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Estudio de la inervacién entre la célula ciliada y la neurona auditiva

RESUMEN

El conocimiento de las moléculas encargadas de la formacion de una nueva sinapsis
entre la célula ciliada interna y la neurona auditiva es importante para el desarrollo de
nuevas terapias celulares en el oido interno en la hipoacusia neurosensorial.

Palabras clave: oido interno, regeneracion, sinapsis, hipoacusia neurosensorial

Innervation of the hair cell and the auditory neuron

SUMMARY

The knowledge of the molecular biology of the synapses between the hair cell and the
auditory neurons is important for the developing of new strategies in the therapy of
the sensorineural hearing loss.

Keywords: inner ear, regeneration, synapsis, sensorineural hearing los
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INTRODUCCION

El oido interno se encuentra sumergido en la profundidad del hueso temporal. Dentro
de su capsula dsea se encuentran unas células muy especializadas en su funcién y con poca
capacidad para su regeneracion. Las peculiaridades de este érgano hacen que su tratamiento
sea un reto para la medicina actual y un desafio para el estudio experimental. El aislamiento
del oido interno del exterior puede suponer un beneficio para la aplicacién de terapias locales
al evitar un posible efecto sistémico.

La hipoacusia neurosensorial se produce principalmente por patologia localizada a
nivel del oido interno. Necesitamos desarrollar y perfeccionar las pruebas diagnosticas que
nos orienten hacia la busqueda de etiologias en la patologia del oido interno. Ademas el
conocimiento de la biologia molecular en la patologia de este 6rgano es limitado.

La sinapsis entre la célula ciliada y la neurona auditiva es uno de los lugares
principales donde se produce una lesion tras una excesiva estimulacidn sonora. Tras la
vibracién de la membrana basilar se produce una liberacidon del neurotransmisor glutamato
por la célula ciliada (Fig 1 ndcleo celular de la célula ciliada en color rojo), el cual se une a un
receptor en la membrana postsindptica. Este neurotransmisor liberado en grandes cantidades
puede llegar a ser toxico para la terminacién de las neuronas auditivas (Fig 1 color verde). Asi,
ante una estimulacidn sobre la membrana postsinaptica repetida, se produce la retraccién de
la fibra de la neurona auditiva y la posible apoptosis celular. Los fenémenos de retraccion y
posible regeneracién de esta conexidn sindptica entre la célula ciliada y la neurona auditiva
merecen ser estudiados utilizando técnicas de biologia molecular y electrofisiologia.

Figura 1. Organo de Corti cultivado en un incubador
celular. Las neuronas auditivas establecen contactos
con las células ciliadas y, de esta manera, transmiten
la informacion de la coclea al area auditiva cerebral.
Verde- neuronas (Neurofilamento-H), Rojo- células
ciliadas (Math-1),
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MATERIAL Y METODO

Utilizamos técnicas de immunohistoquimica para el estudio de cultivos celulares, y
trasplantes celulares in vitro. Hemos utilizado animales de laboratorio (ratones wild type,
ratones transgenicos Math1-cGFP, Thy-CFP y Tau-GFP) cumpliendo las normas de manejo de
animales de laboratorio de la universidad. Para la valoracién de los cultivos celulares
utilizamos un microscopio confocal. Realizamos un estudio de la expresion de marcadores
presinapticos y postsinapticos en la sinapsis entre la célula ciliada y la neurona auditiva.
Ademas hemos utilizado unidades de electrofisiologia para el estudio de la expresién de
canales y receptores en la membrana de las neuronas auditivas y las células ciliadas del oido
interno.
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RESULTADOS

1. Transplantes celulares in vitro en el 6rgano de Corti.

Hemos estudiado la re-innervacién de las células ciliadas con las neuronas auditivas y
la formacidn de nuevas sinapsis mediante biologia molecular y electrofisiologia.

Utilizamos un sistema de cultivo in vitro cultivando las células ciliadas aisladas de
ratones recién nacidos y posteriormente afiadiendo las neuronas auditivas aisladas. Mediante
estudios de inmuno-histoquimica hemos comprobado la formacién de nuevas prolongaciones

y conexiones entre neuronas trasplantadas y las células ciliadas del oido interno (Figura 2).

Figura 2. Organo de Corti cultivado junto a neuronas auditivas durante 2-3 dias in Vitro
en un incubador celular. Blanco-DAPI (nucleos celulares), Verde- neuronas (Neurofilament-H),
Azul- celulas ciliadas (Myosina Vlla), Rojo- marcador postsinaptico (PSD-95).

En estos nuevos contactos entre las células ciliadas y las neuronas auditivas se forman
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sinapsis que son activas funcionalmente. Realizamos grabaciones del cuerpo neuronal o de la

fibra nerviosa en un lugar cercano a la célula ciliada. De esta manera comprobamos si existe
actividad sindptica y conocemos la funcionalidad del nuevo contacto entre la célula ciliada y la
neurona auditiva (Figura 3).

Recording electrode
A B
3
Ciy i
e T
.‘;'f 4 ! o
¥ \
..:‘ y {, " . M‘W"'"‘
¥J /
y,' o at
N ¢ A

Hair cell area

Figura 3: Corrientes sindpticas grabadas en una neurona auditiva transplantada en un
6rgano de Corti denervado in vitro. A. Localizacidn de la neurona en proximidad a las células
ciliadas. B. Las corrientes sindpticas grabadas demuestran que la sinapsis recién formada entre
una célula ciliada y una neurona es funcional. C. Las Corrientes sindpticas grabadas se
asemejan a las corrientes sindpticas grabadas en un dérgano de Corti con una innervacion
normal.

2. Estudio de la expresion de marcadores pre y postsinapticos en la sinapsis auditiva
entre la célula ciliada interna y la neurona auditiva.

Se desconocen los tipos de receptores en la membrana postsindptica de la sinapsis
entre la célula ciliada y la neurona auditiva. Dependiendo de la madurez y de la actividad de la
sinapsis se expresan diferentes subtipos de receptores.

La expresion postsindptica del receptor AMPA GIuR2 en la neurona auditiva tiene
importancia desde un punto de vista fisio-patoldgico. El Ca®* es un importante marcador
intracelular en las neuronas y un exceso de Ca** intracelular puede producir un dafio neuronal.
El receptor AMPA GIuR2 es impermeable al Ca**, lo que hace a la neurona auditiva mas
resistente a un dafio por exceso de Ca** ante una sobre-estimulacién acustica. Dicho receptor
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se expresa en la sinapsis entre la célula ciliada interna y la neurona auditiva (Fig 4). En el

desarrollo del oido interno la expresidon del receptor AMPA GIuR2 se produce cuando se
instaura la estimulacién acustica. Esta expresion de este marcador puede ser un mecanismo

protector del oido ante una eventual subida del Ca**intracelular en un trauma acustico.

Figura 4. Expresion de marcadores pre y postsindpticos en la sinapsis entre la célula
ciliada interna y la neurona auditiva en el oido interno de un mamifero. CTBP2-rojo es una
proteina de la vesicula presinaptica en la célula ciliada. GIluR2-verde es un marcador de
receptores AMPA postsinaptico en la neurona auditiva. DAPI-azul es un marcador de los
nucleos celulares. El receptor GIuR2 impermeable al Ca2+ es expresado en las terminaciones de
las neuronas auditivas lo que las hace resistentes a un trauma acustico.
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DISCUSION

Aqui comienza el texto
La sobre-estimulacién acustica produce una liberacidn excesiva de neurotransmisores

(glutamato) que puede producir un cambio en la expresion de marcadores postsinapticos.
Para la regeneracion de la unidn sinaptica se cree que la expresion de diferentes proteinas
postsindpticas en la membrana postsindptica de la terminacién nerviosa es importante para el
re-establecimiento de la unidn sinaptica. Los neurotransmisores y factores de crecimiento
liberados por las células ciliadas o por las células de soporte guian el crecimiento de la
terminacion nerviosa hacia la célula ciliada. La expresion de estos marcadores sindpticos y la
actividad eléctrica neuronal hace que la sinapsis se mantenga.

La diferente sensibilidad de la céclea entre individuos puede ser explicada por la
variacién en la expresion de las proteinas postsindpticas en la neurona auditiva. Estas
moléculas pueden tener un papel en la toxicidad producida en el trauma acustico o en la
isquemia del oido interno.

Nuestros resultados muestran que la regeneracion de la unidn sinaptica tras el
trasplante celular in Vitro se comporta, mediante electrofisiologia, de una manera similar a la
sinapsis inicial.

Consideramos que el conocimiento de las moléculas encargadas de la formacién de
una nueva sinapsis entre la célula ciliada interna y la neurona auditiva es importante para el
desarrollo de nuevas terapias celulares en el oido interno en la hipoacusia neurosensorial.
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