FACULTAD
DE

CIENCIAS EXACTAS
Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Efectos del trauma acustico y rol del sistema eferente durante el
periodo critico del desarrollo del sistema auditivo

Tesis presentada para optar al titulo de Doctora de la Universidad de Buenos Aires en el
area de Ciencias Bioldgicas.

Lic. Valeria Carolina Castagna

Directora: Dra. Maria Eugenia Gomez Casati

Co director: Dr. Mariano Nicolas Di Guilmi

Consejera de estudios: Dra. Lidia Szczupak

Lugar de trabajo: Instituto de Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Aires.

Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Mayo 2024.



Parte de los resultados obtenidos en esta Tesis fueron publicados en:

Alejandro O. Sodero *, Valeria C. Castagna *, Setiembre D. Elorza, Sara M. Gonzalez-Rodulfo, Maria A.
Paulazo, Jimena A. Ballestero, Mauricio G. Martin and Maria Eugenia Gomez-Casati Phytosterols reverse
antiretroviral-induced hearing loss, with potential implications for cochlear aging. Plos Biology (2023)
21(8):e3002257. * sefala igual contribucion

Boero LE*, Castagna VC*, Terreros GB, Moglie JM, Silva S, Maass JC, Fuchs PA, Delano PH, Elgoyhen AB,
Gdmez-Casati ME. Preventing presbycusis in mice with enhanced medial olivocochlear feedback. PNAS
(2020) 117(21):11811-11819. * seiala igual contribucion.

Di Guilmi MN, Boero LE, Castagna VC, Rodriguez-Contreras A, Wedemeyer C, Gomez-Casati ME,
Elgoyhen AB. Strengthening of the Efferent Olivocochlear System Leads to Synaptic Dysfunction and
Tonotopy Disruption of a Central Auditory Nucleus. Journal of Neuroscience (2019) 39(36):7037-7048.

Boero LE, Castagna VC, Di Guilmi MN, Goutman JD, Elgoyhen AB, Gdmez-Casati ME. Enhancement of the
Medial Olivococlear System prevents Hidden Hearing Loss. Journal of Neuroscience (2018) 38(34):7440-
7451.

En el marco de proyectos en colaboracidn fueron publicados los siguientes trabajos:

Anabella P. Trigila, Valeria C. Castagna, Lara Berasain, Dante Montini, Marcelo Rubinstein, Maria
Eugenia Gomez-Casati & Lucia F. Franchini. Accelerated evolution analysis uncovers PKNOX2 as a key
transcription factor in the mammalian cochlea. Molecular Biology and Evolution (2023) 40(7):msad128

Francisco Pisciottano, Matias Stopiello, Alejandro R Cinalli, Valeria Castagna, Ana Belén Elgoyhen,
Marcelo Rubinstein, Maria Eugenia Gémez-Casati and Lucia Florencia Franchini. Inner Ear Genes
Underwent Positive Selection and Adaptation in the Mammalian Lineage. Molecular Biology and
Evolution (2019) 36(8):1653-1670



A mis amigues que son 'y serdn siempre mi hogar.



AGRADECIMIENTOS

Hacer un doctorado no es tarea fdcil y quien diga lo contrario es porque nunca hizo uno.
Sumarle atravesar una pandemia en el interin lo vuelve casi una mision imposible. Solo puede
ser logrado si en el proceso uno se encuentra rodeado de las personas correctas, entonces he

aqui un agradecimiento honesto y sincero a todas esas personas.

A Maru, mi directora en esta travesia, ni siquiera la inteligencia artificial podria haberme dado
una mejor persona para este rol. Fuiste una directora extraordinaria, con una capacidad de
empuje que pocas veces vi, estoy muy orgullosa de todo el trabajo que realizamos estos afios y
extremadamente agradecida por la libertad que tuve siempre. Aprendi muchisimo de vos y

deseo que nuestros caminos se vuelvan a cruzar en el futuro.

A Mariano, yo me consideraba una persona eficiente hasta que lo conoci. Ademds de realizar
mil tareas y todas con el mismo nivel de compromiso y excelencia, estd siempre al pie del cafion.
Su apoyo, comentarios, ideas y marcadas de camino fueron invaluables para mi. Considero un

privilegio haber aprendido de él.

A Belén por ser una referente extraordinaria de lo que es ser una mujer en ciencia, por armar un

laboratorio que es una gran familia y por siempre darme la confianza para seguir adelante.

A todos los integrantes del laboratorio: Guchi, Eleo, Caro, Vivi, Pao, Paula, Lu, Jime, Claudia,
Lucia, Dani, Cami, Mati y Walen por todos los momentos compartidos y el apoyo durante estos

anos.

Al team de ex becarios del laboratorio, ahora amigos, con los que comparti parte de mi
trayecto. Iri, Lucas, Marce, Agus, Lucho, Tais y Sofi, gracias por marcarme el camino tan
claramente, ensefiarme aun cuando creian que no lo hacian. Gracias por ser parte de cada

momento aun estando lejos. Son el dream team.



Para Tais y Sofi podria escribir un capitulo entero de agradecimientos. Me voy a limitar a decir
que sin ustedes no lo hubiera logrado y son una de las mejores cosas que me llevo de estos afios.

Las amo profundamente y me llenan de orgullo.

A Lucho por ser mi primer maestro, y guiarme con tanta paciencia y carifio cuando todo
comenzd. Gracias por seguir estando presente en el dia a dia a pesar de la distancia, gracias por
los audios estilo podcast, por ser el dealer de chismerios y de papers, por la amistad

incondicional y las risas infinitas.

A mis amigas de la facultad, Belén, Ro, Gisi y Celeste. La Universidad de Buenos Aires me regald
unas amigas para toda la vida que amo y admiro profundamente. En ellas encuentro ejemplo a
diario, me ensefian y son un bdlsamo en los tiempos dificiles. Sin duda este doctorado no
hubiera sido posible sin ellas. A Bel y Meli gracias por compartir el camino codo a codo, gracias
por las SAN compartidas, por hacer que la neurociencia sea un planazo dentro y fuera del
laboratorio y por el empuje enorme en la recta final. A Lula y Flor gracias por la amistad todos

estos anos, por ser un refugio y un lugar de risas, por la paciencia y la incondicionalidad.
A mis amigas de la vida Noe, Meli, Flor y Marian, gracias por mostrarme que el tiempo puede
pasar, pero algunas cosas logran permanecer, tal vez mutan pero la esencia es la misma. Las

quiero siempre.

A Franchu, Gael y Manu, mis sobris/ahijados por sacar lo mejor de mi, por mostrarme lo que

verdaderamente importa. Por hacerme ejercitar la paciencia y el amor incondicional.

A Ceci mi amiga incondicional, gracias por bancarme en todas y ser la que estd ahi siempre.

A Santiago mi mejor amigo, mi compinche desde los 6 afios, gracias por conocerme mejor que

nadie y aun asi seguir en mi vida.



A mi mamd por el amor, la paciencia y todas las posibilidades que tuve en mi vida.

Para finalizar voy a tomarme la libertad de citar a Wos, que en una de sus letras dice “No hables
de meritocracia, me da gracia, no me jodas, que sin oportunidades esta m*erda no funciona”.
Todo el trabajo narrado en esta tesis (y muchisimo mds) fue posible gracias a la infinidad de
oportunidades que me ha brindado la educacidon publica de nuestro pais. En estos tiempos la
educacion publica atraviesa una mds de sus crisis, viéndose amenazada por personas que
denostan la educacion de calidad que ella ofrece y muestran un profundo temor a que todos los
habitantes de la republica argentina tengan igualdad de oportunidades. Por ello quiero expresar
mi mds profundo agradecimiento a la Universidad de Buenos Aires, en especial a la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, lugar que por muchos afios fue mi sequndo hogar y por siempre
serd parte fundamental de mi historia. Gracias UBA, te defenderé en cualquier rincon del

mundo.



RESUMEN

“Efectos del trauma acustico y rol del sistema eferente medial olivococlear durante el periodo
critico del desarrollo del sistema auditivo”

La pérdida de audicidn es uno de los problemas de salud crénicos mds comunes que afecta a
personas de todas las edades y nivel socioecondmico. La Organizacién Mundial de la Salud estima que
en la actualidad hay aproximadamente 360 millones de personas con una pérdida de audicion
incapacitante. Esta condicidén representa un desafio significativo para la poblacién mundial, ya que
afecta su capacidad de comunicarse efectivamente y llevar a cabo tareas cotidianas. Entre las causas
no congénitas de la pérdida de la audicion se destacan: el proceso de envejecimiento, infecciones, el
uso de algunos antibidticos aminoglucdsidos, farmacos antirretrovirales, agentes antineopldsicos y la
exposicién a ruidos intensos. Cada dia existen mas evidencias sobre la creciente importancia que ha
tomado la exposicién a sonidos intensos como desencadenante de déficits en el procesamiento
auditivo, la cual cobra una relevancia adicional si se tiene en cuenta que las nuevas generaciones estan
sometidas a niveles de contaminacién acustica cada vez mayores. Recientemente, algunos trabajos
han documentado que la exposicion temprana a ruidos intensos lleva a una mayor vulnerabilidad al
proceso de envejecimiento, y a su vez, se ha observado que no todas las personas son igualmente
susceptibles a la pérdida de audicion por exposicién al ruido y que esa variabilidad podria tener bases
genéticas.

Por lo tanto, en esta tesis se buscd estudiar el efecto de la exposicion temprana a sonidos de
alta intensidad, utilizando lineas de ratones transgénicos con distinto nivel de actividad del sistema
eferente olivococlear medial (MOC), el cual se propone entre otras de sus funciones, como un
mecanismo “protector” contra el trauma acustico. Adicionalmente, se ha estudiado los efectos de la
administracién de fitoesteroles ante la pérdida auditiva causada por drogas antirretrovirales y su
posible uso para el tratamiento de la pérdida auditiva por envejecimiento.

El presente trabajo muestra que la exposicidon a sonidos intensos en etapas tempranas del
desarrollo causa una disminucion en la sensibilidad auditiva que perdura hasta la adultez,
acompafiado de una notoria perdida de sinapsis aferentes y una disminucién de la actividad en los
nucleos superiores de la via auditiva. Ademas, brinda evidencias de que la actividad del sistema MOC
constituye un mecanismo eficiente de proteccion frente al trauma acustico temprano. Por ultimo, esta
tesis sienta precedente del uso de fitoesteroles para restaurar la pérdida auditiva generada por drogas
antirretrovirales y constituye una primera evidencia de su posible uso terapéutico.

Palabras claves: desarrollo, trauma acustico, pérdida de audicidn, sistema olivococlear,
farmacos antirretrovirales, fitoesteroles.



ABSTRACT

"Effects of acoustic trauma and the role of the medial olivocochlear efferent system during the
critical period of auditory system development"

Hearing loss is one of the most common chronic health issues affecting individuals of all ages
and socioeconomic levels. The World Health Organization estimates that currently there are
approximately 360 million people with disabling hearing loss. Hearing loss poses a significant challenge
to the global population, impacting daily communication and task performance for those affected.
Among the non-congenital causes of hearing loss, notable factors include aging, infections, the use of
certain aminoglycoside antibiotics, antiretroviral drugs, antineoplastic agents, and exposure to loud
noises. Every day, there is increasing evidence of the growing importance of exposure to intense
sounds as a trigger for deficits in auditory processing, particularly significant considering that newer
generations are exposed progressively higher levels of noise pollution. Recent studies have
documented that early exposure to loud noises leads to increased vulnerability to the aging process.
Additionally, it has been observed that not all individuals are equally susceptible to hearing loss due to
noise exposure, and this variability may have genetic bases.

Therefore, this thesis aimed to study the effect of early exposure to high-intensity sounds
using transgenic mouse lines with varying levels of medial olivocochlear system (MOC) activity, which
has been proposed as a "protective" mechanism against acoustic trauma. Furthermore, the effects of
phytosterol administration in combating hearing loss caused by antiretroviral drugs were investigated,
exploring their potential use in the treatment of age-related hearing loss.

The present work reveals that exposure to intense sounds during early development causes a
long-lasting decrease in auditory sensitivity that persists into adulthood. This is accompanied by a
noticeable loss of afferent synapses and a decrease in activity in the upper nuclei of the auditory
pathway. Additionally, it provides evidence that MOC system activity constitutes an efficient
protective mechanism against early acoustic trauma. Finally, this thesis establishes a precedent for the
use of phytosterols to restore hearing loss caused by antiretroviral drugs, representing an initial
indication of their potential therapeutic use.

Keywords: development, acoustic trauma, hearing loss, olivocochlear system, antiretroviral
drugs, phytosterols.
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ABREVIATURAS

ABR: potenciales evocados del tronco cerebral (por sus siglas en inglés, auditory brainstem response)
ACh: acetilcolina

BK: canal de potasio dependiente de Ca2+ de conductancia grande

Ca*" ion calcio

CCDV: canales de Ca?* activados por voltaje

CCEs: células ciliadas externas

CCls: células ciliadas internas

CYP46A1: enzima citocromo P450 46A1 (24-colesterol-hidroxilasa)

dB: decibelios

DPOAEs: Emisiones de los productos de distorsién otoacusticos (por sus siglas en inglés, distortion
product otoacoustic emissions)

EX: X dia embrionario

Hz: Hertz

LOC: Sistema olivococlear lateral (por sus siglas en inglés, lateral olivocochlear complex)

M: molar (moles/litro)

MB: membrana basilar

MNTB: nucleo medial del cuerpo trapezoide (por sus siglas en inglés, medial nucleus of the trapezoid
body)

MOC: Sistema olivococlear medial (por sus siglas en inglés, medial olivocochlear complex)

uV: microvoltios (V *10 )

ms: milisegundos

mV: milivoltios (V *10 3)

nAChR: receptor colinérgico nicotinico

NGE: neurona del ganglio espiral

PSF: Funcién de dispersién de punto (por sus siglas en inglés, point spread function)

PTS: Cambio permanente de umbrales (por sus siglas en inglés, permanente threshold shift)

PX: X dias postnatal

ROI: region de interés (por sus siglas en inglés, region of interest)

S.E.M.: error estandar de la media (por sus siglas en inglés, standard error of mean)

S.D.: desvio estandar (por sus siglas en inglés, standard deviation)

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

TA: trauma acustico

TTS: Cambio transitorio de umbrales (por sus siglas en inglés, temporary threshold shift)
u.a.: unidad arbitraria

V: voltaje

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
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INTRODUCCION

Generalidades del sistema auditivo

Anatomia y organizacion del sistema auditivo periférico

La organizacion general del sistema auditivo es compartida por todos los amniotas y se destaca
por la diferenciacion en tres partes: oido externo, oido medio y oido interno. La Figura 1a muestra una
representacién esquematica del oido humano. El oido externo colecta las ondas sonoras y las dirige
hacia la membrana timpanica. El oido medio consiste en una cavidad llena de aire que funciona como
un transductor de impedancia entre los medios aéreo y acuoso. Las variaciones en la presion del aire
generadas por los sonidos hacen vibrar a la membrana timpanica, y desde alli se transmite el
movimiento a los huesecillos del oido medio. Seguidamente, la vibracién de los huesecillos es
transmitida a la ventana oval de la céclea, una estructura ésea en forma de caracol que contiene el
epitelio sensorial, donde tiene lugar la mecanotransduccion de los estimulos auditivos. Esta estructura,
junto con los componentes del sistema vestibular, forman el oido interno (Figura 1b). Una vez
alcanzada la cdclea, las ondas de sonido se propagan en medio liquido. La Figura 1c muestra un corte
transversal de la céclea el cual revela la existencia de tres compartimentos que se extienden a lo largo
de todo el caracol: la escala vestibular, la escala timpanica y la escala media. Las dos primeras se
conectan en el extremo apical de la céclea, mientras que la escala media estd completamente separada
de los otros compartimentos por diferentes membranas. Por otro lado, estos compartimentos también
se diferencian en términos de los fluidos que contienen. La escala vestibular y la escala timpanica estan
bafiadas por un fluido conocido como perilinfa, caracterizado por una baja concentracién de K* (~5
mM), y altas concentraciones de Na* (¥140 mM) y Ca* (~1.3 mM). La escala media, por su parte,
presenta en su interior una solucion denominada endolinfa, la cual posee una alta concentracién de K*
(~150 mM), y una baja concentracidén de Na* (~1 mM) y Ca?* (~0.2 mM). El érgano de Corti, el epitelio
sensorial auditivo de los mamiferos (Figura 1c), se encuentra entre las escalas media y timpanica. Alli
residen las células ciliadas, las cuales son responsables de la transduccidn de las ondas mecdnicas de
sonido a sefiales eléctricas. Las células ciliadas se diferencian en internas y externas (CCls y CCEs,
respectivamente). Las CCls forman una Unica fila, mientras que las CCEs se agrupan en tres filas a lo
largo de la céclea. Ambos tipos celulares reciben su nombre a raiz de los esteriocilios que presentan en

su cara apical, estructuras compuestas por filamentos de actina que se insertan en la membrana
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plasmatica de las células ciliadas (Hudspeth, 2014; Goutman et al., 2015). Los estereocilios, a su vez, en
su extremo superior contactan a la membrana tectorial (MT) que se extiende a lo largo de todo el
drgano de Corti. Ademds de las células ciliadas, en el epitelio sensorial existen otros tipos celulares que
han sido englobados bajo la categoria de células de soporte y que cumplen diversas funciones
metabdlicas y estructurales. La organizacidn del epitelio sensorial determina, ademas, que las células
ciliadas estén en contacto con la endolinfa a través de su cara apical, mientras que su membrana
basolateral es bafiada por liquido perilinfatico. El hecho de que las concentraciones idnicas sean
diferentes entre la endolinfa y la perilinfa da lugar a la existencia de un potencial electroquimico
conocido como potencial endococlear, el cual es de alrededor de +80 mV (Corey & Hudspeth, 1979). La
particular concentracidn idnica de la endolinfa es sostenida a través de la acciéon de canales idnicos,
cotransportadores y bombas electrogénicas presentes en la stria vascularis, un tejido altamente
vascularizado ubicado en la pared lateral de la coclea (Heeringa & Koppl, 2019). De este modo, la
correcta funciéon de la stria vascularis es fundamental para el mantenimiento del potencial
endococlear. Por ultimo, el érgano de Corti se apoya sobre una estructura de tejido conectivo conocida

como membrana basilar (MB), la cual también se extiende a lo largo de toda la céclea.

Figura 1| Estructura anatdmica del oido. (a). Estructura general del oido compuesto por el oido externo, medio e
interno. (b). La cdclea en vista frontal y en una seccidon transversal, observandose la scala vestibuli, la scala
timpani y la scala media en la cual se encuentra el érgano de Corti. (c). Una imagen ampliada del érgano de Corti
muestra las células ciliadas ubicadas entre la membrana basilar y tectorial. Adaptado de Purves, 2004.
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La transduccion de los estimulos auditivos

Una vez que las ondas sonoras atraviesan el oido externo y medio, se propagan a través del
fluido perilinfatico generando oscilaciones de la MB y, en consecuencia, de todo el epitelio sensorial
gue es sostenido por esta ultima. En particular, esto conduce a que los estereocilios de ambos tipos de
células ciliadas (Figura 2a) se deflecten ciclicamente en direcciones opuestas. Los estereocilios estdn
unidos entre si por filamentos denominados tip links (en inglés) los cuales a su vez estan anclados a un
complejo mecanotransductor localizado en la porcién apical de la membrana de las células ciliadas. La
deflexién en una determinada direccién conduce a la apertura de los canales mecanotransductores,
gue son canales catidnicos no especificos (Beurg et al., 2006; Vollrath et al., 2007; Zhao & Miiller, 2015;
Fettiplace, 2017). La identidad molecular del complejo mecanotransductor ha sido el foco de intensas
investigaciones durante los ultimos 40 afios. Recientemente, se han identificado las subunidades
formadoras de poros TMC1 y/o TMC2 (Pan et al., 2018; Zheng & Holt, 2021; Qiu & Miiller, 2022) como
los componentes principales del canal mecanotransductor. La apertura del mismo conduce a la
despolarizaciéon de las células ciliadas, ya que los iones de potasio (K*) entran en las células, siguiendo
su gradiente electroquimico determinado por el potencial endococlear. La presencia de canales de K*
de tipo BK en el cuello de las células ciliadas permite la salida de gran parte del K* entrante hacia la
perilinfa y, de este modo, limita la magnitud de la despolarizaciéon evocada (Figura 2b) (Kros et al.,
1998; Pyott et al., 2004). Complementariamente, la deflexién en la direccidon opuesta produce el cierre
de estos canales y provoca la hiperpolarizacion de las células ciliadas. En suma, la oscilacion del epitelio
sensorial y la consecuente deflexidon ciclica de los estereocilios conducen a que las CCls y CCEs estén
sometidas a cambios graduados en su potencial de membrana cuya magnitud depende de la intensidad
del estimulo (usualmente, en un rango entre 25 mV y 15 mV, pico a pico, respectivamente) (Russell &
Sellick, 1978; Dallos et al., 1982; Dallos, 1985, 1992; Russell & Kdssl, 1991). Resulta evidente, entonces,
la naturaleza mecanosensorial de las células ciliadas, la cual es fundamental en su rol de transductores
de estimulos mecanicos a sefiales eléctricas. Las CCls son consideradas como los fonorreceptores del
sistema auditivo, ya que son aquellas en las que la transduccién del estimulo mecdnico da lugar a la
sefial eléctrica que finalmente es transmitida hacia el sistema nervioso central (SNC) (Figura 2b). En
estas células, el movimiento ciclico de los estereocilios no produce el disparo de potenciales de accion,
sino que da lugar a despolarizaciones graduadas de la célula que, a su vez, producen la activacién de
canales de Ca?* dependientes de voltaje de tipo CaV1.3 ubicados en la membrana basolateral de las
CCls (Brandt et al., 2003). La apertura de estos canales permite la entrada de Ca®* necesaria para la

fusion y liberacion de vesiculas sinapticas cargadas con glutamato (Fuchs et al., 2003). Estas vesiculas
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sindpticas se encuentran ancladas a una organela conocida como “cuerpo sindptico” (Smith &
Sjostrand, 1961; Saito, 1980; Glowatzki et al., 2008) y a las sinapsis que contienen esta especializacién
celular en su presinapsis se las conoce como “sinapsis en cinta” o ribbon sinapsis por su nombre en
inglés. Las sinapsis en cinta no estan presentes Unicamente en las CCls, sino que también pueden ser
encontradas en los fotorreceptores de la retina, los pinealocitos y las células ciliadas del sistema
vestibular (Matthews & Fuchs, 2010). Una vez liberado, el glutamato actua sobre receptores de tipo
AMPA presentes en las dendritas de neuronas del ganglio espiral (NGEs) que contactan a las CCls, lo
gue induce el disparo de potenciales de accion en las mismas (Glowatzki & Fuchs, 2002; Fuchs et al.,
2003). En este contexto, la tasa de disparo evocada en las NGEs es un reflejo de la intensidad del
sonido, mientras que el intervalo entre disparos codifica la estructura temporal de los estimulos
sonoros (Galambos & Davis, 1943; Fuchs, 2005). En la seccién siguiente se presenta una descripcion
mas detallada de la organizacién espacial y funcional de los contactos sindpticos aferentes sobre las

CCls.

Cuerpo sinaptico

Figura 2| (a). Microscopia electrénica de barrido de una seccién de coclea de un raton adulto en la que se
visibilizan los estereocilios presentes en los apices de las CCls y CCEs. Barra de escala = 2 um. Imagen adquirida
, en el laboratorio de Biologia marina (MBL) en Woods Hole,

“«

durante el curso “Biology of Inner Ear
Massachussets, EE. UU. (b). Esquema de la sinapsis entre una CCl y la dendrita aferente. Se observa el cuerpo
sindptico al cual se anclan las vesiculas que contienen el neurotransmisor excitatorio, glutamato. La liberacion de
estas moléculas y posterior activacion de los receptores de AMPA que se ubican enfrentados al sitio de liberacion
causan el disparo de potenciales de accion en la NGE.

En las CCEs, en cambio, se ha demostrado que las oscilaciones en el potencial de membrana de

la CCE dan lugar a cambios conformacionales en la prestina, una proteina perteneciente a la familia de
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transportadores de aniones SLC26A y que forma multimeros agrupados en torno a la membrana
plasmatica lateral de la célula (Zheng et al., 2000; Hudspeth, 2008). Si bien los mecanismos moleculares
aun son debatidos, se ha estipulado que los cambios conformacionales de la prestina conducen a
cambios en la geometria de la CCE (Dallos et al., 2008). Esto avala observaciones previas que
mostraban que las CCEs tienen una actividad electrométil: se acortan ante una despolarizacién y se
alargan ante una hiperpolarizacién (Brownell et al., 1985; Ashmore, 1987). Luego, se demostrd que
tales ciclos de acortamiento y alargamiento de las CCEs potencian localmente la vibracion de la MB, lo
qgue redunda en una amplificacion local de la magnitud de la sefial transducida a nivel de las CCls. A
este mecanismo de amplificacién llevado a cabo por las CCEs también se lo conoce como “amplificador
coclear” (Kiang et al., 1986; Dallos, 1992).

Habiendo descrito las propiedades de la mecanotransduccion en los dos tipos de células
ciliadas, se describirad brevemente cémo las funciones de las distintas estructuras del epitelio sensorial
son combinadas para la correcta codificacién de las diferentes propiedades de los estimulos sonoros.
En primer lugar, la MB no sélo es fundamental en el proceso de mecanotransduccion de los
estimulos auditivos, sino que ademas es esencial en la decodificacién de las frecuencias de las ondas
sonoras. En particular, la MB modifica decrecientemente su rigidez a lo largo de la céclea, lo que
determina que propiedades mecanicas -como la frecuencia caracteristica de resonancia- varien
diferencialmente en toda la extension del érgano de Corti (Nam & Fettiplace, 2010). Es decir que, si
bien los estimulos entrantes generan vibraciones a lo largo de toda la MB, la composicion espectral del
estimulo determinara la existencia de puntos en los que estas oscilaciones sean maximas. Asi, tal como
se ve en las Figuras 3a y b sonidos de frecuencias bajas generan desplazamientos mdaximos en la region
apical de la céclea, mientras que sonidos de frecuencias altas lo hacen en la regién basal. En
consecuencia, en aquellos puntos del érgano de Corti donde las vibraciones inducidas por el sonido
sean mas intensas, la amplitud de la sefial mecanotransducida serd mayor.

En segundo lugar, a este mecanismo pasivo de sintonizacion se suma la contribucién del
mecanismo activo de amplificacién dependiente de la actividad electromatil de las CCEs. En este caso,
la contribucién del amplificador coclear se encuentra restringida a aquellas regiones cocleares en las
gue las oscilaciones de la MB fueron capaces de activar a las CCEs, lo que conduce a un incremento
local en las oscilaciones de la MB vy, en consecuencia, a una amplificacion de la sefal que es
transducida por las CCls. De hecho, el descubrimiento de la funcion amplificadora de las CCEs fue

esencial para explicar la elevada sensibilidad y capacidad de sintonizacién fina del sistema auditivo de
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los mamiferos, puesto que el mecanismo pasivo dependiente de las oscilaciones de la MB era

insuficiente para tal fin (Robles & Ruggero, 2001; Hudspeth, 2008).
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Figura 3| (a). Representacion esquematica de una coclea de mamifero “desenrollada” con la membrana basilar
extendida. La variacidon diferencial en el grosor y la rigidez de la MB es lo que permite discriminar las
frecuencias de los sonidos. Asi, en la porcidn apical se codifican lasfrecuencias bajas, mientras que en la region
basal lo hacen las frecuencias altas. (b). Curva de sintonizacion para distintas NGEs, segun la posicién de las CCls
que inervan a lo largo de la céclea. Esta organizacién de frecuencias en la cdclea constituye un mapa tonotdpico
que se conserva en losdistintos nucleos de la via auditiva ascendente. Figura modificada a partir de Purves,
2004. (c). Representacion esquematica de seis puntos (sefialados en a) a lo largo de la MB en los que la amplitud
de movimiento es maxima para distintas frecuencias. (d). Esquematizacién del mapa tonotdpico coclear de un
raton. Las flechas sefialan la frecuencia que mayor oscilaciéon genera en esa region de la MB. Imagenes
modificadas a partir de Purves 2004 y McGinley et al., 2012.

Es a través de estos mecanismos, que la estimulacién sonora produce la activacién de una
poblaciéon de CCls en una regidn especifica de la céclea, la cual dependerd de la frecuencia del
estimulo sonoro. Esa estimulacidn da lugar a la liberacidn de glutamato en la sinapsisen cinta y la
consecuente activacion de las NGEs. Esto se condice con la observacion de que cada NGE posee
una curva de sintonizacion de frecuencias individual, es decir, sdlo la estimulaciéon en un determinado
rango de frecuencias es suficiente para superar el umbral de disparo de potenciales de accidén vy
desencadenar la transmisidon de informacion hacia el SNC (Figura 3c). Se ha descrito que en dicho
rango existe un valor de frecuencia caracteristica para el que la respuesta de la NGE es maxima
(Liberman, 1982). De este modo, la discriminacion de frecuencias dada por la oscilacién diferencial de

la MB - amplificada por la actividad de las CCEs- y la selectividad de frecuencias de las NGEs posibilitan
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la conformacién de un mapa topogréfico en la céclea, también llamado mapa tonotdpico, en el que las
respuestas a las distintas frecuencias que un mamifero puede procesar se encuentran organizadas
espacialmente ya a nivel del drgano de Corti (Figura 3d) (Rubel & Fritzsch, 2002). Es decir que las
diferentes propiedades de los estimulos sonoros, tales como su intensidad o su estructura temporal,
son codificadas a nivel de esta sinapsis en una forma tonotépicamente organizada (Hudspeth, 1997;
Fuchs et al., 2003; Fuchs, 2005; Goutman et al., 2015). Adicionalmente, un rasgo importante del
sistema auditivo, y que es compartido con otros sistemas sensoriales (Mombaerts, 1999; Gogos et al.,
2000; Huberman et al., 2008; Renier et al., 2017), es que esta organizacidon topografica en la
representacién de frecuencias se conserva a lo largo de los distintos nucleos que componen la via

auditiva ascendente (Hudspeth, 1997; Kandler et al., 2009).

Inervacion del érgano de Corti maduro

Los mecanismos descritos arriba permiten explicar cdmo el sistema auditivo periférico es
capaz de amplificar los estimulos sonoros y también de codificar sus diferentes caracteristicas
(frecuencia, intensidad, estructura temporal). No obstante, es necesario remarcar que gran parte de
la precision con la que cuenta el sistema auditivo en relacidon con estos procesos, depende también
de la organizacién de sus circuitos y patrones de inervaciéna nivel periférico (Figura 4), los cuales se

detallaran a continuacion.

La inervacién aferente —es decir, aquella que parte de la cdclea hacia el SNC- es llevada a
cabo por las NGEs. En roedores con un sistema auditivo maduro, cada CCl recibe de 10 a 20 contactos
sinapticos de NGEs independientes (Liberman, 1980, 1982). A las NGEs que contactan a las CCls
también se las denomina aferentes de tipo | (Figura 4). Las NGEs de tipo | son neuronas mielinizadas,
representan aproximadamente el 95% de la poblacién total de NGEs y cada una de ellas recibe
informacién desde una Unica zona activa en una Unica CCl (Spoendlin, 1972; Perkins & Morest, 1975;
Liberman, 1980). El hecho de que cada CCl sea contactada por 10-20 terminales de NGEs de tipo |
(Liberman, 1980, 1982), sumado a que cada NGE contacta a una Unica CCl, facilita la organizacién del
mapa tonotdpico en la via auditiva ascendente. Asimismo, se ha visto que la organizacion tonotdpica
a nivel coclear (y también en los nucleos auditivos centrales) se correlaciona con patrones espaciales
de distribucidn de propiedades morfoldgicas o funcionales. Asi, por ejemplo, el nimero de contactos
de NGEs de tipo | sobre las CCls es mayor en la region medial y decae hacia ambos extremos (Meyer

et al.,, 2009). En este marco, se especula que la mayor inervacién aferente en la region medial
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contribuye a la mayor sensibilidad auditiva para las frecuencias medias observada en mamiferos
(Meyer et al., 2009). Se sabe ademas que las NGE de tipo 1 pueden subdividirse en tres grupos segun
sus caracteristicas morfoldgicas (Gleich et al., 1993), espaciales y propiedades fisioldgicas (Shrestha et
al., 2018; Moser et al., 2023). Las NGE del subtipo 1a muestran una alta tasa de disparos espontaneos,
se activan con bajos umbrales de sonido y tienden a ser fibras mas gruesas. Por otro lado, las del
grupo 1b tienen una tasa de disparos espontdneos intermedia y se activan con umbrales de sonido
moderados. Por ultimo, las del grupo 1c presentan una baja tasa de disparos espontdneos, se activan
con altos umbrales de sonido y tienen un didmetro menor. Se ha observado que estos subtipos
neuronales establecen conexiones con las CCls en diferentes dreas de la célula y se conectan con
presinapsis en cinta de diversos tamafios a lo largo del eje modiolar-pillar, lo que resulta en un
gradiente morfoldgico en relacidn con este eje de la célula (Figura 4b) (Liberman & Liberman, 2015).
En la zona modiolar de la CCl podemos encontrar presinapsis de mayor tamafio contactadas por NGE
tipo 1c de didmetro pequefio, mientras que del lado opuesto (pilar) las presinapsis son mds pequenas

y los contactos aferentes estan a cargo de las NGE del tipo 1a que son de mayor diametro.

Por otro lado, los cuerpos sindpticos de las CCEs son también contactados por NGEs,
denominadas NGEs de tipo Il (Figura 4). Estas son neuronas amielinicas, contactan varias CCEs al
mismo tiempo y sdlo representan el 5% de las NGEs totales (Perkins & Morest, 1975; Berglund &
Ryugo, 1987; Brown, 1987). Teniendo en cuenta que la sinapsis aferente sobre las CCEs no contribuye
significativamente a la transmisién de la informacidn auditiva hacia el SNC, en los Ultimos afos se ha
postulado que las NGEs de tipo Il estarian involucradas en la sefializacidn de dafo en el epitelio
auditivo frente a la exposicion a sonidos de alta intensidad (Flores et al., 2015; Liu et al., 2015), pero
igualmente se trata de una hipétesis aun en discusiéon. A menos que se explicite especificamente, de

aqui en mas se usara la abreviatura NGE para referir Unicamente a las NGEs de tipo .
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Figura 4| (a). Esquema de la inervacion aferente y eferente en el drgano de Corti maduro. Los cuerpos sindpticos
de las CCls reciben contacto directo de NGEs de tipo |, mientras que en las CCEs ese contacto es llevado a cabo por
las NGEs de tipo Il. Las NGEs de tipo | son contactadas, a nivel de sus dendritas, por terminales eferentes del
sistema LOC. Los terminales eferentes MOC, en cambio, contactan directamente a las CCEs y, como se verd mas
adelante modula la actividad del amplificador coclear. (b). Detalle de los tipos de NGE que contactan a cada CCl, y
del gradiente de tamafiio de dichos terminales y de las presinapsis correspondientes.

Los somas de ambos tipos de NGEs se encuentran en el ganglio espiral, el cual se ubica en el
modiolo, una estructura ésea que sirve de eje estructural a la cdclea. Desde alli, sus axones se
agrupan en el nervio auditivo y abandonan la periferia coclear para llevar la informacién auditiva
hacia el SNC, tal como se ilustra en la Figura 5a (Perkins & Morest, 1975; Berglund & Ryugo, 1987,

Brown, 1987). Mas precisamente, las NGEs forman contactos sinapticos con neuronas presentes en el
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nucleo coclear (NC) que se divide anatémica yfuncionalmente en una regién dorsal (NCD) y ventral
(NCV). Desde el NCV parten proyecciones contralaterales al complejo de la oliva superior (SOC, por
sus siglas en inglés), integrado por los nucleos de la oliva superior lateral (LSO, por sus siglas en
inglés), la oliva superior medial (MSO, por sus siglas en inglés) y el nicleo medial del cuerpo
trapezoidal (MNTB, por sus siglas en inglés). Desde el SOC, la transmisidn continta hacia el coliculo
inferior (Cl) y sigue por el tdlamo hasta llegar a la corteza auditiva (Knipper et al., 2013). A su vez,
también hay una via paralela que involucra proyecciones desde el NCV al SOC ipsilateral, y desde alli
hacia el CI, talamo y corteza auditiva ipsilateral, aunque su rol funcional es aun discutido (Knipper et
al., 2013). En resumen, la transmision de la informacién auditiva desde la periferia auditiva hacia los
nucleos centrales es principalmente contralateral, a pesar de que alo largo de la via existan

proyecciones que determinan cierto grado de transmision ipsilateral (Purves, 2004).
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Figura 5| (a). Esquema de la via auditiva ascendente. La sinapsis en cinta entre las CCls y NGEs es la primera
sinapsis de la via ascendente, involucrando multiples nicleos distribuidos a lo largo del SNC. Figura modificada a
partir de Elgoyhen et al., 2015. (b). Esquema de los nucleos auditivos a nivel del tallo cerebral que ilustra el
origen de las proyecciones eferentes hacia la coclea. En el complejo de la oliva superior (SOC) se ubica el LSO,
en el cual se encuentran los somas de las neuronas LOC que forman contactos axodendriticos con las
NGEs de tipo I. En una posicion mas medial del SOC (especificamente en el VNTB) se ubican los somas de las
neuronas MOC que forman contactos directos con las CCEs y regulan la actividad del amplificador coclear.
Figura modificada a partir de Maison et al., 2013.

Un rasgo comun a todos los vertebrados es que las células ciliadas, presentes en el sistema

auditivo, vestibular y la linea lateral de peces, reciben informacidon descendente la cual proviene del
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SNC y regula el funcionamiento de las mismas (Simmons, 2002). En este sentido, el sistema auditivo
periférico de los mamiferos no es una excepcién ya que también recibe una inervacion eferente que
se origina en el tallo cerebral y permite regular la ganancia del sistema a través de la modulacidn de la
amplificacidn coclear (Simmons, 2002; Guinan Jr., 2006; Elgoyhen & Katz, 2012; Katz & Elgoyhen,
2014).

La Figura 5b muestra que los somas de las neuronas eferentes que inervan la céclea provienen
de dos nucleos ubicados en el tallo cerebral a la altura del cuarto ventriculo: el ndcleo ventral
del cuerpo trapezoidal (VNTB, por sus siglas en inglés) y el LSO (Warr & Guinan,1979; Guinan et al.,
1983), los cuales a su vez dan origen a las fibras del sistema olivococlear medial y lateral (MOC y LOC,
respectivamente, por sus siglas en inglés). En conjunto, ambos grupos conforman el sistema eferente
olivococlear, el cual opera como un mecanismo reflejo en respuesta a sonidos contra e ipsilaterales
(Bufio, 1978; Liberman, 1989). Como ya fueramencionado previamente, los somas de las neuronas
MOC reciben informacion auditiva proveniente de los NCs contralaterales, lo que produce el disparo
de estas neuronas, cuyas fibras envian proyecciones hacia ambos oidos. Cada oido recibe, no
obstante, una mayor inervacién de fibras MOC contralaterales, en comparacién con las ipsilaterales,
de manera que las primeras tienen una mayor contribucion en el reflejo mediado por fibras MOC
(Maison et al.,2003a), como se muestra en el diagrama de la Figura 5b. Si bien se conoce que la
activacidn de neuronas del NC conduce al reclutamiento funcional de fibras MOC, no puede excluirse
la participacidn de otros tipos neuronales en el circuito. Por otro lado, existen evidencias que sefialan
que las neuronas MOC podrian ser reclutadas directamente por proyecciones provenientes desde
nucleos ubicados rio arriba en lavia auditiva ascendente, tales como la corteza auditiva y el Cl (Guinan

Jr., 2006; Terreros & Delano, 2015; Maison et al., 2016).

Por otro lado, las neuronas MOC y LOC se diferencian en los blancos a los que se dirige su
inervacion a nivel periférico. Las neuronas LOC son amielinicas y forman contactos axodendriticos con
las NGE de tipo | que inervan a las CCls (Figura 4) en el érgano de Corti y tal inervacidn es
predominantemente ipsilateral (Guinan, 2006). Alrededor de un 30% de las neuronas LOC son
dopaminérgicas, mientras que la mayoria de ellas pueden liberar tanto acetilcolina (ACh) como
GABA (Maison et al., 2003a; Darrow et al., 2006b; Lendvai et al.,2011). Se ha propuesto que esta
inervacién permite un control de la excitabilidad de las NGE de tipo | (Liberman et al., 1990; Reijntjes
& Pyott, 2016), asi como también que podria estar involucrada en la localizacion espacial del sonido

(Darrow et al., 2006a). No obstante, el rol funcional de la inervacidon LOC sobre las NGEs de tipo | es
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aun materia de debate. Las fibras MOC, por su parte, se hallan mielinizadas, contactan directamente a
las CCEs en su cara basolateral (Figura 4) y tienen un rol inhibitorio sobre la amplificacién coclear
(Liberman et al., 1990; Guinan, 2006). Se ha encontrado que cada CCE recibe entre 1 y 5 contactos
eferentes MOC (Wilson et al., 1991; Vetter et al., 1999; Murthy et al., 2009b), aunque el nimero varia
tonotdpicamente: el maximo se encuentra en la region medial de la cdclea y un menor nimero en los
extremos basal y apical (Maison et al., 2003a). Los contactos eferentes MOC sobre las CCEs pueden
tomar forma de botdn o de copa y, frecuentemente, estan asociados con una cisterna subsinaptica
ubicada dentro de la CCE y en aposicién a la membrana plasmatica (Fuchs, 1996). Si bien se ha
detectado liberacion de GABA, CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina) y péptidos
opioides, el principal neurotransmisor descargado por estas sinapsis es ACh (acetilcolina) (Eybalin,
1993; Maison et al.,, 2003a). En el siguiente apartado se detalla el mecanismo por el cual la
sefializacion colinérgica de los terminales MOC produce una reduccion en la actividad electrométil

de las CCEs vy, deeste modo, reduce el efecto del amplificador coclear.

Inhibicion colinérgica de la amplificacion coclear

La llegada de un potencial de accién al terminal presinaptico MOC produce la liberacién de la
ACh, la cual gatilla la apertura del receptor nicotinico colinérgico (nAChRs) a9a10 ubicado en la cara
basolateral de las CCEs (Figura 6) (Elgoyhen et al., 2001). Este receptor es un canal catidénico no
selectivo que posee propiedades farmacoldgicas y biofisicas que le confieren caracteristicas mixtas
entre receptores nicotinicos y muscarinicos, y presenta una alta permeabilidad relativa al Ca?*
(Elgoyhen et al., 1994, 2001; Gémez-Casati et al., 2005). A su vez, existe un acoplamiento funcional
entre el receptor a9a10 y el canal de K* de tipo SK2 (Oliver et al., 2000), cuya actividad depende de
la presencia de Ca?' intracelular (Fakler & Adelman, 2008). De este modo, la entrada de Ca®* a
través del nAChR a9a10 da lugar a la activacion del canal SK2 y, en consecuencia, a la salida de K* a
favor de su gradiente electroquimico, lo que lleva a la hiperpolarizacién de la CCE (Elgoyhen & Katz,
2012; Fuchs, 2014; Katz & Elgoyhen, 2014). Ademas, se ha propuesto que cisternas sinaptoplasmicas
cercanas a la membrana basolateral de las CCEs podrian aportar mas Ca?* para la activacion de los SK2
a partir de mecanismos de liberacién de Ca?* inducidos por Ca?, a la vez que podrian contribuir a la
restriccion espacial de este catidn (Lioudyno et al., 2004; Fuchs, 2014; Fuchs et al., 2014; Moglie et al.,
2018). En resumen, la consecuencia funcional de la activacion de la sinapsis MOC-CCE es la
hiperpolarizaciéon y consecuente elongacién de las CCEs, lo que resulta en una reduccidon de la

amplificacion coclear y, por ende, en una disminucién en la magnitud de la sefial transducida en las
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CCls (Galambos, 1955; Wiederhold & Kiang, 1970; Gifford & Guinan Jr., 1987).

A través de la modulacidon de la actividad electrométil de las CCEs, las neuronas MOC
conforman un mecanismo reflejo que permite controlar la ganancia del sistema auditivo periférico de
los mamiferos. Similar a lo descrito para la via auditiva ascendente, el sistema eferente MOC también
estd organizado tonotdpicamente (Brown, 2014). Esto implica que la activacién de una neurona MOC
gue proyecta hacia una dada region del dérgano de Corti, estard dada por la activaciéon de NGEs de
tipo | correspondientes a esa misma regiéon tonotdpica, de modo que este mecanismo de
retroalimentacion negativa se direccione preferencialmente a las regiones que requieren ser
moduladas. A su vez, se ha determinado que la actividad inhibitoria MOC aumenta con la intensidad
del estimulo y que, por todo lo descrito previamente, produce una reduccién en el tamafio de la
poblacién de neuronas aferentes activadas por estimulos sonoros, lo que se traduce en una
disminucién de la sensibilidad auditiva global (Galambos, 1955; Wiederhold & Kiang, 1970; Gifford &
Guinan Jr., 1987; Brown, 1989).

CCE
EFERENTE

P
- -
- <
- o s

7 -

/1
I

/

CaZo

; a9a10 l} 15 SK2 }
I
i y

Figura 6| Esquema de la inervacion de una CCE mostrando el termina MOC y una amplificacion de la sinapsis MOC-
CCE. Alli puede verse que la llegada de un potencial de accién al terminal MOC induce la liberaciéon de ACh. La ACh
activa al nAChR a9a10 ubicado en la membrana de la CCE, lo que da lugar a la entrada de Ca?* a la CCE. El influjo
de Ca?* produce la activacién de conductancias de K* de tipo SK2, asi como también induce la liberacién de mas
Ca®* desde la cisterna sinaptopldsmica (en gris). La salida de K* a través del canal SK2 da lugar a una
hiperpolarizacion de la CCE que resulta completamente limitante de la actividad electrométil de estas células v,
por lo tanto, inhibe la amplificacidn coclear.
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La presencia de un mecanismo evocado por la estimulacién sonora, pero que modula
negativamente la deteccidon de estimulos auditivos, despertd numerosos debates en torno a su rol
funcional. En primer lugar, su capacidad de limitar la activacidn de NGEs de tipo | podria contribuir al
control del rango dindmico de la audiciéon (Guinan, 1996). También se ha postulado que el reflejo
olivococlear contribuiria al desenmascaramiento de sonidos en ambientes ruidosos (Dolan & Nuttall,
1988; Winslow & Sachs, 1988; Kawase et al., 1993) y, de este modo, podria también mediar en la
atencion selectiva en humanos (Wittekindt et al., 2014) y otros mamiferos (Oatman, 1976; Delano et
al., 2007; Terreros et al., 2016). Cabe aclarar que el reflejo olivococlear no seria la Unica estrategia
subyacente en los procesos de atencidn selectiva, ya que hay evidencias que sugieren la participacion
de distintos niveles dentro de la jerarquia del SNC (Kerlin et al., 2010; Mesgarani & Chang, 2012; Ding
& Simon, 2013; Park et al., 2016; Dai et al., 2018) que podrian tanto suprimir estimulos irrelevantes
como reforzar los mas relevantes (Fritz et al., 2007; Couperus & Mangun, 2010). Por ultimo, se ha
indicado que la inhibicion de la amplificacion coclear mediada por las fibras eferentes MOC podria ser
relevante en la proteccion frente a los dafos funcionales y estructurales ocasionados por la
exposiciéon a ruidos intensos (Liberman, 1991; Rajan, 2000; Taranda et al., 2009; Maison et al., 2013).
Este ultimo aspecto es particularmente relevante en este trabajo, por lo que se desarrollara con

mayor profundidad en los siguientes apartados.

Desarrollo post natal del sistema auditivo

Cambios postnatales en la estructura y funcion del 6rgano de Corti

En mamiferos altriciales, el desarrollo completo del sistema auditivo ocurre después del
nacimiento (Geal-Dor et al., 1993; Puel & Uziel, 1987). En el caso especifico de los roedores, este
proceso tiene lugar durante las dos primeras semanas después del nacimiento. Durante este periodo,
los roedores no responden a estimulos acusticos externos, aunque las células sensoriales son capaces
de detectar estimulos sonoros (Lelli et al., 2009) y existe conexién neuronal con el sistema nervioso
central (Hoffpauir et al., 2009). La imposibilidad para detectar el sonido exterior tiene su origen en: a)
la oclusion fisica del canal del oido externo, alrededor de P8 se inicia la apertura paulatina del mismo,
lo que permite que las ondas de sonido comiencen a ser transmitidas hacia el oido interno (Mikaelian
& Ruben, 1965); b) la subdesarrollada mecéanica del oido medio e interno y la composicion idnica

inmadura de los fluidos cocleares (Bosher & Warren, 1971; Geal-Dor et al., 1993; Rybak et al., 1992;
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Woolf & Ryan, 1988) cuyas concentraciones idnicas definitivas en la perilinfa y endolinfa, que
determinan el potencial endococlear necesario para la transduccidn del sonido, se establecen entre
P12-14 (Schmidt & Fernandez, 1963) y c) la capacidad subdesarrollada de deflexion de los
estereocilios debido a cambios en su longitud y grosor, la cual se completa alrededor de P20 (Krey et
al., 2023).

Asimismo, durante este periodo del desarrollo postnatal, el sistema auditivo presenta una
actividad eléctrica espontanea e independiente del sonido (Jones et al.,, 2007; Liberman & Brown,
1986; Sonntag et al., 2009; Tritsch et al., 2007). Distintas lineas de evidencia sugieren que la actividad
eléctrica se origina en el drgano auditivo primario del oido interno, la céclea, y se propaga a lo largo de
todala via auditiva (Jones et al., 2007; Lippe, 1994; Tritsch et al., 2010), dando lugar a mecanismos de
plasticidad y reorganizacién sinaptica (Kandler et al., 2009). De esta manera, previo al comienzo de la
audicion, el proceso de refinamiento se caracteriza por la formacidon de sinapsis en exceso (excitatorias
e inhibitorias), seguida de su eliminacién o podado, hasta adoptar la configuracién madura (Bulankina
& Moser, 2012). Luego del comienzo de la audicidon el refinamiento continlda, pero ya no es
orquestado por la actividad espontanea si no, por la evocada por sonido. Si esta actividad evocada es
alterada de alguna manera (ablacion de la céclea o exposicion a ruido) la formacion de las
proyecciones excitatorias e inhibitorias se ve interrumpida y los circuitos neuronales permanecen en
un estado inmaduro (Sanes et al., 1992; Sanes & Takacs, 1993; Gabriele et al., 2000; Rybalko & Syka,
2001; Kandler, 2004).

Sinaptogénesis aferente al érgano de Corti

Hacia el final del periodo de gestacidn, las células ciliadas cocleares son contactadas por neuronas
del ganglio espiral (NGE): mielinizadas de tipo | y no mielinizadas de tipo Il (Figura 7a, panel
izquierdo). En este momento del desarrollo, las NGE presentan arborizaciones y proyectan
simultdneamente a CCls y CCEs en la misma posicion radial (Echteler, 1992; Perkins & Morest, 1975).
Cada fibra emite ramificaciones colaterales temporales que se ven sujetas a un refinamiento
progresivo durante la primera semana postnatal (Wiechers et al., 1999). La consolidacidn o remocion
de estas sinapsis da lugar a una reduccién cercana al 50% en el numero de contactos sinapticos
aferentes funcionales hacia el final de la segunda semana postnatal. El podado sindptico se atribuye
a mecanismos de refinamiento de neuritas, retraccion de NGE ramificadas inmaduras y apoptosis

neuronal (Barclay et al., 2011; Delacroix & Malgrange, 2015; Huang et al., 2012). Por su parte la pre-
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sinapsis o sinapsis en cinta de las CCls también sufre un proceso de maduraciéon y remodelacion
durante las primeras semanas postnatales. Los primeros rastros de sinapsis en cinta provienen de la
segunda semana embrionaria donde los precursores sindpticos se encuentran libres en el citoplasma
de las células. Durante la primera semana post natal se produce un proceso de fusidn entre varias
sinapsis en cinta pequenas y de forma redondeada, que contienen vesiculas de mayor tamafio y las
mismas se anclan a la membrana plasmadtica como se muestra en la Figura 7b. Hacia la segunda
semana las sinapsis aumentan su tamano, adoptan una forma de gota y a su vez aumenta el nimero
de vesiculas sinapticas ancladas a ellas, ya para la tercera semana postnatal se alcanza Ia
configuracion morfoldgica y funcional estable de las sinapsis en cinta (Voorn et al.,, 2020).
Adicionalmente, se ha descubierto que la definicién del gradiente de tamanos de los elementos pre-
y postsindpticos en el eje modiolar-pilar es otro proceso muy dinamico que tiene lugar en el primer
mes de vida postnatal. Esto fue demostrado en una serie de experimentos en los que se analizaron
los volimenes de los elementos antes mencionados en imagenes de microscopia confocal para
diferentes estadios entre P7 y P28 (Liberman & Liberman, 2016). Alli se vio que, si bien a P7 el
numero de contactos sinapticos por CCl es significativamente mayor al observado en un animal
adulto, la distribucién en los volumenes de los elementos sindpticos exhibié el mismo patrén que en
ratones adultos: mayores volumenes sindpticos en el lado modiolar y menores en la cara pilar. No
obstante, alrededor del comienzo de la audicidn, tal patrédn desaparece debido a que los cuerpos
sindpticos modiolares reducen su tamafio. A partir de P21, la distribucion comienza a cambiar
nuevamente y es alrededor de P28 que se establecen los gradientes complementarios descritos en el
animal adulto (Liberman et al., 2011). Por otro lado, si bien los parches de receptores postsinapticos
de AMPA pueden variar su tamafio a lo largo del periodo P7-P28, el volumen de los parches ubicados
del lado modiolar es siempre menor al de aquellos ubicados del lado pilar, en consonancia con lo
reportado en ratones adultos (Liberman et al., 2011). Estos cambios a lo largo de la maduracién
postnatal del sistema auditivo periférico fueron también hallados en ratas (Kalluri & Monges-
Hernandez, 2017), en las que ademas se encontrd que la diversificacién de las tasas de disparo de las
NGEs de tipo | se desarrolla entre P15 y P32 (Wu et al., 2016). Por otro lado, existen numerosas
evidencias que senalan que el refinamiento en la transmisién de la informacién sensorial a través de
la via aferente funcional, asi como la mielinizacion de las NGEs, son procesos que terminan de
completarse en los primeros dos meses de vida postnatal de los roedores (Shnerson et al., 1981;

Romand & Romand, 1985; Kim & Rutherford, 2016)
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Figura 7| (a) Desarrollo postnatal de la inervacién coclear. Panel izquierdo: 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 serinervadas por la misma NGE. Las CCEs no
presentan inervacion eferente. Panel medio: al finalizar la primera semana, las CCls son inervadas por NGE de tipo
|y las CCEs por las de tipo Il. Se observan fibras eferentes en proximidad con las CCE. Panel derecho: en la céclea
madura, las CCls solo presentan sinapsis aferentes. Las neuronas olivococleares laterales contactan los botones
sindpticos de las NGEs de tipo | mientras que los eferentes mediales olivococleares hacen sinapsis directa sobre las
CCEs. Adaptado de Bulankina & Moser, 2012. (b) Desarrollo postnatal de las sinapsis en cinta. En las primeras
etapas postnatales, los precursores de las sinapsis en cintas se adhieren a la membrana presinaptica, donde se
fusionan junto con sus densidades presinapticas individuales (azul oscuro). Posteriormente, las sinapsis en cintas
crecen y el tamafio de las vesiculas sindpticas adjuntas disminuye, mientras que su nUmero aumenta hasta el inicio
de la audicidn. Simultaneamente, las densidades postsindpticas cambian de una organizacion de multiples
conglomerados a una densidad elipsoide por botdn. El refinamiento del desarrollo tanto de la pre como de la
postsinapsis resulta en la inervacion predominantemente de una zona activa por neurona aferente y, en la mayoria
de las sinapsis, una sola presinapsis madura, grande y en forma de gota por zona activa. Adaptado de Vorn & Vogl,
2020.
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Actividad eléctrica espontanea en la coclea

Desde estadios embrionarios y hasta el comienzo de la audiciéon en la segunda semana
postnatal, la despolarizacidn de las CCls evoca el disparo de potenciales de accidon mediados por Ca®*
(Kros et al., 1998; Marcotti et al., 2003a). La cinética de estas espigas es mucho mas lenta que la
exhibida por los clasicos potenciales de accién mediados por Na* y es sostenida principalmente por
canales de Ca?" de tipo L conteniendo la subunidad Cav1.3 (Brandt et al., 2003; Marcotti et al.,
2003a; Platzer et al., 2000). En consecuencia, cada potencial de accién es acompafiado por el influjo
de Ca** que gatilla la liberacién de vesiculas conteniendo glutamato hacia las dendritas de las NGEs
(Beutner & Moser, 2001; Glowatzki & Fuchs, 2002; Johnson et al., 2005). La activacién de los
receptores de tipo AMPA en los terminales aferentes permite que la actividad iniciada en la céclea
sea propagada a lo largo de toda la via auditiva (Tritsch & Bergles, 2010) (Figura 5a). En relacion con
este punto, aun se debate si la actividad eléctrica que exhiben las CCls se debe a propiedades
intrinsecas de la célula (Johnson et al., 2011a, 2012, 2016; Kros et al, 1998), o es
inducida/modificada por estimulos ajenos a la misma: se ha demostrado que las células de soporte,
vecinas a las CCls, liberan ATP en forma espontdnea, activando una serie de mecanismos que da
lugar a la despolarizacion de las CCls (Tritsch et al., 2007; Wang et al., 2015; Kersbergen et al., 2023).
Las CCls pierden la capacidad de disparar potenciales de accidon en forma espontanea hacia el final de
la segunda semana postnatal como consecuencia de la expresidon de canales rapidos de K*activados

por Ca% del tipo BK (Kros et al., 1998; Marcotti et al., 2003a).

Durante la primera semana postnatal, la actividad espontanea de las CCls exhibe periodos de
intensa actividad separados por intervalos inactivos cuya estructura temporal se organiza
progresivamente, dando lugar a un patron estereotipado con rafagas de disparo mediadas por largos
periodos de silencio (Johnson et al.,, 2011; Sendin et al.,, 2014; Tritsch et al., 2010). Registros
realizados en NGE in vitro muestran el mismo patrén de potenciales de accidén en estas neuronas y el
disparo de estos seria dependiente de la liberacidn de neurotransmisor mediada por Ca2* de las CCls
(Tritsch et al., 2010). Datos experimentales obtenidos de estas neuronas muestran que antes del
comienzo de la audicion la tasa de disparo espontdneo tiene una tasa aproximada de 2 disparos por
minuto la cual es propagada hasta la corteza auditiva (Babola et al., 2018). Mas aun, esta actividad
estructurada se repite en registros realizados in vivo en nucleos superiores de la via auditiva como el

coliculo inferior y el nucleo medial del cuerpo trapezoide (MNTB), aportando al origen periférico de
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la actividad espontdnea (Sierksma et al., 2017; Tritsch et al., 2010).

Es ampliamente aceptado que estos patrones de actividad cumplen un rol importante en el
desarrollo del sistema auditivo (Clause et al., 2014; Kirkby et al., 2013; Leao et al.,2006; Leighton &
Lohmann, 2016). El disparo de las CCls es necesario para la maduraciénde los procesos de liberacidon de
vesiculas en la sinapsis aferente (Johnson et al., 2013a), mientras que el bloqueo de la actividad coclear
espontanea conlleva a la degeneracion de NGEs y sus blancos postsinapticos en el nucleo ventral
coclear (Hashisaki & Rubel, 1989; Hirtz et al., 2011; Seal et al., 2008) e interfiere con la maduracién de
propiedadesneuronales y sinapticas en nucleos superiores de la via (Kotak & Sanes, 1996; Leao et al.,
2006; Walmsley et al., 2006; Youssoufian, 2005). La alteracidon de la actividad espontanea puede
modificar la organizacidon del mapa sensorial en distintos puntos del circuito e incluso cambios en el
patrén especifico de disparo han demostrado ser perjudiciales para el remodelado sinaptico de la viay

el refinamiento del mapa sensorial (Clause et al., 2014; Di Guilmi et al., 2019).

Inervacion eferente coclear durante el desarrollo postnatal

Fibras eferentes provenientes de nucleos ubicados en el tallo cerebral invaden la céclea de
roedores cerca del dia embrionario (E) 13 (Fritzsch & Nichols, 1993). Las neuronas eferentes mediales
olivococleares (MOC), maduran tempranamente y proyectan transitoriamente a las CCls (Bergeron et
al.,, 2005; Simmons, 2002; Simmons et al., 1996; Stewart Cole & Robertson, 1992). En el dia PO, los
axones eferentes forman sinapsis axosomaticas con las CCls (Figura 6 panel superior), de manera que,
en el periodo previo al comienzo de la audicién, las CCls no solo son contactadas por las NGE, sino que
también reciben innervacion eferente de origen MOC (Figura 7).

Las subunidades del nAChR son expresadasen las CCls desde estadios embrionarios y, mientras
el mensajero de la subunidad a9 se mantiene hasta el estadio adulto (Elgoyhen et al., 1994; Simmons
& Morley, 1998), el mensajero de la subunidad al10 deja de detectarse en P15 (Elgoyhen et al., 2001;
Morley & Simmons, 2002). En términos funcionales, las CCls comienzan a responder a la aplicacién
exogena de ACh y presentan actividad sinaptica desde el dia P3, la cual se va incrementando hasta el
dia P10 (Katz et al., 2004; Roux et al., 2011). Hacia el dia P16, en forma concomitantemente con la
desaparicion de la subunidad al0, la sensibilidad colinérgica se ve reducida y la actividad sinaptica
eferente es indetectable (Katz et al., 2004; Morley & Simmons, 2002). De esta manera, al final del
periodo de desarrollo previo al comienzo de la audicidn, la sinapsis axosomatica a las CCl desaparece
completamente y solo se detecta inervacién eferente MOC a las CCEs que se mantendrd en el

individuo adulto (Simmons, 2002; Simmons et al., 1996) (Figura 8).
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Figura 8| Esquema de la inervacién a la CCl pre y post comienzo de la audicion. Se observa que las CCl previo al
comienzo de la audicién cuenta con una sinapsis inhibitoria del sistema eferente MOC mediada por el nAChR
0a90a10. Dicha sinapsis es transitoria y desaparece en el estadio adulto.

Un amplio cuerpo de evidencia sostiene que el sistema eferente cumple un rol inhibitorio sobre el
disparo de los potenciales de accion de la CCl (Clause et al., 2014; Gifford & Guinan, 1983; Glowatzki &
Fuchs, 2000; Goutman et al., 2005; Guinan & Gifford, 1988; Johnson et al., 2005, 2011a; Sendin et al.,
2014). En este sentido, se ha demostrado que la generaciéon de potenciales de accion en las CCls
puede ser inhibida tanto por la aplicacién exdgena de ACh (Glowatzki & Fuchs, 2000) como por la
activacion eléctrica de las fibras eferentes que las contactan transitoriamente en este periodo
(Goutman et al., 2005; Johnson et al., 2011). En la preparacién de explantos cocleares se ha reportado
gue el bloqueo de los nNAChRs a9a10 genera un incremento robusto en la tasa de disparo de la CCl
(Johnson et al., 2011a; Sendin et al., 2014), mientras que otros trabajos indican que la actividad
eferente no es requerida para iniciar el disparo de potenciales de accidn (Tritsch et al., 2010). Sin
embargo, se ha de tener en cuenta que en esta preparacion ex vivo, los axones eferentes son
separados del soma neuronal durante la diseccién coclear, imposibilitando un analisis de sus patrones
de actividad fisioldgicos. En todo caso, la ablaciéon quirdrgica de la inervacién MOC durante el
desarrollo postnatal interfiere con el normal desarrollo de la funcidn coclear (Walsh et al., 1998; Walsh
& McGee, 1997), asi como la ausencia de dicha inhibicidn sindptica en ratones mutantes nulos parael
nAChR produce anomalias en el correcto establecimiento del circuito que conllevariana déficits en la
capacidad de distinguir frecuencias y localizar fuentes sonoras (Clause et al., 2014, 2017).

La coexistencia de la inervacidon eferente y aferente sobre las CCls durante este periodo critico
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plantea ciertos interrogantes acerca de la capacidad de estas células de integrar ambas sefiales en el
limitado volumen celular debido a que ambas sinapsis son mediadas por Ca?* y presentan efectos
antagdnicos en relacidn con la activacion de la via auditiva. En este sentido, incrementos en los niveles
de Ca?* producidos por la actividad colinérgica eferente activan los canales SK2, produciendo inhibicidn
sindptica; mientras que la entrada de Ca%*" a través de los CCDV estd acoplada a la liberacién de
vesiculas sobre la sinapsis aferente y la consecuente activacién de la via auditiva. En consecuencia, es
posible plantear un escenario en el que el influjo de Ca? a través del nAChR a9a10 promueva la
exocitosis en la sinapsis aferente en forma cruzada mientras la CCl se encuentra silenciada desde el
punto de vista eléctrico. Ha sido demostrado que dicha activacién cruzada es evitada gracias a un
eficiente mecanismo de compartimentalizacion, el cual involucra cisternas subsinapticas asociadas a
los botones eferentes, de manera que el Ca* entrante a través del nAChRs es rapidamente captado

por estas y evita que activen el mecanismo de liberacién en la via aferente (Moglie et al., 2018).

Causas no congeénitas de pérdida auditiva

La pérdida de audicidn es uno de los problemas de salud crénicos mas comunes que afecta a
personas de todas las edades y nivel socioecondmico. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que actualmente hay alrededor de 360 millones de personas con una pérdida de audicién
incapacitante (OMS, 2017). La pérdida de audicidon representa un desafio considerable para la
poblacion mundial, puesto que quienes son afectados ven reducidas sus posibilidades de
comunicacion y sus oportunidades laborales (Graydon et al., 2019). Entre las causas no congénitas de
la pérdida de la audicidn se destacan: el proceso de envejecimiento, infecciones, el uso de algunos
antibidticos aminoglucésidos, agentes antineopldsicos y la exposicidn a ruidos intensos.
Histéricamente, la pérdida de audicidn debida al envejecimiento, también conocida como
presbiacusia, fue considerada como la principal causa de pérdida de audiciéon en adultos. Estudios
enfocados a la situacion sanitaria de diversas franjas etarias han demostrado que la pérdida de
audicion esta fuertemente relacionada al deterioro en la funcidn cognitiva y al desarrollo de demencia
en adultos mayores (Livingston et al., 2017; Deal et al., 2018; Loughrey et al., 2018). La pérdida de
audicion por envejecimiento comienza con una pérdida de conexiones sinapticas entre las CCls y las
fibras aferentes de tipo |, y una pérdida de CCEs en la regidn basal de la cdclea que codifica para las
altas frecuencias (Fernandez et al., 2015; Gates & Mills, 2005; C. M. Liberman et al., 2014; M. C.
Liberman, 2017; Stamataki et al., 2006). Si bien se conocen y se han descripto mucho las

modificaciones que se dan durante ese periodo, los mecanismos celulares y moleculares que subyacen
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a esas modificaciones relacionadas al envejecimiento son desconocidas hasta el momento. Asimismo,
al proceso natural de pérdida auditiva por envejecimiento se le suman condiciones médicas
adyacentes que aceleran el proceso ya sea por la condicién per se o por la medicacién necesaria para
el tratamiento. Un ejemplo de esto lo constituyen los pacientes que sufren VIH-SIDA, ya que uno de
los antirretrovirales presente en los cocteles que se usan en la actualidad para el tratamiento de dicha
condicién modifica la actividad de la enzima que degrada colesterol (Mast et al., 2014), lo que entre
otras muchas cosas afecta la estabilidad de la pared celular de las células del oido y causa una
disminucién en su actividad con la consecuente pérdida de la capacidad auditiva. El mecanismo detras
de este proceso serd desarrollado en el capitulo Il de esta tesis.

En paralelo, en los ultimos afios el alto nivel de exposicidn acustica presente en las sociedades
modernas adjunta un componente adicional al proceso intrinseco de envejecimiento (Ren et al.,
2013). Cada dia existen mas evidencias sobre la creciente importancia que ha tomado la exposicion a
sonidos intensos como desencadenante de déficits en el procesamiento auditivo, la cual cobra una
relevancia adicional si se tiene en cuenta que las nuevas generaciones estan sometidas a niveles de
contaminacidn acustica cada vez mayores (Sliwinska-Kowalska & Davis, 2012). De hecho, existen
estimaciones de la OMS que seialan que el 10% de la poblacién mundial se encuentra expuesto a
niveles de sonido potencialmente peligrosos (Graydon et al.,, 2019). Recientemente, trabajos en
modelos murinos han documentado que la exposicion temprana a ruidos intensos lleva a una mayor
vulnerabilidad al proceso de envejecimiento (Kujawa & Liberman, 2006; Fernandez et al., 2015; Fetoni
et al., 2022), aunque los mecanismos a través de los cuales ambas etiologias interactian son aun
desconocidos. A su vez, se ha observado que no todas las personas son igualmente susceptibles a la
pérdida de audicidn por exposicion al ruido (Henderson et al., 1993) y que esa variabilidad podria
tener bases genéticas (Sliwinska-Kowalska & Pawelczyk, 2013). La identificacion de los genes y las
mutaciones que confieren tales fenotipos podria aportar nuevas evidencias sobre los mecanismos
moleculares que median en la pérdida de audicién por efecto de la exposicién a ruido, también
conocida como trauma acustico. Al mismo tiempo, la determinacion de los mecanismos moleculares
que participan de tales procesos resulta esencial para el desarrollo de nuevas herramientas

farmacoldgicas para la prevencién y el tratamiento de estas patologias.

Pérdida auditiva por exposicidn a ruidos intensos
El Instituto Nacional de Seguridad e Higiene laboral de Estados Unidos determina que 85 dB

SPL es el nivel maximo de intensidad sonora al que se puede estar sometido durante una jornada
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laboral (8 horas) para evitar dafios al sistema auditivo. Se recomienda que si las intensidades sonoras
son superiores, se debe reducir el tiempo de exposicion para evitar efectos perjudiciales. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, en varias ciudades del mundo la poblacidn se encuentra expuesta
diariamente a niveles sonoros superiores a los limites establecidos y que esto afecta principalmente a
jovenes, adultos mayores e incluso constituye una amenaza para los animales, alterando las
comunicaciones y el comportamiento de varias especies, incluyendo aves, insectos y anfibios. Debido
a ello es que en los ultimos afios se ha prestado particular interés en estudiar las consecuencias de la
sobreestimulacién acustica.

Las consecuencias de los efectos de la sobreestimulacion acustica dependen de la intensidad
del estimulo sonoro y del tiempo de exposicion (Spoendlin, 1971). La forma mas frecuente de evaluar
sus efectos fisiolégicos ha sido a través de la implementacion de evaluaciones funcionales de la
sensibilidad auditiva mediante ABRs (respuestas auditivas del tronco cerebral), DPOAEs (productos de
distorsién otoacusticos) y otras pruebas audiométricas. En base a ello, se postularon dos categorias
segun el efecto producido por la exposicion al ruido: aquel que produce una elevacién permanente en
los umbrales (PTS, por sus siglas en inglés) y el que produce una elevacién transitoria de umbrales
(TTS, por sus siglas en inglés). Las PTS se asocian a exposiciones intensas y/o prolongadas y se
destacan por la muerte de las células ciliadas y la degeneracién de NGEs de tipo | (Spoendlin, 1985;
Nordmann et al., 2000). La elevacién en los umbrales auditivos es permanente debido a que las células
ciliadas de los mamiferos —a diferencia del resto de los tetrapodos- no tienen capacidad de
regeneracion (Edge & Chen, 2008). En este contexto, las CCEs suelen ser mas susceptibles a morir que
las CCls (Saunders et al., 1991). Sumado a su mayor susceptibilidad, se ha descripto que estas células
muestran signos de agotamiento metabdlico y acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
ante la exposicidn a sonidos intensos (Lynch et al., 2004; Kamogashira et al., 2015). En paralelo, se ha
observado que inmediatamente después del trauma acustico se produce un incremento en los niveles
de Ca* libre en las CCEs (Fridberger et al., 1998) y la activacién de la calcineurina que podrian
desencadenar un proceso apoptotico en ausencia de acumulacion de ROS (Minami et al., 2004).
Ademas, se ha demostrado que la exposicion a ruido tiene la capacidad de provocar alteraciones sobre
las NGEs de tipo | que inervan a las CCls, entre las que se destaca el hinchamiento de las dendritas
aferentes que contactan a las CCls (Spoendlin, 1971; Robertson, 1983). Se piensa que este fendmeno
responde a algun tipo de mecanismo excitotdxico inducido por la liberacion de glutamato durante la
exposicion a ruido (Pujol et al., 1993; Pujol & Puel, 1999), puesto que la aplicaciéon de agonistas de

receptores de AMPA en cdcleas de animales intactos fue capaz de recapitular el fenotipo, mientras
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gue el uso de antagonistas previno la aparicidon de ese signo (Puel et al., 1995; Ruel et al., 2007). Las
TTS, por su parte, fueron durante mucho tiempo asociadas a exposiciones de menor intensidad o
duracidén, caracterizadas por la aparicién de signos de dafo estructural y disfuncion de los
estereocilios, pero sin ningin compromiso de la viabilidad de las células ciliadas y de las neuronas
aferentes (Liberman & Dodds, 1984; Nordmann et al., 2000; Schneider et al., 2002). Si bien se ha
descrito que en un contexto de TTS podian encontrarse signos de hinchamiento en las dendritas de las
NGEs de tipo I, se encontré que seguidamente tenia lugar una rdpida restauracion de la
ultraestructura de los contactos sindpticos cocleares, lo que durante mucho tiempo sugirié que los
terminales aferentes afectados podian recuperarse o regenerarse (Puel et al., 1998). Sin embargo,
trabajos mds recientes han comenzado a sefalar que la exposicion a un trauma capaz de
desencadenar TTS puede llegar a tener efectos permanentes sobre la transduccién de los estimulos
sonoros (Kujawa & Liberman, 2009; Furman et al., 2013; Jensen et al., 2015; Liberman & Liberman,
2015; Valero et al., 2017). Por ejemplo, en el trabajo de Kujawa (2009), 2 semanas post exposicion a
un ruido de 100 dB por dos horas se encontré una recuperacion total de los umbrales de ABRs y
DPOAEs; no obstante, a las 8 semanas post exposicion las amplitudes del pico | de ABR seguian
disminuidas, al igual que el nimero de sinapsis CCI-NGE. A partir de ello, comenzé a especularse con
gue la ausencia en la recuperacidon de las amplitudes del pico | era consecuencia de la pérdida de
sinapsis CCI-NGS, fendmeno que comenzd a ser conocido también bajo el nombre de de-aferentacidn
o sinaptopatia aferente. En paralelo, diversos reportes en humanos encontraron que pacientes con
umbrales de audicidn normales experimentaban, a su vez, dificultades en tareas que requerian el
procesamiento de estimulos auditivos en presencia de otros sonidos o un ruido de fondo (Demanez et
al., 2003; Weisz et al., 2006; Hind et al., 2011; Ruggles et al., 2011). Estos déficits en el procesamiento
auditivo, ademas, resultaron prevalentes en poblaciones no envejecidas (Ruggles et al., 2012), lo que
descarté que las dificultades estuviesen asociadas al proceso de envejecimiento. Un estudio basado en
datos de pacientes y modelos computacionales llevé a postular la existencia de una nueva condicion
conocida como pérdida de audicién oculta (HHL por sus siglas en inglés, hidden hearing loss) en la que
los afectados exhiben una reduccién en la sefial que sale de la céclea -que puede ser compensada con
una mayor ganancia en las conexiones a nivel de los nucleos centrales- sin que exista una disminucién
en la sensibilidad auditiva (Schaette & McAlpine, 2011). Adicionalmente, en ese mismo trabajo, la HHL
ha sido propuesta como un mecanismo subyacente al desarrollo de algunas formas de acufenos y, en
conexién con ello, como una condicién capaz de explicar los desérdenes observados en humanos

respecto del procesamiento de tonos o palabras en ambientes ruidosos. En este marco, se ha
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especulado con que la reduccidon en la sefial enviada desde la cdclea hacia los nucleos centrales de la
via auditiva ascendente sea consecuencia de un cierto nivel de sinaptopatia aferente. Sobre tales
bases clinicas fue que luego se desarrollaron diferentes investigaciones en modelos murinos abocadas
a profundizar la descripcién de las causas y los efectos de la de-aferentacion a nivel coclear. Asi, un
estudio reciente en cobayos demostré que la exposicidn a ruido fue capaz de inducir una reduccién en
el tamaio de la poblacién de NGEs con baja tasa de disparo espontanea y alto umbral de activacién
(Furman et al., 2013). En paralelo, un estudio mas reciente en ratones encontré que la exposicion a
ruido era capaz de provocar un decremento en el nimero de sinapsis ubicadas en la porcién modiolar
de las CCls (Liberman & Liberman, 2015), las cuales han sido asociadas a NGEs con baja tasa de disparo
espontanea y alto umbral de activacién (Figura 4b) (Liberman et al.,, 2011). Del mismo modo se
desprende que las fibras de bajo umbral de activacién y alta tasa de disparo espontanea son aquellas
gue se ven menos afectadas por efecto de la exposicidn a ruido, lo que explicaria la recuperacién
advertida en los umbrales de ABR que, por definicion, sefialan la intensidad minima frente a la cual se
detecta una respuesta en la via auditiva. En suma, la informacién recabada en los ultimos trabajos
sobre el tema revela que la pérdida de algunas poblaciones sindpticas podria ser la causa subyacente a
la HHL en humanos, a la vez que sefiala que ese cuadro clinico puede ser recapitulado en roedores
luego de la exposicién a ruidos intensos.

En este escenario, el efecto inhibitorio que la activaciéon de las fibras MOC tiene sobre Ila
amplificacion coclear llevada a cabo por las CCEs (Figura 6) ha llevado a proponer al reflejo
olivococlear como un mecanismo natural de proteccion del trauma acustico. Asi, en experimentos con
animales anestesiados se advirtid que, si durante la exposicidn a ruido se estimulaban eléctricamente
las fibras MOC, el déficit auditivo generado era significativamente menor (Rajan, 1988; Reiter &
Liberman, 1995). Seguidamente, se sucedieron numerosos experimentos basados en la remocién
quirargica de las fibras del sistema eferente olivococlear (Reiter & Liberman, 1995; Kujawa &
Liberman, 1997; Zheng et al.,, 1997a, 1997c). En todos ellos se verificé que los animales que no
contaban con un reflejo MOC funcional resultaron mas sensibles a sufrir un PTS como resultado de la
estimulaciéon con un ruido de alta intensidad. La elucidacion de los mecanismos moleculares
involucrados en la inhibicién colinérgica de las CCEs (Elgoyhen et al., 1994, 2001; Oliver et al., 2000)
motivo el desarrollo de lineas de ratones genéticamente modificados que permitieran disecar las
contribuciones de cada uno de los componentes inhibitorios de la via y manipular globalmente la
actividad del sistema MOC. Primeramente, se generaron los ratones knock-out (KOa9) (los cuales

fueron usados en el Capitulo | de esta tesis), en los que se observd que la estimulacién eléctrica de las
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fibras MOC era incapaz de inhibir la generacidn de DPOAE, lo que fue tomado como evidencia de la
falta de inhibicién colinérgica del sistema MOC sobre las CCEs (Vetter et al., 1999). La exposicién a
ruido en este genotipo no demostrd tener efectos significativos sobre los umbrales de audicién, pero
si se observaron déficits en el procesamiento temporal de la informacién auditiva (Lauer & May,
2011). En cualquier caso, la exposicidén a ruido utilizada en ese trabajo no era controlada en términos
de duracién o intensidad y, posiblemente, ésta ultima haya sido menor a las empleadas en los trabajos
mencionados en los parrafos anteriores.

Paralelamente, estudios en un sistema de expresion heterdloga en ovocitos de Xenopus laevis
revelaron que una mutacidon puntual sobre el (L9’T) sobre el dominio transmembrana 2 de la
subunidad a9, daban lugar al ensamblaje de receptores colinérgicos a9a10 caracterizados por una
mayor afinidad por ACh, una menor tasa de desensibilizacidn y un incremento en el tiempo promedio
de apertura del canal (Plazas et al., 2005). El desarrollo de un ratén knock-in con esta mutacién (Kla9)-
animal usado en el Capitulo | de esta tesis- permitid la evaluacién in vivo de las consecuencias
fisiolégicas e histoldgicas de la ganancia de funcion en el receptor colinérgico (Murthy et al., 2009b;
Taranda et al., 2009). Las evidencias demuestran que, el receptor colinérgico con la mutacién L9'T
expresado en la cdclea de ratones, desplegaba las mismas propiedades biofisicas que los canales
clonados expresados en ovocitos. Asimismo, las corrientes post-sinapticas correspondientes a a9a10-
SK2 resultaron de menor amplitud, pero mas prolongadas en el tiempo en el Kla9 que en el WT, lo que
sugirié una mayor transferencia de carga a la CCE (Taranda et al., 2009). Por ultimo, se demostré que
la ganancia de funcidn en términos de las propiedades biofisicas del canal también tenia efectos en la
funcionalidad del reflejo olivococlear: umbrales de audicion mas elevados (previo a la exposicion a
ruido), mayor supresion del DPOAE durante la estimulacién de las fibras MOC y menor incremento en
los umbrales de ABR luego de la exposicidn a ruido (Taranda et al., 2009). A su vez, en este mismo
trabajo se mostré que tales efectos podian ser revertidos mediante la aplicacion de estricnina -un
bloqueante de los receptores a9a10- lo que reconfirmé el rol protagdnico del receptor colinérgico en

esta via de sefializacion.
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OBIJETIVOS GENERALES

1) Estudiar los cambios fisiolégicos e histoldgicos derivados de la exposicidn a ruido durante
el periodo de desarrollo en animales cuya modificacidon genética conduce a distintos

grados de actividad del sistema olivococlear.

2) Estudiar las consecuencias a nivel fisiolédgico e histolégico de la alteracién
farmacoldgica de los niveles de colesterol y el efecto de la suplementaciéon con

fitoesteroles.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Para la realizacion de los experimentos presentes en el capitulo | de esta tesis se utilizaron
animales de ambos sexos provenientes de dos lineas de ratones genéticamente modificados que
cuentan con diferentes niveles de actividad del sistema eferente medial olivococlear. La cepa Chrna9
KO (KOa9; Vetter et al.,, 1999) (fondo genético: FVB.129P2-Pde6bp Tyrc- ch/Ant)) no expresa la
subunidad a9 del receptor nicotinico, con lo cual es incapaz de ensamblar receptores a9al0
funcionales, por lo tanto, estos animales carecen del reflejo inhibitorio que el sistema MOC ejerce
sobre las CCEs durante la adultez y sobre las CCls durante el desarrollo. Por otro lado, la cepa
Chrna9L9’T KI (Kla9) (fondo genético: FVB.129P2-Pde6bp Tyrc-ch/AntJ) posee una mutacion puntual
en el gen de la subunidad a9. Dicha mutacién consiste en el cambio de una treonina por una leucina
(L9’T) en la posicidn 9’ del segundo dominio transmembrana de la subunidad. Se ha reportado que los
receptores a9a10 que contienen dicha mutacién presentan un aumento en la afinidad por acetilcolina
y una disminucidn en la tasa de desensibilizacion. (Plazas et al., 2005; Taranda et al., 2009). La
conjuncién de estos efectos da como resultado una potenciacidon del efecto inhibitorio del sistema
eferente medial sobre la amplificacién coclear (Taranda et al., 2009). Por ultimo, se emplearon ratones
con las variantes salvajes (wild type, WT) para el gen de la subunidad a9 del receptor nicotinico cuyo
fondo genético es idéntico al de las cepas antes mencionadas.

Para los experimentos mostrados en el capitulo Il se utilizaron ratones macho C57BL/6J de dos
meses y dos anos de edad.

Todos los animales fueron mantenidos en condiciones libres de patdgenos, bajo ciclos de 12
horas de luz/oscuridad y libre acceso a agua y alimento.

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) de

la Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires.
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Tratamiento con Efavirenz y Fitoesteroles

Los tratamientos explicados en esta seccién y cuyos resultados se muestran en el capitulo Il de
la presente tesis, fueron realizados en el laboratorio del Dr. Alejandro Sodero del instituto de
Investigaciones Biomédicas, de la Universidad Catdlica Argentina.

Se utilizaron ratones macho C57BL/6J de dos meses de edad, el nimero total de animales fue
dividido en tres grupos experimentales: Efavirenz, Efavirenz+ Fitoesteroles y Control. A continuacion,
se detallan cada uno de los tratamientos.

El grupo experimental ‘efavirenz’ recibid la droga efavirenz en el agua de bebida durante
cuatro semanas en una dosis de 0,09 mg/kg/dia, como se describié en trabajos anteriores (Mitroi et
al., 2019; Mast et al., 2014). Las soluciones de efavirenz fueron reemplazadas cada tres dias durante el
total de dias del tratamiento.

El grupo experimental ‘efavirenz+ fitoesteroles’ recibié la misma dosis de efavirenz en el agua

de bebida durante cuatro semanas y ademas durante las ultimas tres semanas recibié un suplemento
extra de fitoesteroles (marca Vitatech, el principal tipo de fitoesterol presente en este compuesto es el
Sitostanol) incluidos en los pellets de comida estdndar (Cooperacidn, Argentina) en una concentracion
2% m/m. Esta comida estaba a disposicidn de los animales ad libitum.

El grupo experimental ‘control’ bebié agua y se alimentd a base de pellets de comida estandar

(Cooperacién, Argentina). Durante todo el tratamiento se registrd el peso de los animales y no se

observaron diferencias significativas en los grupos al terminar los tratamientos (Ver Anexo Tabla 4).

Sistema de registro y exposicion

Las pruebas de fisiologia auditiva, asi como también la exposicion al ruido, fueron realizadas
en una camara anecoica. Dicha camara fue construida con materiales a prueba de sonido y disefiada
especialmente para la tarea, logrando aislar mas de 50 dB SPL. Su interior fue mantenido a una
temperatura de 30°C con el objeto de contrarrestar la hipotermia que pudieran sufrir los ratones
como consecuencia de la aplicacién de anestésicos.

En cada caso, la estimulacién auditiva fue efectuada mediante el uso de un transductor
acustico de fabricacién casera compuesto por dos altavoces electrostaticos CDMG15008-03 (CUI,
Estados Unidos) dispuestos como fuentes de sonido y un micréfono en miniatura FG23329-P07
(Knowles, Estados Unidos) emplazado para medir la intensidad de sonido al nivel del canal auditivo del

animal. Los estimulos sonoros fueron generados digitalmente y el procesamiento de las respuestas fue
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llevado a cabo utilizando una consola de tipo I-O (National Instruments, Estados Unidos) dirigida desde
el programa EPL Cochlear Function Test Suite, un software especifico escrito en LabVIEW y otorgado
por el Dr. M. Charles Liberman (EatonPeabody Laboratory, Massachusetts Eye and Ear Infirmary,

Estados Unidos).

Exposicion a ruido

En el capitulo |, ratones de P15 de las tres cepas ya mencionadas fueron expuestos bajo
anestesia (ketamina 50 mg/ml (Holliday-Scott, Argentina) (100 mg/kg, i.p.) y xilazina al 2%
(Laboratorios Konig, Argentina) (10 mg/kg i.p.)), a un ruido de 100 dB SPL, con un ancho de banda de 1
a 16 kHz, durante 1 hora.

Inmediatamente antes de someter a los animales al ruido se realizd una calibracion del

sistema acustico para asegurar la entrega de la intensidad de sonido correcta.

Evaluaciones de fisiologia auditiva

El estudio de la fisiologia auditiva de los animales fue llevado adelante mediante el testeo de
los potenciales evocados del tronco cerebral (ABRs) y, complementariamente, a través del registro de
los productos de distorsién de las emisiones otoacusticas (DPOAEs). Los fundamentos de dichas

técnicas seran descriptos brevemente a continuacion.

Los potenciales evocados del tronco cerebral (ABRs, por sus siglas en inglés “Auditory
brainstem response”) son obtenidos en respuesta a estimulos auditivos. Basicamente, consiste en el
registro de los potenciales de accion compuestos que se suceden a lo largo de la via auditiva frente a
la estimulacién con un tono puro de un sonido de tipo “pip”. Un ABR tipico consiste en cinco ondas o
picos prominentes que ocurren dentro de los 10 ms posteriores a la presentacion del estimulo sonoro.
Se ha establecido que los diferentes picos de las ondas de ABR pueden ser asignados a diferentes
partes de la via auditiva ascendente (Figura 9) (Melcher et al., 1996). De este modo, la onda |
corresponde a la suma de la actividad de las NGE al nivel de la cdclea, con lo cual, constituye una
buena herramienta para estimar el estado de la codificacion de la informacidn auditiva a nivel
periférico (Melcher et al., 1996; Kujawa & Liberman, 2009). Las ondas Il, Ill, IV y V corresponden a la
actividad sincrénica de las neuronas de la via auditiva situadas a nivel del tallo cerebral. Acorde a una
caracterizaciéon previa (Melcher et al.,, 1996), la onda Il es generada fundamentalmente por la

actividad del NC, la onda lll corresponde a los disparos de neuronas en el SOC, la IV al lemnisco
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lateral (LL) y la V refiere a la actividad en el Cl. El uso de estimulos de intensidad creciente permite
definir un umbral de audicidn que, a su vez, posibilita la mediciéon de la amplitud y latencia de las
ondas supraumbrales. Cabe mencionar que se ha determinado que las amplitudes y latencias de las
diferentes ondas de la respuesta de ABR representan buenos estimadores del nimero de fibras
reclutadas en cada nucleo y de la velocidad de conduccion de la informaciéon sensorial,
respectivamente (Buchwald & Huang, 1975; Antoli-Candela & Kiang, 1978). En suma, las pruebas de
ABR proporcionan informacién sobre la dinamica de transmisién de los estimulos auditivos a lo largo
de la via auditiva ascendente, a la vez que permiten evaluar la integridad funcional de los nucleos

centrales y periféricos que la conforman.
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Figura 9| Via auditiva ascendente. Esquema que muestra la contribucion de los diferentes nuicleos de la via
auditiva ascendente a la generacion de las ondas observadas en un registro de ABR (gréfico inferior izquierdo). El
numero entre paréntesis que acompafia cada nucleo sefiala la onda a la cual contribuyen en la sefial de ABR. Asi, la
onda | de la sefial de ABR refleja la actividad en la sinapsis CCI-NGE, por lo que su estudio constituye una buena
primera aproximacion a la evaluacién de la integridad funcional de esa sinapsis. Las ondas Il a V reflejan la
actividad neuronal evocada en los diferentes nucleos auditivos del tallo cerebral, mientras que las subsiguientes
dan cuenta del reclutamiento neuronal a nivel del tdlamo y la corteza auditiva. Esquema de ABR modificado de
“Clinical Practise, 2019”.

Es importante remarcar que los registros de ABRs brindan informacidn sobre la sefial que sale de la

coclea hacia el SNC, la cual estd en gran medida condicionada por la capacidad de amplificacion
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coclear de las CCEs. Para elucidar la contribucion de las CCEs y su funcidon deamplificador coclear a la
sensibilidad auditiva global puede efectuarse, complementariamente, el registro de las emisiones de
los productos de distorsién otoacusticas (DPOAEs). Los DPOAEs son sonidos de baja intensidad
emitidos por la cdclea tras la estimulacién simultdnea con dos tonos puros de frecuencias diferentes
(f1 v f2) pero cercanas en el espectro (Kemp, 1986). La interferencia de las dos ondas sonoras en su
propagacion a través de la MB genera diferentes tipos de armdnicos, cuyas frecuencias resultan de
combinaciones aritméticas de las frecuencias de los dos tonos originales (fi-f2, 2fi1-f>, 2f>-f1, etc.). Estos
armoénicos son denominados productos de distorsién y son capaces de provocar vibraciones en la
regionde la MB que sea especifica de su frecuencia con la consecuente activacién de las CCEs en esa
region tonotdpica. El desplazamiento de los estereocilios de las CCEs genera ondas en el fluido coclear
gue se retropropagan hasta alcanzar la membrana timpdnica, en la cual impactan provocando
vibraciones mecanicas que dan lugar a la emisién de un sonido cuya frecuencia corresponde a la del
producto de distorsién. Experimentalmente, implica registrar con un micréfono en el canal auditivo
externo el espectro sonoro que emerge desde la cdclea, el cual va a estar integrado por fi, f> y las
otoemisiones asociadas a los diferentes productos de distorsidon. Cabe recordar que, mientras los ABR
proveen una descripcién de la respuesta global de la cdclea que pondera las contribuciones de la
mecanotransduccién en las CCls, el reclutamiento coordinado de las NGEs y la amplificacion coclear de
las CCEs, los DPOAEs permiten determinar Unicamente la integridad funcional de las CCEs en términos
de su capacidad de llevar adelante la amplificacion coclear. Por este motivo es que los DPOAEs tienen
la particularidad de que no se ven afectados ante la muerte de las CCls o la pérdida de fibras
aferentes (Liberman et al.,, 1997; Zheng et al., 1997b). Sin embargo, la deteccién de umbrales de
DPOAEs elevados esta fuertemente vinculada a umbrales de ABRs también elevados, justamente,
debido a la disfuncion de las CCEs y la consecuente falla en la amplificacién de la seial sonora. Asi, la
combinacion de los resultados de ABRs y DPOAEs resulta una estrategia util para determinar si los
déficits auditivos provienen de dafios generados a las CCls, las CCEs, ambos tipos de células ciliadas, o
bien a las NGEs de tipo | que transmiten la informacion sensorial. Esto resulta especialmente
relevante en la evaluacién y el diagndstico de los diferentes tipos de pérdida de audicion,
independientemente de si tienenuna base genética o adquirida.

Para los registros de las técnicas arriba mencionadas los animales fueron anestesiados
intraperitonealmente con una solucién compuesta por ketamina 50 mg/ml (Holliday-Scott, Argentina)
(100 mg/kg, i.p.) y xilazina al 2% (Laboratorios Konig, Argentina) (10 mg/kg i.p.) y puestos en la camara

a prueba de sonidos descrita anteriormente.
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En el capitulo | los registros de ABR y DPOAE se realizaron en tres puntos temporales luego de
la exposicién al trauma acustico, al dia siguiente (P16), a la semana siguiente (P22) y a los dos meses
(P75). En cada una de estas instancias se registraron los pesos de los animales, para controlar que no
hubiera una diferencia en la ingesta de comida entre los grupos control y expuestos, en ninguno de

los casos se observaron diferencias (Ver Anexo Tabla 5).

En el capitulo Il los registros fueron realizados solo al terminar el tratamiento correspondiente

segun el grupo experimental.

ABRs

Para el registro de los ABRs se utilizaron electrodos de platino colocados de manera
intradérmica: el primero en el vértex craneal, otro en forma dorsal y paralela a la oreja y, por ultimo,
uno de referencia inserto cerca de la cola del animal. Los estimulos consistieron en tonos puros, de
polaridad alternada, de 5 ms a una razén de 33 tonos por segundo. La respuesta obtenida a través de
los electrodos fue amplificada con un factor de 10.000 y filtrada con un filtro pasabanda de 0.3 a 3
kHz. Para cada frecuencia e intensidad de sonido, se promediaron 1024 respuestas. Los ABRs fueron
testeados usando tonos puros de las siguientes frecuencias: 5.6, 8, 11.33, 16, 22.65, 32 y 45.2 kHz, de
modo de cubrir gran parte del espectro de audicidn de los ratones. La Figura 10 muestra un registro
de ABR obtenido de un animal WT a P22 utilizando un tono puro de 16 kHz. En el panel de la derecha
se indican las intensidades del tono - medidas en dB SPL- que fueron empleadas para evocar la
respuesta neuronal —-medida en microvoltios (uV). Puede observarse que para intensidades por debajo
de 35 dB SPL no se detecta sefial, mientras que para 40 dB SPL ya se advierten las ondas | y Il. Se
definié como umbral de ABR a la intensidad media entre la Ultima intensidad que no evoca respuesta y
la primera intensidad que efectivamente evoca una respuesta. Por lo tanto, en este ejemplo, el umbral
para la frecuencia de 16 kHz es de 37.5 dB SPL. Se observa, ademas, que conforme se incrementa la
intensidad del estimulo, mejora la resolucion de la sefial, a la vez que se produce una disminucién de
la latencia y un aumento de la amplitud de las ondas. Asi, una vez definido el umbral, se procedié a
calcular las latencias y amplitudes supraumbrales de la onda |, puesto que representan buenos
estimadores del nimero de fibras reclutadas a nivel de la sinapsis entre las CCls y las NGE y de la
velocidad de conduccién de la informacién auditiva, respectivamente (Buchwald & Huang, 1975;
Antoli-Candela & Kiang, 1978). Dichas latencias y amplitudes siempre fueron calculadas a partir del

potencial evocado a 80 dB SPL porque, tal cual se menciond, es el que presenta mejor resolucion.
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Figura 10| Registro representativo de ABR
obtenido de un animal WT a P22 utilizando
tonos puros de 16 kHz. Cada trazo
representa los potenciales evocados
obtenidos a partir de 1024 repeticiones
del tono con la intensidad que se indica en
el eje de la derecha. La linea punteada
sefiala el umbral de ABR, el cual
corresponde a la intensidad promedio
----------------------------------------------------- entre el menor nivel capaz de evocar una
respuesta y el ultimo nivel para el cual no

v Pt A et it 25 se detecta sefial.

Intesidad del estimulo (dB SPL)

DPOAEs

Tal como ya fuera mencionado anteriormente, los DPOAEs constituyen otoemisiones de baja
intensidad evocadas por la aplicacidon de dos tonos puros y que reflejan laintegridad funcional de las
CCEs. Para su cuantificacion se aplicaron dos tonos puros, fi1y f, con una relacién de frecuencias fi/f> =
1.2 y una diferencia de 10 dB SPL en la intensidad de ambos. Se efectud un barrido de intensidades
para ambos tonos, de a 5 dB SPL por paso y hasta llegar aun maximo de 80 dB SPL. Los DPOAEs
emitidos como resultado de esta estimulacidon fueron captados mediante el micréfono presente en el
transductor, amplificados y digitalizados. Finalmente, a través de la aplicacién de una transformada de
Fourier se obtuvo el espectro de emisién de DPOAEs para las distintas frecuencias e intensidades. Si
bien los productos de distorsion se producen a varias frecuencias, la de mayor amplitud y la mas
utilizada es el producto de distorsion cubico 2fi- f,. En la Figura 11 se grafica la intensidad del
producto de distorsién 2f1-f, respecto de la intensidad del tono correspondiente a la f,. Ademas, se
grafica la intensidad del nivel basal de ruido medido por el micréfono para cada intensidad de
estimulo. Se definié como umbral al valor de intensidad de f> a partir del cual la relacion sefial/ruido
fue mayor a 1, y en el que ademas se cumpliéd que para intensidades de f, mayores, el cociente
continda siendo mayor a 1. Por ejemplo, para la Figura 11, el umbral de deteccidon de DPOAE es de 25

dB para una f,de 16 kHz.
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Inmunofluorescencia

Luego de haber completado las mediciones de fisiologia auditiva en los animales WT, KOa9 y
Kla9 los mismos fueron sacrificados. Lo mismo fue realizado en el capitulo Il con los animales de dos
meses de los tres grupos experimentales (control, efavirenz y efavirenz+ fitoesteroles) y los animales
de dos afios de edad. Primeramente, se obtuvieron los huesos temporales de los ratones y
seguidamente se disecaron las cdcleas, las cuales fueron inmediatamente perfundidas a través de la
ventana redonda con una solucion de paraformaldehido (PFA; Sigma, Estados Unidos) al 4% en buffer
fosfato salino (PBS) para ser luego incubadas en la misma solucién durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente, las cdcleas fueron incubadas en una solucion de EDTA 0.12 M por 2 o 3 dias para favorecer
la decalcificacidon del hueso que recubre el epitelio sensorial. Finalmente, se procedid a la diseccién
fina de la céclea para la extraccidon del drgano de Corti entero y la remocion de la membrana tectorial.

En el capitulo | para los conteos del numero de sinapsis en cinta por CCl, en primer lugar, se
procedid a separar al érgano de Corti en sus porciones apical, medial y basal y se las permeabilizé
mediante el congelado de las muestras por 2 horas a -80 °C en una solucién de sacarosa al 30%
(Anedra, Argentina). Luego, los tejidos fueron incubados, por 1 hora a temperatura ambiente, en una
solucion de bloqueo la cual contenia 5% de suero normal de cabra y 1% de Triton X-100 en PBS.
Posteriormente, las secciones de céclea fueron incubadas a 37°C, en agitaciéon en camara humeda y
durante toda la noche con los siguientes anticuerpos primarios que fueron agregados a la solucién de
bloqueo: (1) anti-CtBP2 IgG1 hecho en ratén, 1:200 (BD Biosciences, Estados Unidos), (2) anti-GluA2
IgG2a hecho en ratén, 1:2000 (Millipore, Estados Unidos), (3) anti-Myosin Vlla hecho en conejo, 1:700
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(Santa Cruz, Estados Unidos). Dado que CtBP2 y Ribeye constituyen diferentes variantes
transcripcionales de un mismo gen, comparten numerosos dominios estructurales y, por lo tanto, los
anticuerpos que reconocen a CtBP2 permiten detectar a Ribeye en las sinapsis en cinta (Piatigorsky,
2001). A su vez, como CtBP2 es un represor transcripcional que esta continuamente presente en el
nucleo de las células, la marcacién contra CtBP2 en la cdclea suele revelar los cuerpos sindpticos de las
células ciliadas, ademads de una débil marca a nivel nuclear (Kujawa & Liberman, 2009). El segundo
anticuerpo estd direccionado contra la subunidad 2 del receptor glutamatérgico de tipo AMPA, lo que
permite revelar los receptores postsinapticos de glutamato presentes en las NGE. El anticuerpo
numero tres nos permite identificar el cuerpo de las células ciliadas internas ya que se une a las fibras
de miosina que constituyen el citoesqueleto de la misma. Finalizada la incubacién con los anticuerpos
primarios se realizaron 4 lavados en una solucién de PBS Tritdn 1% durante 1 hora y luego se procedié
a la incubacidn con los anticuerpos secundarios conjugados a los fluoréforos: (1) anti ratdn
IgG1AlexaFluor 568, (2) anti raton IgG2a AlexaFluor 488, y (3) anti conejo AlexaFluor 647 (Life
Technologies, Estados Unidos). Dichos anticuerpos fueron diluidos 1:500 en la solucién de bloqueo, y
la incubacidn se realizd en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas. Finalmente, luego de 4
lavados en PBS durante 1 hora, las secciones de cdclea fueron montadas en portaobjetos con medio
de montaje FluorSave (Millipore, Estados Unidos).

Por ultimo, para el capitulo Il se disecaron las cdcleas de todos los animales y se las subdividié

para la realizacidn de distintas tinciones que se describen a continuacion.

Tincidn de Filipina y Faloidina: El epitelio sensorial fue aislado, lavado dos veces con PBS 1X y se realizé
la fijacion del tejido con PFA 4% durante 30 minutos. Luego el tejido fue incubado durante 60 minutos
en oscuridad en una solucidn diluida en PBS 1X de filipina 125 pug/ml (molécula fluorescente) y faloidina
conjugada con AlexaFluo 647 (Invitrogen, Carlsbad, CA; 1:20). La filipina es un antibiético fluorescente
gue se une al colesterol, pero no a esteroles esterificados, por lo tanto, es un buen método para
detectar colesterol libre en membranas celulares, dicha molécula debe ser excitada con una longitud de
onda de unos 360 nm y su emisién se da alrededor de los 480 nm (Maxfield &Wiistner, 2012). Por otro
lado, la faloidina es una molécula que se una a los filamentos de actina por lo que resulta un muy buen
marcador de los estereocilios de las células sensoriales. Terminada la incubacion las secciones de érgano

fueron lavadas con PBS 1X y montadas en los portaobjetos con medio de montaje FluorSave.
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Tincion de CYP46A1 y Calretinina: Las secciones de drgano de Corti fueron incubadas en una solucién de
bloqueo la cual contenia 5% de suero normal de cabra y 1% de Triton X-100 en PBS. Seguidamente, se
las incubd con los anticuerpos primarios (diluidos en la mencionada solucién de bloqueo a 4°C por 16
horas. Los anticuerpos primarios fueron: (1) anti-CYP46A1 hecho en conejo, 1:400 (Proteintech #12486-
1-AP) y (2) anti-calretinina hecho en ratén, 1:1000 (Millipore, Billerica, MA; MAB1568). El anticuerpo
numero uno esta direccionado a la enzima Colesterol 24-Hidroxilasa, la cual es la principal responsable
de la degradacidn del colesterol en cerebro. El segundo anticuerpo es un marcador de células ciliadas
permitiéndonos identificar la posiciéon de las CCls y CCEs. Finalizada la incubacién con los anticuerpos
primarios, se procedid a la incubacién durante dos horas a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios diluidos en solucién de bloqueo: (1) anti-conejo AlexaFluo 488, 1:1000, (2) anti-raton
AlexaFluo 568, 1:1000 (Invitrogen). Finalmente, el tejido fue lavado durante 1 hora y montado en

portaobjetos con medio de montaje FluoSave.

Tincion de Prestina y Calretinina: Las secciones de drgano de Corti fueron incubadas en una solucion de
bloqueo la cual contenia 5% de suero normal de burro y 1% de Triton X-100 en PBS. Los anticuerpos
primarios utilizados aqui fueron: (1) anti-prestina hecho en cabra, 1:700 (Santa Cruz Biotechnology Inc.
$c22692) y (2) anti-calretinina hecho en ratén, 1:1000 (Millipore, Billerica, MA; MAB1568). En este caso
el anticuerpo nimero uno esta dirigido a la proteina prestina presente en la membrana basolateral de
las CCEs, responsable de la actividad electrométil de las mismas. Mientras que el anticuerpo numero dos
estd dirigido a la marcacion de células ciliadas. La incubacién con los anticuerpos secundarios fue igual a
la previamente descripta utilizando el mismo anticuerpo secundario para revelar calretinina y (1) anti-

cabra AlexaFluo488, 1:1000 para revelar prestina. El lavado y montaje fue igual a como ya se describid.

Analisis cuantitativo de las imagenes de microscopia

Todos los analisis y cuantificaciones mostradas en los capitulos | y Il fueron realizados a partir
de z-stacks obtenidos en un microscopio confocal Leica TCS SPE (Leica, Alemania) de las diferentes
regiones cocleares. Los z-stacks fueron adquiridos con un objetivo de inmersidén en aceite de 63Xy 1.4
de apertura numérica, usando un zoom digital de 1.5 y con un espaciamiento en el eje z de 0.3 um. Los
z-stacks fueron luego importados al software de procesamiento de analisis Fiji (Schindelin et al., 2012),

y alli se realizaron los respectivos analisis que se describiran a continuacion.
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En el capitulo | se realizé la cuantificacion de sinapsis en las CCls, las cuales fueron reconocidas
a través de marcacién con Myosin VII. Usualmente, cada z-stack comprendié de 10 a 20 células. Para
automatizar la cuantificaciéon del numero de sinapsis, se utilizé un plugin en Fiji capaz de registrar el
numero de marcas presinapticas, postsinapticas y el nimero de elementos colocalizados por célula. En
particular, se generaron proyecciones de maxima intensidad de cada canal, a partir de las cuales se
generd una composiciéon de ellas que fue usada para delimitar el contorno de las regiones de interés
(ROIs) correspondientes a cada CCl. En paralelo, las maximas proyecciones de cada canal fueron
multiplicadas para generar una nueva imagen de 32 bits con la informacién de los dos canales. Por
ultimo, las maximas proyecciones de cada canal y la imagen resultante de la multiplicacién fueron
segmentadas manualmente y se efectud el conteo automatico del nimero de particulas en cada ROI.
Ademas, con las imagenes obtenidas se realizaron mediciones volumétricas, de los diferentes
elementos pre y postsinapticos. Dado que el volumen de los elementos participantes en una sinapsis
posee un orden de magnitud cercano al limite de resolucion del microscopio confocal utilizado, para
evitar sobre o subestimaciones se realizdé una deconvolucién de cada una de las imagenes tomadas.
Utilizamos el plugin DeconvolutionLab2 (Sage et al., 2017) y el algoritmo Richardson-Lucy, el cual ya
habia sido utilizado para el procesamiento de whole mounts de cécleas (Boero & Castagna et al.,
2020). Para la deconvolucién correcta de cada imagen se separaron los canales, y se utilizé el PSF (del
inglés point spread function) correspondiente a cada canal obtenido en nuestro microscopio utilizando
el objetivo de 63x.

Una vez realizada la deconvolucion los z-stacks fueron cargados en Fiji y mediante el uso del
plugin “3D Object Counter” se efectué una segmentacién tridimensional del stack que permitié la
individualizacion de los objetos. Numerosos trabajos previos en la sinapsis CCI-NGE (Liberman et al.,
2011; Gilels et al., 2013; Paquette et al., 2016) encontraron que el volumen de los elementos
sinapticos oscila en un rango entre 0.05 um?3 y 5 um3. De este modo, al momento de llevar a cabo la
segmentacion de los z-stacks, se eligié un rango de particulas admitidas de 20 a 2000 voxels, con un
tamafio de voxel de 0.11 pm x 0.11 um x 0.2 um. Una vez individualizadas las particulas de interés en
cada canal (CtBP2 y GIuA2), se procedié a cuantificar el volumen de los elementos sindpticos
colocalizados a través del plugin 3D ROl Manager (Ollion et al.,, 2013). Todos los volumenes
cuantificados fueron controlados con las imagenes originales para verificar que los valores reportados
tuvieran coherencia con los limites de resolucidn del instrumento luego de la segmentacion.

En el capitulo Il a partir de los z-stacks obtenidos del microscopio confocal se realizé la

cuantificacion de CYP46Al, filipina y prestina. Se generaron las mdaximas proyecciones usando la
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sumatoria de intensidades de cada stack. La cuantificacion de CYP46A1 se realizd en las CCls, CCEs y
células de soporte de animales jovenes y envejecidos. Para ello, se delimitdé con un ROI cada una de las
células de los distintos tipos y se midid la intensidad media de fluorescencia que presentaba. La
medicion de filipina se realizdé en los mismos tipos celulares, en los mismos animales y a su vez en los
animales sometidos a los tratamientos con efavirenz y fitoesteroles descriptos anteriormente. La
herramienta elegida para su cuantificacion fue el trazado de una linea recta a lo largo de una o dos
células consecutivas (en los tres tipos celulares) y se midié la intensidad de cada uno de los pixeles que
conformaban esa recta. Para los analisis se utilizé tanto la medida de intensidad absoluta como una
relativizada al mayor valor detectado. Por ultimo, la cuantificacién de prestina solo fue realizada en las
CCE ya que es el Unico tipo celular que cuenta con la expresién de dicha proteina. El método utilizado
fue similar al anterior, se trazé una linea recta a lo largo de cada una de las células y se midié la

intensidad de fluorescencia pixel a pixel.

Andlisis estadistico

Todos los resultados obtenidos fueron analizados en el software estadistico R y en GraphPad
Prism. La prueba de Shapiro-Wilks fue empleada para evaluar, primeramente, el ajuste de los datos a
una distribucidon normal. En todos los casos, se considerd la existencia de diferencias significativas al
obtener un valor p<0.05.

En los casos donde los datos no seguian una distribucién normal, se utilizaron las siguientes
pruebas de acuerdo con la independencia o no de los mismos. Para comparaciones entre tres grupos
no independientes se hizo uso de la Prueba de Friedman, seguida de un contraste a posteriori
especifico (Pohlert, 2014). Para los datos obtenidos de grupos independientes la prueba de Kruskal-
Wallis seguida de multiples contrastes segun el método de Dunn fue la herramienta seleccionada.
Para las comparaciones entre dos grupos se usé la prueba de Mann-Whitney.

En cambio, si los datos seguian una distribucidon normal las pruebas utilizadas fueron ANOVA
de un factor seguidamente de una prueba de Holm-Sidak para las comparaciones de tres grupos o un

t- test para las comparaciones entre dos grupos.
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Capitulo I. Estudio de los efectos de la exposicion a ruidos
intensos durante el periodo critico de desarrollo del
sistema auditivo

OBJETIVOS PARTICULARES

e Estudiar el cambio en la sensibilidad auditiva luego del trauma acustico a edades
tempranas.
e Analizar los cambios a nivel sindptico sobre las células ciliadas internas luego de la

exposicion a ruido.

INTRODUCCION

El desarrollo del sistema auditivo en humanos comienza entre la tercera y sexta semana de
gestacion, ya para la semana 25 los aspectos estructurales necesarios para la audicion estan
desarrollados y el feto puede empezar a percibir sonidos de bajas frecuencias. Los aspectos neuro
sensitivos demoran un poco mas en desarrollarse y recién en la semana 28 se pueden generar
potenciales evocados en el tallo cerebral ante estimulos de frecuencias entre 250 y 500 Hz, mientras
qgue frecuencias mas altas recién comienzan a ser procesadas a las 33 semanas de gestacion
(Zimmerman & Lahav, 2013). El desarrollo del sistema auditivo continda luego del nacimiento con la
diferenciacidn neuronal y el proceso de mielinizacion, por lo que el curso de este proceso se ve
alterado si se produce el nacimiento antes de termino y el bebé debe ingresar a la unidad de cuidados
intensivos (UCI). Las estadisticas sostienen que los bebés admitidos a las unidades de cuidados
intensivos son 10 veces mds propensos a presentar problemas sensoriales e incluso pérdida auditiva
(Davis et al., 1992). En primer lugar, la experiencia de percibir sonidos transmitidos en medios acuosos
como se da en el vientre materno es muy distinta a la de percibirlos via aire como ocurre luego del
nacimiento. En segundo lugar, los tipos de sonidos y sus intensidades en las salas de cuidado intensivo
son muy distintos a los percibidos dentro del Utero, lo cual expone a los prematuros a sonidos que no
estan listos para procesar aun. Las fuentes de sonido que podemos encontrar en las UCI provienen de
respiradores, teléfonos, intercomunicadores, alarmas, puertas y conversaciones. En 1997 la Academia

Americana de Pediatria establecidé que los niveles de intensidad sonora no deberian superar los 45 dB
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SPL (American Academy of Pediatrics, 1997). Sin embrago, se ha reportado que en algunas de estas
salas los niveles de ruido promedio se encuentran entre los 55y 67 dB SPL con picos de entre 75y 120
dB SPL (Kent et al., 2002). Mas aun, registros realizados con pequefios micréfonos colocados en el
espacio entre la nariz y el oido de bebés con asistencia respiratoria mecanica arrojé valores de entre
53 y 57 dB SPL, intensidades considerablemente superiores a lo establecido por las normativas
vigentes (Surenthiran et al., 2003). Esto representa un riesgo para los bebes prematuros ya que sus
habilidades auto regulatorias estan disminuidas y son vulnerables a los sonidos intensos dada su
inhabilidad de filtrar y procesar estimulos nocivos (Zahr et al., 1995). Algunos estudios observacionales
realizados sobre niflos que nacieron prematuros y tuvieron una prolongada estadia en hospitales
mostraron alteraciones en los ciclos de suefio, en la frecuencia respiratoria, y una baja en la saturacién
de oxigeno en comparacion con bebes nacidos a término (Wachman et al., 2010). Sin embargo, no hay
estudios investigando directamente los efectos del ruido de las UCI sobre la audicién de los bebes
prematuros, la informacién que existe sobre los efectos de la exposicidon temprana a ruido proviene de
escasos trabajos en modelos animales. Si bien es muy dificil hacer una comparacién exacta entre el
desarrollo de roedores y humanos, se considera que animales de P10 a P14 constituyen una buena
aproximacién de la semana 28 a 42 de gestacion humana (Shi et al.,, 2015). Por tal motivo, la
utilizacion de mamiferos altriciales durante las primeras dos semanas postnatales nos brinda una
ventana temporal accesible para compararlo con el desarrollo de un bebe nacido antes de termino. Si
bien no se cuenta con un gran nimero de antecedentes que profundicen en estas problematicas,
dentro de los trabajos ya publicados se ha visto que en ratas (P7) la exposicidon continua a ambientes
ruidosos durante el periodo de desarrollo puede generar un retraso en el desarrollo y organizacion
tonotdpica de la corteza auditiva primaria (Chang et al., 2003). Ademds, la exposicion aguda al ruido
(por ejemplo, 8 minutos a 125 dB SPL) en ratas mas maduras (P14) se ha asociado con una disminucion
en la capacidad para detectar intervalos de ausencia del estimulo sonoro en presencia de ruido de
fondo, una mayor probabilidad de desarrollar acifenos y un retraso en la maduracion de las neuronas
que codifican para altas frecuencias en el Cl (Rybalko et al., 2019) (Grécova et al.,, 2009). Las
implicancias de la exposicién al ruido a nivel sinaptico resultan en la degeneracién de las sinapsis
aferentes, fendmeno conocido como sinaptopatia coclear. Las conexiones aferentes entre las NGE y
las CCls son las estructuras mas sensibles al dafio por exposicidn a ruidos intensos vy, si bien hay un
porcentaje de regeneracion de sinapsis, algunas se pierden de manera irreversible (Wu et al., 2024).
Se ha reportado que existe una sensibilidad diferencial entre las NGE ante la exposicion a ruidos: las

neuronas de baja tasa de disparo espontdaneo, que se ubican en la regién modiolar de las CCls, son
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mas sensibles a degeneracion (Furman et al., 2013). A su vez, evidencias recientes sugieren que las
CCls se subdividen en dos grupos, tipo A y tipo B, dependiendo el dngulo de inclinacién con respecto a
la [dmina reticular (Lu et al.,, 2024). Mientras que las células de tipo A presentan el gradiente
candnicamente establecido de sinapsis en cinta: mds grandes en el lado modiolar y mds pequeiias en
el lado pilar; las de tipo B presentarian predominantemente sinapsis en cinta de mayor tamafo
exclusivamente situadas en la regidn pilar. Al analizar la sensibilidad al trauma de estas sinapsis se
encontrd que las presinapsis modiolares de las células de tipo A y las pilares, de tipo B, eran las mas
susceptibles a perderse mientras que las sinapsis pilares del primer tipo celular parecerian aumentar
su tamafio luego del trauma en respuesta a algun tipo de mecanismo compensatorio (Lu et al., 2024).

Aunque la mayoria de los estudios de pérdida de la audicién asociada a la exposicion a ruidos
intensos se han centrado en animales adultos, unos pocos trabajos sugieren que el érgano sensorial es
particularmente mds susceptible a diversos factores ototdxicos, incluido el trauma acustico, durante
su desarrollo (Tao et al., 2015; Saunders et al., 1982). Se ha observado que tras la exposicion temprana
a niveles sonoros elevados (ratones de P10 expuestos a 105 dB SPL durante dos horas), se produce
una pérdida de conexiones sinapticas en las CCls a lo largo de toda la cdclea hasta ocho semanas
después de la exposiciéon. Esto coincide con una reduccién en la amplitud del potencial de accidn
evocado en respuesta a estimulos sonoros de tipo click (Shi et al., 2015). También se ha observado una
pérdida de CCEs como resultado de la exposicion al ruido en conejillos de indias de una semana de
edad, después de siete dias en una incubadora a 90 dB SPL (Douek et al., 1976). Sin embargo, en
ninguno de los trabajos mencionados se encontraron elevacién de umbrales auditivos permanentes,
solo en algunos casos elevaciones transitorias que se recuperaban luego de algunas semanas (Rybalko
et al., 2019).

Si nos centramos en el rol del sistema eferente, contamos con antecedentes de trabajos
realizados por nuestro grupo en animales adultos. El mismo protocolo de exposicion a ruido utilizado
en esta tesis fue realizado sobre animales WT, KOa9 y Kla9 de 21 dias de edad (Boero et al.,2018).
Dichos experimentos mostraron que los umbrales auditivos de los animales WT y KOa9 se elevan al
dia siguiente post-trauma y luego de siete dias los animales con un sistema eferente WT restituyen sus
umbrales a los niveles preexposicion mientras que los umbrales de los que carecen de inhibicion MOC
permanecen elevados. Sin embargo, no observamos elevacién de umbrales en ratones Kla9,
demostrando que los animales con una potenciacién del sistema MOC presentaban una proteccion
contra la sobreexposicién a ruidos intensos. También se observd en los animales WT y KOa9 una

pérdida permanente del nimero de sinapsis CCI-NGE a los siete dias de la exposicidn a ruidos intensos.
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Sorprendentemente, en los animales Kla9 con una actividad potenciada del nAChR a9a10 se vio un

incremento en el niUmero de sinapsis aferentes luego del trauma acustico (Boero et al., 2018).
Contando con todos estos antecedentes, nos dispusimos a evaluar por primera vez los efectos

del trauma acustico temprano a nivel de la sensibilidad auditiva a largo plazo en animales con distintos

niveles de actividad MOC durante el periodo critico del desarrollo.

RESULTADOS
Caracterizacion de la capacidad auditiva a edades tempranas

Como se ha explicado anteriormente, los mamiferos altriciales nacen sin la capacidad auditiva
y la terminan de desarrollar en las primeras semanas postnatal. Durante el periodo critico, antes del
comienzo de la audicién, las CCls inmaduras disparan potenciales de accién que causan la liberacién
de neurotransmisor (Beutner & Moser, 2001; Glowatzki & Fuchs, 2002; Johnson et al., 2005). Esta
actividad estd modulada por el sistema MOC, cuyos terminales establecen conexiones sinapticas
directas con la base de las CCls, que desaparecen luego del comienzo de la audicion (Katz et al., 2004,
Morley & Simmons, 2002). Por lo tanto, es importante estudiar en detalle cémo se ve afectado el
desarrollo postnatal de las respuestas auditivas en las cepas de ratones con las que contamos en
nuestro laboratorio con distintos niveles de actividad MOC. En primera instancia, nos propusimos
establecer en qué momento del desarrollo postnatal estos animales tienen la capacidad de detectar
estimulos sonoros y cuan largo es el periodo de establecimiento de los umbrales definitivos de un
animal maduro. Para ello, se registraron los ABRs y los DPOAEs de animales WT, KOa9 y Kla9, en
distintos momentos del desarrollo: de P12 a P16 diariamente, a P22 y por ultimo a P75. Los ABRs
constituyen una aproximacidn objetiva no invasiva para construir audiogramas a partir de la respuesta
global de la via auditiva a un estimulo sonoro (Hecox & Galambos, 1974). Estas mediciones a lo largo
de los dias del desarrollo de un animal nos permiten conocer en qué momento se comienzan a
detectar sefiales auditivas. A partir de los umbrales obtenidos de los registros de cada animal a lo largo

del periodo critico postnatal se construyeron los graficos mostrados en la Figura 12.
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Figura 12| Umbrales de ABR a distintas edades, correspondientes a distintos momentos del desarrollo del sistema
auditivo. Se presentan los umbrales de ABRs obtenidos a partir de la estimulacién con tonos puros a 8 kHz (a),
11.33 kHz (b), 16 kHz (c) y 22.65 kHz (d) en animales de 12, 13, 14, 15, 16, 22 y 75 dias de edad. WT: Np12= Np13=
Np14= 7 animales, Npis= 26 animales, Npis= Np22=Np75=12 animales; Kla9: Np12= Npiz= Npis= 9 animales, Np1s=22
animales, Np16= Np22=Np75= 14 animales y KOa9 Np12= Np13= Np1a= 8 animales, Np1s= 24 animales, Np16= Np22=Np75= 14
animales. Cada punto representa la media + SEM. Los asteriscos rojos indican diferencias entre el grupo Kla9 y el
grupo WT, mientras que los verdes indican diferencias entre KOa9 y el grupo WT. Analisis estadistico: Kruskal-
Wallis, seguido de un post hoc Dunn test, *p<0.05.

A P12 no se registran respuestas auditivas de ABR en ninguno de los tres genotipos. Sin embargo, con
el correr de los dias, los umbrales de ABR de los tres genotipos disminuyen para todas las frecuencias.
Recién en el dia 14 los animales WT presentan umbrales auditivos medibles a intensidades superiores
a los 50 dB SPL como puede observarse en los trazos azules de la Figura 12. En los dias subsiguientes

los umbrales siguen disminuyendo hasta el dia 22 donde alcanzan umbrales de entre 25 y 30 dB SPL.
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Dichos valores no se modifican en los meses posteriores (hasta P75), por lo que podemos concluir que
a P22 se alcanzd el umbral auditivo correspondiente a la madurez.

En los ratones Kla9, con una actividad colinérgica del sistema MOC potenciada, ya a los 13 dias
de edad muestran una respuesta auditiva, con umbrales de entre 60 y 70 dB SPL, como puede
observarse en los trazos rojos de la Figura 12. Al dia siguiente (P14), los umbrales de ABR que se
observaron a las frecuencias de 8, 16 y 22.65 kHz son significativamente menores en el grupo Kla9 en
comparacion a los otros dos grupos, lo mismo sucede a P15 para la ultima frecuencia mencionada
(Kruskal-Wallis, p<0.05). En este grupo, los umbrales parecen establecerse definitivamente a P22, ya
que a partir de esa edad no vemos diferencia en los umbrales hasta P75. Cabe destacar que en los
registros realizados a P22 y P75 los umbrales de los animales Kla9 son superiores, aunque no
significativos, en comparacion a los otros grupos y esto es debido a la supresion que el sistema
eferente realiza sobre las CCEs, inhibiendo la amplificacion coclear que ellas generan. Estos resultados
indican que los animales Kla9, con una potenciacidon del sistema MOC, muestran un desarrollo
temprano de las respuestas auditivas, en comparacion con los otros dos genotipos. Por el contrario,
los animales KOa9 exhiben umbrales detectables a los 14 dias postnatales, dichos umbrales para las
frecuencias de 11.33 y 16 kHz fueron significativamente mas elevados que los de los otros dos grupos
como puede observarse en los trazos verdes de la Figura 12 (Kruskal-Wallis, p<0.05). Estos resultados
sugieren un ligero retraso en el desarrollo auditivo en los ratones que carecen de un nAChR a9a10
funcional. Luego, los umbrales de ABR en el raton KOa9 contintian descendiendo hasta alcanzar un
estado de madurez en P22, con umbrales de entre 20 y 30 dB SPL. Basandonos en los hallazgos
obtenidos, que revelan una maduracion diferencial de los umbrales auditivos en animales con
diferentes niveles de actividad del nAChR a9a10, observamos que a la edad de P15, los tres genotipos
son capaces de responder a estimulos de mediana intensidad. Sin embargo, a P15 el sistema aln no ha
alcanzado su plena madurez, ya que los umbrales auditivos contindan disminuyendo hasta llegar a la
edad de P22, momento en el que se alcanzaron los umbrales caracteristicos del periodo adulto (ver
Figura 12). Dichos umbrales no se modificaron en los dos meses posteriores (P75) (Friedman test,
p>0.05).

Como se explicé previamente, el umbral auditivo es solo uno de los parametros que podemos
obtener a partir de los registros de ABR. Otro de ellos, es la amplitud de las respectivas ondas de ABR,
lo cual nos da una idea de la cantidad de neuronas reclutadas en cada uno de los relevos ante la
llegada del estimulo sonoro. En la Figura 13 se grafica la evolucién de la amplitud de la primera onda

de los registros de ABR a una intensidad de 80 dB SPL para cuatro frecuencias distintas.
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Figura 13| Amplitudes de la onda | de ABR a distintas edades en ratones con distintos niveles de actividad
MOC. Se muestran los graficos de la cuantificacion de las amplitudes de la primera onda de ABR a partir de la
estimulacion con tonos puros de 8 kHz (a), 11.33 kHz (b), 16 kHz (c) y 22.65 kHz (d) a 80 dB SPL en animales de
12, 13, 14, 15, 16, 22 y 75 dias de edad. El nimero de animales es el mismo que en la Figura 12. Cada punto

representa la media £ SEM.

Las amplitudes de la primera onda de ABR fueron cuantificadas a partir del dia 14, momento
en el cual los tres grupos presentaban umbrales detectables. Aunque no es significativa, entre P14 y
P15 los Kla9 muestran amplitudes levemente mayores a los otros grupos, lo cual se correlaciona con
sus umbrales auditivos tempranos. En los dias subsiguientes, podemos observar que las amplitudes
de la onda | de ABR aumentan para los tres genotipos, hasta P22 donde se alcanzan valores que luego
perduran hasta los 75 dias de edad. Otra vez, al igual que con los umbrales, encontramos en P15 un

estadio similar para los tres grupos donde si bien las amplitudes de la onda | son medibles, aln no
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estdn del todo establecidas. Cabe destacar que hay una tendencia a que las amplitudes en estadios
maduros sean mayores en el WT con respecto a los otros grupos, aunque ninguna de estas diferencias
fue significativa. Esa tendencia permite inferir que el nimero de sinapsis aferentes en los WT es mayor
al ndmero de los Kla9 y KOa9, lo cual se desarrollara mas adelante en la presente seccion.
Recordemos que el primer pico del registro de ABR es un indicio de cuantas fibras aferentes de tipo |
se ven activadas con la estimulacién sonora. Por lo tanto, que dicho pardmetro con el correr de los
dias aumente, significa que el sistema auditivo periférico esta en desarrollo y que dia a dia maduran
mas sinapsis aferentes que son capaces de activarse con la llegada del sonido.

Por un lado, estos resultados sefialan la importancia de la inhibicion MOC transitoria en las
CCls para el desarrollo adecuado de la via auditiva. Por otro lado, nos permitieron determinar que, a
los 15 dias de edad, tanto los animales WT como los Kla9 y KOa9 tenian la capacidad de oir, aunque el
sistema aun no estaba completamente maduro. Por lo tanto, la edad de P15 resulta ser un momento
conveniente para evaluar los efectos de la exposicién a sonidos intensos durante una etapa temprana

del desarrollo auditivo

Capacidad auditiva luego de la exposicion a sonidos intensos.

Previo a estudiar el efecto de la exposicion a ruidos intensos sobre la sensibilidad auditiva de
animales con diferentes niveles de actividad del sistema MOC durante el desarrollo, se indagd en
detalle las diferencias de base a las distintas frecuencias en P15 entre los distintos genotipos. En la
Figura 14a se encuentra graficado el umbral de deteccion de la sefial de ABR para las diferentes
frecuencias de testeo, a partir de lo cual puede construirse el audiograma promedio de los distintos
ratones en estudio. En primer lugar, se aprecia que la forma de los tres audiogramas es similar, con
menores umbrales en la region de las frecuencias medias y una elevacion de estos para aquellas
frecuencias que se encuentran en los limites del espectro de audicién de los ratones. En segundo
lugar, se verifica que no existen diferencias significativas en los umbrales de ABR entre los ratones WT,
KOa9 y Kla9. Si bien los animales Kla9 presentan umbrales levemente menores con respecto a los
otros dos grupos, consistente con los resultados mencionados anteriormente de que los animales Kl
muestran un desarrollo temprano en comparacién con los otros dos genotipos (ver Figura 12), esta
diferencia no es significativa. Tampoco se encontraron diferencias en los umbrales de DPOAEs (Figura
14b) en los tres genotipos. Como ya fuera mencionado, las amplitudes de los registros de ABR reflejan
la actividad sumada de las neuronas del nervio auditivo que fueran reclutadas con ese estimulo,

mientras que la latencia revela la velocidad de conduccién de la informacidn a través de la via auditiva
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ascendente (Buchwald & Huang, 1975; Antoli-Candela & Kiang, 1978). En consecuencia, la
cuantificacion de las amplitudes de las ondas de ABR constituye un buen estimador del tamafio de la
poblacién de neuronas reclutadas. Para optimizar la cuantificacion resulta conveniente utilizar
intensidades de estimulo supraumbrales pues ello permite obtener ondas de mayor amplitud y con
mejor resolucién temporal. Tal como se desprende de la Figura 14c, no se detectaron diferencias
significativas entre los tres genotipos en relacion con las amplitudes de la onda | medidas a 80 dB SPL.
Nuevamente, vale la pena mencionar la tendencia (no significativa) de los animales Kla9 a tener
amplitudes mayores a P15, producto de su desarrollo temprano. Con respecto a las latencias de la
onda | tampoco observamos diferencias: los tres grupos presentan la misma tendencia a que las

latencias de las frecuencias bajas sean mayores a las latencias de las frecuencias altas Figura 14d.
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Figura 14| Descripcion de la fisiologia auditiva a los 15 dias de edad en ratones con distintos niveles de
actividad del sistema MOC (a). Umbrales de ABR medidos a P15 en animales WT (n= 26), KOa9 (n= 24), Kla9 (n=
22). (b). Umbrales de DPOAE medidos en los mismos animales (c). Amplitudes de la onda | evocadas por
estimulos de 80 dB SPL, obtenidas a partir de los ABRs mostrados en el primer panel. (d). Latencias de la onda |

de ABR en las mismas condiciones que en c. Cada punto representa la media £ SEM en todos los casos.

Una vez evaluados los animales de P15, se los separd aleatoriamente en dos grupos: control
(no expuesto) y expuesto a un ruido de 100 dB SPL con un rango de frecuencias de entre 1 a 16 kHz
por una hora. Luego se evalud la capacidad auditiva de dichos animales en los dias posteriores. En la
Figura 15 se presentan los umbrales de ABRs para tres de las frecuencias estudiadas a lo largo de los
dias post exposicién. En ninguno de los grupos a P16 se observaron diferencias entre los controles y
los animales que recibieron trauma acustico, pero si se observd una disminucion en los umbrales a
esta edad con respecto a P15. Este resultado muestra que el proceso de establecimiento de los
umbrales definitivos y el refinamiento del sistema no es afectado de manera inmediata por la
exposicién al ruido.

Luego de siete dias, se repitieron las mediciones de ABR. En esa instancia, los umbrales de ABR
de los animales WT y KOa9 que habian sido expuestos al ruido fueron significativamente mayores a los
umbrales de los controles (Mann Whitney, p<0.05). En la Figura 15a hasta 15f se observan las
diferencias existentes entre los animales controles y los expuestos en los genotipos antes
mencionados a P22. Por el contrario, ninguna diferencia se observé en los umbrales de ABR dentro del
grupo Kla9, con una potenciada actividad del nAChR a9a10. La ultima instancia de registro fue a los
dos meses posteriores a la exposicion al ruido (P75), y se observé que los umbrales de ABR de los
animales WT permanecen significativamente elevados con respecto a los controles (Mann Whitney,
p<0.05), mientras que los KOa9 mostraron una tendencia a la recuperacién y no resultaron
significativamente distintos de los controles. Por su parte, en los animales Kla9 tampoco se detectaron
cambios en los umbrales de ABR 2 meses después de la exposicion al ruido, indicando que a esta edad

temprana del desarrollo los mismos estan protegidos.

61



a
8 kHz
80
&
* *
@ 60
g .
o
X 40-
g \I’ ’}
=
£ 20
£
2
o 1 1 1 F 1 1 F 1
15 16 2 75
d
80~
=
& *
@ 60
©
& : t >
< 40 \i >i
Q
°
£ 204
3
2
oL——— 1
15 16 22 75
g
80~
=
5
« 604
o
= iw == <3
I 40-
Q
©
=
£ 204
£
p=o ]
04 — i
15 16 2 75

Edad (dias)

16 kHz
80
60 /;\
*
40 t \i
“ ‘i
20
0 T T ik T J 1
15 16 22 75
80—
*
6(]—i I
40 \i
N 4
20
o-‘vr— i
15 16 22 75
80—
60—
4o—§<%: =3 e
20+
0

16

Edad (dias)

80—

60

40

20

22.65 kHz

D Sl

80

60

40

20+

80

Edad (dias)

- WT Control
- WT Expuestos

- KOa9 Control
- KOa9 Expuestos

- Kla9 Control
-~ Kla9 Expuestos

Figura 15| Umbrales de ABR para tres frecuencias de testeo (8, 16 y 22.65 kHz) a lo largo del tiempo en

animales expuestos a trauma acustico y en controles. Los registros fueron realizados a P15, antes del trauma en

el grupo correspondiente, al dia siguiente (P16), una semana después (P22) y a los dos meses (P75). Panel

superior: Umbrales de ABR para animales WT controles (trazo negro, n= 14) y animales expuestos a ruido (trazo

azul, n= 12). Panel medio: Umbrales de ABR para animales KOa9 controles (trazo negro, n= 12) y animales

expuestos (trazo verde, n= 12). Panel inferior: Umbrales de ABR para animales Kla9 controles (trazo negro, n=

11) y animales expuestos (trazo rojo, n= 11). En todos los casos se muestran las medias * error estandar. Las

comparaciones a cada edad entre el grupo control y expuestos fueron realizadas con un test no paramétrico,

Mann Whitney, * p<0,05.

Una vez caracterizada la respuesta global del sistema auditivo, luego de la exposicién a ruido,

se procedio a estudiar el cambio en las amplitudes de las ondas |, Il y Ill de ABR. La primera de dichas

ondas constituye una buena herramienta para estimar el nivel de actividad evocada en la sinapsis

entre las CCls y las NGE. Esta sinapsis es particularmente relevante ya que se trata de la primera

sinapsis de la via auditiva y ademas porque la reduccidon de la amplitud de la onda | ha sido
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identificada como un fendmeno propio de la sinaptopatia coclear que se produce con el trauma

acustico (Kujawa & Liberman, 2009; Maison et al., 2013).
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Figura 16| Amplitudes de la onda | de ABR a lo largo del tiempo post exposicién a ruido intenso. Los datos aqui
graficados fueron obtenidos a partir de los registros de ABRs a 8, 16 y 22.65 kHz con una estimulacién de 80 dB
SPL. Panel superior: amplitudes para animales WT controles (trazo negro, n= 14) y animales expuestos (trazo
azul, n= 12). Panel medio: amplitudes para animales KOa9 controles (trazo negro, n= 12) y animales expuestos
(trazo verde, n= 12). Panel inferior: amplitudes para animales Kla9 controles (trazo negro, n= 11) y animales
expuestos (trazo rojo, n= 11). En todos los casos se muestran las medias + error estdndar. Las comparaciones a
cada edad entre el grupo control y expuestos fueron realizadas con una prueba de t, *p<0.05, **p<0.01.

Comenzando por el grupo de animales WT, observamos en el panel superior de Figura 16 que

al dia siguiente del trauma acustico (P16) las amplitudes de la onda | del grupo expuesto a ruido
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intenso no difieren del grupo control para ninguna de las frecuencias estudiadas. Dicho panorama
cambia a la semana post-trauma, donde las amplitudes de los animales expuestos fueron
significativamente menores a las de los animales controles para las tres frecuencias (Mann Whitney,
p<0.05), y dicha diferencia se mantiene a lo largo de los dias hasta P75 (Figura 16a-c). Lo mismo ocurre
para los animales KOa9, los cuales muestran una reduccion de la onda | a 16 y 22.65 kHz a la semana
del trauma acustico, que se mantiene hasta luego de dos meses (Figura 16d-f). En contraste, el grupo
de animales que poseen un sistema eferente potenciado (Kla9) no mostraron ninguna variacién en las
amplitudes de la onda | a lo largo del tiempo (Figura 16g-i).

Luego de analizar las amplitudes que hacen referencia al primer relevo sindptico, se
estudiaron las amplitudes de la segunda onda del ABR que corresponden a la sinapsis en el nucleo
coclear. En similitud con lo observado para la primera onda, no observamos ninguna diferencia entre
los grupos a P16. Recién a la semana post-trauma, se encontrd una reduccidn en la amplitud para los
animales WT traumados respecto a los controles, aunque dicho fendmeno fue revertido a los dos
meses como se ve en el panel superior de la Figura 17. El grupo KOa9 mostré una tendencia a la
disminucién de las amplitudes del grupo expuesto a 16 y 22.65 kHz a P22 y luego de dos meses dicha
disminucién se hizo evidente en 22.65 kHz respecto del grupo control (Figura 17d-f). Por otro lado, el

grupo Kla9 no mostré cambios significativos luego de la exposicién a ruido (Figura 17g-i).
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Figura 17| Amplitudes de la segunda onda de ABR a lo largo del tiempo post exposicién a ruido intenso. Los
datos aqui graficados fueron obtenidos a partir de los registros de ABRs a 8, 16 y 22.65 kHz con una estimulacion
de 80 dB SPL. Panel superior: amplitudes para animales WT controles (trazo negro, n= 14) y animales expuestos
(trazo azul, n= 12). Panel medio: amplitudes para animales KOa9 controles (trazo negro, n= 12) y animales
expuestos (trazo verde, n= 12). Panel inferior: amplitudes para animales Kla9 controles (trazo negro, n= 11) y
animales expuestos (trazo rojo, n= 11). En todos los casos se muestran las medias + error estandar. Las
comparaciones a cada edad entre el grupo control y expuestos fueron realizadas con una prueba de t, *p<0.05,
**p<0.01.

La tercera y uUltima de las ondas analizadas fue la que corresponde a la sinapsis del complejo
olivococlear superior. Los datos obtenidos mostraron que al dia siguiente del trauma acustico ninguno
de los tres genotipos presentd diferencias significativas entre el grupo expuesto y el grupo control
(Figura 18). Tales diferencias fueron visibles recién una semana luego de la exposicidn (P22) para el
grupo WT en las frecuencias de 16 y 22.65 kHz (Figura 18a-c) y para el grupo KOa9 en 8 y 16 kHz
(Figura 18d-f).
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En el caso de los WT, los datos obtenidos a los dos meses muestran que las amplitudes se

recuperan y no difieren estadisticamente de los controles (Figura 18a-c). Para los KOa9 también se ve

una tendencia de recuperacion de las amplitudes, pero dicho proceso pareceria ser mas lento ya que a

16y 22.65 kHz las amplitudes contindan siendo menores con respecto a los controles (Figura 18d-f).

Al igual que para las amplitudes de las ondas anteriores, en este caso tampoco se ha visto una

diferencia significativa dentro de los animales Kla9, con una potenciada actividad colinérgica (Figura

0.0

18g-i).
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Figura 18| Amplitudes de la tercera onda de ABR a lo largo del tiempo post exposicidn a ruido intenso. Los
datos aqui graficados fueron obtenidos a partir de los registros de ABRs a 8, 16 y 22.65 kHz con una estimulacion
de 80 dB. Panel superior: amplitudes para animales WT controles (trazo negro, n= 14) y animales expuestos

(trazo azul, n= 12). Panel medio: amplitudes para animales KOa9 controles (trazo negro, n= 12) y animales

expuestos (trazo verde, n= 12). Panel inferior: amplitudes para animales Kla9 controles (trazo negro, n= 11) y

animales expuestos (trazo rojo, n= 11). En todos los casos se muestran las medias * error estandar. Las
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comparaciones a cada edad entre el grupo control y expuestos fueron realizadas con una prueba de t, *p<0.05,

**p<0.01.

En cuanto a las latencias de las ondas I, Il y Il no se encontrd ninguna diferencia en los tres

genotipos antes y después de la exposicion al ruido (Ver Tabla 1, Tabla 2 y Tabla 3 en Anexo). Estos

resultados sugieren que la velocidad de transmisién y conduccion de la sefial no se vio afectada luego

del trauma acustico.

Con el propésito de estudiar el efecto de la exposicidn a ruido sobre la integridad funcional de

las CCEs y su contribucién a la disminucién en la sensibilidad auditiva observada en WT y KOa9, se

midieron los umbrales de DPOAE en los tres genotipos y a los mismos tiempos que los ABRs.
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Figura 19| Umbrales de DPOAE para tres frecuencias de testeo (8, 16 y 22.65 kHz) a lo largo del tiempo en
animales expuestos a trauma acustico y en controles. Los registros fueron realizados a P15, antes del trauma en
el grupo correspondiente, al dia siguiente (P16), una semana después (P22) y a los dos meses (P75). Panel
superior: Umbrales para animales WT controles (trazo negro, n= 14) y animales expuestos (trazo azul, n= 12).
Panel medio: Umbrales para animales KOa9 controles (trazo negro, n=12) y animales expuestos (trazo verde, n=
12). Panel inferior: Umbrales para animales Kla9 controles (trazo negro, n= 11) y animales expuestos (trazo rojo,
n= 11). En todos los casos se muestran las medias + error estandar. Las comparaciones a cada edad entre el
grupo control y expuestos fueron realizadas con un test no paramétrico, Mann Whitney, * p<0,05.

Como se observa en la Figura 19, ninguno de los genotipos mostré diferencias al dia siguiente
del trauma. El grupo WT mostré una elevacion en los umbrales una semana luego de la exposicidon que
fue significativa sélo a 16 kHz y a los dos meses los umbrales se recuperaron y no mostraron diferencia
con respecto al control (Figura 19a-c). Los animales sometidos a trauma acustico del grupo KOa9, que
carecen de un nAChR 09010 funcional, mostraron una elevacién en sus umbrales a P22 que fue
estadisticamente significativa a 8 y 16 kHz. Sin embargo, a los dos meses los umbrales tienden a
recuperarse, pero a 16 y 22.65 kHz siguen siendo significativamente mayores que los controles lo que
indica una leve disfuncionalidad de la amplificacidn coclear llevada a cabo por las CCEs (Figura 19d-f).
Finalmente, para los animales Kla9 no se observaron diferencias significativas luego del trauma

acustico a todas las frecuencias testeadas y en todos los estadios post- exposicién (Figura 19 g-i).

Evaluacidon del numero de sinapsis aferentes post exposicidn a trauma acustico
Con el propdsito de encontrar un correlato histolégico de los fendmenos descritos
previamente con relaciéon a la funcién auditiva, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia de
manera de poder evaluar el estado de las sinapsis en animales expuestos y no expuestos al ruido. Al
igual que antes, primero se considerd necesario caracterizar la inervacidén aferente sobre las CCls en
los tres genotipos en ausencia del efecto de la exposicidn a ruido. Para ello, se recolectaron secciones
de tejido correspondientes a la regidn apical, medial y basal de cdcleas de ratones WT, KOa9 y Kla9 no
expuestos a ruido a P75, sobre las cuales se realizd una inmunomarcacién contra CtBP2-Ribeye
(Ribeye es una proteina integral del cuerpo sindptico (Schmitz et al., 2000) y tiene una alta homologia
con el factor de transcripcion CtBP2, es por ello que anticuerpos anti-CtBP2 reconocen
especificamente esta proteina) y contra GIluA2 (una subunidad del receptor de glutamato de tipo
AMPA postsinaptico). Luego, a partir de imagenes de microscopia confocal, se cuantificé para cada CCl
el nimero de elementos presinapticos, postsinapticos y de puntos de colocalizaciéon entre los dos
marcadores. A los puntos de colocalizacion de los marcadores pre y postsindpticos los denominaremos

sinapsis.
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Figura 20| Numero de elementos presinapticos, postsinapticos y yuxtapuesto en animales controles de los
tres genotipos en las tres regiones de la cdoclea. Cuantificacién del nimero de puntos de cuerpos sinapticos
(CtBP2-Ribeye), receptores de AMPA postsinapticos (GIuA2) y puntos de colocalizacion (Sinapsis) en ratones WT,
KOa9 y Kla9. Las cuantificaciones se obtuvieron a partir de ratones no expuestos a ruido, de los tres genotipos, a
P75. Las lineas horizontales dentro de cada boxplot sefialan la mediana de los datos, mientras que las barras
indican los percentiles 10 a 90. Las comparaciones estadisticas fueron instrumentadas mediante un ANOVA no
paramétrico (Kruskal-Wallis) seguido de un post-hoc test (Dunn). Asteriscos rojos representan diferencias
significativas entre WT y Kla9, los asteriscos verdes sefalan diferencias significativas entre WT y KOa9 vy los
asteriscos negros diferencias entre el KOa9 y Kla9. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

En la Figura 20 se advierte que el nimero de elementos pre y postsindpticos, asi como el
numero de sinapsis, fue menor en ratones KOa9 respecto de los WT para la regién apical y medial
(Kruskal-Wallis seguido de prueba de Dunn p<0.0001). Al margen de ello, cabe destacar que la
distribucién espacial de sinapsis aferentes es similar entre animales WT y KOa9, caracterizada por la
presencia de un pico en la regiéon medial de la cdclea que, a su vez, coincide con la region de mayor
sensibilidad auditiva (Meyer et al., 2009). Con respecto a los ratones Kla9, también se observa un
menor nimero de elementos pre y postsindpticos en las tres regiones de la cdclea con respecto a los
animales WT. Asimismo, los ratones Kla9 muestran un menor nimero de elementos pre, post y
sinapticos (esto es de colocalizacion) en la zona medial con respecto a los animales KOa9. Un detalle
no menor que se observa en esta figura es que la distribucidén caracteristica que se veia en los WT y
KOa9, con un mayor nimero de sinapsis en la zona medial, se ve ausente en el caso de los Kla9, con
una potenciada actividad del receptor a9010. Este mismo resultado ya habia sido observado en
animales de estos mismos genotipos, pero a edades mas jovenes como P21 (Boero et al., 2018). Esto
demuestra que, en condiciones controles, los ratones con distintos niveles de actividad del nAChR

a9a10 presentan diferencias en el numero de sinapsis aferentes, sugiriendo que la modulacidon de la
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actividad eléctrica espontdnea de las CCls por el sistema MOC antes del comienzo de la audicidn, es
importante para el establecimiento correcto de estas sinapsis.

Luego, estudiamos el efecto del trauma acustico a P15 en estos tres grupos de animales con
distinto nivel de inhibicidon olivococlear. En la Figura 21 se muestran imagenes representativas de
inmunofluorescencia en secciones agudas de drgano de Corti de la region basal, empleando
anticuerpos contra Ctbp2-Ribeye, GluA2, el receptor de tipo AMPA presente en la membrana
postsindptica del terminal aferente y Myosin VII para marcar las CCls. Las mismas fueron obtenidas de
ratones de los tres genotipos en condiciones control (no expuestos a ruido) y 7 dias luego de la
exposicién al ruido. Las imagenes de microscopia confocal permiten ver los puntos de marcacion de
Ctbp2-Ribeye rodeando la membrana basolateral de las CCls colocalizando con GIuA2 que se
encuentra en el terminal aferente. Las imagenes de microscopia confocal muestran que hay una
aparente pérdida de elementos presinapticos, postsindpticos y por lo tanto de sinapsis propiamente
dichas en animales WT y KOa9 luego de la exposicidn al ruido (Figuras 21a-d) sin ninguna diferencia
aparente en los animales Kla9, con una potenciada actividad del nAChR a9al0 (Figuras 21 ey f). Enla
Figura 22 se grafican las cuantificaciones de los diferentes elementos sinapticos y las sinapsis
(colocalizacion de elementos pre y postsindpticos) en los tres genotipos de animales controles y
expuestos al ruido en las regiones apical, medial y basal de la cdclea. La cuantificacion realizada sobre
las imagenes obtenidas del confocal muestran que los animales WT expuestos a ruido a P15 exhiben
luego de dos meses un menor numero de sinapsis en las regiones apical y basal (Figura 22 a-c) (Prueba
de Mann Whitney, p<0,01, p<0,001, respectivamente). En la regién medial de la cdclea de los animales
WT sometidos a trauma acustico también se observa una disminucién del nimero de sinapsis, aunque
la misma no fue estadisticamente significativa (Prueba de Mann Whitney, p>0,05).

Estos resultados muestran que el trauma acustico en este estadio temprano del desarrollo
produce una pérdida permanente de las sinapsis aferentes en los animales WT, lo cual permite
explicar la reduccion en la onda | de ABR que se presentd en la Figura 16 a-c. En el caso de los
animales KOa9, la reduccién fue significativa en las tres regiones cocleares en comparacién con los
animales controles a los 75 dias de edad (Prueba de Mann Whitney, p<0,01). Considerando que en
estos mismos genotipos se habia observado una reduccién de la onda | de los ABRs post trauma,
conjuntamente con estos, resultados podemos concluir que la disminucién de la onda | se debe a la

perdida de contactos aferentes.
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En el caso de los animales Kla9 no se observaron diferencias significativas (Figura 22 g-i) en los
conteos sindpticos luego del trauma acustico, si bien hay una tendencia al incremento de sinapsis post
trauma.

En resumen, los ensayos de inmunofluorescencia mostraron la pérdida de elementos pre y
postsinapticos en los ratones KOa9 (Figura 22 d-f) y WT (Figura 22 a-c), lo que resulté en la pérdida de
las sinapsis CCI-NGE, también conocida como sinaptopatia coclear. Ademas, se observé una reduccién
en la amplitud de la onda | de ABR a los 7 dias post- exposicién en los ratones WT y KOa9. Estos
hallazgos indican la presencia de dafio funcional y estructural asociado con el trauma acustico en
ambos genotipos. En cuanto a los ratones Kla9, se observd un patrén espacial de inervacion aferente
sobre las CCls diferente al de los KOa9 y WT, y la exposicion al ruido resulté en un pequefio aumento
en el nimero de sinapsis en lugar del desarrollo de sinaptopatia coclear. Estos resultados sugieren que
la potenciacion del receptor a9a10, subyacente al incremento en la fuerza del reflejo MOC, no solo
previene los signos fisioldgicos y estructurales de la pérdida de audicidon, sino que también podria

promover la formacidn de nuevas sinapsis después de la exposicién al ruido.
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Figura 21| Imagenes de microscopia confocal representativas de los tres genotipos en condiciones control y
luego de exposicidn al trauma acustico. Se muestran imagenes representativas obtenidas a partir de maximas
proyecciones de z-stacks provenientes de: en el panel izquierdo de animales no expuestos a ruido (control) y en el
panel derecho de animales 2 meses post- exposicion (expuestos). Las CCl pueden ser identifcadas en azul gracias a
la marcacién de Myosin VII. El anticuerpo contra CtBP2, color rojo, marca las sinapsis en cinta presentes en las CCls
y también marca ligeramente al nucleo de la célula. La marca verde corresponde al anticuerpo anti-GluA2, que
marca los receptores de glutamato de tipo AMPA en el terminal de la neurona aferente. La colocalizacién de
ambas marcas indica la conexion sindptica entre ambas partes. La linea punteada blanca delimita
aproximadamente el contorno de una CCI. Barra de escala: 8 um.
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Figura 22| Analisis cuantitativo de las sinapsis aferentes por CCl en ratones WT (a) KOa9 (b) y Kla9 (c) controles y
dos meses después de la exposicion a ruido a partir de inmunofluorescencia contra CtBP2 y GIuA2. Se muestran las
cuantificaciones por CCl del numero de marcas de CtBP2, GIuA2 y sinapsis — entendidas como la colocalizacidn de
los dos marcadores- para animales control (los mismos datos que en la figura 20) y 2 meses post exposicion.
Tamarfios muestrales por grupo: (a) WT control, napical = 80 células, Nmedial = 75células, Npasal = 60 células; WT 2m post
TA, Napical = 82 células, Nmedial = 90 células, npasal = 50 células; (b) Kla9 control, napical = 178 células, Nmedial = 319
células, npasal = 198 células; Kla9 2m post TA, Napical = 196 células, Nmediai = 145 células, npasal = 80 células y (c) KOa9
control, Napical = 100 células, Nmedial = 84 células, Npasal = 118 células; KOa9 2m post TA, Napical = 234 células, Nmedial = 60
células, npasal = 90 células;. Las lineas horizontales dentro de los boxplots sefialan la mediana de los datos, mientras
gue las barras corresponden a los percentiles 10-90. Las comparaciones estadisticas fueron hechas mediante Mann
Whitney test. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

73



Caracterizacion de los cambios en los volumenes de los elementos sindpticos
luego de la exposicion a sonidos intensos.

Dentro de las sinapsis remanentes en cada grupo, se analizé el volumen de cada uno de los
componentes pre y postsindptico indicado por la marcacién de inmunofluorescencia de CtBP2 vy
GluA2, respectivamente. Como se ha mostrado en la Figura 4b, se sabe que existe una distribucion
espacial dentro de cada CCl en el estadio maduro donde la especializacién presinaptica de la sinapsis
en cinta, que tiene un mayor volumen, se encuentra en el lado modiolar de la célula y se encuentra
yuxtapuesta a un terminal de AMPA mds pequefio (Liberman & Liberman, 2015). Estas sinapsis
modiolares son mas susceptibles al dafio producido por el trauma acustico (Furman et al., 2013). En
contraposicion, en el lado pilar de la CCl el volumen de las presinapsis es mas pequefo y los terminales
de las neuronas aferentes son mas grandes. Estas sinapsis pilares son mds resistentes a la
degeneracion por exposicidn a ruidos intensos (Lu et al., 2024). Dados esos antecedentes, si bien no
logramos diferenciar la zona modiolar y pilar de cada célula decidimos estudiar el volumen de las
sinapsis remanentes, ya que consideramos que dichas mediciones podrian aportar una valiosa

informacién a la hora de comprender los dafios causado por la exposicién temprana a ruidos intensos.
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Figura 23|Volumenes de los elementos pre y post sinapticos en condiciones control y dos meses post
exposicidn. Representacion de los volumenes de los parches de receptores de glutamato (GluA2) y de los cuerpos
presinapticos (CtBP2), a través de graficos boxplot, en animales WT (a, b), KOa9 (c, d) y Kla9 (e, f) no expuestos a
ruido y a los dos meses post exposicion. En cada boxplot la linea del medio sefiala la mediana de la distribucion de
datos y las barras corresponden a los percentiles 10-90. Las comparaciones estadisticas fueron hechas mediante
prueba de T (**p<0.01)

En la region apical, medial y basal de las cécleas provenientes de animales WT se noté un
aumento en el volumen de CtBP2 luego del trauma acustico que fue estadisticamente significativo en
la regién basal de la cdclea (Prueba de Mann Whitney, **p<0,01). A nivel post sinaptico, no se
observaron modificaciones en los volimenes de GIuA2. En el caso de los KOa9, en la region basal se
observo lo opuesto a lo observado en el grupo WT, aqui tanto el volumen de las presinapsis como de

las postsinapsis decrece con el trauma acustico (Prueba de Mann Whitney, **p<0,01). Las cdcleas
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provenientes de animales Kla9, no registraron alteraciones en el volumen en ninguna de las tres
regiones entre el grupo control y el grupo expuesto, pero si podemos observar una tendencia a que los
volumenes de los controles tengan una menor dispersién que los del grupo WT y KOa9. Este resultado
podria ser atribuido a una diferencia propia del desarrollo, indicando que la actividad potenciada de la

transmisidn colinérgica durante el desarrollo modificaria la estructura de las sinapsis en cinta.

DISCUSION

En esta seccidn de la tesis se estudiaron las alteraciones fisioldgicas y estructurales derivadas
de la exposicién a ruidos intensos durante el periodo critico de desarrollo del sistema auditivo en
animales con diferentes niveles de actividad del sistema MOC. Especificamente, se estudiaron
animales con un nAChR a9al10 WT, animales que carecen se la subunidad a9 y por lo tanto son
incapaces de formar un receptor funcional (KOa9) y animales con una actividad potenciada del nAChR
a9a10 (Kla9). En términos funcionales, se evaluaron los cambios en la sensibilidad auditiva global, el
tamafio de la poblacidn de neuronas reclutadas, la velocidad de conduccién de los estimulos sonoros y
la integridad funcional de la amplificaciéon coclear llevada a cabo por las CCEs mediante registros de
ABR y DPOAEs. A nivel morfolégico, se analizaron los efectos inducidos por la sobreestimulacion
acustica sobre el nimero y estructura de las sinapsis aferentes que contactan a las CCls. Los resultados
presentados describen las consecuencias de la exposicidn temprana a ruido a tres tiempos diferentes
(1 dia, 7 dias y 2 meses después post trauma).

Durante la maduracion del sistema nervioso, antes de adquirir la capacidad de detectar y
responder a estimulos externos, la actividad principal en los circuitos neuronales son los disparos de
potenciales de accién espontdneos. Esta actividad espontdnea, se caracteriza por rafagas de
potenciales de accidn con un patréon ritmico separadas por periodos de quiescencia (Hanson &
Landmesser, 2003; Kirkby et al., 2013; Meister et al., 1991). Algo similar se observa durante el
desarrollo del sistema auditivo previo al comienzo de la audicion, momento en el cual las CCls
disparan potenciales de accién de calcio (Glowatzki & Fuchs, 2000; Johnson et al., 2011; Kros et al.,
1998; Tritsch et al., 2007). Estos potenciales de accidon son transmitidos a las NGE y de alli son
propagados a lo largo de toda la via hasta llegar a la corteza auditiva (Tritsch et al., 2010). Varios
estudios han sugerido que la sinapsis transitoria que se establece entre las fibras MOC provenientes
de la oliva superior y las CCls cumple un rol inhibitorio sobre esta actividad espontdanea imponiendo un
patrén caracteristico al disparo de potenciales de accion, liberacién de glutamato y activacion aferente

(Glowatzki E & Fuchs PA, 2000; Clause et al. 2014). Se postula que el mantenimiento de los patrones
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de actividad y la fidelidad en la transmisién de estas sefales serian esenciales para el correcto
establecimiento del mapa sensorial y el refinamiento de las conexiones sinapticas (Clause et al. 2014;
Hirtz et al.2011; Leao et al. 2006; Youssoufian, 2005; Di Guilmi et al., 2919). Nuestros resultados
muestran que el inicio de la audicién, es decir, el momento preciso después del nacimiento en el que
detectamos potenciales evocados por sonido, ocurre a la edad de P14 en los grupos WT y KOa9, y a
P13 en el grupo Kla9. Por lo tanto, una actividad exacerbada del sistema MOC, mediado por un nAChR
a9a10 mutado, genera un comienzo de la audicion mas temprano (P13). Siguiendo la hipdtesis con
mayor consenso en el drea de que la inervacion MOC transitoria a las CCls modula el patrén de disparo
de estas células, los resultados dan cuenta que una potenciacién de la inhibicidn sobre la actividad
espontanea lleva a un desarrollo anticipado de la sensibilidad auditiva. Si bien estos resultados no
esclarecen el origen de la actividad espontanea, evidencian el hecho de que el rol del sistema MOC
transitorio sobre las CCls es crucial para el desarrollo correcto del sistema auditivo. Al comienzo de la
audicion (P14 en WT y KOa9, P13 en Kla9) se observa que los umbrales tanto de ABR como DPOAEs
estan elevados para los animales de los tres genotipos y que los umbrales correspondientes a un
animal maduro, recién se establecen en P22. Los resultados obtenidos indican que a la edad de P15,
en los tres genotipos, el sistema auditivo estd preparado para recibir y procesar estimulos sonoros,
aunque el proceso de maduracidn aun no esta completo. Una evidencia de esto es que los umbrales
de ABR se encuentran elevados a esa edad y que las amplitudes de la onda | de ABR contindan
aumentando desde P15 hasta P22, como se muestra en la Figura 13. Los resultados de las pruebas de
fisiologia auditiva reflejaron que, al momento de exponer a los animales a ruidos intensos esto es (en
P15), no existian diferencias de base en la sensibilidad auditiva de los tres grupos (Figura 14). Si bien el
ratén Kla9 a P15 presenta umbrales de ABR levemente mds bajos y amplitudes de la onda | mas
grandes en comparacion con los umbrales de los animales WT y KOa9, estos no son estadisticamente
significativos (Figura 14).

Como hemos mencionado en la introduccién del presente trabajo de tesis, las consecuencias
de los efectos de la sobreestimulacidn acustica dependen de la intensidad del estimulo sonoro y del
tiempo de exposicidn llevando a cambios transitorios o permanentes (Spoendlin, 1971). De todos
modos, resulta dificil traducir proporcionalmente los efectos del trauma acustico y la consecuente
pérdida de sinapsis aferentes en una elevacién de umbrales (Liberman, 2017). Mas aun, tampoco
podemos afirmar que un protocolo de trauma especifico solo causara efectos transitorios cuando en

realidad depende del estado de maduracién y plasticidad del sistema.
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Uno de los resultados mas relevantes de esta investigacién revela que la exposicién a sonidos
intensos a una edad temprana del desarrollo conlleva consecuencias mas severas en comparacién con
la misma exposicidn en un estadio adulto. En los animales WT, la exposicién a ruido (100 dB SPL por 1
hora) a P15 causé una elevacidn de umbrales de ABRs a los siete dias post exposicidn, los cuales
permanecieron elevados hasta luego de dos meses (Figura 15 a-c). Ese mismo protocolo de ruido en
animales WT de P21 causd una elevacion transitoria de los umbrales que fueron restaurados a los 7
dias post exposicion (Boero et al., 2018). Esta diferencia expone la mayor vulnerabilidad del sistema
auditivo a edades tempranas del desarrollo y demuestra que un mismo protocolo de exposicién a
ruido puede tener distintos efectos dependiendo la edad del animal. Otros reportes previos han
demostrado que un mismo esquema de exposicién a ruidos intensos causa dafios mds severos en
animales juveniles de 4 semanas que en animales adultos de 16 semanas de edad (Lu et al., 2024,
Fernandez et al., 2015). Los umbrales de DPOAEs también se vieron elevados a los siete dias post
exposicidn (Figura 19) aunque los mismos se recuperan luego de dos meses, lo que nos sugiere que no
hay perdida de CCEs o una alteracidn en su funcién. Dada esta recuperacion de los umbrales de los
productos de distorsion, pero la persistencia de umbrales de ABR elevados, podemos inferir que dicha
elevacién no se debe a un dafio en la amplificacidn coclear sino mas bien a una deficiencia en la via
aferente de transmision de la sefial sonora. En concordancia con esto ultimo, los aumentos de los
umbrales fueron acompafiados por una reduccién en la amplitud de la primera onda de ABR, y una
disminucion del numero de sinapsis aferentes por CCl la cual también permanece por un periodo de
dos meses luego del trauma.

El presente trabajo constituye el primer reporte en el cual la elevacion de umbrales se
mantiene por un periodo tan largo luego de una exposiciéon a 100 dB SPL por 1 hora. Resultados
similares se obtuvieron en ratas de 14 dias de edad expuestas a 125 dB SPL por 25 min y luego de dos
meses post exposicidn se vio que presentaban una elevaciéon de umbrales a frecuencias altas y una
pérdida de elementos presinapticos (CTBP2/Ribeye) (Rybalko et al., 2015). En otro trabajo, en ratas de
10 dias de edad expuestas a sonido intensos de 105 dB SPL por dos horas, también observaron una
pérdida de elementos presinapticos luego de 8 semanas. Sin, sin embargo, los umbrales auditivos no
presentaban cambios (Shi et al., 2015). Una de las fortalezas del trabajo presentado en esta tesis es
que, a diferencia de las publicaciones citadas anteriormente, las sinapsis CCI-NGE se contabilizan
utilizando el nimero de colocalizaciones entre los elementos pre y posinapticos a lo largo de toda la
cdclea, especificando las regiones mas afectadas por el trauma. En los conteos de densidad sinaptica

en las CCls de animales WT, se observé una reduccién del nimero de sinapsis en las tres regiones
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cocleares, aunque la cuantificacién solo arrojo resultados significativos en las regiones apicales y
basales (Figura 22 a-c). La reduccién de sinapsis en la zona apical y basal se correlaciona con la
elevacién de umbrales de ABR a 8 y 22.65 kHz; frecuencias que son codificadas en las respectivas
zonas cocleares mencionadas, respectivamente. Cabe destacar que los umbrales de ABR también se
elevaron a frecuencias medias como 16 kHz, pero no alcanzamos a ver una reduccion significativa de

sinapsis en el numero de células estudiadas en la region medial de la cdclea.

En el caso de los animales KOa9, carentes de actividad MOC, los mismos mostraron una
elevaciéon de los umbrales de ABR (Figura 15) y DPOAE (Figura 19) una semana luego del trauma,
efecto que también se observé en los experimentos realizados en el KOa9 a P21. Sin embargo, a
diferencia de lo que observamos en el WT, los umbrales de ABR de los KOa9 volvieron a los valores
pre-trauma a los dos meses luego de la exposicion al ruido (Figura 15). Por el contrario, los umbrales
de DPOAEs siguieron elevados luego de dos meses en las frecuencias 16 y 22.65 kHz (Figura 19 d-f). Si
bien no fue cuantificado, en nuestras condiciones experimentales no se vio que la exposicién a ruido
diera lugar a la pérdida de CCEs, lo que demuestra que la elevacidon permanente en los umbrales de
DPOAE no fue debida a ese fendmeno. En lugar de ello, este resultado sugiere que, en ausencia de una
inhibicién eferente funcional, la sobreestimulacidn acustica podria afectar la integridad del mecanismo
electromdtil de las CCEs mediante alteraciones en la mecanostransduccion y/o las propiedades
funcionales de la prestina. En cuanto a la recuperacion de los umbrales de ABR en el KOa9 puede ser
explicada por: 1) mecanismos compensatorios que estén regulando el desarrollo en ausencia de la
modulacién eferente y/o 2) por el leve retraso en el establecimiento de los umbrales auditivos que
observamos durante el desarrollo en los ratones que carecen de un receptor a9al0 funcional (ver
Figura 14). Si bien los umbrales recuperan los valores previos a la exposicidn, se ha observado una
disminucién de la onda | (Figura 16 d-f) acompafiado por una reduccion en el nimero de sinapsis por
CClI (Figura 22 d-f) que fue significativa en todas las regiones de la cdclea estudiadas. En este punto es
importante recordar que la medicidon de la amplitud | es obtenida del registro realizado para cada
frecuencia con una estimulacion a 80 dB SPL (supraumbral). Un trabajo previo en cobayos ha
propuesto que los déficits registrados post exposicidn a ruido en la codificacién de estimulos
supraumbrales probablemente se deban al hecho de que la exposicion a ruido afecta
preferencialmente a las NGE de alto umbral y baja tasa de disparo espontanea (Furman et al., 2013).

Por lo tanto, podemos hipotetizar que la exposicién a ruido haya actuado en detrimento de una
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poblaciéon de fibras especifica y, entonces, a pesar de cierto grado de pérdida de sinapsis no veamos
cambios en los umbrales.

A diferencia de los resultados obtenidos tanto en los ratones WT como en los KOa9, en los
ratones Kla9, con una potenciacion del sistema eferente, no se observd ninguna elevacion de
umbrales posterior a la exposicidn. Este fendmeno ya habia sido descripto en ratones adultos (P21)
sometidos a trauma acustico (Boero et al., 2018). Este resultado indica que incluso durante esta etapa
del desarrollo (P15), cuando se esta estableciendo la electromotilidad de las CCEs y desarrollando la
inervacién MOC hacia estas células, la actividad potenciada del sistema MOC sobre las CCEs ejerce un
efecto protector contra los dafios funcionales y estructurales asociados al trauma acustico.

Si bien los audiogramas son la principal herramienta clinica para estudiar la pérdida auditiva,
las patologias relativas a las neuronas aferentes pueden ocurrir sin cambios medibles en los umbrales
de frecuencias puras. La pérdida de conexiones sindpticas puede generar un deterioro de la
percepcion de la sefial auditiva. Esto parte de la hipdtesis, elaborada por Lopez-Poveda & Barrios
(2013), que considera que luego de la llegada de un estimulo sonoro cada neurona aferente dispara un
tren de espigas que se asemeja a una version digitalizada de manera estocastica de la forma de onda
del estimulo y que la calidad de la representacién de la forma de onda en todo el nervio depende del
numero de fibras aferentes. Si las espigas ocurren estocasticamente en el tiempo con una probabilidad
mas alta para sonidos de alta intensidad que para sonidos de baja intensidad, se requeririan mas
aferentes para que el nervio codifique fielmente caracteristicas de forma de onda de alta frecuencia o
baja intensidad, que caracteristicas de baja frecuencia o alta intensidad. Por lo tanto, la perdida de
sinapsis aferentes degradaria la codificacion de estas caracteristicas, en otras palabras, no afectaria la
deteccidn de tonos puros, pero si la decodificacion de informacidn compleja como el habla (Lopez-
Poveda & Barrios, 2013). Esto puede resultar particularmente problematico en ambientes ruidosos
donde se necesita una mayor resolucion de la codificacién neuronal para procesar la informacion
dentro de la sefal acustica. Como tal, la pérdida o deterioro de las NGE puede producir déficits
funcionales que afecten negativamente la percepcién del habla en ambiente ruidosos (Hickox &
Liberman, 2014; Plack et al., 2014; Schaette & McAlpine, 2011). La aparicién de sinaptopatias luego
del trauma acustico han sido ampliamente estudiadas y se propone que la degeneracién de los
terminales aferentes se debe a un efecto excitotoxico de la descarga masiva de glutamato durante la
sobreestimulacion acustica (Spoendlin, 1971; Robertson, 1983; Ruel et al., 2007). Cabe destacar que el
trabajo de Kujawa y Liberman (2009) fue pionero en la caracterizacion del nivel de de-aferentacién

inducido por la exposicién a ruido en ratones adultos. En aquel estudio, la pérdida de sinapsis fue de
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un 40%, mientras que en un estudio posterior en cobayos se observd una sinaptopatia cercana al 30%
(Furman et al., 2013). Resultados similares se encontraron en un estudio mas reciente en ratones de 6
semanas de edad (Jensen et al., 2015). Esto, por un lado, reafirma la idea de que el desarrollo de una
sinaptopatia coclear luego de la exposiciéon a ruido es un fendmeno generalizado en diferentes
especies, a la vez que convalida el uso de modelos murinos para el estudio de esta patologia. Si bien se
cuenta con numerosas evidencias de estos efectos post exposicion, los mecanismos moleculares que
subyacen a este fendmeno tanto a nivel presinaptico como postsindptico no han sido completamente
caracterizados. En este marco, el presente trabajo constituye la primera evidencia de que la exposicién
a ruido en animales durante el periodo de desarrollo, cuyo sistema auditivo esta ain completando su
proceso de maduracion, es capaz de alterar la codificacidon de los estimulos auditivos como resultado
de la pérdida de sinapsis CCI-NGE.

Como se ha mencionado en la introduccion del presente capitulo, dentro de cada CCl existe un
gradiente volumétrico opuesto respecto a las sinapsis en cinta y a los respectivos botones post
sindpticos. Se ha descripto que en la regién modiolar de la célula encontramos sinapsis en cinta de
mayor volumen con post sinapsis mas pequefias y viceversa en el lado pilar (Liberman & Liberman,
2015). A su vez, esta diferenciacion morfoldgica y espacial tiene un correlato con la actividad
espontdnea y la activacion por estimulos sonoros de las neuronas aferentes del nervio auditivo. Asi, las
neuronas aferentes que contactan la regidn pilar tienen una alta tasa de disparo espontaneo y un bajo
umbral de activacidn por sonido. En cambio, las fibras aferentes de la regidn modiolar se caracterizan
por tener una baja tasa de disparo espontaneo y un alto umbral de activacién (Shrestha et al., 2018;
Merchan-Perez & Liberman, 1996; Liberman et al.,, 2011). Estas ultimas, son las mas sensibles al
trauma y las mas labiles a perderse como consecuencia de la exposicion (Furman et al., 2013). Segun
los resultados de nuestros andlisis, el tamafio de los elementos presindpticos (volumen de
Ribeye/CtBP2) de los animales WT se ve aumentado luego de la exposicion a ruidos intensos.
Resultados similares han sido reportados en ratones adultos donde luego del trauma se vio un
incremento en el volumen de los elementos presinapticos lo cual sugiere que, aun cuando el sistema
se encuentra maduro, existen mecanismos compensatorios (Lu et al., 2024). De todos modos, la
presente tesis constituye el primer antecedente en edades muy tempranas del desarrollo. Una de las
posibles explicaciones ante este incremento en el volumen de las presinapsis se basa en la evidencia
gue la masiva entrada de calcio a la célula durante el trauma genera un aumento de la concentracion
intracelular de dicho ion y eso desencadena una cascada de sefializacion que produce la fusién de los

elementos presinapticos (Lu et al., 2024; Boero et al., 2021). En otros trabajos se ha observado que la
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exposicién de animales de 6 semanas de edad a un ruido intenso de 98 dB SPL por dos horas en el
mismo rango de frecuencia que el utilizado en esta tesis causa una reduccidon en el nimero de
presinapsis en las CCEs, y un aumento en el volumen y la movilidad de las remanentes. Junto con esa
observacioén, se vio que las sinapsis en cinta de la zona basal de la cdclea tienden a movilizarse hacia el
nucleo inmediatamente después del trauma y luego regresan a la zona basal de la célula re-
areglandose espacialmente (Wood et al., 2021). Se puede hipotetizar que el aumento del volumen de
las sinapsis remanentes puede ser un mecanismo compensatorio ante la pérdida de sinapsis, de
manera que se mantenga la integridad de la sensibilidad auditiva.

Al contrario del aumento de volumen registrado en los WT, los animales KOa9 mostraron
una disminucidon en el volumen de las presinapsis en la regiéon basal de la céclea. Una posible
interpretacion que se desprende del resultado es que post exposicion hay una disminucion en el
numero de presinapsis modiolares (caracterizadas por un mayor volumen) y las remanentes exhiben
un tamafo menor, lo que conduce a que el volumen medio disminuya. Experimentos realizados en
ratones de la cepa CBA han demostrado que las sinapsis en cinta modiolares son las primeras en
perderse luego del trauma, perdiéndose asi el gradiente modiolar-pilar (Furman et al., 2013; Liberman
et al., 2015). Si bien la causa de este deterioro diferencial no estd del todo esclarecida, se cree que
comienza con la excitotoxicidad postsinaptica. La elevada liberacién de glutamato, resultado de la
estimulacion continua, provoca una entrada masiva de calcio en las neuronas postsinapticas. En el
caso de las neuronas que conectan con la zona modiolar, al tener un didmetro mas reducido, la
concentracién de calcio aumenta rapidamente, desencadenando un proceso de excitotoxicidad que
con frecuencia resulta en la degeneracidon neuronal y posiblemente conduce a la pérdida de la
presinapsis correspondiente (Hu et al., 2020; Hakuba et al., 2000). La disminucién de las sinapsis
modiolares no se reflejaria en un aumento de los umbrales de ABR, dado que en su mayoria estas
neuronas tienen un alto umbral de activacién (es decir, responden a sonidos de alta intensidad),
mientras que la sensibilidad auditiva esta principalmente determinada por neuronas de umbral de
activacion bajo. La pérdida de sinapsis modiolares con alto umbral de activacion puede observarse
mediante una reduccion de la onda | de ABR a intensidades supraumbrales y justamente eso es lo que
observamos en los ratones KOa9 a los dos meses post exposicidn, una disminucién en las amplitudes
de la onda | a 80 dB SPL sin una elevacién de los umbrales.

En la misma regidén coclear donde se observé la reduccion del volumen de las presinapsis en
los ratones KOa9, también se detectd una disminucién en el tamaiio de los terminales postsinapticos.

Se ha postulado la existencia de un mecanismo de control bidireccional del tamafio de los parches
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postsinapticos en el cual el glutamato tiende a reducir el tamano de los parches de receptores de
AMPA a través de la internalizacion de los mismos (Chen et al., 2009), mientras que otros factores
secretados favorecen la puesta en membrana de un mayor nimero de receptores de AMPA. Esta
hipétesis, permitiria explicar la reduccion del tamafio de los parches de GIuA2 luego de la exposicion al
ruido. En la misma linea, otros experimentos han demostrado que luego de la exposicién a sonidos
intensos cae el nimero de mitocondrias presentes en los terminales, en consecuencia, se reduce el
tamafio de los mismos (Lu et al., 2024).

Es importante remarcar que durante el periodo embrionario y durante los primeros dias
postnatales, las CCls muestran acumulacion de pequefias sinapsis en cinta redondas que exhiben
multiples puntos de contacto con la membrana plasmatica como se muestra en el diagrama de la
Figura7b. Sin embargo, luego del comienzo de la audicidn los elementos presinapticos son mas
grandes y poseen un solo punto de anclaje con la membrana plasmatica. Este proceso, se acompana
por un aumento del nimero de vesiculas cargadas con neurotransmisor por cada sinapsis (Korn & Vol,
2020). Asi mismo, se ha reportado que la heterogeneidad espacial observada entre las zonas pilar y
modiolar de las sinapsis en cinta de las CCls se establece durante las primeras dos semanas
postnatales (Liberman et al., 2011). Esto significa, que la temporalidad de estos procesos coincide con
nuestro protocolo experimental de exposicion a ruido. Por lo tanto, el trauma acustico podria estar
interrumpiendo o distorsionando el desarrollo y maduracion de los elementos presinapticos de la
sinapsis en cinta provocando una alteracién en los volimenes de estas. En resumen, la sinaptopatia y
las alteraciones morfoldgicas observadas de las sinapsis aferentes pueden ser explicados por una
mezcla de procesos relacionados al desarrollo y al dafio generado por el trauma acustico.

Si bien la microscopia confocal constituye una herramienta muy util para la evaluacidn coclear,
las limitaciones del microscopio no nos permitieron realizar la correcta division del eje modiolar-pilar
gue hubiera sido de gran ayuda a la hora de hacer inferencias sobre las sinapsis remantes y su posicion
en la célula. Lejos de tomarlo como un impedimento, consideramos que los analisis pudieron
realizarse exitosamente y a futuro se puede avanzar con un estudio mas detallado de la inervacién
aferente y su posicién en el eje de la CCl.

Independientemente de las consecuencias del trauma acustico a nivel sindptico, una de las
observaciones mas relevantes presentadas en esta tesis involucra el nimero y distribucién diferencial
de sinapsis a lo largo de la cdclea entre los tres genotipos en condiciones control, como se observa en
la Figura 20. Alli, se revela que la actividad diferencial del sistema MOC durante el desarrollo tiene sus

consecuencias en el establecimiento y distribucidon de las sinapsis a lo largo de la cdclea. En primer
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lugar, se establecié que el nimero de elementos pre y postsindpticos junto con el nimero de sinapsis
propiamente dichas era menor en los animales Kla9 y KOa9 con respecto a los WT en las zonas apical
y medial, mientras que en la zona basal la diferencia se daba entre los animales Kla9 y KOa9. El hecho
de que se hayan contabilizado significativamente menos sinapsis aferentes en los ratones Kla9 y KOa9
en algunas regiones cocleares contrasta con la ausencia de diferencias en los umbrales y la amplitud
de la onda | de ABR en animales no expuestos a ruido. Como se ha enunciado anteriormente, se han
encontrado evidencias que sostienen que la pérdida de sinapsis en cinta acarrea una reduccién en el
tamano de la poblacién de NGEs capaces de responder a la estimulacién sonora, lo que puede
manifestarse como una alteracion de la amplitud de la onda | de la sefal de ABR (Kiang et al., 1976;
Kujawa & Liberman, 2009). De este modo, seria esperable que un menor nimero de terminales
aferentes por CCl coincidiera con el registro de menores amplitudes de la onda I. Una posibilidad es
gue con la metodologia utilizada en nuestro trabajo no estemos logrando revelar dichas diferencias,
aunque la técnica de ABR utilizada es ampliamente utilizada por su practicidad y eficacia no deja de
ser en cierta medida ruidosa y tal vez no permita detectar pequefias diferencias en la onda |. Una
posible alternativa seria el uso de una segunda prueba fisiolégica para detectar sensibilidad auditiva,
conocida como CAP (por sus siglas en inglés, compound action potential). La misma refleja la funcion
del nervio coclear y en comparacién con los ABR es mas relevante para probar la integridad funcional
de la cdoclea (Ding et al., 2020). Los registros con esta técnica involucran un electrodo situado en el
canal externo auditivo, sobre la membrana timpanica o a través de la ventana redonda (Kaf et al.,
2017; Zhang, 2012). No obstante, la ausencia de diferencias en las amplitudes de la onda | entre los
genotipos en condiciones control a pesar de la diferencia en el nimero de contactos sindpticos puede
ser explicada por otros motivos. En primer lugar, se desconoce si existen diferencias entre los
genotipos en términos de la eficiencia de liberacion sindptica o bien en la excitabilidad de las NGE
postsinapticas que pudieran compensar funcionalmente las diferencias en el nimero de terminales.
En segundo lugar, se encontraron divergencias en la distribucion topografica de la inervacién aferente
a las CCls. En animales WT se hallé un mayor nimero de sinapsis aferentes por CCl en la regién medial
de la coclea y menores nimeros en las regiones apicales y basales. Esto coincide con lo observado en
un reporte previo en gerbos y también en ratones C57 jovenes en el que, ademas, se propone que la
mayor inervacion en la region medial es causante de la mayor sensibilidad auditiva a frecuencias
medias (Meyer et al., 2009). En este contexto, si bien en el KOa9 la reduccién en el numero de sinapsis
se dio mayormente en las regiones apical y medial de la céclea, el patron de inervacion aferente fue

igualmente capaz de recapitular la distribucién topogréfica observada en WT. En cambio, en el ratén
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Kla9 a P75, tal patrén de inervacion se mostré ausente y el nimero de sinapsis por CCl fue el mismo
en las tres regiones de la cdclea. La ausencia de una distribucién topografica en el patrén de
inervacién aferente a las CCls es coincidente con un reporte previo, en este mismo genotipo, en el cual
se hallé una distribucion homogénea de las propiedades biofisicas de las neuronas del MNTB (un
nucleo de la via auditiva ascendente), en lugar del mapa asimétrico descrito en ratones WT (Leao et
al., 2006; Di Guilmi et al., 2019). Cabe recordar que uno de los ejes centrales abarcados en este trabajo
es la existencia durante el periodo critico de desarrollo de contactos inhibitorios transitorios entre las
neuronas MOC y las CCls, los cuales también estdn mediados por el acople entre a9al10 y SK2
(Glowatzki & Fuchs, 2000; Katz et al., 2004; Gémez-Casati et al., 2005). Tal inervacion eferente
transitoria ha demostrado tener efectos modulatorios sobre la estructura temporal de la actividad
espontdnea desarrollada por las CCls previo al inicio de la audicion, la cual es fundamental para la
maduracién de la maquinaria sindptica de estas células y el refinamiento de las conexiones neuronales
a lo largo de toda la via auditiva (Glowatzki & Fuchs, 2002; Johnson et al., 2013b; Clause et al., 2014).
En resumen, las diferencias fisioldgicas e histoldgicas observadas en los genotipos a P21 podrian ser el
resultado de los distintos niveles de inhibicién de la amplificacion coclear luego del inicio de la
audicion. Aun asi, no puede descartarse que los diferentes niveles de actividad en la sinapsis
transitoria entre los terminales MOC y las CCls tengan una contribucion en las diferencias observadas,
teniendo en cuenta su rol modulador del desarrollo de la via auditiva.

Conjuntamente con la reduccién de la primera onda de los registros de ABR, se observaron
reducciones en las amplitudes de las ondas Il y Ill, que se corresponde con los potenciales generados
en el nucleo coclear y complejo olivococlear superior, respectivamente. Los animales WT han
mostrado una reduccidn en las amplitudes de la segunda y tercera onda de ABR una semana luego del
trauma acustico, pero las mismas se reestablecen a los dos meses de la exposicién. En el caso de los
animales KOo9, para la segunda onda de ABR se encontré una disminucion a los 2 meses de la
exposicidon para la frecuencia de 22 kHz, y para la tercera onda la disminucion se encontro a los siete
dias del traumay en al menos una de las frecuencias estudiadas dicha reduccidon permanecié hasta los
dos meses. Previamente hemos demostrado que para ambos genotipos la exposicion a ruido intenso
causa la pérdida de sinapsis aferentes, lo que significa una menor sefial entrante al nicleo coclear que
provocaria una disminucion en la actividad. Sin embargo, nuestros datos revelan que las amplitudes se
recuperan y se reestablece la actividad de dichos relevos. Una de las posibles explicaciones para este
suceso consiste en la remarcada evidencia que tanto el nucleo coclear como el complejo olivococlear

superior exhiben una hiperexcitabilidad luego de la exposicién a trauma (Vogler et al., 2011). Existen

85



evidencias que muestran que la actividad espontdnea se encuentra aumentada luego del trauma
acustico en el nucleo coclear ventral y dorsal (Vogler et al., 2011; Kaltenbach & Afman, 2000). Se
considera que este aumento de la actividad constituye un mecanismo compensatorio ante la
disminucién de la sefial proveniente de la periferia post trauma. Este aumento de la actividad
espontanea también ha sido registrado en nucleos del cerebro medio como el ClI (Mulders et al.,
2009), ya que luego del trauma las neuronas de dicho nucleo presentan respuestas mayores aun
cuando la actividad en la periferia sea normal. Incluso, se ha reportado una fuerte correlacion entre la
perdida de sensibilidad auditiva (aumento de umbrales) y el aumento en la actividad espontanea
(Mulders et al., 2011). Este aumento de actividad espontanea ha sido ampliamente estudiado porque
podria estar involucrado en el desarrollo de acufenos luego del trauma acustico. Otro posible proceso
gue dé como resultado una recuperacion de la actividad de los nucleos superiores es la plasticidad
propia de la etapa del desarrollo. Sabemos que la maduracion del sistema auditivo se da desde la
periferia hacia el sistema nervioso central, por lo cual tanto el ndcleo coclear como el complejo de la
oliva superior son altamente plasticos en estas etapas dando lugar a re-arreglos y compensaciones
luego del trauma. En los animales Klo9, con una potenciada actividad MOC, no se encontraron
diferencias en las amplitudes de las ondas Il y Ill de los ABR entre el grupo control y el grupo
expuestos. Esto indica que el trauma no causa mayores consecuencias en los relevos superiores en los
animales con un sistema eferente aumentado. Esto no quita que la actividad tanto del nucleo coclear
como del sistema olivococlear superior se encuentren alterados en estos animales por consecuencias
exclusivas del proceso de desarrollo. De hecho, durante el periodo de desarrollo y establecimiento de
los umbrales auditivos (P16-P21), se ha observado una menor amplitud de la onda Il y onda Il en los
animales Kla9 con respecto a los WT (Di Guilmi et al., 2019). En el mismo trabajo, se ha demostrado
gue animales con una potenciacién del sistema MOC exhiben una menor actividad eléctrica global en
las neuronas principales del nucleo del cuerpo trapezoidal medial que reciben inervacién de las

neuronas del nucleo coclear y una ausencia de la distribucién topografica en dicho nucleo.

En resumen, podemos concluir que el trauma acustico en edades tempranas causa dafios en el
desarrollo del sistema auditivo que pueden permanecer hasta la adultez. Dichas consecuencias no se
encuentran en animales con un sistema eferente potenciado, lo que refuerza la idea que el sistema
eferente cumple un rol protector frente a la sobreestimulacién y, que sugiere que la modulacién

farmacoldgica de la actividad de a9a10 podria ser una buena estrategia en la prevencién de los dafios
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asociados al trauma acustico. Finalmente, esta tesis demostré que el rol del sistema eferente durante

el desarrollo es vital para el correcto establecimiento de umbrales y formacién de sinapsis aferentes.
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Capitulo Il. Impacto de los fitoesteroles en |la pérdida de
audicion inducida por medicamentos antirretrovirales y
su posible relevancia en la presbiacusia.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar el contenido de colesterol en el érgano de Corti durante el envejecimientoy
luego de la administracion de antirretrovirales.

e Estudiar la pérdida de audicion por la administracién de antirretrovirales.

e Evaluar el impacto de la suplementacién con fitoesteroles sobre la sensibilidad auditiva.

INTRODUCCION

El colesterol es un componente importante de las membranas celulares, es vital para el
normal funcionamiento de las células y de las proteinas asociadas a membrana. Se ha demostrado que
el colesterol es abundante en membranas sindpticas y modula el nUmero de complejos proteicos, via
directa uniéndose a dichos complejos o condicionando su conformacién, dinamica o propiedades
(Dietschy, 2009). Dentro del sistema nervioso central el colesterol juega un papel central en la
formacidn de sinapsis, interacciones célula-célula y la sefializacién intracelular (Egawa et al., 2016).

Se ha descripto que todo el colesterol presente en el SNC es sintetizado in situ debido a que el
colesterol circulante por el sistema circulatorio periférico no tiene la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefdlica (Bjorkhem, 2006). Por lo tanto, los niveles de colesterol estan estrictamente
regulados en el cerebro, de hecho, el desarrollo de numerosas enfermedades neurodegenerativas y
disfunciones cognitivas son producto de una desregulacion de dicha homeostasis (Bjorkhem, 2006;
Martin et al., 2014; Martin et al., 2014; Petrov et al., 2016; Pfrieger & Ungerer, 2011).

Numerosos estudios han demostrado que se produce una reduccidn en los niveles de colesterol
en el hipocampo durante el envejecimiento (Soderberg et al., 1990; Sodero et al., 2011). Esta reduccidn,
lleva a un profundo efecto en la estructura de las membranas plasmaticas y en la funcién celular (Egawa
et al., 2016; Fabelo et al., 2012; Ledesma et al., 2012; Martin et al., 2014; Martin et al., 2008; Sodero et
al.,, 2011). La reduccién del contenido de colesterol en el cerebro durante el envejecimiento es un

proceso que también se ha observado en muestras de cerebros humanos (Mason et al.,1992 Roher et
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al., 2002) (Molander-Melin et al., 2005; Mulder et al., 1998; Soderberg et al., 1990; Svennerholm et al.,
1991, 1994, 1997; Thelen et al., 2006). Entre las multiples causas propuestas para la perdida de
colesterol asociada al envejecimiento se encuentra el incremento en los niveles de la enzima citocromo
P450 46A1 (CYP46A1) (Martin et al., 2008; Sodero et al., 2011). Esta enzima perteneciente a la familia de
las 24-colesterol-hidroxilasa es especifica de cerebro y se halla presente en células piramidales y en
interneuronas de corteza e hipocampo, asi como también en células de Purkinje en el cerebelo (Lund et
al., 1999; Moutinho et al., 2016; Ramirez et al., 2008). De hecho, ha sido demostrado por nuestro grupo
colaborador, liderado por el Dr. Mauricio Martin, que la disminucién del colesterol sindptico en
hipocampo es debido principalmente a una regulacion positiva de la enzima CYP46A1. Esta baja en el
nivel de colesterol interfiere con la movilidad de los receptores sindpticos, con los procesos de
endocitosis y lleva a disfunciones en la memoria (Martin et al.,, 2014). Mas aun, recientemente fue
demostrado que si se restauran los niveles de colesterol en el cerebro se logran rescatar los déficits
bioquimicos, sindpticos y cognitivos de animales envejecidos (Martin et al., 2014; Palomer et al., 2016) y
en un modelo animal de enfermedad de Huntington (Valenza et al., 2015). Experimentos realizados en
modelos animales de senescencia prematura demostraron que la administracion de una dieta rica en
fitoesteroles prevenia exitosamente los deterioros en la memoria (Pérez- Camafias et al., 2016). Los
fitoesteroles son compuestos de origen vegetal que comparten estructura y funcion similar al colesterol
(Trautwein et al., 2007). A diferencia del colesterol, estos compuestos tienen la capacidad de atravesar
la barrera hematoencefdlica y acumularse en las células del SNC (Vanmierlo et al.,, 2012). Estos
antecedentes indican que la regulacidn de los niveles de colesterol es de suma importancia para el
correcto funcionamiento de los circuitos nerviosos, por su parte el érgano de Corti no es una excepcién
ante estos procesos regulatorios. El rol del colesterol en las bicapas lipidias consiste en reducir la
flexibilidad y la fluidez aportando mayor estabilidad (Forges et al., 1978). En el oido interno, se ha
descripto que las CCEs poseen un estricto mecanismo de mantenimiento de los niveles de colesterol en
su pared lateral (Forge, 1991; Nguyen & Brownell, 1998; Rajagopalan et al., 2007). En particular la pared
lateral tiene menor contenido de colesterol en comparacién con la membrana basal y apical, o en
comparacion con las paredes de las células de soporte, dando lugar a que la rigidez de dicha pared sea
menor (Nguyen & Brownell, 1998). Se ha postulado que las alteraciones en los niveles de colesterol en la
pared lateral de las CCEs pueden modular la funcion o distribucién de la prestina, proteina responsable
de la electromotilidad de estas células (proceso que ha sido explicado en la seccidon de Introduccidn)
(Rajagopalan et al., 2007; Sfondouris et al., 2008). Experimentos realizados en ratones C57B6/) de

cuatro semanas de edad demuestran que la deplecidn de colesterol, via la aplicacién de ciclodextrina, o
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la sobre carga de colesterol en membrana causa la reduccién de la amplitud de los DPOAEs reflejando
que los niveles de colesterol son importantes para el correcto funcionamiento de estas células. A su vez
en CCEs aisladas, la depleciéon o sobrecarga de colesterol causa una alteraciéon en la capacitancia no
lineal, demostrando que la funcionalidad de las células se encuentra alterada (Rajagopalan et al., 2007).
En el mismo trabajo se evidencia que las alteraciones mencionadas en los niveles de colesterol generan
una agregacién de prestina en la pared lateral en el caso de la sobre carga o una desagregacion en el
caso de la deplecidn, causando en cualquiera de los dos casos la alteracidn de su funcion.

Adicionalmente a la perdida de colesterol debido al proceso de envejecimiento, existen ciertas
drogas que incrementan la actividad de la enzima CYP46A1 y por lo tanto producen una disminucion
en los niveles de colesterol de la membrana de las células. Una de ellas es la droga efavirenz, un
farmaco antirretroviral utilizado para tratar a los pacientes con VIH-SIDA. Estudios recientes han
demostrado que el tratamiento con efavirenz tanto in vitro como in vivo aumenta la actividad
enzimdtica de CYP46A1 (Mast et al., 2014) llevando a una reduccién en el contenido de colesterol de
las membranas de las células.

La posible implicancia de la homeostasis del colesterol en las afecciones cocleares
relacionadas con el envejecimiento sigue siendo un area poco caracterizada. Por lo tanto, el objetivo
de esta seccion es investigar inicialmente si la enzima CYP46A1 desempeia un papel crucial en
mantener la homeostasis del colesterol en el oido interno, similar a su funcion en el SNC. Para ello, se
analizaran los niveles de la enzima CYP46A1 en el tejido coclear de ratones jovenes y envejecidos.
Posteriormente, se evaluardn las consecuencias de la alteracién farmacoldgica de los niveles de
colesterol mediante la administracion de la droga efavirenz (aprobada por la FDA para el tratamiento
del VIH) y se examinard el efecto de la suplementacion con fitoesteroles junto con la administracidn

de dicho farmaco.

RESULTADOS
Homeostasis del colesterol en el oido interno durante el envejecimiento

La conversion de colesterol a 24(S)-hidroxycolesterol es llevada a cabo por la enzima CYP46A1
y constituye el principal mecanismo de eliminacién de colesterol del cerebro (Lund et al., 2003).
Trabajos previos realizados en ratas habian demostrado que durante el envejecimiento se

incrementaban los niveles de esta enzima en el hipocampo a los dos afios de edad, derivando en una
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pérdida de colesterol de la membrana de neuronas hipocampales dando lugar a déficits cognitivos
(Martin et al., 2014).

Para testear si los cambios en el contenido de colesterol de las células del oido interno podian
estar involucrados en la presbiacusia, analizamos los niveles de CYP46A1 en el 6rgano de Corti de
ratones de la cepa C57BL/6) de dos meses y dos afios de edad. Esto fue realizado mediante
experimentos de inmunohistoquimica en secciones agudas de érgano de Corti de ambos grupos de
animales, usando anticuerpos antiCYP46A1 y anti-calretinina, para la marcacién de las células ciliadas
(Figura 24). Como se puede ver en las imagenes representativas obtenidas por microscopia confocal
de la Figura 24a, la marca de CYP46A1 estd presente tanto en células sensoriales (CCls y CCEs) como
en células de soporte en ambos grupos etarios. Una vez obtenidas las imagenes, se procedié a realizar
la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en las distintas regiones de la cdclea: apical, medial
y basal (Figura 24b). Los resultados mostraron que hay un incremento significativo de la fluorescencia
de CYP46A1 en el epitelio sensorial de animales envejecidos. En las CCls, el incremento de CYP46A1 se
dio en las tres regiones estudiadas (t-test, p<0.0001 en la regidn apical y medial y p<0.01 en la region
basal). En las CCEs remanentes de oidos de animales envejecidos, se encontré el mismo fendmeno de
incremento (t-test, p<0.001 en la regidn apical y p<0.0001 en la regién medial y basal). Asimismo, se
encontré un incremento de la fluorescencia en las células de soporte en las regiones mediales y

basales, pero no asi en la zona apical (t-test, p<0.001 en la zona basal y p<0.0001 en la zona medial).
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Figura 24| Expresion de CYP46Al1 en tejido coclear. (a). Maximas proyecciones provenientes de z-stacks
representativos de microscopia confocal de secciones mediales del 6rgano de Corti inmunomarcadas con un
anticuerpo anti-CYP46A1 (verde) y anti-calretinina (rojo) de animales jovenes (panel superior) y viejos (panel
inferior). Barra de escala= 30um. Las flechas blancas rellenas indican células de soporte (CSs), las cabezas de flecha
indican las células ciliadas externas (CCEs) sobrevivientes y las flechas sin relleno indican las células ciliadas
internas (CCls). A su vez se dibujaron ROIs en células ejemplo de cada subtipo. (b) Datos cuantitativos obtenidos de
5 animales jovenes (n=5) y 6 animales viejos (n=6). La cuantificacion de la intensidad de CYP46A1 (u.a.= unidades
arbitrarias) fue realizada a partir de los ROIs de células individuales en CCls (izquierda), CCEs (medio) y CSs
(derecha) a los dos meses y dos afios de edad en las tres regiones de la céclea: apical, medial y basal (Jovenes:
n=43 CCls, 78 CCEs y 144 CSs en la porcion apical; 25 CCls, 29 CCEs y 51 CSs en la medial; y 12 CCls, 31 CCEs y 24
CSs en la basal. Viejos: n=22 CCls, 28 CCEs y 55 CSs en la porcion apical; 24 CCls, 17 CCEs y 79 CSs en la medial; y
28 CCls, 13 CCEs y 69 CSs en la basal). Las comparaciones estadisticas fueron hechas mediante prueba de T
(**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

En vista del aumento en la expresidon de CYP46A1 en CCEs, CCls y CSs de animales envejecidos,
nos preguntamos si ese aumento se correlacionaba con una disminucién en los niveles de colesterol

de la membrana. Para lograr esto, se tomaron otras secciones del érgano de Corti y se empleé el
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antibidtico filipina unido a un fluoréforo, el cual, como se ha explicado en la seccidn de materiales y
métodos, se une a los colesteroles no esterificados. Como se evidencia en la Figura 25, en las células
sensoriales, identificadas por su marcacidn con faloidina, se observé una disminucién en los niveles de
filipina en los animales de dos afios en comparacién con los de dos meses. Esta reduccién en la

intensidad de la filipina se atribuye a la disminucidn en los niveles de colesterol en dichos animales.
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Figura 25| Contenido de colesterol en células sensoriales. (a) Imagenes de microscopia confocal representativas
de secciones mediales de 6rgano de Corti marcadas con filipina (verde) para visualizar nivel de colesterol y
faloidina (azul) para visualizar actina en los esterocilios (barra de escala 30um). Las imagenes del panel superior
corresponden a animales jovenes, y las del panel inferior a animales envejecidos. En el panel de la derecha, se
muestra una imagen maghnificada (se utilizé un objetivo de inmersién de 63x) de la region indicada con rectangulos
blancos. Las lineas punteadas rosa indican el didametro de una CCl o CCE (barra de escala 8 um). (b) Cuantificacion
de la intensidad de filipina, mostrada como la media + SEM (u.a. unidades arbitrarias), para CCls y CCEs, obtenidas
a partir de la intensidad de cada pixel a lo largo de una linea que atraviesa la célula (mostrada en el panel (a) como
una linea rosada). En ratones envejecidos (n=6) hubo una reduccién significativa en el contenido de colesterol
respecto de animales jovenes (n=3) tanto en CCls (Jovenes: CCls=104; Viejos: CCls=52) como en CCEs (jovenes:
CCEs=200; Viejos: CCEs=22). Las comparaciones estadisticas fueron hechas mediante prueba de T (****p<0.0001).
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Efecto de la activacion farmacoldgica de CYP46A1 sobre la sensibilidad auditiva
Hasta aqui los resultados indicaban que el aumento en la marcacién de la enzima CYP46A1
correlacionaba con la disminucidn en el contenido de colesterol en el oido interno durante el proceso
de envejecimiento. Por lo tanto, el paso siguiente fue estudiar si la activacién farmacoldgica de dicha
enzima en animales jovenes generaba los mismos efectos en los niveles de colesterol y
desencadenaba algun tipo de déficit auditivo. Para inducir la activacién de CYP46A1, utilizamos el
farmaco efavirenz, reconocido por su aplicacidon en el tratamiento del VIH, el cual es conocido por
tener un efecto en la activacion de la enzima que degrada colesterol (Mast et al., 2014). Contdbamos
con el antecedente de que el efavirenz podia atravesar la barrera hematoencefdlica y lograba
estimular la enzima CYP46A1 con una dosis 300 veces menor que la utilizada en los tratamientos
contra el VIH (Mast et al., 2014). La droga fue administrada con una dosis de 0.09 mg/kg/dia durante
cuatro semanas en el agua de bebida a ratones C57BL/6J de dos meses de edad. Estos animales a
partir de ahora constituiran el grupo experimental que denominaremos “efavirenz”. La edad de los
ratones fue elegida en base a estudios previos que demostraban la buena sensibilidad auditiva de la
cepa C57BL/6J a los 2 meses de edad (Someya et al., 2009). De todas maneras, para corroborar que
eso era asi se evalud via ABR y DPOAE la sensibilidad auditiva de los animales previo al tratamiento
(Figura 26). Luego de la administracion de la droga por 4 semanas, se registraron los umbrales
auditivos de los animales mediante las técnicas antes mencionadas. Los resultados mostraron que el
tratamiento con efavirenz provocé un ligero aumento, aunque no significativo, de los umbrales de ABR
comparados con el control ya sea a las 8 o0 12 semanas (edad de inicio y finalizacién del tratamiento
respectivamente) (Figura26 a, b). Tampoco se advirtieron diferencias en las amplitudes de la primera
onda del registro de ABR, lo cual significa que la administracién de efavirenz no estaba modificando la
funcién neural de la céclea (Figura 26 c). Por otro lado, encontramos que los umbrales de productos
de distorsion (DPOAE) eran significativamente mayores en los animales tratados en comparacion a los
controles para las frecuencias medias (Test de Kruskal-Wallis seguido de test de Dunn, p<0.05 para
11.33, 16 y 22.65 kHz), indicando que la funcién de las CCEs estaba siendo afectada por el tratamiento
con efavirenz (Figura 26 d). Como puede observarse en la Figura 26e, la amplitud media de la emisidn
a 16 kHz en funcién de la intensidad de estimulacién se vio disminuida luego del tratamiento. Otra
manera de mostrar dicha disminucidnes graficando las transformadas de Fourier de los DPOAEs. En la
Figura 26f, se observa que el producto de distorsion cubico, 2f1-f2 (siendo f1:11.33 kHz y f2: 16 kHz,
respectivamente), con una intensidad de estimulacién de 80 dB SPL, se ve disminuido en el grupo

tratado con efavirenz respecto al control.
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La pérdida de funcidn de las células ciliadas externas puede ser rescatada por
fitoesteroles

Como se ha descripto en la introduccion, los fitoesteroles son compuestos naturales presentes
en las plantas, con estructura y funcidn similar a la que tiene el colesterol en células animales
(Trautwein et al., 2007). Se ha visto que dietas ricas en estos compuestos previene los deterioros en la
memoria en modelos murinos de senescencia acelerada (SAMP8) (Pérez-Cafiamas et al., 2016).
Basandonos en esa evidencia, propusimos que una dieta suplementada con fitoesteroles podia
rescatar la funcionalidad de las CCEs que estaba siendo afectada por la pérdida de colesterol debido a
la administracion de efavirenz. Bajo esa premisa, se implementé un tratamiento de co-administracion
de efavirenz y fitoesteroles. El efavirenz, nuevamente, fue dado en la bebida durante cuatro semanas
a ratones macho de la cepa C57BL/6J de dos meses, y durante las tres ultimas semanas del
tratamiento se los alimentd con una comida que contenia fitoesteroles (marca Vitatech) en una
concentracién 2% m/m. Los animales sometidos a ese tratamiento son los que a partir de ahora
llamaremos “efavirenz+ fito”. Al igual que con el grupo “efavirenz”, al terminar el tratamiento se
evalud la sensibilidad auditiva de los animales via ABR y DPOAE. Como se puede observar en la Figura
26a-c, los animales tratados con efavirenz y fitoesteroles no presentaron cambios en los umbrales de
ABR ni en las amplitudes de la onda | comparados con los controles ni con los tratados Unicamente con
efavirenz. Sin embargo, hubo una disminucidn, aunque no significativa, en los umbrales de DPOAE de
los animales que recibieron los fitoesteroles junto con efavirenz en comparacién de los que solo
recibieron efavirenz. Es importante remarcar que los umbrales de DPOAE entre los tratados con

efavirenz+ fitoesteroles no muestran diferencias comparados con los controles (Figura 26 d).
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Figura 26| Funcionalidad auditiva en el grupo control, efavirenz y efavirenz + fitoesteroles. (a) Registros
representativos de ABR de animales control (negro, n=6), efavirenz (rojo, n=6) y efavirenz+ fitoesteroles (azul, n=6)
para un tono puro de 16 kHz a intensidades crecientes de estimulacién (dB SPL). Los umbrales fueron detectados
por la presencia de la onda 1 y estan indicados con lineas punteadas para cada registro. Las barras de escala
aplican para los tres registros. (b) Umbrales de ABR para los tres grupos experimentales a diferentes frecuencias de
testeo. (c) Amplitudes de la primera onda de los registros de ABR, obtenidos a 80 dB SPL, para los tres grupos. (d)
Umbrales de DPOAE a diferentes frecuencias de testeo. (e) Amplitudes de las emisiones en funcidn del nivel de
estimulacion de la f2 =16 kHz en los tres grupos experimentales. Los datos mostrados representan las medias +
SEM. (f) Ejemplos de trazos, luego de una transformada de Fourier, mostrando la amplitud de la emisién cubica de
DPOAE (2f1-f2), siendo f1=13.34 kHz y f2=16 kHz con una estimulacion de f2 igual a 80 dB SPL. Las comparaciones
estadisticas fueron hechas mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de una prueba Dunn a posteriori de
(*p<0.05).

Contenido de colesterol en las células ciliadas externas

Luego de realizar los testeos de sensibilidad auditiva, las cécleas de todos los animales fueron
extraidas. Dado que los resultados hasta el momento mostraban una disfuncién en las CCEs en los
animales tratados con efavirenz, mientras que los co-tratados con fitoesteroles mostraban una
recuperacion en la funcidon de estas decidimos medir el nivel de colesterol en estas células. Para ello
realizamos nuevamente una tincién con filipina, para visualizar colesterol, y faloidina para identificar
los esterocilios de las células sensoriales. Al analizar las imagenes obtenidas, encontramos una
reduccidn significativa del nivel de colesterol en las CCEs del grupo efavirenz comparado con los otros
dos grupos (Figura 27). El patrén de tincién de filipina se puede observar en la Figura 27b, donde se
grafica la intensidad de filipina por pixel a lo largo de una linea que atravesaba por el centro dos CCEs.
A lo largo de esta linea distinguimos que para el grupo control la intensidad es menor en la zona
correspondiente a la membrana lateral de las células y aumenta en la regién que se corresponde con el
citoplasma. Este patrén de distribucion particular se encuentra reducido en el grupo efavirenz y se
recupera parcialmente con el suplemento de fitoestreroles. La intensidad de filipina fue medida para
todas las CCEs de todos los grupos en las tres regiones del 6rgano de Corti. La reduccidn de colesterol
en las CCEs luego del tratamiento con efavirenz fue significativa en las tres regiones (Figura 27c)
(ANOVA de una via, seguido de test de Tukey, p<0.0001 para todas las comparaciones). Por otro lado,
en el grupo efavirenz + fitoesteroles se encontré un incremento en los niveles de colesterol de las CCEs
comparado con el grupo tratado solo con efavirenz. Este aumento fue significativo en las tres regiones
de la coclea (ANOVA de una via, seguido de test de Tukey, p<0.0001). Aunque los niveles de colesterol
no alcanzaron los niveles presentes en el grupo control (ANOVA de una via, seguido de test de Tukey,
p<0.0001), el incremento en la tincién con filipina demuestra que los fitoesteroles pueden, al menos

parcialmente, restaurar el contenido de esteroles en las membranas de las CCEs. En conjunto, todos los
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resultados mostrados hasta aqui sugieren que la suplementacién de fitoesteroles en la dieta logra

recuperar parcialmente la funcidn de las CCEs en animales tratados con efavirenz.
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Figura 27| Tincién con filipina en las CCEs en los grupos “control”, “efavirenz” y “efavirenz + fitoesteroles”. (a)
Imagenes representativas provenientes de microscopia confocal de CCEs de secciones basales del érgano de Corti
para los tres grupos experimentales. En el panel izquierdo mostramos el canal verde que corresponde a la
marcacion con filipina, para visualizar colesterol. En el panel central se encuentra el canal azul que corresponde a
la marcacién con faloidina para visualizar los esterocilios y en el panel de la derecha la superposicién de ambos
canales. La linea punteada rosada representa 16 um aproximadamente, y es un ejemplo de las lineas que se
trazaron a lo largo de dos CCEs para cuantificar la intensidad de filipina. Barra de escala = 8 um. (b) Intensidad de
fluorescencia de filipina (unidades arbitrarias) en funcion de la distancia (um) a lo largo de una linea recta que
atraviesa dos CCEs consecutivas. El trazado de color negro representa la media de 14 CCEs del grupo control, el
rojo la media de 12 CCEs del grupo efavirenz y el azul 28 CCEs del grupo efavirenz + fitoesteroles. El sombreado
gue acompaia cada trazado representa el error estandar. La linea punteada rosa por debajo del eje x representa el
largo de dos CCEs consecutivas. (c) Intensidad relativa (relativizada a la maxima intensidad hallada para cada
grupo) de filipina para los tres grupos experimentales en las tres regiones cocleares estudiadas, apical, medial y
basal. Las barras representan la media = SEM. Las comparaciones estadisticas fueron hechas mediante ANOVA de
una via seguido de test de Tukey, ****=p<0.0001. (Grupo control: n= 80 CCEs en la region apical; 140 en la medial
y 70 en la basal provenientes de 6 animales; Grupo efavirenz: n= 200 CCEs en la regidn apical; 70 en la medial y 65
en la basal provenientes de 6 animales y Grupo efavirenz + fitoesteroles: n=92 CCEs en la regién apical, 115 en la
medial y 77 en la basal provenientes de 6 animales)
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Distribucién de la prestina en las células ciliadas externas

Tomando en consideracidn que la prestina es un componente critico de la membrana lateral de
las CCEs y es esencial para la electromotilidad de las mismas, nos preguntamos si el incremento que
observamos en los umbrales de DPOAEs en el grupo tratado con efavirenz podia ser explicado por
alteraciones en la distribucion de prestina dentro de la membrana plasmatica. Los niveles de prestina
en las CCEs de los distintos grupos fue evaluada por inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo anti-
prestina y anti-calretinina (para visualizar células ciliadas). La medicidn fue realizada trazando una linea
a través de cada una de las CCEs y midiendo la intensidad de fluorescencia de cada pixel a lo largo de
esa linea. Como se puede observar en la Figura 28a, hubo una reduccién en los niveles de prestina en
las secciones correspondientes a ratones tratados con efavirenz en comparacién con los controles. En el
grafico de perfiles de intensidad de la (Figura 28a-c28b) se visualiza que la prestina se ve mas
distribuida a lo largo del cuerpo celular y no tan concentrada la pared lateral, como si se ve en el grupo
control. Notablemente, la suplementacion con fitoesteroles en la dieta incrementd los niveles de
prestina en la pared lateral de las CCEs en comparacion a los tratados solo con efavirenz (Figura 28 a-c),
llevando a una restauracién parcial de la distribucion normal de prestina Figura 28 b-c. En el panel
inferior, Figura 28b, se muestra un grafico representativo de la intensidad de prestina a lo largo de la
zona media de una CCE en la regién medial de la cdclea y en el panel superior se muestra una
magnificaciéon de una CCE proveniente del drea sefialada con un rectangulo blanco en la Figura 28a. En
dicha magnificacidn, se sefala una linea a modo de ejemplificar como fue la metodologia de medicién
de intensidad para cada célula. La mencionada linea representa 8um aproximadamente (didmetro
aproximado de una CCE), los extremos rosados (0 a 2 um y 6 a 8 um) representan el espacio donde se
sitUa la pared lateral de cada célula, mientras que la parte naranja (2 a 6 um) representa el citoplasma
de la célula. La intensidad de prestina en las areas correspondientes a la pared lateral mostré una
reduccidon en el grupo efavirenz comparado con el control y un leve pero significativo incremento en el
grupo efavirenz + fitoesteroles. Para cuantificar el cambio en la distribucidn de prestina dentro de cada
CCE en la region medial de la céclea, unificamos por un lado todas las mediciones que correspondian a
la pared lateral y por otro las que correspondian al citoplasma y calculamos la relacién entre la
intensidad de fluorescencia de esas regiones. Como se muestra en la Figura 28c, en la condicion
control, el valor de la relacién fue mayor a 1, indicando una mayor presencia de prestina en la
membrana de la célula comparado con el citoplasma. En el grupo de animales tratados con efavirenz, la

relacion cayd significativamente y fue menor a 1 (ANOVA de una via, p<0.0001 en todas las regiones)
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mostrando una presencia mayor de prestina en el citoplasma comparado con la membrana lateral. Este
efecto fue revertido en los animales del grupo efavirenz + fitoesteroles en el cual la relacién fue de 1.09
+ 0.03. Este cociente no fue significativamente distinto en comparacién con el control (ANOVA de una
via, p>0.05). Finalmente, analizamos la intensidad media de prestina en cada region de la cdclea (apical,
medial, basal) en los tres grupos. La reduccién de la marca de prestina con efavirenz fue evidente en
todas las regiones comparado contra el grupo Control (ANOVA de una via, p<0.0001 en todas las
regiones). Notoriamente, la adicion de fitoesteroles en la dieta produce un aumento significativo en la
intensidad de prestina por pixel en las tres regiones comparado con el grupo que solo fue tratado con
efavirenz (ANOVA de una via, p< 0.0001 en todas las regiones), aunque este incremento en la

marcacidn de prestina no alcanzé los niveles del grupo control en la regiéon medial y basal.

a
| Control || Efavirenz ||  Efavirenz + Fito

CCEs

Prestina

Calretinina

m Control
m Efavirenz
M Efavirenz + Fito

< 3
2 3 . 2
g iE 2
' - 2 F=
o o3 HRKEH ‘, 3
] 83 g -
3 O -
g £ = £33 ° 1]
c
% I T T T T 0 -
= 0 2 4 6 8
Distancia (p1m) Apical Medial Basal

Figura 28| Expresion de prestina en las CCEs en el grupo control, efavirenz y efavirenz + fitoesteroles. (a) Panel
superior: Imdagenes representativas de confocal de secciones mediales del érgano de Corti inmunomarcadas contra
calretinina (rojo) y prestina (verde) en los tres grupos experimentales. Se indican las tres hileras de CCEs y la Unica
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hilera de CCls. Panel inferior: Proyeccion en el eje yz de 3 CCEs. Barra de escala = 8mm. (b) Panel superior:
Magnificacion de una CCE, identificada en (a) con un rectangulo blanco. La linea rosada y amarilla representa
aproximadamente el ancho de una CCE, 8mm. Los extremos rosados indican la regidon que corresponde a la
membrana lateral de la célula, mientras que la parte amarilla representa el citoplasma de la misma. Panel inferior:
Intensidad media de la fluorescencia de prestina a la largo de una linea (como la mostrada en el panel superior)
que atraviesa cada CCE de la regién medial en funcion de la distancia para los tres grupos experimentales. (c)
Relacion entre el promedio de la intensidad de fluorescencia en la pared lateral y la intensidad en el citoplasma
para los tres grupos experimentales. Control: 1.20 + 0.09, efavirenz: 0.74 + 0.04 y efavirenz + fitoesteroles: 1.09 +
0.03 (d) Grafico de barras que muestra la media en la intensidad de fluorescencia de prestina en la regidn apical,
medial y basal. La intensidad fue medida trazando una linea a lo largo de tres CCEs consecutivas. En (c) y (d) se
muestran las medias + SEM. ANOVA de una via seguido de test de Tukey, ****= p<0.0001. (Grupo control: n= 110
CCEs en la region apical, 60 en la medial y 76 en la basa; Grupo efavirenz: n= 75 CCEs en la region apical, 90 en la
medial y 60 en la basal y para el Grupo Efavirenz+ Fitoesteroles: n= 110 CCEs en la regidn apical, 105 en la medial y
80 en la basal).

En resumen, estos resultados indican que el contenido de colesterol en las CCEs decrece con la
activacion de CYP46A1 debido al tratamiento con efavirenz, llevando a una reduccion de la proteina
prestina en la membrana plasmatica y produciendo una elevacion de los umbrales de DPOAEs. Por
ultimo, estos resultados demostraron por primera vez que dicha perdida de funcidon puede ser
parcialmente restaurada por la suplementacién de fitoesteroles en la dieta.

DISCUSION

La sensibilidad auditiva de los mamiferos depende de la actividad electrométil de las CCEs
para amplificar el movimiento de la membrana basilar (Brownell et al., 1985; Dallos 2008; Nguyen et
al.,, 1998). Las CCEs son células altamente compartimentalizadas y pueden ser divididas en tres
dominios: el dominio apical donde encontramos la placa cuticular y los estereocilios, el basal que
contiene al nucleo y las sinapsis (aferentes y eferentes) y el dominio de la pared lateral. Ha sido
demostrado que la propiedad electrométil de las CCEs reside en la pared lateral de las mismas (Dallos
et al.,, 1991; Kalinec et al., 1992; Hallworth et al.,, 1993; Gale et al., 1997). Por esa razon, la
composicion lipidica de la membrana lateral de la célula es critica para la mecdnica coclear. En
concordancia con esa idea, estudios realizados en CCEs aisladas han demostrado que la deplecién de
colesterol en sus membranas altera la actividad mecanica de estas células ante un cambio en el voltaje
(Brownell et al., 2011), y se ha demostrado que existe una relacion reversible entre los niveles de
colesterol en membrana lateral y la dependencia de voltaje asociada al movimiento de la CCE mediado
por prestina (Rajagopalan et al., 2007).

Trabajos previos han mostrado que el proceso de envejecimiento estd asociado con

alteraciones en el metabolismo del colesterol en el SNC, principalmente en el cerebro, y que el mismo
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varia segun la region estudiada. Por ejemplo, en neuronas del hipocampo se observa una pérdida de
colesterol debido al aumento de la actividad de la enzima CYP46A1, esta enzima cataliza la conversion
de colesterol a 24s-hidroxicolesterol (Martin et al., 2008). Esa pérdida de colesterol en las membranas
de las neuronas hipocampales genera que el desplazamiento lateral de los receptores de AMPA
postsindpticos se vea alterado. Ademas, impide la endocitosis del receptor y afecta los mecanismos de
transduccion de senales activados por la estimulacion neuronal. Todos estos eventos resultan en un
deterioro cognitivo en animales envejecidos. Un punto interesante para destacar es que estos déficits
cognitivos pueden ser rescatados ya sea por la perfusién de colesterol en el ventriculo lateral en
ratones viejos o por la inhibicion farmacoldgica in vivo de la CYP46A1 (Palomer et al., 2016). Esta
evidencia nos llevd a investigar si el metabolismo alterado del colesterol en el oido interno podria ser
un evento asociado y/o causante de la pérdida auditiva por envejecimiento (Malgrange et al., 2015).

Al comenzar nuestro estudio, uno de los primeros resultados de inmunofluorescencia nos
permitid demostrar por primera vez la expresidon de la enzima CYP46A1 en el oido interno en tres
poblaciones celulares distintas (CCls, CSs y CCEs) en animales jovenes de la cepa C57BL7/6J) (Figura
24). Llamativamente, los niveles de CYP46A1 incrementaron significativamente a la edad de 24 meses
en esas mismas poblaciones celulares (Figura 24b). Paralelamente al incremento de CYP46Al,
encontramos una reduccién significativa en los niveles de colesterol en las células sensoriales a través
de experimentos de marcacién fluorescente con el antibiotico filipina (Figura 25). Al observar estos
resultados, instantdaneamente la pregunta que surgid fue si existia una relacidon causa-efecto directa
entre esos eventos y para responderla decidimos realizar un protocolo en el cual a animales jévenes
de dos meses de edad se los trataba con la droga efavirenz, la cual especificamente activa a la
CYP46A1. Decidimos empezar el tratamiento a los dos meses de edad para evitar la elevacién de
umbrales que se da en la cepa C57BL/6J entre los 8 y 10 meses de edad debido al envejecimiento
(Someya et al., 2009). Apoyando nuestra hipdtesis, encontramos que el tratamiento con efavirenz
generd una reduccidn en los niveles de colesterol en las CCEs que fue acompanado por una funcion
anormal de las mismas (Figura 26¢ y Figura 27). En efecto, las emisiones otacusticas fueron registradas
para tener una medida objetiva de la funcionalidad de las CCEs como amplificadores cocleares a través
de su propiedad electromatil (Avan et al., 2013; Brownell, 1990). En esos registros de emisiones
otacusticas, observamos una elevacion de entre 20 y 30 dB SPL en los umbrales de deteccién de la
sefial en las regiones medias y basales de la cdclea luego del tratamiento con efavirenz, indicando que
la funcién de las CCEs se ve degrada cuando los niveles de colesterol estdn reducidos en esas células

(Figura 26d). En el mismo grupo experimental, también se observé un leve incremento de los
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umbrales de ABR (Figura 26b), aunque no fue significativo. Este aumento puede ser explicado por la
funcionalidad alterada de las CCEs luego del tratamiento con efavirenz. Notoriamente, las amplitudes
de la primera onda de los ABRs a 80 dB SPL no se vio alterada (Figura 26c) indicando que la funcidn
neural coclear estaba intacta y no habia sido alterada por el tratamiento.

Otra de las preguntas que nos hicimos al ver estos resultados era si existia la posibilidad de
rescatar la funcionalidad de las CCEs por una suplementaciéon de fitoesteroles en la dieta de los
animales tratados con efavirenz. Analizamos el efecto de los fitoesteroles luego de tres semanas de
administracién (co-administrados con efavirenz) y encontramos un incremento en la tincion de filipina
en las CCEs, lo cual significa que los esteroles lograron llegar a la membrana de las células del érgano
de Corti (Figura 27). Asimismo, encontramos una reduccién en los umbrales de DPOAEs en los
animales tratados con efavirenz + fitoesteroles (Figura 26d). Las medias para cada frecuencia de
testeo fueron indistinguibles respecto a las medias de los controles, lo cual sugiere que la
suplementacion dietaria de fitoesteroles puede restaurar parcialmente la funcion de las CCEs.

Buscando la posible causa por la cual la reduccién de colesterol en el grupo tratado con
efavirenz genera una disfuncion en las CCEs, evaluamos los niveles de prestina en dichas células para
los tres grupos experimentales via inmunomarcacién (Figura 28). Estudios previos han demostrado
que la deplecién de colesterol disminuye la amplitud de las emisiones otacusticas in vivo, modifica la
relacion capacitancia vs potencial de membrana en células ciliadas externas y ademads altera la
distribucién de prestina en microdominios (Rajagopalan et al., 2007). La proteina prestina se encontrd
uniformemente distribuida a lo largo de la pared lateral de las CCEs en el grupo de células control y
una reduccidn de su expresion conjuntamente con una alterada distribucidon fue observada en las
células del grupo tratado con efavirenz. Notablemente, los fitoesteroles aportados en la dieta
incrementaron los niveles de prestina en las CCEs con una aparente distribucion normal a lo largo de la
pared lateral (Figura 28). Las alteraciones en la distribucidon de prestina observadas probablemente no
sean consecuencia Unicamente de la reduccidon de colesterol, ya que se sabe que la composicion
lipidica de las membranas afecta considerablemente las propiedades mecanicas y biofisicas de estas
como la fluidez y la rigidez (Nguyen et al.,1998). Reforzando esta idea, se sabe que la presencia del
colesterol en las membranas de fibras aferentes maduras en pollos influencia la actividad de los
canales de calcio voltaje dependientes y de los canales de potasio de tipo BK (Purcell et al., 2011).
Adicionalmente, el colesterol puede ejercer su rol directamente uniéndose a otras proteinas de
membrana afectando su conformacién y dindmica (Jones et al., 1988; Radhakrishnan et al., 2004). Por

lo tanto, la posible influencia del colesterol sobre la biofisica de los canales, asi como también sobre la
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localizaciéon de proteinas en membrana indica que el colesterol es un factor clave en el correcto
funcionamiento del sistema auditivo. De todos modos, nuestros resultados claramente demuestran
que la reducciéon de colesterol en las CCEs debido a la activacidon de CYP46A1 conduce a una reduccion
y a una alterada distribucién de la proteina motora prestina, en paralelo a una elevacién de los
umbrales de DPOAEs. En base a lo observado, proponemos que este fendmeno puede estar
ocurriendo en las primeras etapas del envejecimiento, antes de la degeneracién de las CCEs, siendo al
menos una de las multiples causas de la pérdida de audicidn por envejecimiento (presbiacusia).

La presbiacusia es un proceso degenerativo progresivo y multicausal (Ren et al., 2013). El dafo
de los elementos que componen el sistema auditivo periférico y neural, junto con los cambios que
ocurren a nivel central dentro de la via auditiva contribuyen a la perdida de agudeza auditiva (Hughes
et al.,, 2010; Parthasarathy et al., 2018; Caspary et al., 2008). La degeneracién periférica incluye la
degeneracion de la stria vascularis, de las células ciliadas, de las neuronas aferentes vy fibrocitos. La
acumulacién de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ROS y RNS, respectivamente por sus
siglas en ingles), asi como la homeostasis intracelular de calcio han sido propuestas como factores que
contribuyen a la vulnerabilidad de las CCEs (especialmente en la region basal de la cdclea que codifica
para las altas frecuencias) (Cruickshanks et al.,1998; Fettiplace et al., 2019). Con relacién al calcio
intracelular, estudios recientes de transcriptdmica de células especificas han mostrado que las CCEs de
ratones envejecidos (26 meses de edad) presentan mayor expresion del gen Calb2, el cual codifica
para la proteina calretinina (Liu et al., 2022). La mencionada proteina se une a calcio y juega un rol
critico en mantener la homeostasis de calcio en las células cocleares durante el estrés celular
(Lohmann et al., 1996). Llamativamente en nuestros experimentos de inmunohistoquimica, hemos
visto un incremento en la expresion de calretinina en las CCEs remanentes en las cdocleas de los
animales a los dos afios (Figura 24a). En varias regiones cerebrales, como el nucleo coclear postventral
(PVCN, por sus siglas en inglés) y el nucleo coclear dorsal (DCN, por sus siglas en inglés) se reportaron
incrementos en la expresidon de calretinina en ratones envejecidos en comparacién con los controles
(Elliott et al., 2022) y ese incremento se correlaciond con la muerte de CCEs (ldrizbegovic et al., 2023;
Caspary et al., 2018). Otro factor contribuyente a la pérdida auditiva durante el envejecimiento puede
ser el aumento de actividad de CYP46A1. En neuronas de hipocampo cultivadas in vitro, la expresion
de la enzima CYP46A1 es desencadenada por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (Sodero
et al., 2011; Ohyama et al., 2006). El hecho de que nuestros resultados demuestren que el tratamiento
con fitoesteroles restaura parcialmente la funcién de las CCEs, abre la posibilidad de explorar una

estrategia innovadora para prevenir o demorar el proceso de pérdida de agudeza auditiva por
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envejecimiento. Tomando en consideracion que la cepa de animales con la cual trabajamos, C57BL/6,
tienen una pérdida de la capacidad auditiva en estadios tempranos de la adultez (8 a 10 meses),
consideramos que en el futuro seria interesante repetir los experimentos en otras cepas como
CBA/Cal, la cual mantiene su agudeza auditiva hasta estadios mas avanzados de la adultez. De esta
manera, podremos explorar la progresién de la disminucién de los niveles de colesterol y de la
capacidad auditiva exclusivamente por el proceso de envejecimiento. En conjunto, nuestros resultados
arrojan evidencias por primera vez que la activacion de CYP46A1 produce déficits auditivos debido a la
remocion de colesterol de las CCEs, con la consecuente alteracidn en la distribucién de la proteina
prestina. Mas aun, hemos demostrado que el efecto de la pérdida de colesterol en las CCEs puede ser
rescatado con la suplementacién de fitoesteroles en la dieta.

Como se ha mencionado anteriormente, el tratamiento con efavirenz lleva a una reduccion de
los niveles de colesterol en las CCEs que se ve reflejada por la elevacién de los umbrales de DPOAEs.
Varios estudios han reportado un aumento en la incidencia de disfunciones auditivas, como efectos
secundarios, entre los pacientes con VIH/SIDA que son tratados con terapias antirretrovirales (Thein et
al., 2014; Khoza-Shangase, 2011). Hoy en dia, las combinaciones de medicamentos utilizados
frecuentemente para tratar a estos pacientes incluyen efavirenz, sugiriendo que el tratamiento
prolongado puede causar déficits auditivos. De todas maneras, los mecanismos subyacentes a la
pérdida auditiva entre estos pacientes no estdn del todo comprendidos. Trabajos realizados en
ratones indican que existe una relacién sinérgica entre las drogas anti-VIH y el ruido, con un
incremento en los umbrales de DPOAE consistente con el dafio inducido por estas drogas sobre las
CCEs (Bektas et al.,2008). Efavirenz fue ademas reportado como una droga que decrece la viabilidad
de células HEI-OC1 (células auditivas inmortalizadas) en cultivo en una relacidon dosis dependiente
(Thein et al., 2014).

Los experimentos realizados en esta tesis revelan por primera vez un posible mecanismo por
el cual el tratamiento con efavirenz puede provocar el dafio auditivo. Mas aun, sienta las bases del uso
de fitoesteroles como potencial estrategia terapéutica para tratar o dilatar el proceso de pérdida

auditiva en los pacientes con VIH/SIDA que reciben terapias con anti retrovirales.
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ANEXO

Tabla 1. Latencias de la onda | de ABR para los seis grupos experimentales. Los valores expresados

corresponden a la media t error estandar. La unidad de la medicion es mseg.

Grupo experimental

Frecuencia (kHz)

8 16 22.65
WT P15 1,69+0,11 1,59+0,10 1,37 +£0,08
WT P16 Control 1,71 +£0,06 1,60 £ 0,06 1,59 £ 0,05
WT P16 1 dia post TA 1,62 £0,07 1,58+0,1 1,48 £ 0,08
WT P22 Control 1,57 £0,03 1,57 £0,07 1,36 £ 0,03
WT P22 7 dias post TA 1,73 £0,05 1,56 £0,10 1,44 £0,04
WT P75 Control 1,68 £ 0,05 1,52 £0,07 1,49 £ 0,06
WT P75 2 meses post TA 1,62 £+ 0,04 1,58 £0,06 1,51 +£0,07
Kla9 P15 1,62 £0,08 1,44 £ 0,10 1,34+ 0,05
Kla9 P16 Control 1,75+0,04 1,61 £ 0,06 1,58 £0,03
Kla9 P16 1 dia post TA 1,75+ 0,06 1,55+ 0,06 1,51 +0,05
Kla9 P22 Control 1,65+ 0,07 1,65 £ 0,06 1,5+0,07
Kla9 P22 7 dias post TA 1,71 +0,04 1,64 £ 0,05 1,45 + 0,05
Kla9 P75 Control 1,6 +0,04 1,59 £ 0,05 1,44 £ 0,06
Kla9 P75 2 meses post TA 1,62 £0,03 1,57 +0,04 1,36 £ 0,04
KOa9 P15 1,7+0,1 1,55+0,1 1,44+0,1
KOa9 P16 Control 1,61+0,13 1,52 + 0,08 1,42 £ 0,06
KOa9 P16 1 dia post TA 1,64 +£0,08 1,60+0,10 1,42 £0,08
KOa9 P22 Control 1,74 £0,04 1,62 £0,08 1,59+0,03
KOa9 P22 7 dias post TA 1,80+ 0,02 1,67 £0,03 1,53 +0,06
KOa9 P75 Control 1,60 £ 0,07 1,58 £ 0,08 1,42 £ 0,06
KOa9 P75 2 meses post TA 1,59 £ 0,09 1,51+0,02 1,44 + 0,06

Tabla 2. Latencias de la onda Il de ABR para los seis grupos experimentales. Los valores expresados

corresponden a la media + error estandar. La unidad de la medicion es mseg.

Grupo experimental

Frecuencia (kHz)

8 16 22.65
WT P15 2,46 £ 0,13 2,24 +£0,12 2,28+0,11
WT P16 Control 2,29 +0,15 2,20+£0,22 2,27 £0,14
WT P16 1 dia post TA 2,29+0,13 2,29+0,10 2,34+0,10
WT P22 Control 2,34 + 0,07 2,34 £ 0,08 2,16 £ 0,07
WT P22 7 dias post TA 2,31+0,15 2,3+0,18 2,2+0,16
WT P75 Control 2,33+0,07 2,22 £ 0,08 2,26 £ 0,08
WT P75 2 meses post TA 2,35+0,11 2,38 £ 0,06 2,27 £ 0,07
Kla9 P15 2,48 +£0,16 1,98 £0,18 2,52 +0,06
Kla9 P16 Control 2,29 £ 0,08 2,09+0,11 1,96 £0,14
Kla9 P16 1 dia post TA 2,05 +0,09 1,80 £ 0,07 1,95 10,83
Kla9 P22 Control 2,04 +0,13 1,93+0,18 2,01 +£0,07
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Kla9 P22 7 dias post TA 2,12 £ 0,05 2,07 £ 0,08 1,97 £ 0,06
Kla9 P75 Control 2,6 £0,09 2,46 £ 0,05 2,39+0,1
Kla9 P75 2 meses post TA 2,47 £ 0,07 2,48 £ 0,07 2,31+0,1
KOa9 P15 2,44 +0,12 2,03+0,14 2,01 +£0,08
KOa9 P16 Control 2,34 +£0,22 2,33+0,16 2,28+0,11
KOa9 P16 1 dia post TA 2,26 £ 0,08 2,2+0,14 2,02+0,14
KOa9 P22 Control 2,43+0,12 2,21+0,14 2,20+£0,17
KOa9 P22 7 dias post TA 2,39+0,17 2,16 £0,13 2,04 £0,16
KOa9 P75 Control 2,5+0,09 2,23+£0,12 2,44 £ 0,09
KOa9 P75 2 meses post TA 2,34 +0,16 2,39+0,12 2,32 +0,06

Tabla 3. Latencias de la onda Il de ABR para los seis grupos experimentales. Los valores expresados

corresponden a la media £ error estandar. La unidad de la medicién es mseg.

Grupo experimental

Frecuencia (kHz)

8 16 22.65

WT P15 3,7+0,28 3,45 10,26 3,42+0,2
WT P16 Control 4,04+0,3 4,08+0,3 3,84 +£0,28
WT P16 1 dia post TA 3,28 +0,22 3,44 £0,23 3,63+£0,24
WT P22 Control 3,76 £0,14 3,88 +0,21 3,36+£0,4
WT P22 7 dias post TA 3,86 £0,14 3,84+0,3 3,7+0,21
WT P75 Control 3,54+£0,10 3,28+0,11 3,15+ 0,07
WT P75 2 meses post TA 3,71+0,12 3,43+0,12 3,46 £ 0,10
Kla9 P15 3,6+0,11 3,41+£0,23 3,82+0,31
Kla9 P16 Control 4,4+0,18 4,1+0,24 3,75%+0,23
Kla9 P16 1 dia post TA 4,3+0,18 3,72+£0,24 4,03+0,16
Kla9 P22 Control 3,73+£0,20 3,76 £ 0,22 4,03+0,15
Kla9 P22 7 dias post TA 3,8+0,13 3,9+0,16 3,47 +0,13
Kla9 P75 Control 3,55+0,13 3,82+0,21 3,52+0,18
Kla9 P75 2 meses post TA 3,39+0,13 3,57+0,13 3,4+0,19

KOa9 P15 3,31+0,3 3,25+0,18 3,2 +0,09

KOa9 P16 Control 3,26 £0,24 3,5+0,21 3,11+0,15
KOa9 P16 1 dia post TA 3,6+0,23 3,59+0,18 3,39+0,13
KOa9 P22 Control 3,78+0,11 3,57+0,16 3,8+0,13

KOa9 P22 7 dias post TA 4,02 £0,15 3,83+0,24 3,74 +£0,20
KOa9 P75 Control 3,39+0,09 3,28+0,14 3,4+0,15

KOa9 P75 2 meses post TA 3,6+0,2 3,5+0,13 3,44 +0,16

Tabla 4. Peso de los animales utilizados en el Capitulo I, terminados los respectivos tratamientos.

Valores expresados en gramos.

Tratamiento Peso (gr)
Control 28.8+0.4
Efavirenz 27.0+£0.9
Efavirenz + Fitoesteroles 27.9+0.2
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Tabla 5. Peso de los animales utilizados en el Capitulo I. Valores expresados en gramos.

Grupo Peso (gr)
WT P15 8.13+0.19
WT P16 Control 7.9+0.3
WT P16 1 dia post TA 83104
WT P22 Control 11.6+0.4
WT P22 7 dias post TA 10.1+0.3
WT P75 Control 24.8+0.9
WT P75 2 meses post TA 259+1.03
Kla9 P15 8.4+0.3
Kla9 P16 Control 8.6+04
Kla9 P16 1 dia post TA 8+0.4
Kla9 P22 Control 11.3+0.4
Kla9 P22 7 dias post TA 11.2+0.4
Kla9 P75 Control 24.9+0.7
Kla9 P75 2 meses post TA 26+0.9
KOa9 P15 8.12+0.3
KOa9 P16 Control 87104
KOa9 P16 1 dia post TA 8.5+0.3
KOa9 P22 Control 10.3+0.3
KOa9 P22 7 dias post TA 9.8+0.3
KOa9 P75 Control 2531
KOa9 P75 2 meses post TA 25+0.5
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