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1.1 Epilepsia

El concepto de epilepsia aparece ya en los textos mas antiguos que se
conocen puesto que su autoria corresponde a civilizaciones asirias y
babildnicas, es decir; hace mas de 4000 afios. Entonces, y segun estos textos,
la epilepsia fue considerada un mal de origen divino o demoniaco hasta que el
padre de la medicina, Hipdcrates, desvinculara su origen a las voluntades
omniscientes. Los galenos no hicieron grandes contribuciones acerca del
mecanismo de las convulsiones epilépticas en la era post-hipocratica y no fue
hasta finales de los 1800 y principios de los 1900 y coincidiendo con la
consolidacion del método cientifico, cuando el “padre de la epilepsia” John
Hughlings Jackson (1835-1911), postulé los principios fisioldgicos que causan

las crisis convulsivas.

La epilepsia es un trastorno del sistema nervioso central, es decir; un trastorno
neuroldgico en el que la actividad cerebral se vuelve anormal, lo que provoca
convulsiones (actividad motora sustancial que puede ser ténica, clonica o
ténico-clonica) o periodos de comportamientos o sensaciones inusuales y, a

veces, pérdida de consciencia.

Las convulsiones se manifiestan en una serie de eventos clinicos intermitentes
denominados crisis epilépticas. Una crisis epiléptica o crisis comicial es una
manifestacion clinica paroxistica (brusca e inesperada) secundaria a una
disfuncioén cerebral en la que se produce una descarga simultanea, excesiva
(paroxistica) e hipersincronica de muchas neuronas y finaliza habitualmente de
forma rapida, debida a una actividad anormal, subita, breve y transitoria, de las

células mas importantes que componen el cerebro, las neuronas.

Con esta aparicion brusca e inesperada de las descargas neuronales
excitatorias, se pueden producir muchos otros trastornos que deben
diferenciarse de las crisis epilépticas. Algunos ejemplos son los sincopes, los
terrores nocturnos, las pseudocrisis o crisis psicogenas, las distonias, los
espasmos del sollozo en nifios. Ni la mordedura de lengua, ni la pérdida de

consciencia, ni la miccion durante un episodio paroxistico, implican
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necesariamente su origen epiléptico, aunque en algunos casos puedan

sugerirlo (Scharfman et al., 1984).

También, debemos tener en cuenta que puede existir un periodo de estado
mental alterado y confusién tras haber presentado una crisis o bien puede

haber irritabilidad y agitacién como sintomas prodréomicos.

Por otro lado, el estatus epiléptico no convulsivo se manifiesta por alteracion
del nivel de consciencia que puede expresarse desde una reduccion del nivel

de vigilancia hasta un estado de confusién o delirio.

Esta enfermedad afecta a unos 50 millones de personas en el mundo (Fisher,
2014; WHO, 2017) y se caracteriza por la predisposicién a padecer las crisis
epilépticas o comiciales recurrentes, es decir, para que un paciente se
diagnosticado con enfermedad epiléptica, tiene que haber sufrido al menos dos

crisis.

Se conocen habitualmente dos grandes tipos de crisis epilépticas, las crisis
parciales o focales. En las parciales, donde las manifestaciones de descarga
comienzan en una regidén encefalica que puede extenderse al resto de las
estructuras neuronales, mientras que en las generalizadas, la manifestacion

inicial aparece en todo el cerebro, y provocan la pérdida de conocimiento.

En cuanto a la clasificacion de los tipos de epilepsia, la liga internacional contra
le epilepsia, ILAE (International League Against Epilepsy), ha clasificado
diferentes tipos de epilepsia en humanos, llegando a definir mas de cuarenta
antes del 2014, fecha de la ultima revision (Fisher et al., 2014). Esta ultima
version esta basada en los complejos constructos clinicos que sustentan el
diagndstico de la epilepsia y, por tanto, en la opinion de epileptdlogos y
especialistas relacionados de todo el mundo. Aunque no cabe duda de que el
punto final deseado seria una clasificacién con base cientifica, la comprension
de esta patologia no esta lo suficientemente avanzada como para elaborar una
clasificacion sobre una base cientificamente rigurosa. De hecho, los
mecanismos subyacentes a cada tipo son poco conocidos y su identificacion
resulta imprescindible para el desarrollo de nuevos tratamientos (Tejada et al.,
2013).
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1.2 Modelos de epilepsia: El hamster GASH/Sal

La complejidad de este trastorno neuroldgico requiere modelos para explorar
diferentes aspectos de la epilepsia (Kandratavicius et al., 2014). Entre los
modelos genéticos in vivo de epilepsia mas utilizados y bien caracterizados se
encuentran aquellas especies animales genéticamente predispuestas a
padecer crisis convulsivas. En estos, se producen convulsiones en respuesta a
la estimulacion acustica de alta intensidad, denominandose modelos de
epilepsia audiégena (Ross and Coleman, 2000; Komsuoglu Celikyurt et al.,
2016).

Nuestro modelo animal se origina a partir de un primer hamster epiléptico que
apareci6 de manera espontanea en la Universidad de Valladolid (la linea
GPG/Vall). Esta linea fue transferida a la Universidad de Salamanca, donde
finalmente se desarrollé la linea GASH/Sal (Genetic audiogenic seizure

hamster, Salamanca).

El hamster sirio o hamster dorado (Mesocricetus auratus), ha sido uno de los
modelos animales mas habituales para el estudio, no solo de epilepsia sino de
otras muchas patologiasy en investigacion biomédica, incluyendo induccion

experimental de tumores o enfermedades infecciosas.

La linea de hamsteres GASH/Sal presenta susceptibilidad a sufrir convulsiones
audiogenas, con un patron hereditario autosémico recesivo. Estas crisis se
caracterizan por desarrollar un corto periodo de latencia después de una
estimulacion auditiva seguido de carrera salvaje, una fase convulsiva y estupor,
con origen troncoencefalico, siendo el coliculo inferior el nucleo epileptégeno
(Mufioz et al.,, 2017). Desde una perspectiva filogenética, esta linea de
hamsteres presentan diferencias de aproximadamente un 17% comparado con

los hamsteres sirios o dorados (Mesocricetus auratus) (Mufioz et al., 2017).

Ademas, ha sido validada como un modelo de epilepsia desde el punto de vista
comportamental (Mufoz et al., 2017), electroencefalografico (Carballosa-

Gonzalez et al., 2013) y farmacoldgico (Barrera-Bailon, 2013, 2017).

18



Por otra parte, los hamsteres GASH/Sal muestran un umbral auditivo elevado y
por tanto, presentan una pérdida auditiva (Sanchez-Benito et al., 2020). El perfil
convulsivo es similar a otros modelos con susceptibilidad a crisis audiégenas y
aunque las crisis disminuyen a los seis meses de edad, la predisposicion se

mantiene de generacidon en generacion (Munoz et al., 2017).
1.3 Receptor auditivo: 6rgano de Corti

El oido interno esta formado por una estructura laberintica denominada céclea,
que facilita la percepcién de los estimulos mecanicos procedentes de las ondas
de presion auditivas del aire. Posee tres rampas o escalas: la rampa
vestibular, la rampa timpanica y entre éstas, la rampa media (Figura 1B).
Los sonidos inducen ondas en un fluido denominado perilinfa y se propagan
desde la base coclear hacia el apice dentro de la escala vestibular
transmitiendo vibraciones en la escala media en funcién de la frecuencia del
sonido. La escala media se encuentra acotada por la membrana de Reissner
en la parte superior, creando una barrera con la escala vestibular adyacente.
Externamente, esta delimitada por la estria vascular, la cual desempefa un
papel clave en la generacion y el mantenimiento del entorno electroquimico
unico dentro de la escala media, necesario para la funciéon auditiva (Driver y
Kelley, 2020).

El érgano de Corti o céclea

En la parte inferior del oido interno, sobre la membrana basilar, se encuentra el
érgano de Corti, un epitelio sensorial y principal estructura sensorial de la
recepcion de estimulos sonoros (Mathur y Yang, 2015). En él se encuentran las
células ciliadas mecanosensoras, cuyas redes de proteinas son esenciales
para la correcta diferenciacién celular, asi como para la transduccion

mecanoeléctrica (Wolfrum et al., 2018).

En la zona central del 6rgano se situan dos hileras de células en forma de
bastdn, las células pilares (bastones internos y externos de Corti). Las bases
(pies) o extremos inferiores ensanchados apoyados en la membrana basilar
estan separados, y en su ascenso hacia las porciones superiores se acercan

unas sobre las otras, contactando en el extremo, de tal manera que con la
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membrana basilar delimitan un conducto prismatico triangular, el tinel de Corti
(Smith y Dempsey 1957, Engstrom y Wersall 1958, Babel et al., 1970, Ades y
Engstrom 1974).

Por dentro de los bastones internos, se presenta una fila Unica de células con
esterocilios, las células ciliadas internas (CCl), y la cara externa de los
bastones externos un conjunto de 3 a 4 filas, las células ciliadas externas
(CCE). A estas filas se anaden unos elementos de sostén, las células
falangicas de Deiters y de Hensen, las células limitantes externas y las
células limitantes internas, internamente a las CCI (Figura 1 C). Las células de
Deiters se describen como un cuerpo celular alargado y con un citoesqueleto
en forma de cuerda, que se disponen desde la membrana basilar hasta la
lamina reticular y sostiene las células ciliadas externas. Cada cuerpo celular de
las células de Deiters encierra el extremo basal de la CCE y su inervacion. Las
células pilares, situadas entre las células de Deiters, CCE y CCI, forman el
tunel de Corti, un arco creado a partir de las células pilares externas e internas
y que también delimitan el espacio de Nuel entre estas células y las CCE.
(Parsa et al., 2012; Taylor et al., 2012)

El érgano esta completamente cubierto por la membrana tectoria, una fina capa
de tejido acelular semejante a un gel, con una capa superficial fibrosa y otra
profunda de consistencia gelatinosa, en un 97% constituida por agua y el resto
por fibras de colageno, glicoproteinas y proteoglicanos. Esta membrana esta
separada de la lamina reticular del érgano por una angosta hendidura,

alcanzada, sin embargo; por los esterocilios de las ciliadas externas (Figura 1).
La estria vascular

Esta situada sobre la pared externa del conducto coclear, inmediatamente por
encima de la prominencia espiral. Tiene la peculiaridad de poseer un epitelio
estratificado especializado con un rico plexo de capilares intraepiteliales y

formado por tres tipos de células:
a) células cromdfilas oscuras o marginales situadas superficialmente

b) células cromoéfobas, claras o intermedias
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c) células basales

La superficie endolinfatica esta formada exclusivamente por células oscuras.
Las células intermedias y basales son similares desde el punto de vista
citolégico, difiriendo unicamente en su posicion. Su citoplasma palido contiene
mitocondrias dispersas, numerosas vesiculas pinocitésicas y algunos granulos
de melanina. Estas células envian prolongaciones citoplasmicas hacia la
superficie donde se insinuan entre y en torno a las partes mas profundas de las

células marginales.

Las células marginales oscuras estan muy especializadas, y tienen un
citoplasma granular denso que contiene numerosas mitocondrias y vesiculas
pinocitésicas. La region profunda de la célula esta formada por abundantes
prolongaciones citoplasmicas largas separadas por grandes invaginaciones del
plasmalema, cada una de las cuales contiene algunas mitocondrias. Los
capilares intraepiteliales estan rodeados por las prolongaciones descendentes

de las células oscuras y las ascendentes de las células intermedias y basales.

La estria vascular se considera como un mecanismo de transporte idnico que
mantiene la composicién iénica singular de la endolinfa. Sin embargo, como ya
se indicd, otras regiones del laberinto membranoso pueden ejercer también
esta actividad. Mediante la exploracién de la estria con microelectrodos se ha
podido establecer que es el origen del gran potencial eléctrico endococlear
positivo. El mantenimiento de este potencial depende directa e inmediatamente
del nivel adecuado de oxigenacion de las células epiteliales, facilitado por la

circulacién sanguinea a través de sus capilares intraepiteliales.
Lamina espiral 6sea

Esta formada por dos estratos Oseos entre los que se encuentran los
conductos excavados por donde discurren las fibras de las neuronas del
ganglio espiral (ganglio de Corti). En el estrato éseo superior, el periostio se
encuentra engrosado y forma el borde de la lamina espiral (Figura 1.) que
termina por la parte externa en un extremo céncavo denominado surco espiral

interno, la parte superior de la concavidad se denomina labio vestibular,
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mientras que la inferior afilada, recibe el nombre de labio timpanico y se

encuentra perforada por los orificios por donde pasan las fibras nerviosas.
Membrana basilar

Ocupa el area entre el labio timpanico de la lamina espiral 6sea hasta la cresta
basilar. Compuesto por una delgada parte arqueada que va desde su insercion
interna en el limbo espiral hasta la base de los pilares externos y sustenta el
organo de Corti, y otra parte externa mas gruesa, la zona pectinea, que se
inicia por debajo de los bastones externos y alcanza la cresta basilar. La zona
arqueada es un conjunto de haces similares al colageno con una disposicion
principalmente radial. La zona pectinea presenta tres capas: una superior
compuesta por una red homogénea de fibras transversales, una inferior
formada por haces de fibras longitudinales y una tercera intermedia, carente de

estructura, en cuyo interior se encuentran algunas células.

A nivel de su insercidén en la cresta basilar, las capas superior e inferior se
funden, convirtiéndose en una sola capa. La longitud de la membrana basilar
es de unos 35 mm; el grosor va aumentando gradualmente a lo largo del
caracol desde su espira basal hasta la apical, aumento que va acompanado del
adelgazamiento parejo de la lamina espiral 6sea y una disminucién del espesor
de la cresta basilar. La cara inferior de la membrana esta revestida por una

capa conjuntiva vascular con células perilinfaticas alargadas.
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Figura 1. Esquemas de la céclea y del érgano de Corti. A: Cdoclea. B: Corte transversal de la
céclea, donde se aprecia la compartimentalizacién en diferentes rampas. C.Seccién transversal
del Organo de Corti. Abreviaturas: CC: Células de Claudius; CD: Células de Deiters; CCE:
Células ciliadas externas; CH: Células de Hensen; CCI: Células Ciliadas Internas; el: endolinfa;
EV: Estria Vascular; LR: Lamina Reticular;.MT: Membrana Tectoria; MV: Membrana Vestibular;
pl: perilinfa; RM: Rampa Media; RT: Rampa Timpanica; RV: rampa vestibular; SE: Surco espiral
(compuesto por células interdentales o células t); TC: Tunel de Corti.
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1.4 Estructura de las células ciliadas mecanosensoras

Las células ciliadas internas, son las encargadas de transducir los estimulos
sonoros para transformarlos en estimulos nerviosos gracias apertura de los
canales idnicos de K*y Ca®" por la tensién creada en las uniones entre ellas,
con la consecuente liberacidn de neurotransmisores. Las células ciliadas
externas, sin embargo; tienen una funcién mecanica. Sirven de modulador del
sonido, al recibir y amplificar las ondas sonoras (Bonnet y El-Amraoui, 2012;
Gillespie y Muller, 2009; Hackney y Furness, 2013; Mathur y Yang, 2015).
Poseen unas microvellosidades modificadas, denominadas estereocilios,
formados por filamentos de actina y unidos entre si mediante diferentes
proteinas de wunidon que permiten el control mecanico de canales de
transduccion (Zhao y Muller, 2015) (Figura 2).

La distribucion precisa de las uniones varia entre las diferentes células ciliadas,
existiendo diferentes tipos de enlaces entre los que destacan los enlaces
apicales o tip links, que conectan el extremo de un estereocilio con el
estereocilio contiguo situado detras de él a lo largo del eje del haz estereociliar
(Hackney y Furness, 2013). Se cree que las uniones apicales estan formadas
por homodimeros de protocadherina 15 (PCDH15) que interaccionan con
homodimeros de cadherina-23 (CDH23) (Choudhary et al., 2020). Asimismo,
existen otros conectores como son los localizados en la base (ankle links),
aunque se ha visto que no se encuentran en todos los cilios de las células

ciliadas maduras (Hackney y Furness, 2013). En estas

Top connectors

(stereociin) uniones destaca fundamentalmente la presencia de la
/

proteina VLGR1 (de las siglas en inglés G protein G —

‘°a°"e“"/”? coupled receptor, y también denominada GPR98 o
et e MASS1), formando un complejo de filamentos en la

T (PTPRQ)

modo, se ha observado cémo mutaciones de dicha

% snatcomectors ZONA MAS cercana a la base del estereocilio. De este
L]

weme  Proteina conllevan alteraciones en la organizacion

—

(usherin, VLGR1)
/‘\ estereociliar (McGee et al., 2006) (Figura 2).

Figura 2. Representacion de los diferentes tipos de enlaces estereociliares. Extraido de
Hackney y Furness, (2013).
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1.5 Bases genéticas de las epilepsias hereditarias

La epilepsia es una enfermedad que origina convulsiones repetitivas que se
producen después de una gran variedad de alteraciones en el sistema
nervioso. Se han descrito algunas epilepsias de origen genético,
relacionandose con mutaciones en genes con funciones muy heterogéneas.
Por ejemplo, se ha asociado la incidencia de espasmos infantiles con
mutaciones del gen Cdkl5, gen que codifica una proteina kinasa, situada en el
cerebro y que interviene en la maduracion neuronal y en la sinaptogénesis
(Moseley et al.,, 2012). También se han descrito otros genes mutados
implicados en epilepsias humanas hereditarias que codifican canales idnicos
(Ano3, Hecn1, Kenc1), proteinas de unién a GTP relacionadas con endocitosis
(Dnm1), con el trafico entre membranas (Stx71b, Tbc1d24), proteinas de
membrana implicadas en el reconocimiento y adhesion celular (Pcdh7), en el
desarrollo cerebral (Qars) y subunidades del receptor GABA (Gabra1) (Helbig
2014, 2015; ILAE 2014; Johannesen et al., 2016).

Los modelos animales de epilepsia de origen genético constituyen también otra
herramienta, no sélo para investigacién con farmacos, sino también para
contribuir al conocimiento de la etiologia de la epilepsia. Entre los modelos de
ratones que existen en la naturaleza (no transgénicos), se incluye el DBA/2J,
ratén tambaleante, letargico o “stargazer” (denominado asi por los movimientos
caracteristicos de su cabeza) (Felix, 2002), y suelen estar asociados a
alteraciones monogénicas de genes codificantes de canales de Ca2+
dependientes de voltaje (Burgess et al., 1997; Noebels et al., 1990), mientras
que fenotipos similares en el humano suelen estar asociados a alteraciones de
varios genes (Hughes, 2009). En ratas, los principales modelos genéticos son
las GAERS (Epilepsia de ausencia genética en ratas de Estrasburgo), vy las
WAG/RIj (Wistar Albino Glaxo/Rij-rat). Ambos modelos presentan mutaciones
poligénicas que afectan a los canales de Ca2" tipo T y a los genes que
codifican los receptores dopaminérgicos D1 y D2 (Jones et al., 2011),
asemejandose mas que los modelos de ratén a las epilepsias idiopaticas
humanas (Avoli M, 2012; van Luijtelaar et al., 2002).
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1.6. Proteinas implicadas en la mecanotransduccién auditiva y en el

mantenimiento de la estructura coclear

Estudios de biologia molecular han permitido identificar componentes
moleculares asociados a hipoacusias hereditarias, entre los que nos
encontramos las proteinas ilustradas en la tabla 1, como por ejemplo; el
sindrome de Usher y el sindrome de Jervell/lLange Nielsen. Los diferentes
genes codifican diferentes tipos de proteinas como las proteinas del
citoesqueleto, proteinas localizadas en matriz extracelular; componentes de
canales idnicos dependientes de Calcio o Potasio, asi como proteinas del
canal mecanotrasductor; proteinas que forman uniones intercelulares (gap
junctions), factores de trascripcion, proteinas que forman parte de las uniones
entre estereocilios y por ultimo; proteinas que participan en el desarrollo post y

pre-natal del sistema auditivo.

Algunas de éstas, se postulan como necesarias para el reciclaje del potasio,
como la conexina 26 y las proteinas pertenecientes a la familia KCNQ; KCNQ4
y KCNQ1. El gen Gjb2 codifica la conexina 26 y anomalias en su expresion
constituyen la causa mas frecuente de hipoacusia monogénica (Kumar et al.,
1996). La superfamilia de genes que codifican para canales de K*, incluyen los
genes Kcnq1 y Kcng4,; responsables de la expresion de proteinas que se
postulan fundamentales para el transporte idnico que permite la correcta
homeostasis endolinfatica (Van Laer et al., 2003), mediando la repolarizacion y
el restablecimiento del el potencial eléctrico de las células sensoriales del oido
(Chang et al., 2003; Tekin et al., 2001). Mutaciones en Kcnqg4 generan una
forma dominante de hipoacusia progresiva (Kubish et al., 1999) y producen el
sindrome de Jerwell/Lange-Nielsen, (Neyroud et al.,1999; Schulze-bahr et
al.1997).

Otro tipo de hipoacusias relacionadas con canales idnicos son las asociadas al
gen Cacnald y al gen Tmc2. Cacnald codifica la Subunidad Alfa D del canal
de Calcio dependiente de voltaje. Estos canales, denominados CaV1.3, se
encuentran en el cuerpo celular de las células ciliadas y se activan con la
apertura de los canales mecanotrasductores provocada por el sonido (Brandt et

al., 2003). La entrada de calcio desencadena la exocitosis de las vesiculas
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sinapticas glutamatérgicas hacia la zona activa al interactuar el Calcio con la

otoferlina (Roux et al., 2006; Pangrsic et al., 2010).

La proteina TMC2 se han localizado en los lugares que se postulan como los
canales donde tiene lugar la transduccion mecanoeléctrica en ratones, aunque
no esta claro todavia si son los responsables directos de la trasduccion. Se
piensa que el mecanismo de entrada de iones para la mecanotrasduccion
depende de la PCDH15 (Corey et al., 2019) al interaccionar con una de las
subunidades del complejo proteico que forma el canal (Kurima et al., 2015; Liu
et al., 2019; Corey et al., 2019; Jia et al., 2020).

Mutaciones en las proteinas del citoesqueleto y en las proteinas que
contribuyen a la organizacién en penacho y a la unién entre los estereocilios,
también se relacionan con hipoacusias sensorioneurales no sindrémicas. Estas
proteinas son componentes de los puentes o uniones entre esteorocilios
contiguos (Hackney et al., 2013). Entre las proteinas formadoras de estos
puentes, encontramos las glicoproteinas de adhesion intercelular CDH23 y
PCDH15, que forman los puentes apicales (Tip links); el receptor acoplado a
proteina G; VLGR1, que forma los puentes basales (unkle links), que
desaparecen durante el desarrollo post-natal (Hackney C.M. et al., 2013); y el
receptor de la Tirosina Fosfatasa, PTPRQ; que forma los puentes laterales
(Shaft links) (Hackney et al., 2013; Sakuma et al., 2015). La proteina WHRLNA
y la miosina no convencional, MYOT7A, parecen también ser fundamentales
para el anclaje de estos puentes y el mantenimiento de la estructura

citoesquelética (Hackney et al., 2013).

Otro de los componentes del citoesqueleto de las células ciliadas, en este
caso, sélo de las externas, es la Prestina. Esta, seria la responsable de la
funcién de amplificacion de la sefial auditiva gracias a cambios en la longitud

de estas células ciliadas (Liberman et al., 2002).

En hipoacusias sensorioneurales no sindromicas se ha identificado diversos
genes que codifican para factores de transcripcion: Pou3f4 (De kok et al.,
1995). La proteina de codifica, POU3F4 pertenece a la familia POU de factores

de transcripcion. Esta proteina participa en etapas tardias del desarrollo,
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controlando la sobrevida y la diferenciacién final de subtipos particulares de

neuronas.

Mutaciones en Pou3f4 son responsables de hipoacusias mixtas ligadas al
cromosoma X, donde el componente de transmision aparece como resultado
de la fijacion del estribo. Este gen se expresa en el mesénquima del oido
medio e interno, participando en la maduracién 6sea (Rosenfeld, 1991; Erkman
et al., 1996).

Otras proteinas que parecen fundamentales para el proceso mecano-sensorial
de transduccién son aquéllas que componen la membrana tectoria. Esta
estructura genera presién sobre los estereocilios favoreciendo su doblamiento
y la apertura del canal mecanotrasductor. Entre ellas, encontramos la tectorina
alfa, una de las glicoproteinas no colagenas mas abundantes en esta
estructura y la otoancorina, proteina anclada a membrana con una funcién
estructural entre las células sensoriales y la membrana tectoria. Mutaciones en
estas proteinas se asocian con hipoacusias tanto dominantes como recesivas
(Legan et al., 2000; McGuirt et al, 1999).

Otras proteinas de interés, son aquéllas que estan involucradas en desarrollo
normal de la audicién, como SLITRK6 y GIPC3. La proteina SLITRK6 se ha
detectado durante el desarrollo prenatal del oido interno (Tekin et al., 2013;
Salime et al.,, 2018; Aruga, 2003) y parece fundamental para la normal
evolucion de las células sensoriales (Aruga, 2003). GIPC3 parece crucial para
la maduracién postnatal de las células del oido y su supervivencia a largo
plazo, asi como la del ganglio espiral (Charizopoulou et al., 2011). La tabla 1
muestra un resumen de las principales proteinas implicadas en la
mecanotransduccion auditiva y en el mantenimiento de la estructura coclear,

asi comolos genes que las codifican y su funcién principal.
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m Codificacion del Gen Funcidn de la proteina

CADHERINA-23 CDH23
PROTOCADHERINA-15 PCDH15
RECEPTORACOPLADOA  VLGR1
PROTEINA G (VERY

LARGE G-PROTEIN

COUPLED RECEPTOR-1)

WHIRLINA WHRNA
RECEPTORDE TIROSINA  PTPRQ
FOSFATASATIPOQ

MYOSINA-7 MYOA7
PRESTINA PRESTIN

PROTEINA 2 SIMILARA TMC2
UN CANAL

TRANSMEMBRANA
(TRANSMEMBRANE
CHANNEL-LIKE PROTEIN

2

ALFA-TECTORINA TECTA

OTOANCORINA OTOA

CONEXINA-26 GJB2

FACTORDE
TRANSCRIPCIONCON
DOMINIO POU DE CLASE
3 (POUDOMAIN, CLASS 3,
TRANSCRIPTIONFACTOR
4)

MIEMBRO 6 DE LA

FAMILIASLITY SIMILAR
A NTRK (SLIT AND NTRK
LIKE FAMILY MEMBER 6)

DOMINIO GPC PDZ QUE GIPC3
CONTIENE LA FAMILIA

MIEMBRO 3 (GIPC PDZ

DOMAIN CONTAINING

FAMILY MEMBER 3)

MIEMBRO 4 DE

LA SUBFAMILIAKQT

DE CANALES VOLTAJE
DEPENDIENTES

DE POTASIO (POTASSIUM
VOLTAGE-GATED
CHANNEL SUBFAMILY Q
MEMBER4)

MIEMBRO 1 DE

LA SUBFAMILIAKQT

DE CANALES VOLTAJE
DEPENDIENTES

DE POTASIO (POTASSIUM
VOLTAGE-GATED
CHANNEL SUBFAMILYQ
MEMBER1)

Pou3f4

SLITRK&

KCNQ4

KCNQ1

SUBUNIDAD ALFA-1-C
DEL CANAL VOLTAJE
DEPENDIENTE DE
CALCIO (CALCIUM
VOLTAGE-GATED
CHANNEL SUBUNIT
ALPHA-1-C)

CACNAD1

Cdh23

Pcdh15

Vigr1,
Adgrv1,
gpros,
Mass1

Whrna,
Dfn31

Ptprg,
Dfna73.
Dfnb84,
Dfnb84a,
Ptpgme1,
R-ptp-q
Myoa?,
MyoVila,
Dfnat11,
Dfnb2,
Nsrd2,
Ush1d

Prestin,
Slc26a5

C200rf145,
Dj686¢3.3
Tmc2

Tecta,
Dfna12,
Dfnb21,
Dfna8

Otoa,
Ct108,
Dfnb22

Gjb2

Pou3f4

Slitrke,
FLJ2274,
Dfnmpyp

Gipe3,

Dfnb95,
Dfnb15,
Dfnb72

Keng4,
Dfna2,
kv7.4,
Dfna2a.

Keng1,
Kvitq1,
JjJdnst,
Kcna8,
Kv7.1,
Kviqt1,
Lqt1.

Cacnad,
Cach3,
Cacna4.

Glicoproteinade adhesién intercelular

Glicoproteinade adhesion intercelular

Receptor asociado a la proteina G

Proteina de adamio con dominio PDZ

Receptor de Tirosina Fosf: tipo Q

Proteina miosina no convencional

Proteina transportadora de aniones Cl-

Proteina similar a canal de Potencial
transitorio

Glicoproteina no colagénica

Glicoproteinade membrana con funcién
estructural

Proteina transmembrana que permite la
unién intercelular de |a estria vascular

Factor de transcripcién con dominio Pou

Proteina integral de membrana

Proteina Gipc3 (GAIP-interacting protein
C terminus)

Subunidad de canales K+ Keng

Subunidad de canales K+ Kenq

Subunidad de canales Ca+

-Organizacién y formacién de los haces esteriociliares en los
enlaces de punta (tip links).

-Organizacién y formacion de los haces esteriociliares en los
enlaces de punta (tip links).

-Organizacién y formacién de haces esteriociliares en los enlaces
mediolaterales.

-Uniones entre esterocilios a nivel basolateral durante el desarrollo
post-natal (ankle links).

-Organizacién y formacién de haces esteriociliares en los enlaces
mediolaterales.
-Precursor de la formacion del citoesqueleto actinico.

-Organizacién y formacién de haces esteriociliares en los enlaces
mediolaterales.

-Formacion de haces esteriociliares en los enlaces apicales .
-Anclaje para proteinas que conforman el citoesqueleto y los
puentes apicales.

-Mantenimiento de la estructura del citoesqueleto de actina.
-Motor que permite cambios longitudinales de las células ciliadas
externas.

-Componente del canal de mecanotrasduccién responsable de la
despolarizacién de las células ciliadas tras el estimulo auditivo

-Formacion de la matriz a la que se unen las fibras de colageno de
la membrana tectoria.

-Funcion estructural en la interfase entre el epitelio sensorial y la
membrana tectoria.
-Desarrollo de lamembrana tectoria.

- Funcién estructural de la estria vascular.
- Mantenimiento de la homestasis de la rampa media (ciclo del
potasio para el mantenimiento iénico endolinfatico).

-Desarrollo de la inervacion nerviosa de las células ciliadas.
-Desarrollo del ganglio espiral.

-Mantenimiento y supervivencia de la inervacién de las neuronas
sensitivas del oido interno.

-Maduracién post-natal de las células ciliadas.
-Propagacion y adquisicion de las sefiales acusticas en las células
ciliadas.

-Transporte de iones k+ desde la estria vascular hasta la rampa
media.

-Liberacion de k+ desde la estria vascular a la rampa media.

- Liberacion de glutamato actuando sobre la ortofelina.

Tabla 1. Tabla representativa de las proteinas estudiadas, los genes responsables de su
expresion, sus diferentes nomenclaturas, su clasificacién y las funciones en el sistema auditivo.
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2-HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipotesis

Los hamsteres GASH/Sal presentan una epilepsia audiégena de origen
genético, con pocas variaciones a lo largo de las generaciones. Se han descrito
cambios en la expresion de algunos genes en el coliculo inferior de los
hamsteres GASH/Sal que pudieran contribuir a la génesis o al mantenimiento

de las crisis observadas.

Esta linea de hamsteres presenta un alto umbral auditivo. La pérdida auditiva
neurosensorial es una condicion multidimensional y de etiologia muy variada,
destacando el componente genético. Ademas, la presencia de epilepsia
audiogena en estos animales hace pensar que, si ambas patologias conviven,

existan anomalias en el origen de la via auditiva nerviosa, la céclea.

Por tanto, resulta de interés saber como se encuentran expresadas algunas de
dichas proteinas en la céclea del hamster GASH/Sal y asi poder determinar
cdmo afectan al funcionamiento de la audicion ya que, si estas se encuentran
infra o sobre-expresadas, entonces se deben materializar en cambios a nivel
morfolégico, de numero y organizacién de la anatomia coclear, lo que puede
constituir una diana de investigacién terapéutica en el abordaje de las

hipoacusias y sorderas congénitas.

2.2 Objetivos

2.2.1. Objetivo General

El objetivo principal y transversal de este trabajo es estudiar las modificaciones
morfofuncionales presentes en el érgano de Corti del modelo de epilepsia
audiogena GASH/Sal

2.2.2. Objetivos especificos

Objetivo 1: Estudiar los cambios morfolégicos presentes en el receptor auditivo
de la linea de hamsteres GASH/Sal.

Objetivo 2: Realizar un estudio morfométrico de las células ciliadas internas,

externas y de Deiters en la céclea de hamster GASH/Sal.
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Objetivo 3: Estudiar los cambios de expresion génica en el receptor auditivo de
la linea de hamsteres GASH/Sal que pudieran estar implicados en las

alteraciones morfofuncionales existentes en los GASH/Sal.

Objetivo 4: Estudiar la localizacion de proteinas importantes en la audicion en
el érgano de Corti del GASH/Sal.
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3. DISENO EXPERIMENTAL
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El disefio experimental llevado a cabo en este estudio consistio en la extraccion
de cdcleas de hamsteres GASH/Sal y control, de entre 3 y 4 meses de vida tras
eutanasia gaseosa. A continuacion, unas cécleas se utilizaron para estudios
morfolégicos (de microscopia Optica, electrénica y obtencion de espiras en
superficie) y otras se destinaron al estudio de expresion génica mediante RT-
gPCR. Para esto ultimo, se extrajo el ARN y se cuantificd; se llevé a cabo la
reverso-transcripcidén y cuantificacion del cDNA vy, para finalizar; se realizaron
las PCRs cuantitativas (QPCR) para su posterior analisis. El disefio se

esquematiza en la Figura 3.

4 [~
Tinciones histoldgicas & - s(e% ‘
‘ imi - g e
inmunohistoquimicas k Inclusion en 7, 4
. /& parafina
Eutanasia

N\ |

(— - | Extraccion de la
G

/ muestra (cécleas) \j
TRIzol™
” p~]
Analisis de los
resultados C— Obtencién
de espiras
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(R

Preparacion de las o
‘ muestras == \
£ 1 N - el
W cDNA <=l\/ & -

Extraccion de ARN

RT-gPCR | Reverso-transcripcion | y cuantificacion

Figura 3. Esquema del disefio experimental. Abreviaturas: M.E.B: Microscopia Electrénica de
Barrido; cDNA: DNA complementario; RT-qPCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
tiempo Real.
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4.1 Animales de experimentacion.

Para este estudio se utilizaron hamsteres sirios (Mesocricetus auratus) de dos
lineas: animales propensos a padecer convulsiones audiégenas, GASH/Sal
(Genetic audiogenic seizures), que fueron obtenidos del bioterio de la
Universidad de Salamanca (USAL, Espana) y hamsteres dorados controles, del
laboratorio Le Genest-Saint-Isle. Los animales fueron manejados de acuerdo
con las directrices para el uso y cuidado de animales de laboratorio
establecidas por el Real Decreto espanol 53/2013 y por la Directiva Europea
2010/63/EU. EIl trabajo fue aprobado por el Comité de Bioética de la
Universidad de Salamanca, el cual puede ser consultado en el apartado de

Anexos.

4.2 Grupos experimentales

Se han utilizado hamsteres dorados machos GASH/Sal y hamsteres sirios

dorados de 9 a 11 semanas de edad.

Los animales se mantuvieron en el animalario del INCYL (Instituto de
Neurociencias de Castilla y Ledn) alojados en cajas de policarbonato en
habitaciones con la temperatura y humedad controladas y con ciclos de 12
horas de luz y de oscuridad con agua y comida ad libitum. Los animales
experimentales tras excitacion auditiva son mas susceptibles a las
convulsiones, entre los 2 y los 4 meses (Mufioz et al., 2017). Sin embargo, en

nuestro estudio no los hemos sometido a esta estimulacion.

Los animales utilizados para cada una de las técnicas se reflejan en la tabla

siguiente:

| Neamimales | |
GASH/Sal Técnica

6 M.E.B.

6 RT-gPCR

4 Inclusion parafina

4 Preparaciones de superficie

5 Validacion mutacion gen Otoa

Tabla 2. Numero de animales controles y GASH/Sal utilizados en las diferentes técnicas
realizadas.
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Los estudios se realizaron con el objetivo de minimizar el numero de sacrificios

y evitar el sufrimiento de los animales experimentales.

El sacrificio se realizé bajo anestesia profunda, utilizando una sobredosis de

pentobarbital sddico por via intraperitoneal.
4.3 Obtencién de muestras biolégicas
4.3.1. Obtencidon de muestras de tejido fresco

Los animales fueron anestesiados por via inhalatoria con isofluorano. Tras
comprobar su arreflexia, fueron eutanizados con guillotina. A continuacién, se
procedié a la extraccién y diseccidn de las cocleas, que fueron almacenadas a

—-80 °C hasta el procedimiento de extraccion de ARN.

En el mismo proceso, se extrajeron diferentes érganos y estructura cerebrales
que son guardados para posteriores trabajos, incluyendo la extraccion de ADN

para la validacién de los genes mutados.
4.3.2. Obtencidon de muestras histolégicas
4.3.2.1 Perfusién

Anestesiamos al animal por via intraperitoneal con una sobredosis de
pentobarbital sédico (60 mg/kg de peso). Después de comprobar la arreflexia
del animal, procedimos a la perfusion intracardiaca por via aodrtica. Tras
acceder al corazon a través de la cavidad toracica e inyectarle 0,08 ml de
heparina (1% Mayne Pharma Espafa S.L), se realizé una incision en el vértice
del ventriculo derecho y se introdujo una pequefa canula hasta asentarla y
clamparla dentro de la aorta, a través de la cual, y tras realizar un pequefio
corte en la auricula derecha (para abrir el circuito), inyectamos las soluciones

de perfusion.

El proceso de perfusion consté de dos partes: el lavado del sistema circulatorio
con 150 ml de solucion Ringer libre de calcio (NaCl 0,85%, KCI 0,025% vy
NaHCO3 0,02% en H,O destilada a 37 °C y pH 6,9) y la introduccién del liquido
fijador, utilizando 200 ml de paraformaldehido (4% en tampdn fosfato (TF) 0,1
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M, pH 7,4, a temperatura ambiente). El flujo de los diferentes liquidos se logro
aprovechando la fuerza de la gravedad, colocando el decantador a una altura

de 1,10 m. sobre el nivel del animal.
A los tres dias de la eutanasia, se realizaron los cortes en congelacion.
4.3.2.2 Extraccion del encéfalo

Tras la perfusion, se dejé a los animales 2 horas en nevera para mejorar la
fijacion en la cavidad intracraneal. Posteriormente, se decapitd a los animales y
se les retird el encéfalo. Retiramos las meninges y los crioprotegimos por
inmersion en sacarosa al 30% en una solucién de tampén fosfato (PB) 0,1 M
pH 7,4, durante 2 6 3 dias a 4°C en agitacion constante; a continuacién, los

congelamos para experimentos posteriores
4.3.2.3 Extracciéon de Cécleas

Tras la perfusion, se extrajeron las cécleas. Posteriormente, se mantuvieron 2
horas en solucién de fijacion, pasando el fijador por ventana oval, perforando el
apex para lograr la circulacion del liquido. Tras la extraccion de las muestras,
se procedio al proceso de preparacion para su visualizacion por microscopia
electronica de barrido, obtencién de espiras o inclusion en parafina (ver

apartados siguientes).
4.3.2.4 Obtencion de muestras para MEB

Tras la perfusion, se extrajo la ampolla auditiva y, bajo diseccidén microscépica,
se abrié para obtener la céclea. A través de la ventana redonda, la céclea se
perfundié con una solucién de glutaraldehido al 3% en tampoén fosfato 0,1 M,
pH = 7,4, durante 4 horas a 4°C, y después se mantuvo en una solucion
fijadora durante 24 horas. Tras lavar 3 veces durante 5 minutos cada vez con
tampon fosfato al 0,1 M, pH = 7,4, se fijaron las cécleas con Tetroxido de
Osmio al 1% durante 2 horas a 4°C y se sometieron a deshidratacion a
temperatura ambiente en wuna bateria con etanol a concentraciones
ascendentes (50%, 70%, 90% y 95% - durante 10 minutos en cada
concentracion) y tres veces con etanol absoluto durante 15 minutos. Tras la

deshidratacion completa, se realizé el secado con CO, con el método del punto
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critico (BAL-TEC CPD 030®, Critical Point Dryers). Cada céclea se fijé en un
soporte metalico, se introdujo en camara de vacio con vapores de oro y se

examind con un microscopio electronico de barrido (JEOL SCANNING
MICROSCOPE — JSM 5200).

4.3.2.5 Obtencion de espiras

Para la obtencién de las espiras, una vez extraida la céclea, se dividid en dos
mitades mediante un corte paramodiolar, teniendo como referencia la ventana
redonda (figura 4). Con unas pinzas muy afiladas y una cuchilla se cortan las
espiras (apical, medial y basal), se elimina la pared las membranas tectoria y
I de Reissner. Todo ello
I .
| realizado en TBS 0,05 M
|
1

apex que garantice la

preservacion de la
""" muestra. Tras la
— - ~espiramedia  gptencion de  estas
muestras, se realizan los
procesos de tincion
io auditivo acorde al protocolo

descrito en los apartados

| SO0 o siguientes.

espira basal

Figura 4. Esquema ilustrativo de la obtencidn de espiras cocleares sobre una coclea disecada
y fijada.

4.4 Técnicas empleadas
4.4.1 Inclusion en parafina

Las cocleas fijadas se decalcificaron en acido etilen-diaminatetraacético
(EDTA) 8% en tampén fosfato 0,1 M, pH = 7,4 durante 10 dias a temperatura
ambiente en agitaciéon. Tras un lavado exhaustivo en agua destilada, se
deshidrataron con alcoholes crecientes desde 70°, (una noche) hasta el de

100°, segun protocolo de rutina (Gémez-Nieto et al.,, 2020). Terminada la
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deshidratacion, se pasaron a una inmersioén en la mezcla de alcohol/tolueno,
seguida de la inmersion tolueno puro, para posteriormente sumergirlas en
parafina (Paraplast plus®, #502004, McCormic Scientific, St Louis, MO, USA),
una primera inclusion toda la noche y una segunda en nueva parafina un

minimo de 2 horas, desde donde se procede a elaborar los bloques.
4.4.2 Inmunohistoquimica de cortes de céclea en parafina

Las cocleas incluidas en parafina se cortaron orientadas segun el eje
paramodiolar en secciones de 6 um de espesor, colocandose sobre
portaobjetos recubiertos de poli-lisina (Superfrost™ Plus, # 22-037-246, Fisher
Scientific). Para inmunotefir las cécleas, las secciones fueron primero
pretratadas con H,O, al 3% en agua destilada para reducir la actividad de la
peroxidasa endogena. Tras varios lavados en TB-Tx se incubaron durante 1
hora en la solucidn de preincubacién con suero bovino fetal (Vector
Laboratorios, Burlingame, CA) para bloquear los sitios de uniéon no especificos

en el tejido.

En el caso de SLITRK®6, se tuvo que hacer la recuperacién de epitopos con

calor, a 95°C durante 20 minutos.

Posteriormente, los portaobjetos con las secciones se incuban a 4°C durante
72h en una solucion que contendra el anticuerpo primario a estudiar. Pasado
este tiempo, los portaobjetos se lavaron en buffer de Tris (0,1M, ph 7,4) y se
sumergieron durante 2 horas en otra solucién con el anticuerpo secundario
biotinilado anti-lgG del animal del que se ha obtenido el primario. Para la
visualizacion de las uniones entre los anticuerpos y el tejido, los cortes se
incubaron con el complejo avidina-biotina (kit EnVision FLEX Mini Kit, #K8023,
Agilent, Santa Clara, CA, US) durante 2 horas.

Trascurrido ese tiempo, se trataron con el componente de revelado de DAB del
kit (Sustrate Buffer (SM803) + DAB+Chromogen (DM827), y se produjo un
precipitado de color marrén. Una vez finalizado el proceso, se deshidratan los
cortes y, por ultimo, se coloca un cubre que se pega con un medio de montaje,
generalmente Entellan® (#1079600500, Merck, Darmstadt, Germany).
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Todo el proceso de inmunotincion se realizé con los cortes dispuestos
horizontalmente en una camara humeda. Los anticuerpos usados se reflejan en
la tabla 3.

4.4.3 Inmunohistoquimica de espiras cocleares

Para inmunoteiiir las espiras aisladas, una vez diseccionadas y divididas en
secciones (basal, medial y apical) se colocaron en una placa microtituladora y
se manipulan con una rejilla de microscopia electrénica para trasladar las
secciones sin danarlas. El procedimiento, basicamente; es similar al descrito
anteriormente, pero para quitar o cambiar los liquidos, se usa una micropipeta

de 200 uL con precaucion de no absorber las espiras.

Se realiz6 un lavado en TBS 0,05 M pH 7,6 seguido de un bloqueo de marcaje
con Normal Horse Serum durante una hora para evitar la inmunotincién
inespecifica. A continuacion, se incubd en un coctel de anticuerpos primarios
anti-sinaptofisina, VLGR11, parvalbumina o CDH23 (segun el objetivo) durante

72 horas a 4° C en agitacion.

Tras este tiempo, se lavo con TBS 0,05 M pH 7,6 tres veces durante 15
minutos en agitacion, para después incubar en un céctel con los anticuerpos

secundarios. Tras varios lavados con TBS, previo a la colocacion del
cubreobjetos, se afadié una mezcla en proporcion 1:1 de VECTASHIELD®
HardSet™ Antifade Mounting Medium with Phalloidin H-1600-10 (TRITC-
Phalloidin) y VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium with DAPI: H-1200-
10; ambos de Vector Laboratories, Inc. CA, USA.

De esta manera, se logr6 tedir el citoesqueleto de las células gracias a la
afinidad de la faloidina (TRITC-Phalloidin) por los filamentos de actina, y los
nucleos celulares con DAPI gracias a su afinidad por la timina y adenina del
ADN.

Los anticuerpos utilizados y el objetivo de su empleo se reflejan en la tabla 3.
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Antigeno Ac primario Dilucion Referencia Ac secundario Dilucién Referencia Objetivo

VLGR1 Rabbit anti- 1/50 |NBP2-57048 Goat anti-rabbit 1/200 BA-1000 Visualizar VLGR1 en campo
Mass1 1gG claro
DyLight horse . . .
Visualizar VLGR1 medicant
VLGR2 Rabbitanti- | 1/100 |NBP2-57048 |anti-rabbitigG |20pg/mL  |DK-8818 |’ oo o' VRER-Medicante
epifluorescencia
Mass1 (488nm)
CDH23 Rabbit anti- 1400 |Ab131135 Goat anti-rabbit 1/200 BA-1000 Visualizar Cadherina 23 en
Mass1 I1gG campo claro
- - ™ ETTICE TN (Ve -
CDH23 Rabbit anti 1400 |Ab131135 Cy . 2 Do.nkey 1/50 IR-711-225 Vlsu:.allzar Cad'herma 23 ‘
Mass1 anti-rabbit IgG 152 medicante epifluorescencia
PCDH15 Rabbit anti- 1/200 |sc-377235 Horse anti- 1/200 BA-2000 Visualizar Protocadherina 23
Mass1 mouse IgG en campo claro
. . Goat anti-rabbit Visualizar la proteina de
SLITRK6 Rabbit anti- 1/15 |Ab188813 16G 1/200 BA-1000 membrana SLITRK6 en campo
Mass1 & claro
DyLight horse . . . .
. . . Visualizar terminales nerviosas
SYP Rabbit anti- 1/100 |SVP-38 anti-mouse IgG  [20ug/mL DK-8818 R . .
mediante epifluorescencia
Mass1 (594nm)
DyLight horse ) . .
. . . . Visualizar parvalbumina
PARV Rabbit anti- 1/1000 [SW-PV28 anti-rabbit IgG  [20ug/mL DK-8818 . . )
mediante epifluorescencia
Mass1 (488nm)

Tabla 3. Reactivos utilizados en las inmunotinciones de cécleas. Abreviaturas: AC: anticuerpo;
Ab: ©Abcam, Cambridge, UK; BA:-©Vector Laboratories,Burlingame, CA, USA; DK: ©DyLight
Kit (Vector Laboratories, CA, USA)Ig: inmunoglobulina; IR: ©Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc. PA; USA; NB: ©Novus Biogicals, Centennial, CO, USA; PARV: parvalbumina;
Sc:© Santa Cruz biotechnology, Inc. Dallas, Texas, U.S.A.; SW: ©Swant Inc. Switzerland ; SA:
©Sigma-Aldrich, MO, USA

4.4.4 Tincion de Nissl

Para tener un contraste y referencia de los tejidos, las secciones se tifieron con
violeta de cresilo (Tincidn Nissl). La tincién de Nissl nos permite poner de
manifiesto los nucleos de las células, asi como la sustancia tigroide de las
neuronas. Estas dos estructuras se tinen debido a su composicidon en acidos
ribonucleicos. Para ello se emplean colorantes basicos de anilina, en nuestro
caso; el violeta de cresilo, que se depositan en los radicales acidos de los
acidos nucleicos debido a fuerzas electropolares. De esta forma, los
portaobjetos que contenian las secciones a destinadas a la tincidon de Nissl,
tras desparafinar las secciones, fueron sumergidos durante 12 minutos en la
solucién de violeta de cresilo (C-1791, Sigma) al 1% en agua destilada a 60° C.
Transcurrido el tiempo, se continué con el protocolo de diferenciacién y

deshidratacion rutinariamente empleado en el laboratorio.
4.4.5 Diseio de cebadores (primers)

Los primers se disefaron para el Mesocricetus auratus. La secuencia de genes
se obtuvieron de Ensembl Genome Browser database

(http://lwww.ensembl.org/index.html) y los primers se disefiados alieneados en
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diferentes exones usando el software Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/primer3/) (Table 1). La calidad de los primers disefiados fue evaluada a
través del software NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/)
evitando pares de cebadores con grandes defectos estructurales. Su
analisis de alineamiento se
Primer-BLAST

fueron

especificidad fue probada a través de los

realizaron usando el software

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/). Los primers
sintetizados por Thermo Fisher Custom Primers (Invitrogen - Thermo Fisher).
Finalmente, para comprobar la especificidad, recurrimos al programa Primer

design tool (NCBI).

paub Ensembl Number Forward (5’ — 3’) Reverse (5" - 3’) VLD
del gen (pb)
Ptprq ENSMAUG00000014282 GAGTGTTTAGTGACCCATTTCTTTT GACTGTGAGATTGACCACTTTACC
T
Gjb2 ENSMAUG00000021056 CTCACTCAGACCTGCTCCTTCC ATGCTGGTGGAGTGTTTGTTGA 149
Kcnq1 ENSMAUG00000020417 CAGCCCCAAGCCTAAGAAGTC TCTCCAGGACCCATTCCATTAT 81
Kcng4 ENSMAUG00000013747 TGAAGGTCCAGGAGCAGCATA CCGGCTTGTGTCAGTGGAGTA 107
Myo7a ENSMAUG00000002971 GCTACAGGGACCACCTCATCTA TATTGGTGTATTGGCGGATGT 111
Tecta ENSMAUG00000021166 TGCTACTTGGGTTTTCATTGTG TGAATGTGTACGAGCCATCAGA 116
Pou4f3 ENSMAUG00000004271 CCGTACTGCAAGAACCCAAA GCTCTCATCAAAGCTTCCAAATA 116
Tmc2 ENSMAUG0000000667 1 TCTCCGTACTCTGGGATTTTGA AATGGTCCTCTGGTTGTTGTAGTA 80
G
Cacnald ENSMAUG00000020160 CTGTGAACACCGAGAACGTAAGT CAGCCAGTAAAACGTGACAGATT 167
Otoa ENSMAUG00000013350 TGCCTATCTGAACTCACGGAA GGGGCTGATACAAATACTGCTC 92
Whrn ENSCGRG00001018474 AGAGTGCAGATGAGAAAAAGGTGA GTCCACGCCAGTGATGTAAATG 113
Gipc3 ENSMAUGO00000021524 GAGCAGGAGCAAGTGTTCCGT GATGTAGCTCTCCAGCAGGTCGT 154
Cdh23 ENSMAUG00000016882 ATCCAAGTTGGAGATGTGAATGAC GTTGACGATGAAGATGGGTGTC 108
Pcdh15 ENSMAUG00000022156 AGTTCTGGATAGAGACCCACCA ATAACTGTGCCCACCTTCTTGT 84
Prestin ENSMAUG00000000055 TCGCCATGTCTGTGACCTTA CCCACTGTACCGCTTTGTTT 185
Vigr1 ENSCGRG00000009203 CAGCGCCGTTCTGGATGTTG TATCAATTCTGGCACCGCCT 110
Slitrk6 ENSMAUG00000013249 ACTGCACTGTGCTTGGTGTT TGAGGGCATTGGTGATTGGG 210
Actb* ENSMAUG00000008763 AGCCATGTACGTAGCCATCC ACCCTCATAGATGGGCACAG 115

Tabla 4. Sequencias de los primers disefiados para los analisis de PCR cuantitativa en tiempo
real. Se utiliza el gen de actina* como control endégeno.
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4.4.6 RT-gPCR
Extraccion del ARN

Las cocleas recogidas, segun el apartado 4.3.1., se transfirieron al reactivo
TRIzoITM (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA). EI ARN celular total del tejido
congelado, se extrajo de las muestras individuales de tejido utilizando el
reactivo TRIzol ™ de acuerdo con el procedimiento del fabricante. En primer
lugar, se llevd a cabo la homogenizacion de las muestras en 400 uL del
reactivo TRIzol™, tras lo que fueron incubadas a temperatura ambiente durante
5 min para la completa disociacién de las nucleo-proteinas. Seguidamente, se
realizé una extraccion selectiva del ARN por separacion de fases mediante la
adicion de 80 pul de cloroformo, incubacién a temperatura ambiente durante 2-3
min y centrifugacion a 15 min a 12.000x g a 4°C. Como resultado, se
obtuvieron muestras separadas en tres fases: la fase organica, formada por
proteinas y DNA; la interfase; y la fase acuosa, incolora, que contiene el ARN.
El ARN obtenido en la fase acuosa precipita con un volumen de 200 uL de
isopropanol, centrifugando durante 10 min a 12.000 x g a 4°C. A continuacion,
el sobrenadante es eliminado, posteriormente resuspendido en 400 uL de
etanol al 75% y centrifugado durante 5 min a 7.500 x g a 4°C. Después de
eliminar el sobrenadante y secar el ARN bajo la campana de flujo laminar, se
resuspende en 20-50 pyL de agua libre de ARNsas, y se incuba en un bafo de
agua a 55-60°C durante 10-15 minutos. La concentracién de ARN se determina
por espectofotometria a 260 nm mediante el espectofotdmetro NanodropTM
2000c (Thermo Scientific).

Obtencion del ADN complementario y reaccion en cadena de la

polimerasa

El ADN complementario (ADNc) se sintetizé a partir de 800 ng de ARN total
utilizando el kit del sistema de transcripcion inversa ImProm-IITM (Promega

Corporation, Madison, SWI, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante.

El analisis de RT-gPCR se llevd a cabo utilizando el sistema QuantStudio 7
Flex (Applied Biosystems by Life Technology, Europa) con la Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems by Life Technologies, Europa).
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La mezcla de PCR de 20 ml contenia 80 ng de molde de ADNc, 400 nMol de
cada cebadory 10 ml de Power SYBR Green PCR Master Mix. Los cebadores
(primers) especificos para los genes examinados en el presente estudio (ver
Tabla 3), se disefiaron por medio del software Primer3 v.0.4.0., de forma que
los productos de la RT-gPCR abarcaran dos intrones identificados. La
amplificacion de la PCRfue la siguiente: 10 minutos a 95 °C antes de 40 ciclos
térmicos, cada uno de ellos consistente en desnaturalizacion a 95 °C durante
15 s y recocido/extension a 60 °C durante 30 s, seguido de la curva de fusién.
Los datos de salida se analizaron con el software QuantStudio 7™ Real-Time
PCR system (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) y se
normalizaron por la expresion de un gen enddgeno, beta-actina (Actb). El valor
de la expresién génica relativa de cada transcrito se calcul6 siguiendo formula
2 - (ACt "condicion 1™-ACt "condicion 2°) - ynnde "condicidn 1" corresponde a la muestra
experimental, "condicidon 2" corresponde a la muestra del animal de control, y
ACt de cada "condicion" es Ct "gen experimental" - Ct "gen enddgeno”
(Damasceno et al., 2020). Por ultimo, se utilizd una reaccion de control
negativa sin muestra (agua) en todas las RT-gPCR y el grupo de control se

utilizé6 como muestra de calibracion.
4.4.7 Validacion de variantes génicas

Para validar alteraciones en nuestro gen de interés, se siguié el protocolo
estandar aplicado en al laboratorio (Diaz-Casado et al., 2020). Basicamente,
consiste en disefiar cebadores especificos para las alteraciones genéticas de
los genes a estudiar, utilizando Primer-BLAST — NCBI — NIH disponible en linea
(https: //lwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Las mutaciones se probaron
en el gen Otoa. Todos los oligonucleétidos utilizados en este estudio fueron
sintetizados por ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). Las PCR se
realizaron utilizando GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, WI,
EE. UU.). En un volumen total de 50 pL, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las siguientes condiciones de ciclos térmicos fueron utilizado para
la PCR: 2 min a 95° C, seguido de 35 ciclos de 95° C durante 30 s segundos,
60 ° C durante 30 sy 72 ° C durante 30 s, con una extension finala 72 ° C

durante 5 min. Después de la PCR, 10 ul de carga 6Xtampoén (azul de
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bromofenol al 0,03%, EDTA 60 mM (acido etilendiaminotetraacético), 10 mM
Tris-HCI pH 7,6 y 30% de glicerol) se mezcld con el volumen total (50 pL) de
cada PCR para separar los fragmentos mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% en 1X TAE (Tris acetato EDTA) (ThermoFishser Scientific)
durante 30-40 min a 100 V. Los &cidos nucleicos, separados en gel de
agarosa, se identificaron con RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON
Biotechnology, Gyeonggi, Corea del Sur) y fotografiaron con un transiluminador
ultravioleta. El fragmento de ADN de interés se elimind del gel de agarosa, se
purifico usando NucleoSpin Gel y PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Duren,
Alemania), de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y eluy6 en 18 pL de
agua libre de ADNasa. Las muestras fueron secuenciadas por el método de
Sanger de secuenciacion en el Servicio de secuenciacion de ADN de Nucleus,

de la Universidad de Salamanca.
4.5 Adquisicion de imagenes y analisis del tejido

Para el analisis de las muestras procesadas para microscopia optica, se utilizd
un microscopio 6ptico (modelo DMLB de Leica, Wetlar, Alemania) con una
camara Olympus DP70 (Germany 541006) acoplada al mismo, y con
disponibilidad de observacion en la pantalla y en tiempo real de la imagen
captada por el microscopio. El programa con el que se visualizaban las
imagenes en el ordenador fue el PDController (versiéon 1.2.1.108), mientras que
el programa de almacenaje de las capturas hechas fue el DPManager (version
1.2.1.107). Para la adquisicion de imagenes de secciones procesadas para
inmunofluorescencia se realizaron con el mismo microscopio mediante un

sistema de epifluorescencia Leica (modelo EL6000) con ldampara de mercurio.

Para la contabilizacién y analisis de la morfometria de células, se utilizo el
software Fiji Is Just Imaged 1.53c (plus). El objetivo elegido fue 20x, y la calidad
de imagen 1360 x 1024 con ISO 200. Se utilizé el plugin “cell counter” de dicho

software para la contabilizacion manual de la muestra.

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido se visualizaron en un
Microscopio electréonico JEOL SCANNING MICROSCOPEdJSM 5200.
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4.6 Analisis estadistico

Los datos referentes a las muestras obtenidas y analizadas mediante software
Fiji Is Just Imaged, fueron recogidos en Microsoft Excel v16.49 para su andlisis
cuantitativo. Todos estos datos se expresaron como valor medio + error
estandar de la media (SEM).

Para comparar los resultados se utilizd el estadistico t-student para muestras
independientes con varianzas distintas. Los datos son considerados
significativos con un valor p < 0,05.Empleamos el programa SPSS (v 15.0 para
Windows; SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA).
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5 -RESULTADOS
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5.1 Estructura del 6rgano de Corti del GASH/Sal
5.1.1. Histologia coclear

Las alteraciones descritas en los registros troncoencefalicos auditivos (Mufioz
et al., 2017; Sanchez-Benito et al., 2017), podrian estar asociadas a la
existencia de anomalias en el oido interno. A tal propédsito, se efectué un
estudio coclear utilizando muestras incluidas en parafina, con secciones
paramodiolares de 6um contrastadas con el método de Nissl. Tanto en los
grupos control como en los GASH/Sal se aprecioé una total conservacion de la
membrana de Reissner (vestibular), basilar y tectoria, sin observar ninguna
alteracion de las espiras cocleares (Figura 5), apreciandose una pérdida
aparente de las células ciliadas del 6rgano de corti. Ademas, se demostré la
presencia de variaciones de la morfologia usual. Debido a estas
observaciones, se decidio estudiar las estructuras que componen este érgano.

Nomenclatura rara. Hay que actualizar y unificar

En ambos grupos de animales (Figura 5), las células sustentaculares (de
soporte) y los penachos de las células ciliadas, se identificaron claramente con
esta técnica, pero en los hamsteres GASH/sal se exhibieron, en algunos
lugares, una ausencia de penachos de estereocilios tanto en las células

ciliadas internas como en las externas (Figura 6).

En ambos animales se pudieron distinguir netamente las células de Deiters y
las de los pilares, pero con una densidad en tonofilamentos en estas ultimas,
claramente menor en los GASH/Sal, como demuestra la disminucion en la

intensidad de la tincién del violeta de cresilo.

49



CONTROL

GASH/Ssal

Figura 5. Observacién de una seccion paramodiolar de la parte media de la céclea del hamster
control y GASH mediante una tincién de Nissl. A: Control; B: GASH/Sal. Una de las secciones
de la espira media se encuentra enmarcada en un rectangulo. Abreviaturas: coc: conducto
coclear; RM: rampa media; Mo: columela; GS: ganglio espiral; Ls: lamina espiral; MB:
membranas basilar; OS: érgano de Corti; M: la membrana vestibular; RT: rampa timpanica y
RV: rampa vestibular.
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CONTROL

Figura 6. Observacion de la seccidén anterior a mayores aumentos. Notese que en el interior
del modiolo se distingue claramente las neuronas del ganglio espiral en menor densidad que
en los animales controles. Abreviaturas: GS: ganglio espiral; EV: la estria vascular; Ls: lamina
espiral; MB: la membrana basilar; MR: membrana de Reisner; MT: membrana tectoria.
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Figura 7. Detalles de la espira media del 6rgano de Corti enmarcados en la figura. A: Control;
B: GASH/Sal. C: Detalle a gran aumento del OC del GASH/Sal. Se aprecian las células ciliadas
internas (CCI), sustentadas por las células de Deiters (CD) y separadas por las células de los
pilares (CP). Los estereocilios se indican con puntas de flecha. En los GASH/Sal se aprecia
una menor intensidad de la tincién en los tonofilamentos en estas células. En las células
ciliadas del GASH/Sal no se distinguen con esta tincion los estereocilios (asteriscos), aunque
en ocasiones puede aparecer alguno, como se muestra en las ciliadas internas (cabeza de
flecha hueca en B). Abreviaturas: CCE; células ciliadas externas; CCI: células ciliadas internas;
CD: células de Deiters; CP: células de los pilares; MB: membrana basilar; MT: membrana
tectoria. Barras de calibracién, Ay B, 20um; C, 10 pym.

5.1.2. Inmunhistoquimica.

Las coécleas incluidas en parafina se procesaron inmunohistoquimicamente

para visualizar algunas de las proteinas cocleares del estudio.

De los anticuerpos utilizados, solo obtuvimos resultados fiables de las
inmunotinciones para visualizar SLITRK6 y CDH23 (Figuras 8 y 9). No pudimos
observar reaccion visible con el anticuerpo anti-VLGR, y con el anti
PCDH15 (Protocadherina 15) la reaccion fue muy débil (Figura 9C).
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Figura 8. Secciones de coéclea incluidas en parafina seriadas. A y B: Espira media coclear
tefiida con Nissl de hamster control (A) y de hamster GASH/Sal (B). C y D: Espira media
coclear inmunotefiida para visualizar la proteina SLITRK6 de hamster control (C) y GASH/Sal
(D).

La inmunotincién es mayor en todos los casos en los controles (Figura 8),
observandose como en el GASH queda reducida a las células de soporte,
siendo apenas visible en las células ciliadas, tanto internas como externas. La
figura 9 muestra un detalle a gran aumento de la inmunotincién para CDH 23

en la que se aprecia el patron general observado en todas las pruebas.
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CONTROL GASH/sal

A CDH23 B CDH23

C SLITRK6 D SLITRK6

E PCDH15 F PCDH15

Figura 9. Secciones de codclea incluidas en parafina e inmunoteiidas seriadas. A y B:
Inmunotinciéon para visualizar la proteina CDH23. C y D: Inmunotinciéon para visualizar la
proteina SLITRK®6. E y F: Inmunotincién para visualizar la proteina PCDH15.
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Figura 10. Secciones de céclea del GASH/Sal incluidas en parafina. Las células cilidadas
estan silueteadas para su comparaciéon. A: Espira media coclear tefiida con Nissl. B: Espira

media coclear inmunotefiida para visualizar la proteina CDH25.

5.1.3. Analisis de las espiras cocleares

Para la determinacion de las alteraciones anatémicas existentes, se extrajo una
céclea integra para su observacion anatémico — topografica y morfologica. Se
analizé el tamafio coclear de las muestras y las dimensiones de las diferentes
espiras como se puede ver en la figura 11, obteniendo un didmetro en la espira

basal de 2213 um, en la espira media de 1365 uym y en la espira apical 605 um.

Asimismo, se determind la longitud del eje, tomando el modiolo de referencia,

en 1728 pym y un diametro maximo de 1423 um.
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500 pm

Figura 11. Estructura de la céclea del GASH/Sal desde diferentes angulos de vision. A: Imagen
de microscopia Optica de las diferentes espiras obtenidas tras un corte paramodiolar (d1 =
espira basal; d2 = espira media; d3 = espira apical); B: Vision obtenida tras rotacién de la
muestra anterior 180° sobre su eje. C: Vista interna de la coclea sin estructuras 6seas; D:
Rotacién de la muestra anterior 180° sobre su eje (e = eje modiolar; d = diametro coclear
maximo); E: Visién dorsal desde el apex; F: Espiras basal y media con la estria vascular
delimitando la pared lateral.
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En la figura 12, se aprecian las espiras obtenidas (segun lo descrito en el
apartado 4.3.2.5 “Obtencién de espiras”) para su posterior tincion. Se puede
observar la espira basal con la region mas externa donde se ubican las CCE e

CCl y una parte interna limitrofe al modiolo correspondiente a las neuronas del

ganglio espiral que inervan la céclea.
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Figura 12. Diseccion de las cocleas del GASH/Sal. A: Fotografia en campo claro de la coclea y
espiras tras un corte paramodiolar; B: Microfotografia de la espira basal correspondiente al
recuadro en la imagen A; C y D: Microfotografias a mayor aumento mostrando el detalle del
recuadro correspondiente a las imagenes B y C, respectivamente. Obsérvese la disposiciéon de
las CCl y las CCE.

Siguiendo los pasos descritos en el apartado correspondiente a la tincién de
muestras, éstas fueron analizadas cualitativa y cuantitativamente.
Cualitativamente, se observé en las muestras tefiidas con DAPI como la
organizacion de las CCE era irregular y diferia entre las diferentes muestras
tefidas en cuanto a la disposicion de los nucleos celulares. En la Figura 13A,
se pueden apreciar separaciones entre las células, ausencias de determinadas
CCE y desorganizacion en la distribucion de las diferentes hileras, lo que

puede suponer una anomalia. Con respecto las células de Deiters, tefiidas con
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faloidina gracias a sus filamentos de actina (Figura 13B), destaca
principalmente la ausencia de alguna de dichas células. Cuantitativamente, se
seleccionaron las muestras y contabilizaron manualmente las CCl y CCE en
tinciones con DAPI, y una contabilizacién de las células de Deiters en las
muestras tenidas con faloidina (Figura 14A y 14B). Ademas, mediante faloidina,
fue posible observar las prolongaciones de las células de Deiters, las cuales se
imbrincan entre las CCE participando en la disposicion espacial de las mismas
(Figura 13C). Del mismo modo, con respecto a los estereocilios de las células
ciliadas, también formados por actina, se vio que estos presentaban una

desorganizacién en su disposicion (Figura 13D).

Tras el analisisde los datos de las diferentes muestras, se obtuvo obteniendo
una media de 10,5 CCI/100um y de 35,3 CCE /100um con una ratio CCE/CCI
de 3,36 (Tabla 5). Con respecto a las células de Deiters, éstas presentaron una
proporcion de 11,78 + 0,98 células por cada 100 um de longitud coclear (ver en
Tabla 5). De este modo, mediante una prueba ANOVA, se determiné que
existian diferencias significativas (p—valor = .000) entre las CCl y el resto de los

grupos (Figura 14).

Nl o o e i
célula Estadistico [ estadistico

CCl 11,9 10,5 0,65 0,42
CCE1 53 9,5 15,1 11,9 1,13 1,27
CCE2 31 75 14,4 11,7 1,30 1,68
CCE3 31 9.1 14,9 11,7 1,27 1,61
Célulasde 9 9.6 12,9 11,8 0,98 0,95
Deiters

Tabla 5. Estadistica descriptiva completa del numero de células por cada 100 micras de
longitud colear. Para la cuantificaciéon fueron clasificadas las células en CCI, CCE1, CCE2,
CCE3 como se muestra la figura A. En el caso de las células de Deiters se clasificaron y
cuantificaron como se muestra en la figura B. N = numero de fotografias analizadas.
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Figura 13. Distribucion de las células ciliadas y de soporte en la coéclea del GASH/Sal. A:
Microfotografia de epifluorescencia tefiida con mostrando los nucleos de las CCl y CCE.
Obsérvese la hilera de CCl y las tres hileras de CCE, separadas por el tunel de Corti. Nétese
que las CCI aparecen marcadas con el numero 1; la primera, segunda y tercera fila de CCE se
representan con el numero 2, 3 y 4, respectivamente. La imagen es representativa de la
identificacion utilizada durante el analisis cuantitativo del numero de células ciliadas por cada
100 um.B: Microfotografia mostrando una seccion tefida con faloidina mostrando diferente tipo
células de soporte. Con el numero 1 aparecen marcadas las células de Deiters contabilizadas
en la muestra. C: Microfotografia de una seccién coclear tefiida en faloidina en donde se
pueden apreciar las células de Deiters con sus procesos falangicos que se situarian entre las
CCE. D: Microfotografia en donde se aprecian los estereocilios de las CCIl. Obsérvese la
marcada desorganizacién estereociliar en las CCl del GASH/Sal (flechas).
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Figura 14. Grafico de barras de la media del nimero de células ciliadas internas (CCl), células
ciliadas externas (CCE1, CCE2 y CCE3) y de Deiters, contabilizadas en 100 ym de longitud
coclear. Las barras representan la media + SEM. Obsérvese diferencias significativas del
numero de CCI con respecto a los demas grupos. Analisis estadistico: prueba ANOVA de una
via, con prueba post hoc Bonferroni (p < .001***).

Del mismo modo, se analizaron unas muestras procesadas con anti-
parvalbumina, donde aparecian las CCI tefidas. Obtuvimos un numero medio
de 9,82 CCl/um, concordando con Ilos resultados obtenidos en Ia
contabilizacion con DAPI (Figura 15). Afadido a esto, se obtuvo una
inmunopositividad parcial para parvalbumina, viéndose como algunas de las

CCI no presentaban inmunotincion.
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Figura 15. Distribucion de las CCIl inmunopositivas para Parvalbumina. A y C: Microfografias
de epifluorescencia tefidas con DAPI donde se aprecian los nucleos de las células cocleares.
B y D: Microfografias de las mismas secciones mostradas en 12A y 12C, respectivamente.
Obsérvese la hilera de CCI (flechas) y las neuronas del ganglio espiral (asterisco)
inmunopositivas para Parvalbumina (en verde). E y F: Microfotografias a mayor aumento de
una seccion tenida con DAPI y anti-parvalbumina, respectivamente. G: Fotocomposicion de las
imagenes E y F mostrando la ausencia de inmunopositividad en determinadas CCI.

Por lo que respecta al analisis de la expresion de las proteinas de interés en la
mecanotransduccion, se estudiaron mediante tinciones que permitiesen la

detecciéon en donde éstas se expresaban.

En la figura 16, se aprecia cdmo la proteina VLGR1, visualizada mediante la
tincion correspondiente, se expresa entre las CCE. Igualmente, entre las CCE,

se observan terminales nerviosos immunotefiidos frente a sinaptofisina (SYP)
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que presumiblemente proceden del sistema olivococlear medial que inervan las
CCE.

Tunel /y\

de Corti \

Células
ciliadas
externas

Limbo
espiral

Figura 16. Inmunorreactividad para sinaptofisina y proteina VLGR1 en la coclea del
GASH/Sal. A: Microfotogrfia de epifluorescencia mostrando los nucleos de las CCE con DAPI.
Obsérvese la desorganizacion de las hileras de dichas células (asterisco); B: Microfografia de
la misma seccion de A mostrando inmunofluorescencia para sinaptofisina. Las flechas indican
los terminales presinapticos procedentes del haz olivococlear medial. C: Inmunotincién contra
la proteina VLGR1 para su visualizacién; D: Fotocomposicién de A y B, donde se muestra la
ubicacion de los terminales inmunomarcados con sinaptofisina en la regién de las CCE. E:
Fotocomposicion de A y C donde se observa la proteina VLGR1 en la region de las CCE
(flechas). F: Fotocomposicién de A, B y13 C.

Por otra parte, otra proteina de interés que se ha observado su expresion es la
CDH23. En la Figura 17 nuevamente se ven los nucleos tefidos con DAPI vy,

entre estos, zonas débilmente inmunoteinidas frente a CDH23 en una region
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compatible con la ubicacién de las uniones apicales de los estereocilios (Figura
17,By C).

externas

Células AR cdh23
A ///ciliadas

Células
ciliadas
internas

Limbo
espiral Tunel N

de Corti

Figura 17. Inmunorreactividad para CDH23 en la coclea del GASH/Sal. A: Se observan los
nucleos de las células cocleares tefiidos con DAPI; B: Inmunotincion contra cadherina (punta
de flecha) en la misma seccion observada en A; C: fotocomposicion de A y B muestra la
ubicacion de la proteina en la regiéon de las CCE. Obsérvese la débil inmunorreactivad para
CDH23 en dicha region.

5.2. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Conociendo los cambios en la regulacién se decidié estudiar las células

ciliadas del GASH/Sal con el microscopio electronico de barrido (MEB).

Figura 18: Panoramica de las cocleas de hamster procesadas para su visualizacion al
microscopio electrénico de barrido. A: control; B: GASH/Sal. Barra de calibracién: 500um.

Se observd tanto el érgano espiral (Corti) de los controles como el de los
GASH/Sal, con el fin de evaluar las variaciones existentes en la disposicién y
distribuciéon de las células ciliadas. El resultado de este estudio mostr6 en la

superficie del 6rgano una ordenacion de las estructuras semejante a las
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existentes en los animales normales, con las filas de células ciliadas externas
(CCE) en la superficie de la lamina reticular y la fila de células ciliadas internas
(CClI), separadas ambas ciliadas por la extremidad de las células de los pilares
(Figura 19).

Sin embargo, mientras que en los hamsteres controles (Figura 19A) los
elementos del 6érgano se mostraban en la habitual y ordenada organizacién de
estructuras cocleares, en los hamsteres GASH/Sal (Figura 19B) esta

disposicion desaparecia.

En los controles las células ciliadas externas (CCE) e internas (CClI),
mostraban una tipica morfologia con sus penachos de estereocilios con su
habitual ordenamiento en sus filas, con la estricta figura en uve de cada uno de
los penachos de las CCE, y con los estereocilios agrupados de las CCI
mostrando su normal homogeneidad, y su porte erguido en su recto o

ligeramente curvado trayecto (Figura 19A).

En los GASH/Sal se mostraba en ambas células ciliadas internas y externas
una grave alteracién de la disposicién en los estereocilios con pérdida de sus
mecanismos de unién. Asimismo, en las células ciliadas externas, en vez de la
distribucion lineal, presentaban una apariencia quebrada, con los penachos
agrupados en densidades diferentes sin la caracteristica forma en uve, con
esterocilios acortados sin orden y ocasionalmente desplomados sobre la

superficie apical de las CCI (Figura 19B).
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Figura 19: Fractura sagital de la céclea de hamster, mostrando el érgano de Corti en la espira
basal de la céclea visto con microscopia electrénica de barrido en controles (A) y en GASH/sal
en (B). Abreviaturas: Lr: lamina reticular; e: estereocilios; cce: células ciliadas externas; cci:
células ciliadas internas; Te: el tunel espiral; CD: células de Deiters; CP: células de los pilares;
MB: la membrana basilar: Mt; la lamina tectoria, fn; las fibras nerviosas, bH; la banda; cH: las
células de Hensen y M: la columela o modiolo. Barra de calibracion: 50um.

En los GASH/Sal (Figura 19B), aunque la disposicién es semejante a los
controles, todos los elementos de la porcion basal, como células ciliadas
internas (CCE) y externas (CCIl) muestran una grave alteracién en la

disposicion en los estereocilios con la aparicion de espacios separando los
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esterocilios (figura 19B,C y D), que proporciona en las células ciliadas externas
la desaparicion de la forma de uve, y en las CCI estereocilios acortados sin

orden, y ocasionalmente desplomados sobre la superficie apical de las CCI.

A mayores aumentos (figura 20), se observa la elevacién de los estereocilios
desde las CCE y las CCI. En las fotografias (figura 20A) pertenecientes a un
hamster control se muestra la disposicion de la trayectoria recta de los
penachos ciliares. En el caso de las CCE, estos penachos estan dispuestos en
grupos de tres filas de diferente altura en cada una de ellas, siendo los mas
largos los situados en la parte lateral y los mas cortos en la fila medial;

disminucién que se efectua en un gradiente regular.

En los GASH/Sal (figura 20; B, C y D), la linea de los penachos esta totalmente
alterada y en una disposicién quebrada en cada una de las hileras de las CCE.
En estas filas los penachos estan formados por estereocilios ocasionalmente
separados, mas delgados y con diferentes inclinaciones sobre la superficie
apical de las células, haciendo visible su irregular conformacion debido a la

pérdida de sus mecanismos de union (o anclaje).

La diferencia entre la longitud de los estereocilios de las CCE y las CCI es
bastante mas notable que entre los controles, diferencia también existente

entre el numero de estereocilios entre estas.

Con el MEB a mayores aumentos, se observa la propagacién de los

estereocilios desde las CCE y las CCI.

En la figura 20A, perteneciente a un hamster control; se muestra la disposicion
de la trayectoria recta (o muy ligeramente curvada) de los penachos ciliares.
Estos penachos estan dispuestos en grupos de tres filas de diferente altura en
cada una de ellas, siendo los mas largos los situados en la parte lateral y los
mas cortos en la fila medial mientras que en los GASH/sal, la linea de los
penachos esta totalmente alterada y en disposicidon quebrada en cada una de
las hileras estando los penachos formados por estereocilios separados, mas
delgados y con diferentes inclinaciones sobre la superficie apical de las células

debido a la pérdida de sus mecanismos de unién (o anclaje).
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La diferencia entre la longitud de los estereocilios de las CCE y las CCI es
bastante mas notable en GASH/Sal que entre los controles. Se diferencian
también el numero de estereocilios entre las diferentes imagenes y en algunos
casos, se observa que en GASH/Sal, los conjuntos de estereocilios en las

zonas apicales estan ausentes.

CONTROL GASH/sal

... Espira:basal

GASH/Sal
Espira media Espira apical

CcP

Figura 20. Fractura sagital de la céclea de hamster en controles y en GASH/sal a mayores
aumentos que en la figura 19. A: control; B, C y D: GASH/Sal. Abreviaturas: CCI: células
ciliadas internas; CCE: células ciliadas externas; CP: células pilares; CD: células de Deiters; e:
estereocilios. Barra de calibracion: 10um

La lamina reticular a mayores aumentos (Figura 21), nos proporciona una
vision de la superficie apical de las tres filas del borde apical de las células
ciliadas externas (CCE) entre las de las células falangicas de Deiters (CD), con
una superficie muy lisa; presentando sélo algunas pequenas elevaciones
correspondiente a microvellosidades aisladas (cabezas de flechas). Estas son
un poco mas frecuentes en las superficies celulares que rodean a las de la 22 y

32 fila, y fundamentalmente; en los limites celulares.
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En los animales control (Figura 21A) se observan los penachos estereociares
con la formacién de las habituales imagenes en uve de gran uniformidad o
largo de toda la hilera. Mas alla de las células de los pilares, esta el conjunto
que forman la hilera de la superficie apical de las CCl con sus penachos,
formados por estereocilios de direccion vertical o suavemente curvados
(flechas).

En los GASH/Sal (Figura 21B) se ha desorganizado la formacion regular de la
hilera de penachos de las CCE, donde se ha borrado la figura en uve, a la par
que se muestra la diferente longitud de los estereocilios (cabezas de flechas).
Es notable en estos animales la falta de adherencia en algunos puntos que
permiten inclinaciones de algunos estereocilios, con diferente angulacién; que
en algunos casos, llegan a desmoronarse sobre la superficie apical de las
células (asterisco). En ocasiones, dentro de la misma fila se muestran

estereocilios muy acortados.

En la fila de esterocilios internos, los penachos de las CCI tienen una
morfologia muy alterada; con la linea de los estereocilios sin formar regulares
penachos y con algunos de ellos muy acortados (cabezas de flechas).
Tampoco presentan los medios de wunidon habituales, apareciendo
desparramados con numerosas dehiscencias entre ellos (asteriscos) con

diferentes inclinaciones y desapareciendo en algunos puntos.
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Figura 21. Visién de la superficie apical a mayores aumentos de las tres filas del borde apical
de las células ciliadas externas entre las de las células falangicas de Deiters (CD) en Controles
(A) y GASH/Sal (B), y de la fila del borde apical de las células ciliadas internas en Controles (C
y D). Abreviaturas: CP: células pilares; CD: células de Deiters. Barra de calibracion: 5um

A mayor aumento, (Figura 22) se pueden estudiar las superficies celulares
apicales individualmente de las células ciliadas. En los animales controles, los
estereocilios de la superficie apical de las células ciliadas internas presentan
(Figura 22A) una clara tendencia a la verticalidad, con un agrupamiento
homogéneo y en general muy semejantes en altura, mientras que en el
GASH/Sal (Figuras 22 B), los estereocilios aparecen con diferente inclinacion,
altura y grosor, notdndose separaciones e inclinaciones que trazan, en vez de

la direccion vertical, trayectos casi horizontales.

En las células ciliadas externas de los hamsteres control (Figura 22C)
demuestran la regular distribucion de los penachos en tres filas de
estereocilios, ordenados en diferente altura en cada una de las filas, mientras
que en los hamsteres GASH/Sal (figuras 22D) los elementos del penacho son

mas delgados con curvaturas en su trayecto, con separaciones e inclinaciones
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debidas a la pérdida clara de sus medios de anclaje. A estos aumentos, se

observa claramente la destructuracion de los esterocilios.

Control GASH/Sal

Figura 22. Detalle de los estereocilios en las células ciliadas internas y externas del érgano de
Corti. Ay C; controles; B y D: GASH/Sal (Se aprecia la desorganizacion, tamafio irregular y
diferente grosor de los estereocilios del GASH/Sal en compasion con el hamster control.
Abreviaturas: CCE: células ciliadas externas; CCIl: células ciliadas internas. Barra de
calibracion: 1 um

El analisis morfolégico de la superficie de las células de soporte también
muestra una alteracién importante, pues el érgano de Corti de los controles
aparece con todos los elementos ordenados, con la estructura en mosaico de
las células de Deiters y de los pilares, donde la superficie apical de ambas
células, ciliadas y de Deiters se presenta lisa con algunas, muy escasas,

microvellosidades (Figura 23 Ay B)

En el GASH/Sal, los pilares estan deformados, desapareciendo su habitual
lisura transformada en una superficie irregularmente surcada por crestas y

valles (Figura 23C y 23D), donde las células de Deiters aparentan estar
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apiladas unas sobre otras. Otra variacion son las protrusiones nacidas en estas
células de Deiters junto con la abundancia en microvellosidades, no existentes
en los controles, que en las zonas donde se pueden observar la totalidad de las
células, se muestran anormales angulaciones en las prolongaciones falangicas
(Figura 23D).

En la figura 23 A se muestra el tunel espira (o de Corti), en una seccion sagital
del 6rgano de Corti, con la superficie apical y el cuerpo de las células de los
pilares interna y externa. Obsérvese la lamina reticular formada por las
extremidades de las prolongaciones falangicas (f) de las células de Deiters

junto con las de los pilares sosteniendo a las células ciliadas externas (CCE).

En la figura 23B, se observa una fila de células ciliadas externas perfectamente
alineada formando las uves con sus tres filas de sus estereocilios,
homogéneamente decreciente hacia medial entre las extremidades falangicas
(f). La superficie apical de ambas células, ciliadas y de Deiters se presenta lisa

con algunas, muy escasas, microvellosidades (cabeza de flecha).

En los GASH/Sal (figura 23C y 23D) se observa la lamina reticular con la
superficie apical formando un conjunto extremadamente desorganizado de la
superficie de las CCE, despareciendo la tipica formacion lineal de los penachos
estereociliares, donde en los grupos de cada célula desaparece la figura en
uve, y mostrandose las tres filas sin el paralelismo ni la diferencia en longitud,
con la visién de espacios que muestran la separacion entre los componentes
del penacho e inclinaciones variables en los esterocilios, a lo que se suma una
variacion en la densidad de estas estructuras. Las microvellosidades son
ademas mucho mas abundantes en la superficie apical de las extremidades

falangicas (Figura 23C).

En cuando a las células de Deiters de los GASH/Sal (figuras 23C y 23D), se
comprueba la presencia de angulaciones en sus prolongaciones falangicas.
También se aprecian convexidades apicales en estas células, que sobresalen
como una protrusion convexa en el conjunto epitelial. Estas elevaciones estan

revestidas por una capa de microvellosidades.
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Figura 23: Imagen del tunel espira (Corti) en una seccion sagital del érgano de corti de un
control (A); fila de células ciliadas externas perfectamente alineada formando las uves con sus
tres filas homogéneamente decreciente medialmente entre las extremidades falangicas de un
control(B);la lamina reticular con la superficie apical de las células de los pilares el conjunto
externamente desorganizado de la superficie de las células ciliadas externas de GASH/Sal (C);
prolongaciones falangicas de la células de Deiters de GASH/Sal, con angulaciones en su
trayecto (cabezas de flechas) (D). E: Ampliacién del asterisco negro de la figura C. Se
observan microvellosidades que no aperecen en el control. Abreviaturas: CPi: células de los
pilares internas; CPe: células de los pilares internas externas; F: prolongaciones falangicas de
las células de Deiters; CP: células pilares pilares; cce: células ciliadas externas.

En la morfologia de los animales GASH/Sal, hay que incluir unas variaciones
morfoldgicas de la banda de células ciliadas internas, ademas de la distorsion
existente en los estereocilios de sus penachos, como es la aparicién en las
areas adyacentes a los penachos de protrusiones, en general esféricas, de
aspecto secretor en la superficie apical, formando agrupaciones en la frontera
con la superficie apical de las células de los pilares (Figura 24). Estas
protrusiones parecen invadir también el territorio contiguo de estas células de

los pilares.
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Figura 24. Imagen de las células ciliadas internas de GASH/Sal (CCl) con inclinaciones, falta
del normal agrupamiento y con la aparicién en estas células de frecuentes protrusiones

(cabezas de flechas) en las superficies.

5.3. Estudio de la expresidén génica en el érgano de Corti

Evaluamos los niveles de transcripciones de diferentes genes involucrados en
la estructura y transmision de informacion sonora en la coclea. Todas las
determinaciones las hicimos en estado basal, libres de estimulacion acustica y
de ocurrencia de convulsiones, lo que nos permite verificar los antecedentes de

regulacion de estos genes en la estructura coclear

Genes relacionados con canales idnicos: Kcnq1, Kcnq4 y Cacnald.

En el estudio de los genes relacionados con los canales idnicos, Kcng1 mostro
una regulacion negativa en GASH/Sal en comparacion con el grupo de control
(Figura 25A), mientras que el gen Kcnq4 presentd una regulaciéon positiva en
los animales con propension a las crisis con respecto al grupo control (Figura

25A). El gen Cacna1d, sin embargo; no mostré diferencias transcripcionales
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Figura 25. Cantidades relativas de los transcritos en la coclea. A: Kenq1 (t = 4,426; p =
0,0002); B: Kcng4 (t = 2,303; p = 0,0342) C: Cacnald (t = 1.152; p = 0.2619). Eje X:
Cantidades relativas de ARNm en unidades arbitrarias. Eje Y: Grupos experimentales:
hamsters sirios (Control) y hamsters propensos a convulsiones (GASH/Sal). Las barras
representan la media + SEM. Analisis estadistico: prueba T de Student, *p < 0,05.
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Genes relacionados con la estria vascular: Pou4f3 y Gjb2.

Los dos genes estudiados que se expresan en la estria vascular, Pou4f3 y Gjb2;
mostraron una regulacién negativa en GASH/Sal en comparaciéon con el grupo de
control (Figura 26A-26B).
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Figura 26. Cantidades relativas de los transcritos en la céclea. A: Pou4f3 (t = 2.912; p =
0,0083); B: Gjb2 (t = 5.315; p < 0,0001) Eje X: Cantidades relativas de ARNm en unidades
arbitrarias. Eje Y: Grupos experimentales: hamsters sirios (Control) y hamsters propensos a
convulsiones (GASH/Sal). Las barras representan la media £+ SEM. Analisis estadistico: prueba
T de Student, *p <0,05.

Genes relacionados con la membrana tectoria: Otoa y Tecta.

Los dos genes estudiados cuya expresion se asocia con la membrana tectoria,
Otoa y Tecta; estaban infraexpresados en el modelo GASH/Sal en relacién con

el grupo control (Figura 27, A-B).
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Figura 27. Cantldades relatlvas de los transcritos aen la coclea. A: Otoa (t= 4,360; p = 0,0004).

B: Tecta (t= 8,221; p < 0,0001) Eje X: Cantidades relativas de ARNm en unidades arbitrarias.
Eje Y: Grupos experimentales: hamsters sirios (Control) y hamsters propensos a convulsiones
(GASH/Sal). Las barras representan la media + SEM. Analisis estadistico: prueba T de Student,
*p <0,05.

Genes relacionados con los estereocilios y con el canal de
mecanonotrasduccion: Cdh23, Pcdh15; Vigr1, Whrn; Myo7a, Tmc2 y
Ptprq.

De los genes relacionados con los estereocilios, sélo el gen Ptprq presentaba una
mayor expresion en el GASH/Sal con respecto a los controles, mientras que los
genes Cdh23, Pcdh15y Tmc2 mostraron una regulacion negativa en GASH/Sal en
comparacién con el grupo de control (Figuras 24A-B; 25F-G). Los genes Vigri,

Whrn, Myo7a no mostraron diferencias transcripcionales entre los grupos evaluados
(Figura 28C; 29A-B).
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Figura 28. Cantidades relativas de los transcritos en la céclea. A: Cdh23 (t= 4,692; p =
0,0001); B: Pcdh15 (t= 3,261; p = 0,0036); C: Vigr1 (t= 1,659; p = 0.1127); Eje X: Cantidades
relativas de ARNm en unidades arbitrarias. Eje Y: Grupos experimentales: hamsters sirios
(Control) y hamsters propensos a convulsiones (GASH/Sal). Las barras representan la media *
SEM. Analisis estadistico: prueba T de Student, *p <0,0.
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Figura 29. Cantidades relativas de los transcritos en la céclea. A: Whrn (t= 1,455; p = 0,1611);
B: Myo7a (t= 0,3408; p = 0,7368); C:Tmc2 (t = 4.082; p = 0,0005); D: Ptprq (t = 4,457; p =
0,0002): Eje X: Cantidades relativas de ARNm en unidades arbitrarias. Eje Y: Grupos
experimentales: hamsters sirios (Control) y hamsters propensos a convulsiones (GASH/Sal).
Las barras representan la media £+ SEM. Analisis estadistico: prueba T de Student, *p < 0,05.
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Otros genes relacionados con la céclea: Prestin, Slitrk6, Gipc3.

El gen Gipc3 mostré una regulacion positiva en el modelo GASH/Sal, y los
genes Prestin y Slitrk6 presentaron una regulacion negativa en el modelo

GASH/Sal en comparacion con el grupo control (Figuras 30A-30C).

Prestin
T w5 A
2
=
Z 1
(0.8
<
L
p=]
- 05
o
=
E -
w
o 0
CONTROL Gash/SAL
Slitrk4
~ 15 B
<
=
=
= 1
(0.8
<
L
g =]
T o0s
=
=
w
o -
0
CONTROL . GASH/Sal
Gipc3
_ 2 C
<
=
£ 1.5
=
(8.8
<( 1
L]
p=]
=
o
=05
=
©
0
CONTROL GASH/Sal

Figura 30. Cantidades relativas de los transcritos en la céclea. A: Prestin (t = 5,145; p <
0,0001); B: Slitrk6 (t= 2,847; p = 0,0111); C: Gipc3 (t= 2,919; p = 0,0088);. Eje X: Cantidades
relativas de ARNm en unidades arbitrarias. Eje Y: Grupos experimentales: hamsters sirios
(Control) y hamsters propensos a convulsiones (GASH/Sal). Las barras representan la media *
SEM. Analisis estadistico: prueba T de Student, *p < 0,05.
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5.4. Validacién de la mutacion en el gen Otoa

La variante del gen Otoa encontrada en el analisis del exoma, presenta un
cambio de la Timina por la Citosina en la posicion 77653451 del exdon 19
(Figura 31). Fue confirmadas por secuenciacion de Sanger en 5 GASH/ Sal y 5
hamsteres sirios controles (Figura 32). Esta variacién en un nucleotido origina

el cambio del aminoacido His por Arg en la posicion 641 de la proteina

Gen  Proteina codificada Reference Genome Poscion ~ Basede ~ Base  Consequencia  Impacto  Codonde  Cambiode Posicionenla  Nimerodelecturas  Frequencia el alelo

referencia  alternativa cambio  aminodcido  proteina  referencia  altertantiva alterado
Control ~ GASH/Sal ~ Control  GASH/Sal
Otoa otoancorin ~ NW_004801604.1 77653451 T C  Cambiodeaa Moderado  CAC/CGC H/Ar 641 338 0323 0 09%

Figura 31. Caracteristica de la variante del gen Otoa en el GASH/Sal. Resumen de la
mutacion y la consecuencia que tiene en la proteina resultante.

Otoo; NW_004801604.1; MesAur1.0 (GCF 000349665.1)
GTGCAGTGCTCTCACATCGATGCCATGAGTGCCCATGTCTTCTTGGCCCACTTCCAGTAT REFERENCIA MUTADO
A STIRACAMCITCICCCTOCITICACCAAATCAD B CCTCTEAGIGTGTG  CCTCTEGETGTGTG
GGAGAGTGACACAC ~ GGAGAGCGACACAC

Histidina Arginina
GTAAATTGTTTGGCATGGAATACTGGGAAGTT TCAAGGTCCTCCTTGCCACCATT
CCTCTTICGCCACCCTCCT
\J
c - ,
A A A A
Hamster ‘ | |
GTCCCGCTTTCTGACTTCAGTTCGTACCTCTRIRTCTGT control 7 i | | fr1) | \ |
GATCAGCCTCGOTAAGAGGCACTTGGACACCTTGGTTTTAGATTCCCATAA A | w n' 1 ) | A A
GGTCATCAGGAAGGTGCAACAGTGTCTG 1 ’F\ \ ‘l\ W \ \ AN 1 A Ay
J JUR TUN ALVITU UL J I

[ 2 A 1 A0 I T A

Hamster ! | |
- | |
GASH/Sal i N AL anhsd |

GATGOTGTCATTGCGGATGAGTACACTGTGG
ACGTTOTCGGAMACCTCCTOTGCCATTTGCCAGCCACCTTCATCGAGAGAGGGATCTCAC
CAGAGCCTGOOCTOCCOGCTCTGCATGGCCTCAGAGGCTGCACAGCTCTCAGCT

Figura 32. Polimorfismo del gen Otoa en el GASH/Sal. A: Secuencia del gen Otoa en
Mesocicetus auratus. El gen tiene 3303bp y codifica 1100 aa en un total de 29 exones. La
mutacion en el hamster GASH/Sal esta en la posicion 773451. B: Hay una sustitucion de A por

G, lo que implica un cambio de Histidina por Arginina. C: Validacion de la mutacidon del gen
Otoa mediante secuenciacion de Sanger.
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6 — DISCUSION
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6.1 Analisis morfolégicos

En nuestro trabajo, se ha proporcionado un conjunto de hechos morfolégicos y
moleculares del epitelio sensorial auditivo en contraste con el hamster sirio
dorado, considerado como control. Para ello, fue esencial un conocimiento
amplio de los controles, que sirviese como guia para valorar las alteraciones

tanto morfolégicas como moleculares presentes en el GASH/Sal.

Durante nuestras investigaciones, encontramos alteraciones morfoldgicas en la
céclea de GASH/Sal y una disminucion de la expresion de genes relacionadas
con un aumento decisivo del umbral auditivo (con reduccion de las reacciones

auditivas troncoencefalicas de la onda ).

En animales sanos, las células estereociliadas de la coclea estan distribuidas
en tres filas de CCE y una fila de CCI. Se asientan en la membrana basilar, que
oscila en respuesta a las ondas de presion sonora (Gillespie y Muller, 2009).
Las CCE responden a potenciales inducidos por el sonido para ejercer una
funcién de amplificador coclear y, por tanto, entre sus funciones destacan el
aumento de sensibilidad a niveles bajos de presion sonora, la selectividad
frecuencial y el adecuado rendimiento coclear (Ashmore, 2019; Santos-Sacchi,
2019). La relacién entre la pérdida de CCE y la capacidad de amplificacion
coclear aun no esta clara, pero se ha observado en ratas que, si la pérdida de
CCE es superior a 2/3 del total, la amplificacion se ve disminuida siempre y
cuando el resto de CCE se encuentren funcionales (Chen et al., 2008). Esto
puede implicar que, si el hamster GASH/Sal presenta anomalias
cuantitativas en el numero de CCE contabilizadas en el presente estudio, la
capacidad de amplificacion pueda estar reducida, contribuyendo a Ia
hipoacusia que presentan de manera congénita y hallada en estudios

previos mediante potenciales evocados troncoencefalicos (Mufnoz et al., 2017).

Se ha descrito la densidad de células ciliadas, tanto externas como internas, en
la céclea de otros roedores cuantificado que la coclea del hamster GASH/Sal

tiene
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35.3 CCE por cada 100 um, siendo esta proporcion entre el 5 y 20% menor que
los encontrados en otros roedores. Por el contrario, nuestro estudio ha mostrado
que las CCIl del GASH/Sal se encuentran en una proporcién de 10.5 por cada
100 um, siendo este resultado mayor que en la rata silvestre, la cepa Wistar y el
topo de Palestina. En cambio, las CCI del GASH/Sal presentan una proporcién
entre 2 y 13 % menor que las descritas en el ratén silvestre, el de campo y el
ratén de la linea NMRI, asi como en la rata negra, la rata topera y el topillo
(Burda et al., 1989; Lange et al., 2004).

En lo referente a la ratio CCE/CCI, se puede apreciar como los roedores

descritos poseen una mayor ratio que el GASH/Sal.

Aunque se mantenia la presencia de CCl y CCE, si bien diferente en cantidad
con respecto ha controles; se observaron alteraciones tales como la
desorganizacién de los componentes de la lamina reticular con una importante
modificacion de los penachos ciliares, una atrofia de la estria vascular y una
disminucién de las neuronas de ganglio espiral, como previamente descrito

(Sanchez-Benito et al.).

Estas alteraciones, pueden ser una de las causas primarias de las
modificaciones en la transmision glutaminérgica, que desencadenen la
propensién a los ataques epilépticos por estimulos acusticos en estos

animales.

A la desestructuracion en las células ciliadas del 6rgano de Corti descrita en los
GASH/Sal, hay que afadir la alteracion del alineamiento uniforme de los
penachos, la irregular cantidad del niumero de estereocilios que forman cada
uno de ellos, y el desdibujamiento de su habitual forma en V, en el caso de
CCE vy ligeramente curvadas, en CCI; con tres filas de decreciente altura y
visible pérdida de su mecanismos de anclaje favoreciendo la formacién de
espacios entre los elementos del penacho y el colapso de muchos, en varios

grados de intensidad.

La disposicion anarquica en las CCl es incompatible con la deflexion

sincronica de todos los estereocilios que determina la apertura y cierre de
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canales asociados a la mecanotransduccién. Estas alteraciones sugieren

problemas en el procesamiento y la propagacion de la informacion auditiva.

En el caso de las CCE, en muchos casos, las agrupaciones estaban
colapsadas y se veia que faltaban algunos estereocilios. Las mediciones
realizadas demostraron que, los que quedaban, eran significativamente
mayores en el animal epiléptico, como describe Sanchez-Benito et al. (2020).
Este alargamiento podria ser debido a algun tipo de mecanismo de

compensacion para intentar contactar con la membrana tectoria.

También, observamos una densidad menor de somas neuronales en el ganglio
espiral en comparacion con los normales, tal como se habia resaltado en

estudios previos (Sanchez-Benito et al.,., 2020).

Por otro lado, las células de Deiters aparecen expandidas y con unas
granulosidades muy peculiares. Estos defectos, los estereocilios y las células
de soporte, también han sido descritos en las ratas GEPR (GeneticallyEpilepsy-
Prone Rats) (Penny et al., 1983) y en los ratones BLSW (Black Swiss mouse)
(Charizopoulou et al., 2011),), por lo que estas alteraciones cocleares son

comunes a los modelos animales con convulsiones audidgenas.

En los controles, la funcion auditiva era normal y en consecuencia, los
principales elementos del conducto coclear, como el érgano de Corti, el ganglio
espiral, y la estria vascular se revelaron con su apariencia habitual (Kaltenbach
et al., 1994).

El desarrollo de la céclea del hamster ha sido estudiado ampliamente con
microscopia Optica y electrénica, sin embargo; la informacion sobre los

hamsteres adultos GASH/Sal, es todavia parcial.

Defectos morfolégicos y moleculares en céclea de los GASH/Sal revelan

una susceptibilidad a los ataques convulsivos audiégenos

No se conocen del todo los efectos de las alteraciones cocleares en el
entramado epiléptico de los modelos AGS (Audiogenic Seizures). En este
sentido, trabajos recientes de nuestro grupo, han demostrado que el GASH/Sal

tiene alterada la sensibilidad acustica, mostrando una alta elevaciéon del umbral
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de ABR vy variaciones en la DPOAE (Distortion Product Otoacoustic Emissions)
(Mufoz et al., 2017; Sanchez-Benito et al., 2017).

La pérdida de neuronas del ganglio espiral y la conservacién de células
ciliadas, como ocurre en los GASH/Sal, puede indicar una desaferentacion del
nervio auditivo y aunque no esta relacionada con exposicion a sonidos de
fuerte intensidad, puede compararse con la neuropatia coclear, donde se
observa dafio en las sinapsis cocleares sin pérdida de células sensoriales
auditivas. Esta neuropatia, sin embargo; se asocia con la exposicién a sonidos
de alta intensidad y al envejecimiento, donde se producen varias formas de
pérdida de audicion, acufenos e hiperacusia (revision de Liberman y Kujawa,
2017; Milloy et al, 2017).

Defectos moleculares y morfolégicos en la céclea de los GASH/Sal

revelan susceptibilidad a crisis convulsivas audiogenas (AGS)

En la actualidad existen datos que hacen considerar al coliculo inferior como el
lugar de inicio para las AGS en los modelos epilépticos de roedores (Faingold
et al., 1992; Garcia-Cairasco, 2002).

Tal como propusieron con anterioridad (Church y Kaltenbach, 1993), en
nuestras observaciones se han demostrado alteraciones provocadas por
actividad neuronal del coliculo. Los resultados obtenidos por nuestro
laboratorio, parecen indicar la existencia de una neuropatia coclear, con
disminucién de las fibras nerviosas el nervio auditivo (coclear), un descenso de
la sincronizacion de las descargas del nervio y una actividad neuronal

aberrante dentro del foco epileptogénico.

En estudios previos, se observaron alteraciones en de la estria vascular
(Sanchez-Benito et al., 2017), que en ocasiones se habian relacionado como
propios del envejecimiento y que cursan con pérdida de audicion y con
alteraciones de la homeostasis coclear (Schuknecht et al., 1974; Gratton y
Schulte, 1995; Patuzzi, 2011). Estas alteraciones de la homeostasis pueden
ser la causa de las modificaciones morfolégicas observadas con la MEB, al
encontrarse aumentos de microvellosidades y la aparicion de protrusiones

esféricas de diferente volumen, que se ha considerado un aumento de la
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secrecion en las células epiteliales que muestran estos fendmenos. A estas
formaciones se les ha dado la funcién de absorcion y de secrecion segun estén

aisladas (Martin y Spicer, 1973) o en asociacion con cilios (Dohrmann, 1970).
6.2 Estudios de expresién génica

La evaluacién del perfil transcripcional de los diferentes genes en la estructura
coclear en el modelo GASH/Sal y en los hamsteres sirios controles, mostré que

el gen Slitrk6 esta infra-expresado en el modelo GASH/Sal.

Este gen juega un papel fundamental en el desarrollo normal de la audicién y
de la vista (Tekin et al., 2013; Salime et al., 2018). En el desarrollo embrionario
del raton, mas alla del sistema nervioso central (CNS), se detecté expresion de
Slitrk6 en el otocisto primitivo, retina, coclea y en el primordio del 6rgano
visceral entre otros (Aruga, 2003). En el desarrollo del oido interno, Slitrk6 esta
fundamentalmente expresado en el neuroepitelio primitivo sensorial que mas

tarde se desarrolla en las células cocleares del oido (Aruga, 2003).

Slitrk6 se ha relacionado con sindromes de sordera y miopia en algunas
poblaciones (Aruga, 2003; Tekin et al., 2013; Salime et al., 2018). Hasta la
fecha, todos los pacientes citados con sordera y miopia tenian variantes Slitrk6

homocigoéticos sin sentido (Tekin et al., 2013).

El gen Gipc3 localizado en las células ciliadas del oido interno y en el ganglio
espiral estaba sobreexpresado en el modelo GASH/Sal. En su estudio,
Charizopoulou y colaboradores (Charizopoulou et al.,2011) mostraron una
mutacion sinsetido en el dominio PDZ del gen Gipc3 lo que supone un efecto
atenuante en la mecanotrasduccion y en la adquisicion de las corrientes
potasio de las células ciliadas del oido interno maduras. Estos autores sugieren
que la proteina codificada por este gen se necesita para la maduracion
postnatal de las células del oido y para su supervivencia a largo plazo, asi
como del ganglio espiral. Tiene una funcion critica en la adquisicién de la senal
acustica y en su propagacion en las células auditivas del oido (Charizopoulou
et al., 2011). Este gen, segun algunas citas, causa pérdida auditiva
sensorineural con la edad y diferentes mutaciones se asocian con pérdida

auditiva nonsindrémica (Rehman et al., 2011; Simarci et al., 2012; Ramzan, et
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al., 2013; Siddiqi et al., 2014; Asgharzarde et al., 2018 Khan et al., 2019).

El gen Prestina, infrarregulado en el modelo GASH/Sal; pertenece a una familia
de transportadores anionicos y se asocia con una sordera no-sindromica
(Dallos, 2008; Alper and Sharma, 2013). En mamiferos, la Prestina se localizar
en la membrana basolateral de las células ciliadas externas del oido (CCE), en
las cuales; actua como una proteina motor (Song and Santos-Sacchi, 2012;
Birke and Javelle, 2016). Las CCE son electro-mdviles y llevan a una
amplificacion coclear para mejorar la capacidad del individuo en la deteccion y
discriminacion de sonidos (Song and Santos-Sacchi, 2012; Bai et al., 2019). Es
decir; El gen Prestina es el responsable de esta electromotilidad que hace
cambiar la rigidez y la longitud de estas células, alterando su potencial de
membrana durante la transduccién auditiva (Dallos, 2008; Alper and Sharma,
2013). Por ello, este es generalmente considerado el responsable de, al menos
parte; la amplificacién de la senal coclear detectadas por los mecanismos de la

mecanotrasduccion estereociliar (Dallos et al., 2008; Alper and Sharma, 2013).

Dallos y colaboradores (2008), en su estudio con ratones con el gen Prestina
activado y desactivado, vieron que las células ciliadas del oido externo de los
ratones Knockin (activacion) tenian una longitud y una rigidez adecuada. Sin
embargo, estos ratones mostraron sensibilidad similar al modelo knockout
(Dallos et al., 2008). En los ratones knockout (bloqueo), se observé tanto una
pérdida completa de la electromotilidad como una reduccion del tamano de las
CCE (Takahashi et al., 2018). Otros estudios han mostrado que los ratones
knockout para la prestina presentan una pérdida prematura de las CCE, lo que
invita a pensar que el gen Prestin puede estar también involucrado en
mantenimiento y supervivencia de las CCE (Wu et al., 2004; Cheatham et al.,
2007, 2015; Takahashi et al., 2018). Estos datos muestran que una baja
funcionalidad y expresién de esta proteina puede afectar al procesamiento de

la informacion auditiva.

El gen Pou4f3 se encuentra infraexpresado en el modelo GASH/Sal. Los
experimentos con animales Knockout para el gen Pou4f3 indican un papel
crucial de este gen en la maturacién, supervivencia y migracién de las células

auditivas (Xiang et al, 1998). Mutaciones en el dominio POU causa pérdida
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auditiva en humanos y ratones como consecuencia de la pérdida de células
auditivas en el oido interno (Xiang et al, 1998) y 27 variantes del gen Pou4f3 se
han asociado con una pérdida no-sindromica autosdmica en diferentes
poblaciones humanas (Lin et al., 2017; Gao et al., 2018). El gen Pou4f3
codifica un factor de transcripcion y esta expresado en las células de la céclea
y del sistema vestibular del oido interno ademas de activar la transcripcion de
un gen downstream (hacia el extremo 3’) objetivo cuya expresion es necesaria
para el mantenimiento de las células ciliadas externas del oido (Zhang et al,
2016; He et al., 2016).

También hemos evaluado tres genes importantes relacionados con el reciclaje
de los iones potasio (K*) en la estructura coclear: Kecng4, kcnq1 'y Gjb2. Los
genes Gjb2 y Kcnq1 se infraexpresaron mientras el gen Kcng4 se
sobreexpres6 en la coclea del modelo GASH/Sal. Los genes Gjb2 y Kcnq1
estan expresados en la estria vascular del conducto coclear y el gen Kcnq4 en
las células del oido (HCs). La circulacion de K' es esencial para la
transduccion sensorial en la cdclea. Para mantener la hemostasia, el K que
entra en las células auditivas (HCs) debe retornar a la estria vascular a través
de las células de soporte del érgano de Corti (OC) (Carignano, 2019). En el
ciclo coclear, el K* disponible en la endolinfa entra en las células ciliadas del
oido y se libera a través de los canales basolaterales de las células del oido
HCs, especialmente el canal de potasio KCNQ4. El ion potasio K* puede ser
absorbido por los fibrocitos y transportado de célula a célula a través de las
uniones gap, incluyendo GJB2 (conexina 26), a las células intermedias de la
estria vascular. El K* es liberado desde las células intermedias al espacio
intraestrial que genera el potencial endococlear. Desde el espacio intraestriatal,
K" es absorbido por las células marginales de la estria vascular que lo liberan a
la endolinfa a través del canal potasio KCNQ1/KCNE1, momento en el que

termina el ciclo coclear (Wangemann, 2002: Carignano, 2019) (Ver Figura 33).
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Q KCNQ4

KCNQ1

Figura 33. Representacién del Ciclo del Potasio para la formacion del potencial endococlear. El
potasio entra en las células ciliadas externas, es captado por las células de Deiters para luego
transportarse desde los fibrocitos hasta las células marginales a través de las conexinas y ser
liberados a través de canales potasio a la Rampa media. Abreviaturas: k™: 16n potasio.

El gen Kcng4 codifica el principal canal potasio K* involucrado en la extrusion
de potasio desde las células externas del oido (CCEs) (Carignano, 2019:
Cazals, 2015: Grunet et al., 2003). Asi como Kcng4, Kcnq1 es también crucial
para el mantenimiento de la hemostasis K y generacion del potencial

endococlear en la endolinfa manteniendo la funcién auditiva (Wang, 2017).

El gen Gjb2 codifica la conexina 26, un componente de la unién gap en la
estria vascular de la coclea. La conexina 26 esta relacionada con el
metabolismo del potasio K™ y juega un papel fundamental en la sefializacion
intercelular (Terrinoni, 2010; Zainal 2012). El ciclo de potasio permite que
tengan lugar los procesos fisioldgicos de la audicion. Cambios en cualquiera de
los pasos del proceso pueden generar diferentes tipos de sordera (Carignano,
2019). Mutaciones en los genes Gjb2, Kcnq1y Kecng4 se asociaron con pérdida

auditiva no-sindrémica, un desorden autosémico recesivo llamado Jervell y el
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sindrome Lange—Nielsen, una pérdida auditiva no-sindrémica autosomico
dominante (Bussini, 2019; Vojdani, 2019; Cazals, 2015). La infraexpresion de

estos genes puede interferir en las concentraciones iénicas intracelulares.

Entre los genes cuya expresion tiene lugar en los estereocilios, el gen Ptpqr
estaba sobreexpresado mientras que Tmc2, Pcdh15 y Cdh23 estaban
infraexpresados. El gen Ptpqr codifica un receptor de la tirosina fosfatasa
(PTPRQ), que es una proteina de membrana localizada en la regién basal de
los estereocilios. PTPRQ juega un papel fundamental en la regulacion y
reorganizacion de los filamentos de actina, cambios en la forma de la célula y
formacion del eje conector. Ademas, parece mantener la organizacion de los
revestimientos de la superficie celular y la estructura de las hileras de
estereocilios (Sakuma, 2015). PTPRQ es esencial para la maduracion normal y
funcion de las hileras de estereocilios de la coclea. Sus mutaciones pueden
causar defectos de los estereocilios de las células auditivas, lo que lleva a una
pérdida auditiva sensorineural no sindromica (Talebi, 2017; Sakuma, 2015;
Whu, 2018).

La expresion de Tmc2 en la coclea se limita al desarrollo de las agrupaciones
de los estereocilios. Este gen codifica el canal transmembrana TMC2 que
constituye un canal mecanotransduccion complejo que incluye la proteina
PCDH15 entre otras (Kurima et al., 2015; Liu et al., 2019; Corey et al., 2019; Jia
et al., 2020). PCD15 y CDH23 constituyen los puentes apicales entre los
estereocilios y PCDH15 interacciona directamente con TMC2 (Corey et al.,
2019) Estos genes son necesarios para la transduccién sensorial que se
produce gracias a los canales idbnicos mecanosensitivos en los estereocilios en
las células ciliadas internas del oido. La mecanotransduccion MET es una
consecuencia de la desviacion de los estereocilios hacia la fila mas larga de
estereocilios, 1o que genera tensidn en los puentes apicales, abriendo los
canales y causando la despolarizacion de las células ciliadas del oido (Kurima
et al., 2015; Corey et al., 2019; Choudhary et al., 2020). En este aspecto,
presumiblemente, la infraexpresion tanto de Pcdh15 como de Cdh23, se
materializa con anomalias en dichas uniones dependientes de calcio haciendo
que estas sean menos eficientes, algo que con apoyan nuestros resultados

sobre inmunopositividad para parvalbumina. En los resultados se aprecia como
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las células son inmunopositivas de manera parcial, lo que puede ser indicativo

de una inadecuada mecanotransduccion.

Por otro lado, se conoce que las mutaciones en los genes Pcdh15y Cdh23 son
responsables del Sindrome Usher tipo 1 que se caracteriza por ceguera y una
forma de sordera autosémica no-sindrémica recesiva denominada DFNB12
(Han et al, 2012; Mathur, 2015). Estudios publicados previamente demuestran
la falta de organizacion de los estereocilios durante el desarrollo en ausencia de
PCDH15, al comprometer el papel de la proteina LHFPL5 (proteina de
membrana tetraspanina de los estereocilios de las células ciliadas) con la que
su interaccion es crucial en los tip links en las células ciliadas de la céclea
(Ge et al., 2018; Mahendrasingam et al., 2017). Estos estudios concuerdan con
los datos publicados por Sanchez-Benito et al., (2020), donde se muestra la falta
de un adecuado orden y desarrollo estereociliar en el GASH/Sal y también
concuerdan con el presente estudio, donde se observa la infraexpresion de
PCDH15 detectada mediante RT-gPCR de la céclea del GASH/Sal frente a
controles. Por tanto, nuestros resultados apoyan los estudios previos y podrian
explicar la hipoacusia presente en el GASH/Sal, pudiendo estar afectada tanto
la transduccion por anomalias de las CCIl como la funcién de amplificacion
coclear de las CCE debido al déficit de PCDH15.

Otros genes que codifican proteinas estereociliares estudiados, Vigr1, Whrn 'y
Myo7a, no presentan cambios significativos en su expresidén génica en relacion
a los controles, por lo que no hemos ahondado en su estudio. Ademas, la
ausencia de diferencias en la expresién génica no implica que la proteina no
esté alterada, ya que aspectos como su estabilidad o tasa de recambio podrian

presentar alguna anomalia y ser causantes de las alteraciones encontradas.

Los genes Tecta y Otfoa de la membrana tectoria. EI gen Tecta codifica la
proteina alpha-tectorin (TECTA), una proteina modular no-colagénica de la
membrana tectoria (Moreno-Pelayo, 2008; Legan, 2013) mientras que el gen
Otoa codifica la proteina (OTOA) necesaria para la unién limboespiral de la
membrana tectoria en el oido interno (Lukashkin et al., 2012). Tecta es el gen

que se ha citado con mayor frecuencia como causante de la hipoacusia
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neurosensorial de frecuencia media, pero mutaciones también llevan a otras

formas de hipoacusias no sindrémicas (Yamamoto, 2017).

Respecto a la mutacion del gen Otoa, no se ha encontrado informacion para
asignar un papel al residuo His641, ni descrita esta mutacion en la literatura.
Sin embargo, mutaciones en este gen también llevan a otras formas de
hipoacusias no sindromicas, comunes en individuos con mutaciones en el gen
Otoa (Lee et al., 2013; Kim et al., 2019) (Moreno-Pelayo, 2008; Yasukawa,
2019). La pérdida de audicion en pacientes con mutaciones de Otoa se cree
que es causada por un defecto en la estimulacion de las células ciliadas
internas provocada por la desunion de la membrana tectoria del limbo espiral.
La mutacion del gen Otoa encontrada en nuestro modelo puede que contribuya
mas a la hipoacusia del mismo que a la génesis de crisis convulsivas

audiogenas.
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7 — CONCLUSIONES
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Primera- Se han encontrado alteraciones morfolégicas en las células

sensoriales del 6rgano de Corti y en las células adyacentes.

Segunda- El 6rgano de Corti del GASH/Sal presenta pérdida de células ciliadas
y del patrén estereociiar, alargamiento de algunos estereocilios y anomalias en

las células de Deiters.

Tercera- Los defectos encontrados en los estereocilios y en las células de
soporte coinciden con los descritos en otros modelos animales con epilepsia

audiogena.

Cuarta- Las anomalias numéricas encontradas en las células ciliadas internas

pudieran contribuir a la hipoacusia presente en el GASH/Sal

Quinta- El déficit de proteinas de unidn estereociliar puede afectar a la
mecanotransducion y a la amplificacién coclear, lo que repercute en la
sensibilidad auditiva de GASH/Sal.

Sexta- Se valida la mutacion del gen Otoa, codificante de la proteina
otoancorina en la linea de hamsteres GASH/Sal. Este hecho, unido a la menor
expresion génica en la céclea, refuerza el cuadro de hipoacusia de los
GASH/Sal.

Séptima- Hay una menor expresion de genes codificantes de proteinas
implicadas en la morfofuncionalidad del 6rgano de Corti en el GASH/Sal,

haciéndole particularmente susceptible a las convulsiones audiogénicas.
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los animales, habiendo examinado a su vez las situaciones y excepciones que
contempla la ley

- No es necesaria la evaluacion retrospectiva del proyecto

- Se ha garantizado la inexistencia de conflicto de intereses en los casos que
existieran, con respecto al proyecto evaluado tal como se contempla en los estatutos
del comité

- Asesoramiento de expertos externos: NO

Salamanca a 28 de febrero de 2018

Fdo.: Luis Mufioz Pascua "/ Fdo: Jose Julian Calvo Andrés
Secretario del CBE Presidente del CBE
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Informe de Eval ectos de | encia (RD 53/013):

Organo Habilitado: Comité de Biodtca de la Universidad de Salamanca

Titule del Proyecto: Busqueda de nuevos biomarcadores moleculares para deteccidn de la
epileptoganesis

Nomero de Registro: 375

Investigador(a) principal: M* Dolores Lopez Garcia

Resultado de la Evaluacion: Faverable

La informacin presentada referente al proyecto resefado cumple los requisitos del RD
5313 en cuanto a:

Los objetivos del proyecto se encuentran justificados desde un punto cientifico o
docente, o legal astando justificado &l uso de animales vivas.

Su dsefio procedimental respeta los principks de humanidad con los animales y
cuidado del medio ambiente

Se eslima que los pasibles beneficos cientificos o el valor docente ded mismo son
adecuados

Los procedimientos expenmentales plamesdos se encuentran disefados de
conlormidad con los requisilos de reemplazo, reduccion y refinamiento

El proyecto esta clasdicado segun su grado de severidad y tipificacitn contemplada
an la ley.

Se ha realzado un andlisis de daflo-beneficlo, contemplando el poshle beneficia
obtenido para la salud humana, animal 0 & medio amblente, en funcion de los
abjetivas propuesios y e numero y gravedad de s procedimientos empleados con
los animales, habiendo examinado & su vez las sRuacNes y excépdanes que
contempla la ley

No &5 necesarna b evaluacién retrospectiva del proyecto

Se ha garamizedo 18 inexstenca de conflicto de intereses en ke casos que
axisharan, con respacto al proyecto evaluado tal como se contempla en los estatitos
del comite

Asescramiento de expertos extemnos: NO

lamanca a 22 de marzo de 2019
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Fdo.. Luis Mulvoz de |8 Pagcua <

-2 Fdo: Jose Julidn Calvo Andrés
Secretario del CBE Presikents del CBE
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