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GENERACION Y ANALISIS DE RATONES GENETICAMENTE



MODIFICADOS EN LOS GENES Chrna9 Y Chrnal0.

RESUMEN

El receptor colinérgico nicotinico (nAChR) compuesto por la subunidades 09 y
010 y acoplado al canal de potasio dependiente de Ca’>" SK2, media la transmision
sindptica inhibitoria entre la inervacion eferente medial (MOC) y las células ciliadas de la
coclea. En este trabajo hemos generado dos animales geneticamente modificados con
alteraciones en el funcionamiento del receptor d9a10. Con el objetivo de estudiar el
papel del sistema eferente olivococlear en el funcionamiento del oido interno generamos
un raton knock in que alberga una sustitucion de una leucina (L) por una treonina (T) en
la posicion 9 de la regidon transmembrana 2 de la subunidad a9 del receptor colinérgico
nicotinico. Esta mutacion le confiere al receptor una menor tasa de desensibilizacion y
una mayor afinidad aparente para la ACh, la cual se refleja en un marcado aumento de la
actividad del sistema eferente olivococlear in vivo. Es asi que los animales mutados
presentaron un aumento en los umbrales de las respuestas eléctricas evocadas del tronco
encefalico (BERA) y en los productos de distorsion de emisiones otoacusticas (PD-
EOAs). Mas atn, la estimulacion eléctrica del sistema eferente en la base del 1V
ventriculo, produjo un draméatico aumento de la supresion de los PD-EOAs. Todos estos
efectos fueron bloqueados por estricnina, un bloqueante de receptores a9a10.
Finalmente, los animales mutados presentaron una mayor resistencia al trauma producido
por sonidos intensos. Estos resultados demuestran que el sistema olivococlear es un
sistema inhibitorio que protege al oido del trauma acustico.

En la segunda parte del presente trabajo generamos un ratén transgénico que
expresa a la subunidad a10 de receptores nicotinicos en forma constitutiva. Las células
ciliadas internas (CCIs) de la coclea reciben una inervacion eferente colinérgica antes del
comienzo de la audicion (P12 en roedores). Luego del comienzo de la audicion, estas
fibras se retraen, y esto se correlaciona con el cese de la transcripcion del gen que
codifica para la subunidad al0 (Chrnal0) y la ausencia de receptores colinérgicos
funcionales. Para evaluar si estos cambios durante el desarrollo se deben en parte al cese
de la transcripcion de Chrnal(), generamos un ratdén transgénico que expresa a la
subunidad 010 en forma constitutiva. A tal fin, el ADNc que codifica para la subunidad
010 fue introducido rio abajo del promotor del Pou4f3, factor de transcripcién que se
expresa en las CCIs y CCEs desde estadios embrionarios. Este transgén se expreso
correctamente en las CClIs y codificé para una subunidad a10 funcional. Sin embargo, a
pesar de la presencia de la subunidad 010, no se detectaron corrientes colinérgicas luego
del comienzo de la audicion. Por lo tanto, la desaparicion de las respuestas colinergicas

que acompafan al desarrollo de las CClIs no es consecuencia del cese de la transcripcion
de Chrnal0.

Palabras claves: acetilcolina, receptor nicotinico, células ciliadas, coclea, inervacion

eferente medial, 09, a10.

GENERATION AND ANALYSIS OF MICE WITH GENETIC MODIFICATIONS
IN Chrna9 AND Chrnald.



ABSTRACT.

The nicotinic cholinergic receptor (nAChR) composed of the a9 and 010 subunits
and functionally coupled to calcium-activated, small conductance (SK2) potassium
channels, mediates the inhibitory synaptic transmission between the medial efferent
fibers (MOC) and the hair cells of cochlea. In this work we have generated two
genetically modified animals with alterations in the function and expression of the a9a10
receptor. To study the function of the olivocochlear efferent system in the inner ear, we
generated a knock in mice, which harbors a threonine (T) for leucine (L) substitution at 9°
position (L9’T) of the second transmembrane domain of the a9 subunit. This mutation
confers a decreased rate of desensitization and a higher apparent affinity for Ach. This
was reflected in increase of the olivocochlear efferent activity in vivo. The knock in mice
presented an increase in the thresholds of the auditory brainstem responses (ABR) and
the distortion product otoacoustic emissions (DPOAEs). Moreover, the electrical
stimulation of the efferent system at the base of the fourth ventricle produced a dramatic
increase in the suppression of the DPOAEs. All these effects were blocked by strychnine,
a potent antagonist of a9a10. Finally, the knock in mice presented a greater resistance to
acoustic trauma produced by intense sounds. These results demonstrate that the
olivocochlear system is an inhibitory system that protects the ear from acoustic injury.

In the second part of this work we generated a transgenic mouse that
constitutively expresses the 010 subunit. Inner hair cells (IHCs) of the cochlea receive
cholinergic efferent innervation before the onset of hearing (P12 in rodents). After the
onset of hearing, these fibers retract, and this is correlated with the cessation in the
transcription of the gene that codes for the a10 subunit (Chrnal0). In order to analyze
these development changes around the onset of hearing, we generated a transgenic mouse
that expresses the al0 subunit constitutively. For this purpose, the cDNA that codes for
the al0 subunit was introduced downstream of the Pou4f3 promoter, a transcription
factor that is expressed in IHCs and outer hair cells (OHCs) since embryonic stage. This
transgene was correctly expressed in the IHCs and encoded a functional alO subunit.
Nevertheless, this manipulation was not sufficient for maintaining a functional
cholinergic receptor after the onset hearing. Therefore, the disappearance of cholinergic
responses that accompanies the development of IHCs is not a consequence of the
cessation in the transcription of Chrnal0.

Key words: acetylcholine, nicotinic receptor, hair cells, cochlea, medial efferent
innervations, a9, a10.
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INTRODUCCION



1. Introduccion.

La capacidad de oir una determinada sefial sonara y de poder comprenderla ha
sido fundamental para generar una transferencia rapida y eficiente de informacion a través
de la evolucion de las especies. Mds aun, nos da la posibilidad de disfrutar y de
emocionarnos al escuchar sonidos que nos generan satisfacciéon o en otros momentos,
tristeza. Podemos, a través de un tono o de una determinada intensidad y frecuencia de
una sefal auditiva, reconocer a diferentes personas solo por su voz. Lograr comunicarnos
con nuestros pares a través de los sentidos es un hdbito comin y no valoramos la
complejidad de los mecanismos que actlian para que esto pueda realizarse. El epitelio
sensorial del 6rgano de la audicion en los humanos posee solo unas 16.000 células
receptoras (Dallos, 1996), las cuales son extremadamente sensibles. El trauma acustico,
las drogas ototdxicas y el envejecimiento pueden producir la pérdida irreversible de las
mismas, ya que estas células son incapaces de regenerarse en los mamiferos. En Estados
Unidos de Norteamérica, el informe sobre salud National Health Interview Survey,
muestra que desde 1971 a 1990 los problemas de audicién dentro de la poblacion de entre
45 y 64 anos aumentd un 26% y entre aquellos de 18 a 44 afios aument6 en un 17%
(www.press.hear-it.org). Las personas afectadas por problemas de audicion son cada vez
mas jovenes debido principalmente al aumento general del nivel de ruido en nuestro
entorno, tanto laboral como el generado a través de una exposicion voluntaria al ruido
elevado. A. Davis, del Instituto Britdnico MRC de Investigaciones Audioldgicas, estima
que el nimero total de personas con pérdida de audiciéon de mas de 25 dB en el mundo
excederd los 700 millones en el 2015 (www.press.hear-it.org).

En los ltimos 20 afios la genética molecular ha realizado un importante avance en
la identificacion de genes involucrados en sorderas no sindrémicas y sobre todo en genes
involucrados en la fisiologia coclear. Si bien, la ciencia a avanzado en el tratamiento de
diferentes tipos de sorderas, las estadisticas existentes indican que la cantidad de personas
con problemas auditivos va en un franco aumento. Esto impulsa a seguir invirtiendo en
investigacion basica y aplicada. Pero también es necesario aumentar los esfuerzos en

politicas de salud publica, para educar a las personas en el cuidado de su salud y de sus
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organos sensoriales. Esta tesis de doctorado retine el trabajo realizado en los tltimos seis
afios, en donde estudié¢ el papel de la inervacion eferente medial en el proceso de la
audicion. Mediante la generacion de un animal genéticamente modificado que alberga
una mutacién en el poro del canal del receptor nicotinico 09010, demostramos que el

sistema eferente medial protege al oido del dafio producido por sonidos intensos.

1.2 El oido: estructura general y funcion.

La estructura anatomica del oido puede dividirse en tres partes: oido externo,
medio e interno, como se observa en la Figura 1 A. En primer lugar se encuentra el oido
externo, cuya funcion principal es la de recolectar los estimulos sonoros y dirigirlos hacia
la membana timpanica del oido medio. El oido externo se extiende desde la superficie
corporal hasta la membrana timpanica. Comenzando con esta membrana, se ubica el oido
medio que incluye al timpano y a la cadena mas pequefia de huesos en el cuerpo humano:
el martillo, el yunque y el estribo. El resto del oido medio esta lleno de aire. La base del
martillo estd unida a la membrana timpanica, y la base del estribo estd adosada a una
membrana que cubre una abertura en la estructura 6sea del oido interno. Esta abertura es
la ventana oval, y su cubierta membranosa separa el oido medio lleno de aire de la céclea,
que esta llena de liquido. Las sefiales sonoras que impactan en la membrana timpanica
provocan la vibracion posterior de estos pequefios huesos. Este movimiento se traduce
luego en cambios de presion en el liquido que bafia al epitelio auditivo. En tltimo lugar,
se encuentra el oido interno que contiene los epitelios sensoriales del equilibrio, en el

aparato vestibular y de la audicion, en la céclea (Figura 1 A).

1.3 El organo de Corti y la transduccion de sefiales auditivas.

La céclea, dentro del oido interno, contiene las células responsables de la

deteccion del sonido, y esta cubierta por un estructura 6sea que forma la capsula 6tica. La

coclea posee una forma espiralada, y se puede dividir en tres regiones: basal, medial y la
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region superior, llamada dpex. En su interior se ubica el modiolo, de cuerpo tubular, el
cual es el eje central del ducto coclear. Este se encuentra dividido en tres conductos o
espacios independientes hasta la ultima parte del apex. Como se puede observar en la
Figura 1 B en el espacio superior del ducto coclear se ubica la escala vestibular, la cual
esta separada de la escala media por la membrana de Reissner. La escala media, como su
nombre lo indica se encuentra en la parte media del ducto coclear y se separa de la escala
timpanica por la membrana basilar. El helicotrema es el extremo superior del &pex donde
la escala timpanica y la escala vestibular se conectan. Los diferentes espacios contienen
soluciones con concentraciones de iones diferentes. La escala timpanica y la escala
vestibular poseen una solucion con una alta concentracion de Na* llamada perilinfa y la
escala media contiene una solucion llamada endolinfa con una alta concentracion en K.
El 6rgano de Corti, constituye el epitelio sensorial de la coclea (Figura 1 C). Este érgano
contiene las células ciliadas, que son las responsables de transformar los estimulos
mecénicos en senales eléctricas, que luego son interpretadas por la corteza auditiva en el
sistema nervioso central (Dallos, 1996). El 6rgano de Corti también contiene las células
llamadas de soporte de funcion atn desconocida. Los extremos del 6rgano de Corti son la
membrana de Reissner, el ligamento espiral, la membrana basilar y por ultimo el spiral
limbus.

A través de la pequefia cadena oOsea los estimulos sonoros atraviesan
mecanicamente el oido medio. Los movimientos del estribo ejercen una presion sobre la
ventana oval, y esto produce cambios de presion en los fluidos cocleares, generando de
esta manera un movimiento ondulatorio de la membrana basilar (Dallos, 1996). Tanto la
membrana basilar en la parte inferior, como la membrana tectorial en la parte superior
estan embebidas en la endolinfa y vibran por el movimiento ondulatorio generado por la
sefal auditiva (Legan et al, 2005). Como se puede observar en la Figura 2 cada punto a lo
largo de la coclea es mas sensible a una determinada frecuencia, de acuerdo a un mapa de
localizacion de frecuencias: altas frecuencias en la base y bajas frecuencias en el apex de
la coclea. La anatomia de las células varia de acuerdo a este mapa de frecuencias. Las
células auditivas en el d&pex son mas largas que aquellas en la base y los estereocilios son
mas largos y menos rigidos, la membrana basilar es muchas mas ancha y la membrana

tectorial tiene una mayor superficie.
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Las células ciliadas de los mamiferos se dividen anatomicamente en una fila de
células ciliadas internas (CCls) y tres filas de células ciliadas externas (CCEs). Las CCls
son los fonoreceptores propiamente dicho, que actuan como transductores de los
estimulos auditivos. Estas células estan en contacto con las terminales aferentes de tipo I
que forman el nervio auditivo. Por otro lado, las CCEs estan implicadas en la
amplificacion mecéanica del sonido y en la sintonizacion fina del movimiento de la
membrana basilar (Ashmore, 1987; Fettiplace y Hachney, 2006). Estas células son
electromotiles, esto es, tienen la capacidad de cambiar su longitud celular en respuesta a
cambios en el potencial de membrana (Brownell, 1984; Brownell et al., 1985; Adler et
al., 2003). La electromotilidad se produce debido a que las CCEs expresan en su
membrana basolateral una proteina que se denomina prestina, cuya conformacién cambia
con el potencial de la membrana, traduciendose ésto en cambios en la longitud de la
célula (Zheng et al., 2000; Liberman et al., 2002).

La onda auditiva estimula la membrana timpanica y su movimiento afecta a los
huecesillos del oido medio que prolongan la energia de la onda auditiva generando el
desplazamiento de la membrana basilar y la endolinfa de la escala media. Este
acoplamiento mecanico asegura que la energia del sonido sea eficientemente transferida
desde el aire hasta el fluido coclear en un amplio rango de frecuencias (Von Békésy,
1960; Gresiler, 1998). La deflexién del haz de estereocilios desde su posicion de reposo
produce la apertura de los mecanoreceptores en el extremo superior de los estereocilios.
Los mecanoreceptores son canales cationicos no selectivos (Corey y Hudspeth, 1979), por
lo tanto, cuando se activan, se produce la entrada de cationes (principalmente de K"y
Ca*™) y esto lleva a la despolarizacion de la célula ciliada (Gillespie, 1995). Este cambio
en el potencial de reposo de la célula produce la liberacion de glutamato en la base de la
CCls. Este neurotransmisor activa receptores presentes en las terminales de la inervacion
aferente de tipo I generando una representacion eléctrica del estimulo actstico (Glowatzki
y Fuchs, 2002) (Figura 3). Los cuerpos neuronales bipolares de las fibras aferentes de tipo
I se ubican en el ganglio espiral formando un sistema radial con sus proyecciones
axosomaticas al nucleo coclear. Existen evidencias que el ajuste pasivo de la membrana
basilar es incrementado por una participacion activa de las CCEs. El movimiento de los

cilios en el apex de las CCEs también produce la apertura de mecanoreceptores y la
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despolarizacion de las células. A diferencia de lo que ocurre en las CCls, este cambio en
el potencial de membrana produce cambios en la longitud de las CCEs, proceso conocido
como electromotilidad. Esto lleva a una amplificacién mecanica del estimulo auditivo y a
una sintonizacion fina de la membrana basilar. Evidencias experimentales y teoricas
indican que la capacidad de amplificacion de la coclea es generada por la energia de las
CCEs en oposicion a la viscosidad de la endolinfa de la escala media (Dallos, 1992;

Robles y Ruggero, 2001).

Escala
Timpanica
CCls

Coclea

F
Estereocilios Estereocilios
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Oryano de Corti

o CCls
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Aferente.

Figura 1. Estructura anatomica del oido. (A) Grafico que muestra la estructura
anatomica del oido externo, medio y interno. En el oido interno se ubica la coclea y el
sistema vestibular. (B) Corte sagital del ducto coclear que rodea al modiolo. En la escala
media se encuentran las células ciliadas. (C) El 6rgano de Corti, el epitelio sensorial de la
coclea, donde se ubican las células ciliadas internas y las células ciliadas externas con su
respectiva inervacion. MT: membrana tectorial, MB: membrana basilar, TC: tinel de

Corti, CCIs: células ciliadas internas, CCEs: células ciliadas externas. Esquema adaptado
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del libro Neurociencia 2% edicion, editorial Sinauer Associates, Inc 2001.
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Figura 2. Distribucion de frecuencias a lo largo de la membrana basilar de la coclea

en humanos. En la base de la coclea estan representadas las frecuencias altas con un

organo de Corti mucha mas estrecho. Hacia el apex el 6rgano de Corti es mas ancho y

mas sensible a bajas frecuencias. Esquema adaptado del libro Neurociencia 2% edicion,

editorial Sinauer Associates, Inc 2001.
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Figura 3. Esquema de una célula ciliada interna con su inervacion aferente de tipo I
luego de un estimulo auditivo. Al generarse la deflexion de los estereocilios por el
movimiento de la membrana basilar y la membrana tectorial se produce la apertura del
mecanotransductor (ubicado en el estererocilio). La entrada de cationes (K™ y Ca*)
produce la despolarizacion de la célula. Esto genera la activacion de canales voltaje
dependientes y la liberacion de glutamato hacia las fibras aferentes. Esquema adaptado de

la pagina web://www.urc.montp.iserm.fr/cric/audition.

1.4 Inervacion de las células ciliadas de la coclea de mamiferos en adultos.

Varios tipos de fibras nerviosas inervan el 6rgano de Corti y lo conectan a éste
con el sistema nervioso central. Las fibras que van desde el 6rgano de Corti hacia el
sistema nervioso central son las fibras aferentes y las que van en direccion inversa son las
fibras eferentes. Dentro de las fibras aferentes existen dos tipos: las fibras de tipo I que
estan recubiertas por una gruesa capa de mielina, las cuales realizan contactos sinapticos
con las CCIs y las delgadas fibras aferentes no mielinizadas de tipo II que realizan
contactos con las CCEs (Rosenbluth, 1962; Tomasen, 1966; Kellerhals, Engstron y Ades,
1967). En la coclea de los mamiferos el sistema eferente proviene desde el tronco
encefalico a través del haz olivococlear que estd formado por dos componentes (Figura 4
A). Las fibras eferentes olivococleares laterales (LOC) originadas alrededor del nucleo
olivar superior lateral (LSO) con un origen principalmente ipsilateral. Estas neuronas
poseen axones no mielinizados y realizan sinapsis axodendritas con las fibras aferentes de
tipo I, por debajo de las CCIs. Por otro lado, las neuronas mielinizadas olivococleares
mediales (MOC) con un origen contralateral e ipsilateral en el nucleo olivar superior
medial (MSO), las cuales inervan directamente a la CCEs (Warr y Guinan, 1979) (Figura
4 B). Experimentos en gatos (Spoendlin, 1973) y en cobayos (Morrison, Schindler y
Wersill, 1975) mostraron que el 90% al 95% de las fibras aferentes son del tipo I y hacen
contactos con las CCIs. En esta region las fibras tienen muy pocas ramificaciones y a

cada CCI llegan 20 fibras aferentes de tipo I. En las diferentes vueltas de la coclea el
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numero de fibras que hacen contactos con las CCIs no es constante y depende de la
importancia funcional para una determinada frecuencia. Por ejemplo, en humanos y en
gatos encontramos una altisima densidad de inervacion en la region medial de la coclea.
Las fibras eferentes laterales no mielinizadas que estan en la region de las CCls son fibras
muy ramificadas y forman varicosidades antes de generar el contacto con las fibras
aferentes. Las fibras aferentes de tipo II conforman el 5% de las fibras aferentes. Poseen
una alta ramificacion y una fibra de tipo II puede recibir informacién desde seis a cien
CCEs, en general provenientes todas ellas de la misma fila de CCEs. Las fibras eferentes
mediales mielinizadas se dirigen hacia las CCEs y en algunos pocos casos también hacen
contactos con las fibras aferentes (Guinan, Warr y Norris, 1983). En algunos mamiferos
estudiados (ejemplo el raton), se encuentra una mayor densidad de inervacion eferente

medial en la region medial de la coclea, lo cual se correlaciona con la importancia

B CClI
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funcional de esta region (Maison ef a

Figura 4. Esquema de la inervacion eferente y aferente de la cdéclea en un ratén
adulto. (A) Seccion transversal del tronco encefalico donde se identifican las neuronas
olivococleares que proyectan los axones hacia las CCIs y CCEs. (B) Corte transversal del
organo de Corti donde se puede identificar las CCIs y las CCEs con su respectiva
inervacion. Se detallan las fibras aferentes de tipo I y II como también las fibras eferentes

medial y lateral. LSO: nucleo olivar superior lateral, MSO: nticleo olivar superior medial.
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1.5 La funcion de las CCEs se encuentra bajo la influencia del sistema nervioso

central a través de la inervacion eferente medial.

La inervacion olivococlear eferente se origina en el tronco encefdlico y finaliza en el
organo de Corti, permitiendo que el sistema nervioso central tenga una influencia en la
funcionalidad coclear. Un acontecimiento importante en el entendimiento de la funcion
del sistema eferente fue la clasificacion de las fibras en dos grupos, inervacion lateral y
medial (Warr y Guinan, 1979; Guinan, Warr y Norris, 1983). Hoy sabemos que la
mayoria de los efectos producidos por la estimulacion del sistema eferente se deben a la
accion del haz medial sobre las CCEs. Las CCEs mediante su propiedad electromotil
aumentan la sensibilidad y sintonizacion fina de la membrana basilar. Este proceso activo
generado por la actividad de las CCEs es la base de la produccion de las emisiones
otoacusticas (EOAs), sonidos generados dentro de la coclea que pueden ser registrados
mediante un micréfono en el oido (Brownell et al., 1985; Davis, 1983; Dallos y Evans,
1995). Aunque los primeros trabajos pusieron énfasis en el efecto de la inervacion
eferente a bajos niveles de sonido, trabajos recientes sugieren que el efecto mas
significativo de la inervacion eferente medial seria a niveles moderados y altos. El
sistema MOC es un sistema inhibitorio: disminuye la amplificacion mediada por la
actividad de las CCEs (Guinan y Stankovic, 1995). Se cree que el MOC actuaria en la
reduccion del enmascaramiento, reduciendo el ruido de fondo para favorecer la deteccion
de una sefial sonora (Kawase, Deglute y Liberman, 1993). El MOC estaria también
involucrado en una disminucion transitoria de la sensibilidad coclear durante otras tareas
comportamentales de atencion (ejemplo estimulos visuales) (Delano et al., 2007). Por
ultimo, otra funcion posible de la inervacion eferente medial es la prevencion al dafio
acustico que se produce debido a sonidos intensos (Rajan y Johnstone, 1983; Rajan,
1988b; Reiter y Liberman, 1995).

Existe una abundante evidencia que indica que la acetilcolina (ACh) es el
principal neurotransmisor liberado por las fibras eferentes hacia las CCEs (Guth, Norris y
Bobbin, 1976; Bledsoe, Bobbin y Puel, 1988; Evalin, 1993). El mecanismo por el cual la
ACh modula el funcionamiento de las células auditivas fue revelado a través de un gran

numero de experimentos realizados en células ciliadas aisladas de diferentes especies
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(pollo, tortuga y mamifero). EI modelo actual de accion de la ACh sobre las células
ciliadas cocleares supone una secuencia de eventos que incluyen una despolarizacion
transitoria de la membrana de las CCEs y entrada de Ca** en presencia de la ACh, seguida
de la activacion de canales de K de baja conductancia activados por Ca*(SK2) y la
consecuente hiperpolarizacion de las CCEs (Housley y Ashmore, 1991; Fuchs y Murrow,
1992a, b; Doi y Ohmori, 1993; Blanchet et al., 1996; Dulon y Lenoir, 1996; Evans, 1996;
Fuchs, 1996; Nenov et al., 1996b; Dulon et al., 1998; Yuhas y Fuchs, 1999; Oliver et al.,
2000). Hay ademas evidencias que sugieren que los depositos intracelulares de Ca**

participarian en esta respuesta inhibitoria (Lioudyno et al., 2004) (Figura 5).

OHC

2

MOC
Terminal

Figura 5. Inervacion olivococlear eferente medial (MOC) en contacto con las CCEs.
La estimulacion de las fibras eferentes produce las liberacion de ACh en la brecha
sinaptica, el neurotransmisor genera la activacion del receptor nAChR a9a10 y por
consiguiente la entrada de Ca*" a la célula. El incremento de Ca** produce la activacion de
canales sensibles a Ca** (SK2) los cuales generan la liberacion de K* y posterior

hiperpolarizacion de las células.
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1.6 Receptores colinérgicos

Los receptores colinérgicos se clasifican, en base a sus propiedades
farmacologicas, en nicotinicos y muscarinicos (Dale, 1914; Taylor, 1990). Dichos
receptores difieren en su estructura molecular y forman parte de dos familias génicas
distintas. Los receptores muscarinicos, también llamados receptores colinérgicos
metabotropicos, pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Estos
receptores estan formados por una uUnica cadena polipeptidica con siete pasos
transmembranales (Hosey, 1992). Se encuentran principalmente en células efectoras de la
division autondémica del sistema nervioso periférico, ganglios y cerebro. Los receptores
nicotinicos (nAChRs), también llamados receptores colinérgicos ionotropicos, pertenecen
a la gran familia de canales i6nicos activados por ligando, que también incluye a los
receptores de glicina, de GABAA, GABA(, de serotonina tipo 3 (SHT5) y también algunos
de invertebrados (Karlin, 2002). Los receptores nicotinicos se encuentran tanto en la placa
neuromuscular como en el sistema nervioso central y periférico de los mamiferos. En la
placa neuromuscular y en el sistema nervioso auténomo median la transmision
colinérgica excitatoria rapida a nivel sindptico. A nivel central, estos receptores tienen
localizacion  principalmente pre-sinaptica modulando la liberacion de otros

neurotransmisores (Jones, 1999).

1.6.1 Los receptores colinérgicos nicotinicos.

Los nAChRs fueron caracterizados en un principio por su capacidad de ser
activados por la nicotina. La activacion de estos receptores por la ACh lleva a una rapida
entrada de Na" y Ca®* con la consecuente despolarizacion celular. Los nAChRs son
complejos protéicos compuestos por cinco subunidades dispuestas de forma tal que
generan un poro que atraviesa la membrana plasmatica (Figura 6 A). Cada una de estas
subunidades son similares en su secuencia aminoacidica y en su topologia: cada
subunidad presenta un gran dominio amino terminal extracelular seguido por cuatro

segmentos transmembranales (M1-M4), con un dominio intracelular formado por una
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larga porcion de secuencia que conecta los segmentos M3 y M4, y un pequefio dominio
carboxilo terminal extracelular (Karlin, 1993) (Figura 6 A). A partir de estudios de
afinidad se pudo deducir la posicion de los distintos segmentos transmembranales con
respecto al ambiente lipidico de la membrana que rodea al receptor. Todos los dominios
M4 miran hacia los lipidos, al igual que los dominios M1 y M3 (Hucho et al., 1986). Por
otro lado, ninguno de los dominios M2 de las distintas subunidades se encuentra en
contacto con los lipidos y se postula que los mismos conformarian la pared del poro del
canal. Estos segmentos M2 han sido evidenciados como anillos de cinco densidades con

forma cilindrica, consistentes con una conformacion hélice a (Figura 6).

3 cel[‘Li\ri;;‘r; E
4888
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Figura 6. Estructura del nAChR. (A) Detalle de una subunidad del receptor donde se
observan los 4 dominios transmembrana y el dominio N-terminal. (B) Esquema de una
estructura con las 5 subunidades acopladas de un receptor nicotinico muscular. Se sefalan
los sitios de union de la ACh entre una subunidad O y una 3 y entre una subunidad o y
una subunidad &. (C) Seccion transversal del receptor determinada por microscopia

electronica de la estructura tubular de cristales de la raya Torpedo.
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1.7 Estructura primaria del receptor colinérgico de las CCEs.

La estructura primaria del receptor colinérgico presente en las CCEs permanecid
desconocida durante aproximadamente veinte afios. Como ya se ha descripto, la
aplicacion de la ACh en las células ciliadas aisladas genera una respuesta hiperpolarizante
debido a la activacion de una corriente de K* dependiente de Ca*" (Figura 5). Se propuso
entonces, que este receptor colinérgico podria pertenecer tanto a la familia de canales
16nicos activados por ligando, como a la familia de receptores acoplados a proteinas G
(Fuchs y Murrow, 1992b; Kakehata ef al., 1993; Chen et al., 1996). Sin embargo, debido
a que este receptor presenta caracteristicas farmacologicas y electrofisioldgicas atipicas,
no se lo habia podido clasificar como nicotinico o muscarinico. El receptor nativo
presente en las CCEs es activado no solo por la ACh, sino también por el agonista
colinérgico carbacol, el agonista nicotinico DMPP y el agonista muscarinico
oxotremorina-M. Por otro lado, el agonista colinérgico clasico nicotina no es capaz de
generar respuestas. Mas aun, este compuesto antagoniza las respuestas inducidas por la
aplicacion de la ACh. Sumado a este perfil farmacologico peculiar, este receptor es
bloqueado por antagonistas nicotinicos tales como la d-tubocurarina y la a-
bungarotoxina, antagonistas muscarinicos como la atropina, antagonistas glicinérgicos
como la estricnina y gabaérgicos como la bicuculina. Esta farmacologia atipica llevo a
postular que el receptor colinérgico presente en las CCEs era de un subtipo desconocido,
no clonado hasta ese momento (Fuchs y Murrow, 1992a; Erostegui ef al., 1994a).

Con el clonado de la subunidad nicotinica 09, se logré descifrar la naturaleza
molecular del receptor colinérgico nativo de las CCEs (Elgoyhen ef al., 1994). El analisis
de la secuencia aminoacidica de la proteina codificada por a9 reveld que esta subunidad
pertenece a la familia de canales i0nicos activados por ligando con ‘asa de cisteina’, que
incluye a los receptores nicotinicos, de acido y-amino-butirico tipo A (GABA,) y tipo C
(GABA(), glicina, serotonina tipo 3 (5HT;) y también algunos de invertebrados. Esta
secuencia presenta una mayor homologia con las subunidades de nAChRs: cuatro
regiones hidrofobicas transmembranales (M1-M4), y residuos de cisteina en las

posiciones 133, 147, 197, 198 (numeracion para 09). Por este motivo, a esta subunidad se
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la denomin6 09, siguiendo con la nomenclatura vigente. La identidad de secuencia entre
esta subunidad y el resto de los miembros de la familia de nAChRs es menor al 39%, lo
cual sugiere que la subunidad 09 es un miembro distante de la familia de los nAChRs
(Elgoyhen et al., 1994).

Estudios de hibridizacion in situ y de RT-PCR mostraron que la subunidad
nicotinica 009 tiene un patrén de expresion caracteristico. Esta subunidad se expresa en las
células ciliadas de la coclea y en las células ciliadas del sistema vestibular (Elgoyhen et
al., 1994; Luo et al., 1998a). También se reportd la expresion de a9 en la pars tuberalis
de la pituitaria, el epitelio olfatorio, la lengua (Elgoyhen ef al., 1994), linfocitos (Peng et
al., 2004), células de la médula dsea, condrocitos, osteoblastos (Luo et al., 1998a),
queratinocitos de la piel (Grando, 2000; Nguyen et al., 2000) y esperma humano (Kumar
y Meizel, 2005), lo que estaria mostrando una posible funcion del receptor 09 distinta a
su participacion en la audicion y el equilibrio. La expresion de la subunidad a9 en oocitos
de Xenopus laevis, revel6 la formacion de canales homoméricos catidnicos activables por
la ACh. Este canal presenta una farmacologia muy peculiar, similar a la del receptor
nativo de las CCEs, que lo diferencia del resto de los nAChRs y que hace dificil su
clasificacion farmacologica (Elgoyhen et al., 1994; Rothlin ef al., 1999; Verbitsky et al.,
2000). Otras caracteristicas importantes del receptor recombinante homomérico a9 son:
su alta permeabilidad al Ca®’, la ausencia de desensibilizacion ante la aplicacion
prolongada o intermitente de una concentraciéon saturante del agonista y el bloqueo
dependiente del voltaje de las corrientes colinérgicas a concentraciones fisiologicas de
Ca®*. A partir de estos estudios, se postuld que la subunidad nicotinica 09 es un
componente estructural fundamental del receptor colinérgico presente en la base de las
CCEs (Elgoyhen et al., 1994). La funcion clave que tiene esta subunidad a9 en la sinapsis
olivococlear fue confirmada, ademas, mediante la generacion de un raton mutante nulo
para el gen que codifica para la subunidad a9, Chrna9 (Vetter et al., 1999). Como ha sido
descripto anteriormente, la activacion del sistema eferente olivococlear disminuye la
sensibilidad de la coéclea. Estos ratones knock out, carentes de la subunidad a9, resultan
funcionalmente desferentados dado que no son capaces de suprimir las respuestas

cocleares al estimular las fibras eferentes. Esto demuestra que la subunidad 09 juega un
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papel fundamental en mediar el unico efecto claramente descripto para el sistema eferente
olivococlear. Mas atn, las CCEs de los ratones knock out estan inervadas por un Unico
gran terminal sinaptico, a diferencia de las CCEs de los ratones salvajes que estan
inervadas por multiples y pequefios terminales. Esta diferencia revela la participacion de
la subunidad 09 en el desarrollo y en el establecimiento de los contactos sindpticos
normales entre las fibras eferentes y las células ciliadas (Vetter et al., 1999).

A pesar de la similitud farmacologica descripta, existian en la bibliografia algunos
indicios que indicaban que las propiedades del receptor nativo de las CCEs de la coclea
diferian con respecto a lo observado para el receptor recombinante homomérico a9: (1)
las respuestas del receptor nativo producidas por la ACh se desensibilizan ante la
aplicacion del agonista (Blanchet ef al., 1996; Dulon y Lenoir, 1996), (2) el Ca** potencia
las corrientes activadas por la ACh en el receptor nativo del cobayo (Blanchet et al.,
1996; Evans, 1996) o ejerce una modulacion bifésica, potenciacion y bloqueo, sobre el
receptor nativo de pollo (McNiven et al., 1996) y (3) las conductancias del receptor
nativo son mayores a potenciales de membrana hiperpolarizados (Dulon y Lenoir, 1996).
Aun cuando estas discrepancias podrian deberse a alguna modificacion post-traduccional
diferencial entre el sistema heterdlogo y el nativo, también podrian derivar de la
posibilidad de que el receptor nativo estuviese compuesto por alguna otra subunidad
ademas de 09.

El clonado de la subunidad nicotinica a10 a partir de una biblioteca de ADNc de
coclea (Elgoyhen et al., 2001), di6 lugar a un nuevo desafio en la elucidacion de la
estructura del receptor presente en las células ciliadas. Esta nueva subunidad tiene un
36% de identidad de secuencia con las subunidades nicotinicas O hasta entonces
conocidas y una mayor homologia con la subunidad a9 (57%) (Elgoyhen et al., 2001). La
proteina 010 se expresa en los o6rganos sensoriales de la coclea y del sistema vestibular
(Elgoyhen et al., 2001), en queratinocitos (Sgard et al., 2002) y en linfocitos (Peng et al.,
2004). La inyeccion de oocitos de Xenopus laevis con el ARNc de la subunidad a10 so6la
0 en combinacion con las subunidades nicotinicas a2-06 o [32-34 no resulta en la
formacion de canales activables por la ACh. Sin embargo, la expresion conjunta de 09 y

010 resulta en la formacion de receptores heteroméricos cuyas respuestas a la aplicacion
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de ACh son dos ordenes de magnitud mas grandes que las obtenidas con el receptor
recombinante homomérico a9 (Elgoyhen et al., 2001). A diferencia de lo observado para
el receptor recombinante homomérico 09, el receptor recombinante heteromérico a9a10
se desensibiliza durante la aplicacion continua o intermitente del agonista, las respuestas
evocadas por la ACh son moduladas por el Ca®" extracelular de manera bifasica (a
concentraciones bajas de Ca’" extracelular, 0,2 mM, se observa un efecto potenciador,
mientras que a mayores concentraciones se evidencia un efecto bloqueante) y la relacion
de corriente en funcioén del voltaje (/-}) no presenta rectificacion entrante (Elgoyhen et
al., 2001; Weisstaub et al., 2002). Aunque la presencia de la subunidad a10 introduce
algunas diferencias en las caracteristicas biofisicas del receptor a9a10 con respecto a lo
observado para el nAChR homomérico 09, ambos receptores exhiben un perfil
farmacologico muy similar, casi idéntico al descripto para el receptor colinérgico nativo
presente en las CCEs de la coclea (Elgoyhen et al., 2001). La similitud de las propiedades
farmacologicas y biofisicas del receptor recombinante 9010 con las del receptor nativo
de las CCEs, han llevado a confirmar que ambas subunidades forman parte del receptor
colinérgico que se encuentra presente en la sinapsis entre las fibras eferentes

olivococleares y las CCEs (Elgoyhen et al., 2001; Weisstaub et al., 2002).

1.7.1 Estudio de mutaciones puntuales en la region del poro del canal en los

receptores nicotinicos.

Como sefialamos en el apartado 1.6.1 cada subunidad de los nAChRs posee un
dominio N-terminal extracelular, cuatro pasos transmembrana y un dominio C-terminal
extracelular. Las cinco subunidades que poseen estos receptores se disponen
espacialmente alrededor de un eje central, quedando los dominios M2 como las paredes
del poro del canal. La determinacion de los residuos involucrados en el proceso alostérico
desencadenado por la union del agonista y su transduccion en la apertura del canal
(gating), ha sido objeto de numerosos estudios realizados sobre distintos miembros de
esta superfamilia arrojando evidencias que en muchos casos se contraponen.

Estudios de mutagénisis de un residuo de leucina (Leu9’) altamente conservado
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entre los miembros de esta superfamilia han implicado a la zona central del M2 en la
compuerta de los receptores nicotinicos (Filotov y White, 1995; Labarca et al,, 1995;
Revah et al., 1991) y GABA tipo A y C (Chang y Weiss, 1999, 1998). Mediante la misma
técnica, se ha puesto en evidencia la participacion de la valina (Val) 13° del M2 en la
compuerta del nAChR a7 (Corringer et al., 1999; Galzi et al., 1992). Por otro lado,
existen otras evidencias de que los residuos 12’ del M2 del nAChR muscular contribuyen
de manera independiente y asimétrica al gating del receptor. Por ejemplo, mutaciones en
012’ afectan en mayor grado al gating que las mismas mutaciones en 012’ o (312’
(Grosman y Auerbach, 2000). Por otro lado, estudios de mutagénisis del esqueleto
hidrocarbonado sugieren que residuos ubicados en la zona central hacia la region
extracelular del M2 (13°, 16°, 19”) estarian involucrados en el proceso de gating del canal
(England et al, 1999).

El uso de la determinacion de constantes de equilibrio de energia libre, ha
permitido proponer que las hélices a del dominio M2 del nAChR muscular giran y se
doblan sobre sus residuos centrales durante el gating del canal, acompafiando un cambio
conformacional que se inicia en la porcion extracelular del M2 y se propaga hacia la
intracelular (Cymes et al., 2002). El modelo atomico de 4 A de resoluciéon del poro
cerrado del nAChR presente en la raya torpedo, propone que la compuerta es un cinturén
hidrofébico constrictor del poro que involucra a los residuos Leu9’ y Vall3’ del dominio
M2 (Miyazawa et al., 2003). Dicho estudio sugiere que la zona central del poro presenta
propiedades especiales: es la zona de mayor constriccion permitiendo interacciones
hidrofébicas entre superficies equivalentes de residuos homologos. Estas interacciones
ocurren en dos zonas: una que involucra a la Leu9’ con la serina (Ser) 10’ de la subunidad
vecina y la otra a la Val 13’ con la fenilalanina (Phe) 14’ vecina. Beckstein O. y
colaboradores (2005) generaron simulaciones dinamicas sobre un modelo de los M2 del
nAChR muscular y arribaron a la conclusion de que la constriccion presente en la mitad
de dichos dominios forma una compuerta hidrofobica, la cual genera una barrera
energética al paso de los iones. El modelo propuesto por estos autores sugiere que la
barrera para un i6n sodio se extiende desde la Leu 9’ hasta Val 17’ y que la zona de
mayor impedimento energético coincide con la Val 13°. Para tratar de responder este

interrogante Paola Plazas realiz6 un estudio de mutagénisis sitio especifica de tres anillos
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de residuos hidrofobicos (17’ region externa, 13’ y 9’ region ecuatorial) del M2 del
nAChR 09010, los cuales darian hacia el lumen del canal en una organizacion
estratificada de las hélices a del mismo (Bertran et al., 1993; Karlin y Akabas, 1995;
Miyazawa et al, 2003). Los residuos hidrofobicos fueron mutados a residuos hidrofilicos
de treonina. Se analiz6 los fenotipos de los receptores ensamblados desde las subunidades
09 y a10 mutadas en cada posicidon detectando evidencias, como fue reportado en otros
nAChR, que principalmente en los aminociados ubicados en la posicion 9’ y 13’ estan

involucrados en el gating del nAChR a9a10 (Plazas et al., 2005).

1.8 Importancia del receptor colinérgico nicotinico durante el desarrollo de las

CClIs.

Como mencionamos anteriormente, en la coclea madura, las CCIs transducen los
estimulos sonoros y se comunican con el sistema nervioso central mediante las fibras
aferentes. Se considera que la inervacion eferente directa a las CCIs maduras es minima o
nula. Sin embargo, al momento del nacimiento las fibras olivococleares mediales, hacen
contactos axosomaticos con las CCls, antes de inervar finalmente a las CCEs (Pujol et al.,
1998) (Figura 7). Esta inervacion es transitoria y desaparece al comienzo de la audicion,
que en ratas y ratones es a partir del dia 12-13 postnatal (P12-P13). Estos contactos
transitorios fueron descriptos en varias especies: ratas (Lenoir et al., 1980), gatos
(Ginzberg y Morest, 1984), hamsters (Simmons et al., 1996b; Simmons et al., 1998) y
ratones (Emmerling et al., 1990; Sobkowicz y Slapnick, 1994). Las CClIs expresan el
ARN mensajero que codifica para la subunidad a9 desde el estadio embrionario 18 (E18)
hasta el adulto (Elgoyhen et al., 1994; Luo et al., 1998a; Simmons y Morley, 1998), pero
expresan el ARN mensajero que codifica para la subunidad a10 solo desde E21 hasta P15
aproximadamente (Elgoyhen et al., 2001; Morley y Simmons, 2002), periodo en que las
fibras eferentes olivococleares hacen contactos axosomaticos con las CCls. Al comienzo
de la audicion, la mayoria de los terminales eferentes cambian su trayectoria y atraviesan
el tinel de Corti para inervar la base de las CCEs

Glowatzki y Fuchs (2000), utilizando explantos de coclea de rata, demostraron la
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presencia de corrientes sindpticas y de corrientes producidas por la aplicacion de la ACh
en las CCls previo al comienzo de la audicion. Estos autores observaron que estas
respuestas eran inhibitorias y que estaban mediadas por un receptor activado por la AChy
por la apertura subsiguiente de un canal de K* sensible al Ca®" del tipo SK2. Las CClIs
inmaduras son capaces de generar potenciales de accion repetitivos y espontaneos (Kros
et al., 1998). Estos potenciales de accion estan mediados por canales de Ca*" vy
desaparecen al comienzo de la audicion debido a la expresion de canales de K™ activados
por Ca** de conductancia grande (canales de tipo BK) (Kros et al., 1998). Se ha
demostrado que esta actividad eléctrica de las CCls inmaduras es capaz de provocar la
liberacion del neurotransmisor (glutamato) en la sinapsis aferente (Beutner y Moser,
2001). La aplicacion de la ACh en las CCls de la preparacion aguda del 6rgano de Corti,
antes del comienzo de la audicion, produce una reduccion en la frecuencia de los
potenciales de accion espontaneos (Glowatzki y Fuchs, 2000). Esto indicaria que la
inervacion eferente estaria modulando la actividad eléctrica de las CCIs vy,
consecuentemente, la liberacion de neurotransmisor en la sinapsis aferente.

Las neuronas inmaduras del nervio auditivo disparan potenciales de accidon con un
patrén ritmico, tanto espontaneamente (Lippe, 1994), como en respuesta al sonido (Sanes
y Walsh, 1998). Se observé que el patron de disparo ritmico de estas neuronas inmaduras
se vuelve continuo luego de cortar los terminales eferentes (Walsh et al., 1998), lo que
sugiere que la inhibicion colinérgica a las CCls estaria imponiendo el patron de disparo
ritmico del nervio auditivo inmaduro. Un disparo coordinado de las fibras aferentes
podria influir en la diferenciacion sinaptica, como se ha sugerido para las conexiones
retinogeniculadas en las vias visuales (Cabelli et al., 1995). Por otro lado, Puel y
colaboradores (1995) han demostrado que la sinapsis axosomadtica a las CCls vuelve a
aparecer en el adulto de una manera transitoria luego de que estas células son
desconectadas de las dendritas aferentes auditivas mediante dafio por excitotoxicidad.

Si bien no esta claro atn cual es la funcidn de la sinapsis eferente transitoria a las
CClIs, todas estas observaciones mencionadas anteriormente llevan a proponer que estaria
involucrada en la maduracién y el establecimiento de las vias auditivas durante el
desarrollo. La inhibicion colinérgica a las CCls podria ser importante para la maduracion

de las neuronas aferentes inmaduras (Eatock y Hurley, 2003; Glowatzki y Fuchs, 2000;
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Fuchs, 2006). Ademéas de estimular la actividad del nervio auditivo, la actividad de las
CClIs inmaduras podria llevar a la liberacion de factores neurotroficos esenciales para el
mantenimiento de las neuronas del ganglio espiral (Erkman et al., 1996; Knipper et al.,

1997). Estudios realizados en el laboratorio de la Dra. Elgoyhen han demostrado que las

CClIs expresan receptores funcionales 09010 antes del comienzo de la audicion (Katz et
al., 2004; Gomez Cassatti et al, 2005). Mas aun, luego del comienzo de la audicion, las
CCIs dejan de responder a la ACh (Katz et al, 2004). Esta falta de respuesta a este
neurotransmisor se correlaciona con la desaparicion de la transcripcion del gen Chrnal()

pero no del gen Chrna9.

Ach
GABA
DA
Enk
Dyn
CGRP

Eferente lateral (LOC)

CCl <P12 CCI >P12

Figura 7. Gréfico que detalla la sinapsis de la inervacion eferente medial transitoria con

las CCIs antes y después del comienzo de la audicion (P10-P13).

1.9 Estudios no invasivos de la funcion auditiva en ratones.

En los afios 60 la funcion auditiva en animales de laboratorio era estudiada por
técnicas invasivas con exposicion de los 6rganos auditivos definida como “de campo
cercano”. Para registrar Potenciales de Accion Compuestos (CAP) estas técnicas

exponian la ventana redonda a través de la bulla timpanica o exponian al nervio auditivo

20



JulianTaranda
Introduccion

o al coliculo inferior a través del craneo (Alford y Ruben, 1963; Mikaelian y Ruben,
1964; Willott y Henry, 1974). El desarrollo y la pérdida de la audicion son procesos
progresivos, donde cada oido de un mismo animal no es igual al otro y estudios
longitudinales de la funcion auditiva son a menudo requeridos en el mismo oido. Con el
avance en el analisis de las sefales auditivas a través de programas de computacion se
inicio una nueva area de investigacion definida como “de campo lejano” donde no es
necesario exponer los organos auditivos (Jewett, 1970), para lo cual se gener6 un sistema
no traumatico para el estudio de la funcion auditiva en ratones (Henry y Haytho, 1978;
Henry y Lepkowski, 1978; Henry, 1979a). Ademas, esta nueva técnica utilizaba menos

animales, menos insumos experimentales y menos tiempo.

1.9.1 Respuestas eléctricas evocados del tronco encefalico (BERA).

El BERA tiene numerosas aplicaciones tanto en la investigacion como en la
clinica. Estas incluyen estimaciones del umbral auditivo y la posible localizacion de una
lesiéon (Weber, 1994). El BERA es un tipo de potencial auditivo evocado (PAE), y son
registros de potenciales eléctricos del sistema auditivo en repuesta a un estimulo sonoro.
Estos pueden ser clasificados de acuerdo a como se disponen los electrodos de registro
(cerca vs lejos), la latencia (corta, media, larga) y el origen anatomico (céclea, corteza y
tronco encefalico). Corta, media y larga latencia responde a registrar a tiempos menores
de 10 ms, 10 a 50 ms o a tiempos mayores de 50 ms, respectivamente. La latencia de un
potencial evocado es un reflejo del nivel de la posicion dentro de la via auditiva de la
estructura que da origen a la actividad eléctrica. Por ejemplo, respuestas con latencias
cortas son generadas desde un origen coclear (electrococleogramas, ECohG) y respuestas
con latencias largas son generadas corticalmente (BERA). Anatdémicamente el termino
BERA implica un origen encefélico de la actividad eléctrica, pero también incluye una
serie de contribuciones periféricas tempranas de otros componentes. Por ejemplo, los
potenciales evocados periféricos de origen coclear poseen una combinacion de
potenciales originados en las CCIs y CCEs y otros originados en el nervio auditivo

(CAP). Todos estos, se cree, contribuyen a la primera onda del BERA. Henry (1979),
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usando una combinacion de latencias de BERA, comparando con potenciales evocados en
“campo cercano” y técnicas de lesiones, concluyé que el primer pico (P1) tiene un origen
coclear y los proximos 4 picos (P2 a P5) corresponden al nucleo coclear, al complejo
olivar superior contralateral, al leminisco lateral y al coliculo inferior contralateral,
respectivamente. El registro del BERA en ratones es simple y requiere de una
instrumentacion minima. Electrodos de acero inoxidable son colocados en el vértice del
craneo y otro electrodo a tierra en el extremo superior de la cola en un ratdon anestesiado.
Repeticiones multiples del estimulo son requeridas para realizar un promedio de las ondas
registradas. Los BERA pueden ser registrados en respuesta a un estimulo de un amplio
ancho de banda o también por clicks o tonos primarios, como se muestra en la Figura 8.
Una limitaciéon de usar estimulos con un amplio ancho de banda es que estos proveen
muy poca informacion de especificidad de frecuencias. Por otro lado, el uso de tonos
primarios da la ventaja de tener registros que brindan informaciéon de la frecuencia. En
este trabajo los resultados del BERA seran obtenidos usando tonos primarios a diferentes

frecuencia

CBA/CaJ B DBA/2]
I |2V Escala

I/{]}I\{ o Esca}i - o-W 90 dB
o D-
"—-/
o//\ﬁp'kv/m 55 dB
O\ m 70 dB
W 45 dB

o— e~~~ 65 dB
o\ ™ e~ —35dB

0 1 2 3 4 b 6 7 8 9 10ms 01 23456 7 8 9 10ms

Figura 8. Determinacion del umbral auditivo por BERA en diferentes cepas de
ratones adultos. (A) Aumento progresivo de la intensidad del sonido (30, 35, 45, 55, 65
dB) para una frecuencia especifica (32 kHz), donde el umbral auditivo se detect6 a los 35
dB. (B) En este caso el umbral auditivo se detectd a 65 dB utilizando la misma frecuencia

que en A.
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1.9.2 Producto de Distorsion de Emisiones Otoacusticas (PD-EQOAs).

En un oido sano, las CCEs actian como un amplificador biomecanico (Kim,
1984). Las propiedades electromotiles de las CCEs (Browell, 1983; Browell ef al., 1985)
le confieren a la céclea un incremento en su actividad, propiedades de nolinealidad
durante la amplificacion, y un ajuste mecanico fino en su sensibilidad (Sellick, et al.,
1982). Las propiedades unicas de las CCEs son la base de las emisiones otoacusticas
(EOAs). Las EOAs son sonidos de baja intensidad generados desde la coclea, los cuales
son propagados en forma reversa a través del oido medio y el timpano (Kemp, 1978). En
animales en los cuales las CCEs son destruidas por excesiva exposicion al ruido (Kim et
al., 1980; Siegel et al., 1982; Zurek et al., 1982; Schmiedt, 1986; Lonsury-Martin et al.,
1987) o por exposicion a drogas ototoxicas (Anderson y Kemp, 1979; Anderson, 1980;
Kemp y Brown, 1984; Brown et al., 1989) tambien desaparecen las EOAs corroborando
que las EOAs son generadas por la actividad de las CCEs. Otro elemento que apoya esta
asociacion entre las CCEs y las EOAs surgi6 del estudio de ratones mutantes. Horner et
al (1985) y Schrott et al (1991) realizaron experimentos evaluando las EOAs en ratones
normales CBA y en ratones mutantes sordos (Wv/Wv, Bronx waltzer). En un raton Bronx
waltzer mutante que tiene el 100% de las CCEs pero que perdié un 80% de las CCIs se
pueden generar las EOAs. En cambio en el raton Wv/Wv que posee la totalidad de las
CCls pero en este caso se perdieron todas las CCEs no se puede detectar EOAs. Estos
elementos demuestran que los EOAs dependen de la actividad de las CCEs pero no de las
CCIs. Ademas de las EOAs espontdneas, estas pueden evocarse por un estimulo
controlado.

Tradicionalmente, las EOAs evocadas han sido subdivididas de acuerdo al
estimulo utilizado para producirlas: estimulo-frecuencia (tono puro), transitorias (click) o
producto de distorsion (PD-EOA, dos tonos puros). Aunque las EOAs evocadas
transitorias pueden ser registradas en ratones (Khvoles ef al., 1999), los PD-EOAs tienen
la ventaja de poder utilizar frecuencias mas altas. Los estimulos para generar PD-EOAs
son generados a través de un procesador con una sefal digital en el canal auditivo

utilizando dos parlantes con dos canales separados D/A los cuales presentan dos
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estimulos (tonos primarios fl1 y f2, donde f2>f1). De los dos estimulos uno es de alta
frecuencia y otro es de baja frecuencia. El PD-EOAs generado por el oido es igual a 2 {1
—f2.

En humanos (Harris et al., 1989) y en monos Rhesus (Park et al., 1995) las
emisiones de maxima amplitud ocurren cuando la relacion de las frecuencias de los
estimulos no excede un cociente de 1.2 (f alta frecuencia/f baja frecuencia). La senal final
formado por la combinacién de los dos tonos primarios posee una menor frecuencia e
intensidad que los que lo forman. De esta forma se evitan distorsiones no fisiologicas y
artificiales. Un microfono, es colocado en el canal auditivo, y es usado para registrar los
PD-EOA. El microfono y los parlantes son sostenidos y colocados dentro del canal del
oido para formar un sistema acustico cerrado. El registro del microfono es un promedio
en el tiempo sobre la duracion del estimulo y se utilizan transformaciones de Fourier para

producir un espectro con amplitud y fase.
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2. Objetivos.

Objetivo 1:

El objetivo de la Parte I de la tesis fue generar un raton geneticamente modificado que
albergase la mutacion L9’T en el M2 de la subunidad a9 de receptores nicotinicos, de
manera tal de obtener un animal en el cual la funcién del sistema eferente olivococlear
estuviese aumentada. Asimismo, nos propusimos estudiar cuales eran las consecuencias
de esta alteracion en la fisiologia coclear.

Finalmente, nos planteamos la hipdtesis de que este animal podria servir como modelo

para estudiar la participacion del MOC en la proteccion ante el trauma acustico.

Objetivo 2:

El objetivo de la Parte II de la tesis, fue la de generar un ratdn transgénico que exprese en
forma constitutiva a la subunidad de nAChR a10 en las CCIs luego del comienzo de la
audicion como un modelo para estudiar el periodo critico de desarrollo de las CClIs previo
al comienzo de la audicion. Nos planteamos la hipdtesis que la subunidad a10 transgénica
se ensamblaria con la subunidad 09 enddégena que se expresa en las CCls antes del
comienzo de la audicion y que la expresion funcional de nAChR produciria cambios en el

desarrollo de las CCls y de sus contactos sinapticos.
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3. Materiales y Métodos

Parte I

3.1 Generacion del animal knock in Chrna9 L9’T.

3.1.1 Estrategia para la construccion del vector de recombinacion.

1. Para la construccion del vector de recombinacién homoéloga se partio de un fragmento de 9.5
kb correspondiente al gen Chrna9 que contiene los exones I, II, IIl y IV (Figura 9). Este
fragmento fue obtenido de un clon aislado de una biblioteca de ADN genomico en AZAP cedida
por el Dr. Bernhard Bettler, Universidad de Basilea (de acuerdo a lo descripto en Elgoyhen et
al, 1994). El fragmento fue insertado en el plasmido pBluescript SK (-) (Stratagene, CA, USA)
utilizando las endonucleasas de restriccion HindIIl y Notl (New England Biolabs Inc, MA,
USA) para dar lugar al plasmido pM61-Hind I1I/Not I.

2. El pM61-HindIII/NotI fue digerido con las enzimas Sphl y Stul (New England Biolabs Inc,
MA, USA) y un fragmento de 2 Kb que contenia al exén IV del gen Chrna9 fue subclonado en
el plasmido pBluescript SK (-) 10.1.

3. Al pBluescript SK (-)10.1-Stul/Sphl conteniendo al exén IV del gen Chrna9 se le realiz6é una
mutacion puntual, de manera tal que el codoén que codifica para una leucina en la posicion 9” de
la region M2 fue reemplazado por uno que codifica para treonina. Se utilizo para esto el kit
Quick Change Site Directed Mutagenesis (Stratagene, CA, USA). Para la citada mutacion se
utilizaron oligonucléotidos iniciadores (primers), a9 sentido 5’-
CTCTGGGAGTGACCATCCTAacGGCCATGACTGTATTTCAGC-3’ y a9 anti-sentido 5’-
GCTGAAATACAGTCATGGCCgtTAGGATGGTCACTCCCAGAG-3’. La mutacion puntual
y las regiones adyacentes fueron secuenciadas para evitar la incorporacion de mutaciones
inadecuadas.

4. El plasmido pBluescript SK (-) 10.1-Stul/Sphl fue digerido con Aatll y Sphl y el fragmento
de 2 Kb conteniendo la mutacion fue subclonado en el plasmido pM61-HindIII/Notl
reemplazando al fragmento del alelo salvaje y dando lugar al plasmido pM61-HindIII/Notl*
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(incorporacion de la mutacion).

5. El pM61-HindIII/NotI* fue digerido con la endonucleasa Ncol de manera tal de subclonar el
cassette de neomicina flanqueado por sitios lox P.

6. El pM61-HindIII/NotI* que contenia el cassette de neomicina flanqueado por los sitios lox P
fue digerido con Nhel y Notl (New England Biolabs Inc, MA, USA). El fragmento de 10 kb fue
insertado en el plasmido de clonado pKOscrambler (Stratagene, West Cedar Creek, TX, USA).
Este vector contiene el gen que codifica para la cadena A de la toxina diftérica con el promotor
de la ARN pol II para seleccion negativa de la integracion al azar. Por otro lado, el cassette de

neomicina incorporado en la construccion permite la seleccion positiva de células totipotentes

(ES) resistentes a G418.

Incorporacién de la
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3.2 Técnicas de biologia molecular empleadas.

3.2.1 Cortes con enzimas de restriccion y aislamiento por electroelucion.

La preparacion de fragmentos y vectores para las reacciones de ligacion, fue realizada
mediante cortes con enzimas de restriccion de acuerdo a las instrucciones del proveedor,
partiendo de 5 a 20 pg del fragmento o vector deseado, separacion en geles de agarosa y
posterior electroelucion. El aislamiento por electroelucion de fragmentos y vectores se realizod
mediante una electroforesis preparativa del ADN digerido, en geles de agarosa al 0,7% con 1 pl
de bromuro de etidio (0,5 pg/ml), utilizando TBE 0,5X (Tris- borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH
8) como buffer de corrida. Luego de la electroelucion las bandas se identificaron con un
transluminador de luz UV. Cada banda fue cortada con un bisturi desde el gel y fue colocada en
un tubo eppendorf de 1,5 ml. Se utilizé6 un marcador de peso molecular de 1 kb (Stratagene, TX,
USA) para identificar el tamafio de cada banda. La purificacion del ADN del inserto o vector se

realizo a través del kit DNA Extraction from Agarose Gels (Quiagen, CA, USA).

3.2.2 Generacion de extremos romos.

Para generar extremos romos a partir de cortes con enzimas que dejan extremos
cohesivos, se utilizé el fragmento mayor (Klenow) de la polimerasa de ADN de tipo I de E.
Coli (Gibco BRL, MD, USA). En el caso de extremos 5’ salientes, se hicieron reacciones de
rellenado, utilizando la actividad polimerasa de la Klenow. En un tubo eppendorf se agrego 0,5-
1 pg del fragmento de ADN con extremos 5’ salientes, 0,5 mM de cada dNTP, el buffer
apropiado y 1 UE de Klenow. Se llevo a 30 pl con H,O y se incub6 por 15 min a temperatura
ambiente. La reaccion fue terminada por extraccion con 1 volumen de fenol equilibrado con
Tris-CIH, pH 8 cloroformo:isoamilico 25:24:1 (PIC) incubandose por 5 min a temperatura
ambiente y luego centrifugando a maxima velocidad. Se tomo la fase acuosa y se hizo una

extraccion con 1 volumen de cloroformo-isoamilico 24:1 (IC). Nuevamente, se volvio a
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centrifugar a maxima velocidad por 1 min y se tomo la fase acuosa. E1 ADN fue precipitado
agregando 0,1 volimenes de una solucion 3 M de acetato de sodio, pH 5,2 y 2,5 volimenes de
etanol al 100%, incubandose por 10 min a -70°C y centrifugandose a maxima velocidad. El
precipitado fue lavado con etanol al 70% y resuspendido en TE (Tris-CIH 10 mM, EDTA 1
mM). En el caso de los extremos 3’ salientes estos fueron digeridos utilizando la actividad
3’5 exonucleasa de la enzima Klenow. En un tubo eppendorf se agregd 0,5-1pg del
fragmento de ADN de extremos 3’ salientes, el buffer apropiado y 1 UE de enzima Klenow. Se
llevo a 30 pl con H,O y se incubd 30 min a temperatura ambiente. La reaccion fue terminada y

el ADN precipitado de la misma forma que para los extremos 5" salientes.

3.2.3 Defosforilacion de vectores.

Las reacciones de defosforilacion se realizaron con la enzima fosfatasa alcalina
intestinal de ternero (CIAP, del inglés: Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, Gibco BRL, CA,
USA), incubando en el buffer provisto por el proveedor, 0,01 UE de CIAP por pmol de ADN
con extremos 5’ salientes, a 37°C durante 30 min, o 1 UE por pmol de ADN con extremos
romos, a 50°C por una hora. La inactivacion de CIAP se realizd por medio de una doble
extraccion con un volumen de PIC. Posteriormente se eliminaron las trazas de fenol y se

precipité el ADN como se especifico anteriormente.

3.2.4 Reacciones de ligacion.

Para realizar las reacciones de ligacion se utilizaron 20 pg de vector. El inserto se
agregd en una proporcion 3:1 molar, con respecto al vector (estas proporciones fueron
calibradas corriendo previamente inserto y vector en un gel de agarosa). También se realizaron
controles de vector sin ligasa y de vector con ligasa sin inserto. Las diferentes mezclas de vector
e inserto y los controles se incubaron con 1 UE de la ligasa de ADN del fago T4 (Gibco BRL,
CA, USA) en el buffer de ligacion provisto por el fabricante, que contiene ATP, en un volumen

de 10-20 pl dependiendo de las concentraciones de vector e inserto. Los tubos se incubaron
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durante la noche a temperatura ambiente y luego se procedio a realizar la transformacion de

bacterias competentes.

3.2.5 Preparacion de bacterias competentes.

A partir de un stock de glicerol se obtuvieron colonias independientes de la cepa DH5a
de E. Coli. Con una de estas colonias se realizé un indculo en 3 ml de medio LB (bactotriptona
1%, extracto de levadura 0,5% y CINa 1%) y fueron incubadas a 37°C con agitacion hasta
alcanzar una DOsso de 0,3. Con este cultivo se inocularon 100 ml de medio LB y se crecio con
agitacion a 37°C hasta alcanzar una DOssy de 0,48. El cultivo se enfrio en hielo y se centrifugé a
300 xg en un rotor GSA (Sorvall Instrument, MA, USA) durante 5 min a 4°C. El medio fue
descartado y el precipitado resuspendido cuidadosamente en hielo con 40 ml de Tfb I (Acetato
de potasio 30 mM, CIK 100 mM, Cl,Ca 10 mM, Cl,Mn 50 mM vy glicerol 15%, llevado a pH
5,8 con acido acético 0,2 M). Las muestras se dejaron reposar brevemente en hielo y se
centrifugaron en tubos de tipo Corex de 30 ml, a 300 xg por 5 min a 4°C. El precipitado se
resuspendié cuidadosamente en hielo con 4 ml de Ttb I (MOPS 10 mM, Cl,Ca 75 mM, CIK
10mM, glicerol 15%, llevado a pH 6,5 con KOH 1M). Las células se dejaron reposar en hielo
durante 15 min y se fraccionaron en tubos eppendorf estériles. Por Gltimo se guardaron a -70°C

hasta su uso.

3.2.6 Transformacion de células competentes.

Las bacterias competentes se descongelaron en hielo y se fraccionaron de a 50 pl en
tubos eppendorf estériles. Se agrego a las bacterias 5 pl del producto de la ligacion y, sin sacar
las bacterias del hielo, se mezclé suavemente con una punta de pipeta estéril. Las células se
dejaron reposar en hielo durante 30 min. Luego se procedid a realizar un shock térmico, que
consistio en colocar las bacterias a 42°C durante 90 seg para luego enfriarlas en hielo
rapidamente. Las bacterias se recuperaron con 0,7 ml de LB fresco durante 30 min con

agitacion y a 37°C. Posteriormente, se centrifugaron a 4.000 xg durante 2 min. Se descarto el
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medio y se resuspendieron en 100 pl de LB fresco. Las células recuperadas fueron plaqueadas

en medio LB agar con 50 pg/pl de ampicilina y se incubaron al menos 16 horas a 37°C.

3.2.7 Identificacion de colonias con el producto de ligacion deseado.

Para identificar las colonias que contenian el producto de ligacion deseado, se procedio
a realizar un inoculo de colonias aisladas crecidas en 3 ml de medio LB suplementado con 50
Mg/ml de ampicilina. El cultivo se creci6 durante toda la noche a 37°C y luego se procedid a
realizar una extraccion rapida que permite aislar acidos nucleicos. Para ello a 100 pl del cultivo
se le agreg6 50 pl de PIC y 10 pl de buffer de sembrado. Se agité en vortex durante 1 min y se
centrifugd a maxima velocidad durante 5 min. Una alicuota de 20 a 25 pl fue sembrada en un
gel de agarosa al 0,7%. Los clones positivos fueron identificados por su velocidad de migracion
diferencial con respecto a los controles sin inserto. Los posibles clones positivos fueron
sometidos a una preparacion a escala minima (miniprep) con el resto del cultivo del tubo
eppendorf. Para ello se centrifugd durante 30 seg a maxima velocidad. El precipitado fue
resuspendido en 200 pl de solucion P1 (Tris-CIH 25 mM, pH 8, EDTA 10 mM, RNAsa A 0,1
mg/ml). Luego se agregaron 200 pl de solucion P2 (NaOH 0,2 N, SDS 1%) y se mezcld
suavemente por inversion. Posteriormente, se agregaron 200 MUl de solucion P3 (acetato de
potasio 3 M, pH 8) y se mezcld vigorosamente por inversion. Los tubos se centrifugaron a
maxima velocidad durante 10 min. Se recupero el sobrenadante y se le hizo una extraccion con
1 volumen de PIC seguido de una extraccion con 1 volumen de IC. Se extrajo la fase acuosa, se
le agreg6 0,8 volumenes de 2-propanol (Sigma-Aldrich, MO, USA), se agitd suavemente, se
dej6 reposar durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugéd a 14,000 xg durante 10 min.
El precipitado fue lavado con etanol al 70%, secado y resuspendido en 40 pl de TE. La
confirmacion de los clones seleccionados se realizd mediante cortes con enzimas de restriccion
como fue detallado anteriormente y por posterior visualizacion en geles de agarosa con bromuro
de etidio.
3.2.8 Proceso de recombinacion homologa, seleccion y generacion del knock in Chrna9 1.9
T.
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El cultivo y electroporacion de células totipotenciales embrionarias (ES) murinas,
129/Sv] y la seleccion de clones por la resistencia a G418 fue realizado en el centro de
transgénesis de la Universidad de California en la ciudad de Los Angeles en colaboracion con el
Dr. Jim Boulter, siguiendo métodos convencionales. Esto no se explica en esta tesis dado que

no fue realizado por el doctorando.

3.2.9 Preparacion de ADN de células ES.

Cada una de las colonias resistentes a G418 fue depositada en una placa de 96
multipocillos con fondo en U conteniendo 30 pl de Tripsina-EDTA. Luego de haber
completado la placa, se dejo en estufa a 37°C y CO, al 5% durante 10 minutos para disgregar
cada colonia. Una vez completada la disgregacion de cada colonia, con la ayuda de una pipeta
multicanal se inactivo la Tripsina con 90 Yl de medio de cultivo fresco y se pipeted, aspirando y
expeliendo el medio para tener cé€lulas aisladas. De los 120 pl totales finales de cada pocillo, 60
Ml fueron pasados a una placa de 96 multipocillos con fondo plano conteniendo MEFs
(fibroblastos embrionarios murinos) para crecerlos y obtener ADN para el analisis de Southern
blot 0o PCR y los 60 Ul restantes fueron cubiertos con aceite mineral (analizado para células ES),

envueltos en film transparente y congelados lentamente a -70°C hasta su nueva utilizacion.

3.2.10 Analisis de Southern blot para identificar el evento de recombinacion homologa.

Para realizar los Southern blots, 20 pg de ADN gendmico fueron digeridos con 50 UE
de la enzima de restricciéon deseada por 12-14 horas. Luego se realizd una digestion adicional
por 2 horas, agregando 20 UE de la misma enzima. Las digestiones se precipitaron con 2,5
volumenes de etanol al 100%, se resuspendieron en TE y luego fueron sembradas en geles de
agarosa al 0,8% y corridas a 3-5 V/cm. Al finalizar la corrida, se le tom6 una foto en la que se

incluyd un centimetro alineado en el punto de siembra y posteriormente los geles se
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depurinizaron en una soluciéon de CIH 0,25 M. Luego se desnaturalizaron durante 40 min
(NaOH 0,5 N; CINa 1,5 M), con agitacion suave. Posteriormente, fueron sumergidos en una
solucion neutralizante (Tris-CIH 0,5 M pH 8, CINa 1,5 M; EDTA 1 mM), 2 veces durante 30
min y se transfirieron por capilaridad a membranas de nylon no cargadas. Luego de la
transferencia, el ADN se fij6 a las membranas con luz UV (120 mJ/cm2) y posteriormente se

hibridé como se detalla a continuacion.

3.2.11 Hibridacion con una sonda de ADN marcada.

El fragmento de 200 pb que se muestra en la Figura 12 fue utilizado para identificar el
evento de recombinacion homologa. Este fragmento fue preparado como se explico en el
apartado 3.2. Las sondas fueron marcadas con nucledtidos radiactivos por el método de
iniciacion al azar (random priming), utilizando el kit comercial Rad-Prime (Gibco BRL, CA,
USA) como se detalla a continuacion. Se hirvié 25 ng del fragmento a marcar en 10 pl de agua
en un tubo eppendorf durante 5 min, y luego se coloco rapidamente en hielo. El fragmento se
incub6 en una mezcla de marcacion (preparada con reactivos e instrucciones provistas por el
proveedor), que contenia hexanucleotidos, dNTPs (excepto dCTP) y la enzima Klenow,
conjuntamente con 5 pl de a[*’P] dCTP 10 pCi/ul (Perkin Elmer Life Sciences Inc, MA, USA),
durante 30 min a 37°C. La reaccion se detuvo con 5 pl de buffer de terminacion (provisto por el
proveedor) y se precipitd agregando 1 Pl de ARN de transferencia (10 mg/ml), 50 ul de ACNH,
5 M y 2,5 volimenes de etanol al 100%. Se dejo a -70°C durante 30 min y luego se lo
centrifugd a maxima velocidad. El sobrenadante fue descartado y el precipitado lavado con
etanol preenfriado al 70%. Luego se procedioé a centrifugar a maxima velocidad por 15 min. El
sobrenadante fue descartado y el precipitado fue resuspendido en una solucion de SDS 1%.
Finalmente se guardd en hielo hasta ser utilizada. Las prehibridaciones e hibridaciones se
realizaron en botellas rotatorias dentro de un horno de temperatura controlada. Las membranas
fueron prehibridadas entre 1 y 2 horas en una solucion conteniendo buffer fosfato 25 mM, pH
7,2, SSC 6X (20X CiNa 88,2 gr CINa 175.3 gr), EDTA 1mM, Denhardt 5X (ficoll 0,1%,
polivinilpirrolidona 0,1%, seroalbumina bovina 0,1%), SDS 0,5% y 100 mg/ml de ADN de

esperma de salmon. Las hibridaciones se llevaron a cabo en la misma solucion de
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prehibridacion durante 16 horas con el agregado de la sonda, previamente hervida durante 5-10
min y enfriada otros 2 min en hielo. Al finalizar la hibridacion, la membrana fue sometida a una
serie de lavados. Los mismos se realizaron de la siguiente manera: 2 lavados iniciales de 15 min
cada uno con SSC 2X, SDS 0,1%, a temperatura ambiente, y dos lavados finales de alta
rigurosidad con SSC 0,1X, SDS 0,1%, a 65°C. Una vez finalizados los lavados, las membranas
se expusieron sobre peliculas auto-radiogréficas, junto con pantallas intensificadoras de sefial, a
-70°C. El tiempo de exposicion de las peliculas auto-radiograficas vario segiun la marca

radiactiva detectada en los filtros luego de los lavados.

3.2.12 Inyeccion de células ES en blastocistos de raton e implante del blastocisto en el

utero de hembras pseudo preiadas.

Esto fue realizado en el centro de transgénesis de la Universidad de California en los
Angeles en colaboracion con el Dr. Jim Boulter, siguiendo métodos convencionales que no se
explican en esta tesis dado que no fueron realizados por el doctorando. En base al color del
manto de los animales se seleccionaron machos que presentaron un alto grado de quimerismo.
Estos fueron cruzados con hembras C57BL/6J y se seleccionaron crias que presentaban un

manto de color totalmente aguti.
3.2.13 Identificacion de ratones fundadores.

Los ratones fundadores fueron identificados mediante una PCR que amplifica la
secuencia del cassette de neomicina. Los animales que fueron positivos al madurar fueron
cruzados con animales FVB/N-tg-Ella-cre (Jackson Lab, ME, USA) para eliminar el cassette de
neomicina. Al lograr la completa eliminacion del cassette de neomicina se inici6 la retro-cruza

con la linea FVB129P2 (Jackson Lab, ME, USA) hasta la generacion N4.

3.2.14 Animales y bioterio.
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Los ratones utilizados para experimentacion se alojaron en una sala exclusiva del
bioterio de la FCEyN de la Universidad de Buenos Aires, Argentina y en el bioterio de la
Universidad de Tufts, en la ciudad de Boston, USA. En estas salas los animales se mantuvieron
aislados con un sistema de filtracion de ventilacion permanente, un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas (7:00 AM-7:00 PM) y una temperatura controlada entre 19 y 23°C. Los ratones recibieron

una dieta comercial de mantenimiento.

3.2.15 Extraccion de ADN de segmentos de cola de los animales knock in Chrna9 L9’T.

Los ratones nacidos de las parejas en apareo fueron destetados a los 21 dias y fueron
separados por sexo. Luego fueron colocados en una caja de acrilico donde fueron anestesiados
con una bomba portatil de isoflurano (SUMMIT, OR, USA) que estaba conectada a la caja de
acrilico. A cada animal se le corté un segmento de cola (0,5 cm de largo) con una tijera a
300°C. Esta fue colocada en un eppendorf de 1,5 ml con 500 pl de buffer de lisis (Tris-CIH 0,5
mM, EDTA 0,5 M, SDS 10%, CINa 1,2%), mas 10 pl de proteinasa K (10 pg/ul) y agitada
durante 120 min a una temperatura a 55°C. La muestra fue luego centrifugada a méaxima
velocidad durante 5 min para eliminar los pelos. Luego se extrajo el sobrenadante y se le agregd
500 pl de isopropanol y se agitd vigorosamente. E1 ADN precipitado fue resuspendido en 200
ul de TE (Tris-CIH 10mM, EDTA 1mM).

3.2.16 Genotipificacion de animales knock in Chrna9 L9’T.

Para la genotipificacion de los animales knock in Chrna9 L9’T se utilizaron dos tipos de
PCR. La primera se llevd a cabo mediante la amplificacion de la secuencia lox P que
permanecid en el intrén 3-4 luego de la remocion del cassette de neomicina (Figura 12). Los
oligonucledtidos  iniciadores utilizados fueron a9 LoxP-1 5’-TACTGGCTATCCT
CCAGACAGAGC-3"y 09 LoxP-2 5~ AGGAGCGAGCAGAGG TCCTAAATT-3". El tamafio
del fragmento amplificado fue de 269 pb en el caso de poseer la secuencia lox P y de 203 pb en

el caso del alelo salvaje sin la secuencia lox P. Las condiciones de la reaccion fueron: 20 ng de
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ADN genomico, 10 pl de buffer D Mix (Epicentre, WI, USA), 0,2 pl de Taq polimerasa
(Quiagen, CA, USA), 0,5 pl de A9LoxP-1 (20 pM), 0,5 pl de A9LoxP-2 (20 pM), 7,8 pl de
H,O destilada.

La segunda PCR se utiliz6 para amplificar la region donde se encuentra la mutacion y se
realizd en cada nueva generacion de animales. La secuencia de los oligonucledtidos iniciadores
fue: aL9’T 5’- ATCACCTGGGACTCACCAGCC-3* y aL9’T 5’- AAGAGGTCACTTT
CAGGCACT-3". El protocolo de amplificacion fue el mismo que el anterior. Las muestras en
ambas PCR fueron amplificadas con un termociclador BIO-RAD (BioRad Laboratory, CA,
USA) como se detalla a continuacion: un paso de desnaturalizacion a 94°C durante 30 seg, 35
ciclos de 30 seg de desnaturalizacion a 94°C, 1 min a 55°C de apareamiento y 1,30 min de
elongacion a 72°C, y por ultimo un paso a 4°C a tiempo infinito. Los productos de elongacion
fueron corridos en un gel de agarosa al 1% con 1ul de bromuro de etidio (0,5 pg/ml de agarosa)
y visualizados bajo luz UV. Los productos de la reaccion de la region amplificada de la segunda

PCR fueron enviados a un centro de secuenciacion para corroborar la presencia de la mutacion.

3.3 Analisis del animal knock in Chrna9 L9'T.

3.3.1 Analisis de la expresion de genes por RT-PCR cuantitativa.

Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. Al extraer las cocleas se
removio el cerebelo. Las cocleas fueron congeladas inmediatamente en nitrogeno liquido. Se
realizaron grupos de cuatro cocleas por genotipo. Estos fueron pesados para calcular el volumen
de Trizol a utilizar. El tejido fue colocado en un tubo de 50 ml y se desintegré con un
homogeneizador TH-1 (OMNI, Marietta, GA, USA) con el volumen seleccionado de Trizol
(Invitrogen, CA, USA). El ARN total fue purificado acorde con las instrucciones del fabricante
con dos modificaciones menores. Se realizé una primera centrifugacion a 12,000 xg durante 15
min a una temperatura de 4°C para sedimentar el tejido 6seo. El sobrenadante fue transferido a
un nuevo tubo, al cual se le agregd un '4 del volumen de cloroformo y luego centrifugado a
12,000 xg durante 15 min a una temperatura de 4°C. Para la precipitacion del ARN, el

sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo, al cual se le agregd 4 del volumen de
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isopropanol, 1/6 del volumen de CiNa 0,8% y 1/6 de volumen CINa 1,2 M. EI ARN fue lavado
con 100 pl de etanol al 75% y centrifugado durante 5 min a 7.500 xg a una temperatura de 4°C.
El ARN fue resuspendido en H,O destilada libre de ARNasa. Para la cuantificacion del ARN se
utilizé un equipo NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc, MA, USA) y para verificar su
integridad fueron utilizados electroferogramas generados en un Agilent Technology Bioanalyzer
labchip (ARN 600 Nano Assay mode). La PCR cuantitativa fue realizada usando un kit
QuantiTectSYBR (Quiagen, Inc, CA, USA), HotStartTag ADN polimerasa (Quiagen, Inc., CA,
USA), y el QuanticTect (oligonucledtidos cebadores elegidos de acuerdo a las recomendaciones
de la empresa) (Quiagen, Inc, CA, USA). La fluorescencia incorporada por el ADNc fue
cuantificada ciclo por ciclo. El equipo utilizado fue un Stratagene MX4000 (Stratagene, Inc,
CA, USA). Los parametros utilizados fueron: un ciclo de 50°C durante 30 min, un ciclo a 95°C
durante 15 min, 40 ciclos a 95°C durante 15 seg, 55°C durante 30 seg 72°C durante 30 seg, un
ciclo a 95°C durante 1 min, 40 ciclos inicialmente a una temperatura de 55°C con un aumento
de 1°C por ciclo durante 30 seg y por ltimo un paso a 25°C a tiempo infinito. Se analiz6 el
cambio relativo de la expresion de genes via el método AACr (Livak, and Schmitten, 2001)
usando miosina VII como gen estandar. La eficiencia de amplificacion en los pares de
oligonocledtidos cebadores utilizados, fue monitoreada para asegurar igual eficiencia de
amplificacion en todos los casos. Cada PCR cuantitativa fue realizada en tres experimentos
independientes, cada uno utilizando muestras obtenidas de cuatro cocleas. A su vez, cada una
de estas PCR cuantitativas independientes fue realizada por triplicado en cada corrida. El
analisis estadistico se realizd6 mediante un test de Student utilizando el programa Prism (v.

4.0b).

3.3.2 Secciones en plastico para el analisis del ducto coclear.
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3.3.2.1 Perfusion de los animales.

Animales de 6 semanas fueron sacrificados por dislocacion y perfundidos con
glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido (PFA) 0.1 M. Se removieron los huesos temporales
y se colocaron las cocleas en pequefias placas de petri para extraer el tejido muscular restante y
la arteria estapedial. Algo de tejido muscular fue dejado para tomar la céclea con forceps y no
presionar la region del espiral. A través de pipetas de vidrio se inyectd la solucion de fijacion
anteriormente nombrada en la ventana redonda o en la ventana oval para lograr una fijacion en
el 6rgano de Corti. Las cocleas se dejaron toda la noche en solucion de fijacion en agitacion a

una velocidad de 60 r.p.m.

3.3.2.2 Osmicatizacion.

Las cocleas fueron lavadas durante 15 min en forma repetida con H,O destilada para
eliminar la solucion de PFA. Luego fueron colocadas durante 60 min en una solucion de
tetroxido de osmio 1%, con intercambios de dicha soluciéon cada 15 min seguido de varios

lavados con H,O destilada.

3.3.2.3 Descalcificacion.
Para descalcificar las cocleas se utilizdo una solucion de EDTA 0.12 M,
paraformaldehido 0,1 M y glutaradehido 1% durante 3 dias a temperatura ambiente con

agitacion. Finalizada la descalcificacion los tejidos fueron guardados a 4°C en la misma

solucion hasta su procesamiento.

3.3.2.4 Deshidratacion.
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Las cocleas fueron sometidas a dos lavados con H,O destilada de 15 min cada uno.
Luego se realizé un gradiente creciente de deshidratacion con etanol al 75% hasta el 95% (de
dos tiempos cada uno durante 15 min). Por ltimo se realizaron cuatro pasos en etanol al 100%
durante 15 min cada uno, mas un paso de 30 min en 6xido de propileno (OP). Todos los pasos

se realizaron con agitacion a una velocidad de 60 r.p.m.

3.3.2.5 Tratamiento en araldita.

Las cdcleas se dejaron durante dos horas con agitacion a 60 r.p.m. en araldita-OP 1:1.
Luego se cambid la solucion a araldita-OP 2:1 y se dejo toda la noche con agitacion. Al otro dia
se cambid la solucion de araldita-OP 2:1 por una solucion fresca, y las cocleas fueron colocadas
en una campana de vidrio por dos horas para eliminar las burbujas de aire en la solucion. Luego
se transfirieron a nuevos viales de vidrio con araldita al 100% y nuevamente se colocaron en
una campana de vidrio para eliminar las burbujas. Posteriormente, fueron transferidas a moldes
de plastico especiales con araldita al 100% incubandolas durante dos dias en el horno a una
temperatura de 60°C. El tejido fue cortado en laminas de 40 pum de espesor utilizando un

microtomo.

3.5 Diseccion coclear e inmunofluorescencia.

Ratones adultos de 6 semanas de edad fueron sacrificados por dislocacion cervical. Las
cocleas fueron prefundidas con PFA al 4% en buffer fosfato 0.1 M (PBS) a temperatura
ambiente a través de la ventana oval. Inmediatamente fueron aisladas y fijadas en la misma
solucion de fijacion durante una hora y media a temperatura ambiente. Las cdcleas fueron luego
descalcificadas en una solucion de EDTA 8% in PBS 0.1 M durante toda la noche en un
rotador. Se realizaron disecciones de las cocleas para eliminar todo el hueso descalcificado y se
extrajo la membrana tectorial para exponer totalmente al 6érgano de Corti. Cada una de las
vueltas de las cocleas fue separada durante la diseccion (apical, medial y basal). Luego fueron

incubadas con suero normal de burro al 5% con triton X-100 0,5% en PBS (PBST) durante 1
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hora, seguido de una incubacion con un anticuerpo hecho en raton anti-sinaptofisina con una
concentracion 1/1000 (Millipore, Billerica, MA, USA) durante 19 horas. Se realizaron luego 4
lavados de 15 min cada uno con PBS 1X, y posteriormente se agreg6 un anticuerpo secundario
anti-ratobn Alexa Flour-488 hecho en cabra (Invitrogen, Oregon, USA) a una concentracion
1/500 o un anticuerpo anti-raton avidina-biotina-HRP seguido del agregado del sustrato
DAB/H,0,, (diaminobencidina, peréxido de hidrégeno). Cada una de las vueltas de las cocleas
fueron montadas en portaobjetos y para las reacciones de fluorescencia con el anticuerpo
secundario Alexa Fluor-488 fue utilizado una solucion de SlowFade Gold (Molecular
Probes/Invitrogen, CA, USA). En el caso donde fue utilizado la solucion de DAB/H,0,, cada
una de las vueltas de las cocleas fueron montadas en una solucidon acuosa de IMMU-MOUNT

(Thermo, Pittsburgh, PA, USA).

3.6 Analisis auditivos.

3.6.1 Respuestas eléctricas evocadas del tronco encefalico (BERA).

Los ratones fueron anestesiados con xilasina (20 mg/kg i.p.) y ketamina (100 mg/kg
i.p.). Los electrodos de registro fueron insertados en la frente del cuero cabelludo, el lobulo de
la oreja y un electrodo en la base de la cola conectado a tierra. BERAs fueron evocados con
tonos de 5 mseg (0.5-mseg subida-caida, con cos?, a 35/sec). La respuesta fue amplificada
(10,000 X), filtrada (100 kHz-3kHz) y promediada con una placa analdgica digital con el
programa de adquisicion de informaciéon LabVIEW. La intensidad del sonido fue elevada en
intervalos de 5 dB desde los 10 dB por encima del umbral hasta los 80 dB. En cada nivel de
sonido, 1024 respuestas fueron promediadas (con estimulos de polaridad alternada), utilizando
un filtro que elimind respuestas con puntos pico a pico que superaron los 15 HV. En forma
visual el umbral fue definido como la intensidad mas baja a la que se pudo detectar una
actividad en forma de onda, usualmente correspondiente al punto por encima del nivel de ruido
(00,25uV).
3.6.2 Producto de Distorsion de Emisiones Otoacusticas (PD-EOAs).
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Los animales de 6 semanas empleados para realizar los BERA, también fueron
utilizados para medir los PD-EOAs. Los PD-EOAs fueron medidos a través de un TDT EC-1
(Tucker-Davis Technologies, Aluchas, FL, USA) que gener6 dos tonos primarios (f; y f con
f,/fi=1.2 y f, 10dB <f}) y un micréfono miniatura Knowles (EK3103) para registrar en el canal
del oido la presion del sonido. El estimulo fue generado en forma digital, y la respuesta
generada fue amplificada digitalmente en muestras de 4 s (placa de 16 bit DAQ, NI6052E,
National Instruments, Austin, TX, USA). Transformaciones de Fourier fueron computarizadas y
promediadas de 5 trenes de ondas consecutivos, y la amplitud del PD-EOAs en 2f;-f, y los
ruidos circundantes fueron calculados. Las respuestas fueron interpoladas a partir de graficos de
amplitud vs nivel de sonido, cada punto realizado cada 5 dB de fi. El PD-EOAs 2f1-f2 es
usualmente el componente mas largo y se incrementa cuando se aumenta la intensidad del
estimulo (ejemplo, incremento de la intensidad del tono primario f2) (Willott., 2001). El umbral
del PD-EOA se definié como el nivel mas bajo de f2 requerido para producir un PD-EOA con
una amplitud = 0 dB por encima del nivel de ruido (el cual varia desde -20 a 0 dB, dependiendo
de la frecuencia). El valor de la amplitud del umbral fue de 3 a 4 dB por encima del nivel de
ruido. La definicion del umbral se realiz6 a través del andlisis visual de la amplitud vs el nivel

de sonido.

3.6.3 Ensayo de la actividad de la inervacion eferente medial.

Los ratones de 6 semanas fueron anestesiados con uretano (1.20 g/Kg, i.p.) y xilasina
(20mg/Kg 1.p.). Se produjo una paralisis muscular con O-d-tubocurare (Maison et al., 2007) y
los animales fueron conectados a un respirador artificial a través de una canula traqueal. Se les
realizd una craneotomia y una aspiracion parcial del cerebelo para exponer el piso del IV
ventriculo. Para estimular el haz OC se colocaron electrodos de estimulacion a 0,4 mm a lo
largo de la linea media abarcando la decusacion del OC. Se aplicaron 200 estimulos
monofasicos por seg de 150 ps de duracion. El umbral fue determinado midiendo las
fasciculaciones faciales y la estimulacion fue 6 dB por encima del umbral. Durante el ensayo de
supresion OC, el nivel de 2 fue fijado para producir un PD-EOA de 10-15 dB o de 20-25dB >

al ruido. Para medir el efecto del haz eferente OC, los PD-EOA basales fueron primero
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obtenidos (n=56), seguidos de una serie de 70 seg donde se midid los PD-EOA con
estimulacion del haz eferente, para luego terminar la medicion de PD-EOA nuevamente en

ausencia de estimulacion.

3.6.4 Trauma acustico.

Los animales fueron anestesiados con xilasina (20 mg/kg 1.p.) y ketamina (100 mg/kg
1.p.). Luego fueron colocados en una cdmara actstica y fueron expuestos durante 2 horas a un
sonido de 8-16 kHz con una intensidad de 100 dB SPL para producir un dafio acustico
permanente o 15 min a las mismas frecuencias a 94 dB SPL para un dafio actstico temporario.
El estimulo fue generado por un ruido blanco, filtrado (filtro Brickwall Filter con una rampa de
60 dB/ octava), amplificado (Amplificador Crown power), y distribuido por una bocina
colocada en la parte superior de la cdmara. La intensidad del sonido fue medida en cuatro
posiciones dentro de la cdmara usando micr6fonos Bruel and Kjaer de 0,25°°. La variabilidad de
la presion del sonido dentro de la cdmara fue menor a 0,5 dB.

Toda la informacién de los experimentos in vivo fue analizada con un ANOVA de dos
factores. Un p<0.05 fue seleccionado como criterio de diferencia significativa. Los valores son

indicados como medias +/- el error standard de la media (S.E.M).

Parte I1

3.7 Generacion de un animal transgénico Pou4f3-al0.

3.7.1 Estrategia para la construccion del vector de integracion al azar.

La construccién se realizd partiendo del vector pSP73 Pou4f3-ADNc de la subunidad

09 provista por el Dr. Douglas Vetter. El ADNc que codifica para la subunidad a10 de nAChR
fue subclonada en el vector pSP73 (Promega Corp, WI, USA) bajo la secuencia promotora del

gen Poudf3. Se agregd una secuencia intronica del gen Hbb (3-globina) de conejo rio arriba del
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ADNCc de a10, y una secuencia que codifica para una sefial de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento humano rio abajo del ADNc de la subunidad a10 (Figura 10).

1. Para insertar el ADNc de a10 de rata de 1.5 kb fue necesario primero extraer la secuencia
regulatoria del gen Pou4f3 de 9 kb, para lo cual se digiri6 con la endonucleasa Sall (New
England Biolabs Inc, MA, USA).

2. Luego, al vector se lo sometid a una digestion con la endonucleasa Smal (New England
Biolabs Inc, MA, USA) para extraer la secuencia del ADNc de la subunidad a9 de rata.

3. Del plasmido pBruno 1.4 cedido por el Dr. Jim Boulter se extrajo el ADNc de al10 de rata
con la endonucleasa Smal y se subclon6 en el pldsmido pSP73 con la misma enzima. E1 ADNc
del a10 posee una secuencia FLAG antes del codon de terminacion subclonado por el Dr. Jim
Boulter.

4. Finalmente se subclon6 la secuencia regulatoria del gen Pou4f3 con la endonucleasa Sall rio

arriba de la ADNc del a10, corroborando la direccionalidad del clonado (Figura 10).

TaAl ZaAl

‘ TMov4¢3 A a9 B
\

oA oA \\\H Pou4f3
Al a9 |B

a9 ZHoA JuaA
al0

Pou4f3
\ |

Figura 10. Pasos realizados para obtener el vector utilizado en la generacion del tga10. Con A

A 0ol0 B

se indica la secuencia del intron del gen Hbb de conejo (600 pb). Con B se indica la secuencia

que codifica para una sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento humano (500 pb).

3.7.2 Preparacion del transgén para la microinyeccion pronuclear.
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La construccion del transgén a10 a microinyectar se obtuvo a partir de la digestion de
una preparacion a gran escala (maxipreparacion) del ADN plasmidico. Esta preparacion se
realiz6 a partir de un cultivo de 500 ml en medio Terrific Broth (bactotriptona 1,2%, extracto de
levadura 2,4%, glicerol 0,4%), en presencia de ampicilina 50 pg/ml, crecido durante 20 horas a
una temperatura de 37°C. Llegada la fase estacionaria, el cultivo se enfrid6 durante 5 min en
hielo, fue separado en dos mamaderas de 400 ml y centrifugado en un rotor Sorvall GS-3 a 500
r.p.m. durante 5 min a una temperatura de 4°C. Se descartd el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 50 ml de solucion P1 (Tris-CIH 25 mM, pH 8, EDTA 10 mM, RNAsa A 0,1
mg/ml). Posteriormente se agregaron 50 ml de solucion P2 (NaOH 0,2 N, SDS 1%), se mezclo
suavemente por inversion, y se agregd luego 50 ml de soluciéon P3 (acetato de potasio 3 M, pH
8) preenfriado, se mezcld por inversion y se incubd en hielo durante 30 min. Los tubos se
centrifugaron durante 20 min a 7.000 r.p.m. a 4°C y el sobrenadante fue filtrado a través de un
embudo con una malla de lana de vidrio. Posteriormente, se precipité el ADN plasmidico con el
agregado de 0,7 volimenes de isopropanol con agitaciéon suave, incubandolo 20 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd, en dos mamaderas de 250 ml, en un rotor Sorvall GSA a
10,000 r.p.m. durante 30 min a 4°C. El precipitado se lavd con etanol al 70%, se dejo secar y
fue resuspendido con 4 ml de TE (Tris-CIH 100mM, EDTA 1mM) por mamadera. Para obtener
una preparacion limpia de ADN plasmidico se hicieron dos extracciones en gradiente de CICs
como se detalla a continuacion. Al ADN plasmidico resuspendido en TE le fueron agregados 50
pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) y luego CICs s6lido en una cantidad en peso equivalente al
peso de la solucion de ADN en TE. Se disolvié a 37°C y se ultracentrifugé en tubos Beckman a
55,000 r.p.m. durante 20 horas en un rotor Sorvall T-865.1 a 18°C. Al finalizar la corrida, la
posicion de la banda de ADN plasmidico se ubico en el gradiente de CICs con la ayuda de una
lampara de UV y se extrajo cuidadosamente con una jeringa. El material extraido fue mezclado
con una solucidon nueva de TE-CICs (1g de CICs cada 1 ml de TE) y se volvi6 a ultracentrifuga
como se explico anteriormente. La banda se extrajo nuevamente con una jeringa, se colocd en
tubos Corex y el bromuro de etidio fue eliminado mediante extracciones sucesivas con butanol
saturado en agua. Luego, la solucion de ADN obtenida se colocd en tubos eppendorf, y para
eliminar las sales de cesio, se precipitd dos veces, con 2,5 volumenes de etanol al 100%. El

precipitado, luego de lavarlo con etanol al 70% y secarlo, fue resuspendido en 500 pl de TE.
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Finalmente, el ADN del vector se cuantificé por espectrofotometria a 260 nm y en un gel de
agarosa al 0,7% con bromuro de etidio. La construccion del transgén de a10 fue liberado de la
secuencia plasmidica con la enzima Clal, y separada en gel de agarosa y aislada por
electroelucion como se especificd anteriormente en el apartado 3.2.1. Luego de la precipitacion,
se resuspendid en 400 pl de solucion de baja sal (Tris-CIH 20 mM, pH 7,4; CINa 0,2 M, EDTA
1 mM). Posteriormente, se pasdé por una minicolumna de intercambio i6nico tipo elutip
(Scheicher & Schuell, Keene, NH, USA) y se eluyd de acuerdo a las instrucciones del
proveedor, con buffer de alta sal (Tris-CIH 20 mM, pH 7,4, CINa 1 M, EDTA 1 mM).
Finalmente, el producto se precipitd con 2 volumenes de etanol al 100%, se centrifugé 10 min a
maxima velocidad, se lavo con etanol al 70% y se resuspendié6 en TE para microinyeccion
(Tris-CIH 5 mM, pH 7.4; EDTA 0,1 mM). Fue cuantificado por espectrofotometria a 260 nm y

por gel, y se llevo a una concentracion de 500 moléculas/pl con el mismo buffer.

3.7.3 Generacion del animal transgénico.

La obtencion de embriones, la microinyeccion pro-nuclear y la transferencia de
embriones a hembras pseudo-prenadas fueron realizados por el Dr. Flavio de Souza bajo la
direccion del Dr. Marcelo Rubinstein siguiendo procedimientos convencionales. No se detallan

las técnicas en esta tesis dado que no fueron realizados por el doctorando.
3.7.4 Animales y bioterio.

Las cepas endogamicas de ratones necesarias para la obtencién de embriones fueron
C57BL/6J y CBA/J. La cepa exogamica de ratones Swiss Webster fue utilizada para la
obtencion de hembras pseudo-prefiadas. La linea de ratones transgénicos para la subunidad a10
se mantuvo en una sala exclusiva del bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental

que corresponde al Dr. Marcelo Rubinstein.

3.7.5 Genotipificacion de animales.

45



Julian Taranda Materiales y Métodos

Para la deteccion de animales transgénicos Pou4f3-al0 se realiz6 la amplificacion de
una region interna del transgén de 494 pb utilizando los oligonucledtidos iniciadores Pou4f3-
al0 B-globina 5-CATGAGGGTCCATGGTGATAC-3> 'y Poudf3-al0 Poudf3 5'-
GCATCAGGCTCTCAGATGGCG-3’ que detectan parte de la secuencia intronica del gen Hbb
y parte de la secuencia promotora del gen Pou4f3 (Figura 26). Las condiciones de reaccidon por
tubo fueron: 20 ng de ADN gendmico, 10 pl de buffer D (Epicentre, WI, USA), 0,2 pl de Taq
polimerasa (Quiagen, CA, USA), 0,5 pl de tga10 B-globina (20 uM), 0,5 pl de tga10 Pou4f3
(20 pM), 7,8 ul de H,O destilada. La amplificacion de fragmentos de ADN por la técnica de
PCR se realiz6 con un termociclador MJ Research PTC-200 (MJ Research, MA, USA). Los
pasos del ciclado fueron: un paso de desnaturalizacion a 94°C durante 2 min, 30 ciclos que
constaron de 30 seg de desnaturalizacion a 94°C, 1 min a 58°C de anmnealing y 1,5 min de
elongacion a 72°C. Por ultimo una etapa a 4°C a tiempo infinito. Los productos de elongacion
fueron corridos en un gel de agarosa al 1,5% con 1 pl bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se
visualizaron bajo una lampara UV. Sélo en las muestras provenientes de animales transgénicos

se amplifica una banda de 495 pb .

3.7.6 Reaccion de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR)

El ARN total de céclea fue purificado de animales adultos de 6 semanas usando el

mismo protocolo que fue detallado anteriormente en el apartado 3.3.1. Se utilizaron cuatro

animales por genotipo. Un g de ARN total de cada genotipo fue utilizado para realizar la
reaccion de transcriptasa reversa para generar ADNc usando la enzima Superscript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen, CA, USA) y oligo dT (500 pg/ml) (Invitrogen, CA, USA) en un
volumen total de 20 pl. La reaccion se inactivo por calor y 1 pl de la reaccion fue usado en la
reaccion para la amplificacion por PCR del ADNc del transgén de a10. Para ello se utiliz6 un
oligonucledtido cebador que se une a la secuencia FLAG antes del codon de terminacion y un

oligonucledtido cebador que se une a la secuencia del ADNc del transgén de alO (5’-

CCATGGTCACATTCTCCACA-3’ y 5°- CTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTC-3’). También
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se realizo un control de la reaccion de amplificacion con el gen endogeno Actb (-actina). Los
oligonucledtidos cebadores utilizados fueron 5’-GAACCCTAAGGCCAACCGTG-3’, 5’-
TGGCATAGAGGTCTTTACGG-3’, respectivamente.

3.8 Hibridizacion in situ para la deteccion del mensajero de la subunidad a10.

3.8.1 Preparacion del tejido.

Los ratones adultos fueron sacrificados por dislocacion cervical. Las cocleas fueron
fijadas con PFA al 4% en buffer fosfato de 0,12 M, pH 7.4 toda la noche a una temperatura de
4°C. Luego, fueron descalcificadas en EDTA 8% con paraformaldehido al 4% en buffer fosfato
0,12 M pH 7.4, donde fueron incubadas toda la noche a una temperatura de 4°C con agitacion.
Luego de analizar la correcta descalcificacion, las cocleas se colocaron en un gradiente de
sacarosa ascendente (concentracion final: sacarosa al 30% en paraformaldehido al 4% en buffer
fosfato 0,12 M), donde en el Ultimo paso se dej6 toda la noche a 4°C con agitacion.
Posteriormente se inici6 un gradiente ascendente de sacarosa/O.C.T (solucién crioprotectora
utilizada para embeber el tejido antes de cortarlo) hasta una concentracion final de O.C.T al
100%. Los tejidos se cortaron en secciones de 10 pm en un cridstato (IEC Microtome,
Alemania), las secciones fueron mantenidas a -80°C en cajas de preparados histoldgicos con

desecante hasta su uso.

3.8.2 Preparacion de la sonda.

La region codificante y no codificante de la subunidad a10 subclonada en el plasmido
pBRUNO 1.1 fue linealizada utilizando: 10 pl de templado (1 pg/pl), 1 ul UE de endonucleasa,
2 pl de 10x buffer de reaccion y 7,5 ul de H,0 destilada. La reaccion fue incubada a una
temperatura de 37 °C durante 2,5 horas. Al ADN se lo tratdé con 50 ng/pl de proteinasa K, 100
mM Tris-CIH, 50 mM EDTA, H,O destilada (hasta un volumen final 30 ul) y se dejo durante
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2,5 horas a 37°C para eliminar todo tipo de proteinas. Se analiz6 cada una de las digestiones en
un gel de agarosa al 1% y se purificé cada una de las bandas de ADN con un QIlAquick Gel
Extraction Kit (Quiagen, CA, USA).

3.8.3 Sintesis de la ribosonda.

La ribosonda fue sintetizada utilizado 2 pl de ARN polimerasa ([#0 unidades de SP6) y
la siguiente mezcla de reaccion: 2 pl de buffer de trascripcion 10X, 1 ul de ATP 10 mM, 1 ul de
CTP 10 mM, 1 ul de GTP 10 mM, 0-2 pl de UTP 10 mM, 1 ul de inhibidor RNAsa, 3 pl de **S-
UTP (250 pCi, 20 mCi/ml, 20mM), plasmido linealizado (Ul pg), y H.0 DEPC hasta completar

20 pl. Se incubd durante 2 horas a una temperatura de 37°C.

3.8.4 Hibridacion.

Los tejidos fueron transferidos a una solucion de PFA al 4% en 120 mM PBS pH 7.4
durante 15 min. Se realizaron dos lavados de 10 min a temperatura ambiente en un solucion de
prehibridacion (Tris 100 mM, EDTA 50 mM pH 8,0). Al tejido se le realizé un tratamiento con
proteinasa K (10 pg/ml) en el buffer de prehibridacion a 37°C durante 20 a 30 min, seguido por
un lavado con H,O DEPC a temperatura ambiente durante 5 seg para frenar la reaccién de
proteinasa K. Los tejidos fueron puestos en Trietanolamina (TEA) pH 8,0 e incubados durante 3
min a temperatura ambiente. La acetilacion fue requerida para reducir la union inespecifica de
la sonda con grupos aminos o carboxilos. Se lavd luego durante dos minutos a temperatura
ambiente con SSC 2X pH 7,0, para luego deshidratar el tejido con diferentes lavados con un
aumento de etanol (70%, 95% y 100%) de 3 min cada uno. Por ltimo se coloc6 los tejidos en

una caja con silica-gel a temperatura ambiente durante 1 a 1,5 horas.
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3.8.5 Preparado de la ribosonda e hibridacion.

Se desnaturalizo el ARNc colocandolo a 86°C durante 5 min, y luego inmediatamente se coloco
en frio. La ribosonda se diluyd en buffer de hibridacién (10 ml formamida, 4 ml de SSC 20X,
402 pl de solucion de Denhardt, 1ml de ADN de esperma de salmoén, 504 pl de ARNt de
levadura, 50% de dextran sulfato, 100 pl EDTA 0,5M pH 8,0) hasta una actividad de 8-10 x10°
cpm/ml. Se suplement6 la ribosonda con DTT (ditiotritol 1M) a una concentracién final de 1-10
mM. Se coloc6d 120 pl de la ribosonda en cada uno de los preparados y se selld6 con DPX
(medio para fijar los portaobjetos) (Sigma-Aldrich, MO, USA) alrededor del cubreobjeto y se

colocaron en un placa de calor a 56°C durante 16 a 18 horas.

3.8.6 Post-hibridacion.

Los preparados sacados de la placa se los enfrid6 a temperatura ambiente y se les
removid el DPX. Se sumergieron luego en una soluciéon SSC 4X a temperatura ambiente
durante 10 min hasta que el cubreobjeto cayd hacia el fondo del contenedor de vidrio. Las
muestras sin el cubreobjetos fueron transferidas a un contenedor con una solucion fresca de
SSC 4X a temperatura ambiente durante 10 min y luego a una solucién con RNasa A (RNasa A
20 pg/ml, CINa 0,5 M, Tris pH 8,0 10 mM, EDTA pH 8,0 1 mM, H,O destilada) a 37°C durante
20 min. Se realizaron lavados con SSC en donde se aumento las estringencia hasta llegar a SSC
0.1X pH 7,0. Posteriormente se procedio a deshidratar hasta llegar a etanol al 100%. Se dejo
secar las muestras durante 30 min, para luego sumergir los preparados en la solucion de
emulsion (Thermo Fisher, MA, USA) para dejarlo secar toda la noche a temperatura ambiente.
Luego fueron guardadas en cajas plésticas cubiertas con papel de aluminio con silica gel

desecante a 4°C por 10, 15, 20, 30 dias en funcion de la marca que poseen.

3.8.7 Incubacion y Visualizacion.
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El preparado seleccionado fue sumergido en la solucion de revelado Kodak D19 durante
4 min (preferentemente a 18°C) agitdndose cada 2 min (Kodak, NY, USA). Se lavé brevemente
con H,O durante 2 min y luego se pasé a una solucidn de fijacion Kodak (1X 44,5 gr en 250 ml
de H,O) (Kodak, NY, USA) durante 5 min. Se lavd nuevamente en H,O, se coloco solucion de

montado histolégico (Permount™, Thermo Fisher, NJ, USA) y se cubri6 con un portaobjeto.

3.8.8 Cruzamientos para el rescate del fenotipo del knock out de a10 (0107).

Para el andlisis de la funcionalidad del transgén en el animal Pou4f3-al0 se procedi6 a
realizar un serie de cruzamientos entre el transgénico Pou4f3-010 con el raton mutante nulo
para la subunidad a10 (a107) en el bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de

la UBA. De este cruzamiento se generd una F1, Pou4f3-a10/a10"". Posteriormente se cruzé la
F1 dando una F2, los cuales fueron utilizados para hacer experimentos de electrofisiologia en
las células ciliadas internas y externas de la coclea. El genotipo buscado en estos animales fue

un raton o 10”/Poudf3-a10.
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4.1 Generacion y analisis de un raton con una
mutacion puntual en el receptor nicotinico a9a10.

Parte I
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4.1.1 Introduccion General.

La estructura primaria del receptor colinérgico presente en las CCEs permanecio
desconocida durante casi veinte afios. Se propuso que este receptor podria pertenecer
tanto a la familia de canales ionicos operados por receptor, como a la familia de
receptores acoplados a proteinas G (Fuchs, 1996). Sin embargo, debido a que este
receptor colinérgico presenta caracteristicas farmacoldgicas y electrofisioldgicas atipicas,
no se lo pudo clasificar como nicotinico o muscarinico. Con el clonado de las
subunidades a9 y a10 de los receptores nicotinicos, Elgoyhen y colaboradores lograron
descifrar la naturaleza molecular del receptor colinérgico de las CCEs (Elgoyhen et al,
1994; Elgoyhen et al, 2001). La actividad del sistema eferente sobre las CCEs resultaria
de la activaciéon de nAChR heteroméricos formados por dos subunidades a9 y tres
subunidades a10 (Plazas et al., 2005b). Mediante la generacion de un ratdén knock out
para el gen Chrna9 se ha demostrado que esta subunidad es un componente fundamental
en la estructura del receptor colinérgico de las células ciliadas (Vetter et al, 1999).
Ratones knock out para el gen Chrna9 carecen de supresion de respuestas cocleares
durante la activacion de las fibras eferentes y presentan alteraciones marcadas en el
patron de inervacion, tanto de las CCIs como de las CCEs. Esto sugeriria que este
receptor cumple una funcion en el desarrollo y en el establecimiento de los contactos
sinapticos normales entre las fibras eferentes y las células ciliadas.

La generacion de ratones mutantes que albergan alteraciones puntuales en
residuos clave dentro de la estructura primaria de subunidades de receptores activados
por ligando, ha surgido en los ultimos afios como una herramienta valiosa para descifrar
la funcion de dichos receptores dentro de la fisiologia del sistema nervioso. Estos
animales, denominados knock in, han brindado en numerosas ocasiones, informacion mas
concluyente que su contraparte ratones knock out o mutantes nulos, en los cuales se
interfiere con la funciéon normal de un gen en particular. Ejemplos exitosos del uso de
esta tecnologia han sido reportados para receptores ionotropicos de GABA, y
colinérgicos (Orr-Urtreger et al., 2000, Labarca ef al., 2001, Frindley ef al., 2003). Nos
hemos embarcado en la misma estrategia para el caso del receptor nAChR a9a10. Como

parte del tema de tesis de la Becaria del CONICET Paola Plazas se ha rastreado la region
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M2 del poro del canal en busca de una mutacién que resulte en un receptor con una

ganancia de funcion (Plazas et al., 2005). Receptores recombinantes que albergan la

mutacion de la leucina 9 por treonina en la subunidad a9 (Figura 11) fueron analizados
in vitro en ovocitos de Xenopus laevis. Los receptores mutantes exhiben una mayor
afinidad por la ACh, una disminucion en la tasa de desensibilizacion, y ademas
conservaron una alta permeabilidad al Ca**. Mas aun, la colina (el metabolito formado
por la degradacion de la ACh), agonista parcial del receptor salvaje, es un agonista con
mayor potencia y eficacia del receptor mutado. Finalmente, una gran proporcion de
receptores se encuentran en el estado abierto atin en ausencia de ACh.

Estas propiedades le confieren al receptor una “ganancia de funcion”. En base a
estos resultados se realizo la construccion de un ratdn knock in que alberga la sustitucion
de leucina por treonina en la posicion 9° de M2 de a9, con el objetivo de generar un

animal con un sistema MOC con una funcionalidad aumentada.

TM2

PTDSGEKMTLSISVLLSLTVFLLVIVELIPSTSSA Torpedo a
PTDSGEKMTLSISVLLSLTVFLLVIVELIPSTSSA roal
PADSGEKISLGITVLLSLTVFMLLVAEIMPATSDS ra7
PAASGEKVSLGVTILLAMTVFQLMVAEIMPA SEN  ro9

PADSGEKVSLGVTVLLALTVFQLILAESMPP AES ral0
1 9 137 17°

Figura 11. Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de las subunidades o de
Torpedo, al, a7, a9 y al0 de nAChR de rata. El aminoacido modificado fue el que se

ubica en la posicion 9’en la subunidad 9.

4.1.2 Generacion del raton knock in Chrna9 L9°T.

Con el proposito de evaluar la actividad in vivo del receptor mutado a9L9’Ta 10
decidimos realizar un raton knock in con la misma mutacion y de estudiar la consecuencia
de la introduccion de esta mutacion en la fisiologia coclear. Para esto, se parti6 del

fragmento del gen Chrna9 HindIII-Notl de 9.5 kb de la cepa 129S4/SvJae de ratdon que se
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muestra en la Figura 12. La estrategia y los pasos para generar al animal fueron
explicados en métodos. La mutacion puntual se introdujo en el exon 4 y se agregd un
cassette de neomicina en el intrén 3-4 para lograr la seleccion positiva de las ES. Antes
de la electroporacion se secuencid el vector de direccionamiento en las regiones que
codifican para los exones y las secuencias consenso que son utilizadas para el splicing.
Como se observa en la Figura 12 el fragmento HindIII-Notl del gen Chrna9 fue insertado
en el vector pKOscrambler (Lexicon Genetics, Inc. Woodlands, Texas, USA). Este fue
linealizado con la endonucleasa Notl y utilizado para electroporar a las ES. Para lograr
una mayor tasa de recombinacion se utilizd rio arriba y rio abajo de la mutacion
secuencias de 4.5 y 4 kb del gen Chrna9, respectivamente. La tasa de recombinacion
homologa fue del 42%. Para comprobar la correcta recombinacion homologa y la
incorporacion de la mutacion se realizo un Southern blot en las células ES donde se
sometio al ADN gendmico a una digestion con dos endonucleasas, HindIIl y Kpnl. Se
utilizé una sonda radiactiva de 962 pb, la cual fue generada utilizando dos endonucleasas,
Sacll y Kpnl (Figura 12). En el caso de producirse el evento de recombinacion homologa
se detectaron dos fragmentos, uno de 7.3 kb, correspondiente al alelo recombinante y otro

de 13.8 kb correspondiente al alelo salvaje (Figura 13).

12 3 4 5
Mapa del genChrna9 ‘
de ratn /7 H “ ‘ “ ‘ ‘ /
12 3 '°XP‘$ 4 1 kbp
Vector de
dire ccionamiento DT “ i— pGK neo i pkO
12 3 4 5
Recombinaci— [
Hom—bga % | “ i— PGK neo i | [—//
LoT5 1> “ot3 L Somita
. 12 3 %° 4 5
Recombinaci— %

por Cre // H “—r v—“ m —//

AsLoxP1 P4 poLoxP 2
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Figura 12. Ingenieria genética del Chrna9 L9’T. Mapa del gen Chrna9 conteniendo los
cinco exones. Alelo salvaje y recombinante (antes y después de haber removido el
cassette de neomicina, neo). Las cajas negras indican los exones del gen Chrna9. La
mutacion introducida se indica con un asterisco (*). En el alelo que presenta la
recombinacion homologa se seleccionaron oligonucleotidos cebadores que amplifican la
region de la mutacion para luego ser secuenciada (L9T’5, L9T’3) (cabeza de flecha de
color gris). En el Gltimo esquema (recombinacion por Cre) se puede observar la secuencia
de lox P (caja blanca) que permanecid luego de la recombinacion con Cre recombinasa.
Los oligonucleotidos cebadores seleccionados (A9LOX P.1, A9LOX P.2) detectan la
presencia o ausencia del sitio lox P (cabeza de flecha de color negro) y se utilizaron para
detectar el evento de recombinacion homoéloga en la genotipificacion por PCR de los
animales. En el esquema del vector de direccionamiento el gen de la toxina diftérica se

sefiala con una caja en gris (DT).

—— — — — — — — —

13.8 KD —o s S0 s SR s SR S e mem mee Alelo salvaje

Alelo

73 kb = —
" N recombinante

Figura 13. Autoradiografia de un Southern blot usando ADN de las ES salvajes y
recombinantes. El alelo salvaje genera una banda de 13.8 kb y el alelo recombinante de
7.3 kb debido a la presencia de un sitio Hind III en la secuencia de neomicina (Figura
12). La sonda de 962 pb marcada con **P fue disefiada utilizando el fragmento SacII-Kpnl
(Figura 12). En la membrana hay dos células que sélo presentaron el alelo salvaje (132,

137). En el resto se produjo el evento de recombinacion homoéloga.
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Las ES positivas fueron inyectadas en blastocistos de raton y luego estos fueron
implantados en hembras pseudo-prefiadas como fue explicado anteriormente en métodos.
Los ratones nacidos machos que presentaron alto quimerismo para el manto de color
fueron cruzados con hembras C57BL/6J. Los ratones nacidos de este cruzamiento con
manto de color aguti e identificados como F1 se emplearon para generar la linea Chrna9
L9°’T. La presencia de la secuencia del cassette de neomicina en el intron 3-4 puede
afectar la expresion del gen Chrna9. Por esta razon, se eliminé el cassette de neomicina
del knock in al cruzarlo con la cepa FVB/N-Tg (Ella-Cre) C5379Lmgd/J (Jackson
Laboratory, Maine, USA). Esta cepa expresa en forma constitutiva la enzima Cre
recombinasa, que al reconocer los sitios lox P escinde el cassette de neomicina. La
remocion del cassette de neomicina deja en el intrén 32 nucledtidos correspondientes a
una de las secuencias lox P. Estos fueron utilizados para genotipificar los animales
(Figura 14). La amplificacion por PCR utilizando los oligonucleotidos cebadores
A9LOXP.1-A9LOXP.2 produjo una banda de 203 pb en el caso del alelo salvaje y otra
de 269 pb en el caso del alelo mutado.

Chrnad ™
ChrnaQhsTLST

ES
o
£
§

269 pb
203 pb ——

Figura 14. Genotipificacion de ratones Chrna9 L9’T. PCR realizada de rutina,
utilizando muestras de ADN de tejido de colas de animales salvajes (Chrna9*"),
heterocigotas (Chrna9"°") 'y homocigotas (Chrna9”7*7). Los oligonucledtidos
cebadores flanquean a la secuencia lox P. En los animales salvajes se amplifica un

fragmento de 203 pb, el cual indica la ausencia de la secuencia lox P. En los animales
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heterocigotas y homocigotas se amplifica una secuencia de 269 pb donde el mayor

tamano indica la presencia de la secuencia lox P.

CTATTGGC CT CGGC

Figura 15. Electroferogramas de animales Chrna9"" y Chrna9~77. Analisis por
secuenciacion de la mutacion en animales Chrna9 L9°T. Se tomaron muestras de ADN de
colas de los genotipos diferentes y se amplifico por PCR una region del exon 4. Cada
fragmento fue purificado y secuenciado para evaluar presencia de la mutacion. (A)
Secuencia del Chrna9 en la posicion 210, que corresponde al codon en la posicion 9” de
la region M2, Este codifico para el aminoacido leucina (TTG) en el Chrna9"”*. (B) En el

caso del Chrna9™® ™7 codificé para el aminoacido treonina (ACG).

La Figura 14, muestra un ejemplo de la genotipificacion por PCR mostrando el
resultado para el caso de un raton salvaje (Chrna9""), un heterocigota (Chrna9* ") y un
homocigota para la mutacion (Chrna9™™ 7). Se disefiaron también oligonucleotidos
cebadores que flanquean la mutacion en el exon 4 y el producto amplificado se secuencid
verificando la presencia de la mutacion en cada nuevo apareamiento (Figura 15).

Al lograr ratones homocigotas para la mutacion se realizé la retrocruza con
ratones de la cepa FVB129P2-Pde6b+"" A" hagta la generacion N4. Los nacimientos
de ratones Chrna9” ™" siguieron una proporcion Mendeliana, fueron fértiles y
alcanzaron la edad adulta sin mostrar un fenotipo evidente diferente de los salvajes a

simple vista.

4.1.3 Analisis de la expresion de genes que participan en la sinapsis eferente
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colinérgica.

Existen evidencias en otros modelos de ratones geneticamente modificados que la
generacion de una mutacion puntual provoca cambios en el nivel de expresion del ARN
mensajero del gen mutado y de compensaciones en la expresion de otros genes (Labarca
et al., 2001). Por esta razon, se analiz6 el nivel de expresion del ARN mensajero del gen
Chrna9. Al mismo tiempo, se realizd el mismo andlisis para otros genes que estan
involucrados en la sinapsis eferente olivococlear. Realizamos PCR cuantitativas de los
genes Chrna9, Chrnal(0y Kcnn2, que codifican para la subunidad 09 y a10 de nAChR y
para el canal SK2, respectivamente. Como se describid en el apartado 1.5 estos estan
directamente relacionados con la despolarizacion y posterior hiperpolarizacion de las
CCIs y de las CCEs. Los valores de los Crs (umbral de amplificacion) fueron
normalizados con el valor Cr, de miosina VIla que fue utilizado como gen estandar. Para

2-AACt

cada gen estudiado se calculd un valor definido como que fue obtenido por la

diferencia entre los valores de Cr de animales Chrna9*° 7T

animales Chrna9"* (Livak y Schmittgen., 2001). En el caso de Chrna9, Chrnal0 y

y los valores de Cr de los

Kcnn2 no se observaron cambios en la expresion relativa del ARN mensajero (Tabla 1).
Del mismo modo, realizamos el analisis de la expresion de los genes que codifican para
los receptores de Ca**, Ryrl, Ryr2 y Ryr3 que se ubican en la membranas de las cisternas
de Ca’" subsindpticas y que estarian involucradas en la liberacion regenerativa de Ca**
inducida por Ca*" (Lioudyno et al., 2004). Como se observa en la Tabla 1, los niveles del
ARN mensajero para estos receptores no se vid modificada en los animales
Chrna9~ T, Por ultimo, también analizamos al gen Cacnald que codifica para un canal
de Ca*" activado por voltaje (Ca,1.3) y al gen Kcnmbl que codifica para un canal de
potasio sensible a Ca** (BK) de conductancia grande (Kros ef al., 1998). Estos actian en
el mantenimiento del potencial de la membrana de la célula. Como en los casos

anteriores, no se observaron cambios en los niveles de expresion de estos canales.
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Gen Genotipo Crs Crm ACr AACr | Nivel de expresion (2*¢T)
(normalizado con Myo7a)
Chrna9 Chrna9” 7T 3213043 |2591:0.84 |6.22
Chrna9™* 32.43:0.55 |26.14t123 | 6.29 -0,08 | 1.05
Chrnal0 | Chrna9® ™7 [27.14:0.16 |25.99:027 | 1.15
Chrna9™™ 27.38:0.55 |26.25:0.51 |1.13 0.02 0.99
Kenn2 Chrna9” T 126.08:0.30 |2599:0.27 |0.09
Chrna9"™" 26.01£0.64 |2625¢0.51 |-0.25 0.34 0.79
Ryrl Chrna9” 7T [2236t024 |25.99:027 |[-3.63
Chrna9™™ 22.48:035 |26.25:0.51 |-3.77 0.15 0.90
Ryr2 Chrna9” 77T [24.83:039 |[26.28:0.03 |[-1.45
Chrna9™* 25.15£.079 | 2690:0.17 |-1.75 030 |08l
Ryr3 Chrna9” ™ T 127.08:090 | 25.74:0.29 | 1.34
Chrna9™” 27.01:0.42 |25.81£0.56 | 1.20 0.14 091
Kenmbl Chrna9” T 130526050 |2599:027 |4.54
Chrna9™* 30.46:0.64 | 2625051 |4.20 034 |0.79
Cacnald | Chrna9” ™" 128.03:0.87 |26.02:028 |[2.01
Chrna9™* 27.95:0.79 | 2645:0.60 | 1.50 0.51 0.70

Tabla 1. Analisis de la expresion por PCR cuantitativa. Chrna9: gen que codifica para

la subunidad 09 de nAChR; ChrnalO: gen que codifica para la subunidad al10 de

nAChR; Kcnn2: gen que codifica para el canal SK2; Ryrl: gen que codifica para el

receptor ryanodina 1, Ryr2: gen que codifica para el receptor ryanodina 2; Ryr3: gen que

codifica para el receptor ryanodina 3, Kcnmb1: gen que codifica para el canal de potasio

activado por calcio (BK) subunidad [3-1; Cacnald: gen que codifica para la subunidad o

del canal de calcio voltaje-dependiente Ca,1.3; Myo7a: gen que codifica para miosina

Vlla. Crs: ciclo donde se produce el umbral; Cry: ciclo umbral para Myo7a; ACr:

diferencia entre el Cr del gen x y el Cr, del gen estdndar; AACy: diferencia entre el Cr del

gen x del Chrna9 "7y el Cr del gen x del Chrna9™". Los resultados son el promedio +
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S.E.M de tres experimentos por grupo, cada uno por triplicado.

4.1.4 Analisis histologico del ducto coclear.

Para analizar posibles cambios en la estructura del ducto coclear realizamos
secciones de 40 pm de espesor embebidas en plastico y tefiidas con osmio. Las secciones
de cocleas utilizadas provienen de animales de 6 semanas tanto para Chrna9™" como para
Chrna9~ T Como se observa en la Figura 16 no se detectaron cambios en la estructura

general tanto del 6rgano de Corti como en el resto de las estructuras del ducto coclear en

los animales Chrna9"’ """

Figura 16. Morfologia del ducto coclear en un animal Chrna9”* y en un animal
Chrna9”™7, Secciones en plastico de la vuelta medial de la coclea. La flecha en gris

indica las CClIs y la flecha en negro indica las CCEs.

4.1.5 Analisis electrofisiologico de células ciliadas.

En el laboratorio de la Dra. A. Belén Elgoyhen se realizaron experimentos de
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electrofisiologia, donde se estudiaron tanto las respuestas evocadas por la aplicacion
exdgena de ACh como también las corrientes sinapticas espontdneas. Estos resultados
mostraron que en los animales Chrna9”’ "7 las respuestas a ACh tenian una tasa de
desensibilizacién menor y que las corrientes sindpticas se encontraban marcadamente
prolongadas. A su vez, se corrobord que el receptor mutante estaba correctamente
acoplado al canal SK2. Al igual que lo descripto para el receptor mutante recombinante
(Plazas et al., 2005a) estas propiedades le confieren al receptor la “ganancia de funcién”
buscada. Estos resultados fueron realizados por la Lic. Jimena Ballestero y no forman

parte de mi tesis doctoral.

4.1.6 Anatomia de la inervacion eferente en el animal Chrna9 L9°T.

Resultados obtenidos a partir del analisis de ratones knock out para el gen Chrna9
y Chrnal(0 (Vetter et al, 1999, 2007) indican que un cambio post-sinaptico produce
cambios marcados a nivel pre-siniptico. Esto se evidencia por los cambios en la
morfologia de las terminales eferentes en las CCEs. Quisimos entonces analizar la
estructura de la inervacion eferente en este modelo de “ganancia de funcioén”. Para ello
realizamos disecciones de cocleas en animales adultos separando cada una de las vueltas.
Debido a la presencia de mayor inervacion eferente en la vuelta medial s6lo utilizamos
esta seccion de la cocleas para el analisis (Maison et al., 2003). Marcamos las terminales
eferentes con el anticuerpo anti- sinaptofisina, una proteina integral de las vesiculas
sinapticas. En primer lugar evaluamos posibles cambios en la inervacion eferente lateral
en la region del haz espiral interno (inner spiral bundle) (ISB) en animales Chrna9"" y
en animales Chrna9™ ™" (Figura 17). Como se explico en la Introduccion, Figura 7, en
esta region se ubican los contactos sindpticos axo-dendriticos entre la inervacion eferente
lateral, que desciende desde el complejo olivar superior, y la inervacion aferente de tipo I
que viene de las CCls. Imagenes obtenidas con microscopia confocal mostraron que
tomando una regién de 15 pm alrededor de las CClIs, se observa un aumento en el
niimero de terminales sindpticas en el Chrna9” 7. Como se observa en la Figura 17,

las CClIs en la imagen fueron identificadas en los espacios en negro rodeados de circulos
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fluorescentes de los terminales sinapticos. Se cuantifico el nimero de contactos
utilizando el programa Image J 1.37V (NHI, USA) que selecciona cada punto y lo ubica
en un grafico con sus respectivas coordenadas. Posteriormente se utilizd el programa R
2.4.1 (Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) que mide la distancia entre
puntos vecinos mas cercanos y obtiene la distancia promedio. Se utilizaron 3 animales
para Chrna9™" y 3 animales para Chrna9"""*7, La distancia promedio en los animales
Chrna9"" fue de 1,27 pm * 0,02 (n= 890 terminales sindpticos) la cual difiere
significativamente de la de los animales Chrna9~"**7 0,98 pm + 0.01 (n=1,308
terminales sinapticos) (p<0.05) (Figura 17). En el grafico de dispersion se muestra que la
distribucion de los contactos sindpticos no se modificé (Figura 18). La menor distancia
promedio entre terminales sinapticos vecinos en el Chrna9”™°" indica un mayor

numero de contactos sindpticos.

Figura 17. Preparados de coclea de la vuelta medial marcados con sinaptofisina
Chrma9+/+

Region modiolar

revelaron mayor nimero de terminales en el ISB en los animales Chrna9”"’". (A)
Animales Chrna9™" exhibieron un regular nimero de terminales en el ISB. La mayor
cantidad de terminales se ubica en la region modiolar y rodean la base de las CClIs. (B)
Los animales Chrna9”°"°T poseen la misma distribucion rodeando a las CCIs, pero con

un mayor numero de terminales por unidad de superficie.
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Figura 18. Dispersion de la distancia entre terminales sinapticos mas cercanos. En
los animales Chrna9~ "7 se detecté un mayor niimero de terminales eferentes laterales
que resultd en una disminucidon en la distancia promedio de los contactos entre si (la
flecha indica la distancia promedio en cada animal). Para la cuantificacion de las
terminales eferentes consideramos 15 pm alrededor de las CCI. Se promedio6 el resultado

de 36 células de 3 animales por genotipo.

Por otro lado, realizamos el analisis de la inervacion eferente medial en las CCEs
en animales Chrna9"" y Chrna9”™°7. Se extrajeron las cocleas de los animales, se
realiz6 la diseccion de cada una de las vueltas y se utilizé la vuelta medial, la cual fue
también marcada con el anticuerpo anti-sinaptofisina. Como se observa en la Figura 19 se
observo un mayor niamero de contactos sinapticos por CCE en los animales Chrna9~’ ™"
T que en los animales Chrna9"". En la Figura 19 A se muestra con la flecha los dobletes
caracteristicos observados en animales Chrna9”" y en la Figura 19 B se muestra que en
los Chrna9” "™ hay una mayor cantidad de CCEs con 5 y 6 terminales. Para cuantificar
eficientemente el nimero total de terminales promedio por célula se realizdé la misma
reaccion con el anticuerpo primario anti-sinaptofisina y un anticuerpo secundario no

fluorescente conjugado con la enzima peroxidasa (HRP). Se cuantifico el nimero de

terminales por CCE en 3 ratones para Chrna9"”* (n= 538 CCEs) y 3 ratones
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Chrna9~ "7 (n= 614 CCEs). El nimero promedio de terminales por CCE increment6

de 2 £ 0,08 en el animal Chrna9"* a 2,9 £ 0,03 en el Chrna9”® ™7 (p<0.02) (Figura 19C).
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Figura 19. Inervacion olivococlear medial en las CCEs. (A) Inmunohistoquimica de
terminales eferentes de CCEs en la vuelta medial de la coclea de animales Chrna9**
utilizando el anticuerpo sinaptofisina. Estas sinapsis ocurren generalmente como grupos,
en forma de doblete como se indica con la flecha. (B) En el raton Chrna9” ™7 se
observo un incremento promedio en el nimero de terminales eferentes por CCE, con la
deteccion de sinapsis con 5 a 6 terminales sindpticas por CCE como se muestra con las
flechas (C) Diagrama de barras que indica la distribucion del namero de contactos por

CCE en el Chrna9"" y en el Chrna9*’ ™" en la vuelta medial.

Con el fin de analizar si los cambios en el numero total de terminales por CCE

estaba acompafiado de un aumento en el volumen total de botones sinapticos por célula
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utilizamos el programa Amira (Maison ef al., 2006). Este posibilita usar las imagenes de
microscopia confocal para medir el volumen promedio del botén sinaptico. Realizamos
un experimento donde sacrificamos 2 animales adultos por genotipo de la misma cria. La
reaccion se inici6 el mismo dia, se utilizé el mismo tiempo de exposicion y la misma
distancia focal. El programa Amira midio el volumen total de terminales sindpticos por
CCE (Figura 20). El volumen total promedio en el animal Chrna9”°"°7 63,9 um*+1,85
(n=119 CCEs), fue significativamente mayor que el observado en el Chrna9™, 36,9

Hm’+1,35 (n=95 CCEs) ** (p<0.05).

Chmad++ B
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Figura 20. Imagenes 3D digitalizadas por el programa Amira de preparados de

coclea de la vuelta medial marcados con el anticuerpo anti-sinaptofisina (A)
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Chrna9*" (B) Chrna9*”° ™" (C) Volumen promedio de terminales sinapticos por CCE.
Se utilizaron 2 ratones Chrna9"" (n= 95 CCEs) y 2 ratones Chrna9~ """ (n=119 CCEs).

La barra representa el promedio £ SEM.

4.1.7 Analisis de la fisiologia del sistema eferente medial.

4.1.7.1 Incremento del umbral auditivo medido por BERA y PD-EOAs.

La introduccion de una mutacion en la dominio M2 de la subunidad a9 en el
nAChR produjo cambios en las respuestas colinérgicas post-sindpticas, como también en
la inervacion pre-sinaptica. Diferentes estudios, sugieren que la activacion del MOC
reduce la amplificacion coclear derivada de la actividad electromotil de las CCEs
(Guinan, 1996; Walsh et al., 1998; Maison et al., 2002; Luebke et al., 2002). Por lo tanto,
decidimos realizar diferentes estudios in vivo en animales adultos para analizar el efecto
de la mutacion en la fisiologia auditiva. Estudiamos en el Chrna9”™°7 la respuesta
auditiva a través de dos tipos de experimentos: BERA y PD-EOAs. Los estudios de
BERA miden el umbral de la actividad eléctrica del nervio auditivo y de las CCIs y CCEs
(Melcher et al., 1996). Los PD-EOAs son generados solamente por la capacidad
eletromotil de las CCEs, los cuales se propagan por el canal auditivo. Para generarse no
necesitan de las CClIs, ni tampoco de las fibras del nervio auditivo (Liberman et al.,
1997). La comparacion de estas dos mediciones puede dar indicios sobre la localizacion
de una posible disfuncion, por ejemplo CCEs o CCls.

Como se muestra en la Figura 21 A los umbrales auditivos medidos por el BERA
fueron de 5-15 dB mas altos tanto en Chrna9™°" (Fss) = 4,30, p= 0.043) como en
Chrna9~ ™" (F 79 = 1,87, p= 0.06), comparado con Chrna9"*. En el caso de los PD-
EOA (Figura 21 B), los umbrales también fueron de 5-15 dB mas altos en Chrna9"**T
(Fuss» = 14,82, p < 0.001) como en Chrna9” ™" (Fum = 9,20, p= 0.003), comparado
con Chrna9"”. Tanto los cambios en BERA como en PD-EOAs observados en
Chrna9"™7™ no difirieron significativamente de los obtenidos en Chrna9~ ™", Los

incrementos en los umbrales fueron so6lo significativos a frecuencias desde 16 kHz hasta
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un maximo aproximado de 40 kHz. Dado que el aumento de los umbrales en el BERA
fueron similares a los observados en los PD-EOAs, podemos inferir que la mutacion ha

producido una modificacion en la actividad de las CCEs.
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Figura 21. Experimentos de BERA y PD-EOAs muestran umbrales auditivos
aumentados en animales Chrna9”"” Los valores son el promedio + S.EM. El
nimero de experimentos por cada genotipo fue de n=27 para Chrna9"", n=21 para
Chrna9"™7" y n=40 para Chrna9~™7. (A) Los umbrales de los BERA fueron
identificados visualmente a través de analizar la serie de ondas a cada frecuencia e
intensidad. (B) El umbral de los PD-EOAs fue definido por la interpolacion de la presion
de sonido del {2 primario requerido para generar un PD-EOAs de 0 dB SPL.

La actividad OC medial in vivo reduce la capacidad de amplificacion del sonido
por parte de las CCEs (Guinan, 1996). El aumento en los umbrales auditivos observado
puede deberse entonces a un aumento de la actividad del sistema OC medial en el animal
mutado. Para analizar esta hipodtesis, inyectamos animales con 30mg/kg de estricnina, uno
de los bloqueantes mas potentes del receptor a9a10 in vitro (Elgoyhen et al., 1994;
Elgoyhen et al., 2001) e in vivo (Maison et al., 2007). Como se observa en la Figura 22 al
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inyectar el bloqueante en los animales Chrna9”’7*’" se observd una recuperacion de 10
dB en los umbrales de los PD-EOAs en las CCEs. Por el contrario, en el caso de animales
Chrna9"" no se observd ningun tipo de cambio en el umbral. A los 60 min de la
inyeccion de estricnina los umbrales de los PD-EOAs en los animales Chrna9~ """
fueron similares a la de los Chrna9"*. Estos resultados son compatibles con un aumento
en la actividad del MOC en el Chrna9”"“"y con una actividad minima del MOC en
condiciones basales en animales salvajes de acuerdo a lo descripto anteriormente

(Liberman et al., 1988)
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Figura 22. Recuperacion del umbral de los PD-EOAs en animales Chrna9”™°" al
utilizar el bloqueante estricnina. Luego de una hora de inyeccion los umbrales en
animales mutantes recuperaron el valor promedio que poseen los animales Chrna9"™*. Los
umbrales de los PD-EOAs para f2=22,6 kHz fueron repetidamente medidos antes y

después de inyectar 30 mg/kg i.p. de estricnina en Chrna9™""y Chrna9" "7,

4.1.7.2 Estudio de la actividad del MOC.
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Para analizar el efecto del MOC sobre la actividad de las CCEs estimulamos el
haz OC en la base del IV ventriculo y medimos el efecto de esta estimulacion sobre la
amplitud de los PD-EOAs (Vetter et al., 1994; Maison et al., 2007). Como se observa en
la Figura 23 A en Chrna9"" se produjo una rapida disminucion de la amplitud de los PD-
EOAs y una rapida recuperacion de la linea de base durante los 70 seg de estimulacion.
En los animales Chrna9~ ™" el inicio de la supresion tuvo un curso temporal mucho
mas lento. Durante los 70 seg de estimulacidén la supresion siguid6 aumentando hasta
perderse en el nivel de ruido y la linea de base sélo se recuperd luego de 10 min de
comenzada la estimulacion (Figura 23 B). Como se puede ver en la Figura 23 C al elevar
la intensidad del tono primario se pudo evidenciar la totalidad de la magnitud de la
y

de 5 db en los animales Chrna9"*. Los animales heterocigotas presentaron un fenotipo

supresion, la cual alcanzo6 un pico de supresion de 17 db en los animales Chrna9- ™7

intermedio entre el Chrna9"" y el animal Chrna9” ™", En la Figura 24 se muestra que

en los animales Chrna9" ™7 el efecto de la supresion por estimulacion del haz OC fue
bloqueado al inyectar el bloqueante del receptor a9a 10 estricnina (10 mg/kg), sugiriendo
que el incremento de la supresion fue debida a la activacion de los receptores a9a10

mutantes.
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Figura 23. La actividad de la inervacion OC medida a través de la amplitud de PD-
EOA fue mas lenta, de mayor amplitud y mayor duracion en los animales
Chrna9”™7, (A) y (B) Muestra la magnitud de la supresion de PD-EOA por la
estimulacion del haz OC, en dos escalas temporales. El sombreado gris indica los 70 seg
de estimulacion. Los PD-EOA fueron normalizados en cada experimento al promedio de
los valores obtenidos en la pre-estimulacion y luego promediados para cada genotipo en
forma independiente. La cabeza de flecha indica el primer punto luego de la iniciacion
del estimulo para cada genotipo. El tiempo de adquisicion de la informacion fue de
Iseg/punto. El numero de experimentos para cada genotipo fue n=3 Chna9"*, n=3
Chrna9'™7™, n=7 Chrna9~ ™7, Para (A) y (B) el tono primario f2 fue de 22.6 kHz y
fueron ajustados para producir PD-EOA ~15 dB por encima del ruido. (C) Para analizar
la supresion maxima, se elevo el tono primario y el pre-estimulo para producir PD-EOA
de 25 dB por encima del ruido. El pico de supresion en el Chrna9 ™7 alcanz6 ~17dB,

mientras que en el Chrna9”"* fue de 5 dB.
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Figura 24. La actividad del haz OC fue bloqueada con estricnina. La inyeccion de 10
mg/kg de estricnina bloqued la actividad de la inervacion OC en Chrna9~"*". La
inyeccion de la solucion salina no produjo cambios. La cabeza de flecha indica el primer

punto luego del inicio de la estimulacion eléctrica. El tiempo de la adquisicion fue de
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Iseg/por punto.

4.1.7.3 Analisis de trauma acustico.

Dado que se ha sugerido que la inervacion eferente OC medial protegeria al oido del
dafio acustico (Guinan, 1996, Rajan, 1988a, Rajan, 1988b), investigamos la
susceptibilidad del raton Chrna9*’ 7" a la exposicion a sonidos intensos. El aumento en
el umbral de audicioén producido por sonidos intensos puede ser reversible o irreversible.
Los mecanismos que subyacen a ambos procesos serian diferentes (Nordmann et al.,
2000). Como se muestra en la Figura 25 A cuando los animales fueron expuestos a
sonidos de intensidad (100 dB) y duracion (2 hs) suficientes para producir un cambio
irreversible, el aumento en los umbrales auditivos fue significativamente menor en los
animales Chrna9" ™7 (F 5 8.894, p=0.018) y Chrna9~*"" (F7, 6.263, p=0.041) que en
los controles Chrna9*"*. Esto indica que en los animales mutantes el aumento de la
actividad del MOC estaria protegiendo al sistema auditivo contra dafios permanentes
producidos por sonidos intensos. Por el contrario, cuando la intensidad (94 dB) y la
duracion del estimulo (15 min) fueron los necesarios para s6lo producir un dafio
temporario, el cual recupera a las 6 horas de producido, no se observaron cambios

significativos entre Chrna9” ™", Chrna9” ™"y Chrna9"" (Figura 25B).
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Figura 25. El animal Chrna9"™°" fue mas resistente al dafio aciistico permanente.
(A) Una semana después de someter a los animales a un trauma acustico permanente (100
db por 2 horas a 8-16 kHz) se analiz6 el cambio de umbral auditivo producido en los tres
genotipos. El nimero de experimentos para cada genotipo fue n=5 para Chrna9"", n=5
para Chrna9*", n=5 para Chrna9”"*" (B) Igual que A pero luego de someter a los
animales a un trauma acustico temporario (94 dB por 15 min a 8-16 kHz). El nimero de
experimentos para cada genotipo fue n=4 para Chrna9""*, n=4 para Chrna9"*’", n=4 para

Chrna9~"*" Cada grafico muestra el promedio de los umbrales con su S.E.M.
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4.2 Expresion constitutiva de la subunidad a10 en
las células ciliadas de la coclea.

Parte 11
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4.2.1 Introduccion General

Durante el desarrollo de la céclea de la rata y del raton la expresion de los genes Chrna9
y Chrnal0 es diferente. El gen Chrna9 inicia su expresion en el estadio embrionario y se
mantiene constante en el adulto tanto en las CCIs como en las CCEs (Elgoyhen et al.,
1994, Luo et al., 1998, Morley et al., 1998). Por el contrario, la expresion de Chrnal( en
las CCIs se inicia en el estadio embrionario y continua s6lo hasta la segunda semana
postnatal, mientras que en las CCEs la expresion persiste hasta la edad adulta (Elgoyhen
et al., 2001, Morley et al., 2002, Katz et al., 2004). Las células ciliadas embrionarias
poseen canales de transduccion funcionales y canales de K*, de Na" y de Ca*
dependientes del voltaje. En forma conjunta estos canales pueden participar en las
espigas de Ca®" caracteristicas de CCIs inmaduras, las cuales modificarian el ritmo de la
actividad de neuronas de vias auditivas superiores (Marcotti et al., 2003). Esta actividad
eléctrica de las células ciliadas promueve la liberacion de neurotrofina y puede
influenciar la sinaptogénesis. Durante la maduracion del epitelio una cierta cantidad de
cambios reducen la actividad eléctrica de las CCIs: los canales de Na“y Ca*" y canales de
K" de rectificacion rapida entrante disminuyen, mientras que los de rectificacion saliente
aumentan (Beutner y Moser, 2001; Marcotti et al., 2003). Estos cambios demarcan la
transformacion de un epitelio en desarrollo con una activa formacion de sinapsis en un
epitelio sensorial donde los impulsos mecanicos son transducidos en impulsos eléctricos.
Estos cambios estan acompafiados por modificaciones en la inervacion eferente a
las CCIs (Figura 7). Antes del comienzo de la audicion ([P13) las CClIs reciben una
inervacion eferente transitoria, que a partir del dia postnatal 10 (P10) inicia un proceso de
retraccion. En forma simultanea a la retraccion de estas fibras de la CCls, comienza la
llegada de fibras eferentes mediales a las CCEs y la aparicion de los primeros contactos
sinapticos. Este proceso finaliza luego del comienzo de la audicion; al mismo tiempo deja
de expresarse el gen Chrnal( en las CCls y el receptor a9a10 deja de ser funcional en
dicha células (Liberman et al., 1990; Simmons, 2002; Katz et al., 2004). Si bien se
desconoce cual es la funcion de la sinapsis transitoria en las CCls, se propone que estaria
involucrada en el establecimiento y maduracion de las vias auditivas durante el

desarrollo. La inervacion eferente a las CCls podria jugar un papel importante en la
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regulacion del disparo de espigas de fibras aferentes inmaduras (Eatock y Hurley, 2003;
Glowatzki y Fuchs, 2000; Fuchs, 2006). Experimentos realizados en gatos han
demostrado que la lesion quirurgica de las fibras eferentes resulta en la falla del
desarrollo normal de la audicion (Puel et al., 1995).

Con el objetivo de generar una herramienta para estudiar esta plasticidad neuronal
se generd un animal que expresa en forma constitutiva a la subunidad a10 en las CCls,
aun luego del comienzo de la audicion. Nuestra hipdtesis de trabajo fue que la presencia
de la subunidad a10 se traduciria en la presencia de la respuesta a ACh después de P13 y
que este cambio estaria acompafiado en el desarrollo de modificaciones en el desarrollo

de las células ciliadas y de sus contactos sinapticos.

4.2.2 Generacion de un ratéon que expresa la subunidad al10 (Pou4f3-al0) en forma

constitutiva en las células ciliadas de la coclea.

Como se observa en la Figura 26, para expresar en forma constitutiva a la
subunidad a10 de rata utilizamos el promotor del factor de transcripcion Pou4f3 (Erkman
et al., 1996; Sage et al., 2006). Este inicia su expresion en el estadio E14.5 en las células
ciliadas de la coclea y su expresion persiste durante el estadio adulto. La construccion
utilizada también contiene una secuencia intronica del gen Hbb (B-globina) de conejo, rio
arriba del ADNc de 010, necesaria para lograr una alta expresion del transgén y una sefial
de poliadenilacion del gen de la hormona de crecimiento humano, rio abajo del ADNc de
010 Una secuencia FLAG fue insertada antes del codon de terminacion del ADNc de

al0.
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Figura 26. Vector utilizado para la generacion del Pou4f3-al0. Esquema en detalle de
la construccion con los sitios de restriccion utilizados para la generacion del vector. Se
utilizé el promotor del gen Pou4f3 (9 kb), una secuencia intronica del gen Hbb (B-
globina) de conejo (0,6 kb, intron), el ADNc que codifica para la subunidad a10 (1,3 kb)
y una sefal de poliadenilacion (0,5 kb, poly A) del gen de la hormona de crecimiento
humano. Las flechas negras indican los oligonucledtidos cebadores para detectar al
transgénico 010 y las flechas en gris indican los oligonucledtidos cebadores que

utilizamos para detectar el ARNm del transgén Pou4f3-al0.
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Figura 27. Deteccion por PCR del Pou4f3-al0 en el ADN genémico. Los resultados
muestran la generacion de las dos lineas transgénicas obtenidas (A y B). Para detectar al
Poudf3-al0 se utilizaron oligonucleodtidos cebadores que se unen a la secuencia intronica
y a la secuencia del promotor (indicados en flechas en color negro en la Figura 26). El
tamafo del fragmento amplificado es de 475 pb en los animales transgénicos. En los
animales salvajes no se detectd ningun tipo de amplificacion. M: Marcador de peso

molecular.
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Se microinyect6 el vector linealizado en ovocitos de ratén, los cuales fueron implantados
en hembras pseudos-prefiadas. Para detectar la insercion al azar del transgén en el
genoma de raton, realizamos PCRs a partir del ADN gendémico purificado de las colas de
los animales. Como se observa en la Figura 27 la aparicion de una banda de 475 pb indica
la integracion de la construccion en el genoma. Dos lineas fundadoras fueron obtenidas,
una en el laboratorio de Dr. Marcelo Rubinstein (INGEBI-CONICET, Argentina) y otra
en el laboratorio del Dr. Douglas Vetter (Tufts University, Boston, USA). Con el fin de
corroborar si el transgén se expresaba dando lugar a ARNm, aislamos las cocleas y por
RT-PCR detectamos la presencia del mensajero utilizando los oligonucledtidos cebadores
que se unen a la secuencia FLAG y al exén 5 del ADNc de a10 de acuerdo a lo indicado
en la Figura 26. En animales Pou4f3-a10 se obtuvo una banda que corresponde al tamafo
esperado de 446 pb de acuerdo al disefio del transgén. Al mismo tiempo, se amplifico el
mensajero para el gen de Actb (B-actina) como control de la purificacion de la coclea y de
la RT-PCR (Figura 28). Este resultado nos permitié concluir que en los animales

transgénicos estaba presente el ARNm del transgén.

ADNcde a10 [-actina
A B _C D M A B C _D_

500 pb

Figura 28. Andlisis por RT-PCR de la expresion del transgén Pou4f3-al(. La
amplificacion fue realizada desde extractos de ARN de coclea de animales adultos
Poudf3-al0. A. La banda de 446 pb corresponde a la amplificacion en un animal tga10.

Como control se amplificoé un fragmento de 490 pb correspondiente al gen de Acth (B-
actina). Las calles B, C y D en las dos amplificaciones son controles: B, sin transcriptasa

reversa, C, sin ARN y D, sin oligo-dT respectivamente. M: Marcador de peso molecular.
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Con el fin de determinar la localizacion de la expresion del transgén realizamos
hibridaciones in situ con una sonda de ARN anti-sentido de o110 marcada con **S. Como
se observa en la Figura 29 A en animales salvajes de 8 semanas, esto es, luego del
comienzo de la audicion so6lo se observa expresion del Chrnal( en las CCEs pero no en
las CCIs. Por el contrario, en el animal Pou4f3-al0 (Figura 29 B), se observa marca tanto
en CCIs como CCEs. La marca sobre las CCIs s6lo puede explicarse a partir de la
expresion del transgén dado que el gen enddgeno deja de expresarse luego del comienzo
de la audicion (Figura 29 A) (Morley et al, 1998; Katz et al, 2004). No se observd un
gradiente de expresion a lo largo de las diferentes vueltas de la coclea (datos no

mostrados).

Figura 29. Analisis de la expresion del transgén en el organo de Corti en animales
adultos de 8 semanas. Hibridaciones in situ con sondas radiactivas marcadas con **S en
rebanadas de 10 pm de espesor de la vuelta basal de la coclea. Las flechas indican las
CCIs, las CCEs y DCs (células de Deiter) en animales salvajes y Pou4f3-al0. (A)
Salvaje. (B) Pou4f3-al0.

4.2.3 Rescate funcional del nAChR a9010 en el raton knock out de la subunidad
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al10 (a10™).

Mediante experimentos de inmunohistoquimica intentamos detectar la presencia
de la proteina transgénica en las CCls utilizando un anticuerpo anti-FLAG en animales
adultos. Si bien, se obtuvo una sefial fluorescente, esta fue muy débil y por lo tanto el
experimento fue no concluyente. Por esta razoén decidimos realizar un cruzamiento entre
el raton Poudf3-al0 y el raton mutante nulo para la subunidad a10 (a107). Los estudios
funcionales en los animales transgénicos fueron realizados por la Licenciada Jimena
Ballestero. Dado que dichos resultados son importantes para la discusion derivada de la

generacion Poudf3-al0, dichos experimentos se detallan en la seccion Anexo, pagina 94.
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5. Discusion

Parte I

5.1 Aporte general del trabajo.

El estudio del receptor colinérgico nicotinico Q9010 a través de la
electrofisiologia y la farmacolédgica ha sido de gran importancia para caracterizar a este
receptor dentro de la familia de nAChR (Elgoyhen et al., 1994; Katz et al., 2000,
Weisstaub et al., 2002; Katz et al., 2004; Gomez-Casati et al., 2005). Sin embargo,
muchos interrogantes quedan por responder al tratar de comprender el papel que posee el
receptor 09010 en la fisiologia de la inervacion eferente y en general en la funcion de la
inervacion eferente en la fisiologia coclear. El estudio del raton knock out para la
subunidad a9 (Vetter et al., 1999) y del ratdon knock out para la subunidad a10 (Vetter et
al., 2007) demostraron la importancia de la presencia de cada una de estas subunidades
durante el desarrollo de la inervacion eferente. Mas atn, la generacion de estos animales
geneticamente modificados demostrd en forma inequivoca que tanto la subunidad a9
como la subunidad a10 son necesarias para ensamblarse en un receptor funcional capaz
de mediar la neurotransmision entre las fibras del MOC y las células ciliadas. Sin
embargo, estos animales no fueron de utilidad para analizar las posibles funciones del
MOC en la fisiologia auditiva. Por ejemplo, no se evidenciaron cambios en los umbrales
auditivos en experimentos de BERA o de PD-EOAs. La falta del efecto OC fue sélo
evidenciada ante la estimulacion eléctrica de las fibras eferentes (Vetter et al.,1999;
Vetter et al., 2007). En los ultimos afos, la ingenieria genética ha desarrollado técnicas
que permiten la introduccién de mutaciones puntuales de forma especifica en genes de
mamiferos. Esto ha sido un importante aporte para analizar aspectos funcionales de
diferentes genes in vivo. Estos modelos, definidos como animales knock in, poseen una
modificacidon especifica en la secuencia de aminoacidos de una determinada proteina, la
cual genera cambios estructurales en la misma y modifica sus propiedades funcionales.
Dentro de la familia de nAChR existen diferentes modelos knock in como por ejemplo,

para las subunidades a4 y a7 (Orr-Urteger et al., 2000; Ziv Gil et al., 2002; Labarca et
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al., 2001; Tapper et al., 2004; Forck et al., 2003). También se han generado modelos
similares en otros receptores como por ejemplo, el de glicina (Findlay et al., 2003). En
particular, en la subunidad 04 se realiz6 una mutacion puntual en el dominio M2,
generando cambios significativos de hipersensibilidad a la nicotina, tolerancia y sindrome
de abstinencia. Este modelo animal permitié demostrar cuan importante es la subunidad
04 de nAChR en la dependecia a la nicotina (Tapper et al., 2004).

En el presente estudio hemos generado un nuevo modelo para el estudio del MOC
en mamiferos. Tal como fue descripto en la seccion de Materiales y Métodos, el knock in
09 se realizd6 generando una mutacion puntual donde el aminoacido leucina en la
posicion 9’ del dominio M2 fue sustituido por treonina (Chrna9 L9°T). Dado que el
nAChR a9a10 es el tnico receptor involucrado en la transmision sindptica entre el MOC
y las CCEs y que este receptor no se expresa en otra region de la coclea, la generacion del
raton Chrna9 L9’T result6 una herramienta muy ttil para analizar in vivo la funcién del
receptor en la inervacion eferente y su papel en la audicion de los mamiferos. El Chrna9
L9’T fue caracterizado con diferentes técnicas de biologia molecular,
inmunohistoquimica y fisiologia auditiva in vivo. La introduccion de esta mutacion
puntual resulté en cambios dramaticos tanto pre- como post-sinapticos. El aumento de
terminales pre-sinapticos sobre las CCEs habla de un papel de este receptor en el
desarrollo de los contactos sindpticos. A nivel post-sinaptico la disminucion de la tasa de
desensibilizacion resultd en un receptor con una ganancia de funcion. Esta ganancia de
funcién se vio reflejada en un marcado aumento de la funcionalidad del sistema MOC, el
cual produjo una aumento de los umbrales auditivos. Finalmente, la introduccion de la
mutacion resultd en ratones con una menor sensibilidad al trauma actstico. Nuestros
resultados demuestran dos funciones del sistema MOC: 1) la inhibicion de la sensibilidad

coclear y 2) la proteccion ante el dafio acustico por sonidos intensos.

5.1.1 Analisis de la expresion de genes involucrados en la sinapsis eferente.

La generacion de animales knock in puede afectar secuencias especificas de regiones

codificantes de un determinado gen, estos cambios pueden influir en su expresion
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(Tupper et al., 2004). Por ejemplo, se ha reportado en el raton knock in a7 L250°T
(mutacién similar a la introducida en el presente trabajo en la subunidad a9), una
disminucién en el nivel de expresion del ARNm de la subunidad a7 en la corteza
somatosensorial (Orr-Urtreger et al., 2000). Otras modificaciones que podrian afectar a la
expresion de genes, es la permanencia de secuencias incluidas en el vector de
direccionamiento (por ejemplo el cassette de neomicina o los sitios lox P) y utilizadas
para la seleccion durante la incorporacion de la mutacidon en el genoma de las células
totipotentes. Por ejemplo, en el raton knock in de la subunidad a4, donde el cassette de
neomicina no fue removido del genoma, las neuronas dopaminérgicas presentan una
disminucién en la expresion de la proteina por efecto de la mutacion (Labarca et al.,
2001). De acuerdo a lo observado en los experimentos de RT-PCR cuantitativa, en el
caso del Chrna9 L9'T, la introduccion de la mutacion puntual o la secuencia lox P
remanente luego de la remocién del cassette de neomicina, no produjeron cambios en la
expresion del gen Chrna9.

Existen evidencias de que el nAChR a9a10, podria estar involucrado en la
regulacion de la expresion génica y en la formacion y estabilizacion de la sinapsis tanto
eferente como aferente durante el desarrollo de la céclea (Simmons et al 1996b; Vetter et
al., 1994; Vetter et al., 2997). Esto también ha sido postulado para otros tipos de
nAChRs, como por ejemplo para el receptor a7, dado que experimentos realizados in
vitro demuestran un incremento en la proliferacion celular al bloquear receptores
colinérgicos integrados por esta subunidad (Quik et al., 1994). Por otro lado, Greenberg y
colegas, han reportado cambios en los niveles de ARNm de c-fos al incrementar la
concentracion de Ca®" intracelular en respuesta a la activacion de nAChRs (Greenberg et
al., 1986). En un trabajo reciente donde se caracteriz6 al knock out del canal SK2, se han
descripto cambios en la expresion de ciertos genes involucrados en la sinapsis eferente,
como por ejemplo los genes Ryrl, Ryr2 y Knmbl (BK) (Murthy et al., 2009). En base a
estas evidencias y teniendo en cuenta que la subunidad a9 se ensambla con la subunidad
010 (Elgoyhen et al., 1994; Elgoyhen et al., 2001) y que el nAChR resultante se acopla
al canal SK2 (Oliver et al., 2003; Katz et al., 2004) y a un sistema de liberacion de Ca**
de las cisternas subsinapticas (Lioudyno et al., 2004), uno podria esperar cambios en la

expresion de distintos genes que participan en toda la cascada de sefalizacion. Sin
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embargo, como se observa a partir de los resultados de RT-PCR cuantitativa, la
introduccion de la mutacion puntual no resultd en cambios en la expresion de la
subunidad a10 de nAChR, ni en la expresion del canal SK2. Mas aun, tampoco se
observaron cambios en los genes que codifican para Ryrl, Ryr2 y Ryr3, canales de Ca*"
tipo L que se expresarian en las cisternas subsinapticas (Lioudyno et al., 2004), ni para
otros canales de Ca* como el BK (Riittiger et al., 2004) o el canal de Ca*" dependiente de

voltaje Cav1.3 que estan involucrados en la maduracion de las células ciliadas (Brandt et

al., 2003).

5.1.2 Efectos funcionales de la mutacion L9’T en el receptor colinérgico a9a10 y sus

consecuencias en la inervacion eferente.

Receptores colinérgicos que contienen la subunidad 07 presentan una alta
permeabilidad al Ca*" (Castro y Albuquerque, 1995). El estudio del raton knock in a7
L250°T mostré un incremento de la conductividad del receptor mutado para este ion y
una mayor acumulacion de Ca®" en las células (Orr-Urteger et al., 2000). Los animales
homocigotas para esta mutacion mueren al primer dia del nacimiento. Experimentos
realizados en neonatos de un dia, detectaron altos niveles de apoptosis celular en
diferentes regiones del cerebro, en particular en regiones que expresan la subunidad a7
(Orr-Urteger et al., 2000). Al igual que lo descripto para el caso del receptor a7 (Orr-
Urteger et al., 2000) y teniendo en cuenta que el receptor a9a10 tiene una alta
permeabilidad al Ca** (Weisstaub et al., 2002), uno podria esperar muerte de la células
ciliadas por exitotoxicidad mediada por Ca*" en el raton Chrna9 L9'T. Sin embargo, los
experimentos de histologia mostraron un ducto coclear intacto en todas las vueltas de la
coclea. Mas aun, experimentos de electrofisiologia, demostraron que las células ciliadas
de los animales Chrna9 L9’T presentaron propiedades normales. Resultados
electrofisiologicos realizados en células ciliadas del Chrna9”’"7*7 por la Lic. Jimena
Ballestero, demostraron que el receptor mutado se acopla correctamente al canal SK2, y
que las corrientes post-sindpticas inhibitorias espontaneas estan marcadamente

prolongadas (Taranda et al., 2009, informacién no mostrada en esta tesis). Estos
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resultados indicarian que probablemente el Ca®" es secuestrado con una alta eficiencia en
las células ciliadas ya sea por las cisternas subsinapticas o por las proteinas buffers de
Ca*". Cabe mencionar que la proteina buffer de Ca** parvalbumina-f tiene una
concentracion muy alta en las CCEs (Hackey et al., 2005).

Los animales knock out para las subunidades 09 y a10 han establecido que la
presencia del nAChR es fundamental para el desarrollo normal y el establecimiento de
los contactos sindpticos en las células ciliadas (Vetter et al., 1999; Vetter ef al 2007). La
falta de estos receptores produce una disminucion en el nimero de terminales eferentes
en la region de las CCEs acompafiado de una hipertrofia de las mismas. Asimismo, y en
forma llamativa también se observa una desorganizacion en la inervacion eferente lateral
a las CCIs. Esto podria explicarse en base a experimentos recientes que muestran
cambios de expresion en las proteinas de adhesion NCAM, caderinas y neuroligina-1 en
el knock out de la subunidad a9 (Murdhy et al., 2007), proteinas necesarias para el
establecimiento normal del contacto sinaptico entre terminales pre-sinapticas y las células
ciliadas.

Los resultados observados en el Chrna9 L9’T son contrapuestos a los descriptos
para el animal knock out 09 y knock out a10. El aumento del numero y del volumen de
los contactos sindpticos observados podria resultar de una mayor actividad post-sindptica
que provoque una mayor proliferacion de terminales. Evidencias recientes han
demostrado en células piramidales CA1l del hipocampo que la inducciéon de LTP
(potenciacion a largo término) en estds células se traduce en una rapida y persistente
expansion de las espinas dendriticas, detectando un alto grado de correlacion entre la
actividad sinaptica y el desarrollo de las espinas dendriticas (Matsuzaki et al., 2004; Lang
et al, 2004; Yang et al, 2008).

En la coclea una misma fibra eferente del MOC puede contactar diferentes CCEs
(Engstron, 1958; Spoendlin, 1968). El aumento del niimero de terminales del MOC en el
animal Chrna9 L9’T plantea dos tipos de hipdtesis. Por un lado, esto podria explicarse
por un mayor niumero de fibras eferentes y por el otro, por el mismo niimero de fibras con
mayores ramificaciones. Para responder a este interrogante, quedaria por analizar que
conformacion toman las fibras del MOC al atravesar el tunel de Corti y cuantificar el

namero de fibras en un area determinada de la coclea.
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En la region del haz espiralado interno (inner spiral bundle) encontramos un
incremento en el nimero de contactos sindpticos del LOC. Existen evidencias de que este
tipo de sinapsis axodendritica seria del tipo colinérgica. Sin embargo, no existen
evidencias de que en esta sinapsis se expresen las subunidades 09 y a10 (Morley et al.,
1998). Otros autores, sefialan que se podrian estar expresando otros receptores como por
ejemplo receptores de dopamina o receptores de GABA (Eybalin, 2006). Por lo tanto, los
cambios observados en el LOC son llamativos.

Como se explicd en el apartado 1.8 durante el desarrollo, existe una sinapsis
transitoria axosomatica entre las fibras MOC y las CCls. Esta estaria involucrada en la
maduracion y en el establecimiento de las vias auditivas y es mediada por nAChR a9a10
(Eatock y Hurley 2003; Glowatzky y Fuchs, 2000; Fuchs, 2006). La generacion de una
mutacion en el receptor 09010 que lleva a un incremento en su actividad, podria resultar
en cambios de la maduracion de las fibras aferentes de tipo I y por consiguiente esto
podria resultar en cambios en el nimero de contactos del LOC con las fibras aferentes de
tipo L. Seria interesante lograr realizar estudios de electrofisiologia durante el desarrollo y
analizar la actividad de las fibras aferentes de tipo I en el animal Chrna9 L9’T utilizando
técnicas descriptas por Glowatzki en publicaciones recientes (Glowatzki y Fuchs, 2000;

Goutman et al., 2005).

5.1.3 Fisiologia auditiva en el knock in Chrna9 L9’T.

En mamiferos, incluidos los humanos, la inervacion MOC constituye un reflejo a
la estimulacion sonora (Folsom y Owsley, 1987; Liberman, 1989). En todas las especies
investigadas, la activacion eléctrica del sistema olivococlear disminuye la sensibilidad
coclear en las diferentes estructuras del sistema auditivo, como por ejemplo las vias
aferentes (Galambos, 1956; Desmedi, 1962), los potenciales receptores de las células
ciliadas (Brown et al., 1983; Brown y Nuttall, 1984), los PD-EOAs (Mountain et al.,
1980; Sieguel y Kim, 1982), o en el movimiento de la membrana basilar (Murugasu y
Russel, 1996). La funcion de la inervacion MOC que retroalimenta a las CCEs y que

desciende del sistema nervioso central no se conoce en su totalidad. Numerosos reportes
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involucran al MOC en funciones tales como el mejoramiento de la deteccion de una sefial
sonora en presencia de ruido ambiental (May y Mc. Quone, 1995; Heinz et al., 1998;
Winslow y Sachs, 1988), en la proteccion frente a un trauma acustico (Cody y Johnsotne,
1982) y en procesos de atencion selectiva (Oatman, 1971; Scharf et al., 1987, 1994).
Existen evidencias que la supresion de la amplificacion coclear estd exclusivamente
mediada por la activacion de la fibras de MOC, las cuales inervan a las CCEs (Guinan et
al., 1983), y en donde el tnico receptor que participa es el a9a10 acoplado al canal SK2
(Elgoyhen et al., 1994, Elgoyhen et al., 2001, Vetter et al., 2008). Los resultados
obtenidos durante la realizacion de esta tesis demuestran dos funciones propuestas para el
sistema MOC: 1) es un sistema inhibitorio y 2) su activacion protege al oido ante el
trauma acustico.

El hecho que en el animal Chrna9 L9’T los umbrales auditivos fueron mayores
que los observados en los animales salvajes demuestra la naturaleza inhibitoria del MOC.
Si bien se ha sugerido que la actividad del MOC en condiciones basales es muy baja
(Liberman, 1988), el aumento en los umbrales puede explicarse ya sea por una mayor
sensibilidad a la ACh liberada en condiciones basales o a un aumento en la probabilidad
de apertura de los canales mutados en ausencia de ACh, como ha sido descripto para
receptores 09L9’Ta 10 mutantes expresados en ovocitos de Xenopus laevis (Plazas et al.,
2005). Dado que en presencia de estricnina, uno de los antagonistas mas potentes del
receptor 09010 (Maison et al., 2007), los umbrales auditivos en animales Chrna9~* "™
disminuyeron hasta alcanzar valores similares a los de los animales Chrna9™", este
cambio en los umbrales se debi6 a una activacion de receptores a9010. Mdas aun, el
hecho que la estimulacion eléctrica del MOC en las base del IV ventriculo produjo una
marcada supresion de los PD-EOAs, refuerza la conclusion que el aumento de los
umbrales auditivos observados en animales Chrna9” "7 se debié a un aumento en la
funcionalidad del MOC en respuesta a la introduccion de la mutacion puntual en la
subunidad a9 de nAChR.

La introduccion de esta mutacion puntual no solo produjo un aumento en la
magnitud de la supresion al estimular el MOC, sino también un cambio en el curso

temporal. Esto se evidencid principalmente por el decaimiento muy lento de la supresion

hasta llegar a los valores basales. Si bien esto podria explicarse por una menor tasa de
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desensibilizacion del receptor mutado, muy probablemente el cambio en el curso
temporal se deba a la suma de varios factores. Por ejemplo, podria involucrar procesos de
facilitacion pre-sinaptica de la liberacion del neurotransmisor o, lo que es mas probable,
una activacion sostenida en el tiempo del receptor post-sindptico por la colina, el
metabolito de la hidrolisis de la ACh. Cabe mencionar, que si bien la colina es un
agonista parcial y de baja potencia del receptor a9a10 salvaje, se transforma en un
agonista total y més potente del receptor a9L9’Ta 10 (Plazas et al., 2005). Finalmente, se
ha demostrado que la exposicion a ACh altera la rigidez y la motilidad de las CCEs con
un curso temporal que supera el orden de los 10 segundos (Sziklai et al., 1996), efecto
que no puede ser explicado solamente por cambios en el potencial de la membrana
sinaptica producidos por la activacion del complejo a9a10/SK2. Cambios en la rigidez y
en la motilidad de las CCEs se deben en parte a la prestina, molécula que ha sufrido
presion selectiva en mamiferos para adaptarse posiblemente a una nueva funcion de
motor molecular responsable de generar la electromotilidad que lleva a la amplificacion
sonora en mamiferos (Franchini y Elgoyhen, 2006; Dallos, 2008). Quedaria por
demostrar si una entrada prolongada de Ca* por el receptor a9L9’Ta 10 mutante lleva a
cambios en la estructura y en la funcion de la prestina que resulten en un efecto de MOC
muy prolongado.

Uno de los resultados més importantes de la presente tesis es que los animales
Chrna9 L9°T disenados para tener un aumento en la funcionalidad del MOC mostraron
una marcada resistencia al trauma permanente producido en respuesta a sonidos intensos.
Esto es consistente con un trabajo previo en donde animales transgénicos que
sobreexpresan la subunidad 09 también presentan resistencia al trauma acustico (Maison
et al., 2002). Estudios previos realizados con estimulacion eléctrica del MOC han
demostrado efectos rapidos y lentos de la ACh en las respuestas cocleares (Sridhar et al.,
1995; Sridhar et al., 1997). Por un lado, una supresion rapida con un curso temporal de
inicio de 100 mseg, que muy probablemente derive del aumento de la conductancia al K*
a través de los receptores SK2 y que resulta en la hiperpolarizacion de la membrana
celular y en una disminucion de la vibracion coclear. Por el otro lado, una supresion lenta
con un curso temporal de inicio de 10 seg, que muy probablemente requiera de la

liberacion del Ca*" de las cisternas subsinapticas y que conduce a cambios en la rigidez
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de la CCEs, (Lioudyno et al., 2004), muy probablemente dependiente de cambios
funcionales en la prestina, pero independientes de la hiperpolarizacion de la membrana
celular y de la activacion de canales SK2. El hecho que la sobreexpresion del canal SK2
en células ciliadas de ratones también aumenta la activacion del MOC (Maison et al.,
2007), pero que a diferencia de lo mostrado en el presente trabajo con el animal Chrna9
L9°Ty lo reportado para el animal que sobreexpresa a la subunidad a9, no conduce a un
efecto protector, indicaria que la proteccion derivaria de los efectos lentos producidos por
la ACh sobre las CCEs y no de los efectos rapidos mediadas por la hiperpolarizacion.
Existen al menos dos mecanismos diferentes mediante los cuales los efectos
lentos resultantes de la activacion del receptor 09010 podrian derivar en una reduccion
del trauma producido por sonidos intensos: 1) una reduccion de las vibraciones
mecanicas de la coclea y 2) modificaciones en las CCEs en respuesta a la entrada del Ca*
a través del receptor a9a10. El hecho que en el animal Chrna9 L9°T so6lo se observo
proteccion ante un estimulo intenso capaz de producir un dafio permanente e irreversible
pero no ante un estimulo que produce daio reversible, descartaria la hipodtesis de una
reduccion generalizada de las vibraciones cocleares. Los dafios permanentes ante la
exposicion a sonidos intensos acarrean cambios estructurales, como desarreglos y pérdida
de los estereocilios, los cuales contienen a los mecanotransductores (Wang et al., 2002).
Los experimentos realizados hasta el presente con este animal Chrna9 L9'T y los
resultados publicados en la bibliografia no permiten todavia delinear una cascada de
eventos que van desde la activacion del MOC, la entrada de Ca®* a través del nAChR

09010 y la correcta estructura de los estereocilios.
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5.2 Expresion constitutiva de la subunidad a10 en las CCIs y CCEs de raton.

Antes del comienzo de la audicion en roedores que se produce en la segunda
semana postnatal, las CCIs reciben una inervacién colinérgica que hace contactos
sindpticos directos con las células y que activa receptores a9a 10 (Simmons et al., 1996a;
Emmerling et al., 1990; Glowaztki y Fuchs, 2000). Este inervacion desaparece luego del
comienzo de la audicion. Estudios de microscopia Optica y electronica han demostrado
que luego del P16 las CClIs tienen pocos o ningin contacto axosomatico eferente
(Liberman et al., 1990; Simmons, 2002). Esta retraccion de los eferentes colinergicos se
correlaciona con el cese de la transcripcion del gen Chrnal( (Elgoyhen et al., 2001). En
el presente trabajo pusimos a prueba la hipotesis de que la falta de respuestas colinérgicas
de las CClIs luego del comienzo de la audicion podria ser el resultado de la falta de
expresion de la subunidad a10. Para ello generamos una linea de animales transgénicos,
tga 10, que expresa a la subunidad a10 luego del comienzo de la audicion. Sin embargo,
esta manipulacion no fue suficiente como para formar canales 9010 funcionales capaces
de responder a la ACh luego de P14.

La ausencia de respuestas funcionales a la ACh luego del comienzo de la audicion
podria tener diversas explicaciones alternativas. Por un lado, podria deberse a la falta de
transcripcion o a la expresion ectdopica del transgén, resultados frecuentemente
observados durante la generacion de animales transgénicos (Frank et al., 2009). Esto
puede descartarse en el Poudf3-al0 dado que el ARN derivado del transgén fue
detectado por RT-PCR y este se localiz6 en la region de las CCls después del comienzo
de la audicion, como lo demuestran los experimentos de hibridacion in situ. Por otro lado,
el ADNc utilizado para la realizacion del transgén podria haber derivado en una proteina
010 no funcional, en especial dado que la construccion posee una secuencia FLAG antes

del codon de terminacion. Sin embargo, este no fue el caso dado que el Pou4f3-al0 pudo
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rescatar el fenotipo nulo del animal knock out (a107) para la subunidad 10, lo que
queda demostrado por la presencia de respuestas a ACh en ratones derivados de la cruza
Poudf3-al0/al10™”. Este experimento demuestra que in vivo la subunidad a10 transgénica
se ensambla en forma efectiva con la subunidad 09 enddgena resultando en receptores

09a10 funcionales. Mds alin, estos receptores se acoplan en forma eficiente al canal SK2.

5.2.1 Analisis de la corriente colinérgica luego del comienzo de la audicion.

Nuestros resultados demuestran que la falta de respuestas colinérgicas en las CCls
luego del comienzo de la audicion es independiente de la falta de transcripcion del gen
Chrnal0 y/o de su traduccion a proteina.

Existe la posibilidad, de que luego del comienzo de la audicion, también cese la
transcripcion de otros genes que codifican para proteinas que forman parte de un
complejo macromolecular junto con el receptor 09010 y que la formacion de dicho
complejo sea necesaria para el correcto ensamblaje o anclado del receptor nAChR a la
base de las células. Por ejemplo, se ha descripto para otro nAChR, el a7, que la proteina
Ric-3 es necesaria para lograr el correcto ensamblado de la subunidad 07 en la membrana
de células de mamiferos (Williams et al., 2004; Cabello et al., 2007). Una de las
proteinas que probablemente formen parte del complejo macromolecular es el canal SK2,
dado que se ha demostrado que la entrada de Ca*" a través del receptor a9a10 resulta en
la activacion del canal SK2 y en la hiperpolarizacion de las células (Housley y Ashmore ,
1991; Fuchs y Murrow, 1992, Oliver et al., 2000). Mas aun, la generacion del animal
knock out para el canal SK2 ha demostrado en forma reciente que el gen que codifica
para la subunidad SK2 es el tnico responsable de codificar en las células ciliadas para
esta clase de canales de K de baja conductancia activados por Ca** y que no puede ser
reemplazado por canales de tipo BK que se expresan luego del comienzo de la audicion
en CCIs de mamiferos (Kros ef al, 1998) y aves (Fettiplace y Fuchs, 1999).

Dado que el canal SK2 también deja de expresarse en CCls luego del comienzo
de la audicion (Katz et al., 2004) y que las CCls de animales knock out para el canal SK2

carecen de respuestas colinérgicas (Kong et al., 2008) se podria concluir que el SK2 es
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una proteina fundamental en el ensamblado o el anclaje del complejo macromolecular del
nAChR en la membrana de las CClIs. Sin embargo, en el animal knock out para el SK2 se
observan cambios en los niveles de expresion de otros genes como Ryrl, Ryr2 y Knmbl
(BK) como asi también una marcada de-eferentacion de la coclea. Por lo tanto, la falta de
respuesta colinérgica en estos animales podria deberse a causas ajenas a la simple falta de
la proteina SK2 como un factor limitante. En base a los resultados, podemos concluir que
la falta de la transcripcion de Chrnal(0 o su traduccion a proteina no es el factor limitante
en la expresion de corrientes colinérgicas en las IHCs luego del comienzo de la audicion.
También sugiere que la expresion de otras proteinas que formarian parte de un complejo

macromolecular con un nAChR, estarian también reguladas durante el desarrollo.
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6. Conclusion

6.1 Conclusion Parte 1.

Este trabajo muestra que una mutacioén puntual en la region M2 del nAChR a9a10 de la
células ciliadas de la coclea produce un aumento dramatico en la actividad del MOC y
que esto resultd en un aumento en lo umbrales auditivos y en la proteccion de la coclea
ante el trauma producido por sonidos intensos. Estos resultados indicarian que el receptor
colinérgico 09010 es un blanco interesante para disefiar firmacoterapias con el objetivo
de prevenir dafios producidos en el oido interno en situaciones donde la exposicion a

sonidos intensos no se puede evitar.

6.2 Conclusion Parte I1.

En este trabajo pudimos confirmar que el vector que contiene la region 5° no codificante
del gen Pou4f3 es un buen sistema para dirigir la expresion especifica de genes en las
células ciliadas de la coclea, mediante la generacion de animales transgénicos. Asimismo,
demostramos que la falta de respuestas colinérgicas en las CCls luego del comienzo de la
audicion no es debido a la falta de expresion de la subunidad a10. Més aun, estos
experimentos, asi como otros datos de la bibliografia, llevan a postular que el nAChR
09010 forma parte de un complejo macromolecular que se inserta en la membrana y

cuya composicion es aun desconocida.
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7. Anexo

7.1 Rescate funcional del nAChR a9a10 en el raton knock out de la subunidad al0
(a10™).

Experimentos de patch clamp realizados en el o107 han demostrado la falta de
receptores 09010 funcionales en las CCls antes del comienzo de la audicion (Vetter et
al., 2007). La presencia de corrientes colinérgicas en CClIs de ratones Pou4f3-al0/a10™,
solo podra observarse si la proteina transgénica es funcional y se ensambla con la
subunidad 09 endogéna.

En las células ciliadas de la coclea, las corrientes colinérgicas estan mediadas por
un flujo catidnico a través del nAChR y un flujo de K" a través de canales K' sensibles al
Ca*" del tipo SK2 (Fuchs y Murrow 1992b; Blanchet ef al., 1996; Evans, 1996; Dulon et
al., 1998; Glowatzki y Fuchs, 2000; Oliver et al., 2000). Asi, a potenciales de membrana
negativos al potencial de equilibrio del K" (-82mV), como por ejemplo a -90 mV, la
corriente entrante activada por la aplicaciéon de la ACh estd mediada por un flujo de
corriente tanto por el nAChR como por el canal SK2 (nAChR+SK2) (Katz et al., 2004,
Gomez-Casati ef al., 2005). Como se muestra en la Figura 1 A en las CCls, de animales
salvajes, se observan corrientes activadas por la ACh antes del comienzo de la audicion.
Esta corrientes son entrantes a -90 Vm (panel superior) y salientes a -40 Vm (panel
inferior). Las corrientes son salientes a -40 mV dado que este potencial es mas positivo
que el potencial de reversion del K* (-82 mV) y predomina la salida del K" por el canal
SK2. En la Figura 1 B se muestra la falta de respuesta ante la aplicacion de ACh en el
raton a10”. La Figura 1 C demuestra que el Pou4f3-al0 codifica para una subunidad
010 funcional dado que en ratones Pou4f3-a10 /0107 se observan respuestas entrantes a

-90 mV y salientes a -40 mV similares a las observadas en los animales salvajes.
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Figura 1. Rescate de las respuestas colinérgicas en CCIs en animales Pou4f3-
al0/a10™". Respuestas colinérgicas de CCIs en (A) animales salvajes a10 (+/+, 2 células,
n=1 raton), (B) animal a10” ( 2 células, n=2 ratones) y (C) animales Pou4f3-a10/010™
( 6 células, n= 5 ratones). (Panel superior) Registros representativos de las corrientes
combinadas (nAChR + SK2) a un voltaje de sostén de -90 Vm provocadas por la
aplicacion exogena de ACh 1 mM. (Panel inferior) Las mismas condiciones que en el

panel superior pero a un voltaje de sostén de -40 Vm.

7.2 Analisis funcional del nAChR a9a10 en el Pou4f3-al0 luego del comienzo de la
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audicion.

En los experimentos anteriores demostramos que el transgén se expresa en una subunidad
010 funcional. En la Figura 2 se observan respuestas de CCls ante la aplicaciéon de ACh
ImM luego del comienzo de la audicion (P17 y P20) en el Poudf3-al0. La Figura 2 A'y
B muestran que las CClIs no responden a ACh tanto a -90 mV como a -40 mV. Con el fin
de aumentar la probabilidad de detectar respuestas muy pequenas bafiamos a la células en
una solucion con K" 40 mM de manera de correr el potencial de reversion del K* hasta

-32 mV. Esto aumenta la fuerza de entrada en iones K" cuando la célula es fijada a un
voltaje de -90 mV. En estas condiciones, tampoco se observaron corrientes ante las
aplicaciones de ACh. Estos experimentos demuestran que si bien el Pou4f3-al0 codifica
para una subunidad 010 funcional (ver apartado 7.1), la presencia de la subunidad a10
luego del comienzo de la audicion no es suficiente para que se forme un receptor

nicotinico funcional.

A B C 1mM ACh D
m +
600 mM AZD 40mM K
-750-
1mM ACh
1mM ACh 500
T | " —————
S 4004
-1000+
Vh= -40mV Vh=-90my 1000+ Vh= -90mV
200 T T 500 T 1 T T T 1 1 1 ] ]
0 20 40 125 150 176 0 20 40 60 80 25 26 27 28 29 30

Tiempo(s)

Figura 2. Analisis de las corrientes colinérgicas en las CCIs en animales Pou4f3-al0
entre P17 y P20. Registros representativos, a un voltaje de sostén de -90 Vm, de las
corrientes activadas por ACh 1 mM en presencia de 40 mM K'(9 células, n=4 ratones).
En el animal Pou4f3-al0, como ocurre en el animal salvaje, la respuesta colinérgica se

pierde luego del P13.
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