol
alde, Morpholopica) stvdy of veatibular harees In the wecinity
of retepior zones pevedlad & Ballerian deprneration of suse nerve
Iibers randosly distribuied scony norfmal looking CLibers. ¥aricus
* button=llhe herve wndifigs sppraved marhaély bacophilic at the
b 1 porticn of teceplor Zones, Ko Siructural altaraciond were
s¥en ot both, thr recepior arssas and the weastibular nefve frunhks
of the non=denervaced vesribule of operated fzoge, of bath
ventibules chesined from non-—operaced acinsla. Thus spparvently the
only sffected atructur®s sre the sflerent endings. Thane
blochenicala and morphological results show that ChAT in
the tnner aar of the £rog appesry to be Jocaliswd At least 1n
- 301 of wffermmt terslnals which probably use Ach af mediator st
the leval of the nenscry periphery of wentibular eysiem,
Yo=hpurose, Abe 10,1157, 1984.
2e=Lap.hrain Ras.9,1-15,194%.
Jo=heurgat Lagr.49,9)=-97,1984.
Supported in paft by Crani PCCARNADIOND? of LDKACYT (Héxics)

Soc. Neurosc. Abst. Oct.20-25,1985.696,207.14.



17?. POSSIBLE CELLS OF DRIGIN OF GABA AND ACETYLCHOLINE SYNTHESIS IN THE FROG
VESTIBULE. *I. Lopez, G. Meza. Dept. Neurociencias, [FC UNAM, Apdo.
Postal 70-600, 04510 Mexico, D.F., Mexico.

Neurotransmission in the scnsory periphery of the vestibular system is
_chemical in mnature. GABA and acetylcholine (Ach) have been implicated as
afferent and efferent neurotransmitters, respectively. With the aim of
supperting this implication, we have measured the enzymes of synthesis of
these neurotransmitters: glutamle acld decarboxylase (GAD) 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 enzymes by
elimination of certain populations of rerminals, we used a model in which the
eighth cranial nerve (right side) of the frog is excised and degeneration of
efferent merve fibers and terminals has beén observed, We utilized adul:r
. frogs (Rana moctezumae) in which denervation of the right cranial nerve was

performed, leaving the left nerve intact as control. We determined GAD and
ChAT activity as already reported (Meza, Neurochem. 43:634 1984; Meza et al,
Beurosei. Let. 49:93, 1984) in both left and right frog vestibules 3, 7, 15
and 21 days after surgery. For morphological studies the right and left
vestibules obtained from denervated frogs vere fixed in in situ with
cacodylate-buffered 1% osmium tetroxide, dehydrated, and embedded in epoxy
resins; one-micrometer thick sections were collected on plass slides and
stained for examination under light microscope.

We observed that GAD activity in the operated side was of the same
magnitude as the contrpel side at day 3 after denervation and remained
constan\ until day 21 After eperation. The value for ChAT activity in the
denervated labyrinth dropped to 55% 3 days after surgery, with respect to the
concrol sYde, and gradually decreased to 35% of the controcl vescibule at day
2l. 1In £Lhe innervated éide..a morphological studyzof the vestibular fibers
in the vicinity of receptor zones revealed a wallerian degeneration of some
fibers randomly distributed among normal locking fibers. A normal appearance
of the fibers was observed in the control side. These biochemical and
morphological results show that GAD appears to be localized in some cells
(most probably the hair cells) of the epithelium that did not suffer any
alteration after the excision and that ChAT is probably located in efferent
endings, which degenerate with denervation, GABA and Ach being their
respective neurotransmitters. Electron microscopy studies to corroborate
this sratement are now in progress.

Asgociation For Research in Ctolaryngology ,Tenth midwinter
research meeting. Feb 1-5, 1987,pp 142 .
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