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Resumen

Resumen

Modulacion de la actividad de las células ciliadas del 6rgano de Corti por el sistema
eferente olivococlear.

En el 6rgano de Corti, el epitelio sensorial del sistema auditivo de los mamiferos, las células ciliadas
internas (CCls) transducen los estimulos sonoros a sefales eléctricas que son enviadas al sistema
nervioso central, mientras que las células ciliadas externas (CCEs) participan del proceso de
amplificacion y sintonizacion fina de estos estimulos. La actividad de las CCEs es modulada por una
inervacién eferente que proviene del tallo cerebral, el sistema olivococlear medial (MOC). Durante el
desarrollo, previo al comienzo de la audicidn, estas fibras eferentes hacen contactos transitorios con
las CCls. En ambos casos, la sinapsis entre las fibras MOC y las células ciliadas es colinérgica, rapida e
inhibitoria y estd mediada por la activacidon conjunta del receptor colinérgico nicotinico (nAChR)
a9a10 y el canal de potasio SK2. La inervacion transitoria a las CCl desaparece completamente luego
del comienzo de la audicion, asi como la expresion de la subunidad al0 y la del canal SK2. En el
presente trabajo se estudiaron las caracteristicas moleculares y funcionales de la sinapsis entre estas
fibras MOC vy las células ciliadas de la cdclea. Para esto se realizaron registros electrofisioldgicos en
las CCls y CCEs presentes en preparaciones del érgano de Corti del ratén en distintos periodos
postnatales.

En primer lugar, se estudio el rol de la subunidad al0 en las respuestas colinérgicas de las células
ciliadas. Se realizd la caracterizacién biofisica, farmacoldgica y funcional de estas corrientes en
ratones modificados genéticamente que carecian de la subunidad a10 o que la expresaban en forma
constitutiva. Se demostré que la subunidad al0 es necesaria para la expresion de las respuestas
colinérgicas normales tanto antes como después del comienzo de la audicion. Se demostré también
que la expresion constitutiva de esta subunidad no es suficiente para mantener las respuestas
colinérgicas en las CCls luego del comienzo de la audicion. Estos resultados indican que en este
periodo del desarrollo postnatal, existirian factores que regulan negativamente la expresion
funcional del nAChR a9a10 en las CCls.

Por otro lado, se estudiaron las propiedades de la transmisidn sindptica entre las fibras MOC y las
CCEs mediante la estimulacién eléctrica de estas fibras eferentes. Se demostrd que la eficacia de la
sinapsis MOC-CCEs es muy baja a frecuencias bajas de estimulacién (1 Hz) pero que la tasa de
respuestas aumenta significativamente al aumentar la frecuencia de estimulacién (50-100Hz) debido
a la accién conjunta de los procesos de facilitacion presindptica y sumacion de las corrientes
postsindpticas. Esta caracteristica de la sinapsis MOC-CCEs es consistente con la dependencia que
presentan las respuestas a nivel del nervio auditivo con la frecuencia de activacion del sistema
eferente MOC y sugiere que la dindmica de esta sinapsis modula la magnitud del efecto inhibitorio
producido por este sistema. Esta hipdtesis es sustentada, ademads, por los resultados obtenidos en
ratones que poseen una mutacién puntual (L9’T) en la subunidad a9 que le confiere al nAChR a9a10
una ganancia de funcidn, a saber, tiene una afinidad aparente mayor por la acetilcolina y un tiempo
de actividad mas prolongado. Consistentemente, la cinética de las respuestas sindpticas producidas
por estimulacion de alta frecuencia en la sinapsis MOC-CCls de los ratones L9'T resultd
significativamente mds lenta que la de los ratones salvajes y esto se correlaciona con el cambio en la
cinética de inhibicidn de la funcion coclear ante la activacion del sistema eferente observado in -vivo
en estos animales.

Palabras clave: coclea, células ciliadas, receptores nicotinicos, inervacion olivococlear, plasticidad
sindptica de corto término.
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Abstract

Modulation of the activity of the hair cells of the organ of Corti by the olivocochlear
efferent system.

In the Organ of Corti, the sensory epithelia of the of the mammalian auditory system, inner hair cells
(IHCs) transduce sound stimuli into electrical signals that are conveyed to the central nervous
system, while outer hair cells (OHCs) participate in the amplification y fine tuning of these stimuli.
OHC's activity is modulated by an efferent innervation that projects from the brainstem, the medial
olivocochlear system (MOC). During development, before the onset of hearing, these efferent fibers
make transient contacts with the IHCs. In both cases the synapse between the MOC fibers y the hair
cells is cholinergic, fast y inhibitory y is mediated by the combined activation of the a9a10
cholinergic nicotinic receptor (nAChR) y the SK2 potassium channel. The transient innervation to the
IHCs completely disappears after the onset of hearing, as does the expression of the al10 subunit y
the SK2 channel. In the present work we studied the functional y molecular characteristics of the
synapse between the MOC fibers y the hair cells. To accomplish this, electrophysiological recordings
were carried out in IHCs y OHCs present in acutely isolated organs of Corti from mice at different
postnatal ages.

First, we studied the role of the al10 subunit in the hair cell’s cholinergic responses. A biophysical,
pharmacological y functional characterization of these currents was carried out in genetically
modified mice that either lacked the a10 subunit or expressed it constitutively. It was demonstrated
that the al10 subunit is necessary for the expression of normal cholinergic currents both before y
after the onset of hearing. It was also shown that the constitutive expression of this subunit is not
sufficient to maintain cholinergic responses in IHCs after the onset of hearing. These results indicate
that in this period of postnatal development, there might be factors that down-regulate the
functional expression of the a9a10 nAChR in the IHCs.

In addition, the properties of synaptic transmission between the MOC fibers y the OHCs were
studied by electrical stimulation of the efferent fibers. It was demonstrated that the synaptic efficacy
of the MOC-OHC synapse is very low at low stimulation frequencies (1 Hz) but that the response rate
increases significantly when the stimulation frequency is increased (50-100 Hz), due to the combined
effect of presynaptic facilitation y summation of the postsynaptic currents. This characteristic of the
MOC-OHC synapse is consistent with the dependence of the auditory nerve responses with the
frequency of activation of the MOC efferent system y suggests that the dynamics of this synapse
modulates the magnitude of the inhibitory effect exerted by this system. This hypothesis is further
supported by the results obtained using mice that bear a point mutation in the a9 subunit (L9'T) that
confers a gain of function to the a9a10 nAChR, namely, an increased affinity for acetylcholine y a
longer period of activity. Consistently, the kinetics of the synaptic responses evoked by high
frequency stimulation at the MOC-IHC synapse in the L9'T mice was significantly slower than that of
the wild type mice. This is in agreement with the change in the kinetics of cochlear function
inhibition by the efferent system observed in-vivo.

Key words: cochlea, hair cell, nicotinic receptor, olivocochlear innervation, short-term synaptic
plasticity.
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Abreviaturas

A : amperios

ACh: acetilcolina

ADN: acido deoxirribonucleico

BAPTA: acido 1,2-bis (2-aminofenoxi) etano-N, N, N°, N, -tetraacético
BK: canal de potasio dependiente de calcio de conductancia grande
Ca” :ion calcio

CCDV : canales de calcio activados por voltaje

CCs : células ciliadas

CCEs: células ciliadas externas

CCls: células ciliadas internas

CEso: concentracion efectiva para lograr el 50/ de la respuesta

Clso: concentracion efectiva para el lograr el 50/ de inhibicidn

Cm: capacitancia de la membrana

Erev: potencial de reversién

EGTA: 4cido etilenglicol-bis(B-aminoetil ester)-N,N,N",N -tetraacético
FI: indice de facilitacién

fX: femto (X *10™")

I: corriente

Ibx : iberiotoxina

IPSCs : corrientes sindpticas inhibitorias (prefijo e: evocadas; s: espontaneas)
IPSPs : potenciales sindpticos inhibitorios (prefijo e: evocadas; s: espontdneas)
I-V: corriente en funcién del potencial

ICS : ICS 205,930 o tropisetron

ISI: intervalo entre estimulos

Hz: hertz

K*: ion potasio

KO: knock out’ mutante nulo

| : litro

m: contenido cudntico

m: metro



Abreviaturas

M: molar (moles/litro)

X : micro (X *10°)

mX: mili (X *10°)

MX: mega (X *10°)

min: minutos

Mg?* = ion magnesio

MOC: medial olivococlear

nX: nano (X *10°)

nAChR: receptor colinérgico nicotinico
OE = ‘overexpressor’, sobreexpresante
Q2: ohm

P: probabilidad

PX: X dias postnatal

pX: pico (X *10*%)

RyR: receptor de rianodina

s: segundos

S.E.M.: error estandar de la media

S.D.: desvio estandar

SK2: canal de potasio dependiente de calcio de conductancia pequeiia

SNC: sistema nervioso central
T: temperatura

TTX : tetrodotoxina

V: voltaje

Vm: potencial de membrana

Vsosten O Vs: potencial de sostén
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Introduccion

Caracteristicas generales del sistema auditivo periférico

La funcién principal del sistema auditivo periférico es convertir las vibraciones complejas presentes
en el aire en sus componentes de frecuencias fundamentales, extrayendo informacién no sélo sobre
la frecuencia sino también sobre la intensidad y estructura temporal y finalmente, comunicandola al

sistema nervioso central (SNC).

El sistema auditivo de los mamiferos es el mds desarrollado de los vertebrados, lo que se refleja en
el amplio rango de frecuencias que pueden detectar (un rango tipico en mamiferos es de 10 octavas)
y su capacidad para diferenciar entre frecuencias (el oido humano puede detectar diferencias
menores al 0.2/ ). Asimismo, el oido de los mamiferos es capaz de percibir sonidos muy leves, cuya
energia estd en el orden del ruido térmico al que estan expuestos los receptores, y asimismo puede

discriminar sonidos de gran intensidad, es decir, posee un amplio rango dinamico (Dallos, 1996).

Transduccion auditiva

El primer paso en la transduccidn auditiva es la conversion de las oscilaciones de presidon en el aire
en oscilaciones de fluido que puedan ser percibidas por los receptores que se encuentran en el
epitelio sensorial. En los mamiferos, las ondas sonoras impactan sobre la membrana timpanica, y
son los tres huesecillos del oido medio (martillo, estribo y yunque) los encargados de transmitir el
movimiento de esta membrana a una segunda membrana, ubicada en la ventana redonda, que
conecta con los fluidos del oido interno donde se encuentran el sistema auditivo y el vestibular (Fig.

1A).

La cdclea, el érgano auditivo del oido interno (Fig. 1A), es una estructura dsea cerrada en forma de
caracol que posee tres compartimentos llenos de fluido: la escala vestibular, la escala timpanica y la
escala media (Fig. 1B-C). La escala timpanica y vestibular se conectan en el extremo apical de la
coclea y se encuentran llenos de perilinfa, una solucién cuya composicion es similar al medio
extracelular. La escala media se encuentra aislada y posee una solucién rica en potasio (157 mM)
llamada endolinfa. Dada la composicidn idnica de la endolinfa, esta presenta una diferencia de
potencial de +80 mV respecto al resto de las escalas. A este potencial se lo conoce como potencial
endococlear. La escala timpanica y la escala media se encuentran separadas por la membrana

basilar, sobre la cual se encuentra emplazado el Organo de Corti.
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Figura 1. Estructura anatomica del oido. En A se observa la estructura general del oido compuesto por el
oido externo, medio e interno. El sonido ingresa por el oido externo, impacta en la membrana timpanica y
este movimiento es transmitido por los huesecillos del oido medio hacia la cdclea en el oido interno. En By
C se muestra un corte transversal de la cdclea en el que pueden observarse los tres compartimentos
cocleares y la localizacién del 6rgano de Corti. En D se esquematiza la transmisién del estimulo sonoro entre
el oido medio y el oido interno a través de la ventana redonda. En E se muestra cdmo el movimiento
transmitido por los huesecillos a la ventana redonda se transforma en la onda viajera de la membrana
basilar. En D y E se indica la zona de la membrana basilar donde se decodifican las frecuencias altas y las
bajas. F, detalle de la estructura del érgano de Corti. En el mismo se pueden observar las células ciliadas
internas (CCls), los fonoreceptores propiamente dichos, y las células ciliadas externas, los amplificadores.

El Organo de Corti es el epitelio neurosensorial del oido y posee las células sensoriales auditivas: las
células ciliadas. Las células ciliadas poseen su zona basal apoyada sobre células de soporte que a su
vez se apoyan sobre la membrana basilar, mientras que su extremo apical se encuentra expuesto
hacia la escala media, inmerso en la endolinfa (Fig. 1C y F). Las células ciliadas poseen en la zona
apical un haz de prolongaciones que, contrario a lo que indica su nombre, no son verdaderos cilios
sino que estdn formadas por filamentos de actina, y son llamadas estereocilios (Fig. 2). Los
estereocilios se encuentran unidos entre si por diversos complejos proteicos, el mas apical de los
cuales se denomina Tip Link (Vollrath et al., 2007). Recubriendo los estereocilios se encuentra una

membrana acelular llamada membrana tectorial (Fig. 1E).
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La ventana redonda conecta directamente con la escala timpanica (Fig. 1D). Las ondas de presion
generadas en el fluido de la escala timpanica por el movimiento de la ventana redonda son
convertidas en una onda de movimiento transversal que se desplaza a lo largo de la membrana
basilar llamada onda viajera (Fig. 1F) (Von Bekesy, 1956). Este movimiento de la membrana basilar
produce una deflexién de los haces de estereocilios que resulta en la apertura de canales
mecanotransductores ubicados en los mismos. Se propone que la tensién generada en el Tip link es
el responsable de producir la apertura del mecanotransductor (Vollrath et al., 2007) (Fig. 2). Si bien
la identidad molecular de los canales mecanotransductores es aun desconocida, se ha comprobado
gue se trata de un canal catidnico inespecifico de alta conductancia (~100 pS), muy permeable al
Ca®* (Pca/Pna ™~ 5) vy cuya velocidad de apertura es la mas rapida medida en un canal idnico
(constantes de activacion en el orden de psegundos) (Fettiplace, 2009). Dada la composicion de la
endolinfa, la apertura de los canales mecanotransductores produce una entrada masiva de K" que

genera una rapida despolarizacion en las células ciliadas.

Figura 2.El mecanotransductor. A,
microscopia electrédnica mostrando
los haces de estereocilios de las CCls
(1 hilera, abajo hacia la izquierda) y
los de las CCEs (3 hileras). En B se
muestra una amplificacién de dos
estereocilios unidos por el tip link
(escala = 0.1 uM). En C se muestra un
esquema del movimiento de los
estereocilios durante la transduccidn
del sonido. En D se muestra un
modelo  esquemadtico  de las
moléculas involucradas en la
transduccién sonora. Durante el
movimiento de los estereocilios,
aumenta la tension en el tip link lo
que promueve la apertura de los
canales mecanotransductores
permitiendo el ingreso de potasio
desde la endolinfa y generando asi un
cambio de voltaje o potencial
receptor en la célula ciliada.
(Adaptado de Vollrath et al., 2007).

[

En los mamiferos existen dos tipos de células sensoriales: las células ciliadas internas (CCls) y las

células ciliadas externas (CCEs) (Fig. 1). Las CCls son los fonoreceptores propiamente dichos. Estas
células poseen en la zona basal una maquinaria de liberacion sindptica muy desarrollada y como

consecuencia de la despolarizacion producida por el movimiento de los estereocilios (potencial

9
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receptor) liberan glutamato, activando asi a los receptores para este neurotransmisor presentes en
las dendritas de las neuronas aferentes que las inervan. Estas son las neuronas cuyo axones

conforman el nervio auditivo, el cual lleva las sefiales hacia el SNC (Fuchs et al., 2003).

La membrana basilar es una estructura compuesta por fibras de coldgeno cuya forma y rigidez varia
a lo largo de la longitud de la céclea. Como consecuencia de las propiedades estructurales de esta
membrana el sitio de maxima oscilacion de la onda viajera a lo largo de la cdclea dependerd de la
frecuencia del estimulo que llega a la ventana redonda. De esta manera los estimulos de mayor
frecuencia producen desplazamientos mdximos en la zona basal y los estimulos de menor frecuencia
lo hacen en la zona apical (Von Bekesy, 1956) (Fig. 1D-E). Este fendmeno es la base del mecanismo
por el cual el oido interno es capaz de realizar un andlisis de frecuencia de los sonidos, ya que las

frecuencias detectadas por cada CCl queda determinada por su posicion longitudinal en la cdclea.

El amplificador coclear

Si bien existe consenso en que las propiedades mecdnicas de la membrana basilar determinan la
capacidad del oido de analizar las frecuencias componentes de un sonido, el grado de discriminacion
de las frecuencias (sintonizacidn fina) que se logra mediante este mecanismo es menor al que se
observa fisiologicamente (Robles y Ruggero, 2001). Esto se debe a la amortiguacién de la
propagacion del movimiento de la membrana basilar que impone el fluido coclear. Este efecto de
amortiguacion es contrarrestado por un mecanismo dependiente de energia que retroalimenta
positivamente el movimiento de la membrana basilar. Este mecanismo fue llamado en forma
genérica amplificador coclear (Davis, 1983). Tanto la existencia del amplificador coclear como su
contribucidn a la sintonizacion fina de la frecuencia dptima en cada sitio de la membrana basilar han
sido extensamente demostradas experimentalmente. A su vez, se encontrd que la magnitud de la
amplificacion de los sonidos presenta una relacidon no lineal con la intensidad del estimulo, de
manera que los sonidos de baja intensidad son amplificados en mayor magnitud que los de alta
intensidad (Rhode, 1971; Sellick et al., 1982; Robles et al., 1986; Robles y Ruggero, 2001; Ashmore,
2008). Esta caracteristica explica la gran amplitud en el rango dinamico de la audicién. Otra
consecuencia de la existencia de una retroalimentacidén positiva es la generacién espontdnea de
movimiento de la membrana basilar. Estos movimientos espontaneos pueden ser medidos como
sonidos en el canal auditivo. Estos sonidos son llamados emisiones otoacusticas (Kemp, 1978). Todos
estos fendmenos dependen de la integridad de las CCEs (Ryan y Dallos, 1975; Evans y Harrison, 1976;

Dallos y Harris, 1978), por lo tanto se considera que estas células conforman el amplificador coclear.
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Existe actualmente un gran debate respecto de cudl es la base molecular del amplificador coclear en
los mamiferos. Uno de los mecanismos propuestos se basa en una propiedad particular de las CCEs
de los mamiferos llamada electromotilidad, descripta por primera vez en 1985 (Brownell et al.,
1985). Esta propiedad implica que las CCEs son capaces de cambiar su forma en respuesta a cambios
en su potencial de membrana y que resulta en un movimiento en el eje vertical de las células (una
hiperpolarizacién resulta en una elongacidn de las CCEs mientras que una despolarizacién resulta en
un acortamiento, Fig. 3). Los estereocilios de las CCEs, a diferencia de los de las CCls, se encuentran
adheridos a la membrana tectorial, de modo que los movimientos de estas células son transmitidos
a la membrana basilar. El modelo de funcionamiento del amplificador coclear basado en la
elctromotilidad es que cuando las CCEs cambian su potencial de membrana en respuesta a los
estimulos sonoros se produce, en fase con el estimulo, un movimiento de las CCEs que amplifica
mecanicamente el movimiento de la membrana basilar, aumentando asi la seiial detectada por las
CCls (Ashmore, 1987). Estudios posteriores identificaron a la prestina, como la proteina responsable
de acoplar los cambios en el potencial de membrana de la célula con los cambios en la forma de las
mismas (Zheng et al., 2000). La prestina es una proteina de la familia de los transportadores de
sulfato que se encuentra muy enriquecida en la membrana lateral de las CCEs. Esta proteina es
capaz de cambiar su conformacion en respuesta a cambios en el potencial de membrana,
aumentando o disminuyendo el drea que ocupa. La alta densidad que presenta esta molécula en la
membrana (Yu et al., 2006) hace que los cambios de area observados macroscdpicamente en las

CCEs no afecten el volumen celular (Fig. 3).
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La existencia de un mecanismo activo de amplificacién coclear no es exclusiva de los mamiferos, sino
qgue se ha evidenciado en diversos vertebrados no mamiferos, a pesar de que estos ultimos no
presentan motilidad somatica (Manley, 2000). En estas especies se ha demostrado que los mismos
estereocilios son capaces de generar fuerza que no sélo retroalimenta mecédnicamente la entrada

auditiva, sino que produce movimientos espontaneos (Crawford y Fettiplace, 1985). La generacién
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de fuerzas por parte de los estereocilios se basa en la interaccién entre los cambios de tension del
Tip-link y la apertura de los canales mecanotransductores (Vollrath et al., 2007). Segun este modelo,
cada vez que se abre un canal mecanotransductor se produce la relajacion de la tensién en un Tip-
link, lo que implica un aumento en la tensién detectada por el resto de los Tip- Links y que genera a
su vez la apertura de mas canales mecanotransductores (Hudspeth, 2008). Esta reaccién en cadena
amplificaria el efecto inicial de la deflexion de los esterocilios. Estudios tanto tedricos como
experimentales sugieren que este mecanismo de amplificacion permite explicar todas las
caracteristicas previamente descriptas del amplificador coclear. Aunque este fendmeno fue
descripto inicialmente en vertebrados no mamiferos, estudios recientes demuestran que se
encuentra conservado en mamiferos y contribuye a la amplificacion del sonido (Kennedy et al.,

2005).

Si bien el campo de la audicidn estuvo dividido durante afios entre estos dos mecanismos de
amplificacion, dada la abundante evidencia experimental favoreciendo ambos mecanismos, en los
ultimos afios se han propuesto mecanismos mixtos en los que tanto la electromotilidad como la
fuerza generada por los estereocilios contribuyen a la amplificacién (Ashmore et al., 2010). Uno de
los modelos de funcionamiento que presenta actualmente mayor consenso, plantea la posibilidad de
gue los estereocilios actien como pre-filtros, determinando la sintonizacion de los receptores,
mientras que la electromotilidad somatica seria la principal responsable de la amplificacién (Dallos

et al., 2008; Hudspeth, 2008; Maoileidigh y Julicher, 2010).
Innervacién del Organo de Corti

La division de funciones que presentan los dos tipos de células ciliadas presentes en los mamiferos,

se encuentra acompafiada por patrones de innervacién bien diferenciados (Fig. 4).
Innervacion aferente: codificacion de estructura temporal e intensidad

Las CCls, conforme con su funcion de receptor sonoro propiamente dicho, se encuentran inervadas
exclusivamente por terminales aferentes que conforman las fibras del nervio auditivo (Fig. 4A y B).
Cada fibra aferente contacta una uUnica CCl y cada CCl estd inervada por 5 a 30 fibras aferentes. Las
fibras aferentes que inervan a una misma CCl, responden en forma maxima a una frecuencia
especifica (Galambos y Davis, 1943; Kiang et al., 1962), de acuerdo con su posiciéon tonotdpica
(Liberman, 1982). Como se menciond anteriormente, por su naturaleza los estimulos sonoros
presentan variaciones temporales muy rapidas y parte de las adaptaciones que poseen las células
ciliadas, que permiten la codificacién de dichos estimulos, es la velocidad de la cinética de los

mecanotransductores. Sorprendentemente, se ha demostrado que también las fibras aferentes son
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capaces de seguir las respuestas de las CCls en fase con el estimulo hasta frecuencias de 5 kHz
(Matthews y Fuchs, 2010). Esto implica que las CCls deben poseer la capacidad de liberar
neurotransmisor a las dendritas aferentes en forma extremadamente rapida. Esta capacidad se la
confiere una estructura particular llamada sinapsis en cinta (Fig. 4B) que consiste en una estructura
proteica a la que se adosan numerosas vesiculas sindpticas. Esta estructura se encuentra en diversas
células sensoriales que comparten la funcién de regular la liberaciéon en forma graduada, a saber, los
fotoreceptores, las células bipolares de la retina, los electroreceptores y las células ciliadas del
sistema vestibular y de la linea lateral (Matthews y Fuchs, 2010). Se ha demostrado en diversos
modelos animales que su integridad es fundamental para sostener una alta velocidad de liberacion
(Matthews y Fuchs, 2010). Mediante esta sinapsis especializada, las fibras auditivas son capaces de
mantener la estructura temporal de los estimulos, lo que permite al SNC llevar a cabo tareas tan
diversas como la localizacién del origen espacial de los estimulos o la comprensién del lenguaje. Las
distintas fibras aferentes que inervan una misma CCl también difieren en su umbral de respuesta, de
manera que algunas son activadas con intensidades de estimulo muy bajas y saturan rapidamente,
mientras que otras son activadas a mayores intensidades (Liberman y Kiang, 1978; Winter et al.,
1990). Esto indica que existe un mecanismo de codificacion segun el cual una mayor intensidad de
estimulo estaria asociada a un mayor reclutamiento de fibras aferentes por CCl (Meyer y Moser,
2010). Diversos estudios sugieren que estas diferencias de sensibilidad se encuentran determinadas
presinapticamente por diferencias en la estructura de la sinapsis en cinta (Merchan-Perez vy

Liberman, 1996) y por la cantidad de canales de calcio asociados a la misma (Frank et al., 2009).

Innervacion eferente a las CCEs: control del amplificador coclear

Las CCEs, cuya funcion principal es la de amplificar los movimientos de la membrana basilar, si bien
reciben una inervacion aferente de tipo Il (Weisz et al., 2009) estdn mayoritariamente inervadas por
fibras eferentes (Fig. 4A). Los cuerpos neuronales de estas fibras eferentes se encuentran en la
region media de la oliva superior en el tallo encefdlico y son por tanto llamadas fibras mediales
olivococleares (MOC) (Warr y Guinan, 1979). Desde este sitio las neuronas MOC envian fibras que se
denominan no-cruzadas o cruzadas segun si cruzan o no el tallo cerebral a la altura del cuarto
ventriculo inervando la céclea ipsilateral o contralateral. A su vez, un subgrupo de estas neuronas
envia fibras colaterales hacia el nucleo coclear (Brown et al., 1991). Las fibras MOC se encuentras
recubiertas de mielina en la mayor parte de su trayecto hacia la coclea (primero formando parte del
nervio vestibular y luego del nervio auditivo), pero pierden esta mielinizacién dentro de la céclea a la

altura del canal de Rosenthal (Fig. 1BC) (Raphael y Altschuler, 2003). Estas fibras pueden sufrir
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ramificaciones en distintos puntos de su recorrido dentro de la cdclea (a la altura del ganglio espiral,
de las IHC y del tunel de Corti), de manera que una Unica fibra puede inervar numerosas CCEs (Warr
y Boche, 2003). Este grado de ramificacion es variable segun las especies. Por ejemplo, en la rata se
encontraron fibras MOC Unicas con contactos en 80 CCEs (Warr y Boche, 2003) mientras que en los
ratones el nimero mas alto encontrado fue de 9, debido al bajo grado de ramificacion de fibras MOC

en esta especie (Wilson et al., 1991).

La innervacién eferente de las células ciliadas no es exclusiva de los mamiferos, sino que es comun a
todos los vertebrados. Esto se cumple no sélo en las células ciliadas del epitelio auditivo sino
también en otros érganos sensoriales que poseen células ciliadas como receptores sensoriales, a
saber, el aparato vestibular y la linea lateral en peces y anfibios (Manley y Koppl, 1998; Simmons,

2002).

‘terminal
MOC

Figura 4. Inervacion de las células ciliadas. A. Patrén de innervacion de las CCls y las CCEs. Las CCls estan
inervadas por un gran nimero de fibras aferentes que conforman el nervio auditivo (rojo), las CCEs, en
cambio, se encuentran inervadas principalmente por fibras eferentes del sistema MOC (amarillo). En B se
muestran las especializaciones sinapticas de la sinapsis entre las CCls y las dendritas de las neuronas
aferentes, llamada ‘Ribbon synapse’ o sinapsis en cinta. En C se muestra un esquema de las especializaciones
de los contactos sindpticos entre las fibras MOC y las CCEs. En la misma se muestra la ubicacién sinaptica del
nAChR a9a10 y del canal SK2 y se indican también las cisternas subsinapticas.
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Funcion del sistema MOC

Los primero indicios respecto a la funcidon que cumple esta inervacidn eferente en la funcién auditiva
provienen de experimentos en los cuales se activan eléctricamente las fibras MOC mientras se
monitorea la respuesta del nervio auditivo a estimulos sonoros. De esta manera se demostré que
existe una disminucién en la respuesta del nervio auditivo producido por la activacidn de las fibras
MOC (Galambos, 1956; Wiederhold y Kiang, 1970). Es decir que el sistema MOC ejerce un control
inhibitorio de la respuesta auditiva codificada por la céclea. Estudios posteriores demostraron que
esta inhibicidn de la respuesta aferente producida por las fibras MOC se encuentra a su vez asociada
a una disminucidn del potencial receptor de las CCls (Brown y Nuttall, 1984), en el movimiento de la
membrana basilar (Cooper y Guinan, 2006) y en la magnitud de las emisiones otoacusticas
(Mountain, 1980; Siegel y Kim, 1982). Todos estos resultados indican que la activacidn de las fibras
MOC resulta en una inhibicién del efecto amplificador de las CCEs reduciendo asi la ganancia de la

coclea.

Control periférico del amplificador coclear: el reflejo MOC

Las fibras MOC son la instancia final de diversos circuitos reflejos del sistema auditivo que provienen
tanto de la periferia como del SNC. Las conexiones provenientes de la periferia son las que
componen el llamado Reflejo MOC (Fig. 5). Este reflejo se inicia con la llegada de un estimulo sonoro
y la consecuente activacién de las fibras aferentes. Las fibras aferentes contactan a interneuronas
del nucleo coclear (de Venecia et al.,, 2005) que a su vez proyectan contralateralmente hacia los
cuerpos neuronales de las fibras MOC. Las neuronas MOC a su vez envian sus axones hacia las CCEs
en forma contralateral (Reflejo MOC ipsilateral) o ipsilateral (Reflejo MOC contralateral) (Fig. 5,
Guinan, 2006). La activacion de este reflejo puede medirse experimentalmente como una
disminucién tanto en la tasa de disparo de las fibras aferentes (Warren y Liberman, 1989a) como en
las emisiones otoacusticas (Liberman et al.,, 1996; Kujawa y Liberman, 2001) en respuesta a un

estimulo sonoro prolongado ipsilateral o contralateral.

El efecto inhibitorio contralateral es frecuencia-especifico (Warren y Liberman, 1989b; Kujawa y
Liberman, 2001), es decir, que la mayor magnitud de inhibicién se da para la misma frecuencia del
tono utilizado para activar el reflejo. De esta manera, este reflejo permite un control de la ganancia

acoplado a un estimulo de entrada en forma frecuencia-especifica.

Se ha observado que la magnitud de la inhibicion es mayor a medida que aumenta la intensidad del

sonido contralateral (Rajan, 2000). Esto ha llevado a proponer que es un mecanismo de proteccion
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contra el trauma acustico. Por otro lado, el reflejo MOC tiene un mayor efecto cuando es evocado
con ruido que con tonos puros (Liberman, 1989; Warren y Liberman, 1989b). Esta propiedad explica
una funcidn paraddjica del sistema MOC: el desenmascaramiento. En un contexto ruidoso, la
respuesta del nervio auditivo a un estimulo puro se ve limitado por dos razones. Por un lado, hay
una activacién constante del nervio auditivo lo que impide la codificacion de intensidades bajas del
estimulo. Por otro lado, esta misma activacidn constante genera un efecto de fatiga de la liberacion
por parte de las CCls, disminuyendo asi la respuesta maxima alcanzada por las fibras aferentes. Estos
dos efectos disminuyen el rango dinamico de las fibras aferentes. La inhibicién general del sistema
mediante el reflejo MOC permite recuperar el rango dinamico “desenmascarando” los tonos Unicos
en ambientes ruidosos (Nieder y Nieder, 1970; Dolan y Nuttall, 1988; Winslow y Sachs, 1988; Kawase
et al., 1993).

S CCEs
Nervio 4,:,NC‘-1'
auditivo [/

NGy, Nenio
k | auditivo acl

Haz CC

Nervio
suditive

Céclea
contralateral

Coclea
ilpsilateral

Tallo cerebral

Figura 5. El reflejo MOC. Esquema anatémico de la activacién del reflejo MOC en la céclea derecha. La
activacion del nervio auditivo en la coclea derecha genera, via las interneuronas del nucleo coclear (NC), la
activacion de las neuronas MOC contralaterales cuyas fibras vuelven a cruzar tallo para inervar la cdclea
derecha (reflejo ipsilateral, celeste). En forma andloga, la activacion del nervio auditivo en la cdclea
izquierda produce la activacion de las neuronas MOC contralaterales que luego inervan en forma ipsilateral
la cdclea derecha (refleio MOC contralateral. roio).(Adaptado de Guinan. 2006)

Propiedades de las fibras MOC

La activacién del sistema eferente mediante el reflejo MOC ha sido utilizado extensamente para
estudiar las respuestas electrofisiolégicas de las fibras eferentes olivococleares. Los registros de
estas fibras se realizan en el animal entero en la zona del ganglio espiral de una céclea mientras se
les presentan los estimulos acusticos. Estos estudios demuestran que muchas de las propiedades de
la fisiologia del reflejo MOC que han sido descriptas anteriormente, tienen un fuerte correlato
neuronal. Las fibras MOC responden a la estimulaciéon auditiva con disparos regulares que se
mantienen mientras el estimulo auditivo esta presente (Brown et al., 1998). Existen distintos tipos
de fibras MOC que responden en forma especifica a sonidos presentados en el oido que inervan, en

el oido contrario, o en ambos oidos indistintamente. En forma coincidente con lo que ocurre con el
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reflejo MOC, las fibras eferentes responden preferentemente a una frecuencia caracteristica (FC)
presentando curvas de ajuste muy agudas (Robertson y Gummer, 1985; Liberman y Brown, 1986;
Brown, 1989). Por otro lado, cuando una fibra es estimulada a su FC la tasa de disparo en respuesta
a un estimulo aumenta monotdnicamente con la intensidad del estimulo (Robertson y Gummer,
1985; Liberman y Brown, 1986; Brown, 1989; Brown et al., 1998). A su vez, la tasa de disparo
evocada por estimulacién con tonos puros resulta menor a la evocada con ruido blanco (Brown et
al., 1998). Las fibras MOC responden a su vez diferencialmente a estimulos presentados sélo en su
oido de preferencia o en ambos oidos (Brown et al., 1998). Este fendmeno coincide a su vez con un
mayor efecto de inhibicidn de emisiones otoacusticas y de proteccidon contra el trauma acustico
cuando se activa el sistema olivococlear estimulando ambos oidos (Cody y Johnstone, 1982;

Liberman et al., 1996).

Todas estas observaciones indican que el patron de disparo de las fibras MOC refleja diversas
caracteristicas de los estimulos sonoros que las activan y que a su vez, estos distintos patrones de

disparo regulan la intensidad del efecto inhibitorio sobre la funcién auditiva.

Control central del amplificador coclear

Las neuronas MOC no reciben inervacion proveniente solo de la periferia sino que son contactadas
por vias provenientes de diversos centros de procesamiento superior como el coliculo inferior
(Thompson y Thompson, 1993; Vetter et al., 1993), el locus coreolus (Mulders y Robertson, 2001) y
la corteza auditiva (Mulders y Robertson, 2000a; Horvath et al., 2003). A su vez, se ha demostrado
que la estimulacidn eléctrica del coliculo inferior produce efectos similares a la activacion de las
fibras eferentes, como la disminucion de la tasa de disparo y el aumento en la corrientes de las CCEs
(Mulders y Robertson, 2000b; Ota et al., 2004). Estas vias descendentes estan probablemente
relacionadas con el control cognitivo de la entrada auditiva mediado por el sistema eferente. Este
tipo de controles incluyen la deteccién de sefales auditivas de relevancia (Maison et al., 2001; Tan et

al., 2008) y procesos de atencion selectiva (Oatman, 1976; Delano et al., 2007).

La sinapsis eferente a las CCEs.

El control inhibitorio de la actividad de las CCEs se lleva a cabo mediante una sinapsis muy particular.
Las CCEs poseen contactos sindpticos con 1 a 3 botones eferentes cuya caracteristica estructural mas

notable es la presencia de una cisterna subsinaptica muy desarrollada en aposicidon a la membrana
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postsinaptica (Fig. 4D). El principal neurotransmisor liberado por las fibras MOC es la acetilcolina
(ACh) (Eybalin, 1993). Tanto la aplicacidon exdgena de ACh (Housley y Ashmore, 1991; Dulon y Lenaoir,
1996; Evans, 1996; Nenov et al., 1996b, a) como la liberacién de neurotransmisor desde los
terminales eferentes (Oliver et al., 2000) producen respuestas bifasicas compuestas por una
depolarizacidn rapida inicial seguida de una gran corriente hiperpolarizante lenta que le confiere a
esta sinapsis un caracter inhibitorio. Esta respuesta se produce por la activacidon de dos tipos de

canales ionicos.

El receptor nicotinico

La identificacion del receptor colinérgico que media esta sinapsis fue posible tras el clonado de dos
nuevas subunidades de los receptores nicotinicos: la subunidad a9 (Elgoyhen et al.,, 1994) y la

subunidad a10 (Elgoyhen et al., 2001; Sgard et al., 2002).

Los receptores colinérgicos nicotinicos (nAChRs) son canales catidnicos inespecificos activados por
ligando y pertencen a la superfamilia de los canales Cys-Loop junto con los receptores ionotrdpicos
de GABA, Glicina y Serotonina (Dani y Bertrand, 2007). Como todos los receptores de esta
superfamilia, los receptores nicotinicos estan formados por cinco subunidades de idéntica topologia:

cada una posee cuatro pasos transmembrana, el segundo de los cuales constituye el poro de

permeacion (Fig. 6).

Figura 6. Estructura de los receptores
nicotinicos. Los receptores nicotinicos
son canales idnicos formados por cinco
subunidades (izquierda). Cada una de
ellas estd formada por cuatro pasos
transmembrana (TM1-TM4), el segundo
de los cuales tapiza el poro del canal.

La subunidad a9 forma canales homoméricos funcionales al ser expresada en un sistema heterdlogo
(Elgoyhen et al., 1994) mientras que la subunidad al0 sélo es funcional cuando se expresa en
conjunto con la subunidad a9 (Elgoyhen et al., 2001), formando receptores con una estequiometria

propuesta de 2 subunidades a9 y 3 subunidades a10 (Plazas et al., 2005a).
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Si bien las subunidades a9 y al0 presentan un alto nivel de identidad de secuencia entre ellas (54/ ),
poseen un bajo nivel de identidad con el resto de los nAChRs (< al 39/, Elgoyhen et al., 1994,
Elgoyhen et al., 2001), considerandose como los miembros mas alejados y ancestrales de la familia
(Le Novere et al., 2002; Franchini y Elgoyhen, 2006). Estas diferencias de identidad aminoacidica se
correlacionan con el perfil farmacolégico atipico de este receptor, que presenta similitudes con otros
miembros de la superfamilia Cys-Loop (Rothlin et al., 1999; Elgoyhen et al., 2001; Rothlin et al.,
2003). Ademas, este receptor presenta una farmacologia mixta que comparte caracteristicas de los
receptores colinérgicos tanto nicotinicos como muscarinicos (receptores de ACh acoplados a
proteina G) (Elgoyhen et al.,, 1994; Elgoyhen et al., 2001). Este perfil farmacolédgico peculiar es
compartido por los canales homoméricos a9, los heteroméricos a9al1l0 y por los receptores

colinérgicos nativos de las células ciliadas de la cdclea (Gomez-Casati et al., 2005).

Por el contrario, los receptores a9 y los a9al10 presentan varias diferencias en cuanto a sus
propiedades biofisicas. Los nAChRs a9 no se desensibilizan en presencia del agonista mientras que
los receptores a9al10 presentan una desensibilizacién significativa. Por otro lado, la actividad del
receptor 09a10 es modulada por Ca** en forma bifasica: bajas concentraciones de este ion (< 0.5
mM) potencian su actividad mientras que concentraciones mayores, dentro del rango fisiolégico ( >
0.5 mM), ejercen un bloqueo de la respuesta. Los receptores a9, por el contrario, son bloqueados
por el Ca®* extracelular (ICs, 100 pM) y no presentan potenciacion por este catién (Katz et al., 2000;
Weisstaub et al., 2002). Por otro lado, ambos receptores presentan una alta permeabilidad al Ca**
(Pca/Pna ~ 9-16) (Katz et al., 2000; Sgard et al., 2002; Weisstaub et al.,, 2002). Las corrientes
colinérgicas observadas en las células ciliadas presentan un perfil biofisico similar al descripto para el
receptor recombinante a9al0, indicando que este es el receptor que media las respuestas
colinérgicas en estas células (Gomez-Casati et al., 2005). En linea con esta hipdtesis, las células
ciliadas de los ratones con una mutacién nula en el gen que codifica para la subunidad a9 no
responden a la ACh (Vetter et al., 1999). Asimismo, estos ratones carecen de modulacién eferente

de la funcidn auditiva, es decir que estan funcionalmente de-eferentados (Vetter et al., 1999).

El canal SK2

La activacion del nAChR a9a10 explica la fase depolarizante de la respuesta de colinérgica de las
células ciliadas. Sin embargo, es la fase lenta, hiperpolarizante, la que confiere el signo inhibitorio a
las respuestas colinérgicas. Esta fase se debe a la activacién secundaria de una corriente de K*

conducida por un canal del tipo SK2 (Dulon y Lenoir, 1996; Nenov et al., 1996b; Glowatzki y Fuchs,
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2000; Oliver et al., 2000; Marcotti et al., 2004; Gomez-Casati et al., 2005; Goutman et al., 2005). Este
tipo de canales de K* son de baja conductancia, insensibles al voltaje y se activan por la presencia de
bajas concentraciones de Ca* intracelular (Clsy : 0.3-0.7 uM) (Stocker, 2004). Esta activacion esta
mediada por interaccidn de estos canales con calmodulina (Xia et al., 1998). El modelo de activacion
de esta corriente en las células ciliadas es que dada la alta permeabilidad al Ca** de los receptores
a90a10, su apertura produce un rapido aumento del Ca*" intracelular que activa los canales SK2. La
eficiencia de este complejo de sefializacién depende de un ajustado acople entre estos dos canales.
En este sentido, basandose en que el curso temporal de las respuestas sinapticas de las CCEs estd
dominado por la cinética de canal SK2, y que son necesarias altas concentraciones del quelante
rapido de Ca®, BAPTA, para desacoplar la respuesta, se ha estimado que estos dos canales se

encuentran en microdominios a una distancia aproximada de 10 nm (Oliver et al., 2000).

Asimismo, se ha propuesto que las cisternas subsindpticas de las CCEs podrian estar contribuyendo a
la activacion de los canales SK2. En este caso, el modelo propuesto es que la entrada de Ca** por los
nAChRs promoveria la liberacién de Ca®* de las cisternas a través de canales de ryanodina del tipo |
(RyR 1) y que esta salida de Ca*" hacia el citosol contribuiria a la activacién de los canales SK2. La
activacion de los canales SK2 mediante este mecanismo ha sido descripto en neuronas simpaticas de
rana (Akita y Kuba, 2000). La presencia de RyR | ha sido demostrada en las cisternas de las CCEs
(Lioudyno et al., 2004) y existen evidencias farmacolégicas que sustentarian una participacion de
estas estructuras en la respuesta colinérgica de estas células (Shigemoto y Ohmori, 1991; Yoshida et

al., 1994; Lioudyno et al., 2004).

Innervacion eferente durante el desarrollo.

La descripcion anatdmica y funcional del sistema eferente hasta aqui realizada corresponde a
mamiferos adultos. Existe sin embargo un periodo durante el desarrollo temprano del sistema
auditivo en el cual el patréon de innervacidon del sistema eferente es distinto al del adulto v,

presumiblemente, también difiere su funcién (Fig. 7).

Este proceso se encuentra especialmente estudiado en roedores en los cuales el desarrollo final de
la funcion auditiva se da en forma postnatal como es el caso de las ratas, los ratones y los hamsters.
En estas especies las fibras MOC ingresan a la céclea en periodos embrionarios (Fritzsch y Nichols,
1993) y al momento del nacimiento forman contactos transitorios con las CCls (Simmons et al., 1996;
Pujol et al., 1998; Bruce et al., 2000). A partir del dia postnatal (P) 6, aproximadamente, las CCEs

reciben los primeros contactos eferentes y la inervacién a las CCls comienza a retraerse. En estas
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especies el comienzo de la audicién se produce alrededor de P12 (Puel y Uziel, 1987; Geal-Dor et al.,
1993), momento en cual el patréon de innervacion eferente adopta su estructura adulta, exclusiva en

las CCEs (Lenoir et al., 1980).

En paralelo con esta remodelacidn sindptica, se producen en las CCls cambios en la expresion de
genes involucrados con esta sinapsis. Las CCls expresan el ARN mensajero que codifica para las
subunidades a9 y al0 desde estadios embrionarios. Sin embargo, mientras la expresién del
mensajero de la subunidad a9 se mantiene hasta el estadio adulto (Elgoyhen et al., 1994; Luo et al.,,
1998; Simmons y Morley, 1998), el mensajero de la subunidad 010 deja de detectarse en P15
(Elgoyhen et al., 2001; Morley y Simmons, 2002). Asimismo, utilizando técnicas de
inmunocitoquimica se demostrd que tanto la subunidad a10 como el canal SK2 dejan también de
expresarse en las CCls luego de P15 (Katz et al., 2004), coincidiendo con la retraccion de las fibras

eferentes (Simmons et al., 1996).

T Figura 7. Expresion de las subunidades nicotinicas
Estadio Temprano

~E413-P0 WT——— ad a9 y al0 durante el desarrollo. En el esquema se
‘ et e all muestran tres periodos de la sinaptogénesis de las
_MOC e & 19a 10 fibras MOC en paralelo con la expresién de las

subunidades nicotinicas a9 y al0. En cada periodo
se indica en color bordd la edad correspondiente en
los roedores altricios. En periodos tempranos, antes
de que las fibras MOC hagan contacto con las CCls,

Estadio Intermedio cei CCEs
~P1-P14 iy m éstas expresan la subunidad nicotinica a9. En
O = . [? a estadios intermedios en los cuales tanto las CCls
: e it como las CCEs reciben contactos sinapticos, ambos
MOC " ; \ tipos celulares expresan las dos subunidades
= a9l 59a10 nicotinicas (a9 y al0). En las CCls, luego de la
: - retraccion de las fibras eferentes (alrededor de P12)
Estadio Madurc oo CCEes , de d | ia d .
~Pi4-adultez ‘ *“ aun puede detectarse la presencia de transcriptos
w‘.d/e AND para la subunidad a9 pero no para la alO.
_ /4 4 o\ (Adaptado de Simmons, 2002)
(& >

MOK e oy :

—— oY aYalo

La participacidon del receptor nicotinico a9a10 y del canal SK2 en esta sinapsis fue confirmada
mediante registros en CCls neonatales (Glowatzki y Fuchs, 2000). Ademds, en forma consistente con
los cambios en la expresion génica y en la inervacidn, las CCls presentan sensibilidad a la ACh entre

PO-P14 y respuestas sinapticas entre P1-P14 (Katz et al., 2004; Roux et al., 2011).

Las CCIs neonatales son capaces de generar potenciales de accidon calcicos repetitivos que
desaparecen al comienzo de la audicién debido a la expresidn de canales rdpidos de K" activados por

Ca®* del tipo BK (Kros et al., 1998). Esta actividad eléctrica de las CCls inmaduras es capaz de
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provocar la liberacidon de glutamato que activa a los receptores glutamatérgicos presentes en las

dendritas de las neuronas aferentes que forman el nervio auditivo (Beutner y Moser, 2001).

Si bien se propone que la generacién de estos potenciales de accidn es espontanea (Kros et al., 1998;
Johnson et al., 2011), algunos estudios sugieren que durante periodos tempranos del desarrollo, ATP
liberado desde las células de soporte que produce despolarizaciones en las CCls serian responsables

de provocar la generacidn de potenciales de accidn (Tritsch et al., 2007).

Las vias auditivas aferentes presentan actividad espontanea antes del inicio de la transduccion de
estimulos sonoros (Carlier et al., 1975; Gummer y Mark, 1994; Lippe, 1994; Jones et al., 2001; Jones
et al., 2007). Esta actividad espontdnea es caracteristica de los circuitos neuronales en desarrollo
(Blankenship y Feller, 2010) y se propone que es esencial para su correcto establecimiento, estando
involucrada en procesos de diferenciacidon neuronal, proliferacidon y migracién (Spitzer, 2006). En el
sistema auditivo, la anulacion de esta actividad resulta en alteraciones del correcto establecimiento
de distintos circuitos del procesamiento auditivo (Friauf y Lohmann, 1999; Gabriele et al., 2000;
Rubel y Fritzsch, 2002; Kandler, 2004; Leake et al., 2006; Leao et al., 2006). Estudios recientes han
demostrado que los patrones de actividad espontanea en las vias auditivas superiores durante el
desarrollo conservan la estructura de la actividad generada en las CCls, confirmando su origen

periférico (Tritsch et al., 2010).

La generacion de potenciales de accién en las CCls puede ser inhibida tanto por aplicacion exdgena
de ACh (Glowatzki y Fuchs, 2000) como por activacion eléctrica de las fibras MOC que las contactan
(Goutman et al., 2005; Johnson et al., 2011). Estos resultados sugieren que la inervacién eferente
olivococlear podria tener un rol modulatorio de la actividad espontanea de la via auditiva durante el
desarrollo, ejerciendo un control sobre el correcto establecimiento de las vias auditivas. En linea con
esta propuesta, se observé que el patrén de disparo ritmico de las neuronas aferentes inmaduras se

vuelve continuo luego de cortar los terminales eferentes (Walsh et al., 1998).

Transmision sinaptica y plasticidad de corto término

La forma principal de comunicacién entre neuronas es la sinapsis quimica rdpida. En este tipo de
sinapsis, un potencial de accién generado en la célula presindptica genera la apertura de canales de
Ca’* dependientes de voltaje (CCVD) en los terminales sinapticos. Esta entrada de Ca®* provoca una
liberacion rapida del neurotransmisor que es finalmente detectada por receptores en la célula
postsinaptica. La liberacién del neurotransmisor se produce por la fusion de vesiculas que lo

contienen en la membrana presindptica en zonas especializadas llamadas sitios activos. Este
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fendmeno fue evidenciado por primera vez a través de la observacién de que la amplitud de las
respuestas postsindpticas no se distribuyen continuamente, sino que representan multiplos de un
mismo valor correspondiente a la amplitud producida por la liberacidon de una Unica vesicula (Del
Castillo y Katz, 1954b). A partir de este tipo de observaciones experimentales se elaboraron los
primeros modelos ‘cudnticos’ que describen la funcionalidad de las sinapsis, cuya validez general se
mantiene hasta la actualidad. Los pardmetros fundamentales que definen a una sinapsis son i) la
amplitud de la respuesta producida por una Unica vesicula (tamafio cuantico), ii) el nimero de sitios
activos independientes (N) y la probabilidad de liberacidn en cada sitio (P). A partir de estos
parametros se puede definir el promedio de vesiculas que se libera en cada potencial de accién
como P x N. Este valor se conoce como ‘contenido cudntico’ (m) y es un indicio de la fuerza o

capacidad de transmitir informacion de una sinapsis.

En condiciones de baja probabilidad de liberacion (bajo P) la liberacién de vesiculas puede
modelarse con una distribucién de Poisson. La ventaja de este modelo es que por la simpleza de sus
expresiones permite estimar m sin necesidad de estimar los valores de N o P (ver Materiales y
Métodos), parametros poco accesibles en la mayoria de los sistemas experimentales. Cuando
cualquiera de los supuestos anteriormente mencionados no se cumplen (bajo P, N no
independientes, P no homogéneas entre sitios) son necesarios modelos mas complejos para

describir el funcionamiento de las sinapsis (Silver, 2003).

Es importante considerar que si bien todos estos pardmetros nos permiten caracterizar una sinapsis
en un momento particular, las sinapsis no son estaticas sino que pueden cambiar sus propiedades de
acuerdo a su historia. Dependiendo de sus caracteristicas intrinsecas y de la naturaleza de la
actividad a la que esta sujeta, una sinapsis puede aumentar o disminuir su fuerza. Estos cambios en
la fuerza de las sinapsis dependientes de la actividad se definen genéricamente como plasticidad
sindptica y se distinguen entre procesos de corto término cuando su efecto decae en segundos, o de
largo término cuando este efecto decae en el orden de minutos u horas. Existen dos procesos de
plasticidad de largo término denominados potenciacion de largo término (LTP) y depresién de largo
término (LTD), que producen un aumento o disminucion de la fuerza sindptica, respectivamente

(Malenka y Bear, 2004).

Dentro de los procesos de plasticidad de corto término se define una disminucidn de la fuerza
sindptica como depresion sindptica. Para el caso del aumento de la respuesta sinaptica se han
descripto, sin embargo, multiples componentes que pueden diferenciarse de acuerdo a su cinética
de crecimiento y decrecimiento. De esta manera se conoce como facilitacion a un proceso de

aumento de la fuerza sinaptica que se produce en el orden de ~100 ms. Este proceso es
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generalmente evidenciado mediante la aplicacidon de pares de estimulos a la célula presinaptica. En
algunos sistemas se han descripto dos componentes de la facilitacién, uno que se desarrolla en el
orden de 10 ms (F1) y otro que persiste durante ~100 ms (F2). Cuando se aumenta el nimero de
estimulos y se aplican trenes, se produce un aumento de la respuesta sindptica denominada
potenciacion post-tetdnica (PTP) cuyo tiempo de crecimiento se encuentra en el orden de segundos
y puede durar entre 30 s y unos minutos. En algunas sinapsis es posible hacer una diseccién de este
ultimo proceso en una fase rapida que crece y decrece en el orden de 5-10 s llamada aumentacion,

definiéndose el resto del efecto como PTP (Zucker y Regehr, 2002).

La estimacién del cambio de los parametros cudnticos antes descriptos durante los procesos de
plasticidad sindptica es la herramienta fundamental que se utiliza para determinar los fendémenos
moleculares subyacentes. Por ejemplo, en numerosos sistemas se ha demostrado que los procesos
de plasticidad de corto término que aumentan la fuerza sindptica estdn asociados a aumentos en el
valor de m sin cambios en el valor del tamafio cuantico (Fisher et al., 1997). Esto permitié establecer
gue este tipo de procesos se deben a mecanismos presinapticos. Mas aun, mediante la aplicacién de
modelos que permiten calcular P y N se ha demostrado que durante la facilitacion el aumento en m
no se debe exclusivamente a un aumento en la probabilidad de liberacidn, sino también a un
aumento del nimero de sitios activos (Zucker y Regehr, 2002). La aumentacién, sin embargo, se
asocia sélo con cambios en P y no en N (Stevens y Wesseling, 1999). El consenso actual es que la
facilitacion, la aumentacién y la PTP son procesos dependientes del Ca®, sin embargo los

mecanismos moleculares involucrados se encuentran aun en debate.

La primera hipdtesis que se elabord, fue que el Ca** residual que permanece en el terminal
presinaptico luego de un potencial de accién aumenta la liberacién del neurotransmisor por union
directa al sensor de Ca** que dispara la liberacién del neurotransmisor (Katz y Miledi, 1968). Estudios
mas recientes, sin embargo, indican que el Ca®** residual estaria actuando mediante otros
mecanismos. Por un lado se ha propuesto que el Ca** residual se uniria a buffers en la presinapsis,
saturandolos, de manera que la entrada de calcio producida por un segundo potencial de accidon
dejaria una mayor proporcion de calcio libre, capaz de interactuar con los sensores de calcio que
disparan la liberacidn (Blatow et al., 2003; Felmy et al., 2003; Muller et al., 2007). Alternativamente,
se ha propuesto la existencia de un sensor especifico “acilitatorio’ que une Ca** y aumenta la
eficacia sindptica por accién directa sobre la maquinaria de liberacién (Dittman et al., 2000; Sippy et
al., 2003) o promoviendo un mayor ingreso de Ca* (Tsujimoto et al., 2002; Mochida et al., 2008),

resultando en el fendmeno observable de facilitacion.
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La mayor duracion del efecto mediado por la aumentacion y la PTP estan relacionados con una
disminucién de la extrusién de calcio. Esto se debe a que durante una activacidn presindptica
repetitiva, hay un gran aumento tanto de Na* como de Ca?*. Esta alteracién del gradiente iénico para
el Na* impide la extrusion de Ca®* a través del intercambiador de Na*/Ca”*" o puede incluso hacerlo
trabajar en forma inversa (Mulkey y Zucker, 1992). Ademas, la expresién de PTP puede estar
mediada por liberacidn de calcio desde reservorios intracelulares como las mitocondrias y el reticulo

endoplasmatico (Tang y Zucker, 1997; Narita et al., 2000).

El andlisis de los parametros cuanticos de la depresion sindptica, demuestra que en la mayoria de los
casos puede involucrar una reduccién en P, en N o en ambos pardmetros, es decir, es de origen
presindptico. La hipdtesis de mayor consenso respecto al mecanismo que subyace a este fendmeno
es que durante la actividad repetitiva existe una disminucién del conjunto o pool de vesiculas que se
encuentran asociadas a la membrana listas para ser liberadas. A partir de esta idea se desprende que
el curso temporal de la depresidon sindptica dependera del tamanio inicial del pool de vesiculas, la
proporcién que se libere por potencial de accién, y la velocidad con la cual este pool sea
reemplazado (Zucker, 1989; Zucker y Regehr, 2002). Se han construido numerosos modelos basados
en esta idea. Si bien estos modelos capturan gran parte del fendmeno, estos no explican la rapida
depresion de la respuesta que se observa en diversos sistemas. Para explicar esta discrepancia, se
han propuesto mecanismos alternativos como la disminucién en la entrada de Ca** por inactivacién

de los CCVD (Forsythe et al., 1998; Xu y Wu, 2005).

En algunos casos, la depresién sinaptica puede ser también generada por mecanismos de origen
postinaptico. Los receptores idnicos activados por ligando luego de ser activados por la unién a su
agonista, pueden entrar en estados desensibilizados. En funcién de la cinética de desensibilizacion
de un receptor y de su tasa de recuperacion, es posible que este proceso se vuelva relevante
durante la liberacién presinaptica de alta frecuencia (Jones y Westbrook, 1996). En este sentido se
ha demostrado que la disminucién de la tasa de desensibilizacion, mediante modulacion
farmacoldgica, de la actividad de los receptores del tipo AMPA en sinapsis glutamatérgicas, produce

una disminucién en la depresidn sindptica (Mosbacher et al., 1994; Wong et al., 2003).

Todos estos procesos de plasticidad se producen simultdineamente de manera que el
comportamiento final de una sinapsis dependerd del balance entre ellos (Fig. 8). Un conocimiento
acabado de los procesos de plasticidad de corto término expresados por una sinapsis es
fundamental ya que no representan solamente la confiabilidad con la que una neurona es capaz de
transmitir informacion a otra, sino que limitan el ancho de banda en el cual la misma puede operar.

Una sinapsis que presenta un alto grado de depresion, por ejemplo, serd muy poco eficiente en
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transmitir actividad de alta frecuencia, es decir que actuara como un filtro pasa bajos. En forma
analoga, una sinapsis que muestra un alto grado de facilitacidn o potenciacion funcionara como un
filtro pasa altos. De esta manera, mediante la expresidon de uno u otro tipo de plasticidad de corto

término una sinapsis puede filtrar la informacion que es detectada por la célula postsindptica

contribuyendo al procesamiento de la informacion (Fortune y Rose, 2001).
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Figura 8. Plasticidad de corto término. En
este experimento simulado se ilustran los
distintos procesos de plasticidad de corto
término que pueden producir cambios en
una respuesta sinaptica evocada a 0.5 Hz.
Estos procesos se desencadenan por la
aplicacion de un tren de estimulacion a una
frecuencia de 10 Hz por 10 segundos
(indicado por el recuadro gris). En el panel
superior se observa el efecto total en la
respuesta sindptica, mientras que en los tres
paneles inferiores se muestra un detalle del
curso temporal de los distintos fendmenos
de plasticidad individualizados. Notar que la
facilitacion aumenta la amplitud de la
respuesta rapidamente durante el tren y
decae rapidamente una vez terminado el
mismo. La PTP crece lentamente durante el
tren y persiste luego de terminado el
estimulo. En este caso el efecto de la
depresidon es menor, por lo que el efecto
global de la estimulacion de alta frecuencia
en esta sinapsis es un aumento en la fuerza
sindptica. (Adaptado de Zucker y Regehr,
2002)
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis fue estudiar, tanto desde el punto de vista fisiolégico como
molecular, los procesos sinapticos que subyacen a la modulacién de la audicién por el sistema
eferente olivococlear en los mamiferos. En este contexto nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:

Objetivo 1: Estudiar el rol de la subunidad nicotinica a10 en la transmisién sindptica entre las fibras
eferentes y las células ciliadas de la céclea, durante el desarrollo postnatal del ratén, previo y

posterior al comienzo de la audicidn.

Objetivo 2: Caracterizar las respuestas sindpticas de las CCEs ante la estimulacién eléctrica de las
fibras del sistema MOC y los fendmenos de plasticidad sinaptica de corto término que presenta esta

sinapsis.

Objetivo 3: Caracterizar el efecto de alterar la actividad del receptor nicotinico a9a10 en la dinamica
de la sinapsis MOC a las células ciliadas, en ratones con una modificacién genética en la subunidad

a9 que le confiere al receptor una ganancia de funcion.
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Materiales y Métodos

Diseccion del érgano de Corti

Se utilizaron ratones Balb/c de diferentes edades postnatales. El dia de nacimiento se considerd
como dia 0 (PO, postnatal 0). Los ratones fueron sacrificados por decapitacion de acuerdo a los
lineamientos de la American Veterinary Medical Associations’ AVMA Guidelines on Euthanasia (June

2007).

Las disecciones del érgano de Corti se realizaron bajo lupa (Leica MZ75, Wetzlar, Alemania) en
ratones de edades desde P6 hasta P21. Luego de extraer la cdclea, se escindié la vuelta apical y
posteriormente se removié la estria vascularis, el modiolo y la membrana tectorial. Las
preparaciones se colocaron sobre un cubreobjetos con hilo de nylon para inmovilizarlas y luego se
montaron en una camara para registros electrofisioldgicos bajo un microscopio Leica LFS (Leica
DMLFS, Wetzlar, Alemania). El seguimiento visual de las preparaciones se realizd con contraste de
interferencia diferencial (DIC) utilizando un objetivo de inmersidn en agua 40X y una camara con
aumento de contraste (Hamamatsu C275410, Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu City, Japan).
Los registros electrofisiolégicos se realizaron inmediatamente luego de la diseccidn y los mismos se

prolongaron hasta un maximo de tres horas.

Registros electrofisiologicos en las células ciliadas

Las células ciliadas fueron identificadas primero visualmente utilizando el objetivo 40X y luego por su
capacitancia (de 7 a 12 pF) y por sus corrientes de Na* y K* caracteristicas (Kros et al., 1998; Marcotti
y Kros, 1999). Para realizar los registros electrofisiolégicos en las CCls, luego de montar la
preparacion bajo el microscopio, se removieron algunas células de soporte que se encuentran por
encima de ellas utilizando una pipeta de limpieza. Este paso es necesario para tener un mejor acceso
a estas células. La pipeta de registro fue trasladada a través del tejido bajo presidn positiva. Para
realizar los registros en las CCEs no fue necesario este paso previo de limpieza. Ademas, se trabajo
siempre con las CCEs de la primera fila (hay 1 fila de CCls y tres filas de CCEs en cada Organo de

Corti, ver Fig. 2A y Fig. 19A).

Los registros electrofisioldgicos en las CCls y CCEs se realizaron mediante la técnica de patch-clamp
en la configuracion whole-cell utilizando un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA). Las sefales fueron filtradas a 2-10 kHz y digitalizadas a 5-20 kHz mediante una

placa conversora analdgico-digital Digidata 1322A (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Los
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registros se realizaron a temperatura ambiente (22-252C). Se utilizaron pipetas de vidrio de 1.2 mm
de didmetro con resistencias de 6-8 MQ estiradas con un estirador de pipetas modelo PC-10 (Sutter
Instrument Co., Novato, CA, USA). Los registros en las CCls se realizaron a potenciales de sostén
(Vsosten) de -90 mV, a menos que se indique lo contrario en la seccidn correspondiente, mientras que

los registros en las CCEs se realizaron a un potencial de -40 mV.

Soluciones

La preparacion de cdoclea fue continuamente bafada con una solucién extracelular compuesta por
(en mM): NaCl 155, KCI 5.8, CaCl, 1.3, MgCl, 0.9, NaH,PO, 0.7, D-glucosa 5.6, y HEPES 10; pH 7.4;
300-320 mosmol kg™. Esta solucidn tiene una composicién idnica similar a la de la perilinfa, solucién
gue bafia la base de las células ciliadas. Dado que el nAChR a9al10 es bloqueado por cationes
divalentes (Weisstaub et al., 2002; Gomez-Casati et al., 2005), durante los experimentos se elimind
el Mg®* de la solucién extracelular. A su vez, cuando se estudiaron las corrientes colinérgicas se
redujo la concentracién de Ca** a 0.5 mM. Las soluciones de trabajo (K*40 mM, ACh y/o las distintas
drogas o toxinas) fueron aplicadas a través de una pipeta (con un diametro en la punta de ~150 um),
alimentada por un sistema de perfusion de seis vias operado por gravedad, ubicada

aproximadamente a 300 um de la célula en estudio.

Para registrar las corrientes combinadas nAChR+SK se utilizd la solucién intracelular KCI-EGTA
conteniendo (en mM): KClI 135, MgCl, 3.5, CaCl, 0.1, acido etilenglicol-bis(B-aminoetil ester)-
N,N,N*,N"-tetraacético (EGTA) 5, HEPES 5 y Na,ATP 2.5, pH 7.2. Para registrar las corrientes a través
del a9a10 nAChR aisladas, en vez de utilizar EGTA en la solucidn intracelular, se utilizé el quelante
rapido de calcio, acidol,2-bis(2-aminofenoxi)ethano-N,N,N’,N’-tetraacético (BAPTA), minimizando
asi la activacion de los canales SK2 por el Ca®* ( composicidn de la solucién KCI-BAPTA (en mM): KCl
135, MgCl, 3,.5, CaCl, 0.1, BAPTA 10, HEPES 5 y Na,ATP 2.5, pH 7.2). Ademas, a las soluciones de
trabajo se les agregé apamina, un bloqueante especifico de los canales SK2, a una concentracién de
1-10 nM (Kohler et al., 1996). La osmolaridad de las soluciones intracelulares varié entre 270 y 290

mosmol kg ™.

Estimulacion eléctrica del los axones eferentes MOC

Para producir la liberacién de neurotransmisor desde los terminales eferentes, se utilizé un

electrodo bipolar ubicado a 20-60 uM en direccidn hacia el modiolo de la CCl bajo estudio o de la CCl
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alineada con la CCE en estudio (Fig. 17A). El estimulo eléctrico fue aplicado a través de una pipeta de
vidrio de tipo theta de 20-80 uM de diametro. La posicidén de la pipeta fue luego ajustada hasta que
se observaron corrientes postsindpticas en forma consistente. Se utilizé una fuente de corriente
constante aislada (modelo DS3, Digitimer Ltd, Welwyn Garden City, UK) que fue activada a través de
la computadora de adquisicidn, utilizando la placa conversora analégico-digital Digidata 1322A
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Los estimulos generados fueron de hasta 30 mA de

amplitud y de 200-1000 ps de duracion.

Estimacion del contenido cuantico

Para estimar el contenido cudntico (m) en las CCEs, se aplicaron protocolos en los cuales se estimuld
con pulsos Unicos a una frecuencia de 1 Hz con 200 repeticiones del estimulo. Cuando se realizd la
estimacion en animales L9'T/L9'T, la frecuencia de estimulacién se redujo a 0.5 Hz debido al lento
decaimiento de las corrientes postsindpticas en esta cepa. El valor de m fue estimado utilizando tres
métodos. Segun el ‘método directo’, m es calculado como la relacién entre la amplitud promedio de
las corrientes inhibitorias postsinapticas evocadas (elPSCs) durante el protocolo de 200 repeticiones
(considerando las fallas) y la amplitud promedio de las corrientes inhibitorias postsinapticas
espontaneas (sIPSCs) (Del Castillo y Katz, 1954b). Cabe mencionar que en el caso de las CCEs, la
frecuencia de liberacién espontanea resulté muy baja en muchos casos y esto resulté en la exclusién
de varias células del analisis. Bajo el supuesto de que la liberacién de eventos sindpticos evocados
sigue una distribucidn de Poisson, m pudo ser también calculado utilizando el ‘método de las fallas’ o

el ‘método del coeficiente de variacion’ (Del Castillo y Katz, 1954b) segun:

P, = m’fxe!—m (ec.1) g?=u =m (ec.4)
—p-m — Mo —g _ym
Pp=e™ ™= N (ec.2) CV = = (ec.5)
N 1
m=1In (N_o) (ec.3) m=_—s (ec.6)

Si la liberacién de neurotransmisor sigue una distribucion de Poisson, la probabilidad de que ocurra
la liberacion de x vesiculas en un estimulo esta dada por la ecuacion 1, donde m es el nUmero de
vesiculas promedio que se libera, es decir, el contenido cudantico. En el caso particular de que el
numero de vesiculas liberadas sea cero (es decir, se produzca una falla), la ecuacion 1 se reduce a la

ecuacion 2. A su vez, podemos estimar la probabilidad de ocurrencia de fallas como el nimero de
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veces que se producen fallas dividido el nimero de veces que se estimuld (ecuacion 2).
Reordenando los dos ultimo términos de la ecuacidn 2 se obtiene que la expresion de estimacién de
m definido como ‘método de fallas’ (ecuacion 3). Otra propiedad de la distribucidn de Poisson es que
su media es igual a su varianza, es decir, es igual a m (ecuacion 4). Considerando que el coeficiente
de variaciéon (CV) es la media dividida el desvio estandar (ecuacién 5), se puede obtener una
expresion de m en funcién de este valor (ecuacion 6). Esta ultima expresidn se conoce como ‘método

del coeficiente de variacion’ para la estimacion de m.

Protocolo de pulsos pareados

Se aplicaron dos pulsos consecutivos con intervalos entre estimulos (ISIs) que variaron entre 4 y 250
ms con 50-100 repeticiones a una frecuencia de 0.5 Hz. La deteccidén de los eventos luego de cada
pulso se llevé a cabo manualmente. La respuesta promedio (S) luego de cada pulso se calculé como
la suma de todas las amplitudes de los eventos evocados dividida por el nimero de repeticiones del
estimulo. La amplitud media de los eventos (A) fue obtenida promediando las amplitudes de los
eventos evocados (sin incluir las fallas de liberacion). La probabilidad de liberacién (P) se calculd
como el nimero de elPSCs (eventos de liberacidn exitosos) dividido el nimero de repeticiones. Para
los estimulos con ISIs de 4 y 10 ms, el pico de respuesta durante el primer pulso no pudo ser
discriminado, por lo tanto, los valores de los tres parametros (S, A y P) para el primer pulso fueron
obtenidos utilizando un protocolo con un estimulo Unico previo al del pulso pareado. Los indices de
facilitacion fueron calculados como el valor de cada parametro en el segundo pulso dividido su valor

en el primero.

Protocolos de estimulacién con trenes de alta frecuencia

Los trenes de estimulacién utilizados para activar las respuestas postsinapticas en las CCEs (Capitulo
2) consistieron de 10 pulsos aplicados a frecuencias de entre 10 y 80 Hz, con intervalos entre
estimulos de 2 segundos, repetidos entre 50 y 100 veces. Para cada pulso la amplitud de corriente
(Al) fue calculada entre la linea de base y los 10 ms posteriores. La linea de base fue definida luego
del estimulo y fue ajustada manualmente segun el ancho del artefacto de estimulacidn. Se considerd
un evento exitoso cuando el Al medido resulté mayor a 10 pA (ruido rms 2.8+0.2 pA, n=5). Los
valores de P, Ay S se obtuvieron segun se describid en la seccién anterior. Para determinar el nivel
de facilitacion o de depresién de las respuestas sinapticas durante los trenes, se normalizé el valor

de los parametros S, P y A a su valor en el primer pulso. Para obtener el incremento de la respuesta
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sindptica durante el tren, se calculd la corriente (I) en cada pulso como la diferencia entre el valor de
base antes del tren y la corriente maxima luego de cada pulso. El incremento de la respuesta fue

luego obtenido normalizando el valor de | en cada pulso a su valor en el primero (1./1,).

Los trenes utilizados para estudiar la plasticidad sinaptica de corto término en los animales L9'T/L9'T
consistieron en: trenes de estimulos de 10 segundos de duraciéon a 10, 50 y 80 Hz con una sola
repeticién por tren. Para caracterizar el curso temporal de la respuesta durante el tren se midié el Al
en cada pulso y se promedié el valor obtenido en todos los pulsos producidos durante 1 s de
estimulacién. Cuando los registros se realizaron a -90 mV, la linea de base fue ubicada antes del

estimulo.

Simulacion de respuestas sindpticas ante la aplicacién de trenes de estimulacion de alta frecuencia

La simulacidn de las respuestas en las CCEs a la estimulacién de alta frecuencia se realizé partiendo
de una respuesta representativa a un estimulo Unico (a 1 Hz) cuya linea de base fue definida como
cero. Para simular la sumacidon temporal, se construyeron trazos de 1.5 segundos. Las respuestas
unitarias aparecieron a intervalos temporales definidos por la frecuencia simulada y la probabilidad
de ocurrencia del evento se fijé con una probabilidad constante de 0.25. Esta es la probabilidad de
éxito observada con una estimulacién de pulso Unico a 1 Hz (‘Sumacién’, Fig. 25A). Para agregar el
efecto de la facilitacién (‘Sumacién & Facilitacion’, Fig. 25A), la probabilidad de ocurrencia de los
eventos fue multiplicada en cada pulso por el cambio en la probabilidad (P) obtenida
experimentalmente (Fig. 21K). En cada caso se generaron 10 grupos de 100 trazos para obtener 10
respuestas promedio que representaran la medicidon en 10 CCEs individuales. Para cada grupo se

calculé el incremento en la corriente como se explicéd en la seccién anterior.

Construccion de curvas concentracion-respuesta a la ACh

Las respuestas a la ACh utilizadas para construir las curvas concentracién-respuesta fueron
realizadas en condiciones en las que se media Unicamente la corriente a través del nAChR a9a10. Las
respuestas obtenidas a distintas concentraciones del agonista fueron relativizadas a la respuesta
maxima a ACh 1 mM. Las curvas de concentracidon-respuesta para los agonistas se ajustaron con la

ecuacion logistica de cuatro pardmetros
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en forma iterada, donde /., es la corriente entrante maxima producida por una concentracion
saturante del agonista, A es la concentracién del agonista, CEsy es la concentracion del agonista que

produce una corriente del 50/ de la maximay n es el coeficiente de Hill.

Analisis de los datos

Las corrientes sinapticas espontdneas y las evocadas por uno o dos pulsos de estimulaciéon, fueron
identificadas visualmente y analizadas utilizando el programa Minianalysis 6.0.3 (Synaptosoft,
Decatur, GA, USA). Los tiempos de crecimiento y decaimiento (Terecimiento Y Tdecaimiento) d€ las corrientes
se ajustaron a funciones monoexponenciales. Las respuestas a los trenes de estimulacién fueron
analizadas utilizando Clampfit 10.2 (MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, CA, USA) o con rutinas
hechas a medida con el programa Matlab R2008b (Mathworks Inc., Natick, MA, USA). Se utilizd
también el Matlab para la construccién de los trazos simulados. El andlisis estadistico, el ajuste de las
curvas concentraciéon-respuesta para ACh y los graficos fueron realizados con el programa Prism 5

(GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA).

Drogas y Toxinas

Las soluciones de stock de cloruro de ACh, di-d-tartrato de (-)-nicotina, clorhidrato de estricnina,
clorhidrato de 1CS-205930, apamina, iberiotoxina y tetrodotoxina fueron preparadas en agua
destilada, almacenadas en alicuotas a -20°C y diluidas en la solucién extracelular en forma previa al

uso. Todas las drogas y sales utilizadas fueron compradas en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).
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Participacion de la subunidad a10 en la sinapsis entre las
fibras del sistema MOC y las células ciliadas de la coclea.

36



Capitulo I: Introducciéon

—9)

Introduccion

Las caracteristicas electrofisiolégicas de las respuestas a la ACh de las células ciliadas cocleares y el
patrén de expresion génica de las subunidades a9 y a10, indican que el receptor colinérgico de estas
células estd compuesto por ambas subunidades. Sin embargo, dado que la subunidad a9 es capaz de
formar receptores recombinantes homomeéricos en sistemas de expresion heterdloga (Elgoyhen et
al., 1994), resultd de interés evaluar si se formaban canales a9 homomeéricos funcionales nativos en
las células ciliadas. Por otro lado, la desaparicion tanto de la innervacién eferente transitoria como la
de las respuestas colinérgicas en las CCls, coincide temporalmente con la caida en la expresién de la
subunidad a10, tanto a nivel del mensajero (Morley y Simmons, 2002) como de la proteina (Katz et
al., 2004). Estos datos nos sugirieron que la presencia de esta subunidad podria estar relacionada
con los procesos de armado y desarmado de la sinapsis transitoria a las CCls. Para poner a prueba
estas hipdtesis, se caracterizaron las corrientes colinérgicas en células ciliadas de animales que
carecen de la subunidad al10 (KOal0) y en animales que expresan dicha subunidad en forma

constitutiva (OEa10).
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Resultados

1. Respuestas colinérgicas en CCls neonatales que carecen de la subunidad a10.

En las células ciliadas del 6rgano de Corti la corriente mediada Unicamente por el nAChR a9a10
posee una relacién I-V lineal que revierte ~ -20 mV (Fig. 9). La corriente colinérgica mediada por el
nAChR a9a10 vy el canal SK2, por otro lado, presenta una curva |-V en forma de campana que
revierte alrededor de -82 mV, el potencial de reversion, E., del K’, en nuestras condiciones
experimentales (Fig. 9, Elgoyhen 2001, Gomez Casati 2005). Teniendo esto en cuenta se evalud la
actividad colinérgica en tres condiciones experimentales:

i) En presencia de una solucidn extracelular fisioldgica (ver Métodos) y a un Ve, de -90 mV, las
respuestas acopladas evocadas por ACh son completamente entrantes y poseen una alta
contribucién de corriente a través del nAChR a9a10.

ii) En la misma solucidn pero a un Vs, de -40 mV se produce una pequefia corriente entrante que
es indetectable y la respuesta registrada estd dominada por la corriente saliente a través del canal
SK2. Esta condicion de registro permite evaluar el correcto acople de la corriente del SK2 con el
nAChR a9a10.

i) En presencia de una solucidn extracelular conteniendo 40 mM de K*, se genera un corrimiento del
E.. para K" a-32 mV lo que aumenta en forma considerable la amplitud de la corriente activada por
ACh en las células ciliadas a un V¢, de -90 mV. Esto permite forzar el sistema para detectar las
corrientes producidas por la aplicacién de ACh exdgena. A su vez, la aplicacion de esta solucion
enriquecida en K* produce una despolarizacidn de los terminales eferentes que produce un aumento
en la frecuencia de liberacidn de vesiculas sindpticas, que se detectan como corrientes sinapticas en

la célula en estudio.

800~ Figura 9. Sensibilidad al voltaje de las

s BE I (pA) Eorrlentgs. colmerglcas en las CClIs de la rata,

n el grafico se ilustran curvas de corriente

\ en funcién del voltaje (I-V) para la corriente

400+ colinérgica de las CCls mediada por la

> activaciéon conjunta del nAChR a9al0 y el

nﬁk}hRA canal SK2 (nAChR + SK2) o la corriente

mediada solamente por el nAChR a9al0

(nAChR). (Adaptado de Gomez-Casati et al.,
2005).

I 1
20 40 60
Vm (mV)

-800-

38



Capitulo I: Resultados

—9)

Para evaluar la presencia de receptores a9 homoméricos, se caracterizaron las corrientes
colinérgicas en CCls neonatales (P8-9) en animales que poseen una delecidn en el gen que codifica
para la subunidad a10 (Chrna10, (Vetter et al., 2007). Tanto los animales salvajes (a10**) como los
que poseen la delecidn de la subunidad al10 en heterocigosis (a10+/') mostraron respuestas robustas
a la ACh a Vyen de -90 y -40 mV, indicando tanto funcionalidad del receptor colinérgico como un
correcto acople con el canal SK2 (Fig. 10A y B, Tabla 1). En cambio las CCls de los animales
homocigotas para la subunidad a10 (a107) no presentaron corrientes colinérgicas detectables a

ninguno de los V.en estudiados (Fig. 10A-B panel derecho, Tabla I).
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Figura 10. Respuesta colinérgica en las CCls de los ratones que albergan una mutaciéon que anula la
expresion de la subunidad al0 (ratones alo'/'). La sensibilidad a la ACh fue estudiada en ratones a10™*
(paneles izquierdos), al10” (paneles centrales) y al10” (paneles derechos) de edades P8-P9. Tanto a un Vs
de -90 mV (A) como de -40 mV (B), los ratones salvajes y heterocigotas presentaron corrientes producidas
por la aplicacién de ACh 100 uM. En los ratones alO‘/’, no se obtuvieron respuestas a la ACh, adn con una
concentracién de ACh 10 veces mayor (1 mM). C, La aplicacién de una solucién rica en K* (40 mM) aumentd
la frecuencia de las corrientes sinapticas tanto en las CCls de ratones 210" como en las de los a10"". No se
observaron corrientes sindpticas en respuesta a la aplicacién de K* 40 mM en los ratones a10”". En estos
ratones, tampoco se obtuvieron respuestas ante la aplicacién conjunta de ACh (0.1-1 mM) y K" 40 mM.
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Por su parte, la perfusion de las CCls con una solucién conteniendo una concentracion de potasio
elevada (40 mM) a un Vsostén de -90 mV produjo corrientes sinapticas tanto en las CCls al0 W y
al0 +/', pero no en las CCls de los animales al0”. Mas aun, la aplicacién de concentraciones

saturantes de ACh (1 mM) en estas condiciones, no evocd corrientes colinérgicas en las CCls al0”",

Tabla I. Corrientes colinérgicas en CCls de ratones 0!10+/+, 10" y al0” .

Veoutan -90 mV -40 mV

Genotipo a10”t  @10” «10” a10™ a10” @107
I. Amplitud rta a ACh (pA) 200+48 517150 - 23644 278+ 80 -
I. Fraccion de células sensibles a ACh 3/3 3/3 0/7 3/3 3/3 0/8
IIl. Fracciéon de células con | sinaptica 3/3 3/3 0/8

+/+

Resumen de las respuestas sinapticas medidas en las CCls de ratones al0"'", al10" y a10”. En la tabla se
indican la amplitud promedio de las corrientes producidas por la aplicacion exégena de ACh 100 uM a V¢, de
-90y -40 mV (l). Ademas, se indica la fraccion de CCls que presentaron respuestas a la ACh (ll) y la fraccidn de
CCls que presentaron actividad sinaptica durante la aplicacion de una solucién de K* 40 mM (lll). Los valores se
expresan como media + S.E.M.

2. Respuestas colinérgicas en CCEs que carecen de la subunidad a10.

El mismo analisis de las respuestas colinérgicas fue llevado a cabo en las CCEs de animales entre P10-
P13. Los animales salvajes y heterocigotas para la delecidn presentaron respuestas colinérgicas
robustas activadas por la aplicacion exdgena de ACh, asi como abundante actividad sinaptica
inducida por el aumento del potasio extracelular (Fig. 11, Tabla Il). En los animales a107", a diferencia
de lo encontrado en las CCls, fue posible evocar respuestas colinérgicas, pero en una proporcién

baja de las células (Fig. 11 Tabla Il).

Tabla II. Corrientes colinérgicas en CCEs de ratones @10”*, 10" y @107".

Vsostén -90 mv -40 mV

Genotipo a10”  «10” 10”7 @10 a10”  a10”
I. Amplitud (pA) 103 +24 76+40 13 104+46 171+37 30,58
1. Fraccion de células sensibles a ACh 6/7 3/4 1/11 12/13 16/17 2/24
Ill. Fraccion de células con | sindptica 8/13 15/16 0/24

IV. Fraccion de células sensibles a ACh

10/11 15/15 11/24
(K'40mM) / / /

+/+

Resumen de las respuestas sindpticas medidas en las CCEs de los ratones al0", al10” y a10”". En la tabla
se indican la amplitud promedio de las corrientes producidas por la aplicacion exégena de ACh 1 mM a
Vosten de -90 y -40 mV (I). Ademas, se indica la fraccion de CCEs que presentaron respuestas a la ACh (ll),
actividad sinaptica (111) o respuesta a la ACh (IV) durante la aplicacién de una solucién de K* 40 mM.
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Si bien estos resultados sugieren que estas células expresan receptores a9 homomeéricos
funcionales, estas corrientes también podrian deberse a la expresién compensatoria de algun otro
tipo de receptor colinérgico. Para descartar esta posibilidad, se estudié la capacidad de la nicotina
para activar respuestas colinérgicas en estas células. Cabe mencionar que esta droga actia como
agonista de todos los nAChR con excepcion de los receptores a9 y a9al10 (Elgoyhen et al., 1994,
Elgoyhen et al., 2001). Como se observa en la figura 12, la nicotina, a una concentracion de 300 uM,
no fue capaz de activar respuestas en las CCEs de los animales a10”" que si respondian a la ACh.
Ademas, no fue posible activar respuestas colinérgicas en las CCEs de los animales que carecen de la
subunidad a9, sustentando la hipdtesis de que las corrientes colinérgicas registradas en las CCEs se

deben a la activacion de nAChRs a9 homomeéricos.
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Figura 11. Respuesta colinérgica en las CCEs de los ratones al0” . En A y B se muestran la respuestas
producidas en las CCEs ante la aplicacién de ACh 1 mM a V¢, de -90 y -40 mV, respectivamente, para ratones
a10* (paneles izquierdos), al10” (paneles centrales) y 0107 (paneles derechos) de edades P10-P13. La
corrientes colinérgicas resultaron de menor amplitud y mas infrecuentes en los animales a10” (ver Tabla ). C,
La aplicacién de una solucidn rica en K* (40 mM) produjo actividad sinaptica detectable en las CCEs de los
ratones a10™* y 210", Estas corrientes no se observaron en los ratones a10”". En las CCEs de los ratones de
los tres genotipos, la aplicacion de ACh 1 mM conjuntamente con la solucién rica en potasio, produjo
corrientes colinérgicas de una magnitud mayor que las obtenidas con ACh 1 mM y KCI 5.8 mM.
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Figura 12. Respuesta a la ACh y a la nicotina en las CCEs de los ratones al10” A, Las CCEs de los ratones que
carecen de la subunidad a10 respondieron a la ACh 1 mM pero no respondieron a la aplicacién de nicotina
300 uM (n=3). B, La aplicacion de ACh 1 mM no tuvo efecto en las CCEs de los ratones que carecen de la
subunidad a9 (n=14 CCEs). El Vuen fue -90 mV en ambos casos.

3. Caracterizacion de un ratdn transgénico para la subunidad a10.

Para evaluar la funcidn de la subunidad a10 en el establecimiento y la desaparicion de la modulaciéon
eferente transitoria a las CCls se utilizé un ratén transgénico para la subunidad al10. Dicho animal
posee un transgen constituido por ADN copia de la subunidad al0 bajo el promotor del factor de
transcripcion Pou4f3 (ratones OEal10) (Taranda et al., 2009b). Este promotor activa la expresion de
genes en las células ciliadas de ratones desde el dia embrionario 13.5 hasta la adultez (Sage et al.,
2006). Si bien la correcta expresion del mensajero para esta subunidad y su localizacién fueron
verificadas mediante técnicas de RT-PCR e hibridizaciones in-situ (apéndice 2), la falta de anticuerpos
efectivos contra esta subunidad dificulté la confirmaciéon de la correcta traduccién de dicho transgen
en una proteina funcional. Para abordar este problema, se eligi6 como estrategia el rescate del
fenotipo de animales a10 7" mediante el cruzamiento con ratones OEa10. Como se mostré en la
seccion anterior, las CCls neonatales de animales salvajes responden en forma robusta a la
aplicacion exdgena de ACh (Fig. 13A, panel izquierdo), estas respuestas se encuentran acopladas al
canal SK2 (Fig. 13B, panel izquierdo) y ademas presentan actividad sindptica en respuesta al
aumento en el potasio extracelular (Fig. 13C-D, panel izquierdo). Como se demostrd previamente,
todo este tipo de respuestas se encuentran ausentes en las CCls de los animales a10”" (Fig. 13 panel
central). Sin embargo, la cruza de estos animales con animales OEal0, y la consecuente
incorporacién del transgen para la subunidad alO, restauré completamente tanto la respuesta
colinérgica como la actividad sinaptica en las CCls (Fig. 13 panel derecho). Tanto la forma como la
magnitud de todas las respuestas registradas en los animales 2107 x OE a10 son similares a las de
los animales salvajes (Fig. 13 y Tabla Ill). Se obtuvieron resultados similares en las CCEs (Fig. 14).

Estos resultados demuestran que el transgen Pou4f3-a10 es efectivamente traducido, conformando
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una subunidad a10 funcional capaz de ensamblarse con subunidades a9 enddgenas tanto en las CCls

como en las CCEs.
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Figura 13. Rescate de las respuestas colinérgicas en las CCls de los ratones al0 o’ por retrocruza con los
ratones OEa10. Se evaluaron las respuestas a la aplicacion de ACh 1 mM a V¢, de -90 (A) y de -40 mV
(B). Notar la ausencia de respuestas colinérgicas en los ratones alO'/', las cuales se recuperaron al
retrocruzar estos animales con los ratones transgénicos OEal10. C, Como consecuencia del aumento de
potasio extracelular se produjo un aumento en la magnitud de las corrientes colinérgicas y en la
frecuencia de liberacion de vesiculas sinapticas de los terminales eferentes. Se observaron respuestas
colinérgicas y actividad sinaptica en los ratones salvajes (panel izquierdo) pero en los a10” no se
observaron respuestas colinérgicas ni actividad sindptica (panel central). Tanto la respuesta colinérgica
como la actividad sindptica se recuperaron en los ratones 210”7 x OEa10. En D se muestra la actividad
sindptica correspondiente al recuadro en C en una escala de tiempo expandida.
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Figura 14. Rescate de las respuestas colinérgicas en las CCEs de los ratones al10 o’ por retrocruza con los
ratones OEa10. La aplicacién de ACh 1 mM produjo corrientes a Vuen de -90 (A) y -40 mV (B) en las CCEs de
los ratones salvajes (panel izquierdo). Estas corrientes no se observaron en los ratones al0” (panel central)
pero fueron recuperadas al retrocruzar estos animales con los ratones OEal0 (panel derecho). C, La
aplicacién de una solucién de K* 40 mM produjo actividad sindptica en los ratones a10™* y 210" x OEa10
pero no en los ratones al10”. Asimismo, la aplicacién de ACh 1 mM en esta solucién rica en K*, produjo un
aumento en la magnitud de las corrientes colinérgicas en los ratones al10"* v 210”7 x OEa10 mientras que en
los ratones al0” se observé una pequeiia respuesta ante la aplicacion de ACh 1 mM. En D se muestra la
actividad sindptica correspondiente al recuadro en C en una escala de tiempo expandida.
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Tabla lll. Corrientes colinérgicas en CCls de ratones a10+/+, alO’/’, OFE 10y a10” x OF 2 10.
Vostan -90 mV -40 mV
Genotipo @10”" OEa10 w107 @107 xOEw@10 @10 @107 OE@10
Amplitud rta a ACh (pA) 250457 367443 - 298+24 281147 -—- 411167
Numero de células 3 9 7 3 3 8 9

+/+

Resumen de las respuestas sinapticas obtenidas en las CCls de los ratones al0"", OEal0, al0” y al10” x
OEal0. En la tabla se indican la amplitud promedio de las corrientes producidas por la aplicacion exégena de
ACh 1 mM a V¢ de -90y -40 mV y el nimero de células incluidas en cada promedio.

4. Respuestas colinérgicas en las CCls de ratones OEa10 luego del comienzo de la audicion.

Dado que las CCls contintan expresando el ARN mensajero de la subunidad a9 luego del comienzo
de la audicidn, nos preguntamos si la presencia continua de la subunidad al10 en animales OEa10
podria prevenir la pérdida de la sensibilidad a la ACh en estas células. Para responder esta pregunta
realizamos registros en las CCls de animales OEal10 antes (P9-11) y después (P17-20) del comienzo
de la audicion.

En animales neonatos las CCls respondieron a la ACh a Vs, de -90 mV y -40 mV, indicando tanto
una efectiva activacion del canal nicotinico como un correcto acople con el receptor SK2 (Fig. 15A-B,
panel superior). La amplitud media de las corrientes medidas en los ratones OEa10 no difirieron
significativamente (p > 0.05) de las reportadas para los animales salvajes (Tabla Ill). Ademas, se
observd una importante actividad sindptica cuando se bafié la preparacién con una solucidn rica en
potasio (Fig. 15C-D, panel superior), asi como un aumento en la magnitud de la respuesta evocada
por la ACh (Fig. 15C, panel superior). Cuando las mismas mediciones fueron realizadas en animales
de P17-20 no se observaron corrientes activadas por la aplicacién de ACh exdgena ni fue posible
observar corrientes sindpticas (Fig. 15A-D, panel inferior). Este resultado indica que la expresion
sostenida de la subunidad al10 no es suficiente para mantener la respuesta sinaptica en las CCls

luego del comienzo de la audicidn.
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Figura 15. En los ratones OEa10 no se detectan respuestas colinérgicas en las CCls luego del comienzo de la
audicion. A y B, Registros representativos obtenidos en las CCls en respuesta a la aplicacion de ACh en
animales OEa10 a Ve de -40 y -90 mV, respectivamente. Notar que las respuestas colinérgicas presentes en
las CCls de los ratones en P9-11 (paneles superiores) desaparecieron luego del comienzo de la audicién incluso
aplicando ACh a una concentracién 10 veces mayor (paneles inferiores). C, Antes del comienzo de la audicion,
el aumento del K* extracelular produjo un aumento en la frecuencia de las corrientes sindpticas y también un
aumento en la amplitud de la respuesta colinérgica. Esto ultimo se debe al cambio del potencial de equilibrio
del K" (panel superior). Tanto la actividad sindptica como la respuesta colinérgica desparecieron luego del
comienzo de la audicion (panel inferior). D, Se observan los trazos contenidos en los recuadros grises en C en
una escala temporal expandida.

5. Actividad del canal SK2 luego del comienzo de la audicién en animales OEa10.

El cambio fenotipico de las CCls luego del comienzo de la audicién incluye, en paralelo con la
desaparicién de la subunidad a10, una disminucion en la expresidn de canales SK2 (Katz et al., 2004).
Decidimos evaluar entonces si en las CCls de los ratones OEa10 se observaba este mismo cambio de
expresion de los canales SK2 luego del comienzo de la audicion. Dado que la falta de respuesta
colinérgica no permite evaluar la actividad de los canales SK2 a través de la activacidon de los
receptores colinérgicos, evaluamos la funcionalidad de estos canales mediante la activacion de
canales de calcio voltaje-dependientes (CCVD). Para esto se realizaron pulsos despolarizantes de 4

segundos a partir de un voltaje de sostén de -84 mV y se midieron las corrientes activadas a distintos
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voltajes (ver protocolo en Fig. 16A). Para identificar el componente de las corrientes llevadas por el
canal SK2, se compararon las corrientes producidas con (Fig 14B, trazos grises) y sin (Fig. 16B, trazos
negros) aplicacion de 300 nM de apamina, un bloqueante especifico de los canales SK2 (Kohler et al.,
1996). La corriente mediada exclusivamente por el canal SK2 se obtuvo por la sustraccion entre las
corrientes medidas en ambas condiciones (Fig. 16C). Para favorecer la activacion de los canales SK2,
se redujo la concentracién de EGTA a 1 mM en la solucidn intracelular y se elevd la concentraciéon de
Ca®* extracelular a 1.3 mM. Cuando se realizd este protocolo en animales salvajes de 9 dias, se
observd la activaciéon de una corriente saliente lenta (Fig. 16B, panel izquierdo) que pudo ser
bloqueada por la apamina, indicando la presencia de canales SK2 funcionales. En la figura 16 C se
observa la corriente mediada exclusivamente por el canal SK2 (n=9 células, 9 animales). Como se
esperaba, la aplicacidon de este protocolo en animales salvajes luego del comienzo de la audicion
resulté en la activacién de corrientes que fueron completamente insensibles a la apamina (Fig. 16B-
C, panel central, n=5 células, 5 animales), indicando la ausencia de canales SK2 funcionales. En forma
similar, las CCls de los ratones OEal0 no mostraron respuestas sensibles a la apamina luego del
comienzo de la audicidn (Fig. 16B-C, panel derecho, n=4 células, 4 animales).

Para cuantificar estos resultados se midié la magnitud de las corrientes sensibles a la apamina
activadas por el pulso despolarizante de +16 mV. Se midié tanto la amplitud maxima de las
corrientes activadas (l..x) medida a los 2s del comienzo del pulso (indicado por la linea punteada en
a, Fig. 16B) como la amplitud de las corrientes de cola (l.;) medida 0.5 s luego de la terminacion del
mismo (indicado con b en la Fig. 16B). En las CCls inmaduras de los ratones salvajes tanto la I,
como la I, de las componentes mediadas por SK2, resultaron significativamente distintas de cero
(312472 y 72421 pA, respectivamente p < 0.01, test de Student de una muestra). En las CCls luego
del comienzo de la audicidn, tanto en los animales salvajes como en los OEa10, estas corrientes no
difirieron significativamente de cero (p = 0.3), confirmando la ausencia de canales SK2 funcionales
luego del comienzo de la audicidn en cualquiera de estos animales. Estos resultados indican que la
expresion sostenida de la subunidad al0 tampoco previene el decaimiento de la expresidn de

canales del tipo SK2 durante la maduracién del érgano de Corti.
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Figura 16. En los ratones OEa10 no se detecta actividad de los canales SK2 luego del comienzo de la
audicion. A, Detalle del protocolo utilizado para medir las corrientes voltaje-dependientes de activacion
lenta en las CCls. Las corrientes fueron activadas mediante pulsos de voltaje de 4 segundos que variaron
entre -84 y +16 mV, con incrementos de 20 mV desde un Vs, de -84 mV. B, Respuestas representativas
de las corrientes activadas por este protocolo en las CCls en ausencia (trazos negros) o presencia (trazos
grises) de apamina 300 nM en la solucidn extracelular. Se muestran respuestas representativas obtenidas
en un ratén salvaje en P9 (panel izquierdo, n=9 CCls), en un ratdn salvaje en P18 (n=5 CCls, panel central) y
en un animal OEa10 en P18 (n=4CCls, panel derecho). C, La corriente mediada por el canal SK2 obtenida
como la resta entre las corrientes medidas en presencia de apamina y las corrientes totales, se encontré
presente en animales salvajes en P9 pero no en los animales salvajes ni en los OEal0 en P18. Dy E
Amplitud de las corrientes sensibles a la apamina obtenidas a +16 mV y medidas a los 2 segundos durante
el pulso (a en B) y amplitud de las corrientes de cola para este voltaje, medidas a los 0.5 segundos luego de
la terminacion del pulso (b en B).

6. Efecto de la sobreexpresion conjunta de las subunidades a9 y al0 en el desarrollo de la

respuesta colinérgica en las CCls.

Luego nos preguntamos si el hecho de que la sobreexpresion de al0 no fuera suficiente para

mantener la respuesta colinérgica no podria deberse a la expresién deficiente de la subunidad a9

luego del comienzo de la audicidn. Para poner a prueba esta hipdtesis utilizamos una linea de
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ratones transgénicos para la subunidad a9 construidos en forma analoga a los de la linea OEa10, es

decir, compuesto de ADN copia de la subunidad a9 bajo el promotor Pou4f3.
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Figura 17. Rescate de las respuestas colinérgicas en las CCls de los ratones a9” por retrocruza con los
ratones OEa9. Se evaluaron las respuestas a la ACh (1 mM) a un V¢, de -90 (A). Notar la ausencia de
respuestas colinérgicas en los ratones a9’ (P10-12) que se recuperaron cuando se los retrocruzé con los
ratones transgénicos OEa9. B, En los ratones salvajes, en presencia de K" 40 mM se observaron corrientes
sindpticas y también corrientes activadas por ACh 1 mM (panel izquierdo) mientras que en los ratones 9™
no se observaron respuestas colinérgicas ni actividad sinaptica (panel central). Tanto la respuesta colinérgica
como la actividad sindptica se recuperd en los ratones a9” x OEa9. En C se muestra la actividad sindptica
correspondiente al recuadro en C en una escala de tiempo expandida.

En primera instancia realizamos un control de la correcta traduccion del transgen utilizando
nuevamente la estrategia de rescate del fenotipo con una linea de ratones que carecen de la
subunidad a9 (a9 7, (Vetter et al., 1999). Como se observa en la figura 17 las CCls neonatales de los
ratones a9 7 carecen totalmente tanto de respuestas a la ACh como de actividad sinaptica (Fig. 17,

panel central). Esta actividad es restaurada a los niveles del control (Fig. 17, panel izquierdo) en
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animales a9 gue poseen la subunidad transgénica por cruzamiento con la cepa OEa9 (Fig. 17, panel
derecho), indicando que el transgen de la subunidad a9 es correctamente traducida en las CCls.

A continuacién, realizamos cruzamientos entre los ratones OEa9 y los OEa10 y volvimos a evaluar la
sensibilidad colinérgica en las CCls en animales que expresaban ambas subunidades en forma
constitutiva. Como era de esperarse, fue posible registrar tanto respuestas a la ACh como actividad
sindptica en el 100/ de las CCls neonatales estudiadas (n=5, datos no mostrados). Sin embargo, al
igual que sucedia con el animal OEal0, la respuesta colinérgica se perdié completamente luego del
comienzo de la audicién en los animales OEa9xOEa10 (Fig. 18, n=8). Estos resultados confirman que
forzar la expresion de las subunidades nicotinicas no es suficiente para evitar la pérdida de la

respuesta colinérgica en las CCls luego del comienzo de la audicién.

A B 07 C D
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Figura 18. Ausencia de respuestas colinérgicas en las CCls de los ratones OEa9 x OEa10 luego del comienzo
de la audicién. No se observaron respuestas ante la aplicacién de ACh 1 mM en las CCls de los ratones OEa9
x OEa10 en P19 a Ven de -40 (A) y -90 mV (B), ni mediante la aplicacion de ACh 1 mM en una solucién
extracelular con K'40 mM (C). D, se ilustra la ausencia de actividad sindptica correspondiente al recuadro gris
en C en una escala de tiempo expandida.
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Discusion

Como describimos previamente, la sinapsis colinérgica entre las fibras eferentes del sistema MOC y
las células ciliadas cocleares es altamente compleja y su funcionamiento depende del correcto
acople funcional de varias proteinas. Ademas, la expresién de todas estas moléculas involucradas
varia en forma concertada en el activo periodo de remodelacidn sindptica que acompana el
desarrollo final de drgano de Corti (Simmons, 2002; Katz et al., 2004; Murthy et al., 2009b). Los
resultados presentados en este capitulo nos han permitido evaluar la participacién de la subunidad
al0 en este proceso mediante la utilizacién de distintas lineas de ratones modificados

genéticamente.

Por un lado, si bien se demostré que en ausencia de la subunidad al10 la subunidad a9 es capaz de
formar canales funcionales en las CCEs, las corrientes a través de estos canales resultaron muy
infrecuentes y de amplitudes muchos menores a las obtenidas en los animales salvajes (Tabla Il). El
hecho de que las corrientes colinérgicas observadas en las CCEs de los animales KOal10 presentaran
amplitudes menores que las de los animales salvajes, coincide con la observacion de que las
respuestas del receptor recombinante a9 son 100 veces menores que las del nAChR a9al0
(Elgoyhen et al., 2001). Cuando estas respuestas fueron medidas a un V¢, de -40 mV se observd
una corriente saliente mediada probablemente por el canal SK2. Esto indicaria que a pesar de la baja
amplitud de las respuestas, la corriente de calcio entrante a través del receptor a9 es suficiente para
lograr la activacion de los canales SK2, sugiriendo que aun en ausencia de la subunidad a10, el
nAChR a9 mantiene su ubicacién cercana a los canales SK2 en la membrana (Oliver et al., 2000). Sin
embargo, no fue posible observar actividad sindptica en las CCEs de los ratones KOa10. Esto podria
deberse a una localizacion extrasinaptica de los receptores a9 en los ratones KOal10 o simplemente
a que dichas corrientes resulten demasiado pequefias para ser detectadas con nuestro sistema de
registro. Una causa alternativa de la falta de respuestas sindpticas en estos animales podria ser una
disfuncidn de los terminales sinapticos eferentes. De hecho, un andlisis inmunohistoquimico en los
animales KOa10 mostré que los terminales eferentes contactando a las CCEs de animales adultos
presentan un tamafio 20/ mayor que los terminales sinapticos de los animales salvajes y un menor
numero de terminales sinapticos por célula (Vetter et al., 2007). Resultados similares pero mas
extremos se han descripto para los ratones mutantes nulos para la subunidad a9, sugiriendo que la
actividad colinérgica en las células ciliadas cumple una funcién relevante en el correcto desarrollo de
su inervacion (Vetter et al., 1999). Mas aun, se ha demostrado que en la cdclea de los ratones a9”
hay una alteracidn en la expresion de las proteinas de adhesidn necesarias para la formacion de los

contactos sinapticos (NCAM, N-caderina, B-catenina y neuroligina 1) y de las proteinas presinapticas
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involucradas en la liberacidn del neurotransmisor (CSP, SNAP25, sinapsina 1 y sinaptofisina) (Murthy

et al., 2009a).

En las CCls neonatales de los ratones KOa10, sin embargo, no fue posible obtener respuestas ante la
aplicacion de ACh. La diferencia entre estos dos tipos celulares sugiere la existencia de un proceso
diferente de ensamblado del sitio activo o, simplemente, que en las CCls el nivel de expresidn de la
subunidad a9 no es suficientemente alto como para dar respuestas medibles con nuestro sistema de

registro.

Estos resultados nos permiten concluir que la subunidad al10 es un componente fundamental de los
receptores colinérgicos de las células ciliadas de los mamiferos. Por otro lado, en los animales KOa10
se estudio la inhibicidn de las emisiones otoacusticas por activacidn eléctrica de las fibras eferentes.
Estos experimentos demostraron una total falta de efecto del sistema eferente sobre la actividad de
las CCEs (Vetter et al.,, 2007), indicando que la pequefia respuesta colinérgica mediada por la
subunidad a9 no es suficiente para sostener su funcién fisiolégica. A su vez, estos resultados
sugieren que la disminucion de la expresion de la subunidad al0 en las CCls durante el desarrollo
podria ser responsable de la desaparicién de la respuesta colinérgica luego del comienzo de la
audicion. Segun esta hipdtesis el mantenimiento de la expresion de esta subunidad deberia evitar la
pérdida de la sensibilidad a la ACh en las CCls. Contrariamente a lo esperado, las CCls de ratones que
expresaban la subunidad al0 en forma constitutiva perdieron completamente la capacidad de
responder a la ACh luego del comienzo de la audicién al igual que los ratones salvajes. Asimismo, la
regulacién de la expresion del canal SK2 durante el desarrollo también se mantuvo en los ratones
OEa10. La posibilidad de que este resultado se debiera a una incorrecta expresion de la subunidad
transgénica fue descartada mediante controles en los cuales se rescatd el fenotipo de los animales
KOal0 mediante su cruzamiento con ratones OEal0. Mas aun, la sobreexpresién conjunta de la
subunidad a9 y la subunidad al10 en las CCls no fue capaz de mantener las respuestas colinérgicas
luego del comienzo de la audicidn en estas células. Todos estos resultados sugieren que la correcta
expresion de estas subunidades se encuentra regulada por algun otro factor cuya expresién varia
también a lo largo del desarrollo. Dado que en nuestro modelo experimental la expresidn de las
subunidades se encuentra forzada, se podria suponer que este factor regulatorio estaria controlando
el correcto ensamblado, trafico o anclado de estas subunidades. Se ha demostrado que el
ensamblado en el reticulo endoplasmatico y la insercidn en membrana de otros receptores
nicotinicos, como el nAChR a7, se encuentra regulada por una proteina chaperona llamada Ric-3

(Millar, 2008). Si bien no se han encontrado este tipo de proteinas accesorias que interactien con el
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nAChR a9a10, es esperable que también este receptor se encuentre sujeto a una regulacion similar.
En este sentido, el hecho de que la respuesta colinérgica en las células ciliadas dependa de la
asociacién cercana de este receptor con otras moléculas postsindpticas como el canal SK2 vy, quizas,
con proteinas asociadas a la cisterna, sugiere la existencia de un complejo macromolecular que
podria estar regulado en forma conjunta. A favor de este modelo, se demostré que en ratones que
carecen del gen que codifica para el canal SK2 no sdlo se pierden las corrientes de potasio mediadas
por este canal, sino que tanto las CCls como las CCEs presentan una total ausencia de sensibilidad
colinérgica a pesar de que los niveles del mensajero para las subunidades a9 y al10 no se encuentran
alteradas (Kong et al., 2008). Si el ensamblado de este complejo dependiera de la presencia del canal
SK2 explicaria por qué luego del comienzo de la audicién, cuando la expresion del SK2 ha cesado
(Katz et al., 2004), la sobreexpresion de ambas subunidades nicotinicas no es efectiva para la

restauracion de la respuesta colinérgica.
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Introduccion

El sistema eferente olivococlear reduce la ganancia del sistema auditivo mediante una modulacién
directa sobre las CCEs. La mayor informacién respecto a cémo el sistema MOC ejerce dicha
inhibicidn proviene de estudios en los cuales se activan eléctricamente las fibras MOC y se mide su
efecto en distintos parametros de la funcidon auditiva. A partir de este tipo de estudios se ha
determinado, por ejemplo, que el grado de inhibicion de la ganancia coclear aumenta casi
linealmente con la frecuencia de la estimulacion de las fibras MOC (Galambos, 1956; Wiederhold y
Kiang, 1970; Gifford y Guinan, 1987). Sin embargo, se desconocen aun cuales son los eventos

sindpticos y moleculares que subyacen a esta modulacion.

La comprension de este fendmeno implica entender cual es el efecto de los distintos patrones de
activacion de las fibras MOC en las respuestas inhibitorias de las CCEs y, posteriormente, qué
consecuencias tiene la activacion de estas respuestas en la funcion de amplificacién de las CCEs. Para
investigar este tema, caracterizamos en primer lugar las propiedades de la sinapsis entre las fibras
MOC y las CCEs. Si bien la respuesta de las células ciliadas ante la activacién de las fibras eferentes
ha sido previamente caracterizada en células ciliadas del sistema auditivo de la tortuga (Art et al.,
1984) y en CCls neonatales de la rata (Goutman et al., 2005), estos resultados son el primer informe
sobre este tipo de respuestas en las CCEs, el blanco final de las fibras eferentes en los mamiferos

adultos.
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Resultados

1. Caracteristicas farmacoloégicas y biofisicas de las corrientes sindpticas en las CCEs en respuesta a

la estimulacion eléctrica de las fibras eferentes del sistema MOC.

Para estudiar las corrientes postsinapticas se realizaron registros de patch-clamp en la configuracion
whole-cell en CCEs de la vuelta apical del érgano de Corti provenientes de ratones de edades P11-
P13. La estimulacién eléctrica de las fibras MOC con un electrodo bipolar ubicado en la zona
modiolar de la preparacion (Fig. 19A) evocd corrientes inhibitorias postsinapticas (IPSC) en las CCEs
sostenidas a un voltaje de -40 mV (Fig. 19B). Estas corrientes fueron totalmente inhibidas cuando se
aplicé a la preparacion el bloqueante especifico de los canales de sodio voltaje-dependientes,
tertrodotoxina (TTX) 1 uM (Fig. 19C). Esto confirma que las IPSC son consecuencia de la liberacion de
neurotransmisor producida por la generacién de un potencial de accién en las fibras MOC. Las
corrientes sindpticas evocadas en las CCEs fueron entrantes cuando las células fueron sostenidas a
voltajes entre -100 y -80 mV, mientras que a V.sen Mas despolarizados, comenzaron a mostrar una
segunda componente mas lenta y saliente (Fig. 19D, Fig. 19F panel superior). Se observé un
fendmeno similar al medir los potenciales postsinapticos evocados donde, partiendo de potenciales
de membrana mas despolarizados que -80 mV, la respuesta era bifdsica, compuesta por un fase
despolarizante rapida y una fase hiperpolarizante lenta cuya magnitud aumenté con el potencial de
membrana (Fig. 19E y Fig. 19F panel inferior). La relacidn corriente-voltaje (I-V) del pico de la
amplitud maxima de las elPSCs resulto casi lineal entre -100 y -40 mV, presentando un potencial de
reversion de -75 mV (Fig. 19G), una valor cercano al del potencial de reversidon del potasio en
nuestras condiciones de registro (-82 mV). Tanto el hecho de que estas corrientes sean bifasicas
como su potencial de reversién, son consistentes con lo ya descripto para las corrientes activadas
por la ACh en las células ciliadas bajas del sistema auditivo del pollo (Fuchs y Murrow, 1992) y en las
CCls (Glowatzki y Fuchs, 2000; Gomez-Casati et al., 2005) y las CCEs de los mamiferos (Housley y
Ashmore, 1991; Dulon y Lenoir, 1996; Evans, 1996; Nenov et al., 1996b, a; Oliver et al., 2000).

Como se indicd en la introduccion, en estos sistemas se ha determinado que la fase rapida de la
respuesta nicotinica se debe a la apertura de canales nicotinicos a9a10 mientras que la fase
hiperpolarizante depende de la activacién de canales SK2 producida por el calcio que ingresa a
través del nAChR a9al0. Para verificar si estos dos canales son los que median las elPSCs en las
CCEs, se estudio el efecto de dos antagonistas especificos del NAChR a9a10 (estricnina e 1CS-205930,
(Rothlin et al., 1999; Elgoyhen et al., 2001; Rothlin et al., 2003) y el efecto del antagonista especifico
de los canales SK2, apamina (Kohler et al., 1996). Como se observa en la figura 20A-B tanto la

estricnina como el ICS aplicados en una concentracion de 300 nM, bloquearon completamente, y en
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forma reversible, las corrientes sinapticas evocadas en las CCEs. La apamina por su parte, bloqued en
forma irreversible las corrientes salientes evocadas en las CCEs estudiadas a un Ve, de -40 mV,
mientras que las corrientes entrantes, mediadas Unicamente por el receptor nicotinico, pudieron
aun observarse a un V¢, de -80 mV (Fig. 20C-D). Estos resultados confirman que las elPSCs de las
CCEs se encuentran mediadas por los mismos canales postsinapticos anteriormente descriptos en las
células ciliadas. Recientemente, se ha demostrado que en las vueltas basales de la céclea, aparte del
SK2, otro canal de postasio activado por calcio, el canal BK, estaria contribuyendo a la respuesta
colinérgica de las células ciliadas (Wersinger et al., 2010). Para evaluar la contribucion de este canal
en nuestro sistema experimental, se registraron elPSCs en las CCEs en presencia de iberiotoxina, un
bloqueante especifico de los canales BK (Galvez et al., 1990). La presencia de esta toxina no alterd la
amplitud ni el curso temporal de las elPSCs, confirmando que este canal de K" no contribuye a la

respuesta colinérgica en las CCEs de la zona aplical (Fig. 20E).
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Figura 19 Respuestas sinapticas producidas en las CCEs por estimulacion eléctrica de las fibras MOC. A,
Esquema de la preparacion experimental y de las pipetas de registro y estimulaciéon Los registros se
realizaron en las CCEs de la primera fila con un electrodo de patch-clamp, mientras las fibras MOC eran
estimuladas eléctricamente a través de un electrodo bipolar colocado a ~10-20 pum bajo las CCls. La escala
representa 10 um. B, Respuestas a dos estimulos eléctricos (flechas) medidas en una CCE. En la figura se
indica una corriente postsinadptica inhibitoria evocada eléctricamente (elPSC), una espontanea (sIPSC) y una
falla de estimulacion. C, La inhibicion de los potenciales de accién mediante la aplicacion de TTX 1 uM
bloqued reversiblemente la generacion de respuestas sinapticas por aplicaciéon de 4 pulsos a 250 Hz. D,
Trazos representativos de IPSCs producidas a Vs, entre -40 y -100 mV. E, Potenciales postsinapticos
inhibitorios (IPSPs) obtenidos en las mismas células a potenciales de membrana (Vm) entre -40 y -70 mV. Los
Veosten Y VM se indican en D y E, respectivamente. Notar que las IPSCs fueron completamente entrantes a
Veosten MAs negativos que -80 mV, mientras que a potenciales superiores a -80 mV se observd una corriente
saliente lenta en conjunto con el componente rapido entrante (D). Estas corrientes salientes fueron
reproducidas como una fase hiperpolarizante en la configuracion de fijacion de corriente (E). En F se
muestran en detalle las respuestas bifasicas producidas en la configuracion de fijacion de voltaje a un Vs
de -70 mV (panel superior) y en la configuracion de fijacion de corriente partiendo de un Vm de ~ -73 mV
(panel inferior). Las flechas indican el componente rapido entrante/depolarizante. G, Curva |-V obtenida
graficando el pico de amplitud de las IPSCs en funcidon del V., correspondiente a la célula ilustrada en D.
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Figura 20. Caracteristicas farmacoldgicas de las IPSCs en las CCEs. Las IPSCs de las CCEs fueron bloqueadas
reversiblemente por los antagonistas especificos del nAChR a9a10 estricnina (300 nM) (A) e ICS-205930 (300
nM) (B). C, La aplicacion del antagonista especifico del canal SK2, apamina (100 nM), bloqued
irreversiblemente el componente saliente de la respuesta sinaptica inhibitoria a -40 mV mientras que el
componente entrante colinérgico pudo ser observado a un Vs, de -60 y -80 mV (D). E, El antagonista
especifico del canal BK, iberiotoxina (100 nM), no afectd las IPSCs evocadas a un Ve, de -40 mV. En todos
los casos se muestran respuestas evocadas por 4 pulsos a 250 Hz. Los trazos representan un promedio de las
respuestas a 20 estimulos consecutivos en cada condicidon: control, luego de la aplicacion de la droga (con
tiempos de aplicacion que variaron entre 10 y 150 s, dependiendo de la droga) y luego de lavar la droga
durante 200 s.

2. Eficacia de la sinapsis MOC-CCEs.

Las corrientes en las CCEs fueron registradas a un Ve, de -40 mV, valor cercano al potencial de
reposo que presentaron las células (51,5 + 10,2 mV, media + SD, n = 34 CCEs). A este voltaje fue
posible obtener registros estables de las corrientes sinapticas salientes (dependientes del canal SK2)
y con una buena relacion sefial-ruido. En estas condiciones, las corrientes sinapticas inhibitorias
espontaneas (sIPSC) presentaron una constante de subida (t 20-80/) de 12.6+2.6 ms y una
constante de decaimiento (t 10-90/ ) de 51.2 + 11.6 ms (n = 8 CCEs, Tabla I). Las elPSCs presentaron
cursos temporales similares (Fig. 21B). Las amplitudes de las corrientes sindpticas, tanto
espontdneas como evocadas, resultaron variables con valores que oscilaron entre 10 y 250 pA,
presentando valores medios de 46,1 + 10,8 (sIPSCs) y 48,4 + 23,1 pA (elPSCs) (n = 8 CCEs, Tabla I).
Para verificar que las sIPSCs son efectivamente eventos espontaneos y no son producidos por el
disparo espontaneo de potenciales de accion en las fibras MOC, se registraron corrientes sindpticas
espontdneas en presencia o ausencia del TTX 1 uM. No se encontraron diferencias en la amplitud de
los eventos sinapticos entre estas dos condiciones (Fig. 17C), indicando que los eventos espontaneos
se deben a la fusién de vesiculas a la membrana plasmdtica presinaptica independiente de la
generacién de un potencial de accion.

Cuando se activaron las respuestas sindpticas con pulsos Unicos, a una frecuencia de 1 Hz, se
observo una tasa de éxito baja en la generacion de las elPSCs (P¢yio=0.25+£0.06, n = 18 CCEs). Para
cuantificar esta observacion, se calculd el contenido cuantico (m) de esta sinapsis, es decir, el
numero promedio de vesiculas liberado por cada potencial de accién presinaptico (Del Castillo y

Katz, 1954b). Se utilizaron tres métodos para obtener este parametro. Mediante el método directo,
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m fue obtenido dividiendo la media de las elPSCs producidas durante un protocolo de 1 Hz y la
media de las sIPSCs para cada célula (Tabla IV). Es importante tener en cuenta que dada la baja
frecuencia de aparicion de los eventos espontaneos, numerosas células debieron ser eliminadas de
este analisis. Por otro lado, dada la baja probabilidad de liberaciéon observada en la sinapsis MOC-
CCE, podemos asumir que los eventos sindpticos siguen una distribucién de Poisson. Bajo este
supuesto, el contenido cuantico puede ser calculado mediante el método de las fallas (m = In (N/Ng))
o mediante el método del coeficiente de variacién (m = 1/CV?) (ver Métodos y Tabla IV). El valor de
m fue estimado para 8 CCEs, obteniéndose valores que resultaron consistentes entre los distintos

métodos y oscilaron entre 0.03 y 1.15.

Tabla IV. Contenido cudntico en la sinapsis MOC-CCE.

Constantes cinéticas Amplitud media de IPSCs (pA) Contenido cuéntico (m)

. . (i) elPSC
T crecimiento Tt decaimiento
CCE IPSC IPSC i i) In (N/N 2
20-80% (ms)  10-90% (ms) n sIPSCs n elPSCs n  medio/ sIPSC (i) In (N/No) (iii) 1/cV

medio
1 11.8+40  56.7+213 238 58+18 285 3416 48 0.05 0.07 0.06
2 144+56 6764221 35  59+21 40 99:48 276 115 117 1.25
3 141+49  580+21.8 173 52425 201 62+38 188 0.48 0.51 0.41
4 92436  440+143 88 47421 119 35:21 103 0.14 0.21 0.16
5 103+3.8  412+122 48 48423 54 5130 116 0.11 0.14 0.11
6 123+40 4924148 57 3517 68 28+14 40 0.03 0.05 0.04
7 11.2+35 323+87 31  28+15 133 39425 285 0.31 0.23 0.17
8 172+66  60.4%226 70  42+20 117 39%23 68 0.21 0.26 0.20
m:dc'la T 126t26  51.2+116 46.1+10.8 48.4+23.1 0.31£0.37 0.35%0.37 0.31%0.40

Los valores se exnresan como la media + s.d.

De acuerdo con el bajo contenido cuantico obtenido para esta sinapsis, la distribucién de amplitudes
de las corrientes sinapticas espontdneas y evocadas se superpusieron (Fig. 21E-F). Si uno considera
gue las corrientes espontaneas se deben a la liberacidn de una sola vesicula, estos resultados indican
gue la mayoria de los eventos evocados estan compuestos de un solo cuanto. Consistentemente, los
eventos mas grandes, que podrian estar compuestos de dos o tres cuantos, resultaron poco
frecuentes (Fig. 21). Una caracteristica llamativa de los histogramas de amplitudes de las sIPSCs es
que resultaron sesgados (Fig. 21C-D). De las 8 células analizadas 5 no presentaron distribuciones
normales (D'Agostino & Pearson test de normalidad, p<0.01) con un sesgo que oscilé entre 0.6 y 1.4.
El hecho de que la distribucién de las amplitudes de las sIPSCs (monocudnticas) resultara en
histogramas que se asemejan a distribuciones multicuanticas (Jonas et al., 1993), no permitio utilizar
los histogramas de amplitudes de las elPSCs para obtener un valor independiente del m. Este tipo de
distribuciones han sido descriptas previamente en varias sinapsis en el sistema nervioso central
(Bekkers et al.,, 1990; Jonas et al., 1993; Bekkers, 1994) y son generalmente atribuidas a la
variabilidad entre los distintos sitios de liberacion (Auger y Marty, 2000). Independientemente de las

particularidades de la distribucion de amplitudes de las sIPSCs, estos resultados nos permiten
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concluir que la sinapsis entre las fibras MOC y las CCEs tiene muy baja probabilidad de liberacién con

un régimen de estimulacién de 1 Hz.
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Figura 21. Distribucion de amplitudes de las IPSCs espontaneas y evocadas en las CCEs. Trazos representativos
de las corrientes sinapticas espontaneas (sIPSCs) en presencia de TTX 1 uM (15 eventos, A) y de las corrientes
sinapticas producidas por un estimulo Unico (elPSCs) (15 eventos, B). Los histogramas de amplitud de las sIPSCs y
las elPSCs correspondientes a las células registradas en A y B se muestran en C y D, respectivamente. Notar que
no hubo diferencias en la distribucion de amplitudes de las sIPSCs en presencia (barras grises) o ausencia (barras
rayadas) de TTX 1 uM. E-F, Histogramas de amplitud de las elPSCs (barras grises) y las sIPSCs (barras rayadas)
correspondientes a dos CCEs. En C-F las barras negras indican el ruido de base.

3. Facilitacion por pulsos pareados en la sinapsis MOC-CCEs.

Las sinapsis que presentan un bajo contenido cuantico tienden a facilitar cuando son estimuladas a
altas frecuencias (Debanne et al., 1996; Murthy et al.,, 1997; Zucker y Regehr, 2002). Este
comportamiento fue previamente observado en las sinapsis eferentes de las células ciliadas de la
tortuga (Art et al., 1984) y en las CCls neonatales de la rata (Goutman et al., 2005). Para caracterizar
los procesos de plasticidad de corto término en la sinapsis MOC-CCE, se midieron las respuestas
promedio para pulsos pareados con intervalos entre estimulos (ISls) de 4 a 250 ms (Fig. 22A-D). Se
definié el indice de facilitacion (FI) como la fraccidn S,/S;, donde S es la respuesta promedio de las
CCEs al primero o al segundo pulso, respectivamente. Fls mayores a 1, indican facilitacidon, mientras
gue Fls menores a 1, indican depresién. Para 8 CCEs se observo facilitacion para ISIs de entre 10 y 25
ms (Del Castillo y Katz, 1954a; Mallart y Martin, 1967; Katz y Miledi, 1968; Goutman et al., 2005) (Fls
=2.12£1.1a10msy 1.6 £0.6 a 25 ms, respectivamente, n = 8 OHCs, p < 0.05, test de Student de una
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muestra, Fig. 22E). Para ISIs menores a 10 ms o mayores a 25 ms, no se encontré faciltacion ni

depresion de las respuestas sinapticas.
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Figura 22 Facilitacidn de las respuestas postsinapticas en las CCEs ante la estimulacidn de las fibras MOC
con pulsos pareados. A-D, Trazos representativos de las respuestas producidas por un par de pulsos con
intervalos entre estimulos (ISI) que varian entre 4 y 100 ms (50-100 repeticiones). E, indices de facilitacion
calculados para la corriente promedio (S,/S1), la probabilidad de aparicién de un evento (P,/P;) y la amplitud
promedio de los eventos exitosos (A,/A;) en funcién del ISI. Los indices de facilitacion para cada parametro
fueron calculados como el valor obtenido en el segundo estimulo dividido el valor obtenido en el primero.
Notar que los indices de facilitacidon calculados utilizando S o P se superpusieron en casi todos los ISIs
estudiados. *Test de Student de una muestra, p < 0.05.

En la mayoria de las sinapsis, la facilitacion se debe a fendmenos presindpticos que causan un
aumento en el numero de cuantos liberados a medida que aumenta la concentracion intraterminal
de Ca®* en pulsos consecutivos (Zucker y Regehr, 2002). Sin embargo, dado que en esta sinapsis y en
nuestras condiciones de registro (Veosien -40 mV), la respuesta se encuentra dominada por la
activacién secundaria del canal SK2 como consecuencia del aumento de los niveles de calcio en las
CCE provenientes de la entrada de Ca®* a través de receptor a9a10 y también, posiblemente, por
liberacién de Ca** desde reservorios intracelulares (Lioudyno et al., 2004), no puede descartarse a
priori un efecto postsinaptico. Si el aumento en la respuesta promedio se debiera solamente a un
efecto postsinaptico, se deberia observar un aumento en la amplitud de los eventos postsinapticos
exitosos (se computa la amplitud media de los elPSCs sin tener en cuenta las fallas) pero no deberian
observarse cambios en la probabilidad de liberacidn (se considera el porcentaje de fallas de
liberacion). Contrariamente, si el aumento en las respuestas postsinapticas se debiera a un aumento
en el nimero de cuantos liberados en cada potencial de accidn, deberia haber una disminucién en el
numero de fallas de liberaciéon durante el segundo pulso. Para distinguir entre estas dos
posibilidades, se recalculd el indice de facilitaciéon considerando la amplitud de los eventos sindpticos
exitosos (Fla= A,/A;) o la probabilidad de liberacion (Fl, = P,/P,). El valor de Fl, no difirié
significativamente de 1 para ninguno de los ISIs evaluados (n = 8 CCEs, p > 0.5, test de Student de
una muestra Fig. 22E), mientras que se encontraron diferencias significativas para Fl, a ISls de 10 y
25ms (FI,=2,2+0,9y 1,6 + 0,6 para ISIs de 10 y 25 ms, respectivamente, n = 8 CCEs, p < 0.05, test
de Student de una muestra, Fig. 22E). Mas aun, si se grafican los indices de facilitacién para los tres

parametros en funcidn del ISI, se observa que la curva para la respuesta promedio (Fls) y el aumento
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de probabilidad (Fly) se superponen casi completamente, indicando que el aumento de la respuesta
promedio puede explicarse completamente por un aumento en la probabilidad de liberacidn. Estos
resultados nos permiten concluir que en la sinapsis MOC-CCE, la facilitacién durante la estimulacion

de alta frecuencia es de origen presinaptico.

4. Facilitacion de las respuestas sinapticas en las CCEs durante la estimulacion de alta frecuencia.

In-vivo, las fibras MOC disparan en forma regular y a frecuencias que oscilan entre 1 y 120 Hz
(Robertson y Gummer, 1985; Liberman y Brown, 1986; Brown, 1989). Ademds, la inhibicidn coclear
aumenta con la frecuencia de estimulacién de las fibras MOC (Galambos, 1956; Wiederhold y Kiang,
1970; Gifford y Guinan, 1987). Es por esto que resultd de interés analizar el efecto que tiene Ila
activacion eferente repetitiva sobre las respuestas sindpticas en las CCEs. Para esto se aplicaron
trenes de estimulacién que consistieron en 10 pulsos a frecuencias entre 10 y 80 Hz
(correspondiente a ISIs de 100 a 12.5 ms). En la figura 23 se muestran respuestas representativas de
las CCEs a este tipo de estimulacién. Cuando se estimuld con frecuencias de 10 Hz, se observaron
eventos sinapticos dispersos que se volvieron mas frecuentes a medida que se aumentd la
frecuencia de estimulacién. Ademas, se observdé un aumento aparente en la amplitud total de las
respuestas sindpticas a frecuencias de estimulacién mas altas (Fig. 23C-E). La combinacion de estos
dos efectos resultd en un aumento de la respuesta postsindptica promedio a medida que se
aumentdé la frecuencia de estimulacidon eferente (Fig. 23, trazos negros). Se observd el mismo
fendmeno cuando se midieron potenciales sinapticos evocados por estimulacion de alta frecuencia
(Fig. 24).

Para cuantificar la facilitacion durante la estimulacién repetitiva, se midid la probabilidad de
liberacion (P) y la amplitud de los eventos evocados exitosamente (A) (Fig. 23K-L, n=3-11 CCEs) para
cada estimulo consecutivo. La respuesta total promedio (S) fue obtenida como la suma de todos los
eventos evocados dividida por el nimero de trenes de estimulacion (Fig. 23M). En forma coincidente
con el resultado de los experimentos de pulsos pareados, se encontré un aumento en la
probabilidad de liberacién cuando se aplicaron trenes de frecuencias de entre 50 y 80 Hz (ISls de 20
a 12.5 ms). No se encontré ningln cambio en este pardmetro a frecuencias de estimulacidn mas
bajas (10 o 25 Hz, ISIs de 100 y 40 ms, respectivamente). Este aumento en P fue maximo durante los
primeros pulsos (p < 0.001, ANOVA de un factor para el 3°" pulso) y esto fue acompafiado por un
aumento en las corrientes postsinapticas promedio (Fig. 23M). Hacia el fin de los trenes no se
encontraron diferencias significativas en P entre las frecuencias de estimulacion (p > 0.05, ANOVA de

un factor para el 10™ pulso) (Fig. 23K). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas
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en la amplitud de los eventos evocados para las distintas frecuencias a lo largo del tren, aunque se
observo una aparente disminucién de la amplitud hacia el final del tren en las frecuencias altas (Fig.
23L, p > 0.05, ANOVA de un factor para el 3™ y 10™ pulso). Estos resultados indican que existe un
aumento de la eficacia sinaptica como consecuencia de la activacién repetitiva de las fibras
eferentes. A su vez, el hecho de que este efecto se correlacione con un aumento de la probabilidad
de liberacién y no con un aumento de la amplitud de las respuestas postsinapticas, sugiere que la
facilitacion seria de origen presinaptico.
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Figura 23 La facilitacion de la liberacion del neurotransmisor contribuye al aumento de la respuesta
inhibitoria en las CCEs durante la estimulacion de las fibras MOC a alta frecuencia. A-E, Trazos representativos
de 10 respuestas individuales a trenes de 10 pulsos (trazos grises) aplicados a distintas frecuencias. El trazo
negro representa la respuesta promedio de 100 repeticiones del estimulo a cada frecuencia. Notar que a
frecuencias altas, las respuestas hacia el final del tren resultaron mayores. F-J, Trazos individuales de las
respuestas a trenes de 10 pulsos en las cuales se observé sumacidén de respuestas consecutivas. En K-M se
muestran los valores medios de estos pardmetros normalizados a su valor en el primer pulso en funcién del
numero de pulso para cada frecuencia estudiada (n = 3-11 CCEs). Notar que a frecuencias altas, hubo un
aumento de P en los primeros pulsos (K) mientras que la amplitud de las elPSCs se mantuvo estable (L).

Sin embargo, como se comentd previamente, un aumento en los niveles de calcio en la postsinapsis
y como consecuencia, una mayor activacién de los canales SK2, podrian contribuir al aumento
observado en la eficacia sinaptica durante estimulos repetitivos. Para controlar este factor, se realizé
un experimento en el cual el aumento de calcio en la postsinapsis y la consecuente activacién de los

canales SK2 fueron minimizados utilizando el quelante rapido de calcio BAPTA (10 mM) en vez de
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EGTA en la solucién intracelular. Dado que en estas condiciones las corrientes sindpticas estan
mediadas sdélo por el receptor nicotinico (E., ~ -14 mV; Elgoyhen et al. 2001, Gdmez-Casati et al.,
2005), para obtener respuestas con una buena relacidn sefial-ruido fue necesario realizar los
registros a un Vgsen de -90 mV. Las IPSCs registradas a este potencial presentaron amplitudes
medias de -50 + 3 pA (42 eventos, 2 CCEs) con una constante de decaimiento de 25 + 8 ms (27
eventos, 2 CCEs). A este potencial de sostén, los registros resultaron muy inestables. Sin embargo,
logramos obtener buenos registros de 2 CCEs a las que se aplicaron 25 repeticiones de trenes de 10
pulsos a 50 Hz (Fig. 25A). Para cada pulso se calcularon: la probabilidad de liberacion (P), la amplitud
media de los eventos evocados (A) y la respuesta promedio (S). Como se habia observado para la
respuesta compuesta (nAChR-SK2) a -40 mV, la estimulacion de las fibras MOC a altas frecuencias
produjo un aumento en las corrientes aisladas (nAChR) promedio que se correlaciond con un
aumento en la probabilidad de liberacidn (P) pero no con cambios en la amplitud de las elPSCs (A)
(Fig. 25B-C). Estos resultados indican que la facilitacion de la liberacidon de neurotransmisor en la
sinapsis MOC-CCE es independiente de los cambios en los niveles de Ca** en la postsinapsis.

A 304 B Figura 24 IPSPs en las CCEs en respuesta a
RERERNARR - FEEETETTT trenes de estimulacién de 25 y 50 Hz. A, Trazos

! P ~— representativos de 10 respuestas individuales
(trazos grises) a trenes de 10 pulsos aplicados a
25 (A) y 50 Hz (B) obtenidos en CCEs en la
configuracion de fijacion de corriente (‘current
clamp’). El trazo negro representa la respuesta
media de 100 repeticiones del estimulo.
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Figura 25. Facilitacion de la transmision sinaptica en ausencia de la activacion del canal SK2. Se registraron las
respuestas sindpticas en las CCEs a un V¢, de -90 mV y utilizando BAPTA 10 mM en la soluciéon de la pipeta.
A, trazos representativos de 10 respuestas individuales a trenes de 10 pulsos aplicados a una frecuencia de 50
Hz (trazos grises). El trazo negro representa el promedio de de 25 repeticiones del estimulo. Se muestra una
respuesta promedio producida por un estimulo Unico a 1 Hz en el recuadro. La probabilidad de liberacion (P), la
amplitud promedio de las elPSCs (A) y la respuesta promedio (S) fueron calculadas para cada pulso durante los
trenes de 10 pulsos. El B-D se muestra el promedio de los valores de estos pardmetros normalizados a su valor

en el primer pulso en funcién del nimero de pulso.

En todos estos experimentos se aplicaron 50-100 trenes de 10 pulsos a cada frecuencia, con

intervalos de 2 segundos entre los pulsos. Para verificar que este régimen de estimulacién no
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produjera efectos de largo término en la eficacia sindptica, realizamos un experimento control que
consistio en la aplicacion de 10 series de 10 trenes a 1 Hz, con intervalos de reposo entre series de
60 segundos (Fig. 26A). En la figura 26B-D se muestran las respuestas promedio para cada pulso del
enésimo tren de cada serie en funcion del nimero de pulso para tres CCEs estimuladas a 50 Hz. En la
figura 26E se grafica el valor promedio de la respuesta al primer pulso en funcién del nimero de tren
en cada serie. Como puede observarse, no se encontraron cambios ni en el curso temporal ni en la
amplitud inicial de las respuestas a medida que aumentd el numero de tren en la serie, indicando
que no hay efectos de largo término en la eficacia sindptica bajo nuestras condiciones
experimentales. Utilizando el mismo tipo de andlisis, se obtuvieron resultados similares en CCEs

estimuladas a 100 Hz (Fig. 26F-I).
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Figura 26. La estimulacion repetitiva de alta frecuencia no provoca cambios de largo término en la
eficacia sinaptica. A, Esquema del protocolo utilizado para controlar la existencia de cambios de largo
término en la eficacia sinaptica durante la estimulacién de alta frecuencia. En B-D se muestran las
amplitudes promedio después de cada pulso para el enésimo tren de cada serie en funcién del nimero de
pulso (frecuencia de estimulacion 50 Hz, n = 3 CCEs). Notar que no hubo diferencias en el perfil de la
respuesta obtenida con respecto al orden del tren (12 a 1092). E, para visualizar mejor la existencia de
diferencias en la probabilidad inicial de liberacién en los trenes sucesivos, se graficé la respuesta promedio
del primer pulso del enésimo tren de cada serie en funcidn del numero de tren. F-I, se muestra el mismo
analisis que en B-E para trenes de estimulacién a 100 Hz.
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5. Contribucion relativa de los procesos de facilitacion y sumacion a las respuestas sinapticas en las

CCEs durante la estimulacion de alta frecuencia.

Las IPSCs evocadas en las CCEs presentaron un ancho medio de aproximadamente 50 ms y un
tiempo de decaimiento total de mds de 100 ms (Fig. 19B). Dado que la duraciéon de las IPSCs resulté
mayor que el ISI de los trenes (Tabla IV, Fig. 19B), es probable que la sumacidn de las corrientes
evocadas contribuya con el aumento de las corrientes inhibitorias de las CCEs durante la actividad de
las fibras MOC a alta frecuencia (Chen et al., 2002). De hecho, se pueden observar en trazos
individuales la sumacién de corrientes sinapticas consecutivas (Fig. 23F-J). Para evaluar cuan
relevante es este proceso fisiolégicamente, se identificaron visualmente, para distintos sets de
experimentos, cuantos de los trenes presentaban sumacién de al menos dos IPSCs. Si bien los
porcentajes variaron segun la probabilidad inicial de liberacidn y el curso temporal de las respuestas
postsindpticas, los valores promedio fueron 943, 42411, 53+10, 90+13 y 91+ 8/ para 10, 25, 50, 60y
80 Hz, respectivamente (Tabla V, n=3-4 CCEs). Esto indica que en las CCEs es frecuente la sumacién

de las respuestas postsindpticas durante la actividad de las fibras MOC a alta frecuencia.
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Figura 27. La sumacion también contribuye al incremento de la respuesta postsinaptica durante la
estimulacion de alta frecuencia. Se construyeron respuestas simuladas a partir de una respuesta
sindptica unitaria (recuadro en A) considerando sélo sumacién temporal (trazos grises) o considerando la
facilitacién (trazo negro) incorporando al modelo el cambio de probabilidad de liberacion en cada pulso
(obtenido de los experimentos ilustrados en la figura 23K). Se graficé la corriente normalizada al primer
pulso, para cada pulso, en funcidén del nimero de pulso, utilizando la simulacién que considera sélo
sumacion (B) o sumacién y facilitacion (C). En D se muestra este mismo grafico construido a partir de los
datos experimentales indicados en la figura 23. E-H, Trazos representativos de respuestas individuales
simuladas para distintas frecuencias de estimulacion.
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Con el fin de estimar la contribucion relativa de los procesos de sumacion y facilitacion, se realizd
una simulacion de las respuestas producidas por trenes de distintas frecuencias (Ver Métodos). Se
utilizé un trazo de una IPSC representativa producida por un solo pulso, aplicado a una frecuencia de
un Hz, como base para la construccién de los trenes simulados (Fig. 27A inset). El efecto de sumacion
temporal fue simulado considerando una probabilidad constante de liberacion de 0.25 para todos
los pulsos del tren (Fig. 27A, trazos grises), mientras que la facilitacion fue incorporada multiplicando
este valor de P en cada pulso por un factor que contempla el cambio en cada pulso obtenido en el
experimento ilustrado en la figura 23K (Fig. 27A, trazos negros). En la figura 27E-H se muestran
trazos simulados representativos para diferentes frecuencias de estimulaciéon. Se realizaron
promedios de los trazos simulados con ambas estrategias y se graficd el incremento relativo de la
respuesta acumulada en funcién del nimero de estimulo para frecuencias entre 10 y 80 Hz (Figura
27B-C para ‘Sumacion’ y ‘Sumacion y Facilitacion’, respectivamente). Este mismo grafico fue
obtenido a partir de los datos experimentales graficados en la figura 23. El incremento de la
corriente en cada pulso fue calculado como I/1; (ver Métodos). Para obtener el incremento maximo
de la amplitud para cada frecuencia, se ajustaron, las curvas de I/l; vs. el nimero de pulso a una
funcién exponencial y se midié valor de los plateaus. Los resultados obtenidos a partir de las
respuestas medidas en las CCEs mostraron que existe un aumento en la corriente maxima
acumulada en funcién de la frecuencia de la estimulaciéon (plateaus: 4.2 £ 0.3; 7.5+ 0.8, 12.4 £ 0.7,
21.6 £ 5.9 para 25, 50, 60 y 80 Hz, respectivamente (n = 3-11 CCEs, Fig. 27D). Cuando se compararon
estos valores con los ajustes de las curvas obtenidas para las simulaciones se observé que si se
considera el efecto conjunto de la sumacién y la facilitacion, los valores de los plateaus se ajustan
mejor a los datos experimentales que si se considera solamente la sumacion (plateaus: 3.1+ 0.1; 5.2
+0.2; 6.7+ 0.3 y 8.8+ 0.5 para 25, 50, 60 y 80 Hz, respectivamente para “Sumacion”y 3.6 +0.2; 7.4 +
0.3; 10.0 £ 0.4 y 15.4 £ 0.7 para 25, 50, 60 y 80 Hz, respectivamente, “Sumacion y Facilitacion”, Fig.
27B-C). Estos resultados demuestran que tanto la sumacién como la facilitacién contribuyen a
aumentar las corrientes inhibitorias en las CCEs durante la activacidn repetitiva de las fibras MOC.

Finalmente, se decidid utilizar el modelo para evaluar cémo se afectaban los porcentajes de
respuestas que presentaban sumacidn bajo las dos condiciones de prueba: “Sumacion” o “Sumacion
& Facilitacion”. Para esto se generaron 1000 trazos a cada frecuencia y se contd el nimero de trazos
en los que se pudieron medir respuestas sumadas. Se considerd la presencia de sumacion en un
trazo cuando se pudo medir una respuesta cuya amplitud fuera dos veces la del templado. Como se
muestra en la tabla V, considerando una probabilidad de liberacion constante de 0.25 (“Sumacion”),

se encontré sumacion en aproximadamente 50/ de las respuestas a partir de 25 Hz. Sin embargo, el
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agregado del efecto de facilitacion aumentd notablemente la proporcion de respuestas que
presentaron sumacién, llegando casi al 100/ a 80 Hz como se observa experimentalmente.

En conjunto, estos resultados indican que la sumacién de las respuestas postsinapticas es
ciertamente relevante dado que aumenta la magnitud del tono inhibitorio en las CCEs. A su vez, el
aumento de la eficacia sinaptica producida por la facilitacion produce un aumento en el grado de

sumacion de las corrientes postsindpticas.

Tabla V. Porcentaje de sumacion durante trenes.

Frecuencia Sumacion  Sumacion & Experimentales

(Hz) (%)  Facilitacion(%) (%)
10 0 0 913
25 41 49 42411
50 54 77 53410
60 58 87 90413
80 69 96 91+ 8

Se calculd el porcentaje de trazos que mostraban sumacion temporal tanto en las respuestas simuladas como en
las respuestas medidas en las CCEs. Para las respuestas simuladas, el porcentaje fue calculado sobre 1000 trazos
generados. Se definid la existencia de sumacién en un trazo cuando la amplitud de la respuesta duplicara la
amplitud del trazo utilizado para construir el modelo. En el caso de las respuestas experimentales, los trazos que
presentaban sumacion fueron detectados visualmente.

6. Respuesta inhibitoria de las CCEs durante la actividad prolongada de las fibras MOC.

Otra de las caracteristicas que se habian observado en experimentos de estimulacién del sistema
MOC in-vivo es que la inhibicidn de la respuesta auditiva se mantiene mientras las fibras MOC son
estimuladas, para luego decaer en tiempos del orden de los 100 ms (Wiederhold y Kiang, 1970;
Guinan, 1996). Decidimos entonces evaluar si la sinapsis MOC-CCE era capaz de mantener la
liberacion del neurotransmisor durante periodos prolongados de actividad. Para esto las fibras MOC
fueron estimuladas a frecuencias de 50 Hz durante 1 segundo con periodos entre estimulos de 30 s.
Las respuestas promedio activadas de esta manera, presentaron un tiempo de crecimiento hasta el
maximo de la respuesta (1) de 102 + 10 ms (n=3 CCEs), llegando luego a un plateau cuya amplitud no
decrecio significativamente durante la duracién del estimulo (Fig. 28A). Se observd, ademas, que al
terminar el periodo de estimulacidon se produjo actividad sinaptica espontanea (Fig. 28B) que
prolongd las respuestas durante 200-500 ms (Fig. 28A). Estos resultados nos permiten concluir que

la sinapsis MOC-CCE es capaz de sostener su actividad por periodos prolongados.
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Figura 28. Liberacion sostenida del neurotransmisor en la sinapsis MOC-CCE durante trenes de estimulacion
prolongados. A, Corriente promedio obtenida en tres CCEs en respuesta a trenes de 50 Hz aplicados durante
1 segundo (se promediaron 10-50 repeticiones en cada célula). Las regiones sombreadas indican el periodo de
estimulacion. Los artefactos de estimulacion se eliminaron para mayor claridad. Notar que las corrientes
promedio se mantuvieron casi constantes durante el periodo de estimulacién y que la respuesta no retorné a
los valores basales en forma inmediata luego de la terminacion del estimulo. La constante de crecimiento de
la respuesta fue de 101.9 + 10.4 ms (n=3) y el tiempo de decaimiento fue variable, encontrandose entre 200 y
500 ms. B, trazo individual ilustrando la actividad remanente al terminar la estimulacién.
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Discusion

Estos resultados son la primera descripcion de las caracteristicas de la transmisién sindptica entre las
fibras eferentes del sistema MOC, activadas por estimulacion eléctrica, y las CCEs. El analisis de las
propiedades biofisicas y farmacoldgicas de las respuestas postsindpticas de las CCEs resultaron
similares a las anteriormente descriptas tanto para las respuestas activadas por la ACh en CCEs
aisladas (Dulon y Lenoir, 1996; Evans, 1996; Nenov et al., 1996b, a) como para las respuestas
sindpticas espontdneas medidas en las CCEs presentes en preparaciones del drgano de Corti
similares a las utilizadas en el presente trabajo (Oliver 2000). Esto confirma el modelo actual segun
el cual la respuesta inhibitoria de las CCEs estd mediada por la entrada de Ca®" a través del receptor
nicotinico a9a10 y la subsiguiente activacion del canal de potasio SK2 (Nenov et al., 1996b; Oliver et

al., 2000).

La sinapsis MOC-CCE presenta una baja eficacia cuando es estimulada con pulsos Unicos a una
frecuencia de 1 Hz, lo cual se ve reflejado en un valor de contenido cuantico bajo (m = 0.31 £ 0.37).
La baja frecuencia de liberacién registrada en nuestros experimentos incita a considerar la
posibilidad de la existencia de fallas de conduccion o de estimulacion que pudieran llevar a
subestimar el contenido cuantico. Sin embargo, dada la cercania de la pipeta de estimulacion a la
célula registrada es poco probable que existan puntos de ramificacion que generen fallas de
conduccién entre el punto de estimulacion y el terminal sindptico. Ademads, se ha demostrado que la
existencia de fallas de conduccién resulta en depresion de la liberacién durante la estimulacidon de
alta frecuencia (Grossman et al., 1979) en lugar de facilitacion, como se observa en esta sinapsis. Por
otro lado, el hecho de que la distribucién de amplitudes de los eventos evocados y espontaneos se
superponga, indica que los eventos de liberacion exitosos consisten en su mayoria de la liberacion de
una sola vesicula. Este resultado es coherente con una baja eficiencia de liberacién. Asimismo, se ha

reportado también una baja probabilidad de liberacidn en la sinapsis MOC-CCls transitoria en ratas y
ratones neonatales (m ~ 1) (Goutman et al., 2005; Zorrilla de San Martin et al., 2010) y en la sinapsis

entre las fibras eferentes y las células ciliadas en el sistema auditivo de la tortuga (Art et al., 1984).
Esto indica que esta baja tasa de liberacidn es una caracteristica general de la sinapsis eferente a las
células ciliadas en diversos organismos y periodos del desarrollo. Considerando estos datos,
podemos postular que la baja eficacia de liberacidn de la sinapsis MOC-CCEs se debe a la naturaleza
del proceso de liberacidon y no a cambios en el umbral de disparo de los axones o a fallas de

conduccién (Allen y Stevens, 1994).
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Para entender qué implica esta baja tasa de liberacion en términos de la estructura y funcionalidad
de los terminales sindpticos eferentes, es necesario considerar que las CCEs de la zona apical de la
coclea estan, mayoritariamente, inervadas por un Unico terminal sindptico (Maison et al., 2003).
Ademads, un axdn eferente raramente hace contacto mas de una vez con una misma CCE (Wilson et
al.,, 1991; Warr y Boche, 2003). De manera que cada vez que se aplica un pulso, la respuesta
sindptica medida en una CCE resultaria de la liberacidon de neurotransmisor proveniente de un Unico
botdn sinaptico. El contenido cuantico medido dependeria entonces del nimero de sitios activos por
botdn y de la probabilidad de liberacion de cada uno de esos sitios. Actualmente, no existen reportes
de ninguno de estos dos pardmetros para esta sinapsis. Sin embargo, si consideramos que la
probabilidad de liberacidn de un sitio activo puede ser tan baja como 0.01 (Branco y Staras, 2009),
un terminal sinaptico con un nimero de aproximadamente 30 sitios activos podria explicar el valor

de contenido cuantico descripto en el presente trabajo.

Existen diversos procesos presinapticos que podrian contribuir a esta baja tasa de liberacion. En la
sinapsis transitoria MOC-CCI del ratdn, el acople entre los CCVD del tipo L y los canales de K" BK
funciona como un circuito de retroalimentaciéon negativa que reduce el contenido cuantico de la
liberacion del neurotransmisor (Zorrilla de San Martin et al., 2010). Mas aun, en esta misma sinapsis
se ha demostrado recientemente que el GABA, posiblemente co-liberado con la ACh desde los
terminales MOC activa receptores GABA; presinapticos ejerciendo asi un efecto inhibitorio sobre la
liberacion (Wedemeyer et al., 2010). Estos mismos fendmenos podrian estar involucrados en la baja

probabilidad de liberacién que presenta la sinapsis MOC-CCE.

El hecho de que los histogramas de distribucion de amplitudes de las respuestas evocadas en las
CCEs presentaran distribuciones sesgadas, podria indicar la existencia de variabilidad entre los sitios
de liberacion, como sucede en algunas sinapsis del SNC (Bekkers et al., 1990; Jonas et al., 1993;
Bekkers, 1994; Auger y Marty, 2000). Por otro lado, la existencia de variabilidad en las IPSCs podria
también explicarse por diferencias en el grado de acople entre el receptor a9a10 y el canal SK2
(Oliver et al., 2000; Katz et al., 2004) y por variaciones en la liberacidn de calcio desde las cisternas
postsindpticas que contribuyen a la activacién del canal SK2 (Shigemoto y Ohmori, 1991; Yoshida et

al., 1994; Lioudyno et al., 2004).
Aunque no existe una descripcidon detallada de la ultraestructura de los botones sinapticos del

sistema MOC de los mamiferos, hay micrografias electrénicas de sinapsis eferentes a las células

ciliadas de diversas especies que muestran que estos botones presentan un gran numero de
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vesiculas sinapticas (Lenoir et al., 1980; Nadol, 1988; Simmons et al., 1996; Bruce et al., 2000). Como
se comentd anteriormente, no se sabe qué proporcién de estas vesiculas forman parte de sitios
activos, sin embargo, estos resultados sugieren que la disponibilidad de vesiculas no es limitante
para la liberacidén (Harris y Sultan, 1995; Schikorski y Stevens, 1997; Xu-Friedman y Regehr, 2004).
Los resultados aqui reportados sustentan esta observacidon. Por un lado, el hecho de que esta
sinapsis sea capaz de sostener la liberacidn sinaptica durante periodos prolongados de actividad es
consistente con una alta disponibilidad de vesiculas en los terminales sindpticos MOC. Mds aun, el
hecho de que se observe en esta sinapsis un aumento en la tasa de liberacidon durante la
estimulacién de alta frecuencia, es también un indicador de que la disponibilidad de vesiculas no es

limitante para la liberacién del neurotransmisor en esta sinapsis.

El aumento de la respuesta postsinaptica en las CCEs durante la actividad de las fibras MOC a alta
frecuencia, se debe al efecto conjunto de la facilitacion y la sumacidon de las corrientes
postsinapticas. La facilitacion de la respuesta observada se debe a un aumento de la probabilidad de
liberacidén, es decir, es de origen presindptico. El efecto neto de este proceso es una disminucidn del
numero de fallas de liberacién durante los periodos de actividad repetitiva. Esto a su vez, resulta en
una mayor sumacién de las corrientes postsinapticas que, en ausencia del efecto de facilitacién, sélo
explican la mitad del aumento en la magnitud de las respuestas. El significativo efecto de sumacién,
se debe a que las corrientes producidas por la activacidon conjunta del receptor a9a10 y el canal SK2,
presentan una cinética muy lenta que esta regida principalmente por las constantes de apertura y

cierre del canal SK2 (Oliver et al., 2000; Katz et al., 2004).

Como se menciond previamente, algunas caracteristicas de la fisiologia de la sinapsis MOC-CCEs son
similares a las reportadas en las sinapsis entre fibras eferentes y las células ciliadas de otras
especies. Por ejemplo, se han descripto tanto una baja tasa de liberacién como la facilitacién de las
respuestas postsindpticas durante la actividad de alta frecuencia, en la sinapsis eferente a las CCls de
la rata (Goutman et al., 2005) y en la sinapsis eferente a las células ciliadas en la papila auditiva de la
tortuga (Art et al.,, 1984). En el presente trabajo demostramos que estas caracteristicas se
mantienen también en la sinapsis MOC a las CCE, el blanco final de estas fibras en los mamiferos
adultos (Simmons, 2002). El hecho de que estos mecanismos sindpticos se encuentren conservados

en distintas especies sugiere que podrian ser relevantes para el control de la respuesta auditiva.

En otros sistemas se ha propuesto que las sinapsis con una baja tasa de liberacién inicial y que

presentan facilitacion ante la estimulacién repetitiva de alta frecuencia, podrian funcionar como
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filtros pasa-altos (Fortune y Rose, 2001), respondiendo preferentemente a actividad de altas
frecuencias (Lisman, 1997). En el contexto del sistema auditivo, este tipo de sistema permitiria que
las CCEs ignoraran la actividad esporadica o espontanea de las fibras MOC estableciendo un umbral
para la inhibicién coclear. Mas aun, el efecto conjunto de la facilitaciéon y la sumacién proveen la
ventaja adicional de escalar la inhibicién de acuerdo a la frecuencia de la actividad MOC, generando
un control fino de la funcién auditiva. Esta observacidon es particularmente relevante si se considera
que, in-vivo, las fibras MOC disparan en forma regular y con frecuencias variables (Robertson y
Gummer, 1985; Liberman y Brown, 1986; Brown, 1989). Ademas, cuando las fibras MOC son
activadas por un sonido (MOC reflex), la frecuencia de su activacidon se encuentra modulada por
distintas caracteristicas del sonido como su intensidad, origen (monoaural o biaural) o tipo (ruido o
tono) (Brown et al., 1998). De hecho, se ha demostrado que la tasa de disparo de las fibras MOC vy la
intensidad del sonido presentan una relacién casi lineal (Robertson y Gummer, 1985; Liberman y
Brown, 1986; Brown, 1989). Podemos entonces postular que, debido a los procesos de plasticidad
sindptica de corto término que presenta esta sinapsis, los distintos niveles de activacion de las fibras

MOC van a resultar en una inhibicion graduada de la actividad de las CCEs.

Asimismo, varias de las propiedades de las respuestas sindpticas de las CCEs ante la activacién
eferente presentan similitudes con la respuesta del sistema auditivo ante la activacion del sistema
MOC in-vivo. Por ejemplo, la inhibicién de la funcidn auditiva por medio de la activacién eléctrica de
las neuronas MOC en el tallo encefalico requiere de la aplicacidn de trenes de estimulacién en vez de
pulsos Unicos (Galambos, 1956; Wiederhold y Kiang, 1970; Mountain, 1980; Gifford y Guinan, 1987).
En forma similar, la activaciéon de las fibras MOC a frecuencias bajas resulté en respuestas muy
infrecuentes mientras que el efecto conjunto de la facilitacion y la sumacién resultd necesario para
lograr niveles maximos de inhibicidn. Por otro lado, ha sido reportado que cuando se estimulan las
neuronas MOC con trenes de alta frecuencia, la respuesta maxima no se alcanza hasta alrededor de
100 ms luego del inicio del tren y que ademas la respuesta tarda un tiempo similar en decaer una vez
finalizado el estimulo (Wiederhold y Kiang, 1970). Consistentemente, en la sinapsis MOC-CCEs la
sumacion de las IPSCs resulta en un tiempo de crecimiento hasta la respuesta maxima del orden de
los 100 ms, mientras que la presencia de liberaciéon espontanea al finalizar los trenes da como
resultado una prolongacion de la respuesta. A su vez, se ha observado que la magnitud del efecto
eferente en la funcién auditiva aumenta con la frecuencia de activacidn de las fibras eferentes no
s6lo en los mamiferos (Galambos, 1956; Wiederhold y Kiang, 1970; Brown y Nuttall, 1984; Gifford y
Guinan, 1987) sino también en otros vertebrados (Flock y Russell, 1973; Art y Fettiplace, 1984) (Fig.

29A). De manera similar, en este estudio se encuentra que la magnitud de las corrientes inhibitorias
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en las CCEs aumentan linealmente con la frecuencia de estimulacién saturando alrededor de 100 Hz
(Fig. 29B). En este contexto, una mayor frecuencia de disparo de las fibras MOC a medida que
aumenta la intensidad de un estimulo sonoro (Robertson y Gummer, 1985; Brown, 1989; Brown et
al., 1998) implicaria que la inhibicidon de la ganancia del sistema auditivo deberia aumentar con la
intensidad de los sonidos. Esto seria consistente con la hipdtesis de que una de las funciones del
sistema MOC es la proteccién contra el trauma acustico (Rajan, 2000; Taranda et al., 2009a). La
concordancia entre los datos de fisiologia auditiva in-vivo y los resultados aqui presentados, sugieren
qgue la magnitud de la inhibicidn que ejerce el sistema eferente sobre la respuesta coclear esta

regulada por la dindmica de la sinapsis MOC-CCE.
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Figura 29 La inhibicién de la actividad del nervio auditivo y la respuesta inhibitoria en las CCEs dependen de la
frecuencia de estimulacion eferente. A, Relacidn entre la frecuencia de activacion de las fibras MOC y la inhibicion
de la actividad aferente en el gato (adaptado de (Galambos, 1956; Gifford and Guinan, 1987) y en la tortuga
(adaptado de (Art and Fettiplace, 1984). En el eje y izquierdo el efecto del sistema eferente fue cuantificado como
la relacién entre la amplitud de la componente N1 del potencial de accion compuesto (CAP) del nervio auditivo,
producido por una estimulacién sonora moderada (10-25 dB sobre el umbral), con estimulacidn eferente y la
amplitud obtenida sin estimulacion ((N1¢shock/N1c)x100, Galambos, 1956; Gifford and Guinan, 1987). En el eje y
de la derecha, se indica el aumento en la intensidad del sonido necesario para evocar una descarga aferente en
funcién la frecuencia de estimulaciéon eferente (Art and Fettiplace, 1984). B, Aumento de la amplitud de las elPSCs
(media = SEM), luego de 10 estimulos, en funcion de la frecuencia de estimulacién eferente. Debido a la
variabilidad de los datos, los valores de amplitud maxima de las distintas células fueron normalizados al valor
correspondiente a una frecuencia de estimulacion de 50 Hz. Notar que tanto para la actividad aferente como para
las elPSCs de las CCEs existe un rango de frecuencias donde hay una relacion lineal entre la frecuencia de la
activacion del sistema MOC y el incremento de la inhibicién.
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propiedades funcionales de la sinapsis entre las fibras del
sistema MOC y las células ciliadas de la coclea.
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Introduccion

En el capitulo anterior se propone que la respuesta coclear al sistema eferente estd fuertemente
determinada por las propiedades de la sinapsis entre las fibras eferentes y las CCEs. Una prediccion
de esta hipdtesis es que un cambio en la dindmica de esta sinapsis deberia impactar en la respuesta
coclear ante la activacion del sistema eferente. En el presente capitulo se describe un modelo animal
gue permite poner a prueba dicha prediccidn. Se trata de un ratén modificado genéticamente que
posee una mutacidn puntual en la subunidad a9 del receptor nicotinico expresado por las células
ciliadas de la céclea. La mutacion consiste en la sustitucion de una leucina por una treonina en la
posicién 9’ (L9'T) del segundo paso transmembranal (TM2) del la subunidad a9. Esta mutacidén fue
previamente caracterizada en receptores recombinantes expresados en forma heteréloga en oocitos
de Xenopus laevis. La mutacién L9’T produce un aumento en la tasa de apertura del canal que se ve
traducido en un aumento en la afinidad aparente a la ACh y una disminuciéon de la tasa de
desensibilizacidon que resulta en una prolongacidn de las respuestas macroscépicas mediadas por
este canal (Plazas et al., 2005b). Estas propiedades sugieren que la incorporacién de esta mutacion
en el receptor nicotinico coclear deberia generar un aumento en la eficacia de la sinapsis entre las
fibras MOC y las células ciliadas de la coclea. Asimismo, en diversas sinapsis se ha demostrado que la
tasa de desensibilizacién de los receptores postsindpticos afecta la plasticidad de corto término
(Jones y Westbrook, 1996; Wong et al., 2003). Como se dijo antes, los cambios en la plasticidad de
corto término en la sinapsis MOC-CCEs podrian generar alteraciones en la modulacion de la funcidn

coclear por el sistema eferente.

En esta parte del trabajo, el primer objetivo fue caracterizar las respuestas colinérgicas de las células
ciliadas de ratones que poseen la mutacion L9'T para verificar si éstas presentaban las mismas
propiedades biofisicas y farmacoldgicas reportadas para el receptor recombinante mutado
expresado en un sistema heterélogo (Plazas et al., 2005b). Luego, se evalud el efecto de la presencia

del receptor a9L9’Ta10 en la funcionalidad de la sinapsis entre las fibras MOC y las CCls.
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Resultados

1. Caracteristicas de las corrientes colinérgicas aisladas en las células ciliadas de los ratones

transgénicos a9L9'Tal0.

Para verificar que la incorporacidn del receptor mutado no genera alteraciones en la integridad de
las células ciliadas se estudiaron sus propiedades electrofisiolégicas mediante la realizacion de
registros de patch-clamp en la configuracién whole-cell. En la figura 30 se muestran corrientes
activadas por voltaje en CCEs (B-C) y CCIs (E-G) de animales salvajes (wt/wt), heterocigotas (wt/L9’T)
y homocigotas (L9’T/L9'T) para la mutacion. En las figuras 28 E y H se muestran las curvas de
corriente vs voltaje para las CCEs y las CCls, respectivamente. Como se observa en dichos graficos,
no hubo diferencias en las corrientes promedio evocadas a distintos voltajes entre los distintos
genotipos. Mds aln, no se encontraron diferencias en los valores de capacitancia de las CCEs o CCls
entre genotipos (wt/wt : 8.3 £ 0.2 pF, n=19 animales, 41 CCls; wt/L9'T : 8.4 + 0.1 pF; n=14 animales,
41 CClIs; L9’T /L9'T : 8.6 £ 0.1 pF, n=26 animales, 79 CCls, medidas a P9—P11; wt/wt : 8.0+ 0.4 pF, n =
5 animales, 13 CCEs; y L9’T /L9'T : 8.120.2 pF, n = 8 animales, 19 CCEs, registradas a P10-P11),
indicando que no hay cambios en el tamafio de las células. Estos datos sugieren que la incorporacion

de la subunidad mutada no altera ni el tamafio ni el perfil electrofisioldgico de las células ciliadas.

Como se menciond anteriormente, las corrientes mediadas por los receptores recombinantes a9a10
gue poseen la sustitucién L9’T presentan una mayor afinidad aparente por la ACh y una disminucidn
en la tasa de desensibilizacién de las corrientes colinérgicas (Plazas et al., 2005b). Con el objetivo de
determinar si las corrientes colinérgicas de las células ciliadas que poseen el receptor mutado
presentan las mismas alteraciones, se estudiaron las corrientes activadas por la aplicacion exégena
de ACh en CClIs de animales en edades previas al inicio de la audicién (P6-P11). Para obtener la
corriente activada por la ACh mediada exclusivamente por el receptor a9a10 (sin contribucién de la
corriente a través del canal SK2), los registros se realizaron en una solucién intracelular que contenia
BAPTA 10 mM mas el agregado de apamina 5 nM en la solucion extracelular. Para determinar la
afinidad por la ACh del receptor colinérgico mutado, se construyeron curvas concentracion-
respuesta a la ACh para las CCls de ratones salvajes, heterocigotas y homocigotas para la mutacion
L9'T (Fig. 31A). Como se esperaba, la incorporacion de subunidades a9 mutantes produjo un
corrimiento de la curva concentracién-respuesta hacia la izquierda, con una disminucidn
concomitante del valor de la concentracién efectiva que produce el 50/ de la respuesta (CEsg). El
CEsp resultd significativamente diferente entre ratones mutantes homocigotas y salvajes (p < 0.01,
ANOVA + test de Dunnett), mientras que los ratones heterocigotas presentaron valores intermedios

(wt/wt : CEso, 90.8 £ 18.2 uM, nhill 1.6 + 0.1, n = 4 animales, 7 CCls; wt/L9’T: CEs,, 57.2 £ 6.5 pM,
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nHill 2.2 + 0.1, n =4 animales, 9 CCls; y L9'T /L9’T: CEsy, 41.7 £ 5.7 uM, nHill 2.1 £ 0.2, n = 4 animales,
7 CCls). Por otro lado, la aplicacion de ACh durante un minuto produjo corrientes entrantes que
mostraron una reduccién en su amplitud ante la presencia prolongada del agonista debido a la
desensibilizacién de los receptores nAChR. Como se muestra en los trazos representativos de la
figura 31B, la reduccién de la corriente fue menor en las CCls que poseian receptores mutados
respecto a las salvajes. Para cuantificar estas diferencias, se calculd la fraccion de corriente
remanente 30s después del pico de la respuesta, respecto a la corriente en el pico de la respuesta
(Fig. 31C). El valor de este parametro difirid significativamente entre los ratones salvajes y los
homocigotas (p < 0.05, ANOVA + test de Dunnett), mientras que los ratones heterocigotas
mostraron valores intermedios (l50s/lmax: 0.29 = 0.04 en wt/wt, n = 10 animales, 15 CCls; 0.45 + 0.05
en wt/L9’T, n = 9 animales, 12 CCls; y 0.48 + 0.06 en L9’T/L9’T, n = 6 animales, 10 CCls). Estos
resultados confirman que las corrientes llevadas por el receptor nAChR de las células ciliadas de los
ratones mutantes para la subunidad a9 (a9L9'Tal10) presentan las mismas alteraciones funcionales
descriptas para el receptor mutante recombinante expresado en oocitos de Xenopus laevis (Plazas et

al., 2005b).
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Figura 30 Corrientes voltaje-dependientes en las células ciliadas de los ratones que poseen la mutacion
a9L9’T. A, Detalle del protocolo utilizado para medir las corrientes voltaje-dependientes en las CCls. Se
aplicaron pulsos despolarizantes de 200 ms que variaron entre -84 y 16 mV con incrementos de 20 mV desde un
V,osten inicial de -84 mV. B-C, trazos representativos de las corrientes activadas en las CCEs de los ratones wt/wt
y L9’T/L9’T en P10-P14, respectivamente. D, curva I-V de las corrientes de estado estacionario en las CCEs.
(wt/wt: n = 2 animales, 3 CCEs; y L9’T/L9’T: n = 6 animales, 8 CCEs). E-F, igual a B-C pero para CCls de los ratones
wt/wt, wt/L9’T y L9’T/L9’T en P6-P10 (wt/wt: n = 10 animales, 13 CCls; wt/L9'T: n = 9 animales, 13 CCls; y
L9'T/L9'T: n = 14 animales. 17 CCls).

78



Capitulo lll: Resultados

—0
A B [
ACh 1mM
© 1.0 QS 005 o 0.6 *
® P P § 02
.C_HU E A l
©

£ E 04 . 0.4
Z 0.5 S -0.6 g
(1] =
D 2 084 8
o} = o
= (0] 0.2
& wt/wt 'g -1.0
o] e W/LO'T 8

0- @ -1.2-
x 0.0 LOT/LO'T ! f

I T 1 [ I I T I I 1 00_
101 102 103 0 10 20 30 40 50 60 RO A A
2 A'\% Q\? ;\\\9
ACh (uM) Tiempo (s) X\ \fb

Figura 31. Caracterizacion de las corrientes colinérgicas en las CCls de los ratones L9'T/L9’T. A, Curva
concentracion-respuesta a la ACh realizada en las CCls en P9-P10. Las amplitudes de las corrientes obtenidas a
cada concentracion fueron normalizadas y referidas al valor maximo de la respuesta a la ACh. Se muestra la
media * S.E.M. de 7 CCls de los ratones wt/wt (n = 4 animales), 9 CCls de los ratones wt/L9’T (n= 4 animales) y 7
CCls de los ratones L9’T/L9’T (n = 4 animales). B, Trazos representativos de las respuestas obtenidas en las CCls
en P6-P10 ante la aplicacién de ACh 1 mM durante 1 s a un V¢n de -90 mV. C, Grafico de barras indicando la
fraccién de corriente remanente respecto a la corriente mdaxima luego de 30 s de aplicacidn continua de ACh 1
mM, para cada uno de los genotipos.

2. Efecto de la mutacion L9’T en las respuestas sinapticas de las CCls.

Durante un evento sinaptico, a diferencia de lo que ocurre en los experimentos de aplicacion
exogena del agonista, la ACh esta presente durante periodos breves, de manera que la cinética de
las respuestas dependera no sélo de su tasa de desensibilizacién, sino también de otros factores
como la disociacion de la ACh del sitio de unién y la velocidad de eliminacién de la ACh de la brecha
sindptica. Por otro lado, la respuesta sinaptica de las células ciliadas estd mediada no solo por el
receptor a9a10, sino también por la activacion secundaria del canal SK2 (Dulon y Lenoir, 1996;
Nenov et al., 1996b; Glowatzki y Fuchs, 2000; Oliver et al., 2000; Marcotti et al., 2004; Gomez-Casati
et al., 2005; Goutman et al., 2005). Por lo tanto, el perfil final de las respuestas sinapticas dependera
no solo de la cinética del nAChR, sino del impacto que tenga este cambio en su cinética para la
activacion del canal SK2. Nos propusimos entonces, evaluar el efecto de la alteracion de la cinética
del nAChR a9L9'Tal0 en las respuestas sinapticas de CCls neonatales. Para comparar el efecto de la
mutacidn en las respuestas colinérgicas puras (nAChR) y en las respuestas compuestas (nNAChR + SK),
los registros de corrientes sindpticas fueron realizados aislando el componente colinérgico de la
corriente (en presencia de BAPTA 10 mM en la solucién intracelular y apamina 5 nM en la solucidn
extracelular a un Ve, de -82 mV) y también midiendo la respuesta compuesta (en presencia de
EGTA 5 mM en la solucidn intracelular a Ve, de -90 6 -40 mV). En la figura 32 se muestran registros

representativos de las corrientes espontaneas (sIPSC) registradas en las CCls en las tres condiciones
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experimentales. En forma consistente con lo encontrado ante la aplicacion exdgena de ACh, las
corrientes sinapticas colinérgicas aisladas resultaron mucho mas prolongadas (Fig. 32 A). Esto se
reflejo en un aumento significativo de alrededor de 6 veces en el tiempo de decaimiento y de 3
veces en el ancho medio de las respuestas en las CCls de los ratones L9’T/L9’T (Tabla VI, ‘nAChR’).
Este cambio en la cinética del nAChR se vio también reflejado en un aumento en el tiempo de
decaimiento y en el ancho medio de las corrientes sindpticas compuestas, tanto a -90 como a -40 mV
(Tabla VI, ‘nAChR + SK’). Es interesante notar que las amplitudes de las corrientes sindpticas aisladas
resultaron menores en los ratones L9’T/L9’T que en los salvajes. Sin embargo, el total de carga
transferida, medida como el area de cada evento sindptico, resulté mayor debido a la prolongacién
de los eventos. Mas aun, la reduccion de la amplitud encontrada en el componente colinérgico de
las sIPSCs, no se vio reflejada en las corrientes acopladas nAChR + SK, sugiriendo que la cantidad de
Ca’* que entra a la CCl fue suficiente para activar efectivamente los canales SK. Finalmente, se
encontrd que el tiempo de activacién de las corrientes acopladas nAChR + SK era mayor en las CCls
de los ratones L9'T/L9'T que en las CCls de los ratones salvajes. Por el contrario, no se encontraron
diferencias significativas en los tiempos de activacién de las corrientes aisladas entre ambos
genotipos. Si bien estos cambios en la cinética de las IPSCs son consistentes con los cambios
descriptos para los receptores a9al10 recombinantes portadores de esta mutacion (Plazas et al.,
2005b), quisimos verificar si efectivamente estas sIPSCs estaban mediadas por el nAChR a9a10. Con
este fin, se aumentd la frecuencia de los eventos espontaneos mediante la aplicacion de una
solucién extracelular rica en potasio (K" 40 mM) y se evalud el efecto de la estricnina, un potente
antagonista del receptor a9a10. La aplicacidn de estricnina inhibié completamente las corrientes
sindpticas en las CCls (Fig. 32D), confirmando que éstas se encuentran mediadas por el receptor

a9a10.
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Figura 32. La estricnina bloquea las corrientes sinapticas en las CCls de los ratones L9’T/L9’T. A, respuestas
sindpticas espontaneas (sIPSCs) mediadas sélo por el nAChR a9a10 en las CCls wt/wt (27 eventos, trazo negro)
y L9’T/L9'T (27 eventos, trazo gris) a un V,.gende -82 mV. B, sIPSCs mediadas por el nAChR + SK2 a un V.4, de -
90 para los ratones wt/wt (84 eventos) y L9'T/L9’'T (16 eventos). C, igual a B pero a un Vs, de -40 mV (CCls
wt/wt: 54 eventos y CCls L9'T/L9’T: 14 eventos). En todos los casos, las corrientes representativas
corresponden al promedio de eventos registrados en una misma célula (el nimero de células evaluadas en
cada condicién se indica en la tabla VI). D, trazo representativo (n=4 CCls, 2 animales) de las corrientes
sinapticas producidas por la aplicacién de una solucién con K" 40 mM. Los trazos expandidos muestran que la
actividad sindptica se bloqued completamente con estricnina 300 nM.
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Tabla VI. Corrientes sinapticas en CCls de ratones wt/wty L9'T/L9'T.

Corrientes AChR AChR + SK

Veoeren -82mV -40 mV -90 mV

Genotipo wt/wt L9'T/L9'T wt/wt L9'T/L9'T wt/wt L9'T/L9'T
Amplitud (pA) 184+21 11.1+1.0° 282+1.1 302+33 209+19 16.7+0.9
T crecimiento (MS) 0.8+0.1 0.8+0.2 861+1.1 18,6 +1,3* 54+10 9319
T decaimiento (MS) 27.9+1.0 186+ 26° 52.9+10.1 170+37°  53.7+5.4 222+47°
Ancho medio (ms) 25.0%+1.2 79.2+10.3° 66.5+2.8 199:23° 70.3%6.0 235+51°
Area (pC) 0.55+0.09 1.1+0.1° 20401 57+14° 14+01 39+10°
Nro de animales 2 3 3 2 4 3

Nro de células 4 4 3 2 6 5

Nro de eventos 1125 141 83 55 277 141

“p <0.05
’p <0.01
“p <0.001

Caracteristicas de las corrientes sinapticas espontaneas en las CCls de los ratones wt/wt y L9’T/L9’T. Para cada
parametro se indica el valor de significancia estadistica al comparar los genotipos mediante el Test de Student.
Los valores se expresan como la media + S.E.M.

3. Efecto de la mutacion L9’T en las respuestas sinapticas de las CCEs.

Dado que la fecuencia de liberacién espontanea de vesiculas en la sinapsis MOC-CCEs es muy baja,
se aumento la actividad sindptica mediante la aplicacién de una solucién extracelular conteniendo
40 mM de K. En la figura 33A-B se muestran las respuestas sindpticas producidas en las CCEs. En la
figura 33C se muestran trazos representativos de las respuestas promedio de una célula salvaje y de
una homocigota para la mutacion. En forma similar a lo observado en las CCls, se observd un
aumento de entre 3.5 y 4 veces en el tiempo de decaimiento y en el ancho medio de las IPSCs. A su
vez, a pesar de evidenciarse una disminucién de 0.6 veces en la amplitud de las respuestas en los
animales L9'T/L9’T, la transferencia total de carga durante los eventos, medida como el drea de los
mismos, resulté duplicada (Tabla VII). En estas condiciones de registro, el potencial de equilibrio
para el potasio es de -32 mV, de manera que las corrientes sindpticas poseen una gran contribucion
tanto de corrientes a través del receptor a9a10 como a través del canal SK2. Por lo tanto, para
verificar si en las CCEs de los ratones L9’T/L9'T la activacién del nAChR y la del canal SK2 estan
acopladas, se aplicd ACh en forma exdgena y se midid la respuesta evocada a un Ve, de -90 o de -
40 mV. Se observé que la corriente entrante medida a -90 mV, se convirtié en una corriente saliente
a -40 mV (Fig. 33 D). Este resultado confirma que existe un correcto acople del canal SK a la

respuesta colinérgica en las CCEs de los ratones que albergan la mutacion.
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Figura 33. Respuestas sinapticas prolongadas en las CCEs. A-B, trazos representativos de las IPSCs
producidas por la aplicacién de una solucién con K* 40 mM en CCEs en P10-P11 a un Vs, de -90 mV en
los ratones wt/wt y L9’T/L9‘T, respectivamente. En cada panel se muestran corrientes sindpticas
individuales en una escala temporal expandida. C, trazos representativos superpuestos de las IPSCs
ilustradas en A y B correspondientes a una CCE wt/wt (39 eventos, trazo negro) y a una L9’T/L9‘T (77
eventos, trazo gris). Los trazos representativos corresponden al promedio de los eventos registrados en
una misma célula (el nimero de células evaluadas en esta condicién se indica en la tabla VII). D,
respuestas evocadas por la aplicacion exégena de ACh 1 mM en las CCEs a Vysi¢n, de -90 y -40 mV.

Tabla VII. Corrientes sinapticas evocadas con 40mM K en

CCEs de ratones wt/wty 19'T/L9'T.

Corrientes AChR + SK

Vostén -90 mV

Genotipo wt/wt L9'T/L9'T
Amplitud (pA) 207 +25 129 +11°
T crecimiento (MS) 4.7+0.2 10.2 +0.4°
T decaimiento (MS) 32617 124 + 8°
Ancho medio (ms) 47.2+1.7 161 + 13°
Area (pC) 11.1+1.6 20.6+3.2°
Nro de animales 2 3

Nro de células 6 3

Nro de eventos 780 208

“p <0.05
bp <0.01
‘p <0.001

Caracteristicas de las corrientes
sindpticas producidas por la aplicacion
de una solucién conteniendo K* 40
mM en las CCEs de los ratones wt/wt
y L9’T/L9'T. Para cada parametro se
indica el wvalor de significancia
estadistica al comparar los genotipos
mediante el Test de Student. Los
valores se expresan como la media +
S.E.M.
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4. Eficacia de la sinapsis MOC-CCls en los ratones L9’T/L9’T.

En trabajos previos se demostré que los terminales sindpticos de la sinapsis MOC-CCEs de ratones
con mutaciones que anulan la expresién de las subunidades nAChR a9 o al0 (ratones knock-out),
presentan alteraciones tanto en su arquitectura como en el patrén de expresion de proteinas (Vetter
et al, 1999; Vetter et al.,, 2007; Murthy et al., 2009a). Por otro lado, experimentos de
inmunohistoquimica demostraron que, al igual a lo que se observa en los ratones knock-out para las
subunidades a9 y a10, los terminales eferentes de los ratones L9’T/L9’T presentan un tamafio mayor
gue sus pares salvajes. Sin embargo, en este caso se observé un aumento en el nimero de botones
por célula (Murthy et al., 2009a) en lugar de la disminucion observada en los ratones knock-out
(Vetter et al., 1999, Vetter et al.,, 2007). Estos resultados indican que la presencia del receptor
mutado podria tener consecuencias no sélo en la respuesta postsinaptica de las células ciliadas, sino

también en las propiedades funcionales de los terminales sindpticos MOC.

Tabla VIII. Contenido cuantico en la sinapsis MOC-CCI de ratones wt/wt y L9'T/L9'T.

wt/wt L9'T/L9'T
cal# (i) Ampl (i) Ampl
elPSC/ (i) In(N/No) (i) 1/cv*  elPSC/ Ampl (i) In (N/No) (i) 1/cV’
Ampl sIPSC sIPSC
1 0.37 0.36 0.36 0.54 0.53 0.65
2 2.59 2.41 2.48 1.52 1.47 1.29
3 1.11 1.05 1.00 0.35 0.39 0.90
4 0.79 0.0 0.70 0.51 0.49 0.59
5 0.34 0.34 0.35 0.48 0.60 0.62
6 0.40 0.40 0.55 0.55 0.57 0.72
7 1.20 1.12 1.17 1.14 0.99 0.81
8 0.94 1.08 1.23 0.32 0.32 0.50

mean+s.d. 0.97+0.74 0.96+0.68 0.98+0.70 0.68+0.43 0.67+0.38 0.76+0.25

Los valores se presentan como la media * s.d.
Para poner a prueba esta hipdtesis, evaluamos la eficacia sindptica de las fibras MOC en ratones
salvajes y mutantes homocigotas L9’T/L9’T. Para este fin se indujo la liberacién de vesiculas
sindpticas mediante la estimulacion eléctrica de las fibras eferentes que inervan a las CCls a una
frecuencia de 1 Hz y se calculd el contenido cuantico (m). El contenido cuantico se estimo utilizando
los tres métodos detallados en el capitulo anterior: el ‘método directo’, el ‘método de las fallas’ y el
‘método del coeficiente de variacion’. En la tabla VIl se muestran los valores de m calculados para 8
CCls de ratones salvajes y 8 CCls de ratones mutantes. Los valores obtenidos resultaron consistentes
entre los distintos métodos v, si bien el valor promedio de m resultdé menor para los animales

L9’T/L9’T, esta diferencia no resultd significativa (p > 0.2, Test de Mann Whitney entre genotipos

84



Capitulo lll: Resultados P

para cada método). Este resultado nos indica que a pesar de las diferencias morfolégicas entre los
terminales sinapticos de los animales salvajes y mutantes, la capacidad de los mismos de liberar

neurotransmisor ante la llegada de un potencial de accién no se ve afectada.

5. Cambios en la plasticidad de corto término en la sinapsis MOC-CCIs de los ratones L9’T/L9’T.

Si bien la eficacia sindptica no se encontré alterada en los animales que poseian el receptor mutado,
se ha descripto en otros sistemas que los cambios en la cinética de los receptores postsinapticos
pueden alterar los procesos de plasticidad de corto término como la depresidén (Jones y Westbrook,
1996; Wong et al., 2003). A su vez, entre las proteinas cuya modificacidn se encuentra desregulada
en los ratones a9 y al0 knock-out se cuentan diversas moléculas involucradas en la liberacion del
neurotransmisor y en el reciclado de vesiculas sinapticas (Murthy et al., 2009a). Por lo tanto,
decidimos evaluar si existian alteraciones en la plasticidad de corto término en el ratén L9'T/L9'T.
Para esto, se estimularon las fibras eferentes con trenes de frecuencias de 10, 50 y 80 Hz de 10
segundos de duracién y se midié la respuesta postsindptica en las CCls. En la figura 34 se muestran
registros representativos obtenidos en los animales salvajes (Fig. 34A) o mutantes nAChR a9L9’Ta10
(Fig. 34E). Como puede observarse, la presencia de la mutacién generé cambios dramaticos en el
perfil de la respuesta de las CCls ante la estimulacion eferente de alta frecuencia. Para analizar con
mas detalle estos cambios, se calculd el promedio de la amplitud de las respuestas evocadas durante
1 segundo y se graficd este valor normalizado a su valor maximo en funciéon del tiempo de

estimulacién para las CCls de los ratones salvajes (Fig. 34B-C) o mutantes (Fig. 34F-H).

En los animales salvajes, las respuestas a baja frecuencia de estimulacion (< 50 Hz) no mostraron
variaciones a lo largo del tren (Fig. 34B). Sin embargo, cuando las fibras eferentes fueron
estimuladas a frecuencias mayores (50 y 80 Hz) se observd un gran aumento en la respuesta inicial
(Fig. 34A), que resultd maxima durante el primer segundo de estimulacion, y decayd luego
rapidamente con constantes de tiempo (t) en el orden de 2 y 3 s para 50 y 80 Hz, respectivamente

(Fig. 34C-D), quedando hacia el final del tren sélo un 20/ de la respuesta maxima.

En los ratones L9’T/L9’T, por el contrario, se observé un aumento en la respuesta durante los
primeros segundos de la estimulacién a todas las frecuencias empleadas, llegando al maximo de
respuesta a los 4 segundos, cuando las fibras MOC fueron estimuladas a 10 Hz, y entre los 2 y 3
segundos para estimulaciones de 50 y 80 Hz. Por otro lado, se observé un menor decaimiento de la
respuesta postsindptica a lo largo de la estimulacién, quedando hacia el final del tren un 50/ de la

respuesta maxima.
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Figura 34. Respuestas sinapticas obtenidas en las CCls de los ratones L9’T/L9’T ante la estimulacién de las
fibras MOC a alta frecuencia. A, trazo representativo de la respuesta de las CCls de animales salvajes ante la
estimulacion repetitiva durante 10 segundos a 10, 50 y 80 Hz. Las flechas y las lineas punteadas indican el
comienzo y el final de la estimulacidn. Para una mayor claridad, se eliminaron los artefactos de estimulacién.
Para cada registro se calculd la amplitud promedio de las corrientes evocadas durante 1 segundo y se
normalizo el valor obtenido para cada segundo (1-10) al valor maximo de cada registro (I normalizada). En B-
D se muestra la corriente (l) normalizada para cada registro individual (trazos grises) y el promedio de todas
las células (trazo negro) en funcién de la duracidn del estimulo para 10, 50 y 80 Hz, respectivamente. E-H,
igual a A-D pero en las CCls de los ratones L9’ T/L9'T.

Como se observo anteriormente en las CCEs (ver Capitulo Il, Fig. 28B), luego de la terminacidn del

periodo de estimulacién, se observé en ambos casos un aumento en la liberacidn espontdnea de

neurotransmisor. Sin embargo, mientras en las CCls de los ratones salvajes esto se evidencié como

un aumento en la frecuencia de las corrientes sinapticas individuales, en los ratones L9’T/L9'T se

observd una corriente entrante sostenida que se mantuvo varios segundos luego de la terminacién

del estimulo (Fig.32E). Estos resultados nos permiten concluir que el cambio de la cinética del

receptor postsinaptico de las CCls resulta en un cambio drastico en las respuestas postsinapticas

durante la activacion repetitiva de las fibras eferentes. Estos cambios se reflejan en un aumento en

el tiempo de crecimiento de las respuestas y en una menor depresion sinaptica.
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Discusion

Si bien el impacto de la cinética de los receptores postsindpticos en la transmisidn sindptica es
reconocido, ha sido dificil de estudiar debido a que depende por ejemplo de la existencia de
herramientas farmacoldgicas que permitan modular la actividad de estos canales. En el presente
trabajo se presenta la caracterizacién de un modelo animal que permite abordar este problema.
Estos animales son portadores de una mutacién puntual que le confiere una ganancia de funcién al
receptor postsinaptico de la sinapsis colinérgica entre las fibras MOC y las células ciliadas (Plazas et

al., 2005b).

Como se esperaba, las corrientes colinérgicas producidas por la aplicaciéon exdgena de ACh en las
CCls de los ratones que portan dicha mutacién presentan caracteristicas similares a las descriptas
para el receptor mutante expresado en forma heterdloga en oocitos de Xenopus laevis (Plazas et al.,
2005b). Estas caracteristicas incluyen: un aumento en la afinidad aparente del receptor por la ACh, y
una disminucion en la tasa de desensibilizacién ante la presencia continua del agonista. Este cambio
en el comportamiento del nAChR de las células ciliadas se refleja en respuestas sinapticas que
presentan una mayor duracién que las producidas en los animales salvajes. Este efecto, a su vez, se
traduce en un aumento significativo en la carga total transferida durante cada evento sinaptico.
Considerando que una gran fraccidn (> 20/ ) de la corriente a través de los nAChR a9al0es llevada
por Ca® (Katz et al., 2000; Weisstaub et al., 2002; Gomez-Casati et al., 2005), resulté notable que
este aumento de transferencia de carga en los animales L9'T/ L9’T no dafiara a las células ciliadas por
excitotoxicidad. De hecho, este efecto ha sido previamente reportado en otros modelos animales en
los que se introdujeron mutaciones similares en otras subunidades nicotinicas como la a4 y la a7
(Orr-Urtreger et al., 2000; Labarca et al., 2001). Esta diferencia con el resto de los modelos animales
se debe probablemente a que las células ciliadas de la célclea poseen un sistema de control de la
concentraciéon intracelular de de calcio muy eficiente que podria prevenir este tipo de dafio

(Hackney et al., 2005).

La activacidn de las corrientes colinérgicas tanto en las CCls como en las CCEs de los ratones L9'T/
L9'T esta acoplada a la activacidn de los canales SK2, confirmando el signo inhibitorio de la sinapsis
MOC-células ciliadas en este modelo animal. Un parametro que no varia entre genotipos cuando se
miden las corrientes sindpticas llevadas solamente por el receptor nicotinico (‘AChR’), es el tiempo
de crecimiento. Sin embargo, cuando se compara este mismo pardmetro en condiciones en las que
se miden las corrientes mediadas por el nAChR acoplado al canal SK2 (‘AChR + SK’, Vsen = -40 mV)
se observa una duplicacién en este pardmetro. Esta observacién es coincidente con la observacion

de que el tiempo de crecimiento de las corrientes mediadas por el canal SK2 son moduladas por la
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duracidn de la sefial de calcio que lo activa mientras que el tiempo de decaimiento es independiente
de este valor (Oliver et al., 2000). La duracién de la sefial de calcio que activa al canal SK2, en
nuestras condiciones experimentales, estimada como el ancho medio de la corriente a través del
nAChR, indica que hay una triplicacién de este valor entre los dos genotipos. Ademas, el hecho de
que el tiempo de decaimiento de las respuestas no presente variaciones tan marcadas entre las
corrientes aisladas y acopladas en los ratones L9’T/L9’T podria sugerir que el decaimiento de las
corrientes sindpticas pasaria de estar regido por la cinética del canal SK2 en los animales salvajes
(Oliver et al., 2000; Gomez-Casati et al., 2005) a estar determinado por el nAChR en los animales

mutantes.

Existen evidencias que sugieren que el nivel de actividad colinérgica en las células ciliadas afecta el
desarrollo de los contactos sindpticos a estas células (Murthy et al.,, 2009a). En particular, se ha
demostrado que en los animales L9’T/L9’T adultos el tamafio de los botones sindpticos es mayor y
gue también existe un mayor nimero de contactos sinapticos por CCE respecto al de sus pares
salvajes. Sin embargo, cuando se evalué la eficacia de la sinapsis colinérgica no se encontraron
diferencias significativas entre los ratones salvajes y mutantes. El hecho de que en nuestras
condiciones de estimulacidon se esté probablemente activando un Unico terminal sinaptico (ver
discusion Capitulo 2), podria explicar por qué la existencia de un mayor nimero de terminales no
impacta en el valor estimado del contenido cudntico. Por otro lado, el hecho de que no haya
cambios en el valor del contenido cudntico en los ratones L9’T/L9'T indica que si hubieran
modificaciones en la expresion de proteinas relacionadas con la transmision sindptica, como fue
descripto para los ratones mutantes nulos para la subunidad a9 (Murthy et al., 2009a), éstas no

afectan drasticamente la capacidad de liberacion de esta sinapsis.

No ocurrié lo mismo, sin embargo, cuando se evalud la respuesta de las CCls ante la actividad
repetitiva de las fibras MOC. La activacidn repetitiva de las fiboras MOC en ratones que poseen la
mutacion L9'T produjo respuestas postsinapticas cuya amplitud aumenté durante el estimulo con
tiempos de crecimiento (t) significativamente mas lentos que en los ratones salvajes. A su vez, se
observd que este aumento de la respuesta durante la estimulacién se observa incluso a bajas
frecuencias (10 Hz) en los ratones L9'T/ L9’T, mientras que es necesaria una mayor frecuencia de
estimulaciéon para observar el mismo fendmeno en los ratones salvajes. Esta diferencia puede
probablemente atribuirse al mayor grado de sumacién de las respuestas postsindpticas debido al
aumento del tiempo de decaimiento causado por la mutacion. Es necesario, sin embargo, un analisis

mas detallado para determinar si ademas existen cambios en los procesos de plasticidad de corto
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término que pudieran a su vez influenciar la velocidad de subida de las respuestas sinapticas en las

CCls ante los trenes de estimulacion.

Por otro lado, se observé que en los animales salvajes existe una marcada depresion de la respuesta
postsindptica durante los 10 segundos de estimulacidn y que esta depresion aumenta con la
frecuencia del estimulo, llegdndose a una disminucidon del 80/ de la respuesta mdxima a una
frecuencia de estimulacién de 80 Hz. En las CCls de los ratones que poseen la mutacion, sin
embrago, las respuestas sindpticas resultan mucho mas estables, registrandose una reduccion de la
respuesta maxima de alrededor del 50/ a una frecuencia de estimulacién de 80 Hz. Este resultado
indica que en la sinapsis MOC-CCls de los animales L9'T/L9’T existe una menor tasa de depresion
sindptica, sugiriendo que la presencia de un receptor a9al0 mutado implicaria cambios a nivel
presindptico. De acuerdo con esta idea, se ha demostrado que la ausencia de actividad colinérgica
en las células ciliadas de la cdclea induce cambios en la expresidon de proteinas asociadas con el
tréfico y la fusion de las vesiculas sindpticas (Murthy et al., 2009a). Es razonable suponer que los
cambios en la expresion de estas proteinas en los ratones L9’T/L9’T podrian estar implicados en la
disminucién de la depresidon sindptica que presentan las estos animales. A su vez, no es posible
descartar que el aumento en la carga de calcio entrante a través de los nAChR en los ratones que
albergan una mutacién en este receptor, podrian activar en mayor medida liberacién de calcio desde
las cisternas subsinapticas y que sea este efecto el que sostenga la respuesta postsindptica durante
periodos prolongados (Shigemoto y Ohmori, 1991; Yoshida et al., 1994; Lioudyno et al., 2004). Mas
aun, un mecanismo de este tipo podria explicar la presencia de corrientes sostenidas que se
prolongan hacia el final de los trenes de 10 segundos en la sinapsis MOC-CCl de los ratones

mutantes.

Las consecuencias funcionales de la presencia de esta mutacién han sido estudiadas mediante
ensayos de fisiologia auditiva (Taranda et al., 2009a). El efecto de la activaciéon del sistema eferente
en la amplificacién coclear fue estudiado midiendo el cambio en el umbral del sonido necesario para
producir los productos de distorsién de las emisiones otoacusticas (DPOAEs) (Fig. 35). Las DPOAEs
son componentes de los sonidos emitidos por el oido en respuesta un estimulo sonoro particular y
su amplitud es una medida indirecta del nivel de actividad de las CCEs. La estimulacidn eléctrica de
las fibras eferentes a la altura del tallo encefalico, a 200 Hz durante 70 segundos, produce una
disminucién en la amplitud de las DPOAEs en los animales salvajes, heterocigotas u homocigotas
para la mutacidn. Esto es consistente con la inhibicidon de la actividad de amplificacion mediada por
las CCEs. Notablemente, el curso temporal de esta inhibicidn resultd semejante al perfil de las

respuestas postsindpticas observadas en las CCls en respuesta a trenes de estimulaciéon. En los
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ratones salvajes se observa una rdpida disminucion de la amplitud de las DPOAEs durante la
estimulacién, que luego alcanza un nivel estable que se mantiene hasta el final del pulso. En los
animales homocigotas para la mutacion, por el contrario, la respuesta inhibitoria (disminucion de la
amplitud de las DPOAES) crece mas lentamente, continuando su crecimiento hasta el final del pulso.
Ademas, la inhibicién de la respuesta se mantiene hasta 10 minutos luego de la finalizacién del
estimulo (Taranda et al., 2009a). Estos resultados apoyan la idea de que la dindmica de la sinapsis
entre las fibras MOC y las CCEs determinaria el efecto global del sistema eferente en la funcidn
auditiva. Es importante notar, sin embargo, que los cambios observados en la respuesta sinaptica de
las CCls en los animales L9’T/L9’T, no explica el efecto sostenido de la inhibicién una vez terminada
la estimulacién del sistema eferente. Este efecto se debe probablemente a alteraciones que ocurren
rio abajo del cambio de conductancia producido por la liberacion de ACh desde las fibras MOC. Se ha
propuesto que el efecto inicial de la activacion de las corrientes colinérgicas es impedir la
electromotilidad de las CCEs cambiando el estado funcional de la prestina (Frolenkov, 2006) o
reduciendo el potencial receptor mediante el aumento de la corriente de fuga (Rabbitt et al., 2009).
Sin embargo, se ha demostrado que la ACh es también capaz de cambiar la rigidez de la membrana
modificando asi la respuesta electrométil de las CCEs en el orden de segundos (Dallos et al., 1997;
Batta et al., 2004). Este efecto es dependiente del calcio extracelular (Dallos et al., 1997) y puede
involucrar tanto modificaciones del citoesqueleto como cambios en el funcionamiento de la prestina
(Frolenkov et al., 2000; He et al., 2003). Mas aun, algunos autores sugieren que es posible que la
liberacion de calcio desde las cisternas subsindpticas de las CCEs podria propagarse hacia la pared
basolateral modulando asi la electromotilidad (Frolenkov, 2006). Considerando el aumento de la
corriente de calcio que experimentan las células ciliadas que poseen el receptor a9a10 mutado, es
esperable que alguno de estos efectos se encuentre exacerbado, explicando asi la inhibicion

sostenida del amplificador coclear.
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Figura 35. La inhibicion de las DPOAEs mediada por el sistema MOC se encuentra enlentecida, aumentada
y prolongada en los ratones mutantes. A-B, la amplitud de las DPOAEs medida antes, durante y luego de un
tren de estimulacidn de 70s al haz olivococlear (recuadro gris) se muestra en dos escalas temporales para
dar mas detalle del inicio (A) y de la terminaciéon (B) del efecto de la estimulacidon. Las DPOAEs de cada
experimento fueron normalizadas al valor promedio medido previamente al estimulo y luego promediadas
entre distintos animales de cada genotipo (el nimero de animales por genotipo se indica en el recuadro de
A). Las puntas de flecha en A indican el primer punto medido luego del comienzo del estimulo. El tiempo de
adquisiciéon fue de aproximadamente 1 s por punto. Para A y B el estimulo sonoro fue de 22.6 kHz. La
intensidad del estimulo sonoro fue ajustada para obtener DPOAEs pre-estimulo que se encontraran 15 dB
por encima del ruido de base. La inhibicion medida en los animales mutantes fue tan fuerte que los valores
de amplitud de las DPOAEs quedaron en el ruido de base. En C se repitid este experimento partiendo de un
estimulo que produjera DPOAEs de una amplitud pre-estimulo 25dB por encima del ruido de base para
poder evaluar la magnitud de la inhibicion en los animales salvajes y mutantes: ~5 dB para wt/wt y~17 dB
para L9'T/ L9’T. (Adaptado de Taranda et al., 2009a)
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Conclusiones

1. La sinapsis entre las fibras MOC y las células ciliadas como modelo de sinapsis colinérgica

neuronal.

La sinapsis entre las fibras MOC y las células ciliadas del 6rgano de Corti constituye uno de los pocos
ejemplos de sinapsis rdpidas mediadas por receptores nicotinicos no ganglionares. Esto se debe a
qgue en el sistema nervioso central la transmisién colinérgica es difusa y no es sencillo estudiar los
sitios postsinapticos en forma aislada. A su vez, en los modelos conocidos de sinapsis colinérgicas la
expresion de un gran numero de subunidades dificulta la determinacién de los receptores que
median las respuestas medidas electrofisiolégicamente (Dani y Bertrand, 2007). En el caso de las
sinapsis MOC-CCl y MOC-CCE, trabajos anteriores habian demostrado que la subunidad a9 es
necesaria para mantener la funcién eferente normal (Vetter et al., 1999). En este trabajo hemos
demostrado que si bien la subunidad a9 es capaz de formar receptores funcionales en las CCEs en
ausencia de la subunidad a10, las corrientes colinérgicas mediadas por el nAChR homomérico son
muy pequefias e infrecuentes. Ademas, en estos ratones con una mutacion nula para la subunidad
al10, la funcidn fisioldgica de la sinapsis MOC-CCEs, es decir la inhibicion del amplificador coclear,
estd ausente (Vetter et al., 2007). De esta manera queda determinada inequivocamente la identidad
molecular del receptor colinérgico de las células ciliadas de la céclea, convirtiendo asi a la sinapsis
entre las fibras MOC y las células ciliadas en un modelo atractivo para estudiar la neurotransmisidn

colinérgica rapida mediada por un nAChR neuronal.

2. La sinapsis MOC-células ciliadas como modelo para el estudio del desarrollo de las sinapsis.

El proceso de armado (sinaptogénesis) y desarmado de los contactos sindpticos es un proceso
fundamental tanto para el desarrollo del sistema nervioso como para la remodelacidn de circuitos
neuronales durante el funcionamiento del sistema nervioso. El desarrollo de la inervacién MOC al
drgano de Corti es un sistema adecuado y de facil abordaje para estudiar estos procesos. Esto se
debe a que la maduracion final del érgano de Corti involucra un activo proceso de remodelacion
sindptica que consta de: un establecimiento inicial de contactos sindpticos de las fibras MOC con las
CCls, un establecimiento mas tardio de contactos sindpticos con las CCEs y una retraccién final de las
sinapsis formadas con las CCls (Lenoir et al., 1980; Simmons, 2002). Todo este proceso se produce en
forma postnatal en roedores altriciales y puede ser estudiado electrofisiolégicamente utilizando la

preparacion del érgano de Corti descripta en este trabajo.
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Si bien la sinaptogénesis y el desensamblado de las conexiones sinapticas dependen de la interaccion
entre las células presinaptica y postsinaptica, se ha demostrado en diversos sistemas que la célula
postsinaptica tiene un rol dominante en estos procesos (Goda y Davis, 2003). Por ejemplo, en la
sinapsis neuromuscular existe una especializacion de la membrana postsindptica que incluye la
expresion de los nAChR que precede al arribo de los terminales sindpticos de los axones (Burden,
2002). En forma similar, el desarmado de sinapsis estd asociado a una rdpida disminucién de la
expresion de proteinas postsindpticas como los nAChR vy la rapsina (Culican et al., 1998). El hecho de
gue el mantenimiento de las sinapsis sea altamente dependiente de la actividad postsinaptica aboga
también a favor de una dominancia postsinaptica (Katz y Shatz, 1996; Sanes y Lichtman, 1999). Este
paradigma es consistente con el hecho de que los periodos de inervacidon en las CCls y CCEs
coincidan con la expresién de las subunidades del nAChR. El hecho de que se sepa la identidad
molecular del receptor postsinaptico en estas células (nAChR a9al10) y que la expresidén de las
subunidades que lo componen sea casi exclusiva del oido interno (Elgoyhen et al., 1994; Elgoyhen et
al., 2001), permite la alteracion genética de estas moléculas y la posterior evaluacion del efecto de
estas alteraciones en el patron de inervacion del epitelio sensorial del sistema auditivo en el

desarrollo.

Una aproximacion a este tipo de estudios se realizd en el presente trabajo mediante la expresién
constante durante el desarrollo del mensajero de la subunidad alO. Sorprendentemente,
encontramos que la expresién constitutiva del mensajero de la subunidad a10 no es suficiente para
mantener la funcionalidad de la sinapsis MOC-células ciliadas. Mdas aun, el forzar el sistema
mediante la expresidn conjunta de las subunidades transgénicas a9 y a10 no fue capaz de desregular
el curso temporal de la desaparicidén de las respuestas colinérgicas en las CCls luego del comienzo de
la audicion. Este resultado sugiere la existencia de un programa de armado y desarmado de esta
sinapsis controlado por factores rio arriba de la transcripcién génica de estas dos subunidades.
Estudios futuros son necesarios para determinar cudles son los determinantes moleculares que

conducen la expresién de estas dos subunidades durante el desarrollo.

3. Fisiologia sinaptica y control de la funcidn sensorial por el SNC.

Si bien la plasticidad sindptica de corto término ha sido estudiada en numerosos sistemas, en
muchos casos es dificil determinar la relevancia fisioldgica de estos procesos (Fisher et al., 1997). En
este sentido la sinapsis entre las fibras MOC y las CCEs es un modelo atractivo ya que el efecto de la

activacion de esta sinapsis resulta en cambios en la funcion auditiva que son medibles y que se
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encuentran ampliamente caracterizados en diversos trabajos de fisiologia auditiva (Galambos, 1956;
Mountain, 1980; Guinan, 2006). En estos trabajos se ha demostrado desde hace afios que la
inhibicion de la funcién auditiva es dependiente de la frecuencia de activacion del sistema MOC
(Galambos, 1956; Wiederhold y Kiang, 1970; Gifford y Guinan, 1987). En el presente trabajo se
demuestra que existe una dependencia entre la magnitud de las corrientes inhibitorias producidas
en las CCEs y la frecuencia de activacion de las fibras MOC, y que esto ocurre debido a dos procesos:
facilitacion presindptica y sumaciéon de las corrientes postsindpticas. Mas aun, encontramos que el
rango de frecuencias en el que se encuentra dicha dependencia coincide con el descripto en los
experimentos de fisiologia auditiva realizados in-vivo (Fig. 29). Esto nos permite proponer que los
cambios de corto término en la eficacia sindptica a nivel de la sinapsis MOC-CCEs modulan la

regulacion de la audicion por el sistema MOC.

Apoyando esta hipdtesis, observamos que cuando se modifica la dinamica de la sinapsis MOC-CCls
mediante la introduccién de una mutacién puntual en la subunidad a9, se producen cambios

fuertemente correlacionados con el efecto MOC sobre la funcién auditiva.

Si bien los datos presentados en este trabajo aportan informacion respecto a los procesos
neuronales subyacentes a la inhibicion de la audicién por el sistema MOC, queda aldn pendiente
entender cuadl es la relacidn entre la magnitud de las corrientes inhibitorias y la funcion del
amplificador coclear que puedan explicar la fuerte correlacidén entre las respuestas sinapticas y las de
fisiologia auditiva obtenidas in-vivo. Para responder esta pregunta sera de gran interés en el futuro
utilizar los patrones de respuesta descriptos en este trabajo y estudiar su impacto en procesos
relacionados con la amplificacién de las sefiales sonoras, como es el caso de la electomotilidad

somatica que presentan las CCEs.
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