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Titulo: Modulacién GABAérgica de la sinapsis eferente olivococlear
Resumen

Durante el desarrollo postnatal las células ciliadas internas (CCls) en la céclea de mamiferos
altriciales no responden a estimulos acusticos, pero presentan una actividad eléctrica intrinseca que es
crucial para el normal desarrollo de la via auditiva. Durante este mismo periodo, las neuronas eferentes del
complejo medial olivococlear (MOC) inervan transitoriamente los somas de las CCls. Esta sinapsis es
mediada por acetilcolina (ACh), la cual activa receptores nicotinicos ensamblados por subunidades a9 y
a10, y controla la excitabilidad de las CCls previo al inicio de la audicion. A pesar de que esta es una sinapsis
colinérgica, hay evidencia de la presencia de GABA y de receptores presinapticos del tipo GABAg en la
coclea. Mas aun, ha sido demostrado que GABA, a través de estos receptores, inhibe la liberacién de ACh

de los terminales eferentes MOC.

A fin de profundizar nuestra comprensién sobre dicha sinapsis en el desarrollo, se realizaron
experimentos en los cuales se estimularon optogenéticamente por primera vez las fibras eferentes
colinérgicas (MOC; ChAT;ChR2-eYPF) y las fibras GABAérgicas (GAD;ChR2-eYFP) en la cdclea. Ademas, se
utilizaron técnicas de inmunohistoquimica para caracterizar la expresion de marcadores colinérgicos y
GABAérgicos tanto en el 6rgano de Corti en donde se encuentran las CCls, como en el tronco encefalico,
donde se encuentran los somas de las neuronas MOC. A partir de estos experimentos se demostré que al
menos una subpoblacion de terminales posee toda la maquinaria necesaria para la co-transmision de GABA

y ACh en la sinapsis MOC-CCI.

Con el fin de entender como es la modulacién por GABA a nivel de las sinapsis Unicas, se realizaron
experimentos de imagenes de calcio en este mismo rango etario en ratones WT (Balb-c). Se registraron las
sefiales de calcio provenientes de influjo de Ca?* a través de los receptores a9a 10, a partir de registros en
los cuales se estimularon las fibras eferentes antes o después de la aplicacion de un antagonista de los
receptores GABAg (CGP 100-200 uM). Se observd que solo una subpoblacién del total de las sinapsis

estudiadas es modulada por el antagonista GABAérgico.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que GABA y ACh estan siendo co-transmitidos de
al menos algunos terminales MOC. Mientras que la ACh actla postsinapticamente activando receptores
09010, GABA actua presindpticamente como un mecanismo de regulacion local de la inhibicion colinérgica
medial olivococlear sobre las CCls. Esta modulacion GABAérgica de la sinapsis MOC-CCl demostro ser,

ademas, heterogénea entre los multiples contactos eferentes de una misma CCI.

Palabras clave: GABA, ACh, MQOC, CCls, desarrollo.



Title: GABAergic modulation of the efferent olivocochlear synapse
Abstract

During development, inner hair cells (IHCs) in the mammalian cochlea are unresponsive to
acoustic stimuli but instead present intrinsic electrical activity, crucial for the normal development of the
auditory pathway. During this same period, efferent neurons originating from the medial olivocochlear
complex (MOC) transiently innervate the soma of IHCs. This synapse is mediated by acetylcholine (ACh),
which activates nicotinic receptors assembled by a9 and al10 subunits and ultimately controls IHC
excitability during this period. Even though this is a cholinergic synapse, previous evidence indicates the
presence of abundant GABA and presynaptic GABAs receptors. Moreover, the application of GABAs

receptors agonists can reduce ACh release, while antagonists increase it.

In order to have a better understanding of this synapse during development, experiments were
made in which cholinergic efferent fibers (MOC; ChAT,ChR2-eYPF) and GABAergic efferent fibers
(GAD;ChR2-eYFP) were optogenetically stimulated for the first time in the cochlea. Moreover,
immunohistochemistry techniques were utilized to characterize the expression of cholinergic and
GABAergic markers in the organ of Corti where IHC bodies are located, as well as in the brainstem where
MOCs somas are found. These experiments showed that at least a subpopulation of efferent terminals had

all the necessary machinery to co-transmit GABA and ACh from the MOC-IHC synapse.

Furthermore, calcium imaging experiments were performed at the same age on WT (Balb-c) mice
to record single synapses. Efferent fibers were stimulated before and after the perfusion of a GABAs
antagonist (CGP 100-200 pM), and calcium signals produced by the influx of Ca** from the a9a10 receptors

were measured. We observed that only a subset of MOC terminals is subject to GABA modulation.

In conclusion, our results demonstrate that GABA and ACh are being co-transmitted from at least
a subpopulation of MOC terminals. While ACh acts postsynaptically activating a9a10 receptors, GABA acts
presinaptically as a negative feedback mechanism regulating locally the cholinergic inhibition of IHCs. This
GABAergic modulation of MOC-IHC synapse has proven to be heterogeneous within the multiple efferent

contacts of a single IHC.

Key Words: GABA, ACh, MOC, IHCs, development
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Abreviaturas

AF: variacién de fluorescencia

A: amperios

ACh: acetilcolina

Ca*:ion calcio

CCDV: canales de Ca?* dependientes de voltaje

CCEs: células ciliadas externas

CCls: células ciliadas internas

DIC: contraste de interferencia diferencial

Erev: potencial de reversion

EGTA: acido etilenglicol-bis(B-aminoetil ester)-N,N,N",N -tetraacético
EDTA: acido etilendiaminotetraacético

GABAg-R: receptores de GABA de tipo B

I: corriente

IPSCs: corrientes sinapticas inhibitorias (prefijo e: evocadas)
oelPSCs: corrientes sinapticas inhibitorias evocadas optogenéticamente
eelPSCs: corrientes sindpticas inhibitorias evocadas eléctricamente
HEPES: 4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfénico
Hz: hertz

K*:ion potasio

Kd: constante de equilibrio

| : litro

LSO: oliva lateral superior

LOC: lateral olivococlear

m: metro

M: molar (moles/litro)

min: minutos

MNTB: ntcleo medial del cuerpo trapezoidal

MOC: medial olivococlear

uX : micro (X *10 -6 )

mX: mili (X *10-3)

MX: mega (X *106)



nX: nano (X ¥*10-9)

nAChR: receptor colinérgico nicotinico

NGE: neurona del ganglio espiral

Q:ohm

PX: X dias postnatal

px: pixel

s: segundos

SD: desvio estandar

SEM: error estandar de la media

SK2: canal de potasio dependiente de calcio de conductancia pequefia
SNC: sistema nervioso central

SOC: complejo de la oliva superior

UA.: unidad arbitraria

V:voltaje

Vm: potencial de membrana

VNTB: nucleo ventral del cuerpo trapezoidal
Vs: potencial de sostén

W: Watt
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1.1. Estructura del sistema auditivo en mamiferos.

En los mamiferos, |a periferia auditiva puede dividirse anatémica y funcionalmente en 3 partes: el oido
externo, que comprende al pabellén auditivo, la concha y el conducto auditivo externo; el oido medio, que
consta de la membrana timpanica o timpano, una cadena de huesecillos u osiculos y los musculos del oido
medio; y el oido interno. Cuando una onda sonora llega al pabellon auditivo es conducida hasta el canal
auditivo, por donde va a viajar hasta impactar contra la membrana timpanica haciéndola vibrar. A su vez,
esa vibracion desplaza a los huesecillos del oido medio: el martillo, yunque y el estribo. El estribo contacta
a la ventana oval que es parte del oido interno, el cual estd compuesto por dos estructuras odseas: el
vestibulo y la coclea (Figura 1.A).

La coclea es una estructura con forma de caracol que en su interior contiene fluido extracelular y que
se divide en tres compartimientos, formando asi tres conductos que siguen el enrollamiento de la
estructura coclear (Raphael & Altschuler, 2003) (Figura 1B). Estos conductos se denominan escala
vestibular, escala media y escala timpanica y son separados por la membrana tectorial y por la membrana
basilar, sobre la cual se emplaza el érgano de Corti (Figura 1.C). Los dos primeros conductos se conectan
en la regién apical de la coclea y el fluido en su interior se conoce como perilinfa. Este tiene una
composicion similar a la del fluido cerebroespinal, es decir que presenta una baja concentracién de K*
(~5 mM), y altas concentraciones de Na* (~140 mM) y Ca?* (~1.3 mM), respecto al interior celular. Por
otro lado, la escala media contiene en su interior una solucién denominada endolinfa. Contrariamente a lo
que sucede en la perilinfa, esta presenta una alta concentracion de K* (~150 mM), y una baja concentracion

de Na* (~1 mM) y Ca?* (~0.2 mM).

I
i

] .
A Oido interno B Esc:la . ESC}‘*'? i (e
e e 2 media impanica 1! _
Membrana  yestibular v Escala i Endolio’a

timpanica

| vestibular —

Membrana tectorial

Oido medio

Canal
auditivo

Figura 1| Estructura del sistema auditivo de mamiferos. A. El oido tiene tres componentes: el pabellon y canal auditivo
(oido externo); el martillo, yunque y estribo (oido medio); y la cdclea y los tres canales semicirculares del sistema
vestibular (ofdo interno). B. Corte transversal de la céclea donde se pueden observar los tres compartimentos
presentes en su interior: la escala timpani y vestibuli rellenas de perilinfa, y la escala media rellena de endolinfa.
C. Esquema ilustrativo del 6rgano de Corti. Se puede apreciar la disposicion de las células ciliadas internas (CCls), de las
células ciliadas externas (CCEs) y de las células de soporte las cuales yacen sobre la membrana basilar. La membrana
tectorial se apoya en las estereocilias de las CCls y de las CCEs, y cuando la membrana basilar vibra el desplazamiento
relativo entre ellas hace que las esterocilias se defleccionen. Imagenes modificadas a partir de www.cochlea.eu y

Purves, 2004.
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1.2. El érgano de Corti

Como ya hemos mencionado, emplazado sobre la membrana basilar yace el érgano de Corti, el epitelio
sensorial propiamente dicho. Este epitelio estd conformado por las células ciliadas internas (CCls), las
células ciliadas externas (CCEs) y las células de soporte. Las células ciliadas son células mecanosensoriales
encargadas de la transduccion del sonido y llevan ese nombre debido a que presentan esterocilias en su
porcion apical (Figura 2.A), estructuras compuestas por filamentos de actina que se insertan en la
membrana plasmatica de las mismas (Goutman et al., 2015; Hudspeth, 2014). Como su nombre lo indica,
se las puede diferenciar en dos grupos dependiendo de su localizacion. Por un lado, las células ciliadas
internas estan mas cerca del modiolo -una estructura dsea que contiene al ganglio espiral y constituye el
eje central de la coclea-, tienen una forma globular y estan dispuestas en una sola hilera. Por otro lado, las
células ciliadas externas estdn mas lejos del modiolo, tienen una forma mas alargada y se distribuyen en
tres hileras. Las diferencias entre las células ciliadas internas y las externas no son sélo morfoldgicas, sino
que ambas son parte de dos procesos bioldgicos diferentes. Las CCls son los fonoreceptores propiamente
dichos, y son capaces de transducir los estimulos con una gran fidelidad incluso a frecuencias e intensidades
de sonido muy elevadas (LoGiudice & Matthews, 2009; Marcotti, 2012). Son piezas fundamentales del
proceso de transduccion del sonido en el érgano de Corti, junto con la membrana tectorial y la basilar. Estas
células poseen en la zona basal una maquinaria de liberacion sindptica muy desarrollada y como
consecuencia de la despolarizacion producida por el movimiento de los estereocilios liberan glutamato,
activando asi a los receptores para este neurotransmisor presentes en las dendritas de las neuronas
aferentes que las inervan. Estas son las neuronas cuyos axones conforman el nervio auditivo, el cual lleva

las sefiales hacia el sistema nervioso central (SNC) (Wichmann & Moser, 2015).

Las CCEs, en cambio, participan en la amplificacién mecénica del sonido y en la sintonizacién fina de la
membrana basilar. La habilidad de las CCEs de contraerse en respuesta a cambios en el potencial de
membrana, y por ende de contribuir a la amplificacion coclear, se debe a la presencia de una proteina
motora en su membrana basolateral, la prestina, que es capaz de cambiar su conformacion en funcién del
potencial de membrana y asi modificar la geometria de las CCEs (Ashmore, 2008; Dallos, 2008; Liberman
et al, 2002; Oghalai et al.,, 1998; N. Yu et al.,, 2006; Zheng et al.,, 2000). Al alargarse y encogerse
sincronizadamente, las CCEs generan que las esterocilias de las CCls se desplacen mds y de esta manera se
logra una amplificacion de la sefial que es enviada al SNC. De hecho, el descubrimiento de la funcién
amplificadora de las CCEs fue esencial para explicar la elevada sensibilidad y capacidad de sintonizacién
fina del sistema auditivo de los mamiferos, puesto que el mecanismo pasivo dependiente de las
oscilaciones de la membrana basilar era insuficiente para explicar dicho fendmeno (Hudspeth, 2008; Robles
& Ruggero, 2001).

Los somas de ambos tipos de células ciliadas estan embebidos en perilinfa. Las esterocilias, por su
parte, se encuentran bafiadas por endolinfa y estan en contacto con la membrana tectorial, que recubre el

6rgano de Corti. Debido a las concentraciones diferenciales de los fluidos que las rodean, se genera un
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potencial electroquimico de alrededor de +80 mV, conocido como potencial endococlear, el cual es una

parte indispensable para la transduccién del estimulo sonoro como veremos mas adelante.

Region basal:
frecuencias altas

Regioén apical:
Céclea "desenrrollada"  |frecuencias bajas

0_\%0 (4] (5] 0\\

V|b|:c:on sn I_T Membrana
membrana basilar basilar
£
[
s © wois % 100z
2
k=
£ M e 50 Hz
<
0 10 20 30 0 10 20 30

Distancia desde oido medio (mm)

Figura 2| El drgano de Cortiy la decodificacidn del sonido. A. Imagen de una microscopia electrdnica de barrido en la
que se observan las esterocilias pertenecientes a las CCls y CCEs. Barra de escala, 15 um. B. Representacién del proceso
de mecanotransduccion en las células ciliadas, en el que las estereocilias, al chocar con la membrana tectorial, son
sometidas a una deflexion que determina la apertura de canales idnicos, a través de los cuales ingresa K*.
C,D. Representacién de una cdclea “desenrrollada” con la membrana basilar extendida. Gracias a su grosor y rigidez
diferenciales, ésta permite discriminar las frecuencias componentes de los sonidos. Se muestran, de manera
esquematica, seis puntos a lo largo de la membrana basilar en que la amplitud de movimiento es maxima para distintas
frecuencias. E. Esquematizacién del gradiente de frecuencias para el rango de frecuencias correspondiente a humanos.

Imagenes modificadas a partir de www.cochlea.eu y Purves, 2004.

1.3. Transduccion del sonido

Habiendo atravesado el oido externo y medio, las ondas de sonido alcanzan el medio acuoso en el
interior de la cdclea y se propagan a través de este, generando asi oscilaciones en la membrana basilar.
Dado que la membrana basilar tiene un grosor y una rigidez diferencial a lo largo de la céclea, dependiendo
de la composicion espectral del estimulo serd el sitio donde la membrana tenga la mayor amplitud de
movimiento (von Békésy, 1960). La regién apical de la membrana basilar es delgada (~0.7 um) y flexible en
comparacion con la regién basal, de mayor grosor (~3 um) y rigidez, presentado un gradiente entre ambos
extremos (Nam & Fettiplace, 2010). Esto determina que, si bien los estimulos entrantes generan
vibraciones en toda la membrana, habra puntos a lo largo de la misma en los cuales estas oscilaciones seran
maximas, segun la composicion de frecuencias del estimulo: las mds bajas generan desplazamientos
maximos en la regién apical de la céclea, mientras que las frecuencias altas, lo hacen en la region basal
(Figura 2C-E). Se trata de un fenémeno pasivo, conocido como sintonizacion macromecanica y le confiere

una propiedad tonotdpica a la céclea. De esta manera, el movimiento oscilatorio de la membrana en una
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region en particular hard que el epitelio sensorial que estd apoyado sobre ella oscile, provocando
deflexiones en las estereocilias de las células ciliadas al impactar éstas contra la membrana tectorial que
las recubre (Figura 2.B).

Las esterocilias estan unidas entre si por filamentos denominados “tip links” los cuales a su vez estan
anclados a un complejo mecanotransductor localizado en la membrana de las células ciliadas. La apertura
de estos canales a causa del movimiento ciclico de las estereocilias permite la entrada de K* al citoplasma
y gatilla en Ultima instancia la apertura de canales de calcio voltaje dependientes (CCVDs) y la liberacion de
glutamato (Fettiplace, 2017; Vollrath et al., 2007; Zhao & Miiller, 2015). Como resultado de la oscilacién
del epitelio sensorial y la consecuente deflexion de las estereocilias en una determinada direccién acorde
a la fase de oscilacién, las CCls y CCEs estan sometidas a ciclos de despolarizaciones e hiperpolarizaciones
(Dallos, 1985, 1992; Dallos et al., 1982; Russell & Kossl, 1991; Russell & Sellick, 1978). Cuando el epitelio
sensorial se eleva, las estereocilias se deflexionan coordinadamente en una direccidon, aumentando la
probabilidad de apertura de los canales mecanotransductores y permitiendo la entrada del cation
predominante en la endolinfa, el K*, a la regién apical de ambos tipos de células ciliadas provocando su
despolarizaciéon. Alternativamente, cuando el epitelio desciende, la membrana tectorial produce la
deflexion de las estereocilias en sentido opuesto, disminuyendo la probabilidad de apertura de los
mecanotransductores por debajo de su valor en el reposo, hiperpolarizando asi a las CCls y CCEs. Es asi
como las células ciliadas llevan a cabo la compleja tarea de convertir un estimulo mecanico en un estimulo

eléctrico, el cual sera enviado hacia el SNC por medio de las neuronas aferentes.

1.4. Transmisidn de la informacion al SNC: inervacidn aferente

La sinapsis aferente entre las CCls y las neuronas del ganglio espiral (NGEs) constituye entonces el
primer paso en la transmision de la informacion sonora desde la periferia hacia la corteza auditiva, y es la
encargada de codificar la estructura temporal e intensidad de los estimulos sonoros(Fuchs, 2005; Fuchs et
al., 2003; Goutman et al., 2015; Hudspeth, 1997). En el animal adulto, las CCls presentan Unicamente
inervacion de tipo aferente. Existen dos tipos de NGEs, las de tipo | y las de tipo Il. Las NGEs de tipo |
constituyen el 95% de las neuronas aferentes y proyectan radialmente una Unica dendrita que contacta
una Unica CCI (Spoendlin & Schrott, 1988). A su vez, cada CCl es contactada por aproximadamente 20-30
dendritas de las NGEs, cuyos axones constituyen las fibras mielinizadas de tipo | que forman el nervio
auditivo (Moser et al., 2006). Por otro lado, las NGEs de tipo Il envian una dendrita que luego se ramifica
para contactar numerosas CCEs. Los axones de estas neuronas conforman las fibras no mielinizadas del
nervio auditivo y algunos estudios han demostrado que responden solamente a estimulos muy intensos,

potencialmente traumaticos (Brown, 1994; Robertson et al., 1999).

La presinapsis entre las CCls y las NGEs tipo |, es conocida como sinapsis en cinta por la estructura
que tiene al visualizarse bajo el microscopio electrénico. La caracteristica de dicha sinapsis es su capacidad

para liberar glutamato de una manera muy rapida y casi sin llegar a la deplecién de vesiculas incluso ante
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estimulos sonoros mantenidos en el tiempo. En la postsinapsis se encuentran receptores del tipo AMPA
que permiten la entrada de Na*, K* y Ca?*, despolarizando la dendrita y dirigiendo la sefial al primer relevo
en el SNC, el nucleo coclear (NC). La mayoria de las fibras del nucleo coclear cruzan la linea media del tronco
encefalico para hacer sinapsis con el complejo de la oliva superior, sobre el cual nos referiremos en mas
detalle en la préxima seccion, conformando el segundo relevo de la via auditiva primaria. El tercer relevo
esta situado a nivel del mesencéfalo y contiene al coliculo inferior. El Ultimo relevo ocurre en el cuerpo
geniculado medial dentro del tdlamo, donde luego las sefiales son transmitidas a la corteza auditiva
(Elgoyhen et al., 2015) (Figura 3.A). Muchos de los relevos del sistema auditivo tienen una organizacion
tonotdpica, es decir que responden a una frecuencia de sonido en particular. Asi, la informacion acustica
tiene un primer procesamiento en la coclea, pero es luego decodificada en los distintos relevos neuronales

hasta llegar a la corteza auditiva.

1.5. Transmision de la informacion desde el SNC: inervacion eferente

La inervacion eferente que llega al rgano de Corti proviene de dos nucleos colinérgicos localizados en
el complejo de la oliva superior (SOC): la Oliva Lateral Superior (LSO por sus siglas en inglés) y el Nicleo
Ventral de Cuerpo Trapezoidal (VNTB por sus siglas en inglés) (Figura 3.B). EI LSO es un nucleo bien definido
que es facilmente reconocible por su forma de “S” apaisada, y contiene a las neuronas laterales
olivococleares (LOC) las cuales son pequefias y redondeadas (12-14 um de diametro). El VNTB es un ntcleo
mas difuso, localizado ventral al LSO, y contiene a las neuronas mediales olivococleares (MOC) las cuales
son mas grandes y tipicamente multipolares, aunque varian en su forma (20 um o mas) (Guinan et al., 1983;
Vetter et al.,, 1991). Las neuronas LOC tienen fibras amielinicas e inervan principalmente la céclea
ipsilateral, estableciendo contactos axodendriticos con las NGEs de tipo I. Por el contrario, las neuronas
MOC tienen fibras mielinizadas e inervan principalmente la coclea contralateral estableciendo contactos
axosomaticos con las CCEs (Liberman & Brown, 1986), aunque también envian proyecciones a la cdclea
ipsilateral, al ndcleo coclear (NC), al LSO vy al coliculo inferior (Cl) (Warr & Beck, 1996). Las neuronas MOC
reciben inputs ascendentes del NC, ademas de otros inputs descendentes de coliculo inferior, corteza
auditiva primaria, asi como del nucleo medial del cuerpo trapezoidal (MNTB) y otros centros no auditivos
(Cadenas et al., 2020; Terreros & Delano, 2015) Al igual que muchos de los nucleos ascendentes, el sistema

eferente MOC también estd organizado tonotdpicamente (Brown, 2014).

Cuando se percibe un sonido, se excitan las neuronas del nucleo coclear, excitando a su vez a las
neuronas MOC las cuales inhiben mayormente la ganancia de la coclea contralateral. Esto es un acto reflejo
conocido como reflejo acustico medial olivococlear, e involucra al VNTB, el NC y a la cdclea. Se ha
determinado que la actividad inhibitoria MOC aumenta con la intensidad del estimulo y que produce una
reduccion en el tamafio de la poblacién de neuronas aferentes activadas por estimulos sonoros, lo que se
traduce en una disminucion de la sensibilidad auditiva global (Brown, 1989; Galambos, 1956; Gifford &

Guinan, 1987; Wiederhold & Kiang, 1970). De esta manera, las neuronas MOC estan involucradas en
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importantes procesos como el ajuste de la ganancia coclear, la deteccién de sonidos en ambientes ruidosos
o la proteccidon ante el trauma acustico (Boero et al., 2018; Delano et al., 2007; Guinan & Gifford, 1988;

Kawase et al., 1993; Maison et al., 2013; Reiter & Liberman, 1995; Taranda et al., 2009).

Corteza A
Auditiva -

Coliculo
Inferior

Nucleos
Cocleares o

Oliva Superior

Ipsilaterales Contralaterales

Céclea

Figura 3| Vias auditivas aferentes y eferentes. A. Esquema de |a via auditiva aferente o ascendente. La sinapsis en cinta
entre las CCls y NGEs es la primera sinapsis de la via ascendente. Luego siguen varios nucleos que son instancias de
relevo dentro del SNC. Figura modificada a partir de Elgoyhen et al., 2015. B. Esquema de la via auditiva eferente o
descendente. El complejo de la oliva superior (SOC) contiene a los nucleos auditivos a nivel del tallo cerebral, donde se
originan las proyecciones eferentes que inervan la céclea. Dentro del SOC se ubica el LSO, en el cual se encuentran los
somas de las neuronas LOC que inervan principalmente la céclea ipsilateral. En una posicion mas medio-ventral del
SOC se encuentra el VNTB donde se encuentran los somas de las neuronas MOC que inervan principalmente la céclea

contralateral y en un menor nimero la coclea ipsilateral. Adaptado de Maison et al., 2013.

1.6. Importancia del sistema eferente olivococlear durante el desarrollo

El sistema eferente olivococlear también tiene un importante rol durante el desarrollo. Previo al inicio
de la audicion, durante un breve periodo, las neuronas MOC establecen multiples contactos axosomaticos
de manera transitoria con las CCls (Bruce et al., 2000; Moglie et al., 2018; Roux et al., 2011). Los mamiferos
altriciales nacen sordos, sin embargo, a pesar de que las células ciliadas no reciben ningun tipo de input
sonoro, disparan potenciales de accion espontaneos. Esta tasa de disparos es controlada por las neuronas
MOC (Figura 4). Esta sinapsis, si bien es de caracter colinérgico, tiene un rol inhibitorio sobre las CCls. La
liberacion de ACh de los terminales MOC, actla postsinapticamente activando los receptores a9al10
expresados en las CCls (Elgoyhen et al, 2001) (Figura 4.A). Este tipo receptor tiene propiedades
farmacoldgicas y biofisicas que le confieren caracteristicas mixtas entre receptores nicotinicos vy
muscarinicos, y presenta una alta permeabilidad relativa al Ca®* (Elgoyhen et al., 1994, 2001; G6mez-Casati

et al., 2005a). Acoplado al receptor a9a10 se encuentran los canales de potasio dependientes de calcio
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SK2, los cuales al activarse permiten el eflujo de potasio fuera de la CCl, dando como resultado neto la
hiperpolarizacion de la misma (Elgoyhen & Katz, 2012; Fuchs, 2014; Oliver et al., 2000) (Figura 4.B).
Ademas, se ha propuesto que cisternas sinaptopldsmicas cercanas a la membrana basolateral de las CCls
podrian aportar mds Ca?* para la activacion de los SK2 a partir de mecanismos de liberaciéon de Ca?*
inducidos por Ca%", y a la vez que podrian contribuir a la restriccion espacial de este catién (Fuchs, 2014;

Fuchs et al., 2014; Lioudyno et al., 2004; Moglie et al., 2018).
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Figura 4| Establecimiento de los contactos sindpticos con las CCls durante el desarrollo postnatal. A. Durante el
desarrollo postnatal los terminales MOC establecen contactos axo-somaticos con las CCls. Ante la llegada de un
potencial de accién, los terminales MOC (verdes) se despolarizan y permiten el ingreso de calcio por medio de los
canales de calcio voltaje dependientes (CCVDs). Esto genera la liberacion de acetilcolina (ACh) y la activacion del
receptor a9al0, el cual permite el ingreso de calcio a la CCl. Subsecuentemente, el calcio activa los canales de potasio
dependientes de calcio (SK2), permitiendo el eflujo de este ién fuera de la CCl e hiperpolarizando la membrana. Durante
esta misma ventana temporal se estan estableciendo los contactos sindpticos entre las CCls y las NGSs (rojo). B. La tasa
de disparos espontanea de las CCls previo al inicio de la audicion es silenciada por la actividad de las MOC (estimuladas
eléctricamente a una frecuencia de 5 Hz a partir de momento indicado con una flecha). Algunos potenciales de accion
igualmente ocurrieron bajo ese estado mas hiperpolarizado (indicados con asteriscos). La barra de escala equivale a 2

s. Adaptado de Goutman et al., 2005.

Las CCls reciben multiples contactos eferentes durante el desarrollo, aunque su nimero absoluto es
aun hoy materia de controversia. Mientras que algunas marcaciones dan un promedio de 16 contactos por
CCl (Osman et al., 2008; Roux et al., 2011), otras aproximan ese numero a 25 (Roux et al.,, 2011). Sin
embargo, es probable que no todos los contactos sean sinapsis funcionales. A partir de experimentos de
imagenes de calcio en ratones de 9 a 11 dias de edad, se hallé un promedio de 4.4 + 0.7 terminales

eferentes contactando una misma CCl (Moglie et al., 2018). Independientemente del nimero absoluto de
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terminales que contactan una CCl, es claro que son numerosos y que todos en su conjunto permiten lograr

una delicada regulacion efectiva de la tasa y el patrdn de disparos espontanea de las CCls.

La disfuncién del sistema eferente olivococlear genera una maduracion incorrecta de las vias
auditivas aferentes. Por un lado, mediante experimentos realizados en ratones que carecen la subunidad
09 del receptor a9a10 (a9KO), se demostrd que la inhibicion colinérgica eferente regula la maduracion las
sinapsis en cinta entre las células ciliadas internas y las NGEs, ya que las mismas muestran una dependencia
de calcio anormal, similar a la de una sinapsis inmadura (Johnson et al., 2013). Ademas, morfolégicamente
estos ratones tienen un patrén anormal de inervacion eferente, ya que estan inervados por un terminal de
gran tamafio en vez de multiples terminales mas pequefios, y funcionalmente tienen deficiencias en la
supresion de las respuestas cocleares durante la activacion eferente (Vetter et al., 1999). Por otro lado,
estos mismos ratones tienen una organizacién tonotépica del LSO alterada, dificultando la tarea de la
localizacién del sonidoy de las frecuencias (Clause et al., 2017), asi como en el MNTB, donde se encontraron
déficits en la fuerza sinadptica y la ausencia de un refinamiento axonal de este mismo nucleo (Clause et al.,
2014). Por otro lado, en ratones con una ganancia de funcion en la subunidad a9a10, es decir que poseen
un sistema eferente con una actividad exacerbada, también se observé una pérdida de la tonotopia en el
MNTB, junto con alteraciones sindpticas y morfoldgicas (Di Guilmi et al., 2019). En estos mismos ratones,
también se ha reportado una mayor resistencia al trauma acustico y ante la pérdida de audicion oculta (o

hidden hearing loss en inglés) (Boero et al., 2018; Taranda et al., 2009).

Cercano al momento en el cual comienza la audicion, las fibras MOC dejan de establecer contactos
sinapticos con las CCls y cruzan el tunel de Corti para dirigirse al haz olivococlear externo, donde finalmente
establecen contactos axosomaticos con las CCEs que van a persistir durante toda la vida del animal adulto
(Simmons et al., 1998a) (Figura 5). La sinapsis MOC-CCE opera también a través de los receptores a9a10y
los canales SK2, inhibiendo a las CCE y controlando su actividad electromotil. Existe también, una
modulacién eferente mediada por las neuronas LOC, las cuales establecen contactos sindpticos con las
dendritas de las NGEs. Esta sinapsis axodendritica también tiene caracter inhibitorio, aunque los
mecanismos mediante los cuales opera son aun hoy desconocidos y materia de debate (Fuchs & Lauer,

2019).
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Figura 5 | Desarrollo postnatal de |a inervacién coclear
en mamiferos altriciales. Panel superior: al momento
del nacimiento, el polo basal de la CCl presenta 3 tipos
de sinapsis: 1) aferentes inmaduros axosomaticos; 2)
eferentes transitorios axosomaticos; 3) eferentes
axodendriticos. Las CCls y las CCEs pueden ser
inervadas por la misma NGE. Las CCEs no presentan

inervacién eferente. Panel medio: al finalizar la primera

semana, las CCls son inervadas por NGE de tipo | y las
CCEs por las tipo Il. Se observan fibras eferentes en
proximidad con las CCE. Panel inferior: en la coclea

madura, las CCls solo presentan sinapsis aferentes. Las

{ neuronas olivococleares laterales contactan los

ocC \ /
oc

botones sindpticos de las NGE de tipo | mientras que los

20

eferentes mediales olivococleares hacen sinapsis

directa sobre las CCEs. Adaptado de Bulankinay Moser,

2012.
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1.7. Presencia y funcién de GABA en el sistema olivococlear

El acido y-aminobutirico (GABA) es un neurotransmisor tipicamente de caracter inhibitorio,
ampliamente presente en el sistema nervioso central. Es sintetizado a partir de acido glutamico por la
enzima acido glutdmico decarboxilasa o GAD. Si bien la inervacion eferente es de caracter colinérgica,
existen reportes de una profusa inervacién GABAérgica en la céclea de mamiferos. Mayormente mediante
técnicas de inmunohistoquimica, se ha visto la presencia de una marcacién GABAérgica tanto en el haz
olivococlear interno (donde se establecen los contactos sinapticos con las CCls) como en el externo (donde
se establecen los contactos sindpticos con las CCEs) en cobayos (Helfert et al., 1989), monos (Thompson et
al., 1986), humanos (Schrott-Fischer et al., 2007), ratas (Vetter et al., 1991) y ratones (Maison et al., 2003).
Mas aun, hay reportes de experimentos de microscopia inmunoelectrénica en cocleas de cobayos en los
que se evidencia la existencia de contactos sindpticos axodendriticos GABAérgicos con las neuronas
aferentes que contactan las CCl, y contactos axosomales entre estos terminales GABAérgicos y las CCE
(Eybalin et al., 1988). Por otro lado, un trabajo realizado en el érgano de Corti de ratas adultas mostré que
la incubacién con suero anti-GAD marca una poblacién de terminales diferente a la observada con un

marcador de terminales colinérgicos, siendo ambas marcaciones similares en nimero. A excepcién de estos
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trabajos que fueron realizados en animales adultos, en un trabajo realizado por Whitlon y Sobkowicz, se
analizé la inmunoreactividad de GABA en la céclea de ratones en desarrollo (Whitlon & Sobkowicz, 1989).
Los resultados hallados en este trabajo muestran un patrén de inervacion sorprendentemente similar a lo
descripto para la inervacion colinérgica de las fibras MOC: se establecen primero contactos con las CCls
conformando el haz olivococlear interno, y luego del inicio de la audicidén se establecen contactos con las

tres filas de CCEs (Figura 6).

Figura 6| Inmunoreactividad GABAérgica en la céclea en desarrollo. A. Representacion de una fibra GABAérgica
inervado a dos CCls a P2. La flecha indica el curso espiral que algunas fibras toman y que luego generan el haz
olivococlear interno. B,Cy D. Representacion de fibras GABAérgicas inervando multiples CCEs de las tres filas (Oh 1, 2

y 3) a P12. E. Marcacion GABAérgica en el haz olivococlear interno a P8. Adaptado de Whitlon & Sobkowicz, 1989.

Como ya hemos introducido, la inervacion eferente de la cdclea proviene de dos nucleos
colinérgicos localizados en el tronco encefalico: el LSO y el VNTB. Interesantemente, ademds de neuronas
colinérgicas, estos nucleos contienen también poblaciones de neuronas glicinérgicas, CGRP positivas y
GABAérgicas (Helfert et al., 1989; Vetter et al, 1991). Experimentos realizados en ratas adultas
demostraron que las neuronas LOC que proyectan hacia la céclea son aproximadamente 50% GAD positivas
(GAD+) y 50% ChAT positivas (ChAT+), y que las neuronas ChAT+ son todas CGRP positivas. Segun los
mismos autores, el sistema eferente medial olivococlear es mayormente colinérgico, aunque se observaron
neuronas GAD+ que proyectan a la coclea ipsilateral (Vetter et al., 1991). Otro estudio realizado en cobayos
demostrd que la mayoria de las neuronas del LSO son GABAérgicas, asi como la mayoria de las neuronas
del VNTB (Helfert et al., 1989). Sumado a estas evidencias, inyecciones intracocleares con un marcador
retrégrado andlogo al GABA, demostraron que las neuronas del VNTB proyectan al haz olivococlear interno
y externo (Ryan et al., 1986). De este modo, el sistema olivococlear es la Unica fuente conocida de input

GABAérgico en la coclea de mamiferos (Maison et al., 2009).
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A pesar de los numerosos reportes de la presencia de GABA en el érgano de Corti asi como en el
SOC, el rol fisiolégico del mismo en el sistema olivococlear no estd completamente dilucidado aun. Por un
lado, se ha demostrado que la aplicacién de GABA exdgeno inhibe de actividad de las NGEs tipo |,
probablemente mediante receptores GABAa (Arnold et al., 1998; Felix & Ehrenberger, 1992). Por otro lado,
los ratones que carecen el gen que codifica para las subunidades a5, B2, B3 del receptor GABAA (Maison et
al., 2006) o la subunidad B1 del receptor GABAg (Maison et al., 2009), presentan una elevacion en los
umbrales de los productos de distorsidn otoacusticos (DPOAEs) y en los potenciales evocados del tronco
cerebral (ABRs). Ambas mediciones son indicativas de que el funcionamiento de las CCEs como
amplificadores cocleares estd parcialmente impedido. En concordancia con tales resultados, se ha
reportado un aumento en la motilidad de las CCEs mediado por GABA (Batta et al., 2004), asi como la
hiperpolarizacion de su membrana al aplicar agonistas de los GABA-Rs, sugiriendo la existencia de
receptores GABAérgicos postsinapticos (Gitter & Zenner, 1992). El rol GABAérgico durante el desarrollo no
fue dilucidado hasta recientemente. Registros electrofisiolégicos realizados en un modelo animal de ratdon
en desarrollo demostraron un importante rol modulatorio de GABA sobre la sinapsis MOC-CCl (Wedemeyer
et al., 2013). A partir de experimentos de farmacologia realizados en este trabajo, se demostrd que la
aplicacion GABA exdgeno no genera ninguna corriente postsinaptica, indicando la ausencia de receptores
jonotropicos de GABA en las CCls. Sin embargo, la aplicacién de antagonistas (CGP) o de agonistas
(Baclofen) de los receptores metabotrépicos GABAs modificaron la probabilidad de liberacion de ACh de la
sinapsis MOC-CCI. GABA activa receptores GABAg presindpticos, los cuales en su estado activo inhiben a los

CCDVs del tipo P/Q, disminuyendo asi la probabilidad de liberacién de ACh de los terminales MOC (Figura

7).
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Figura 7| CGP, un antagonista de los receptores GABAz aumenta la probabilidad de liberacién de ACh en la sinapsis
MOC-CCI. A. Trazos representativos de los elPSCs en una situacién control (trazos negros) o bajo la aplicacién de CGP
1uM (trazos grises). La amplitud de los mIPSCs no cambia (inset). B. CGP 35348 1uM aumenta el contenido cuantico

de manera significativa. Figura adaptada de Wedemeyer et al., 2013.

A pesar de que ACh es el principal neurotransmisor del sistema eferente MOC, GABA tiene un

importante rol en la via eferente olivococlear. Las multiples evidencias aqui recapituladas dan un indicio de
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su relevancia en el sistema auditivo periférico, particularmente, durante el desarrollo en la sinapsis MOC-

CCl.

1.8. Co-transmision de Neurotransmisores

La co-transmision se define ampliamente como la liberacion de multiples neurotransmisores desde
una misma neurona (Vaaga et al., 2014). A diferencia de la co-liberacién, en la cual los neurotransmisores
son liberados en la misma vesicula, en el fendmeno de co-transmision el empaquetado de los
neurotransmisores se hace en vesiculas diferentes (Vaaga et al.,, 2014). La existencia de numerosos
ejemplos de neurotransmisores coexistiendo en el mismo tipo neuronal provocd que la comunidad
cientifica revisara el principio de Dale, el cual establecia que una neurona era capaz liberar un solo tipo de
neurotransmisor de todos sus terminales (Strata & Harvey, 1999). Si bien algunos autores ya habian
demostrado de una manera muy elegante con técnicas de electrofisiologia que la co-liberacion de
neurotransmisores es un evento que existe en la naturaleza (Jonas et al., 1999; Seddik et al., 2007), el

descubrimiento de la optogenética hizo que se diera un salto sustancial en esta materia.

El fendmeno de co-liberacién o co-transmision en el sistema nervioso central ha dejado de ser la
excepcion a la regla. En particular, actualmente hay evidencias de que GABA es liberado con una plétora
de otros neurotransmisores (Tritsch et al., 2016). En el sistema auditivo de mamiferos se ha reportado la
co-liberacién de GABA y glicina de las neuronas del nucleo ventral del lemniscus lateral (Moore & Trussell,
2017). Ademas, imdagenes de microscopia electrénica y marcaciones con anticuerpos conjugados a
particulas de oro demostraron la presencia de vesiculas conteniendo GABA o glutamato junto con glicina
en el LSO de cobayos (Helfert et al., 1992). De la misma manera, se ha reportado la presencia de GABA y
glicina empaquetados en las mismas vesiculas de terminales que contactan las neuronas del nucleo coclear
dorsal de rata (Rubio, 2004). Ademas, si bien en animales adultos las sinapsis entre el MNTB y el LSO son
de caracter glicinérgico, durante el desarrollo esta sinapsis tiene un caracter dual
GABAérgico/glutamatérgico (Albrecht et al.,, 2014).Si bien estos Ultimos neurotransmisores tienen
comunmente efectos antagénicos, durante el desarrollo. Por el contrario, la idea de que dos
neurotransmisores con signos opuestos sean liberados de la misma sinapsis era un concepto menos
parsimonioso. Sin embargo, se demostrd que en la retina, las células amacrinas establecen sinapsis con las
células ganglionares y co-transmiten GABA y ACh, lo cual es importante para la codificacién en la
sensibilidad y la selectividad de la direccién del movimiento de las claves visuales (Lee et al., 2010). De una
manera muy interesante, este estudio reveld que la liberacion de GABA y ACh esta diferencialmente
modulada por la concentracion de calcio extracelular y que la poblacion de vesiculas no se solapa en los
terminales, o bien tiene un solapamiento parcial. Posteriormente, se hallé que las neuronas colinérgicas
del cerebro anterior basal también eran capaces de liberar GABA (Saunders et al., 2015). Mediante técnicas
de inmunohistoquimica, microscopia de ultraresolucion y optogenética se demostré que GABA y ACh no
son co-liberados sino que son co-transmitidos de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (Takacs

et al.,, 2018). Las observaciones realizadas sobre la co-transmision de GABA y ACh en la retina y en el
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prosencéfalo basal, junto con los antecedentes de la inervacion GABAérgica en la cdclea, nos llevaron a
hipotetizar sobre una posible co-tranmision de estos dos neurotransmisores en la sinapsis eferente

olivococlear MOC-CCI.
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OBJETIVOS
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2.1. Objetivo General

La presente tesis doctoral tiene por objetivo profundizar en el entendimiento del mecanismo
regulatorio mediado por GABA sobre la liberacion de ACh en la inervacion eferente olivococlear durante
un periodo critico del desarrollo del sistema auditivo, previo al comienzo de la audicién

2.2. Objetivos Particulares

e Determinar silas neuronas mediales olivococleares que contactan las CCls durante en desarrollo

co-transmiten GABA junto con ACh.

e Analizar la modulacion GABAérgica sobre la liberacion de ACh sobre los multiples terminales de

las neuronas mediales olivococleares que establecen contactos sinapticos con una misma CCl.
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3.1. Animalesy lineas transgénicas

Todos los protocolos experimentales fueron realizados de acuerdo con la Guia de Eutanasia de la
Asociacion Médica Veterinaria Americana (AVMA, por sus siglas en inglés), Edicion 2020, y aprobados por
la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del INGEBI. En todos
los experimentos se utilizaron ratones de ambos sexos indistintamente entre los 9 a 11 dias postnatales
(P9-11). Para los experimentos de registros de calcio se utilizaron ratones de la cepa Balb-c. Para los
experimentos de estimulaciéon optogenética se utilizaron 3 lineas de ratones transgénicas para activar
Unicamente las neuronas colinérgicas o las neuronas GABAérgicas tal como se describe en la Figura 8.A,C:
B6;12956-Chattm2(crellowl/} (stock # 006410) el cual expresa la recombinasa cre bajo el promotor de la enzima
que sintetiza ACh (de ahora en adelante denominado ChATcre), Gad2tm1(c¢/ERT2)4h/; (stock # 010702) que
expresa creER™ bajo el promotor de la enzima que sintetiza GABA (de ahora en adelante denominado
GADcre), B6;1295-Gt(ROSA)2650rtm32(CAG-COPATHIAR/EYFPIHze /| (stock # 012569) que contiene el gen que codifica
para una canalrodopsina (ChR2) fusionada a una proteina fluorescente amarilla (eYFP) con un codén STOP
rio arriba flanqueado por dos sitios loxP (de ahora en adelante denominado ChR2-eYFP). Al cruzar la linea
ChATcre con la linea de ChR2-eYPF obtenemos una expresién de la ChR2 limitada a las neuronas
colinérgicas (Figura 8.A). Dada la naturaleza del cruzamiento realizado, la F1 contiene a ambos transgenes
en hemicigocis, es decir solo tienen una copia de cada transgén (ChAT*/®;ChR2-eYFP*/). En el caso de que
el experimento haya requerido la homocigosis del transgén de la ChR2, se realizaron retrocruzas de los
ratones ChAT*®:ChR2-eYFP*/". Dado que la hemicigosis de la recombinasa cre no es un factor limitante, se
utilizaron ratones de los genotipos ChATe®<e:ChR2-eYFP! o ChAT*/<"®;ChR2-eYFP*f! (referidos como
ratones ChAT;ChR2-eYFP"). Por otro lado, al cruzar la linea GADcre con la linea de ChR2-eYFP, obtenemos
una expresion de la ChR2 limitada a las neuronas GABAérgicas (Figura 8.C). Esta linea de ratones
transgénica es inducible, lo cual significa que la recombinacion no es constitutiva, sino que puede ser
activada en una ventana de tiempo que sea conveniente para el experimentador. Para conferirle la
capacidad de induccidn, la recombinasa cre estd fusionada a un dominio mutado de la proteina que codifica
para el receptor de estrégeno (ER™) (Feil et al., 1997). En condiciones normales, la recombinasa creER™
esta en el citoplasma y es incapaz de translocar al nucleo celular. Al unirse con 4-hidroxitamoxifeno (OHT),
la recombinasa es capaz de ingresar al nlcleo y situarse sobre los sitios loxP para realizar la recombinacién.
Para lograr la induccién de creER™ en los ratones GAD;ChR2-eYFP, se inyectaron ratones neonatos con
Tamoxifeno (T5648-1G, Sigma-Aldrich) el cual es metabolizado en OHT (100 mg/g de masa corporal, 4 dias
consecutivos de inyeccién intraestomacal comenzando a P3). Dado que la colonia de ratones GADcre no se
puede mantener en homocigosis, se dificultd la obtencion de animales homocigotas para ChR2-eYFP al
momento de realizar experimentos. Por dicho motivo se utilizaron animales con todas las combinaciones
de transgenes posibles, siempre y cuando tuvieran la recombinasa cre: GADY®;ChR2-eYFP*/f
GADC /e, ChR2*/f, GADY“"®;ChR2-eYFPY/,  GADC®/“¢;,ChR2-eYFP'. Dado que se  utilizaron
indiscriminadamente, nos referiremos a estos ratones como GAD;ChR2-eYFP. Finalmente, para los
experimentos de inmunohistoquimica se utilizaron las lineas transgénicas ChATcre y GADcre cruzadas con

la linea B6.Cg-Gt(ROSA)26Sorim4(CaG-tdTomatolrze /j (st ck #007914) que contiene al gen que codifica para una
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proteina fluorescente roja (TdTomato) con un codén STOP rio arriba flanqueado por dos sitios loxP (Figura
8.B,D). Estos experimentos fueron realizados siempre con los transgenes en hemicigosis:

ChAT*<:TdTomato*" o GAD**"¢;TdTomato*" (referidos como ChAT;TdTomato o GAD;TdTomato).

A ChAT,ChR2-eYFP B ChAT, TdTomato
STOP  ATG  STOP STOP  ATG  STOP
| 1 1 1 | 1
& arm—[ChAT exon 15[RES|  cre | pA [-{15]pa]—3"am & arm—{ChAT exon 15|IRES|__Cre | pA [-p{15 [pa]— 3"arm
FRT FRT
I—b loxP loxP foxP loxP

5'arm [ pcac [|<d{ sToP |<H chrat13sR-EYFP [WPRE [pA ] 3'am s'arm{ poas K< stop}<H  TaTomae  [weRe[pAl- 3'am

C GAD,ChR2-eYFP D GAD;TdTomato
& A
’ EXPERIMENTO > EXPERIMENTO
T 1 T 1 r 1 T 1
PO P3 P7 P9 P PO P3 P7 PY P11
I } ! | | — | b
ATG STOP ATG sTOP
1 1 | |
Sam— [ GaDp [ CreER(@M2) [pA |—pH— %am Sam— [ GaDp [ CreER(2) [pA |—p—— ¥am
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|—> loxP loxP loxP loxP

5 am{ poac K<} stop < cnreriasr-evee [were Fam sarm{ poac K< stopf<H  TuTomato  [weRre[paA}- 3'arm

Figura 8| Representacidon esquemdtica de los transgenes de cada linea. A. Arriba. El vector de la linea de ratones
ChATcre. Cre estd bajo el promotor ChAT, el cual expresa la proteina enddgena y ademas la recombinasa cre gracias a
la adicién de un sitio IRES. Abajo. Vector de la linea de ratones ChR2-eYFP. El transgén de la ChR2 (ChR2H134R-EYFP)
esta localizado en el locus ROSA. La recombinacién mediada por cre en los sitios loxP escinde un codén STOP que
permite la expresion de la ChR2. B. idem A, pero esta vez el transgén TdTomato estd en el locus ROSA. C. Arriba.
Protocolo de inyeccién de tamoxifeno (TX) de los ratones neonatos. Medio. Vector de la linea de ratones GADcre. En
este caso, la recombinasa cre estd directamente rio debajo del promotor de GAD, con lo cual suprime la expresién de
la proteina enddgena e imposibilita criar dicha cepa en homocigosis. Cre se va a expresar tan pronto como el gen de
GAD se active en el desarrollo, pero solo podra translocar al nicleo y ejercer su funcién de recombinasa cuando reciba
la inyeccion de tamoxifeno (TX). Abajo. Vector de la linea de ratones ChR2-eYFP. Dicho transgén esta localizado en el
locus ROSA. La recombinacion mediada por cre en los sitios loxP escinde un codén STOP que permite la expresion de

la ChR2. D. idem C, pero esta vez el transgén TdTomato esta en el locus ROSA.

3.2. Diseccién del Organo de Corti

Los animales fueron sacrificados por decapitacion y las disecciones del 6rgano de Corti se realizaron
bajo lupa (Leica S8APQ, Wetzlar, Alemania). Luego de extraer la céclea, se colocd en una capsula de Petri
con solucion extracelular de la siguiente composicién: (en mM): NaCl 155, KCI 5.8, CaCl2 1.3, MgClI2 0.9,
NaH2PO4 0.7, D-glucosa 5.6, y HEPES 10; pH 7.4; 295-300 mOsm. Se escindiod luego la porcion apical y
posteriormente se removié cuidadosamente la estria vascularis, el modiolo y la membrana tectorial. La
preparacion se coloco sobre un cubreobjetos con un pin metalico para inmovilizarla de modo tal de que las
células ciliadas queden posicionadas de frente (Figura 9). Para los experimentos de optogenética, las

preparaciones se montaron en una camara para registros electrofisioldgicos y luego se colocaron bajo el
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microscopio (Zeiss Axioscope, Alemania). El seguimiento visual de las preparaciones se realizd con
contraste de interferencia (DIC) utilizando un objetivo de inmersion 40X y una camara sCMOS Zyla (Andor
Technology Ltd., Belfast, Reino Unido). Para los experimentos de adquisicién de imagenes de calcio se
utilizé un microscopio Olympus BX51WI (Olympus Corporation, Tokyo, Japan), con un objetivo de inmersién
de 60X y una camara EM-CCD Andor iXon 885 (Andor Technology Ltd., Belfast, Reino Unido). En ambos

casos los registros electrofisioldgicos se realizaron inmediatamente luego de la diseccion y los mismos se

prolongaron hasta un maximo de 1.5 horas.

Figura 9| Montaje del érgano de Corti sobre la cdmara de registro para los experimentos de electrofisiologfa. A. Luego
de la diseccién, la region apical el 6rgano de Corti se coloca en una camara de registro con un pin metalico que lo
sujeta. La punta de flecha blanca indica la posicion de la fila de CCls. B. Las células ciliadas internas (flecha blanca) se
reconocen facilmente por su posicion modiolar a las tres filas de CCEs (flechas negras). Adaptado de Goutman y Pyott,

2016.

3.3. Registros electrofisiolégicos

Una vez montada la preparacion en el microscopio correspondiente, la misma fue constantemente
bafiada con solucién extracelular fresca (arriba descripta) a través de una bomba peristaltica (Gilson
Minipuls 3, Bioesanco, Argentina) o mediante un sistema de perfusion por gravedad. Las CCls fueron
identificadas por su ordenamiento tipico en el érgano de Corti, debajo de las tres filas concéntricas de las
CCEs. Para realizar los registros intracelulares en la configuracién whole-cell patch clamp, se utilizd un
electrodo de plata adentro de pipetas de vidrio de borosilicato (World Precision Instruments, Estados
Unidos) con un didametro externo de aproximadamente 1.0 mm, estirados con calor hasta obtener
resistencias de ~7.5 MQ), mediante el uso de un estirador de pipetas vertical (PC-10, Narishige, Japdn). Para
los experimentos de optogenética, dichos electrodos fueron cargados con una solucion de registro
intracelular de la siguiente composicién (en mM): KCI 140, MgCI2 3.5, CaCl2 0.1, EGTA 5, HEPES 5, Na2ATP
2.5; pH 7.2; 283—290 mOsm. En el caso de los experimentos de adquisicion de imagenes de calcio, a esta

solucién se le agreg6 el indicador de calcio (fluo-4) quedando una solucién con la siguiente composicion
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(en mM): KCI 95, K-ascorbato 40, HEPES 5, piruvato 2, MgCl2 6, Na2ATP 5, fosfocreatina-Na2 10, EGTA 0.5,
Fluo-4 0.4. En los experimentos de optogenética, las corrientes registradas fueron amplificadas con un
amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices, Estados Unidos), filtradas a 2-10 kHz y digitalizadas a 10-
50 kHz mediante una placa conversora analégico-digital Digidata 1440A (Molecular Devices, Estados
Unidos). Para la adquisicion de las sefiales de corriente en modo de fijacion de voltaje, se utilizd el programa
pClamp 9.2 (Molecular Devices, Estados Unidos). En el caso de los experimentos de imagenes de calcio, las
corrientes fueron amplificadas con un Multiclamp 700B (Molecular Devices, Estados Unidos) y filtradas y
digitalizadas con una placa NI BNC2120 (National Instruments). Para la adquisicion de las sefiales de
corriente se utilizé el WinWCP v5.2.7 (desarrollado por John Dempster, University of Strathclyde, Escocia).
Una vez dentro de las CCls, se fijé un potencial de sostén (Vs) de -80 mV y se aplicoé un protocolo de pulsos
despolarizantes que permite observar las tipicas corrientes idnicas descriptas previamente en las CCls

(Fuchs et al., 1990).

3.4. Estimulacién eléctrica y optogenética de las fibras MOC

La estimulacién eléctrica de las fibras MOC ya ha sido descripta por Goutman et al., 2005. Brevemente,
con el fin de producir la liberacion de ACh desde los terminales eferentes MOC, se utilizé un electrodo
monopolar ubicado hacia el lado modiolar, a 20-60 um de la CCI (Figura 10.A). Los estimulos eléctricos
fueron aplicados a través de un electrodo de vidrio igual a los utilizados para obtener registros
electrofisioldgicos, pero con una resistencia de 0.4-1 MQ. El electrodo de estimulacion fue llenado con
solucién extracelular y conectado a una fuente de voltaje constante eléctricamente aislada (estimulador
Digitimer Ltd, modelo DS3), a partir de la cual se administraron estimulos de 100-500 pA con una duracién
de 0.2-2 ms, gatillados desde el sistema de adquisicion. Previamente a la colocacion del electrodo de
estimulacidn, se removieron algunas de las células de soporte con una pipeta de limpieza a fin de facilitar
la estimulacién de los axones eferentes. La posicion del electrodo de estimulacion fue ajustada hasta
obtener corrientes postsindpticas inhibitorias evocadas eléctricamente (eelPSCs) de manera consistente, a
una frecuencia de estimulacién de 1 Hz. Para los experimentos de imagenes de calcio se aplicé un protocolo
de 30 estimulos eléctricos a una frecuencia de 0.2 Hz para minimizar la exposicién a la luz del LED y por
tanto el “fotoblanqueo”. Durante el breve periodo en el cual se estimuld, se fijo el potencial de membrana

a-120 mV con el fin de aumentar la fuerza electromotriz del Ca®*.
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Figura 10|Estimulacién eléctrica de los axones MOC. A. Ubicacion de la pipeta de estimulacién debajo de las CCls.
B. Componentes de las corrientes postsindpticas inhibitorias evocadas eléctricamente (eelPSCs) segun el potencial de
membrana (Vs). A potenciales mas hiperpolarizados tanto la corriente de Ca2* y Na* (punta de flecha negra), como la
corriente de K* (asterisco) es entrante. A medida que el potencial de membrana se va haciendo mds positivo, el K*
sobrepasa su potencial de reversion (Erev ~-82mV) y cambia su direccion generando una corriente saliente. A -60 mV
puede observarse la caracteristica respuesta bifasica que se compone de una corriente rapida entrante mediada por
el nAChR a9a10 (principalmente de CaZ*y Na*), y la subsecuente corriente saliente y mas lenta de K* mediada por el

canal SK2. Adaptado de (Goutman et al., 2005).

Para algunos experimentos de estimulacion optogenética también se estimuld eléctricamente los
terminales eferentes (estimulador Grass S48), mientras se registraba la misma CCI (whole-cell patch clamp,
Vs = -80 mV). Para los experimentos en los cuales se solapd el estimulo eléctrico con el estimulo
optogenético, el primer protocolo consistié en aplicar 60 estimulos eléctricos a una frecuencia de 1Hz.
Luego se aplicaron 10 pulsos de luz de 10 ms de duracién a 1 Hz (478 nm, 10.9 mW; Thorlabs, Estados
Unidos) para activar la ChR2. Finalmente se solapo el estimulo eléctrico con el estimulo optogenético. Este
ultimo protocolo consistié en aplicar 60 estimulos eléctricos a una frecuencia de 1 Hz, y entre el estimulo
numero 20 y el estimulo nimero 40 prender el LED de manera continua. Para los experimentos en los
cuales se contrastaron las corrientes evocadas por los diferentes métodos de estimulacion, primero se
aplicé un protocolo de 50 estimulos eléctricos a 1Hz y seguidamente se aplicd un protocolo de estimulacién

de 10 pulsos de luz a 0.03 Hz que se explicard a continuacion.

Para la estimulacién optogenética de las fibras ChATcre-dependientes (colinérgicas) o
GADcre-dependientes (GABAérgicas) se utilizd un LED azul siempre en su maxima potencia. Ademas, con
el fin de mejorar la intensidad de luz que llega a la preparacién al momento de la estimulacion, se removié
el modulo analizador del DIC y se procurd minimizar la iluminacion de luz blanca para evitar la inactivacion
de la ChR2. Se utilizaron cruzas de ratones ChATcrexChR2-eYFP para estimular las fibras colinérgicas o
GADcrexChR2-eYFP para estimular las fibras GABAérgicas. Se realizé una iluminacién del campo entero con
pulsos de 2 ms de luz azul a una frecuencia de 0.03 Hz mientras que se registraban las corrientes
postsinapticas inhibitorias evocadas optogenéticamente (0elPSCs) a -80 mV. En las condiciones de trabajo
empleadas para la mayoria de los experimentos, el Erev del K* (EK) fue cercano al potencial de membrana

(Vs=-80mV, EK ~-82 mV) y el Erev de los receptores nicotinicos colinérgicos (NAChRs) fue cercano a cero,
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lo cual generd una corriente entrante cationes como el Ca** y Na* principalmente y una corriente casi nula
de K%, similar a lo que se observa en la Figura 10.B a -90 mV. Por el contrario, en algunos experimentos se
fijo el potencial de membrana a valores mas despolarizados, donde el EK es mas negativo que el potencial
de membrana (Vs =-40 mV, EK ~-82 mV), y por ende las corrientes tienen un componente entrante rapido
principalmente de Ca?*y Na*y luego un componente saliente mas lento correspondiente al K*, similar a lo
que se observa en la Figura 10.B a -60 mV. Este tipo de corriente bifasica se debe al acople de los nAChRs
09010 con los canales SK2 (Goutman et al., 2015; Oliver et al., 2000). Cabe destacar, que la corriente a
través del nAChR no siempre se hace evidente en estas condiciones; en parte porque es muy rapida, y
también porque el Vs de trabajo se encuentra relativamente cerca del potencial de reversion del nAChR

(ENAChR ~-15 mV) (Gémez-Casati et al., 2005).

3.5. Protocolo de los experimentos de farmacologia

Para los experimentos de farmacologia e imagenes de calcio se aplicé el protocolo de estimulacion
mencionado en la seccidn anterior, mientras se registraban las eelPSCs, primero bajo la perfusion de
solucién extracelular (30 estimulos eléctricos). Luego se perfundié CGP 35348 6 36216 100-200 uM
indistintamente y se esperaron 2 minutos para aplicar nuevamente el protocolo de estimulacion (60 é 90
estimulos eléctricos). En el caso de que fuera posible, se lavé la droga con solucidon extracelular (30-90
estimulos eléctricos). Luego se compararon los eelPSCs obtenidos en una situacion control, con los valores

obtenidos al pico del efecto de CGP.

Previamente a realizar los experimentos de farmacologia bajo la estimulacién optogenética, se
hicieron experimentos control para evaluar si habia una disminucion en la amplitud de las corrientes
evocadas a lo largo del tiempo en los ratones ChAT;ChR2-eYFPY® (rundown). Para ello se estimuld
repetidamente a las neuronas colinérgicas con luz sin la aplicacién de ninguna droga (0.03 Hz, 10 pulsos,
478 nm). Se registraron las amplitudes de las 0elPSCs a lo largo del tiempo durante un maximo de 30
minutos, luego se normalizaron los datos punto a punto y finalmente se realizé un ajuste de regresién lineal
para calcular el decaimiento de la amplitud de la respuesta a lo largo del tiempo (Ver Resultados, seccién
4.2.2, Figura 17.B). Para los experimentos en los cuales se bloquearon los GABAg-R mientras se estimulaba
optogenéticamente, en primera instancia, se aplicd protocolo de estimulacidon optogenética recién
mencionado (10-20 pulsos) bajo la perfusién de solucion extracelular. Luego se aplicé CGP 36216 200 uM
y se esperaron 2 minutos para volver a estimular (10-50 pulsos). A partir de la pendiente obtenida de la
regresion lineal de los experimentos control, se corrigieron todos los valores de amplitud de las oelPSCs
punto a punto de los experimentos en los que se aplicd CGP 36216 200 uM. Luego, se compararon las
amplitudes de las 0elPSCs previo a la perfusion de CGP con los valores tomados al momento del pico
durante la perfusion de la droga. Para los experimentos en los cuales se bloquearon los receptores a9a10,
previo a la perfusién de la droga, se estimularon las fibras colinérgicas o gabaérgicas optogenéticamente
(10 pulsos) bajo la perfusién de solucion extracelular. Luego, dependiendo del caso, se perfundid

a-Bungarotoxina 300 nM o 1-1.5 uM y se esperaron 5 minutos para volver a estimular (10 pulsos). Solo en
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los casos en los que se bloqued con a-Bungarotoxina 300 nM se volvid a perfundir solucién extracelular
para “lavar” el efecto de la droga (10-30 pulsos). Finalmente se compararon las amplitudes de las 0elPSCs

obtenidas en las tres condiciones: control, a-Bungarotoxina 300 nM y “lavado”.

3.6. Andlisis de las corrientes postsindpticas inhibitorias evocadas (elPSCs)

Las corrientes postsindpticas inhibitorias (IPSCs), ya sea eelPSCs u 0elPSCs, fueron analizadas mediante
una rutina de IgorPro (WaveMetrics Inc., Portland, Estados Unidos). Se establecié un criterio de amplitud
sobre un factor umbral de tres a cinco veces el nivel de ruido (SD, desvio estandar) y de un drea debajo de
curva de corriente mayor a 0.3-0.8 pC para considerar respuestas exitosas. Cuando los registros no
superaban los criterios mencionados eran considerados y cuantificados como fallas sindpticas. La

probabilidad de liberacién fue calculada como:

#fallas
#total de estimulos

Pr(elPSC) =1 —

Se midieron los tiempos de latencia desde que se aplica el estimulo, hasta el inicio de la corriente
(calculado como instante en el cual la Amplitud > Factor umbral x SD), asi como el tiempo de decaimiento
(tdecaimiento) de la respuesta. Este Ultimo es calculado con un ajuste exponencial del 10% al 90% de la
respuesta a partir de su pico maximo hasta el retorno a su linea de base, siempre y cuando la respuesta
fuera distinguible del artefacto de estimulacién (eléctrica) y no presentara superposiciéon con eventos

espontaneos. En todos los casos, los experimentos fueron conducidos a temperatura ambiente (22-252 C).

3.7. Adquisicidn de imdgenes de Calcio

Para realizar los registros de imagenes de calcio el interior de las CCls fue dializado a través de la pipeta
de registro cargada con una solucidén intracelular conteniendo el indicador de Ca®* fluo-4 0.4 mM
(Kd =0.35 uM) y EGTA 0.5 mM. La adquisicion de imagenes fue iniciada 5 min luego de la ruptura del sello
para garantizar la dialisis apropiada de todo el contenido celular. El registro se prolongd por hasta 40 min.
Antes de iniciar los experimentos de adquisicidén de imagenes de calcio, se aplicd un tren de estimulacion
eléctrica de 50 Hz para activar la mayor parte de terminales eferentes y determinar el plano focal donde
se observaron la mayor cantidad de hotspots de Ca®*. Normalmente, el plano seleccionado fue en la zona
basal de las CCls. Con el fin de obtener una mejoria en la relacion sefial-ruido y en la frecuencia de
adquisicion, realizamos una integracién en el chip de dreas de 4x4 pixeles de la imagen, obteniendo una
resolucion final de 0.533 um por pixel al usar un objetivo de inmersion en agua 60X. Ademas, el mddulo
analizador del DIC del microscopio fue removido para evitar el filtrado de la sefial fluorescente. El tamafio
de la imagen fue fijado en 100x100 pixel permitiendo una tasa de adquisicion de 140 imagenes/s, con un
tiempo de exposicién de 5 ms por imagen. La preparacion fue iluminada con un sistema LED azul (Tolket,

Argentina) y las imagenes adquiridas utilizando una cdmara EM-CCD Andor iXon 885 (Andor Technology
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Ltd., Belfast, Reino Unido). El sistema de adquisicion fue controlado a través de una interfaz creada por Till

Photonics (Munich, Germany), utilizando el software de adquisicion Live Acquisition (Till Photonics).

Las imagenes fueron analizadas con rutinas escritas en IgorPro 6.37 (WaveMetrics Inc., Portland, EE.
UU.). El analisis consistio en la generacidn de una imagen promedio de todas las capturas a partir de la cual
se disefié una mascara cubriendo la periferia celular (centro: maxima intensidad de fluorescencia - radio:
0.4 a 0.9 fluorescencia relativa de la célula) (Figura 11.A,B). Luego, la mascara creada fue dividida en
“porciones de torta” concéntricas que ocupaban angulos de 15° para conformar 24 regiones de interés

(RO, por sus siglas en inglés - “Region Of Interest”) radiales (Figura 11.C).
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Figura 11| Analisis de la sefial de fluorescencia en las imdgenes de Ca?*. A. Imagen promedio de todas las imagenes
adquiridas. B. Mdscara obtenida considerando la intensidad de fluorescencia entre el 0.4 y 0.9%. C. Superposicién de
laimagen promedio y la mascara sobre la cual se trazaron los ROls radiales con centro en el punto de maxima intensidad

de fluorescencia. Adaptado de la tesis doctoral de Marcelo Moglie.

Finalmente, se aplicd un filtro gaussiano sobre todas las imagenes y se calculd la variacion de la sefial
de fluorescencia [AF] en cada ROl demarcado previamente. Para corregir el fotoblanqueo, una vez
calculada la sefial de fluorescencia en cada RO, se ajustd una recta desde la linea de base previa a la
aplicacion del estimulo hasta los puntos finales adquirido (excluyendo los puntos correspondientes a la
sefial de Ca?* evocada). Se considerd significativo el incremento en la sefial de fluorescencia solo en
aquellos ROIs donde la amplitud de la sefial alcanzada, luego del pulso eléctrico, fue 3 veces superior a la
desviacién estandar (S.D.) de la sefial de fluorescencia pre-estimulo y el drea debajo del pico presentd un
valor mayor a 0.3 (u.a.*seg). Aquellos ROIs que exhibieron un patréon consistente de activacion fueron
seleccionados como hotspots y seguidos a lo largo del tiempo. Cuando la sefial de fluorescencia no
superaba los criterios establecidos, se consideraba a la sefial transitoria de Ca?* como una falla sinaptica. A
partir del nimero de fallas es posible calcular la probabilidad de registrar un evento de calcio en un hotspot

de la siguiente manera:

#fallas
#total de estimulos

Pr(evento Ca2+) =1 —
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3.8. Soluciones, Drogas y Reactivos

Los reactivos utilizados para las soluciones intracelulares y extracelulares fueron comprados a
Sigma-Aldrich (Estados Unidos) al igual que la 4-Aminopiridina (4-AP). El CGP 36216 y 35348 (CGP) fueron
obtenidos de Tocris Bioscience (Reino Unido), en tanto que la a-Bungarotoxina (a-Btx) fue obtenida de
Alomone Labs (Israel). El indicador de calcio fluo-4, fue adquirido en Invitrogen (Thermofisher, Estados
Unidos). Para su preparacién fueron diluidas en agua bidestilada, alicuotadas y guardadas a -202C hasta el

momento de uso, en donde se descongelaron y diluyeron en la solucidon extracelular para su perfusion.

3.9. Inmunohistoquimica

Algunos de los experimentos de inmunohistoquimica fueron realizados en conjunto con la Dra. Maria
Eugenia Gomez Casati, el Dr. Mariano di Guilmi y la Lic. Valeria Castagna. Para la marcacién en el tronco
encefélico se utilizaron ratones P9-11 ChAT;TdTomato o GAD;Tdtomato, los cuales fueron anestesiados
con una inyeccion intraperitoneal de ketamina (120mg/kg) y xilazina (25 mg/kg). Luego, los animales fueron
perfundidos intracardiacamente con PBS 1X, seguido de paraformaldehido 4% (PFA) en buffer fosfato
salino 1X (PBS). Los cerebros fueron disecados y fijados durante toda la noche a 42C en PFA 4%. Durante
los tres dias posteriores se hicieron lavados con cantidades crecientes de sacarosa en PBS (25%, 50% y
75%). Una vez hecho esto, los cerebros fueron congelados con isopropanol a -702C para luego hacer cortes
transversales a la atura del tronco encefalico con un criéstato (30uM, CM1850, Leica). Las secciones se
bloquearon en 10% de suero de burro (NDS, S30-100ML, Millipore) para la marcacién de ChAT/TdTomato
0 5% NDS + 5% de suero de cabra (NGS, $26-100ML, Millipore) para la marcacién de GAD/TdTomato con
1% Triton X-100 en PBS 1X por 2 h a temperatura ambiente. Se utilizd un anticuerpo primario anti-ChAT
para revelar las neuronas colinérgicas; anti-RFP para revelar las neuronas que expresan TdTomato; y/o anti-
GAD para revelar las células GABAérgicas. Las secciones fueron incubadas con los anticuerpos primarios
mencionados, diluidos en la solucion de bloqueo, por ~48 h a 4°C. En aquellas secciones en donde se utilizd
el anticuerpo anti-GAD se aplicd una segunda solucidn de bloqueo, previo a la incubacién con el anticuerpo
primario. Este paso consistid en la incubacién del tejido durante aproximadamente 2 h a temperatura
ambiente en una solucién de Reactivo Bloqueante de Raton (2-3 gotas en 2.5 ml de PBS 1X; MOM reagent,
MKB-2213-1, Vector Laboratories). Las secciones fueron luego lavadas en PBS e incubadas durante 2 h con
el anticuerpo secundario a temperatura ambiente. Finalmente, las rodajas fueron montadas en

portaobjetos con medio de montaje (Vectashield, Vector Laboratories).

Para las marcaciones en el érgano de Corti se extrajeron las cdcleas de los mismos ratones utilizados
para la marcacién en el tronco encefalico, sumado a cocleas de ratones ChAT;ChR2-eYFP y GAD;ChR2-eYFP
en el mismo rango de edad. Las cécleas fueron perfundidas intralaberinticamente con PFA 4% en PBS 1X
durante toda la noche, y luego decalcificadas en EDTA 0.12 M. El 6rgano de Corti fue microdisecado y
permeabilizado con sacarosa al 30%. Para las cocleas disecadas de los ratones ChAT;TdTomato y

GAD;TdTomato el procedimiento fue el mismo que lo indicado anteriormente para el tallo cerebral, con la
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diferencia que la incubacion con el anticuerpo primario fue durante toda la noche. Por otro lado, las cécleas
de los ratones ChAT;ChR2-eYFP y GAD;ChR2-eYFP fueron bloqueadas con NGS 5% y Triton X-100 1% en PBS
1X durante 2 h. Dada la similitud de secuencia entre la proteina fluorescente amarilla (eYFP) con la proteina
fluorescente verde (GFP), el anticuerpo anti-eGFP reconoce a la eYFP y sirve para revelar la localizacién de
la ChR2. Se realizé una incubacion con el anticuerpo primario anti-eGFP a 4°C durante toda la noche o
durante 16 h. Luego los tejidos fueron lavados en PBS 1X e incubados con el anticuerpo secundario
correspondiente durante 2 h a temperatura ambiente. Por ultimo, los tejidos fueron montados en un
portaobjetos con medio de montaje (Vectashield, Vector Laboratories). Los anticuerpos utilizados para los

experimentos de inmunohistoquimica se encuentran detallados en la siguiente tabla:

Reactivo Hecho en Marca Cédigo Concentracion

(especie) de uso
Anti-eGFP (1) Conejo Life Tech A6455 1:2000
Anti-ChAT (1) Cabra Millipore AB144P 1:300
Anti-RFP (1) Rata Chromotek 5F8 1:500
Anti-GAD (1) Ratdn Millipore MAB351R 1:500
Alexa Fluor 488, anti-Cabra 1gG (2) Burro Invitrogen A11055 1:800
Alexa Fluor 555, anti-Rata 1gG (2) Burro Invitrogen A48270 1:800
Alexa Fluor 488, anti-Raton IgG2a (2) Cabra Invitrogen A21131 1:800
Alexa Fluor 488, anti-Conejo Cabra Invitrogen A11034 1:1000

Tabla 1| Lista de anticuerpos primarios (1) o secundarios (2) utilizados para la realizacion de los experimentos de

inmunohistoquimica.

Las imagenes confocales fueron adquiridas con un microscopio Leica TCS SPE equipado con un lente
de inmersidn en aceite 63X. Las proyecciones por maxima intensidad fueron creadas a partir de z-stacks.
Para analizar el nimero de células en tronco encefélico, las imagenes fueron recortadas abarcando solo el
VNTB con el fin de excluir el LSO. La cuantificacién del nimero de células se realizd con imagenes

monocromo en una escala de grises en ambos canales.

3.10.  Analisis estadistico de los datos

Antes de llevar a cabo analisis estadistico alguno se determind silos datos seguian o no una distribucion
normal. Para ello se empled la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y D’Agostino-Pearson, a partir de lo
cual se aplicaron pruebas paramétricas o no paramétricas, segin correspondiese. En el caso de que el
grupo de datos cumpliera con la normalidad se utilizaron test de t de dos colas, pareadas o no pareadas.

En caso contrario, el analisis se hizo a través de pruebas de rangos de Wilcoxon para comparar entre dos
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condiciones, test de Friedman para comparar entre 3 o mas condiciones, o Kolmogorov-Smirnov para
analizar distintas frecuencias poblacionales. En todos los casos, se consideré una diferencia significativa si
el pvalor<0.05. Todos los datos fueron expresados como su valor promedio + SEM (error estandar). Excepto
que se indique lo contrario, el N reportado se refiere al nimero de CCls registradas, habiéndose registrado

siempre una célula por raton.
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4.1. Estimulacién optogenética de las fibras MOC

4.1.1. Introduccién

La sinapsis MOC-CCI ha sido muy bien caracterizada a lo largo de los afios, sin embargo, la manera
de evocar la liberacion de neurotransmisor ha sido histéricamente mediante la estimulacion eléctrica de
los axones que llegan al haz olivococlear (Gémez-Casati et al., 2005; Goutman et al., 2005; Zorrilla De San
Martin et al., 2010). Este tipo de estimulacion tiene la desventaja de que activa indiscriminadamente a
cualquier tipo de fibra que esté cercana al campo de estimulacién. Con el avance de la biotecnologia y el
descubrimiento de la ChR2, en la actualidad es posible dirigir genéticamente la expresion de esta proteina

de manera tal de estimular un Unico tipo neuronal la vez (ver Materiales y Métodos, seccion 3.1).

La canalrodopsina 2 (ChR2) es una proteina sensible a la luz encontrada en el alga Chlamydomonas
reinhardtii sp. Se trata de un canal cationico conformado por 7 pasos transmembrana, con una alta
permeabilidad al Na%*, Ca?* y H* (Nagel et al., 2003). Su expresidon heterdloga en Xenopus laevis sp. en
primera instancia, y luego en cultivos neuronales de hipocampo demostraron que es posible despolarizar
la membrana con un estimulo luminico (Boyden et al., 2005; Nagel et al., 2003). A pesar de que la proteina
tiene una cinética mas lenta que los canales dependientes de voltaje y de que ademas tiene un estado
desensibilizado, es posible tener respuestas evocadas con mucha robustez utilizando una baja frecuencia
de estimulacién (Herman et al., 2014). Para poder demostrar nuestra hipdtesis de co-transmision era de
vital importancia utilizar una herramienta que permitiera estimular selectivamente fibras con identidades

genéticas o bioquimicas bien definidas.

4.1.2. Validacidn del patrén de expresion en el modelo de animal transgénico ChAT; TdTomato

El ratdn transgénico ChATcre ha sido utilizado por multiples autores y sus patrones de expresion han
sido descriptos a nivel del sistema nervioso central y periférico (Cadenas et al., 2020; Jeong et al., 2015;
Rossi et al., 2011; Saunders et al., 2015; Wu et al., 2020; Z. Yu et al., 2020). Sin embargo, la utilizacién de
esta linea transgénica como modelo animal para estimular optogenéticamente las neuronas MOC, requeria
demostrar su especificidad en la céclea de un animal en desarrollo (P9-11). Para tal fin, se realizaron
experimentos con el animal reportero ChAT;TdTomato, el cual expresa una proteina fluorescente roja en
las neuronas colinérgicas. Se realizd una inmunomarcacién con un anticuerpo anti-ChATy con el anticuerpo
anti-TdTomato el cual se utilizé para amplificar la sefial endoégena (Figura 12). Tal como se puede observar
en la Figura 12, la marcacién del anticuerpo anti-ChAT co-localiza con la proteina reportera TdTomato,
indicando que efectivamente se logrd la expresion de Cre en las neuronas colinérgicas de la coclea, cuyo

patrén coincide con lo descripto anteriormente (Simmons et al., 1998; Whitlon & Sobkowicz, 1989).
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Figura 12| Co-localizacién del marcador colinérgico con la expresién de TdTomato en la céclea de ratones
ChAT;TdTomato (P9-11). Panel izquierdo: Inmunohistoquimica anti-ChAT con una fuerte marcacion (verde) en el haz
olivococlear que contacta a las CClsy en los terminales eferentes que contactan las CCEs de la primera fila. Panel medio:
Inmunohistoquimica anti-TdTomato expresado en las neuronas colinérgicas con una fuerte marcacion en el haz
olivococlear y asi como en la primera fila de CCEs. Panel derecho: Co-localizacién de las marcaciones anti-ChAT y anti-

TdTomato. En todos los casos la barra de escala representa 30 um.

Realizar cuantificaciones a partir de inmunomarcaciones a nivel del haz olivococlear presenta
muchos desafios, ya que se trata de una regién en la cual hay una gran densidad de fibras y de terminales
que dificultan la obtencidon de una imagen nitida. Sumado a este hecho, debemos recordar que los
terminales MOC no son los Unicos que estan estableciendo contactos sindpticos en esta zona, sino que
ademas se encuentran los terminales de las neuronas olivoclocleares laterales (LOC) las cuales también
tienen caracter colinérgico (Bulankina & Moser, 2012). Al ser imposible diferenciar entre los terminales
colinérgicos MOC y LOC en el haz olivococlear interno, decidimos dirigirnos al tronco encefalico en donde
se encuentran los somas de las neuronas MOC. Al igual que lo realizado anteriormente, se cruzo la linea de
ratones transgénicos ChATcre con la linea reportera TdTomato. Luego se diseco del cerebro, y se realizaron
cortes transversales a la altura del tronco cerebral en donde se encuentran los nucleos eferentes laterales
(LSO, nucleo olivococlear lateral) y mediales (VNTB, ntcleo ventral del cuerpo trapezoidal). Posteriormente,
se realizé una inmunomarcacion con un anticuerpo anti-ChAT y anti-TdTomato, que, como ya se indicd,
este Ultimo se utiliza para amplificar la sefial enddgena. Las neuronas MOC se identificaron en primera
instancia por su localizacién dentro del nucleo ventral de cuerpo trapezoidal o VNTB -localizado ventral al
LSO- y en segunda instancia por su morfologia multipolar con 2 a 3 dendritas principales en promedio
(Figura 13) (Brown & Levine, 2008; Cadenas et al., 2020; Simmons et al.,, 1998b; Vetter et al., 1991;
Vicencio-Jimenez et al., 2021). De manera similar a los resultados hallados en la cdclea, en el tronco
encefalico también se observé una fuerte co-localizacion de los dos marcadores. Vale la pena mencionar
que hay un porcentaje de neuronas que son ChAT+ pero no son TdTomato+, lo cual es indicativo de que la
tasa de recombinacién no es del 100% sino 56.6%, aunque desconocemos el motivo por el cual la
recombinacion no es total (Figura 13.B). No obstante, es posible afirmar que el modelo animal utilizado es

especifico para las neuronas colinérgicas, ya que no hay neuronas TdTomato+ que no sean ChAT+.
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Figura 13| Co-localizacion del marcador colinérgico con la expresion de TdTomato en el VNTB de ratones
ChAT;TdTomato. A. Diagrama ilustrativo de los principales nicleos auditivos en el tronco encefalico de ratén. LSO: Oliva
Superior Lateral; VNTB: Nucleo Ventral del Cuerpo Trapezoidal; Tz: Cuerpo Trapezoidal; py: Tracto piramidal. Adaptado
de Paxinos, George, and Keith B.J. Franklin. The mouse brain in stereotaxic coordinates: hard cover edition. Access
Online via Elsevier, 2001. B. Cuantificacion del porcentaje de células que son ChAT+;TdTomato- (total de células
colinérgicas, 100%) y las que son ChAT+;TdTomato+ (células que co-localizan ambos marcadores, 56.6%). C. Arriba de
izquierda a derecha. Inmunomarcacion de las neuronas colinérgicas con un anticuerpo anti-ChAT; inmunomarcacion
de las neuronas que expresan TdTomato con un anticuerpo anti-TdTomato; co-localizaciéon de ambos marcadores
(merge) en el VNTB. El cuadrado de linea punteada indica la region en la que se hizo “zoom”. Abajo de izquierda a

derecha. [dem arriba, pero con un mayor aumento de la zona recuadrada. D: Dorsal, M: Medial.
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4.1.3. Estimulacién optogenética de las fibras colinérgicas

Una vez corroborado el patron de expresion en los ratones ChATcre, se realizaron las cruzas
pertinentes para obtener una expresion de la ChR2 en las neuronas colinérgicas utilizando los ratones
ChAT*c:ChR2-eYFP*f es decir ratones hemicigotas tanto para el transgén de la recombinasa (cre) como
para el transgén de la ChR2. El hecho de que la ChR2 tenga fusionada una proteina fluorescente (eYFP)
permite visualizar su expresion al momento de realizar el experimento (Figura 14.A). Acorde a lo esperado,
la expresion de ChR2 recapituld el patron de expresidn de las fibras MOC a esta edad del desarrollo: en el
haz olivococlear interno y cruzando el tunel de Corti para contactar a las CCEs. Dado que la ChR2 es una
opsina sensible a la luz azul, sila misma se expresa solo en las neuronas ChATcre+, al iluminar la preparacién
aquellas fibras que se despolarizardn seran solo las colinérgicas y se podrdn obtener corrientes
postsinadpticas inhibitorias evocadas optogenéticamente (0elPSCs). Si bien su expresidon estaba localizada
correctamente, al realizarse los primeros registros en las CCl en configuracion de whole-cell patch clamp y
en las condiciones de registro empleadas (Vs=-80 mV, EK~-82 mV), se deberia ver una corriente entrante
(negativa) producto de la entrada de Ca%* y Na* principalmente por los nAChRs aSa10. Sin embargo, al
prender el LED durante 10 ms no se observé ninguna corriente. Por el contrario, al estimular eléctricamente
las mismas fibras, se obtuvieron corrientes inhibitorias postsinapticas evocadas eléctricamente (eelPSCs),
evidenciando una falla en la estimulacién optogenética (Figura 14.B,C). Debido a que la activacion del LED
por si sola fue insuficiente para evocar la liberacion de neurotransmisor, se disefiaron una serie de
experimentos combinando ambos tipos de estimulacion de manera simultdnea. En la estimulacidon
eléctrica, el experimentador puede variar la intensidad del estimulo de manera tal de ir reclutando una
mayor o una menor cantidad de fibras. Hay un punto en el que, si se disminuye lo suficiente la intensidad
del mismo, no se podra estimular ninguna fibra y por ende no se observard ninguna respuesta
electrofisioldgica. Sin embargo, si la intensidad del estimulo se aumenta levemente es posible obtener
respuestas muy pequefias, probablemente correspondientes a la estimulacién de una sola fibra. A este tipo
de estimulacion se la conoce como “estimulacion minima”. Para esta serie de experimentos, se utilizé en
una primera instancia una estimulacidn eléctrica minima a 1Hz que evocara una pequefia respuesta. Luego,
sobre ella se solapd el estimulo luminico de una manera continua durante 30 segundos. La Figura 14.D
muestra un aumento en la amplitud de la respuesta evocada al solapar ambos tipos de estimulacién (9/13
células). Finalmente, se apagd la luz y se dejo solo la estimulacion eléctrica minima nuevamente,
observandose que las amplitudes de las corrientes volvian a su estado basal. Estos experimentos, dieron la
pauta de que la estimulacién optogenética en las condiciones experimentales utilizadas no era suficiente
para evocar la liberacién del neurotransmisor. Frente a esto, se decidié incrementar la concentracién de
calcio de la solucién extracelular de 1.3 mM a 1.8 mM con el objetivo de aumentar la probabilidad de
liberacion de neurotransmisor y de este modo mejorar la fuerza de la estimulacion optogenética. Este
cambio en la concentracién de [Ca?*extracelular fue suficiente para lograr evocar por primera vez la liberacion
de ACh de los terminales MOC, Unicamente utilizando estimulacién optogenética. A pesar de la importancia
de este resultado, |la tasa de éxito del porcentaje de células que era posible estimular solo con luz era menor

al 50%. Ademas, no era posible con la aplicacién de un Unico pulso, sino que eran necesarios trenes de
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estimulacién (10 pulsos de 2 ms de duracién, 100 Hz) (Figura 14.E,G). Dado que en trabajos previos ya habia
sido reportado que la homocigosis del transgén de la ChR2 aumenta la excitabilidad de las neuronas y por
ende la probabilidad de disparos (Meng et al., 2019; O’Neill et al., 2017), decidimos realizar la retrocruza
de la colonia de ratones ChATcrexChR2-eYFP para obtener ratones ChAT;ChR2-eYFPYf (ver Materiales y
Métodos, seccién 3.1). En dichos ratones homocigotas para el transgén de la ChR2, se logré obtener una
estimulacién robusta bajo 1.8 mM de calcio extracelular, con una tasa de éxito del 70%, aplicando un
protocolo de estimulacién con un Unico pulso de luz (2 ms de duracion,0.03Hz) (Figura 14.F,G). Por tal
motivo, el resto de los experimentos realizados fueron realizados en ratones ChAT;ChR2-eYFP/ y

[Caz+]extracelular igual al.8mM.
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Figura 14 |Estimulacidén optogenética en ratones ChAT;ChR2-eYFP. A. /zquierda. Inmunohistoquimica anti-eYFP en los
animales ChAT;ChR2-eYFP. Se pueden observar las fibras colinérgicas que componen el haz olivococlear interno dentro
del cual estan los terminales MOC que contactan a la CCls, asi como las fibras MOC que cruzan el tunel de Corti para

contactar las CCEs. Derecha. Esquema ilustrativo de la localizacion de las CCls y de las CCEs. Barra de escala igual a
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30um. B. Trazos representativos de eelPSCs (trazos grises) y su trazo promedio (trazo negro). La flecha indica el
artefacto de la estimulacidn eléctrica. C. Trazos representativos de 0elPSCs (trazos grises) y trazo promedio (trazo
negro) demostrando la ausencia de corriente frente a un pulso de luz (barra celeste, 10 ms). D. Trazos representativos
promedio de los elPSCs estimulando solo eléctricamente (antes de la iluminacién: trazo gris oscuro, luego de la
iluminacién: trazo negro) y con una estimulacion eléctrica montada a la iluminacién del LED (trazo azul claro). E. Trazos
representativos de los 0elPSCs (trazos grises) y su trazo promedio (trazo negro) en un ratén hemicigota para el transgén
de la ChR2 (ChAT*cre;ChR2-eYFP*/M). Los rectdngulos celestes indican el momento en el que se aplicé el tren de
estimulacidon optogenética (10 pulsos, 2 ms de duracién, 100 Hz). F. Trazos representativos de los 0elPSCs (trazos grises)
y su trazo promedio (trazo negro) en un ratén homocigota para el transgén de la ChR2 (ChAT;ChR2-eYFP/f). El
rectangulo celeste indica el momento en el que se aplicod el pulso de estimulacién optogenética (2 ms, 0.03 Hz).
G. Porcentaje de células que responden a la estimulacion optogenética en un ratéon hemicigota para la ChR2
(ChAT*/ere: ChR2-eYFP*/f) u homocigota (ChAT;ChR2-eYFPf/). En cada barra se indica el nimero de células que

respondieron/total de células.

4.1.4. Caracterizacién de las corrientes evocadas por estimulacién eferente

Considerando que gran parte de los experimentos de esta tesis se realizaron utilizando estimulacién
optogenética de las fibras eferentes, nos parecié de particular importancia caracterizar las corrientes
obtenidas por este tipo de estimulacion y compararlas con las corrientes evocadas por estimulacién
eléctrica que han sido exhaustivamente estudiadas en nuestro laboratorio (Ballestero et al.,, 2011,
Goutman et al., 2005; Zorrilla De San Martin et al., 2010). Para esta serie de experimentos se utilizaron las
preparaciones de céclea de ratones ChAT;ChR2-eYFP™ (P9-11) y se registraron las CCl en la configuracion
whole-cell patch clamp (Vs=-80 mV, EK~-82 mV). En una primera instancia, se evocaron corrientes por
estimulacion eléctrica (50 estimulos, 100-500pA, 0.2-2ms, 1Hz). Seguidamente, en la misma célula
registrada, se evocaron corrientes por estimulacién con luz (LED 478 nm, 10 estimulos, 2ms, 0.03Hz). Las
corrientes evocadas obtenidas por los diferentes métodos de estimulacion eferente fueron analizadas y
comparadas (Figura 15). En primer lugar, se compard la probabilidad de liberacién, calculada como la
inversa del numero de fallas sindpticas sobre el total estimulos (10 pulsos de luz o 50 estimulos eléctricos).
La misma es significativamente mayor al estimular optogenéticamente (0.98 + 0.02) que al estimular
eléctricamente (0.8 + 0.05) (Figura 15.A, pvalor = 0.002, pruebas de rangos de Wilcoxon, N=13). Por otro
lado, la amplitud de las corrientes evocadas, considerando las fallas, fue medida como la diferencia entre
el pico de la respuesta y la linea de base anterior al artefacto de la estimulacion (eléctrica) o al prendido
del LED. Tal como se puede observar en la Figura 15.B, la amplitud de las 0elPSCs (139.80 + 25.41 pA) es
mayor a las eelPSCs (40.20 £ 8.68 pA) (pvalor = 0.0002, prueba de rangos de Wilcoxon, N=13). Ademas, se
estimé el tiempo de decaimiento a partir del ajuste exponencial de las respuestas realizado entre el 10-
90% entre el pico y el retorno a la linea de base. Como se muestra en la Figura 15.C, no hubo diferencias
significativas en el parametro del tgecaimiento €ntre los distintos tipos de estimulacidn (tdecaimiento eléctrica 33.13
+ 2.65 MS, tdecaimiento optogenetica (39.57 + 3.29 ms), a=0.05, test de t pareado). Esto es indicativo de que no hay

cambios en la dindmica temporal de las corrientes postsindpticas mediadas por la activacion del receptor
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09010 y la posterior apertura del canal de potasio SK2. Finalmente, se midié la latencia de la respuesta
como el tiempo que transcurre entre que se aplica el estimulo (ya sea luminico o eléctrico) y el inicio del
incremento de la corriente. Se hallé una latencia significativamente mayor al estimular optogenéticamente
(6.94 + 0.45 ms) que al estimular eléctricamente (4.26 + 0.28 ms) (pvalor=0.0024, prueba de rangos de
Wilcoxon, N=13). Los resultados hallados al medir los pardmetros de la probabilidad de liberacién, la
amplitud de la respuesta y la latencia, permiten concluir que el mecanismo subyacente mediante el cual se
evoca la liberaciéon de neurotransmisor es diferente dependiendo de si se estimula eléctricamente u
optogenéticamente. Mientras que la estimulacion eléctrica genera un potencial de accién, es probable que
la estimulacion optogenética genere sea mas bien una despolarizacion del terminal a causa de la entrada
de cationes por la ChR2. Sin embargo, independientemente de como se evoque la liberacion de
neurotransmisor, tal como veremos en la préxima seccién, lo importante es que la estimulacion

optogenética sea un método confiable para evocar la liberacién de ACh de los terminales MOC.
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Figura 15| Estimulacion optogenética vs estimulacion eléctrica. A. Promedio de la probabilidad de liberacion + SEM en
la estimulacion eléctrica u optogenética. B. Promedio de la amplitud + SEM de la respuesta en la estimulacion eléctrica
u optogenética. C. Promedio del tiempo de decaimiento de la respuesta en la estimulacion eléctrica u optogenética.
D. Promedio de la latencia = SEM al estimular eléctricamente u optogenéticamente. En todos los casos el asterisco
representa la magnitud de la significancia: **<0.005, ***<0.001, N=13. En todos los casos los puntos se corresponden

con los valores de células individuales.

4.1.5. Liberacién de ACh y activacién del receptor a9a10 a partir de la estimulaciéon optogenética de los

terminales MOC

La a-Bungarotoxina (a-Btx) ha sido descripta como un potente bloqueante de los receptores nAChRs

09a10 (Elgoyhen et al., 1994). A concentraciones nanomolares es capaz de bloquear de manera reversible
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las corrientes evocadas por estimulacion eléctrica de las fibras MOC (Elgoyhen et al., 2001; Goutman et al.,
2005). Para reconfirmar que las respuestas evocadas por luz son también mediadas por el receptor a9a10,
se evocaron corrientes por estimulacion optogenética (pulso 2ms, 0.03 Hz, Vs=-80 mV, EK~-82 mV) y se
agregd 300nM de a-Bungarotoxina en el bafio de perfusion. A esa concentracidn la toxina provocd una
disminucién del 60.71 + 4.44% de la amplitud de las 0elPSCs (Figura 16.A,C, pvaior = 0.0394, Friedman test,
N=5). Dado que el bloqueo generado por esta toxina es dosis dependiente, en una segunda serie de
experimentos se aumentd la concentracion de la droga a 1 uM y se observd un bloqueo total de la
respuesta entre los 5 a 10 minutos luego de la adicidn de la toxina al bafio (Figura 16.B). Tal como se
describid en la introduccion, la activacion de los receptores a9al0 provoca la entrada de cationes
(principalmente Ca?* y Na*) a la célula ciliada, y la consiguiente activacién de los canales de potasio
dependientes de calcio (SK2). De manera analoga a lo descripto en la bibliografia, utilizando potenciales
de sostén mas despolarizados (-40mV), lejanos del potencial de reversién del potasio (EK~-82 mV), este
acople de ambos receptores generd una respuesta bifdsica consecuencia de un Vs intermedio entre los
potenciales de reversion de los iones involucrados (Figura 16.D). Por un lado, se observa una pequefia
corriente entrante correspondiente al calcio y al sodio, y, por el otro una amplia corriente saliente
correspondiente al potasio. De este modo, estos resultados presentan una evidencia adicional que
demuestra que la estimulacién optogenética en los ratones ChAT;ChR2-eYFP" evoca un evento sinaptico
que involucra el nAChR a9a10 vy al canal SK2 de manera similar a lo descripto previamente mediante la

estimulacién eléctrica o la aplicacion exdgena de ACh (Glowatzki & Fuchs, 2000; Goutman et al., 2005).
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Figura 16| Activacion por ACh de los receptores a9a10 mediante estimulacidn optogenética. A. Trazos representativos
promedio del bloqueo parcial de las 0elPSCs con a-Btx 300nM (trazo negro). Los trazos grises corresponden al trazo
promedio previo a aplicar la droga (control) y posteriormente (lavado). B. Trazos representativos promedio del bloqueo
total con a-Btx 1uM (trazo negro). El trazo gris corresponde al trazo promedio previo a aplicar la droga (control).

C. Amplitud normalizada de la corriente en una situacién control (100%), al aplicar a-Btx 300 nM (39.29 + 4.44) y luego
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su recuperacion al momento del lavado (64.01 + 12.32). El asterisco indica la magnitud de la significancia: *<0.05.
D. Trazos representativos mostrando la reversién de la corriente de K* a -40mV. Se puede observar una pequefia
corriente entrante de calcio y sodio (cabeza de flecha) que activa los canales SK2 permitiendo la subsecuente salida de

K* fuera de la CCl.

4.1.6. Conclusiones parciales de |a estimulacidon optogenética en los ratones ChAT;ChR2-eYFP

La activacion de las fibras colinérgicas MOC mediante optogenética descripta en este capitulo brinda
una nueva opcion de estimulacién de las neuronas eferentes. A diferencia de la estimulacion eléctrica
utilizada canénicamente, este tipo de estimulacién tiene una mejora sustancial en cuanto a la especificidad
de estimulacion de un unico tipo neuronal. Gracias a esto, esta herramienta biotecnolégica podria ser
funcional para la realizacion de mas experimentos que permitan dilucidar mejor los circuitos neuronales
dentro del érgano de Corti. Por otro lado, de nuestros experimentos se desprende que probablemente el
mecanismo de liberacién de neurotransmisor difiere del evocado con estimulacion eléctrica. Este punto,
que para los fines de esta tesis no tiene mayor importancia, puede ser un factor limitante para otros
experimentadores. Dicho eso, la estimulacién por luz en los ratones ChAT;ChR2-eYFP"f logré generar una
respuesta postsinaptica con la misma cinética que las corrientes tipicamente descriptas en la bibliografia,
tanto a -80mV como a -40mV (Ballestero et al., 2011; Gomez-Casati et al., 2005; Goutman et al., 2005;
Zorrilla De San Martin et al., 2010). No solo eso, sino que de igual manera las 0elPSCs son también
parcialmente bloqueadas por a-Btx 300nM y totalmente bloqueadas por a-Btx 1uM, indicando que este
tipo de estimulacién también activa los receptores postsinapticos a9al10 (Elgoyhen et al., 1994, 2001;
Goutman et al., 2005; Verbitsky et al., 2000). De este modo, demostramos que este modelo animal puede
ser utilizado para evocar especificamente la liberacion de ACh de las fibras MOC que inervan a las CCls
transitoriamente antes del comienzo de la audicidn, activando los receptores postsinapticos a9al0 vy

subsecuentemente los canales SK2 acoplados.

4.2. Co-transmision de GABA y ACh de los terminales MOC

4.2.1. Introduccidn

Durante la década del 80 el principal candidato como neurotransmisor para la mediacién de la
sinapsis eferente olivococlear era el GABA, hecho basado mayormente en los reportes de una profusa
marcacion de este neurotransmisor en la céclea de diversas especies (Eybalin et al., 1988; Helfert et al.,
1989; Maison et al., 2003; Vetter et al., 1991; Whitlon & Sobkowicz, 1989b). Ante el descubrimiento de la
ACh como principal neurotransmisor eferente en la coclea y del receptor a9a10 y su acople con el canal
SK2 (Elgoyhen et al., 1994b, 2001; Housley & Ashmore, 1991; Oliver et al., 2000), la busqueda de la
implicancia de GABA en este sistema quedo relegada. No fue hasta la publicacién de un trabajo cientifico
por parte de Wedemeyer y colaboradores, que por primera vez se le pudo adjudicar un rol fisiolégico a
GABA (Wedemeyer et al., 2013). Experimentos realizados con agonistas (Baclofen) y antagonistas (CGP) de

los receptores metabotdpicos GABAg demostraron que GABA actUa presinapticamente sobre este tipo de

48



receptor disminuyendo la probabilidad de liberacion de ACh de los terminales MOC a través del bloqueo
de los canales de calcio de tipo P/Q (Wedemeyer et al., 2013). En este contexto, la multiplicidad de
evidencias que se han reportado sobre la presencia de GABA en el érgano de Corti, en conjunto con la
existencia de una poblacion de neuronas con identidad GABAérgica en el VNTB, y la funcién modulatoria
del GABA en la presinapsis de los terminales MOC durante el desarrollo nos llevé a hipotetizar que la
identidad de la inervacion GABAérgica podia provenir de las mismas neuronas MOC. En este escenario, las

neuronas MOC tendrian la capacidad para liberar no solo ACh, sino también de co-transmitir GABA.

4.2.2. Liberacién de GABA de los terminales colinérgicos

En un supuesto escenario de co-transmision, la estimulacion de las fibras colinérgicas no solo
liberaria ACh, sino que ademas estaria liberando GABA (Figura 17.A). Dado que no hay receptores para
GABA en las CCls (Wedemeyer et al., 2013), es imposible medir una corriente GABAérgica postsinaptica.
Sin embargo, en el escenario de que esté siendo liberado, GABA actuaria sobre la propia presinapsis,
activando los receptores GABAg e inhibiendo la liberacién de ACh. En tal caso, su efecto podria ser
potencialmente bloqueado al aplicar el antagonista de los receptores GABAg (CGP). Bajo la premisa de una
posible co-transmision de ACh y GABA, y haciendo uso de la capacidad de estimular Unicamente las fibras
colinérgicas gracias a la optogenética, se realizaron experimentos en los ratones ChAT;ChR2-eYFP™/

perfundiendo un antagonista del receptor de GABAs (CGP 36216 200 uM) en la solucion extracelular.

Los siguientes experimentos apuntan a demostrar que al estimular optogenéticamente solo las fibras
colinérgicas, también hay liberacién de GABA. En primer lugar, tal como fue descripto previamente en otros
sistemas (O’Neill et al., 2017), al activar repetidamente la ChR2 se produjo una inactivacion de la corriente
activada por luz que se evidencié como una disminucién progresiva de la fuerza sinaptica eferente (Figura
17.B). Para determinar el nivel de caida de la respuesta en funcién del tiempo, se realizaron experimentos
control en los que se registraron las CCls mientras se estimulaban optogenéticamente las fibras colinérgicas
(sin la perfusién de droga) durante un maximo de 30 minutos (pulso 2ms, 0.03 Hz, Vs=-80 mV, EK~-82 mV).
Se promediaron los valores obtenidos de todas las células punto a punto, y luego se ajustaron los valores a
una recta de la cual se obtuvo un valor de pendiente (m=-0.01406 pA/s). A partir de ese dato de pendiente
se corrigieron los valores de amplitud registrados en las células a las que se les perfundiéo CGP 200 uM, de
modo que, por ejemplo, a los 10 minutos se corrigieron las respuestas obtenidas con un factor del 30%
mas. Acorde a lo esperado, la aplicacién de CGP 200 uM generd un aumento significativo en la amplitud de
las 0elPSCs, de 19.70 + 4.52 pA en una situacion control (previo a la aplicacién de la droga) a 26.98 + 4.71

pA luego del agregado de CGP 200 uM (Figura 17.C).

Estos experimentos indican que la estimulacién optogenética de las fibras colinérgicas MOC, no solo
generd que se libere ACh sino también GABA, ya que el efecto de este Ultimo sobre la probabilidad de
liberacion de ACh pudo revertirse con la aplicacién del bloqueante de los GABAg-Rs (CGP 36216 200 uM).

En segundo lugar, al realizar los experimentos de farmacologia fue evidente la presencia de una gran
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variabilidad en el efecto de CGP 200 uM entre las células registradas, habiendo algunas en las que la
amplitud de las 0elPSCs aumentaba hasta en un 300% y otras que no tenfan ningin cambio o incluso donde
el efecto era negativo (Figura 17.D). Considerando que una CCl es contactada por multiples terminales
MOC, es posible que dicha variabilidad tenga que ver con el nimero de terminales colinérgicos dentro de
una CCl que sean modulables por CGP. En la seccién 4.4 se abordara la cuestion sobre la variabilidad aqui
descripta mediante técnicas de imagenes de calcio, que nos permiten visualizar la modulacion GABAérgica

en sinapsis Unicas.
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Figura 17| Efecto del antagonista de GABAg-R en la sinapsis MOC-CCI al estimular optogenéticamente las fibras
colinérgicas. A. Diagrama ilustrativo de los terminales MOC liberando ACh (vesiculas azules) presuntamente con GABA
(vesiculas rojas). Al estimular las neuronas colinérgicas con optogenética se liberaria ACh en conjunto con GABA de los
terminales MOC. Mientras que ACh activa los receptores postsinapticos a9a10 (en color azul) generando las oelPSCs
que se registran en las CCls, GABA actuaria presindpticamente en los receptores GABAg (en color rojo) inhibiendo la
probabilidad de liberacién de ACh por medio del bloqueo de los canales CCDV tipo P/Q (en color rosa). Al aplicar un
antagonista de los receptores GABAg, bloqueariamos el efecto inhibitorio del GABA y veriamos un aumento en la
respuesta colinérgica. B. Disminucion de la amplitud de las 0elPSCs durante la estimulacién optogenética a lo largo del
tiempo como producto del rundown de la ChR2. C. Amplitud promedio de las 0elPSCs en una condicién control (19.70
+ 4.52) o luego de la aplicacion de CGP 36216 200 uM (26.98 + 4.71) (test de t pareado, pvaor = 0.0079, N=14).

D. Histograma de la frecuencia de células en funcidn del porcentaje de efecto que generd el CGP 36216 200 uM (N=14).
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4.2.3. Validacidn del patrén de expresiéon en el modelo de animal transgénico GAD;ChR2-eYFP

Si es cierto que los terminales MOC que contactan las CCls co-transmiten GABA y ACh, la
estimulaciéon optogenética de las fibras que expresan ChR2 bajo el promotor de GAD (es decir GABAérgicas)
deberia generar respuestas colinérgicas. Para lograr este objetivo se cruzé la linea transgénica GADcre con
la linea ChR2-eYFP de manera de lograr una expresion especifica de esta canalrodopsina en las fibras
GABAérgicas. La linea transgénica GADcre ha sido utilizado ampliamente en la corteza cerebral desde su
generacion (Cabral et al., 2017; Herz et al., 2021; Taniguchi et al., 2011; Trotta et al., 2020), pero nunca en
la coclea de mamiferos. Por este motivo, y dada la importancia de la interpretacidn de estos resultados, se
corrobord la especificidad de la expresién de la ChR2 en las fibras que luego iban a ser estimuladas
optogenéticamente. Los resultados obtenidos a partir de la marcacién con anticuerpos anti-ChR2 y anti-
GAD, arrojaron que hay una gran co-localizacién de ambos marcadores y un patrdon de expresion acorde a
lo reportado para esta edad en el desarrollo (Figura 18) (Whitlon and Sobkowicz, 1989). Vale la pena
recordar que no es posible obtener una cuantificacion confiable del porcentaje de co-localizacién en las

marcaciones realizadas en el haz olivococlear interno.

ChR2-eYFP

GAD

Figura 18| Co-localizacién del marcador GABAérgico con la expresion de ChR2 en los ratones GAD;ChR2-eYFP. Panel
izquierdo: Inmunohistoquimica anti-eYFP con marcacion (verde) en el haz olivococlear que contacta a las CCls. Panel
medio: Inmunohistoquimica anti-GAD expresado en los terminales de las neuronas GABAérgicas con marcacién en el
haz olivococlear. Panel derecho: Co-localizacion de las marcaciones anti-ChR2 y anti-GAD (Merge). En todos los casos

la barra de escala representa 30 um.

Por los motivos antes mencionados de la dificultad que representa realizar marcaciones en el haz
olivococlear interno, se disefiaron experimentos para hacer inmunomarcaciones en el tronco encefalico y
poder visualizar los somas de las neuronas GABAérgicas y determinar el grado de co-localizacién con
marcadores colinérgicos. A pesar de los esfuerzos realizados, no se logré poner a punto el protocolo del
anticuerpo anti-GAD en el tronco encefalico. Como alternativa para estimar el nivel de co-localizacion, se
realizaron cruzas de ratones GADcre con ratones de la linea reportera TdTomato y se realizaron cortes
transversales a la altura del tronco encefalico en donde estan los nucleos olivococleares eferentes (LSO y
VNTB) vy se realizé una inmunomarcacién anti-TdTomato para reforzar la marca enddgena de la proteina

reportera (Figura 19). Se observé la presencia de neuronas TdTomato+ en el VNTB (en donde se encuentran
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los somas de las MOC) cuya morfologia es compatible con lo reportado: algunas pequefias y redondeadas
(12-14 um de didametro) y otras mas grandes y fusiformes (20 um de didametro) (Helfert et al., 1989; Vetter
et al.,, 1991). Se observd también células TdTomato+ en el LSO, lo cual también es coincidente con los
reportes de una poblacién de neuronas GABAérgicas en este nucleo auditivo (Helfert et al., 1989; Vetter et
al., 1991). Aunque no es posible contar con un porcentaje de recombinacién en el VNTB, se pudo observar
gue hay una gran variabilidad en el nimero de células TdTomato+ entre animales, con un minimo de 7
células, un maximo de 17 células marcadas y un promedio 11.9 + 1.5 (Figura 19.B). Es posible que parte de
esta variabilidad se deba al proceso de induccion propio de esta linea transgénica que depende de la

inyeccion intraestomacal de Tamoxifeno.

# de células

medial VNTB

Figura 19| Expresidn de TdTomato en el VNTB de ratones GAD;TdTomato. A. Diagrama ilustrativo de los principales
nudcleos auditivos en el tallo de ratén. LSO: Oliva Superior Lateral; VNTB: Nucleo Ventral del Cuerpo Trapezoidal;
Tz: Cuerpo Trapezoidal; py: Tracto piramidal. Adaptado de Paxinos, George, and Keith B.J. Franklin. The mouse brain in
stereotaxic coordinates: hard cover edition. Access Online via Elsevier, 2001. B. Cuantificacion del numero de células
que expresan TdTomato en el VNTB = SEM (11.9 + 1.5, N=6). C. /zquierda. Inmunomarcacién de las neuronas GAD

dependientes con un anticuerpo anti-TdTomato. La region delimitada con una linea continua marca la posicion del LSO,
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mientras que la regién delimitada con linea punteada marca el VNTB. Derecha. Mayor aumento mostrando la

morfologia de las neuronas TdTomato+. D: Dorsal, M: Medial.

4.2.4. Estimulacién optogenética de las fibras GABAérgicas

Una vez que se corroboro que la expresion de la ChR2 era especifica para las neuronas GABAérgicas,
se prosiguié con la realizacion de experimentos de estimulacion optogenética en la coclea. Como
mencionamos anteriormente, si la hipdtesis de co-transmisidn fuera correcta, las fibras GABAérgicas no
solo liberarian GABA sino que también ACh. Por tal motivo, se realizaron cruzas para obtener ratones
GAD;ChR2-eYFP (P9-11) y se disefiaron experimentos para estimular optogenéticamente las fibras
GABAérgicas. Al igual que con los ratones ChAT;ChR2-eYFP, con los ratones GAD;ChR2-eYFP se contd con
la posibilidad de corroborar que el patron de expresion sea coincidente para lo reportado a esta edad del
desarrollo una vez concluido el experimento (Whitlon & Sobkowicz, 1989). La localizacion de la expresion
de la ChR2 siempre estuvo restringida al haz olivococlear interno, y en algunas ocasiones en los terminales
que contactan las CCEs, tal como se puede observar en la Figura 20.A. Sin embargo, de una forma casi
idéntica a lo reportado para la estimulacion de las fibras MOC en el apartado anterior, al realizarse los
registros de whole cell patch clamp en las CCls de ratones GAD;ChR2-eYPF no se observd ningln tipo de
corriente sindptica entrante al prender el LED (10 ms, Vs=-80 mV, EK~-82 mV) (Figura 20.B). Una vez mas,
al estimular eléctricamente las mismas fibras, se obtuvieron corrientes inhibitorias postsindpticas (eelPSCs),
evidenciando una falla en la estimulacion optogenética (Figura 20.C). Este resultado bien podria deberse a
que las fibras GABAérgicas solo estan liberando GABA, sin embargo, al solapar la estimulacion optogenética
sobre una estimulacion eléctrica minima se generd un gran aumento en las amplitudes de las corrientes
evocadas en 10/24 células registradas (Figura 20.D). Dado que las Unicas neuronas que expresan ChR2 son
las neuronas GABAérgicas, este incremento en la amplitud de las corrientes postsinapticas sea el primer

indicio de co-transmisién de ACh y GABA de la sinapsis MOC-CCI.
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Figura 20| Estimulacién optogenética en los ratones GAD;ChR2-eYFP. A. Izquierda. Inmunohistoquimica anti-eYFP en
los animales GAD;ChR2-eYFP. Se pueden observar una profusa expresion de ChR2 localizada en el haz olivococlear
interno, asi como en las fibras que cruzan el tinel de Corti para contactar las CCEs. Derecha. Esquema ilustrativo de la
localizacién de las CCls y de las CCEs. Barra de escala igual a 30um. B. Trazos representativos de eelPSCs (trazos grises)
y su trazo promedio (trazo negro). La flecha indica el artefacto de la estimulacidn eléctrica. C. Trazos representativos
de 0elPSCs (trazos grises) y trazo promedio (trazo negro) demostrando la ausencia de corriente frente a un pulso de
luz (barra azul claro, 10 ms). D. Trazos representativos promedio de las elPSCs estimulando solo eléctricamente (antes
de la iluminacion: trazo gris oscuro, luego de la iluminacion: trazo negro) y con una estimulacion eléctrica montada a

lailuminacién del LED (trazo azul claro).

4.2.5. Liberacién de ACh de las fibras GABAérgicas

El incremento en la amplitud de la respuesta postsinaptica al estimular las fibras GABAérgicas
solapando el estimulo eléctrico con el estimulo luminico, nos llevé a razonar que quizas la despolarizacién
generada por la activacion de ChR2 era insuficiente para evocar la liberacion de los neurotransmisores al
igual que lo sucedido con los ratones ChAT;ChR2-eYFP. Al igual que en la Figura 14, se incrementd la
probabilidad de liberacién farmacolégicamente aumentando la concentracién de calcio de 1.3 mM a
1.8 mM. Sin embargo, este aumento de [Ca?*]extracelular NO fue suficiente para lograr evocar la liberacion de
neurotransmisor, incluso en animales homocigotas para la ChR2 (datos no mostrados). Con el fin de
aumentar aun mas la despolarizacion de los terminales GABAérgicos, se agregd 4-aminopiridina 2mM
(4-AP); un bloqueante de los canales de potasio voltaje dependientes (Kv), a la solucion extracelular. En

estas condiciones experimentales (Vs=-80 mV, EK~-82 mV), al estimular optogenéticamente las fibras
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GABAérgicas (pulso 2 ms, 0.03 Hz) se registraron corrientes postsindpticas con una amplitud y una cinética
similar a las obtenidas en los ratones ChAT;ChR2-eYFP y también a las caracterizadas previamente como
mediadas por a9al0 (ver Figura 16.A). Al aplicar a-Bungarotoxina 300 nM (a-Btx), una toxina que bloquea
los NAChRs a9a10, las 0elPSCs fueron parcialmente bloqueadas en un 82.31 + 7.24 % (Figura 21.A,C) y
fueron bloqueados completamente a una concentracion de a-Btx 1-1.5 uM, indicando que el receptor que
media las 0elPSCs en las CCls seria el nAChR a9a10 (Figura 21.B). Por ultimo, al fijar el voltaje a -40 mV vy
estimular optogenéticamente las fibras GABAérgicas se puede observar la reversion de la corriente de K* a

través del canal SK2 (Figura 21.D).
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Figura 21| Liberacién de ACh de las fibras GABAérgicas. A. Trazos representativos promedio de la respuesta evocada
al estimular las fibras GABAérgicas en una situacion control (trazo gris), al perfundir a-Bungarotoxina 300 nM (a-Btx,
trazo negro) y luego de lavar la droga (trazo gris). B. Trazos representativos de la respuesta evocada al estimular las
fibras GABAérgicas en una situacion control o luego del bloqueo con a-Bungarotoxina 1-1.5 UM (trazo negro).
C. Cuantificacién del bloqueo parcial de la respuesta colinérgica con a-Btx 300 nM (pyaior = 0,034, Friedman test, N = 4).
Los valores correspondientes a una célula estan representados con puntos y, dado que son valores pareados, estan
unidos por lineas D. Trazos representativos de la reversién de la corriente a -40 mV. En todos los casos, el rectangulo

azul indica el momento en el que se aplico el pulso de luz.

4.2.6. Comparacién de las 0elPSCs entre los animales ChAT;ChR2-eYPF y GAD;ChR2-eYFP

Los resultados descriptos hasta el momento demuestran que al estimular las fibras GABAérgicas, es
posible registrar una respuesta colinérgica en las CCls mediada por el receptor a9a10. A fin de comparar
las 0elPSCs de los ratones ChAT;ChR2-eYFP y GAD;ChR2-eYFP, se realizé un estudio mas exhaustivo de la
dindmica temporal de las respuestas evocadas. Al comparar los parametros de probabilidad de liberacion
(Pr(oelPSCs)) (ChATcre=0.98 + 0.02, GADcre=0.91 + 0.08), la amplitud (ChATcre=139.80 + 25.41 pA,
GADcre=71.37 + 31.05 pA), el tiempo de decaimiento (ChATcre=40.54 + 3.63 ms, GADcre=46.55 + 3.95 ms)
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y la latencia (ChATcre=7.62 + 0.44 ms, GADcre=7.45 + 1.34 ms) en ambos modelos transgénicos no
observamos diferencias significativas entre ellos (Figura 22). Particularmente, el hecho de que la latencia
(el tiempo que tarda en registrarse una corriente luego de la aplicacion del estimulo) no sea
significativamente diferente entre los dos modelos animales indica que no estamos ante un evento
disinaptico, es decir un evento que involucra la liberacion de neurotransmisor de una sinapsis y que activa
la liberacién de neurotransmisor en una segunda sinapsis. Si la liberacién de ACh al estimular las fibras
GABAérgicas fuera un evento disindptico, GABA excitaria los terminales MOC, los cuales ante este estimulo
liberarian ACh. Mas alld de que el efecto de GABA sobre los terminales MOC es inhibitorio y no excitatorio,
si se tratase de un evento disinaptico, la latencia de la respuesta al estimular en los animales GADcre
deberia ser mayor. De este modo, el hecho de que las latencias no sean significativamente diferentes entre
los genotipos ChATcre y GADcre es otra evidencia importante que se suma en favor a la hipotesis de

co-transmision.
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Figura 22| Parametros sindpticos de las 0elPSCs en un modelo transgénico ChAT;ChR2-eYFP/f vs GAD;ChR2-eYFP.
A. Probabilidad de liberacién (Pr(oelPSCs)) = SEM al estimular optogenéticamente en los ratones ChATcre vs GADcre.
B. Amplitud de los 0elPSCs en los ratones ChATcre vs GADcre. C. Tiempo de decaimiento de las 0elPSCs en los ratones
ChATcre vs GADcre. D. Latencia de las 0elPSCs en los ratones ChATcre vs GADcre. En ningln caso se encontraron
diferencias significativas entre los dos genotipos (ns, test de Mann Whitney, ChAT N=13, GAD N=7). En todos los casos

los puntos se corresponden con los valores de células individuales.

4.2.7. Conclusiones parciales de la estimulacién optogenética en los ratones GAD;ChR2-eYFP

La especificidad de la linea transgénica demostrada a partir de los experimentos de
inmunohistoquimica, nos permitié utilizar la linea de ratones GAD;ChR2-eYFP para estimular
inequivocamente las neuronas GABAérgicas. El aumento de la probabilidad de liberacion de los terminales,

gracias al incremento de [Ca®*]extraceluiar Y €l bloqueo parcial de los canales de potasio Kv con 4-AP, permitioé
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aumentar la probabilidad de liberacion de los terminales para efectivamente obtener corrientes
postsindpticas en las CCls. Se demostrd que las 0elPSCs en los ratones GAD;ChR2-eYFP tenian el mismo
curso temporal que las evocadas en los ratones ChAT;ChR2-eYFP, ya que no se presentaron diferencias
significativas en la probabilidad de liberacion, la amplitud, el tiempo de decaimiento o la latencia de la
respuesta. Por otro lado, se demostrd que las corrientes evocadas optogenéticamente en los ratones
GAD;ChR2-eYFP provenian Unicamente de la activacién de los receptores a9a10, tal como fue evidente por
el bloqueo parcial y total con a-Bungarotoxina 300nMy 1-1.5 uM respectivamente. A este Ultimo punto se
le suma el hecho de que al fijar el voltaje de la CCl a -40mV se observd una reversién de la corriente. Este
resultado deja en evidencia que al estimular las neuronas GABAérgicas de haz olivococlear interno, se libera
también ACh, quien activa los canales 09010 permitiendo en ingreso de Ca?*y activando asf los canales SK2
que al abrirse permiten el eflujo de K* fuera de la CCI. En resumen, la multiplicidad de evidencias aqui
presentes nos permite sacar la conclusion de que al estimular las fibras GABAérgicas estamos registrando
una corriente colinérgica, es decir que GABA esta siendo co-transmitido junto con ACh desde los terminales

MOC en la sinapsis transitoria MOC-CCI.

4.3. Co-localizacién de los marcadores colinérgicos y GABAérgicos

4.3.1. Introduccidn

Los experimentos de electrofisiologia presentan una evidencia solida a favor de la co-transmisién de
GABA y ACh de la sinapsis MOC-CCI. Un requisito indispensable para que una neurona sea capaz de liberar
dos tipos de neurotransmisores diferentes es contar con la capacidad de sintetizarlos. La enzima
responsable de sintetizar ACh es la colina acetiltransferasa o ChAT, mientras que la sintesis de GABA es
catalizada por la enzima glutamato decarboxilasa o GAD. Existen dos isoformas de GAD en los vertebrados,
GAD67 y GADG6S5, las cuales son codificadas por dos genes pardlogos GAD1 y GAD2, respectivamente
(Erlander et al., 1991). Mientras que GAD67 esta mayormente localizada en los somas de las neuronas,
GAD 65 esta principalmente concentrada en los terminales nerviosos (Erlander & Tobin, 1991). Si las
neuronas eferentes MOC estuvieran liberando GABA y ACh, entonces deberiamos encontrar neuronas que

bioguimicamente tengan la capacidad de sintetizar ambos neurotransmisores a la vez.

4.3.2. Co-localizacion de la inmunomarcacidn colinérgica y GABAérgica en el érgano de Corti

Afin de reforzar los resultados de electrofisiologia, se realizaron experimentos de inmunomarcacion
en el 6rgano de Corti y en el tronco encefélico para revelar los patrones de expresion de las neuronas
colinérgicas y GABAérgicas. Se utilizaron ratones ChAT;TdTomato (P9-11) para marcar las fibras
colinérgicas, y un anticuerpo anti GAD para marcar las neuronas GABAérgicas. Dado que la florescencia
enddgena de la proteina TdTomato se perdia en el proceso de fijacion, se realizé una incubacién con un
anticuerpo anti-TdTomato para reforzar su marca. Al realizar una co-inmunomarcacion con los anticuerpos

anti-GAD y anti-TdTomato, se observé una heterogeneidad en las marcaciones de los terminales que llegan
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a haz olivococlear durante el desarrollo. Hay una poblaciéon de terminales que es exclusivamente
colinérgica, y otra es exclusivamente GABAérgica. Sin embargo, hay una proporcion de terminales es tanto

colinérgica como GABAérgica (Figura 23.C, zoom).

Figura 23| Co-localizacién de los terminales GABAérgicos y colinérgicos en la porcién apical del érgano de Corti. A.

Marcaciéon de los terminales GABAérgicos revelados con un anticuerpo anti-GAD. Barra de escala igual a 15um. B.
Marcacién de los terminales colinérgicos revelados con un anticuerpo anti-TdTomato en un ratén ChAT;TdTomato.
Barra de escala igual a 15um. C. Co-localizacién de ambas marcaciones. Arriba a la derecha: Zoom de la region
recuadrada en la cual se pueden observar punctii puramente colinérgicos (rojos) punctii GABAérgicos (verdes) y punctii

que co-localizan ambos marcadores (amarillos, indicados con flechas).

4.3.3. Co-localizacién de neuronas GABAérgicas y colinérgicas en el VNTB

Considerando la dificultad para obtener una cuantificacién en el haz olivococlear interno, sumado al
hecho de que no hay marcadores especificos para los terminales MOC, por lo cual es imposible distinguir
en la coclea entre los terminales provenientes de las neuronas MOC vy las neuronas LOC, se realizaron
experimentos de inmunomarcacion en el tallo cerebral en donde las neuronas MOCy LOC estan segregadas
espacialmente. Tal como se ha mencionado anteriormente (Seccion 4.2.3), la inmunomarcacién con el
anticuerpo anti-GAD en el tronco encefalico no es especifica. Para solucionar este problema se utilizaron
los ratones GAD;TdTomato para reportar la presencia de neuronas GABAérgicas, las cuales fueron
reveladas con un anticuerpo anti-TdTomato. Por su parte, las neuronas colinérgicas fueron marcadas con
un anticuerpo anti-ChAT. Luego se cuantificd el numero de neuronas de cada tipo halladas en el VNTB

(Figura 24). Se observé un patréon muy similar a lo hallado en el érgano de Corti. Hay una poblacién de
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neuronas que son colinérgicas (13.06 + 0.86 células, N=6), una poblacién de neuronas que son GABAérgicas
(14 £1.01 células, N=6) y una poblacion en la cual co-localizan ambos marcadores (5.28 + 0.45 células, N=6)
(Figura 24.B). Vale la pena notar que también hay una poblacion de neuronas en el LSO que también
muestran co-localizacion de ambos neurotransmisores (Figura 24.C). Las implicancias de ello seran

discutidas posteriormente.
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Figura 24| Co-localizacién de neuronas colinérgicasy GABAérgicas en el VNTB. A. Diagrama ilustrativo de los principales

nucleos auditivos en el tronco encefalico de ratén. LSO: Oliva Superior Lateral; VNTB: Nucleo Ventral del Cuerpo
Trapezoidal; Tz: Cuerpo Trapezoidal; py: Tracto piramidal. Adaptado de Paxinos, George, and Keith B.J. Franklin. The
mouse brain in stereotaxic coordinates: hard cover edition. Access Online via Elsevier, 2001. B. NUmero de células
promedio + SEM GABAérgicas (GAD+, ChAT-), colinérgicas (GAD-, ChAT+) o que co-localizan ambos marcadores (GAD+,
ChAT+) cuantificadas en el VNTB (N=6). C. Izquierda. Inmunomarcacién de las neuronas colinérgicas (anti-ChAT, verde)
y de las neuronas GABAérgicas que expresan TdTomato bajo el promotor de GAD (ant-TdTomato) en el tronco
encefdlico. Como orientacidn se puede observar el 7™° par craneal (7N) y el LSO (linea continua). El VNTB se encuentra
medio-ventral al LSO (linea punteada). El cuadrado indica la region en la que se hizo zoom en el panel de la derecha.
Derecha. Mayor aumento de la region recuadrada en el panel izquierdo. Se pueden ver los somas de las neuronas
colinérgicas (verdes), GABAérgicas (rojas) y aquellas que co-localizan ambos marcadores (amarillas, indicadas con

flechas).
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4.3.4. Conclusiones parciales de la co-localicacidon de GAD y ChAT en el sistema olivococlear

El patron de marcacion GABAérgico y colinérgico hallado y, descripto en esta seccion sustenta los
resultados obtenidos en los experimentos de electrofisiologia, demostrando que hay al menos algunos
terminales eferentes con la maquinaria necesaria para co-transmitir GABA y ACh. Se hallé una gran
heterogeneidad en la marcacién GABAérgicay colinérgica en el 6rgano de Corti de ratones ChAT;TdTomato,
sugiriendo que hay tres poblaciones diferentes de terminales en el haz olivococlear interno: una puramente
colinérgica; una puramente GABAérgica; y una poblacién colinérgica/GABAérgica. Esta Ultima poblacién en
la cual co-localizan ambos marcadores demuestra que efectivamente existen algunos terminales con la
capacidad de sintetizar ambos neurotransmisores. Para responder a la pregunta de si esos terminales eran
provenientes de las neuronas LOC o MOC, se realizaron inmunomarcaciones anti-ChAT y anti-TdTomato en
el tronco encefalico de ratones GAD;TdTomato. Los resultados obtenidos coinciden con el patréon de
inmunomarcacion hallado en la céclea, ya que se encontraron somas puramente colinérgicos, puramente
GABAérgicos o colinérgicos/GABAérgicos. A diferencia de lo reportado en ratas adultas, en donde hay una
poblacion neuronal puramente colinérgica, y por otro hay una poblacién puramente GABAérgica (Vetter et
al., 1991), nuestros resultados indican que durante el desarrollo ademas de estas poblaciones neuronales
hay una poblacion de neuronas en el VNTB donde la expresion de GAD y ChAT co-localiza. De esta manera,
los resultados obtenidos a partir de la inmunomarcacién de marcadores colinérgicos y GABAérgicos, tanto
en el haz interno olivococlear como en el VNTB, van a favor de la hipdtesis de co-transmisién de GABA y

ACh de las neuronas MOC.

4.4, Modulacién diferencial de los sitios de liberacién de ACh mediada por GABA

4.4.1. Introduccién

Los circuitos neuronales tienen multiples instancias de regulacion, las cuales tienen que estar
finamente orquestadas para lograr un correcto procesamiento de la informacién. Como hemos visto, una
forma de regulacidon durante el desarrollo postnatal es la modulacion GABAérgica sobre la sinapsis
MOC-CCI, la cual altera la probabilidad de liberacion de ACh de los terminales MOC. Los experimentos de
las secciones anteriores indican que GABA es co-transmitido con ACh. Sin embargo, los experimentos de
inmunohistoquimica demostraron la existencia de una segregacion espacial de los neurotransmisores en:
(1) terminales GABAérgicos; (2) terminales colinérgicos; (3) terminales mixtos GABAérgicos/colinérgicos.
Por un lado, dicha segregacion nos hizo preguntar si la modulacién GABAérgica era o no similar en
diferentes terminales MOC. Por otro lado, nos preguntamos si la heterogeneidad hallada a nivel celular en
los experimentos de farmacologia de CGP en los ratones ChAT;ChR2-eYFP"f podria deberse a diferencias

en el grado de modulacion de cada sinapsis de manera independiente.

Durante el desarrollo, multiples fibras eferentes contactan a una misma CCI. En un trabajo previo del
laboratorio se observd que cambiando la intensidad del estimulo eléctrico se podian reclutar distinta

cantidad de fibras eferentes y generar respuestas sinapticas de diferente amplitud (Moglie et al., 2018).
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Cuanto mayor era la intensidad del estimulo extracelular, mayor la amplitud de la eelPSC. En ese mismo
trabajo, utilizando técnicas de imagenes de calcio combinado con los registros electrofisiolégicos fue
posible detectar la entrada de Ca?* por los receptores nAChRs a9a 10 en sitios discretos del citoplasma
celular, que corresponderian a contactos sinapticos eferentes Unicos. Ademas, Moglie y colaboradores,
observaron que al estimular las fibras eferentes era posible detectar multiples sitios de entrada de calcio
en una CCl, entre 2 y 3 por célula, con un promedio de 2.6 + 0.2 (Moglie et al., 2018). El analisis de la
secuencia de imagenes de una CCl durante la estimulacién eléctrica permitié estimar la probabilidad de
liberacion individual y de la magnitud del ingreso de Ca?* en cada sitio (Moglie et al., 2018). Esto hace a la
técnica de adquisicion de imagenes de Ca?* un recurso invalorable a la hora de investigar cémo es la

modulacién de GABA en la sinapsis MOC-CCI.

De este modo, con la hipdtesis de que el origen de la heterogeneidad observada en los experimentos
de farmacologia provendria de la modulacién diferencial de GABA sobre los terminales MOC, decidimos

realizar una serie de experimentos para estudiar la modulacion GABAérgica a nivel de sinapsis individuales.

4.4.2. Aproximacién mediante registros de sefiales de calcio a la modulacién GABAérgica de la sinapsis

MOC-CCI

Los experimentos de Wedemeyer y colaboradores, demostraron que la aplicacion de CGP aumenta
globalmente la probabilidad de liberacién de las sinapsis MOC (Wedemeyer et al., 2013). Sin embargo,
mediante este tipo de registros electrofisioldgicos es imposible saber cudl es la contribucion de cada
sinapsis sobre ese aumento global. Haciendo uso de la técnica de imagenes de calcio en las CCls puesta a
punto por Moglie y colaboradores, se realizaron experimentos para registrar el influjo de calcio por el canal
09a10 en presencia o en ausencia del antagonista del receptor de GABAg (CGP) (Moglie et al., 2018). La
Figura 25.A esquematiza la aproximacion experimental utilizada, en la cual se estimulan eléctricamente los
axones MOC mientras se hacen registros electrofisioldgicos y de sefiales de calcio simultdneamente en una
CCI. Brevemente, este tipo de experimentos consiste en realizar whole-cell patch clamp con una pipeta de
registro cargada con un indicador de calcio de alta afinidad (Fluo-4, 400uM) mientras se estimulan
eléctricamente los terminales eferentes para evocar la liberacion de ACh. Luego de seleccionar
cuidadosamente un plano focal cercano a la parte basal de la CCl, en donde se encuentra la mayor densidad
de terminales sindpticos eferentes (Roux et al., 2011), se aplicé un protocolo de estimulacién eléctrica para
evocar la liberacion de ACh y permitir asi el ingreso de calcio por los receptores a9a10 (Vs = -120 mV, 30
repeticiones, 0.2 Hz, 100-500 pA, 0.2-2 ms). Mientras se aplicé dicho protocolo, se iluminé al mismo tiempo
la preparacion con un LED azul para excitar al indicador Fluo-4. Tal como se puede observar en el panel B
de la Figura 25, cuando la estimulacién eléctrica genera la liberacion de ACh (punta de flecha) y la activacién
de los receptores a9a10, se observa un incremento en la fluorescencia del indicador de calcio que luego
retorna levemente a su condicién basal acorde transcurre el tiempo. Dado que el incremento de la sefial

de calcio estd restringido en el espacio citoplasmatico, es posible asumir que ese sitio de entrada de calcio
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es una buena aproximacién a una Unica sinapsis eferente. Se obtuvieron una secuencia de imagenes de la
base de cada CCl antes y después del estimulo eléctrico. Para analizar estas imagenes se trazaron 24
regiones de interés concéntricas formando un circulo que cubria toda la seccién 6ptica de la CCl (ver
Materiales y Métodos, seccién 3.5). En cada una de esas regiones se calculd la diferencia entre la intensidad
de la fluorescencia final y la fluorescencia basal previa al estimulo eléctrico ([AF]). Aquellos ROls en los que
se detectaron cambios en el AF de manera consistente fueron denominados hotspots. De esta manera fue
posible tener un correlato entre las corrientes postsinapticas evocadas y los cambios en la intensidad de
fluorescencia del indicador (Figura 25.C). En el panel superior de la Figura 25.C, se pueden observar tres
trazos representativos correspondientes a tres repeticiones de la estimulacidn eléctrica. En los tres casos
se observa una corriente postsinaptica global la cual es producto de la contribucién de multiples contactos
eferentes. Muchos de esos contactos eferentes estan localizados fuera del plano focal, pero algunos de
ellos no, y por ende pueden ser identificados y registrados. En el panel inferior de la Figura 25.C, se pueden
observar los trazos representativos de correspondientes a tres hotspots distribuidos en la seccion dptica
de la CCl registrada. Asi, en el panel inferior C.a, se pude observar que se activaron dos de los tres hotspots
registrados (trazos verde y naranja) al aplicar un Unico estimulo eléctrico. El tercer hotspot fallé en liberar
neurotransmisor, lo cual se pude evidenciar por la ausencia en el incremento de la amplitud de la
fluorescencia (Figura 25.C.a, trazo magenta). Al repetir una vez mas la estimulacion, solo se activd uno de
los tres, mientras que en los otros dos se registraron fallas (Figura 25.C.b). En una tercera ronda de
estimulacién, se puede observar que se activaron los tres hotspots registrados (Figura 25.C.c). En resumen,
al estimular eléctricamente las fibras MOC se puede registrar una corriente global producto de la activacién
estocdstica de uno o mas de los terminales que la contactan. Mediante los registros de iméagenes de calcio
es posible registrar una subpoblacion de esos terminales y hacer un seguimiento de ellos en el tiempo. De
manera analoga a los registros de electrofisiologia, a partir del registro de las sefiales de calcio es posible
obtener valores de la amplitud de la fluorescencia asi como la probabilidad de registrar un evento

(Pr(evento Ca?*)), lo cual es una aproximacion a la probabilidad de liberacién de una sinapsis Unica.
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Figura 25| Correlato de las respuestas electrofisioldgicas con los registros de las sefiales de Ca2* en las CCls. A. Diagrama
ilustrativo de la configuracion bajo la cual se hacen los experimentos de registros de las sefiales de calcio. La pipeta de
registro no solo permite registrar las corrientes evocadas, sino que también contiene el indicador de calcio (Fluo-4) con
el cual se dializara la CCl. Antes de empezar a adquirir las imagenes, se selecciona un plano focal generalmente
localizado en la parte basal de la CCl (rectdngulo de linea punteada). Las fibras eferentes son estimuladas
eléctricamente, algunos de los multiples terminales que contactan las MOC liberard ACh, lo cual activara el receptor
a9a10 dando como resultado un aumento en la fluorescencia del indicador (azul: receptor a9a10; verde canal SK2,
rosa: recepto GABAg). B. Secuencia temporal de imagenes de una CCl dializada con solucién intracelular conteniendo
Fluo-4 durante un protocolo de estimulacidn eferente. La punta de flecha negra indica el momento en el que el pulso
eléctrico fue aplicado. La linea punteada en cada imagen representa el borde exterior de la célula ciliada. La regién de
interés (ROI) analizada esta definida por la seccion en verde en la primera imagen. C.a,b,c. Panel superior. Trazos
representativos de tres repeticiones del estimulo eléctrico que produjeron la activacion de corrientes sinapticas
(eelPSCs). Panel inferior. Aumento de la sefial de fluorescencia en diferentes ROIs (puntas de flecha verdes, violetas y
naranjas) producto de la estimulacién eléctrica. La ubicacion radial de cada ROI se ilustra en el diagrama circular, y las
puntas de flecha indican aquellos ROIs en los que se considerd que habia un incremento en la fluorescencia (evento de

Ca%).
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Con el objetivo de tener una mejor comprension de la modulacién GABAérgica sobre las multiples
sinapsis MOC-CCI, se combind la técnica de adquisiciéon de imagenes de calcio con experimentos de
farmacologia. En primera instancia, a fin de evaluar si los registros de imagenes de calcio lograban replicar
los resultados electrofisiolégicos obtenidos al aplicar CGP, se promediaron los valores de amplitud y de
probabilidad de todos los hotspots que hubiera dentro de una misma CCIl. De manera similar a lo reportado
por Moglie y colaboradores., se registraron en promedio 2.38 + 0.77 hotspots por cada CCl (Moglie et al.,
2018). Al perfundir el antagonista de los receptores GABAg (CGP 100-200 uM), se registré un aumento en
la amplitud promedio de los eelPSC (incluyendo las fallas) (80.74 + 14.26 pA) en relacién al control (56.02
+9.20 pA) (test de t pareado, pvalor = 0.0083, Figura 26.A,B), tal como ha sido reportado (Wedemeyer et al.
2013). Tal aumento no se debe a que las corrientes en si sean mas grandes (control =99.86 + 7.78 pA, CGP
=107.00 + 11.24 pA, test de t pareado, ns, Figura 26.C), sino a que la probabilidad de liberacion aumenté
significativamente (Pr(eelPSC)control = 0.53 = 0.06; Pr(eelPSC)cep = 0.69 = 0.07; test de t pareado,
pvalor<0.0001, Figura 26.D). Andlogamente, se detecté un aumento en la amplitud promedio por CCl de las
sefiales de calcio calculada con fallas al perfundir CGP 100-200uM (2.66 + 0.46 UA) con respecto al control
(1.47 £ 0.24 UA) (test de t pareado, pvaior= 0.0061, Figura 26.E,F). Una vez mas, este aumento en la amplitud
de fluorescencia promedio de las sefiales de calcio se debe a un aumento en la probabilidad de liberacién
de los terminales (Pr(eventos Ca?*)control = 0.11 + 0.01; Pr(eventos Ca%*)cer = 0.21 + 0.04, test de t pareado,
pvalor = 0.0144, Figura 26.H), ya que la amplitud de los eventos calculada sin fallas no presenta diferencias
significativas (control = 11.81 + 1.27 UA, CGP = 11.63 + 1.55 UA, prueba de rangos de Wilcoxon, ns, Figura
26.G). Es importante notar como la probabilidad de detectar un evento de calcio en promedio es menor a
la probabilidad de liberacién hallada en los registros electrofisioldgicos. Esto se debe a que individualmente
cada sitio tiene una baja probabilidad de liberacién, pero dado a que una CCl estd inervada por multiples
sitios, la probabilidad de que en el global alguno de ellos responda y se registre un evento, es mayor. De
este modo, esta primera serie de resultados nos permite concluir que los registros de sefiales de calcio son
capaces de reproducir de manera fidedigna los resultados obtenidos con los registros electrofisioldgicos.
Por otro lado, al igual en que los experimentos de farmacologia y estimulacidon eléctrica de las fibras
colinérgicas, si bien en promedio el CGP genera un aumento de la amplitud (con fallas) de corriente o de la
fluorescencia, se continla observando una gran heterogeneidad en el efecto que tiene sobre las distintas
CCls (notar que en la Figura 26.B,F hay células que aumentan su amplitud, pero hay otras que no cambian

o que incluso disminuyen).
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Figura 26. El antagonista de los receptores GABAg (CGP) genera un aumento global de la probabilidad de liberacion de
los terminales MOC. A. Trazos representativos de las eelPSCs en el control (panel superior) o luego de la aplicacién de
CGP 100uM (panel inferior). B. Amplitud promedio calculada con fallas = SEM de los eelPSCs en una situacién control
o luego de la aplicacion de CGP 100-200 uM. En este y en los siguientes graficos, los puntos representan los valores
provenientes de una célula antes o después de la aplicacién de CGP. C. Amplitud promedio calculada sin fallas + SEM
de los eelPSC en una situacion control o luego de la aplicacién de CGP 100-200 uM. D. Probabilidad de liberacidn de
las corrientes evocadas (Pr(eelPSCs)) + SEM en una situacion control o luego de la aplicacion de CGP 100-200 puM.
E. Trazos representativos de las sefiales de calcio en un ROI particular en el control (panel superior) o luego de la
aplicacién de CGP 100 uM (panel inferior). F. Amplitud promedio calculada con fallas de las sefiales de calcio + SEM
dentro de una célula en una situacion control o luego de la aplicacion de CGP 100-200 pM. G. Amplitud promedio
calculada sin fallas de las sefiales de calcio + SEM dentro de una célula en una situacion control o luego de la aplicacion
de CGP 100-200 uM. H. Probabilidad de deteccién de un evento de Ca?* (Pr(evento Ca?*)) + SEM dentro de una célula
en una situacion control o luego de aplicacion de CGP 100-200 uM . En todos los casos el asterisco indica la magnitud

de la diferencia. N=12 células.

4.4.3. Modulacion GABAérgica de la sinapsis MOC-CCI en una subpoblacién de terminales colinérgicos

El analisis previo confirma el efecto de CGP sobre la actividad sinaptica global tal como en el trabajo
de Wedemeyer y colaboradores, y ademas confirma que los registros de imdgenes de calcio pueden
utilizarse de manera analoga para evidenciar el efecto de la droga a través de la medicion de sitios
sinapticos Unicos (Wedemeyer et al., 2013). No obstante, alin resta responder a la pregunta original acerca
de la heterogeneidad en la modulacién GABAérgica sobre cada sinapsis. Para ello, se analizaron los datos

obtenidos en la seccién anterior, pero ahora haciendo foco en hacer un seguimiento de cada hotspot antes
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o después de la aplicacion de CGP 100-200 puM. En la Figura 27.A se pueden observar cinco imagenes
representativas del aumento transitorio de calcio al momento del pico (como consecuencia de una
estimulacidn exitosa) en una situacion control, o luego de la aplicacién de CGP. Si se compara en cada par
de imagenes (antes o después de la aplicacion de CGP) el ROl indicado con una punta de flecha azul, se
puede observar que en ese sitio aumenta la probabilidad de detectar un evento. De este modo, en una
misma CCl se pueden registrar multiples hotspots al mismo tiempo, y hacer un seguimiento temporal de
ellos tal como se muestra en la Figura 27 (punta de flecha azul; punta de flecha magenta; punta de flecha
verde). En la Figura 27.B se muestran registros de las amplitudes de las eelPSCs en una célula representativa
(30 repeticiones control, 60 repeticiones CGP 35348 100 uM, 90 repeticiones lavado). También se
registraron las amplitudes de AF en tres ROls (hotspots) seleccionados de esa misma célula (Figura 27.C-E).
Tal como se puede observar, al aplicar CGP 35348 100 uM, aumenté la amplitud de los elPSCs vy
disminuyeron las fallas (ceros), efecto que se revirtio al “lavar” el CGP perfundiendo solucién extracelular.
Esta misma dindmica temporal se replicd al observar las sefiales de calcio evocadas luego de la estimulacion
eléctrica, ya que al aplicar CGP 100 uM aumentd la frecuencia de eventos en los tres hotspots analizados
(Figura 27.C-E). De este modo, la Figura 27 ilustra cémo es posible desglosar el efecto de CGP en sinapsis

Unicas y evaluar la modulacién GABAérgica en cada una de ellas.
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Figura 27| Curso temporal de las sefiales de calcio tras la aplicacién de un antagonista de los receptores GABAGg.
A. Imagenes pseudocoloreadas tomadas al pico de la sefial de calcio luego de estimular eléctricamente los terminales
MOC en condiciones control (arriba) o luego de la aplicacién del antagonista de los receptores GABAg (abajo, CGP
35348 100 uM). Se muestran 5 casos representativos de un total de 30. La posicidn de la célula ciliada esta delimitada
por lalinea punteada, y se muestran las regiones de interés (ROls) analizados para 3 sitios de entrada de calcio indicados
con tridngulos de color azul, magenta y verde. B,C,D,E. Curso temporal de las amplitudes de las corrientes eléctricas
(B) y de las sefiales de calcio en los tres ROls indicados en A (C,D,E). La barra negra indica el momento durante el cual

se aplicé CGP 35348 100 uM.

Al analizar el curso temporal de los distintos hotspots dentro de una misma CCl, se hizo evidente que
no todos respondian de igual manera ante la aplicacién de CGP. La Figura 28.A ejemplifica los resultados
hallados en tres células representativas, donde cada par de puntos unidos es un hotspot antes o después

de la perfusién de CGP. Se puede observar que en una misma CCl se encontraron sitios que no muestran
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cambios en la amplitud de fluorescencia (calculada con fallas), o incluso que su amplitud disminuye

levemente tras la aplicacion de CGP 100-200 uM; mientras que en otros sitios se observé un aumento.

Para poder evaluar la significancia de esta heterogeneidad en la dinamica de las sefiales de calcio con
CGP, se realizaron experimentos control que consistieron en medir repetidamente la amplitud de las
sefiales de calcio y su probabilidad de aparicién (Pr(evento Ca2+)) en cada hotspot (Vs=-120 mV, 0.2 Hz,
200-500 pA, 0.2-2 ms) (Figura 28). Se aplicd el mismo protocolo de estimulacion, primero bajo la perfusion
de solucién extracelular (Control, 30 estimulos eléctricos), luego se esperaron 2 minutosy se volvid a aplicar
el protocolo de estimulacion (Control’, 60 6 90 estimulos eléctricos) siempre perfundiendo solucién
extracelular. Se promediaron los valores de amplitud (con fallas) de todos los hotspots presentes dentro de
una misma célula. Luego, se compararon dichos valores entre dos ventanas de tiempo analogas a las
utilizadas durante el experimento de CGP (Control versus Control’). Tal como se puede observar en la Figura
28.B no se observaron diferencias significativas en las amplitudes de las sefiales de calcio calculadas con
fallas de las células control (Control = 0.70 + 0.17 UA; Control’,1.04 + 0.24 UA, ns, test de t pareado, N=12).
Los valores maximos de diferencias en la amplitud de fluorescencia observada en los hotspots control fue
de 1.20 UA por encima de su valor original, y 0.67 UA por debajo de su valor original (Figura 28.D, puntos

negros).

En la Figura 28.C, se muestra un histograma de frecuencias de la probabilidad de detectar un evento
de Ca?* en todos los hotspots registrados en una situacién control (Control’) o al aplicar CGP 100-200 uM.
Acorde a lo esperado, al bloquear los receptores GABAg, se observa un cambio en distribucién de
frecuencias de las Pr(evento Ca?*) de los diferentes hotspots con respecto al control (Kolmogorov-Smirnov,
Pvalor = 0.0348, Ncontror = 12 hotspots, Ncep= 31 hotspots). Al aplicar CGP 100-200 uM, hay una mayor
frecuencia de aparicién de hotspots con una alta Pr(eventos Ca?*). No obstante, en estas condiciones
farmacoldgicas también es frecuente encontrar hotspots con probabilidades de liberacion similares a los
controles. A fin de establecer una linea de corte objetiva y asi evaluar cudles de esos hotspots eran
modulados positivamente por CGP, se desarroll6 el siguiente criterio. Se calculd la variabilidad dentro de
cada hotspot de los experimentos control como el desvio estandar de la diferencia en la amplitud (A
Amplitud Control = Amplitud Control’ — Amplitud Control) y se establecié un factor umbral como 2 x SD a
partir del cual se considerd que un hotspot era modulado por CGP solo si superaba dicho valor, y como no
modulado a si el cambio era por debajo de ese valor. Es importante aclarar que criterios similares han sido
utilizados en nuestro grupo para determinar la presencia de eventos sinapticos o de transientes de calcio
en condiciones experimentales similares a las actuales (Ballestero et al., 2011; Kearney et al., 2019; Moglie
et al.,, 2018; Vattino et al., 2020). De las 12 CCls a las que se les aplicd CGP, se encontraron 5 células en las
cuales ninguno de sus hotspots superaron el umbral; 2 células en las que todos sus hotspots superaron el
umbral; y 5 células en las que registraron hotspots que superaron el umbral, asi como otros que no lo
hicieron (Figura 28.D, CGP, la linea punteada indica el factor umbral). Por el contrario, ninguna de las células
control (sin CGP) superd el factor umbral (Figura 28.D, Control’), lo cual indica que el criterio utilizado fue

efectivo. Este analisis demuestra que existe variabilidad en la sensibilidad al CGP entre los distintos
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hotspots, y que incluso dentro de una misma CCI existen sitios de entrada a calcio que muestran un

aumento en su probabilidad de activacién y otros que no.

Con el objetivo de evaluar si la heterogeneidad en el efecto de CGP sobre los hotspots lograba explicar
la heterogeneidad a nivel celular que ya hemos descripto, se graficé el grado de efecto de CGP en los
registros de electrofisiologia versus el grado de efecto en los registros de imagenes de calcio. El efecto de
CGP fue calculado como como la variacion entre la amplitud de las eelPSCs o de las sefiales de calcio antes
o después de aplicar CGP en la misma célula. Se observd que las células en las que se registraba un mayor
efecto de CGP a nivel de corrientes, estaban compuestas por hotspots en los cuales CGP también habia
hecho un gran efecto (Figura 28.E). Por el contrario, en aquellas células en las que no se observé un
aumento de la amplitud de las corrientes al aplicar CGP, estaban compuestas por hotspots en los cuales
CGP tampoco tenia un gran efecto. Aquellas células en las cuales se hallaron sitios que respondian a la
aplicacion y sitios que no, mostraron tener un efecto intermedio en el aumento de las corrientes ante la
aplicacion de CGP. Es decir que el grado de modulacion GABAérgica neto que sufre una CCl estd
positivamente correlacionado con el grado de modulacion que presenta cada uno de sus contactos
sindpticos. De esta manera, tal como habia sido hipotetizado, la variabilidad encontrada en porcentaje de
efecto del CGP dentro de una CCl en los experimentos de optogenética (ver Resultados, seccién 4.2.2)

efectivamente se corresponde con una variabilidad en la modulacién de los terminales que la contactan.
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Figura 28| Modulacidn diferencial por GABA en los multiples terminales MOC que contactan una CCl. A. Tres células
representativas mostrando la amplitud (con fallas) de las sefiales de calcio por hotspot dentro de una CCl en
condiciones control o luego de la aplicacion de CGP 100-200 uM. Cada punto representa un hotspot. B. Amplitud
promedio (con fallas) + SEM de eventos de Ca?* en condiciones control (Control) o luego de la perfusién de solucion

extracelular (Control’). Cada valor es el promedio de todos los hotspots registrados en una CCl (N=12 células).
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C. Histograma de frecuencia en funcién de la probabilidad de detectar un evento de Ca?* (por hotspot) en una situacion
control (Control’) o bajo el efecto de CGP 100-200 uM (CGP). D. Delta de la amplitud de las sefiales de Ca%* en cada
uno de los hotspots dentro de una misma CCl a las que se les aplicé CGP (amplitud CGP —amplitud control, cada punto
representa un hotspot, cada color indica una célula) o de los hotspots de las CCls de los experimentos control (amplitud
Control” —amplitud Control, puntos negros). La linea punteada indica la linea de corte (1.37 UA). Bajo este criterio, 5
células no aumentan la amplitud de las sefales de calcio luego de la aplicacion de CGP 100-200 uM en ninguno de sus
hotspots (Células #1,3,6,8 y 10); 2 células aumentan la amplitud de las sefiales de calcio luego de la aplicacién de CGP
100-200 uM en todos sus hotspots (Células #2 y #12); y 5 células tienen una poblacién de hotspots que aumentan la
amplitud de sus sefiales de calcio y una poblacion de células que no lo hace (Células #4,5,7,9 y 11). Ninguna de las
células control superé el criterio umbral. E. Correlacidn en la diferencia de la amplitud de los eelPSCs (amplitud CGP —
amplitud control) versus la diferencia de la amplitud de las sefiales de Ca2* (amplitud CGP — amplitud control) bajo el

efecto de CGP 100-200 uM.

4.4.4. Conclusiones parciales de la heterogeneidad de la modulacion GABAérgica sobre la sinapsis

MOC-CCI

La combinacion de los experimentos de farmacologia con los registros de las sefiales de calcio en las
CCl permitio tener un mejor entendimiento de la modulacién GABAérgica de los terminales MOC durante
el desarrollo. En primer lugar, se demostré que los resultados obtenidos a partir del registro de las sefiales
de calcio al aplicar CGP reprodujeron los resultados obtenidos con los registros electrofisiolégicos, tanto
en esta tesis como los previamente reportados (Wedemeyer et al., 2013). Tal como ha sido demostrado
por Moglie y colaboradores, debido al confinamiento espacial que presentan las sefiales de calcio es posible
discriminar entre los distintos sitios de entrada de calcio de manera tal de realizar una aproximacion
metodoldgica en la cual un hotspot puede ser considerado como una sinapsis Unica (Moglie et al., 2018).
Al realizar una diseccidon mas fina de la modulacion mediada por GABA e investigar su mecanismo de accién,
se encontré que habia un efecto heterogéneo por parte de CGP sobre los distintos terminales. Los mismos
fueron seguidos a lo largo del tiempo y se evaluaron los efectos de la perfusion de CGP 100-200 uM en
cada uno de ellos. A partir del establecimiento de un factor umbral fue posible separar a los hotspots en
poblaciones en las cuales aumentaba la probabilidad de detectar un evento de Ca?* al bloquear los
GABAg-Rs y poblaciones que no, lo cual demuestra que existen poblaciones de terminales que son
diferencialmente moduladas por GABA incluso dentro de una misma CCl. Esta variabilidad recapitula la
observacion de la heterogeneidad de la marcacion en los terminales del haz olivococlear interno, asi como
la variabilidad en el porcentaje de efecto de CGP en las diferentes CCls. Finalmente, se pudo observar que
las células que en las cuales mas efecto genera el CGP correlacionan con la presencia de terminales

modulables por CGP, y viceversa en las que menos efecto genera.

70



Discusion

71



A lo largo del desarrollo de esta tesis nos hemos adentrado en el rol modulatorio de GABA sobre
la sinapsis MOC-CCI. Esta sinapsis transitoria, aunque de corta duracion, es critica para el correcto
desarrollo del sistema auditivo de mamiferos. Numerosos trabajos cientificos han demostrado la
importancia del sistema eferente medial olivococlear durante el desarrollo, para el correcto
establecimiento de las vias auditivas (Boero et al., 2018; Clause et al., 2014, 2017; Di Guilmi et al., 2019;
Johnson et al., 2013; Taranda et al., 2009; Vetter et al., 1999). Los ratones adultos que carecen de la
subunidad a9 del nAChR a9a10, es decir que carecen de un sistema medial olivococlear funcional, fallan
en la supresion de las respuestas cocleares durante la estimulacion eferente (Vetter et al., 1999), y
presentan una inmadurez en el sistema de liberacidén en la sinapsis en cinta presente entre CCls y las
neuronas aferentes del ganglio espiral (Johnson et al., 2013). Mas aun, el refinamiento de la via inhibitoria
aferente que contacta el Nucleo Olivococlear Lateral (LSO) estd modificado en estos animales resultando
en una organizacion tonotdpica alterada de este nucleo cuya funcién es localizar la fuente de sonido (Clause
et al., 2017). Por el contrario, un sistema olivococlear exacerbado a raiz de una ganancia de funcién de la
subunidad a9 del nAChR a9a10, prolonga la inhibicidon coclear y aumenta la proteccion ante el trauma
acustico (Boero et al., 2018; Taranda et al., 2009). A su vez, la sobreestimulacién del sistema eferente
olivococlear también genera la pérdida de la tonotopia del Nucleo Medial del Cuerpo Trapezoidal (MNTB)
(Di Guilmi et al., 2019). Es, entonces, de vital importancia que la inhibicion producida por el sistema medial
olivococlear sobre las CCl esté finamente regulada, ya que tanto la ausencia como el aumento en su funciéon

producen una maduracion incorrecta del sistema auditivo de mamiferos.

En este contexto, la neuromodulacion de la sinapsis MOC-CCI cobra una profunda relevancia.
Ademas de la modulacion GABAérgica sobre la cual se ha hecho referencia en este trabajo, es importante
mencionar que también existe un rol modulatorio sobre los terminales MOC por parte del glutamato (Ye
et al., 2017), ACh (Maison et al., 2010) y 6xido nitrico (Kong et al., 2013). Al igual que GABA, se cree que
dichos neurotransmisores estan implicados en el correcto desarrollo tanto de los circuitos ascendentes
como los descendentes (Kitcher et al., 2022). La presencia de GABA en la céclea ha sido reportada en
multiples especies y, durante un tiempo, este neurotransmisor fue propuesto como el principal mediador
inhibitorio del sistema eferente olivococlear (Eybalin et al., 1988; Helfert et al., 1989; Maison et al., 2003;
Schrott-Fischer et al., 2007; Vetter et al.,, 1991; Whitlon & Sobkowicz, 1989b). Sin embargo, pese a los
esfuerzos por otorgarle un rol fisiolégico a GABA en el sistema auditivo periférico, las evidencias eran
contradictorias. Por un lado, registros de whole-cell patch clamp en las CCEs de la porcién apical de la coclea
de cobayos adultos, mostraron que GABA induce una hiperpolarizacion dosis dependiente (Gitter & Zenner,
1992), posiblemente mediada por receptores del tipo GABAA (Kempf et al., 1994; Sziklai et al., 1996). Por
otro lado, experimentos de electrofisiologia en los cuales agregaban picrotoxina o estricnina (bloqueantes
de los GABAA-R), no alteraban las respuestas del nervio coclear ante la aplicacion de GABA. Sumado a esto,
un blogueante de la enzima que sintetiza GABA, la tiosemicarbazida, no suprimia el efecto de estimulacion
del haz olivococlear, indicando que GABA no era el neurotransmisor inhibitorio del sistema eferente
olivococlear (Bobbins & Guth, 1970). Si bien actualmente es sabido que la ACh es el principal

neurotransmisor eferente, mediando la inhibicion de las CCls gracias al acople funcional del canal SK2
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(Elgoyhen et al., 1994, 2001; Goutman et al., 2015b; Oliver et al., 2000), durante mucho tiempo se asocié
dicha inhibicidon con GABA y se tratd de buscarle un rol fisioldgico. A pesar de que la aplicacién exégena de
GABA no produce ninguna corriente postsinaptica inhibitoria sobre las CCls o las CCEs (Wedemeyer et al.,
2013), este neurotransmisor posee un importante rol en el balance de la inhibicion que ejercen las

neuronas MOC sobre las CCls durante el desarrollo.

5.1. Liberacién de ACh de las fibras MOC a partir de la estimulacién optogenética

Pese a no ser el principal neurotransmisor eferente, GABA cumple una importante funcion en el
sistema auditivo periférico. En animales adultos, se ha demostrado que la ausencia de receptores GABAs
en las neuronas cocleares genera la elevacion de los umbrales de audicion (Maison et al., 2009). Sumado a
esto, la exposicidén a trauma acustico genera un aumento de la concentracién de GABA en la perilinfa,
otorgandole a GABA un presunto rol protector frente a exposiciones de sonido muy altas (Drescher et al,,
1983). Los experimentos realizados por Wedemeyer y colaboradores, atribuyeron por primera vez un rol
fisioldgico a GABA durante el desarrollo, demostrando que la presencia de este neurotransmisor disminuia
la probabilidad de liberacién de ACh desde los terminales MOC por medio de receptores del tipo GABAg
(Wedemeyer et al., 2013). En el presente trabajo, en una primera serie de experimentos, nos abocamos a
determinar cudl era la identidad de las neuronas que estaban liberando GABA para activar a los receptores
presindpticos GABAs. La respuesta a esa pregunta implicd superar un desafio técnico relacionado con la
especificidad de la estimulacion sobre un Unico tipo neuronal (de identidad GABAérgica o colinérgica). Para
ello, en una primera instancia, se dirigié la expresion de ChR2 con un sistema Cre-Lox bajo el promotor de
la enzima que sintetiza ACh (ChAT), de manera tal de estimular optogenéticamente solo las fibras
colinérgicas (ratones ChAT*/¢¢;ChR2-eYPF*/). El aumento de la [Ca?*]extracelular junto con la homocigosis del
transgén de la ChR2 resultaron criticos para la obtencidn de corrientes postsinapticas evocadas a partir de
breves pulsos de luz (0elPSCs), siempre y cuando se mantuviese una baja frecuencia de estimulacion (pulso

de 2ms, 0.03 Hz, Figura 14.F; Seccién 4.1.3), tal como otros autores han reportado (O’Neill et al., 2017).

Tanto el bloqueo farmacoldgico utilizando antagonistas especificos para a9a10 (Figura 16.A-C; Seccidn
4.1.5), como la reversion de la corriente a =40 mV (Figura 16.D; Seccidn 4.1.5), son evidencias fuertes que
sugieren que la estimulacion optogenética de las fibras colinérgicas en la coclea produce la liberacion de
ACh de los terminales MOC. Sumado a esto, al comparar las respuestas evocadas mediante estimulaciéon
optogenética o estimulacion eléctrica (eelPSCs), no se hallaron diferencias significativas en tiempo de
decaimiento de la respuesta (tdecaimiento) (Figura 15.C, Seccion 4.1.4). Este parametro cinético de la respuesta
postsindptica indicaria que, al igual que con la estimulacién eléctrica ya descripta (Goutman et al., 2005),
las respuestas evocadas optogenéticamente estarian activando los receptores a9a 10y, consecutivamente,
los canales de potasio del tipo SK2. De manera similar a este trabajo, Yu y colaboradores, estimulando con
los dos métodos mencionados las neuronas eferentes del sistema vestibular de ratén (Z. Yu et al., 2020),

tampoco reportaron diferencias respecto al tdecaimiento. Vale la pena mencionar que, si bien el sistema
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eferente vestibular ha sido menos estudiado que el sistema eferente olivococlear, se cree que ambos
sistemas tienen caracteristicas similares (Mathews et al., 2017). De hecho, los autores demostraron que, al
igual que en la céclea, la estimulacion de las neuronas eferentes vestibulares produce la activacion de los
NAChRs a9a10y la subsecuente apertura de los canales SK2. De este modo, los resultados obtenidos sobre
el tiempo de decaimiento en esta tesis son muy similares a los reportados para la estimulacion eléctrica de

las fibras MOC, asi como a los reportados por Yu y colaboradores en el vestibulo.

Sin embargo, se hallaron algunas diferencias significativas en los otros parametros sinapticos
registrados entre ambos métodos de estimulacién. Por un lado, se encontraron diferencias significativas
en la latencia de la respuesta, siendo mayor en aquellas respuestas evocadas por estimulacién
optogenética (Figura 15.D, Seccién 4.1.4). Ademas de la diferencia en la latencia, también se hallé que la
probabilidad de liberacion al estimular optogenéticamente es significativamente mayor que al estimular
eléctricamente (Figura 15.A; Seccién 4.1.4). Tal como se menciond en la seccidon de resultados
correspondiente, estos parametros nos indican que los mecanismos mediante los cuales se evoca la
liberacion de neurotransmisor difieren dependiendo del tipo de estimulacidén a la que se sometid la
preparacion. Mientras que la estimulacion eléctrica sin duda genera un potencial de accién, no tenemos
evidencias suficientes para definir cual es el mecanismo subyacente al estimular optogenéticamente. Una
posibilidad es que la entrada de cationes por la ChR2 genere una despolarizacion a nivel de los terminales,
permitiendo por un lado la entrada de calcio y aumentando la probabilidad de liberacién en el mismo (Le
Gratiet et al., 2022), y por otro lado una despolarizacién retrégrada hasta el Ultimo nodo de Ranvier,
generando finalmente un potencial de accién de manera tardia. Mas alld de las especulaciones que se
pueden realizar sobre el mecanismo de liberacién al dar un estimulo optogenético, lo que es importante

recalcar que se logré evocar la liberacion de ACh de los terminales MOC de una manera consistente.

Es importante mencionar también que a la edad de los ratones en que se realizaron los experimentos,
ademas de las fibras MOC, existen las fibras LOC, provenientes del sistema lateral olivococlear. Las
neuronas LOC también son ChAT+, en consecuencia, también expresan ChR2 y probablemente también
liberan neurotransmisor ante la iluminacion con el LED. Aunque no somos capaces de descartar dicho
fendmeno, sabemos que solo las neuronas MOC establecen contactos axosomaticos con las CCls en este
periodo del desarrolloy, por esta razdn, aunque las LOC estén siendo estimuladas no registrariamos ninguin

tipo de 0elPSC proveniente de ellas.

5.2. Co-transmisiéon de GABA y ACh de las fibras MOC en la céclea de ratones en desarrollo

La estimulacion optogenética de las fibras MOC permitié avanzar sobre la pregunta acerca del origen
de la liberacion de GABA, sin embargo, no sin afrontar una vez mas dificultades técnicas. El mecanismo de
accion de GABA hace imposible el registro de una corriente GABAérgica postsinaptica al estimular las fibras
colinérgicas, debido a que los receptores para GABA son metabotrdpicos y se localizan en la presinapsis.

No obstante, la estimulacion de las fibras colinérgicas y la subsecuente aplicacién de un bloqueante de los
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receptores GABAg generd un aumento en la amplitud promedio de las 0elPSCs (Figura 17.C, Seccién 4.4.2).
Estos experimentos sirvieron como una primera evidencia a favor de la co-transmision de GABA y ACh de
la sinapsis MOC-CCI, dado que el efecto del bloqueo solo se hace evidente si GABA esta presente en la
hendidura sinaptica. Es importante aclarar que un resultado similar al obtenido en la Figura 17.C,
blogueando los receptores GABAg, podria llegar a observarse si el GABA no estuviese siendo liberado por
los terminales colinérgicos estimulados optogenéticamente, sino por la existencia de una liberacién ténica
de GABA de un grupo de fibras no identificadas. En este sentido, resultd clave mostrar que la estimulacién
optogenética de fibras GABAérgicas produjo una respuesta colinérgica. Para ello se estimularon las
neuronas GABAérgicas en vez de las colinérgicas utilizando ratones que expresen la ChR2 Unicamente en
las neuronas GABAérgicas (GAD;ChR2-eYFP). Bajo condiciones que favorecen la despolarizacion de los
terminales (Ca®* 1.8 mM y 4-AP 2 mM), se obtuvieron 0elPSCs que fueron parcialmente bloqueadas ante
la aplicacion de a-Btx (el antagonista de los nAChRs a9a10) (Figura 21.A-C, Seccién 4.2.5). Al igual que con
los registros realizados en los animales ChAT;ChR2-eYFP, al fijar el voltaje en potenciales mas
despolarizados (-40 mV), se registré la tipica corriente bifasica que demuestra el acople de los receptores
09010 con los canales SK2 (Figura 21.D, Seccidon 4.2.5). Mas aun, las corrientes evocadas en los animales
ChAT;ChR2-eYFP no son significativamente diferentes a las evocadas en los ratones GAD;ChR2-eYFP (Figura
22; seccion 4.2.6). Es asi como, el registro de 0elPSCs colinérgicas luego de la estimulacion de fibras
GABAérgicas, representa una evidencia sélida a favor de la hipdtesis de la co-transmisién de GABA y ACh

de los terminales MOC.

Por su parte, los resultados obtenidos en los experimentos de inmunohistoquimica respaldan el
resultado de co-transmision obtenido en los experimentos de estimulacion optogenética. La presencia de
terminales en el haz olivococlear interno en los cuales co-localizan los marcadores GABAérgicos y
colinérgicos, demuestra que efectivamente existen terminales con la maquinaria necesaria para sintetizar
tanto ACh como GABA. Mas aun, la presencia de co-localizacion de estos marcadores en los somas de las
neuronas MOC (en el nlcleo VNTB), demuestran que existe una poblacion de dichas neuronas que son
tanto colinérgicas como GABAérgicas. Esta técnica, sin embargo, tiene sus limitaciones. Por un lado, es
imposible saber si los terminales que co-localizan en el haz olivococlear interno provienen de las neuronas
MOC o LOC, ya que las neuronas LOC también estan presentes a esta edad del desarrollo en el haz
olivococlear interno (Simmons et al., 1998b) y nuestras marcaciones a nivel del tallo encefalico (ndcleo
LSO) muestran que hay neuronas LOC que de igual manera co-localizan ambos marcadores. Sumado a esto,
dado que el VNTB también inerva otros nucleos (Warr & Beck, 1996), no podemos confirmar que aquellas
neuronas en las cuales co-localizan los marcadores colinérgicos y GABAérgicos sean las mismas que dirigen
sus axones hacia la coclea. Por otro lado, nuestros resultados de co-localizacion en el VNTB, van
parcialmente en contra de los resultados hallados por otros autores. Por un lado, en ratas adultas, se
encontraron neuronas marcadas positivamente con GAD, ChAT y CGRP en el LSO y VNTB entre otros
nucleos (Vetter et al., 1991). Si bien en este trabajo los autores reportan que en el VNTB hay neuronas que
se marcan intensamente con el anticuerpo anti-GAD y que presentan varias formas, aunque estan en bajo

ndmero, también reportan que en este nucleo hay numerosas neuronas ChAT+, pero que estos dos
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marcadores no co-localizan. Las discrepancias obtenidas entre los resultados aqui reportados y aquellos de
Vetter y colaboradores (Vetter et al., 1991), podrian deberse a diferencias interespecificas entre rata y
ratdn. Algunos autores han hipotetizado que estas diferencias también podrian deberse a un falso negativo,
dado que es posible que la técnica de inmunomarcacion utilizada no haya sido suficiente para detectar una
enzima (GAD2) que solo se encuentra en el soma neuronal de manera transitoria (Maison et al., 2003).
Estos mismos autores realizaron experimentos de doble inmunomarcacion en ratones de doce semanas de
edad, en los cuales se evidencia una coincidencia completa de los marcadores GABAérgicos y colinérgicos
en el drea de las CCls y de las CCEs (Maison et al., 2003). Argumentan, ademas, que toda la inervacién
eferente en el drea de las CCEs proviene del sistema medial olivococlear. De ser asi, los somas de las
neuronas MOC deberian tener una identidad citoquimica GABAérgica y colinérgica, aunque los autores no
realizaron marcaciones a nivel del tronco encefélico para demostrarlo. Los resultados hallados por Maison
y colaboradores, no condicen con el patron de inervacion GABAérgica y colinérgica demostrado en esta
tesis, donde hallamos tres poblaciones citoquimicas bien definidas -una colinérgica, una GABAérgica, y una
GABAérgica/colinérgica- tanto en la céclea (terminales) como en el tallo (somas). Es posible, dada la
diferencia de edades de los animales utilizados, que esta discrepancia se deba a una cuestion madurativa
del sistema olivococlear. Por otro lado, estudios de RNAseq realizados a partir de muestras de neuronas
MOC de ratones en desarrollo (P5) confirmaron que estas neuronas, ademas de ChAT, expresan las
subunidades 1y 2 del GABAg-R asi como la isoforma de la enzima que sintetiza GABA, GAD 2 pero no GAD1
(Frank et al., 2023). Este mismo trabajo demostrd que la expresion GAD2, GABAg1-R y GABAg2-R disminuye
en animales mas grandes (P28), pero no asi la expresion de ChAT que es constante en estas dos edades.
Por lo tanto, las evidencias reportadas en animales maduros son controversiales y requieren de un analisis
mas cuidadoso para poder extraer conclusiones. A pesar de las limitaciones recién mencionadas, el registro
de 0elPSCs colinérgicas en los ratones GAD;ChR2-eYFP*f junto con la co-localizacién de los marcadores
GABAérgicos y colinérgicos tanto en la coclea como en el VNTB, nos permiten afirmar que GABA y ACh
estan siendo co-transmitidos durante el desarrollo, antes del comienzo de la audicién, al menos desde una

subpoblacién de terminales MOC .

5.3. Heterogeneidad en la modulaciéon de GABA y ACh en las sinapsis MOC-CCI

Los mecanismos de neuromodulaciéon en las sinapsis son creciente motivo de investigacién. Es
probable que esto sea porque en la actualidad el desarrollo tecnoldgico permite analizar cada vez regiones
mas pequefias, pero, ademas, porque los modelos de circuitos neuronales en ocasiones fallan en explicar
gran parte de su variabilidad intrinseca. En este sentido, si bien los experimentos de registros
electrofisiolégicos en configuracion whole-cell patch clamp son extremadamente Utiles, no permiten tener
una resolucion a nivel sindptico. La variabilidad obtenida en efecto global de CGP sobre la regulacion de la
liberacion de ACh, asi como la heterogeneidad en el patréon de los marcadores colinérgicos y GABAérgicos,

nos motivé a investigar sobre el proceso de modulacion GABAérgica a nivel de sinapsis Unicas.
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Los experimentos de imagenes de calcio nos permitieron registrar multiples sitios de entrada de calcio
o hotspots al mismo tiempo, al igual que lo descripto por Moglie y colaboradores (Moglie et al., 2018), y
ademas evaluar su modulacion farmacolégicamente. Lejos de encontrar una homogeneidad en la
modulacion mediada por GABA, se demostrd que incluso dentro de una misma CCl cada sitio sindptico se
modula de manera independiente. Mas aun, se demostrd que existe una correlacion entre el efecto global
de CGPy el grado de modulacién de la sinapsis que contactan las CCls. Existen antecedentes en la literatura
que también reportan la presencia de heterogeneidad en circuitos donde se co-transmiten GABA y ACh.
Por ejemplo, a partir de experimentos de estimulacion optogenética en microdominios, fue posible evocar
la liberacion desde los terminales de las neuronas del nicleo Tegmental Laterodorsal, las cuales establecen
sinapsis con las neuronas dopaminérgicas de la Substantia Nigra (Estakhr et al., 2017; Le Gratiet et al.,
2022). Los autores lograron identificar tres tipos de conexiones monosindpticas compuestas Unicamente
por la liberacion de GABA, la liberacién de ACh, o la liberacion de GABA y ACh (Le Gratiet et al., 2022). Tales
observaciones eran coincidentes con la presencia de terminales presuntamente puramente GABAérgicos,
puramente colinérgicos, o mixtos. De manera similar a nuestras observaciones, los autores confirman que
los terminales que co-transmiten ambos neurotransmisores representan una minoria. Por otro lado, un
ejemplo de una modulacidon presinaptica heterogénea, son los registros de las sefiales de calcio en los
botones presinapticos de las fibras paralelas del cerebelo, ya que se demostré que los mismos pueden
responder de manera diferencial a la aplicacién de distintos neuromoduladores (W. Zhang & Linden, 2009).
En otro trabajo, también realizado sobre la presinapsis de las fibras paralelas, se encontré que hay una gran
variabilidad en la inhibicion mediada por GABA (que activa GABAs-R) entre las distintas células registradas,
y proponen que cambios en la expresidon de los GABAg-R presindpticos pueden contribuir en dicha

variabilidad (Orts-Del'lmmagine & Pugh, 2018).

Los experimentos realizados en este trabajo no nos permiten saber si los terminales que co-localizan
los marcadores de GAD y de ChAT (presuntamente los mismos que co-transmiten GABA y ACh), son a su
vez aquellos que son susceptibles a ser modulados por GABA. Esto se debe al hecho de que en los registros
de imagenes de calcio se evoca la liberacién de ACh a partir de la estimulacion eléctrica, con lo cual se estan
estimulando todas las fibras, tanto las que co-transmiten GABA y ACh como las que solo liberan ACh. Sin
embargo, es posible hipotetizar que aquellos sitios que co-transmiten GABA y ACh sean probablemente
mds susceptibles al bloqueo farmacoldgicos de los GABAg-Rs. Este razonamiento se debe a que solo desde
esos terminales se estaria liberando ACh y GABA en la hendidura sindptica, activando los GABAg-Rs, y por
ende siendo susceptibles al bloqueo mediado por CGP. No obstante, cabe la posibilidad de que parte de la
heterogeneidad observada pueda deberse a que no todos los terminales MOC tengan receptores de
GABAg, y por ende que no todos sean susceptibles al bloqueo farmacolégico de CGP, incluso aunque
estuvieran co-transmitiendo ambos neurotransmisores. Otro escenario posible es que los terminales que
solo liberan ACh tengan receptores de GABAGg, los cuales podrian ser activados por un “derrame” o spill
over de GABA desde otros terminales, y, en consecuencia, ser bloqueados farmacolégicamente luego de la
aplicacion de CGP. A pesar de tales limitaciones metodoldgicas, lo cierto es que bajo las condiciones

experimentales empleadas no todos los terminales MOC son modulados por GABA, al menos durante esta
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etapa en del desarrollo. Si bien se requieren mas experimentos para terminar de esclarecer cual podria ser
su rol fisioldgico, la heterogeneidad en la neuromodulacién de la sinapsis MOC-CCl aqui reportada, podria
conferirle a la céclea una mayor complejidad computacional a partir de conexiones sindpticas simples, pero

cuidadosamente reguladas.

5.4. Implicancias fisioldgicas de la co-transmision de GABA y ACh

En esta tesis nos hemos referido al proceso de liberaciéon de ACh y GABA de los terminales MOC como
co-transmision. Como hemos mencionado, a diferencia de la co-liberacion que implica la liberacion de los
dos neurotransmisores empaquetados en la misma vesicula, la co-transmision se refiere a la liberacién de
los neurotransmisores desde grupos vesiculares distintos. El llenado de las vesiculas es un proceso
complejo, cuyo mecanismo varia mucho segln la naturaleza del neurotransmisor en cuestion (Anne &
Gasnier, 2014; Ayala-Lopez & Watts, 2021). En lineas generales, las vesiculas son llenadas gracias a
transportadores vesiculares de neurotransmisores en un proceso que a su vez involucra a ATPasas de H*
del tipo V. Estas ATPasas llenan el interior de las vesiculas de protones, generando un gradiente
electroquimico que luego es utilizado por las proteinas transportadoras para ingresar el neurotransmisor
en las vesiculas con un mecanismo de co-transporte antiporte. Hay tres grandes familias de
transportadores vesiculares denominadas SLC17 (que contiene los transportadores de glutamato: VGLUTS),
SLC18 (que contiene los transportadores de ACh: VChATs) y SLC32 (que contiene los transportadores de
GABA vy glicina: VGATs y VGIyTs). Actualmente se propone que el mecanismo de llenado vesicular puede
actuar como un nuevo nivel de modulacién de la fuerza sindptica (Hnasko & Edwards, 2012). Se ha
demostrado que existe cierta promiscuidad en el llenado vesicular mediado por el VGAT, ya que ademas
de GABA es capaz trasportar glicina dentro de las vesiculas (Hnasko & Edwards, 2012). Sin embargo, no hay
ningun reporte -al menos de nuestro conocimiento- que indique promiscuidad en el transporte de GABA y
ACh por los VGATs o los VChATs. De esta manera, lo mds parsimonioso es suponer que ambos son
empaquetados en grupos vesiculares diferentes y que, por ende, estan siendo co-transmitidos y no co-

liberados de la sinapsis MOC-CCI.

El fendmeno de co-transmision tiene grandes implicancias a nivel de |a fisiologia sinaptica. Por un lado,
si cada neurotransmisor esta empaquetado en vesiculas diferentes, las probabilidades de liberaciéon de los
grupos vesiculares son a priori independientes. En un estudio realizado en las células amacrinas de la retina
(SACs), se demostrd que GABA y ACh eran liberados conjuntamente para mediar una transmisién sinaptica
rapida en dos circuitos sinapticos diferentes (Lee et al., 2010). Por un lado, la liberacién de ACh requiere de
una alta [Ca*]extracelular Y UNa estimulacidn repetitiva, formando un circuito mas silente encargado de
permitirle a las células ganglionares de la retina (DSGCs) codificar la sensibilidad del movimiento sin
comprometer la resolucién espacial. En contraste, |a liberacién de GABA requiere de una baja [Ca?*]extracelular
y es menos sensible a la estimulacion repetitiva, generando una inhibicion confiable que asegura una
robusta selectividad de la direccion. De este modo, Lee y colaboradores, proponen que la co-transmision

de GABA y ACh le permiten al circuito entre las SACs y las DSGs codificar tanto la sensibilidad al movimiento
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como la selectividad de la direccidn, reduciendo asi el numero de circuitos neuronales requeridos para el
computo de estas dos claves visuales. Otro estudio muy interesante realizado en las neuronas colinérgicas
del prosencéfalo basal, demostrd que la co-transmision de GABA y ACh regula los estados hipocampales
(Takacs et al., 2018). A partir de experimentos de reconstrucciones 3D de imagenes de microscopia
electrénica y lineas transgénicas reporteras combinadas con inmunomarcaciones, demostraron que las
neuronas colinérgicas tienen la maquinaria necesaria en sus sinapsis para liberar GABA y que, ademas, hay
receptores del tipo GABAa en la membrana postsindptica. Estos resultados se corroboraron a partir de la
estimulacion optogenética de las neuronas del presencéfalo basal, en donde se observan respuestas
postsindpticas tanto colinérgicas como GABAérgicas. Luego, a partir experimentos de tomografia
electrénica y microscopia de reconstruccion dptica estocastica (STORM), realizaron reconstrucciones que
demuestran un empaquetamiento de GABA y ACh en vesiculas distintas, aunque dentro de las mismas
zonas activas. Mas aun, los autores demostraron que los componentes GABAérgicos y los colinérgicos
tienen diferente plasticidad a corto término, y que se modulan diferencialmente por distintos canales de
calcio dependientes de voltaje. Mientras que la liberacion de las vesiculas GABAérgicas estan
preferencialmente regulados por CCDVs de tipo P/Q, las colinérgicas lo hacen por los CCDVs de tipo N.
Estos trabajos nos llevan a analizar el posible rol fisioldgico de la co-transmision en la sinapsis MOC-CCI. Si
bien se requieren experimentos para demostrarlo, es probable que GABA y ACh se encuentren en dos

grupos vesiculares diferentes, cada uno gobernado por una probabilidad de liberacién particular.

En la sinapsis estudiada, mientras que la liberacion de ACh depende de los receptores del tipo P/Qy N
(Kearney et al., 2019), es posible que la liberacién de las vesiculas que contienen GABA dependa de otros
CCDVs o que tenga otras proteinas de fusidn vesiculares. Esto podria generar que las vesiculas de ACh
tengan una probabilidad de liberacidn diferente a las vesiculas de GABA, lo cual le confiere a la misma
neurona un caracter dual. De este modo, la liberacion de GABA podria ser mas silente, y solo generarse
como un mecanismo de retroalimentacion negativa que emerge cuando es necesario regular la liberacion
de ACh. Esto supondria la existencia de un mecanismo de regulacién sinaptico in situ en un momento del
desarrollo cuando la fuerza de la inhibicion sobre las CCls es critica para el correcto establecimiento de las

vias auditivas.

Tal como ya hemos mencionado, previo al inicio de la audicidn, las CCls disparan potenciales de accion
de calcio espontaneos que se presentan en forma de réfagas de corta duracién (Tritsch et al., 2010). Se ha
demostrado que el patrén de disparos de las CCls controla a su vez la actividad de las neuronas del ganglio
espiral (NGEs), el nicleo medial del cuerpo trapezoidal (MNTB) y el coliculo inferior (Cl) (Tritsch et al., 2010).
La secuencia de disparos no se da de manera azarosa, sino que estad muy bien definida y sirve como una

especie de marcapasos para definir los intervalos de actividad de los otros relevos auditivos.

En este contexto, la inhibicidn de las neuronas MOC sobre las CCls para controlar su tasa de disparos
cobra una profunda relevancia. La pérdida de un sistema eferente funcional ocasiona alteraciones en la
consolidacién de las sinapsis, tanto a nivel periférico como a nivel central. Se ha demostrado que la falta

de la subunidad a9 del nAChR a9a10, genera una maduracion incorrecta de la sinapsis en cinta entre las
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CCls y las NGEs (Johnson et al., 2013). Ademas, provoca una alteracién de la estructura temporal de la
actividad espontanea del MNTB, lo cual impide el refinamiento de la conectividad de dicho nucleo (Clause
et al., 2014). Sumado a esto, se ha visto también que los ratones que carecen de dicha subunidad, tienen
dificultades para procesar la frecuencia y la localizacién del sonido (Clause et al., 2017). En este escenario,
es claro que la inhibicién de las neuronas MOC sobre las CCls debe ser extremadamente precisa y
temporalmente regulada, ya que una alteracién en su funcionamiento puede generar una maduracion
incorrecta del sistema auditivo. Es probable que durante los primeros estadios del desarrollo postnatal las
conexiones a nivel del VNTB, donde se encuentran los somas de las MOC, aun sean inmaduras, lo cual
implica que su frecuencia de disparos no esté finamente regulada, haciendo indispensable la existencia de

un control mas preciso a nivel de las sinapsis.
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Conclusiones
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A lo largo de esta tesis fue posible dilucidar un mecanismo de neuromodulacion de la sinapsis
MOC-CCI finamente regulado. En primer lugar, demostramos que es posible evocar respuestas colinérgicas
desde las fibras MOC mediante una estimulacidon optogenética en los ratones ChAT;ChR2-eYPF. Por otro
lado, demostramos que GABA estaba siendo co-transmitido con ACh de los terminales MOC a partir de los
experimentos de optogenética en ratones GAD;ChR2-eYFP en los cuales fue posible registrar corrientes
colinérgicas a partir de la estimulacién optogenética de las fibras GABAérgicas. Por su parte los
experimentos de farmacologia en los animales ChAT;ChR2-eYFP y las evidencias aportadas en las imagenes
de inmunohistoquimica, apoyaron el resultado de co-transmision. Finalmente, gracias a experimentos
realizados mediante imagenes de calcio pudimos demostrar una heterogeneidad en la modulacion
GABAérgica de las sinapsis MOC-CCI. En conclusién, proponemos que la co-transmision de GABA y ACh
desde algunos terminales MOC podria presuponer un delicado mecanismo de retroalimentacion negativa
a nivel local, que ayuda a modular de manera precisa la actividad espontanea de las CCl durante un estadio

critico del desarrollo y de plena maduracion del sistema auditivo.
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