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RESUMEN

Partiendo de la anatomia vy fisiologia de dos sistemas especializados coexistentes
en el oido interno, el sistema auditivo y el sistema vestibular, se describe el
proceso de mecanotransduccion, es decir, el proceso de conversion de energia
mecénica a sefiales eléctricas, hasta abordar los canales de transduccion
mecanoeléctrica sensorial, canales ionicos activados mecanicamente por la
deflexion del haz ciliar de las células ciliadas presentes en ambos sistemas.
Asimismo, se resaltan algunas de sus propiedades y las proteinas mas
renombradas que lo conforman (TMC, TMHS y TMIE). Para concluir, se
mencionan los resultados de un grupo de investigadores donde destacan los

efectos de los bloqueadores de canales MET en las células ciliadas.



I. Introduccion

Los sistemas sensoriales estan exquisitamente adaptados para detectar
informacion del entorno externo, tal es el caso del sistema auditivo y el sistema
vestibular. Ambos sistemas, para poder transmitir su informacion hacia el sistema
nervioso central (SNC), requieren de un proceso de conversion de energia

mecanica a energia eléctrica, es decir, un proceso de mecanotransduccion.

Estudios han proporcionado evidencia de que las células mecanorreceptoras de
estos sistemas sensoriales expresan varios canales ionicos distintos
molecularmente con funciones diferentes, uno de ellos es el canal de transduccion

mecanoeléctrica o canal MET.

Por ello, a lo largo de este proyecto se expondra cédmo se lleva a cabo dicha
conversion doéonde se lograra apreciar la participacibn de otros fendémenos
anatomicos, fisioldgicos, quimicos e hidrodinamicos. Asimismo, se profundizara en
destacar el papel de los canales MET, sus propiedades biofisicas y su

composicion molecular conocida hasta la elaboracion de este trabajo.



II. Justificacion

Para el ser humano, el sistema auditivo y el sistema vestibular son de los sistemas
especializados de mayor relevancia cultural y evolutiva. En ambos sistemas estan
presentes las células ciliadas mecanosensoriales, cuyas proyecciones de
estereocilios, interconectados por las uniones de punta, son las encargadas de
percibir las vibraciones del medio externo y convertirlas en sefales eléctricas a

través del control de apertura de los canales de transduccion mecanoeléctrica.

Recientemente se ha logrado un progreso espectacular en la comprension de los
mecanismos moleculares que regulan el desarrollo y la funcién de los érganos de
ambos sistemas, esto ha llevado a la identificacibn de componentes de la

compleja maquinaria de mecanotransduccion.

En el Laboratorio de Neurobiologia del Instituto de Fisiologia, se experimenta tanto
con el sistema auditivo como con el sistema vestibular; por ello, me resulta
relevante recopilar esta informacion relacionada con el proceso de
mecanotransduccion y los canales sensoriales involucrados, esperando sirva

como una herramienta de consulta para futuros proyectos.



II1. Estado del arte

Oido interno

Anatémicamente, el oido interno se compone de una serie de cavidades ubicadas
en la regién petrosa del hueso temporal. A este espacio se le denomina laberinto
0seo y se encarga de proteger en su interior al laberinto membranoso. Este ultimo,
es un tubo largo epitelial diferenciado localmente en estructuras sensoriales: la
coclea (laberinto anterior), donde se produce la transformacion de la onda sonora
en impulsos nerviosos y el analisis de los sonidos; y el laberinto posterior, donde
se alojan los 6rganos del sistema vestibular periférico del sentido del equilibrio
(Figura 1) (Sauvage, 2000).
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Figura 1. Vista lateral del laberinto membranoso (modificado de Sauvage, 2000).

Entre el laberinto 6seo y el membranoso se encuentra la perilinfa, un ultrafiltrado
sanguineo que bafia la parte basal de las células sensoriales, mientras, en el
interior del laberinto membranoso existe otro liquido denominado endolinfa, de
composicién similar a la del citoplasma neuronal, producido por una estructura
llamada estria vascular y que cubre la porcion apical de las células. El sistema
perilinfatico desemboca en el espacio subaracnoideo a través del acueducto
coclear, mientras que la endolinfa viaja a lo largo del ducto endolinfatico y se
reabsorbe en el saco endolinfatico, ubicado en el espacio epidural (Correia y
Guedry, 1998; Rodriguez, 2006).



La endolinfa es rica en K* (150-180 mM) y CI" (~150 mM) y pobre en Na* (~1 mM).
Estas concentraciones son similares en las distintas partes del sistema
endolinfatico de diferentes especies (Tabla 1). Entre los otros componentes de la
endolinfa (estudiado sobre todo en la coéclea), se observan las siguientes
concentraciones: Ca®* (0.02 mM en céclea, 0.2 mM en vestibulo), Mg®* (0.01 mM
en céclea), proteinas (0.6 g/l en céclea) y glucosa (<0.6 mM en céclea), valores
mucho mas bajos comparados con la perilinfa y el plasma. En cambio, el pH de la
endolinfa es parecido al de la perilinfa. Otra peculiaridad de este liquido es que la
endolinfa es hiperosmdética (330 mOsm/l) respecto a la perilinfa y al plasma
(Ferrary, 2007; Koppl, 2018).

Tabla 1. Concentracion iénica de los liquidos laberinticos (mM).

Endolinfa Perilinfa
Na* K* ca“* Na* K* ca‘’
Peces 120 80 5 120 5 3
Anfibios 2.5 101 0.35 100 1.8 3.7
Reptiles é? 140 0.30 110 5 2.3
Aves ? 141 0.23 144 20 2.3
Mamiferos
) 10 107 0.25 141 20 e?
(vestibulo)
Mamiferos
) 1.3 157 0.023 148 8.3 1.3
(coclea)

En la perilinfa, el cation principal es el Na* (140 mM) y el anién principal es el CI
(120 mM), mientras que la concentracion de proteinas es baja (~2 g/l). Existen
diferencias de composicion entre la perilinfa de las rampas vestibular y timpanica:
las concentraciones de K*, proteinas, aminoacidos y glucosa (~4 mM) son mas
elevadas en la perilinfa vestibular que en la timpanica. La diferencia de
composicién iénica entre los liquidos laberinticos resulta en el potencial
endococlear, y coadyuva a la despolarizacion e hiperpolarizacion de las células
sensoriales (Ferrary, 2007).



Sistema auditivo: Anatomia y fisiologia

La audicidon es un proceso sensorial especializado mediante el cual el ser vivo
recibe y analiza el sonido, que puede definirse como las ondas sinusoidales
producidas por las vibraciones de los cuerpos. Este sentido permite la recepcion
de los sonidos del medio, da lugar a la comunicacion entre los animales y

contribuye a la supervivencia del individuo (Gil-Carcedo et al., 2002).

El sistema auditivo se compone por el sistema auditivo periférico (oido externo,
oido medio y oido interno) y la via auditiva. El sonido se transmite mecanicamente
desde el oido externo y el medio al oido interno. El oido interno responde a
vibraciones inducidas por el sonido de menos de un nanémetro, puede amplificar
sefales en mas de 100 veces y tiene un amplio rango dinamico que permite a los
humanos percibir frecuencias de 20 Hz a 20 kHz. Para este proceso, los
vertebrados superiores, en particular los mamiferos, han desarrollado un 6rgano

receptor localizado en el oido interno: la céclea (Gil-Loyzaga y Pujol 2005).

La céclea es una estructura 6sea enrollada en espiral que contiene al receptor
auditivo. Su parte mas pequefia y prominente se llama apex, mientras que la mas
amplia y plana es la base. La coclea (Figura 2-A) esta segmentada en su parte
interior por dos membranas que la dividen en tres rampas espirales y paralelas. La
rampa central o coclear, baflada por endolinfa, contiene al receptor auditivo, el
organo de Corti. Por encima y debajo de ella se encuentran las rampas vestibular
y timpdnica, respectivamente, éstas contienen perilinfa y se comunican en el
helicotrema del apex. La rampa coclear tiene forma de triangulo: el receptor
auditivo (base), la estria vascular y el ligamento espiral (pared lateral) y la
membrana de Reissner (pared superior o interna) (Gil-Loyzaga y Pujol 2005).

El 6rgano de Corti (Figura 2-B) es un receptor neuroepitelial que alberga alrededor
de 16,000 células ciliadas y de soporte situadas a ambos lados del tunel de Corti.
Estas células tienen un citoesqueleto muy desarrollado, con microfilamentos y
microtubulos organizados en haces esterociliares. Una matriz extracelular de

glucoproteinas, la membrana tectoria, cubre la superficie apical del érgano de



Corti y esta adherida a los cilios. Los cuerpos celulares de las células ciliadas
forman conexiones estrechas con las células de soporte, que a su vez se adhieren
en su superficie basal a una matriz extracelular adicional, la membrana basilar
(Rodriguez, 2006; Gil-Loyzaga y Pujol, 2005).
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Figura 2. (A) Seccidn transversal de la cdclea (B) Organo de Corti (modificado de Gil-Loyzaga y

Pujol 2005). CCl: Células ciliadas internas; CCE: Células ciliadas externas.

Debido a los cambios graduales en las caracteristicas del 6rgano de Corti, como la
altura de los estereocilios y el ancho y el grosor de la membrana basilar, las
células ciliadas en diferentes posiciones a lo largo del conducto coclear estan
sintonizadas a diferentes frecuencias: las células ciliadas en la base del conducto
responden a las frecuencias mas altas, mientras que las del apice a las

frecuencias mas bajas (Ricci, et al., 2003).
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Células ciliadas cocleares

Las células ciliadas, tanto cocleares como vestibulares, poseen una
especializacion morfolégica extraordinaria: el haz ciliar. Los estereocilios, poseen
un denso citoesqueleto de actina que aporta rigidez y un estrechamiento sobre su
inserciébn en la membrana apical de la célula que funciona como una bisagra,
estan dispuestos en hileras con una longitud que se incrementa escalonadamente
hacia el kinocilio, un cilio verdadero con un arreglo caracteristico de microtubulos
formado por nueve pares periféricos y un par central, y se encuentran unidos entre
si por proteinas denominadas uniones de punta o tip-links (Figura 3), de gran

importancia en la activacion celular (Pickles et al., 1984; Hudspeth, 2000).

Los mamiferos adultos tienen dos tipos morfoldgica y funcionalmente distintos de
células ciliadas sensoriales cocleares con funciones complementarias en la

transduccioén auditiva:

Células ciliadas internas (CCI): (3,500 en humanos) Células piriformes cuyo polo

apical contiene una placa cuticular glucoproteica en la que se anclan un centenar
de estereocilios. Una sola fila de estas células forma la estructura sensorial
primaria que transmite toda la informacion sonora a las fibras aferentes. Su

potencial de reposo es de -30 a -45 mV.

Células ciliadas externas (CCE): (12,000 en humanos) Tienen forma cilindrica

regular, se disponen en tres hileras a lo largo de la espiral coclear, siendo mas
cortas en la base que en el apex. Poseen un potencial de -70 mV.

Particularmente, cuando las CCE se despolarizan se producen dos fendmenos: 1)
la generacién del potencial microfénico coclear, de muy baja latencia, que
reproduce y amplifica la onda sonora recibida, y 2) su contraccion, que influye en
la micromecanica del receptor. Ademas, tras su estimulacién, las CCE se contraen
y alargan su cuerpo gracias a la presencia en su cara basolateral de la proteina

motora prestina; hasta el momento, se considera que esta electromotilidad
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coadyuve a la amplificacion coclear (Hudspeth, 2000; Robles y Ruggero, 2001;
Johnson, 2021).
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Figura 3. Seccion transversal de la superficie apical de una célula ciliada. Se destacan el kinocilio,

estereocilios y algunas de las uniones del haz ciliar (modificado de Schwander, 2010).

En cuanto a su sinapsis, las fibras aferentes provenientes de las neuronas del
ganglio espiral o de Corti (NGS, 30 000 en el ser humano) se clasifican en dos

tipos: las fibras de tipo 1 y tipo Il (Gil-Loyzaga y Pujol, 2005).

Las fibras de tipo | constituyen el 95 % de las NGS que inervan la céclea y entran
en contacto con las CCI desde el nacimiento en los ratones, mostrando un patrén
altamente ramificado haciendo sinapsis con varias CCI y también con CCE. Este
patrén de cableado inicial sufre un refinamiento progresivo durante los primeros
dias posnatales hasta alcanzar la configuracion neuronal bipolar caracteristica
durante la segunda semana posnatal. En la coclea adulta, cada CCI esta inervada
por varias NGS de tipo I, y cada neurona forma un unico contacto en forma de
boton yuxtapuesto a una Unica cinta presinaptica, cada célula ciliada es el destino
de aproximadamente 10-30 botones terminales dendriticos de las aferentes tipo |,

aunque cada neurona solo contacta a una CCI. Esta bien establecido que las NGS
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que inervan una CCI determinada varian considerablemente en sus umbrales,
tasas de disparo espontdneo y rangos de operacion. Se cree que tal diversidad
facilita la codificaciébn temporal precisa de los estimulos acusticos en un amplio

rango de intensidades de sonido (Johnson, 2021).

Las CCE hacen alrededor de 3 a 5 contactos sinapticos con las fibras aferentes de
tipo Il que, en contraste con las de tipo |, son fibras amielinicas de pequefio calibre
y forman arborizaciones extensas con docenas de CCE. Su funcion aun se
desconoce debido a su escasez (constituyen el 5 % de las NGS que inervan la
coclea) y a que son dificiles de identificar y registrar. Sin embargo, con base en
datos experimentales recientes, la funcibn mas probable parece ser como

nociceptores cocleares (Johnson, 2021).

Por otro lado, las fibras eferentes, procedentes de las neuronas del complejo olivar
superior, viajan a través de dos fasciculos, el eferente lateral o el eferente medial.
Las fibras del eferente lateral son amielinicas y establecen sinapsis axodentriticas
con las fibras aferentes tipo I, bajo las CCI. En los botones terminales, que tienen
vesiculas claras y granulosas, coexisten neurotransmisores como: acetilcolina
(Ach), acido y-aminobutirico (GABA), dopamina y neuropéptidos (encefalinas,
dinorfinas y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina [CGRP]). El
eferente medial lo constituyen fibras mielinicas que forman sinapsis axosomaticas
con el polo basal de las CCE. Los botones terminales tienen muchas vesiculas
claras que contienen ACh y CGRP, aunque en el apex coclear también se ha
identificado GABA. Las fibras serotoninérgicas que alcanzan la céclea parecen
tener su origen en neuronas propias de tronco del encéfalo y proyectan sobre las
CCly las CCE (Gil-Loyzaga y Pujol, 2005).

Mecdnica coclear

La coclea tiene como papel fundamental la transformacion de las vibraciones
mecanicas, transmitidas por la cadena de huesecillos del oido medio a la
membrana de la ventana oval, en un mensaje neuronal auditivo destinado al SNC

(Figura 4). La cdclea realiza un primer analisis de la frecuencia y de la intensidad
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(hasta 130 dB) del sonido, con una discriminacion temporal de 1 ms (Dallos,
1981).

Las vibraciones de la membrana oval se transmiten en forma de una onda de
presion que se propaga por la perilinfa haciendo oscilar las membranas basilar y
de Reissner y el receptor auditivo. EI movimiento ondulatorio producido es
sincrénico con la frecuencia del estimulo sonoro. La ondulacion de la membrana

basilar viaja desde la ventana oval hasta el helicotrema (Rodriguez, 2006).

Con la vibracién de la membrana basilar, el érgano de Corti se ve desplazado
sucesivamente de arriba hacia abajo. Este movimiento es mas amplio cuanto mas
externo es el punto de la membrana que se considera. Con estos movimientos, los
cilios, en contacto intimo con la membrana tectoria, se angulan recuperando luego
su posicion (Uribe, 2005).

La membrana de las células ciliadas, al recibir el estimulo mecanico producido por
el movimiento de los cilios y de la placa cuticular, varia su permeabilidad al paso
de iones. La permeabilidad de la membrana celular en las zonas apicales de las
células se modifica en relacion directa con la deflexion de los cilios. Es decir,
cuando se angulan los cilios varia la resistencia eléctrica de la membrana celular,
conduciendo a una modificacion del potencial de reposo de las células ciliadas
(Dallos, 1981).

Ventana oval Rampa

tibul
Estribo vestibular Membrana

l basilar
> >

Apex
Base <__——’T P
- I Helicotrema
Ventana Rampa
redonda timpanica

Figura 4. Esquema de la mecdnica coclear. Las flechas punteadas indican la direccion de la onda

viajera.
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Sistema Vestibular: Anatomia y fisiologia

El movimiento, entendido como la capacidad de los animales de cambiar de
posicion en relacion con su entorno inanimado, requiere del conocimiento continuo
de la situacion postural del individuo respecto al espacio. Para ello, existen
distintos sistemas sensoriales, algunos mas complejos que otros, que gracias a
sus estructuras especificas y funciones integradoras nos garantizan el equilibrio

estatico y dindmico (Escudero y Delgado, 2005).

De entre los sistemas sensoriales, el sistema vestibular (Figura 5), inmerso en las
estructuras 6seas que rodean el cerebro, es el encargado de proporcionar la
informacion que el SNC requiere para determinar la posicion de la cabeza con
relacion a la fuerza de gravedad, asi como la velocidad de los desplazamientos

lineales y angulares de la misma (Flores et al., 2001).

Clasicamente dentro del sistema vestibular se diferencia una parte periférica,
compuesta por los receptores periféricos y la vias aferentes y eferentes primarias,
y otra central formada por los nucleos vestibulares y sus conexiones secundarias

con el cértex cerebral y otras regiones encefélicas (Bartual, 1980).

El laberinto membranoso posterior estd conformado por los érganos otoliticos, el
utriculo y el saculo, que tienen como funcion el mantenimiento de la posicion de la
cabeza y del cuerpo en el espacio y se activan principalmente por la direccion y
magnitud de la aceleracion lineal de la cabeza, incluyendo la producida por la
fuerza de la gravedad, y los conductos semicirculares (anterior, posterior y lateral),
dispuestos de manera ortogonal entre si, detectan la aceleracion angular del
movimiento producido por la rotacion de la cabeza en cualquier plano del espacio
(Dickman et al., 2017).

Al extremo anterior de cada conducto se presenta una dilatacion denominada
ampula. En las ampulas se forman las crestas, neuroepitelio donde descansan las
células ciliadas sensoriales de este sistema, cuyos cilios protruyen en una masa
gelatinosa, la cupula, extendida hasta el techo del ampula actuando como un sello
hermético (Dickman et al., 2017).
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Figura 5. Anatomia del sistema vestibular periférico de mamiferos (modificado de Dickman, 2017).
CSA: Conducto semicircular anterior; CSP: Conducto semicircular posterior; CSL: Conducto

semicircular lateral; U: Utriculo.

Por otro lado, al interior utriculo-sacular, tenemos al neuroepitelio denominado
maculas del utriculo y el saculo, sobre ellas descansan las células sensoriales.
Encima de éstas se disponen la otoconia (cristales inorganicos de carbonato
calcico) englobada en una masa gelatinosa para formar la membrana otolitica
(Vidal et al., 2015).

Los conductos utricular y sacular dan origen al conducto endolinfético, el cual se
prolonga hasta el saco endolinfatico. El saco endolinfatico es considerado una
estructura de regulaciébn y proteccion, ya que puede reabsorber y secretar
sustancias, por ejemplo, es capaz de reabsorber la endolinfa y secretar
macromoléculas; en cuanto a la proteccidn, se encarga de regular a las células del

sistema inmunoldgico (Bartual, 1980).

Células ciliadas vestibulares

Las células ciliadas (Figura 6) hacen sinapsis con neuronas aferentes de tipo
bipolar, estan mielinizadas, tienen su soma en el ganglio de Scarpa y establecen
sinapsis con los ndcleos vestibulares a nivel del tallo cerebral o directamente con
el cerebelo. En su zona apical se insertan de 80 a 100 estereocilios (Schwander et
al., 2010; Chabbert, 2016).
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Se diferencian dos tipos de células ciliadas en las aves y los mamiferos:

Tipo I: Tiene forma de anfora griega y su nucleo se localiza en su porcion basal.
Su polo basal est4 rodeado por una terminacion nerviosa aferente primaria en

caliz.

Tipo II: Se consideran filogenéticamente mas antiguas que las de tipo I. Son
células cilindricas con el nucleo en posicion medial que contactan por sus

superficies basales con terminaciones nerviosas en boton aferentes y eferentes.

i) . -
Estereocilios f— Kinocilio
il
Placa cuticular lﬁn |
Células
ciliadas:

3 ] Tipo |

Tipo Il

Caliz

Células de
soporte

Terminal eferente
Terminal aferente

Mielina

Figura 6. Representacion morfoldgica de las células ciliadas vestibulares (modificado de Dickman,

2017).

En el vestibulo de los vertebrados superiores, coexisten dos tipos de sinapsis,
similares a los observados en la céclea, con una morfologia y funcionamiento
especiales. Los axones periféericos de estas neuronas pierden su envoltura
mielinica antes de penetrar la base del neuroepitelio e inervan a las células. Las
sinapsis denominadas en caliz se caracterizan por la aposicion de una terminacién
nerviosa unica en toda la parte basolateral de la célula ciliada tipo I, mientras que
las sinapsis en boton estan formadas por la aposicion de varias terminaciones

nerviosas homonimas sobre las células de tipo Il. También existen fibras aferentes
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en botones que hacen sinapsis sobre la aferente calicial (Lévéque, 2009,
Chabbert, 2016).

Registros electrofisiologicos realizados en la terminacion en caliz de las crestas
ampulares de rata demostraron que la estimulacion de la célula ciliada tipo |
provoca una acumulacion progresiva de glutamato en la cisterna sinaptica. Esta
acumulacion induce una despolarizacion lenta que aumenta la descarga de las
terminaciones en caliz. Este fendmeno permite explicar las diferencias de actividad
de descarga observadas entre las fibras en botén y en céliz. Las fibras que poseen
terminaciones en boton presentan actividades de tipo regular y las fibras que
poseen terminaciones en caliz presentan actividades de tipo irregular. Las fibras
dimérficas, es decir, que tienen a la vez terminaciones en boton y en caliz,
presentan actividades intermedias. Este equipamiento sinptico, asociado a esta
amplia gama de actividad de descarga, permite al vestibulo codificar todas las
aceleraciones a las que esta sometida la cabeza en el entorno terrestre (Lévéque,
2009, Chabbert, 2016).

En la etapa sindptica se han encontrado otras moléculas, como GABA y la
sustancia P. El GABA aumenta la descarga de las fibras aferentes de las células
de tipo I, pero no tendria ningun efecto sobre los tipos Il. La sustancia P también
aumentaria la produccion de los potenciales de accion sobre la fibra aferente. Las
propiedades biofisicas de cada una de las etapas de la neurotransmisién impactan
sobre la codificacion de la informacién sensorial, en términos de amplitud,
frecuencia y duracién de las descargas eléctricas en el nervio vestibular (Lévéque,
2009, Chabbert, 2016).

Las fibras eferentes, procedentes del tronco del encéfalo y de las células de
Purkinje situadas en el cerebelo, liberan principalmente acetilcolina, que interactia
con los receptores nicotinicos y muscarinicos expresados por las células ciliadas
de tipo II, asi como por las terminaciones nerviosas en caliz. Su efecto es variable
en funcién de la localizacion y del estado de excitacion de la célula, esta mediada

por dos tipos de receptor, nicotinicos (efecto inhibidor) y muscarinicos (efecto
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excitador). De forma general, permitiria pasar de un modo posicional a uno
dinamico. También liberan otros neuromediadores, como la sustancia P, las
encefalinas y CGRP (Lévéque, 2009, Chabbert, 2016).

La actividad del sistema eferente depende de varios sistemas sensoriales. La
actividad vestibular aferente regula las eferencias a varios niveles, ademas del
control de las vias eferentes por las aferencias visuales y propioceptivas (Lévéque,
2009, Chabbert, 2016).

Mecdnica de las crestas ampulares y de mdculas otoliticas

Las células ciliadas de la cresta ampular de cada conducto estan polarizadas en la
misma direccion. Por una parte, las células ciliadas del conducto semicircular
lateral presentan los kinocilios orientados hacia el utriculo, mientras que las de los
conductos verticales los presentan orientados en la direccion contraria (Holt,
2000).

Al girar la cabeza en el plano de uno de los conductos, el conducto gira con la
cabeza, pero la endolinfa tiende a permanecer estacionaria debido a que su
viscosidad es muy baja, a excepcion de la que se encuentra en contacto intimo
con las paredes del conducto, que si se desplaza con el mismo. Este movimiento
relativo produce un abombamiento de la cupula en direccién contraria a la del
movimiento de la cabeza, modificando la inclinacién de los cilios embebidos en la
cupula (Figura 7-A) (Precht, 1979).

La otoconia o estatoconio de las maculas posee una gravedad especifica mayor
qgue la de los elementos que lo sustentan. Esto hace que, cuando la cabeza se
inclina o se somete a aceleracién lineal, las otoconias se deslicen paralelamente
en el plano del neuroepitelio, por lo que la matriz gelatinosa se inclina, sirviendo
como estimulo especifico para las células ciliadas (Figura 7-B). La constante de
tiempo de la interaccién entre las otoconias y el neuroepitelio es de unos 10 ms,
por lo que la frecuencia de respuesta puede alcanzar hasta los 400 Hz en

mamiferos. En situacion fisiologica, los organos otoliticos y conductos
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semicirculares son estimulados conjuntamente durante cada desplazamiento de la
cabeza. Esto determina la alta eficacia del sistema vestibular en la deteccién de
cualquier tipo de movimiento (Precht, 1979; Holt, 2000).

A ~— Rotacién de la cabeza ——

N
| \‘\\
=

.\ Cupula

B lzquierda Inclinacién de la Derecha
— D ———_
cabeza /Otoconias
- ; Gl

N DY T

Figura 7. (A) Respuesta de los canales semicirculares laterales a la rotacion de la cabeza en el
plano horizontal. Con la rotacién hacia la izquierda, la presidn de la endolinfa en el canal izquierdo
provoca una deflexidon positiva, lo que aumenta la activacion de las fibras aferentes; al mismo
tiempo, en el canal derecho, la presidn de la endolinfa causa una deflexion negativa que disminuye
de la activacion de las fibras aferentes. Con un giro hacia la derecha, se observa todo lo contrario.
Las aferentes de las células ciliadas del lado derecho muestran un aumento de la activacion,
mientras que los aferentes de las células ciliadas del lado izquierdo disminuyen su velocidad de
activacion. (B) Respuesta de las maculas utriculares a la inclinacién de la cabeza. Con la inclinacidn
hacia la izquierda o hacia la derecha, las células ciliadas y sus aferentes se excitan o inhiben; el

peso de las otoconias hace que los estereocilios se desvien.
Mecanotransduccion
Aunque el mecanismo exacto de la transduccion no se conoce totalmente, se

puede ofrecer una explicacion razonable del proceso fisiol6gico que va desde la

20



deformacion mecanica de la célula receptora hasta la produccion de potenciales
de accion en la rama distal de la neurona vestibular primaria. Especificamente, la
mecanotransduccion en el sistema auditivo y vestibular (Figura 8) consiste en la
conversion de la energia mecanica del sonido, la atraccion gravitatoria y los
movimientos de la cabeza en cambios eléctricos dentro de las células sensoriales
del oido interno (Hudspeth, 2000).

La conversion del desplazamiento del haz ciliar en potenciales eléctricos ocurre en
10 us, velocidad de respuesta necesaria para la transduccion de estimulos de
altas frecuencias (20 KHz en humanos y hasta 100 KHz en otros animales) y para
la localizacién de fuentes de sonido. A su vez, esta velocidad descarta la
mediacién de segundos mensajeros, como ocurre en las vias auditiva y visual, y
supone la activacion directa de canales i6nicos, voltaje dependientes y de

compuerta mecénica (Hudspeth, 2000).

El estado final de este proceso es la liberacion de un neurotransmisor desde la

base de las células ciliadas tras el cambio provocado en los canales idnicos; estos
. , + 2+ ]
canales no selectivos permiten el paso de K y Ca , de modo que la célula se

. 2+ .
despolariza y provoca la apertura de canales de Ca que, al igual que en la
mayoria de las sinapsis, promueve la adhesion de las vesiculas sinapticas a la
membrana celular y la exocitosis de las mismas al espacio sinaptico. Si el

desplazamiento del haz ciliar es en direccién de inactivacion, se produce un

. . - . . ., . . +
acortamiento de las uniones proteicas y disminucién del influjo de K . Esto lleva a
la hiperpolarizacion celular y consecuente disminucion de la liberacion de

vesiculas sinapticas y de la actividad de las fibras aferentes (Uribe, 2005).

La sensibilidad de la célula ciliada al sonido, la aceleraciéon u otro estimulo no
debe ser considerada una propiedad intrinseca, sino que un estimulo adecuado se
convierte, mediante un enlace mecanico e hidrodindmico, en fuerza aplicada sobre
el haz ciliar (Dallos, 1981).
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Endolinfa

Perilinfa

Voltaje celular

Descarga de la L

neurona primaria

Figura 8. Esquema que ilustra el principio de transduccion mecdnica y el patron de descarga de las
neuronas primarias. A: Despolarizacién; B: Reposo; C: Hiperpolarizacion (modificado de Chabbert,

2016).
Canales MET

Recientes investigaciones han proporcionado evidencia de que las células ciliadas
expresan diferentes canales i6nicos activados mecanicamente. Uno de ellos es el
canal de transduccion mecanoeléctrica sensorial (MET). Este se localiza en la
base de las uniones de punta, en las puntas de los estereocilios (Pickles et al.,
1984; Beurg et al., 2009)

Estudios in-vitro han permitido observar que las células ciliadas mantienen su
potencial receptor de -60 mV. Este potencial de reposo se ve alterado por el
desplazamiento de los estereocilios hacia el kinocilio (deflexion positiva) (Figura
9), provocando la apertura de un mayor niumero de canales MET y la consecuente
despolarizacién de la célula (-20 mV). Por el contrario, las desviaciones en la
direccidon opuesta (deflexion negativa) disminuyen la cantidad de canales abiertos
y la célula se hiperpolariza (-100 mV) (Hudspeth y Corey, 1977).
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La apertura de los canales MET activa los canales de Ca®*" dependientes de
voltaje de tipo L ubicados a nivel presinaptico, en las zonas activas del polo basal
de la célula. La entrada de Ca?** desencadena la fusién de vesiculas sinapticas,
liberando glutamato en los botones postsinapticos de las NGS. En las células
ciliadas cocleares, las vesiculas sinapticas estan unidas a organulos densos en

electrones llamados cintas (Matthews y Fuchs, 2010; Grant et al., 2010).

Esta organizacion parece ser caracteristica de las sinapsis de células sensoriales
que responden a estimulos sostenidos y graduados, como las sinapsis de los
fotorreceptores y neuronas bipolares en el sistema visual. Debido a que una
fraccion de los canales MET estd normalmente abierta en ausencia de
estimulacién sonora, la corriente MET despolarizante hacia el interior resultante
conduce a la liberacion espontanea de glutamato en las sinapsis de la cinta CCI.
La liberacion de neurotransmisores en reposo modula la tasa de potenciales de
accion espontaneos en las aferentes de tipo | que muestran umbrales y
sensibilidad variables en respuesta al sonido (Matthews y Fuchs, 2010; Grant et
al., 2010).

Asimismo, la microscopia electrénica ha revelado que las uniones de punta juegan
un papel esencial en la generacion de potenciales eléctricos en las células
mecanorreceptoras. Puesto que, ante un estimulo positivo o negativo, estas
uniones aumentan o disminuyen su tension, afectando la probabilidad de apertura
y cierre de los canales, respectivamente (Hudspeth, 2000).

. Deflexidn positiva

Uniones de /@ff
=
punta \

Canal —
MET

L

Figura 9. llustracién de la estimulacion en el haz ciliar (modificado de Michalski, 2014).
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Por esta razon, se ha propuesto que las uniones de punta transmiten fuerza
mecanica al canal MET y posiblemente actien como el resorte que regula su
funcion. Las deflexiones inducidas por el sonido modulan la tension de las uniones
de punta, que controlan la apertura de los canales (Figura 10). De acuerdo con
este modelo, la transduccion se pierde cuando se interrumpen las uniones de
punta y la traccion directa en el enlace de punta abre el canal MET (Assad et al.,
1991)

-
Percepcion del estimulo acistico, la atraccion gravitatoria y los
movimientos de la cabeza.
< Negativa ~¢———— Deflexion del haz ciliar f——————————> Positiva
Energia mecénica - )\ 4
Disminuye la tensién de las Aumenta la tensién de las
uniones de punta uniones de punta
-
- l l
Disminuyen la cantidad de canales Apertura de un mayor nimero
ET abiertos de canales MET
Senales eléctricas - l l
: Pt Transmision de potenciales de accién A
Hiperpolarizacién (-100 mV) —— (10 ps). Potencial receptor: -60 mV == Despolarizacion (-20 mV)
-

Y b 4

Disminuyen la liberacion de Promocion de la liberacion de
vesiculas sinépticas vesiculas sinapticas

L—————» Transmision de la informacién hacia el SNC =~ «————

Figura 10. Diagrama del proceso de mecanotransduccién.

Se han identificado proteinas que regulan la funcibn del canal de
mecanotransduccion en las células ciliadas. Entre ellas se encuentran la
protocadherina-15 (PCDH15) y la cadherina-23 (CDH23), también componentes
de las uniones de punta. En las células ciliadas maduras, los dos tercios
superiores del tip-link esta formada por homodimeros de CDH23 y el tercio inferior

por homodimeros de PCDH15 (aunque esta configuracion puede variar durante el

24



desarrollo o la reparacion); las dos cadherinas interactian en sus extremos N-

terminal para formar un filamento de unién de punta (Kazmierczak et al., 2007).

Otra proteina, la armonina, que puede unirse a CDH23 y PCDH15 (Figura 11), se
distribuye ampliamente en los estereocilios en desarrollo; sin embargo, sélo se
concentra en haces ciliares maduros. En los ratones que expresan la armonina
con una mutacion en su dominio de unién a la actina, la cinética de activacion y
adaptacién de la corriente del transductor en las células ciliadas cocleares se
ralentiza, la activacion de los canales en diferentes estereocilios dentro de un haz
ciliar parece estar menos coordinada. Se han informado observaciones similares
para las células ciliadas cocleares de ratones con un alelo de armonina diferente;

a diferencia de las células ciliadas cocleares, la adaptacion en las células ciliadas

Complejo de g Eﬁ $
miosinas -

Uniones Caderina 23
de punta

Protocaderina 15

vestibulares se aceler6 (Michalski et al., 2009).
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Figura 11. Esquema de la maquinaria en interaccion con los canales MET (modificado de Johnson,

2021).

Estos hallazgos relacionan la armonina con la mecanotransduccion y sugieren que
las mutaciones en su gen pueden afectar a las células ciliadas cocleares y

vestibulares de diferentes formas. Aunque todavia debe determinarse el
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mecanismo por el cual la armonina afecta la adaptacion y la compuerta del canal
(Grillet et al., 2009).

Propiedades

Distintos estudios en animales han evidenciado la rapida cinética de activacion de
los canales MET. Corey y Hudspeth (1983), trabajando con células ciliadas del
saculo de rana toro, demostraron que el canal MET se abre aproximadamente en
40 pus. En tortugas, la activacion se da en el rango de los microsegundos y varia
tonotépicamente. Mientras que, en células ciliadas cocleares de mamiferos, la
cinética es tan rapida que ha sido dificil determinarla con precisibn mediante

sondas de fuerza convencionales (Ricci et al., 2005).

Este canal no es selectivo para cationes, pero tiene una mayor selectividad por
Ca?" en comparacién con otros iones. En condicién fisioldgica, los estereocilios
estan sumergidos en la endolinfa, por lo tanto, la mayor parte de la corriente iénica
es transportada por K*. Sin embargo, el Ca®* afecta directamente la funcién del
canal, puesto que la actividad del canal aumenta cuando el Ca?' externo
disminuye de una concentracibn mM a una uM (Corey y Hudspeth, 1983; Ricci et
al., 2003; Ricci y Fettiplace, 1998).

Se cree que el canal de transduccion esta cerrado por un elemento elastico, como
un resorte que se estira en respuesta a estimulos mecanicos. Después de la
apertura del canal, las células ciliadas se adaptan para mantener su sensibilidad a
la estimulacién. La adaptacién progresa en una escala de tiempo rapida y lenta y
esta regulada por Ca** que ingresa a los estereocilios tras la estimulacién (Cheung
y Corey, 2006).

La adaptacion a estimulos mecéanicos conduce a una disminucién de la corriente
durante un estimulo constante, pero la estimulacion adicional vuelve a aumentar la
corriente. En células ciliadas de tortugas, ranas y mamiferos, se observaron dos
formas de adaptacion, rapida y lenta. Se ha propuesto que la rapida se debe a la
unién del Ca®* con el propio canal MET. Por otro lado, se cree que la adaptacién
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lenta esta regulada por un complejo motor de miosina en el sitio de insercion

superior de las uniones de punta (Cheung y Corey, 2006).

Considerando el trabajo de Assad et al.; durante el estado de reposo, el complejo
motor de miosinas es quien genera la tension en el resorte de la compuerta. Sin
embargo, durante la activacion, el aumento de la tension en el resorte se transmite
al motor de miosinas de una manera dependiente de Ca?'. Posteriormente, el
motor de miosinas se desliza por los filamentos de actina y restaura la tension

hacia el estado de reposo (LeMasurier y Gillespie, 2005; Gillespie y Miller, 2009).

Autores indican que la rapida adaptacién en las células ciliadas cocleares es
independiente tanto de la entrada como del voltaje del Ca**, mientras que la
probabilidad de apertura del canal estd modulada por iones divalentes que
interactdan con el entorno lipidico local. Sin embargo, otros autores han concluido
gue la adaptacion, incluso en las células ciliadas cocleares, depende del influjo de
Ca?" (Peng et al., 2013, Corns et al., 2014).

Existe un debate considerable sobre el mecanismo de adaptacién y el papel del
Ca”" en su regulacién. Hasta el momento, las posibles explicaciones radican en la
variabilidad de especies de estudio y tipos de células ciliadas, asi como la forma
en que se estimularon estereocilios, por ejemplo, si se emplearon sondas rigidas o

chorros de liquido (Peng et al., 2013).

Por ultimo, cabe mencionar la importancia del entorno lipidico en la regulacién de
los canales MET. Por ejemplo, la modulacién de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2) en los estereocilios provoca cambios en las propiedades del canal, tales
como la pérdida de adaptacion rapida, aumento de probabilidad de apertura de
canales en reposo, reduccién de la conductancia y reduccion de la selectividad de
Ca®". Otros factores, como el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), también
pueden contribuir a la activacion y adaptacion del canal, lo que sugiere multiples
vias de regulacion (Effertz et al., 2017; Ricci y Fettiplace, 1998).
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Composicion molecular

Utilizando iméagenes de Ca*" de alta velocidad, se demostré que el canal MET
sensorial se localiza cerca del extremo inferior de las uniones de punta. De igual
forma, mediante el analisis de ratones con mutaciones genéticas causantes de
sordera, identificaron varias proteinas con mdultiples dominios transmembrana
(Figura 12) esenciales para el canal de mecanotransduccién sensorial
concentradas cerca del extremo inferior de las uniones de punta (Beurg et al.,
2009).

Otras proteinas, como CIB2 (Calcium and integrin-binding-2) y TOMT
(Transmembrane and O-Methyltransferase), también son esenciales para la
mecanotransduccion pero no poseen multiples dominios transmembrana y, por lo
tanto, no se considera que sean componentes que contribuyan al poro del canal
MET (Erickson et al., 2017; Giese et al., 2017; Michel et al., 2017).

£ ’/“‘ PCDH15

Figura 12. Esquema de Ila composicion molecular de los canales sensoriales de

mecanotransduccién (modificado de Marcovich, 2020).

TMC

Las proteinas transmembranales TMC (Transmembrane channel-like proteins), en
particular la TMC1 y TMC2 son consideradas las subunidades formadoras del

poro. Esto se sustenta en estudios realizados con ratones modificados
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genéticamente que demuestran que ambas proteinas contribuyen al canal MET en
células ciliadas cocleares en edades postnatales tempranas. Otros autores han
sefialado que las mutaciones en el gen codificante de TMC1 provocan pérdida
auditiva, dominante o recesiva, en ratones y humanos (Corey y Holt, 2016;
Kawashima et al., 2011; Pan et al., 2013; Kurima et al., 2002).

Estudios inmunohistoquimicos con anticuerpos y de fluorescencia han confirmado
que las proteinas TMC1/2 estan localizadas en las puntas de los estereocilios de
células ciliadas tanto cocleares como vestibulares. Otros experimentos han
proporcionado evidencia de que TMC1/2 se une a PCDH15 (Maeda et al., 2014;
Beurg et al., 2015)

Sin embargo, TMC2 no se expresa en células ciliadas adultas, muestra poca
colocalizacion con TMC1 en células ciliadas y las mutaciones de TMC2 no
parecen afectar la funcién auditiva. Estudios recientes también han demostrado
que los cambios en las propiedades de la corriente MET para ratones con
mutaciones en Tmcl y Tmc2 pueden ser causados por la modulacion de la
concentracion de PIP2 en el haz ciliar, lo que indica que estos cambios no estan
directamente relacionados con el poro del canal (Kawashima et al., 2011; Kurima
et al., 2015; Effertz et al., 2017).

Ademas, hasta ahora no se ha encontrado en invertebrados ninguna funcion de
deteccién mecéanica para TMC; en gusanos, se le relaciona con canales sensibles
a Na" para la detecciéon de sales y pH; en Drosophila, TMC tiene una funcién de
proporcionar retroalimentacion sensorial para la locomocion larval; y en C.
elegans, se ha mostrado una funcién sexual y metabdlica para TMC1. Otras
hipétesis alternativas sugieren que las TMC podrian funcionar durante el
desarrollo para transportar otras proteinas del canal a su ubicacidén correcta, o
bien, pueden ser componentes estructurales del complejo de transduccion, quizas
como proteinas enlazadoras que transmiten fuerza al canal pero no son parte de
él (Wang et al., 2016; Chatzigeorgiou et al., 2013; Zhang et al., 2016; Zhang et al.,
2015; Corey y Holt, 2016).
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Por lo anterior, aunque TMC1/2 son candidatos para contribuir al poro del canal
MET, se necesitan mas estudios para determinar su papel en el complejo de
transduccion (Pan et al., 2013; Maeda et al., 2014; Kurima et al., 2015; Corey y
Holt, 2016).

TMHS/LHFPL5

TMHS (Tetraspan Membrane protein of Hair cell Stereocilia), también conocida
como LHFPL5 (Lipoma HMGIC Fusion Partner-Like 5), es miembro de una
pequefia subfamilia dentro de la gran superfamilia de proteinas con cuatro
dominios transmembrana. Es la segunda proteina que ha sido implicada como un
componente integral del canal MET (Xiong et al., 2012; Mahendrasingam et al.,
2017).

Estudios inmunohistoquimicos han demostrado que se localiza en las células
ciliadas adultas y en desarrollo cerca del extremo inferior de las uniones de punta,
donde se localiza el canal de transduccion. Mientras que, experimentos
bioquimicos han demostrado que se une al extremo C-terminal de PCDH15, pero
hasta ahora no se han podido demostrar interacciones con TMC1/2 (Xiong et al.,
2012; Mahendrasingam et al., 2017; Beurg et al., 2015).

Registros han demostrado que, en ausencia de esta proteina, ciertas propiedades
del canal se ven alteradas, tales como su conductancia, cinética de activacion y
adaptacién. En cuanto a pruebas genéticas, las mutaciones en Tmhs/Lhfpl5
causan sordera y conducen a una drastica reduccion de las corrientes de

mecanotransduccion en células ciliadas cocleares de ratones (Xiong et al., 2012).

Otros estudios demostraron que TMHS regula el transporte de PCDH15 y TMC1
en los estereocilios de las células ciliadas, lo que afecta el ensamblaje de las
uniones de punta y el complejo de transduccién. Sin embargo, TMHS no es
absolutamente esencial para el transporte de proteinas, ya que el 30% de los
estereocilios es capaz de ensamblarse con las uniones de punta en ausencia de
TMHS (Beurg et al., 2015; Xiong et al., 2012).
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Los hallazgos sugieren que TMHS es un componente integral del complejo MET.
Pero, dado que queda algo de corriente residual en las células ciliadas que
carecen de TMHS, es poco probable que esta proteina por si sola forme el poro
del canal MET (Xiong et al., 2012).

TMIE

Esta proteina transmembranal del oido interno (Transmembrane Inner Ear),
conformada por dos dominios transmembrana, se localiza en las puntas de los
estereocilios, cerca de la maquinaria de transduccion y se une a una variante de
empalme de PCDH15 (PCDH15-CD2) que esta directamente implicada en la
regulaciéon del canal MET y contiene el dominio de unidon que media las
interacciones con PCDH15 y TMHS (Zhao et al., 2014).

En las células ciliadas cocleares deficientes en Tmie, no se detectan corrientes
MET, a pesar de que las uniones de punta permanecen intactas y todos los
componentes conocidos de la maquinaria MET se encuentren en los estereocilios.
De manera similar, la transduccién se interrumpe por la expresion de un fragmento
de proteina PCDH15 que perturba las interacciones entre PCDH15 y TMIE (Naz et
al., 2002).

En conjunto, estos resultados sugieren que PCDH15, TMIE y TMHS forman un
complejo critico para el canal MET. Sin embargo, aun no se ha establecido la

funcién precisa de TMIE en el complejo de transduccién (Zhao et al., 2014).

Efecto de los bloqueadores de canales MET

En la ultima década se han realizado diversas investigaciones sobre el efecto del
blogueo de los canales sensoriales de mecanotransduccion, considerando la
funcionalidad de los haces esterociliares, sus variaciones en longitud y diametro,
su recuperaciéon y/o regeneracion, asi como el papel del calcio en el nucleo de

actina de los estereocilios.

Indzhykulian et al. (2013) utilizaron explantes del érgano de Corti de ratones

postnatales jovenes para analizar el bloqueo de los canales con amilorida y
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benzamil a concentraciones de 100 uyM y 30 pM, respectivamente. También
cultivaron explantes en presencia de benzamil durante 24 horas. A estas
concentraciones, se espera que los bloqueadores inhiban en un 75% (amilorida) y
90% (benzamil) la corriente MET inducida por las desviaciones del haz de pelo
(Rusch et al., 1994).

Mediante imagenes de microscopia electronica de barrido, descubrieron que
ambos agentes causaron cambios dramaticos en la morfologia escalonada de los
haces de las CCE; ademas se confirmo6 que, después de un bloqueo MET a largo
plazo, los canales MET permanecen inhibidos pero siguen siendo funcionales
(Indzhykulian et al., 2013).

Ninguno de los bloqueadores afect6 la longitud de los estereocilios mas altos de
las CCE. En contraste, los estereocilios de la segunda y tercera fila exhibieron
cambios en su morfologia después de la incubacién; especialmente en respuesta
al benzamil, muchos estereocilios se acortaron (Figura 13). Estos resultados
indican la retraccion o desmontaje del nucleo de actina. El efecto de la amilorida
fue similar, pero produjo una mayor variabilidad de las alturas de los estereocilios.
El efecto del blogueo de la corriente MET sobre la altura de los estereocilios

transductores fue dependiente de la dosis (Indzhykulian et al., 2013).

Los efectos de los bloqueadores MET en la morfologia de escalera de los haces
de las CCI fueron similares a los observados en las CCE. Sin embargo, las CCI
demostraron una disminucibn menor en las alturas de los estereocilios en
comparacion con las CCE de los mismos explantes. Al igual que en las CCE, el
blogueo a largo plazo en las CCI no provoco la pérdida de las uniones de punta.
Esto puede indicar que estos estereocilios expresan canales MET funcionales o
bien que su regulacién depende de la concentracion de calcio intracelular, que se

espera disminuya después del bloqueo del canal (Indzhykulian et al., 2013).

Por otro lado, al explorar si el acortamiento de los estereocilios observado era
permanente, tras un periodo de recuperacion de los farmacos, los estereocilios de
la segunda y tercera fila volvieron a crecer hasta alcanzar las mismas alturas que
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en los explantes control. Estos datos sugieren que los efectos de los bloqueadores
MET sobre los estereocilios transductores son reversibles y que es probable que
la corriente MET regule dinamicamente la altura de los mismos (Indzhykulian et
al., 2013).

Benzamil

Figura 13. Se puede apreciar el efecto de los bloqueadores en la longitud de los estereocilios

(modificado de Vélez-Ortega et al., 2017).

En otras publicaciones, se compararon los efectos de tres bloqueadores a distintas
concentraciones, el benzamil (30 mM), rojo de rutenio (10 mM) y tubocurarina (30
mM), previamente se ha demostrado que bloquean el 80-90% de la corriente MET.
Las muestras fueron incubadas durante 5 horas, lo que condujo a una retraccion
mas pequefia, pero significativa (Figura 14), de los cilios de las filas més cortas en
CCE de ratén. Aunque estos farmacos tienen diferentes efectos secundarios, el
hecho de que todos produzcan un acortamiento similar, indica que es probable
que dicho acortamiento se deba a su accion comuan: el bloqueo de los canales
MET (Rusch et al., 1994; Farris et al., 2004; Vélez-Ortega et al., 2017).

Hasta el momento, todos los blogueadores de canales MET probados producen
adelgazamiento de las puntas de los estereocilios en las CCE (efecto menos
notable en las CCI). Asi pues, varios investigadores concluyen que dicho
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adelgazamiento es causado por la remodelacién del ndcleo de actina. De hecho,
sugieren que los filamentos de actina ubicados en la circunferencia del nucleo de
los estereocilios més lejos del canal son méas susceptibles al bloqueo de la
corriente (Vélez-Ortega et al., 2017).

Ademas, distintos investigadores se han enfocado en exponer el papel del Ca** en
la fisiologia de estos canales. En este sentido, Vélez et al. (2017) cargaron
explantes de 6rganos de Corti de rata con derivado de éster acetoximetil junto con
BAPTA, un acido aminopolicarboxilico especifico de calcio, (BAPTA-AM). Este
tratamiento dio como resultado la acumulacion de BAPTA en la célula,
aumentando la amortiguacién del Ca?* intracelular y limitando cualquier efecto
dependiente del ion. La integridad de las uniones entre estereocilios no se vio
afectada, ya que la concentracion uM de BAPTA-AM extracelular no fue suficiente
para disminuir la concentracion mM de Ca®* extracelular. Esto demostré que el
aumento de la amortiguacién de Ca®* intracelular puede iniciar la remodelacion y

acortamiento de los estereocilios transductores en las células (Peng et al., 2013).

Rojo de rutenio Tubocurarina

Figura 14. Efecto de los bloqueadores en la morfologia de punta de los estereocilios (modificado

de Vélez-Ortega et al., 2017).
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Tanto en CCE como en CCIl, el BAPTA revelo la aparicion de puntas
anormalmente delgadas en los estereocilios de la segunda fila, pero no en la mas
alta. De igual manera, los efectos de BAPTA intracelular sobre la altura promedio
de los estereocilios fueron méas notorios en CCE que en CCI. Este efecto, después
de BAPTA-AM, no puede atribuirse a la pérdida de corriente MET, porque el
BAPTA intracelular no bloquea esta corriente ni cambia la probabilidad de apertura
en reposo de los canales MET en las células ciliadas. Cabe destacar que este
efecto también se obtiene en presencia de concentraciones casi saturantes de
bloqueadores MET (Peng et al., 2013).

Para estudiar si la remodelacion de los estereocilios transductores podria iniciarse
por cambios en la concentracién de Ca®* extracelular, se cultivaron explantes del
organo de Corti a 37 °C durante 1 h en medios con diferentes concentraciones de
Ca®*. Los autores observaron un acortamiento de estereocilios en CCE cultivadas
con Ca?" extracelular bajo y engrosamiento de las puntas de los cilios de la
segunda fila en CCI cultivadas con Ca®" extracelular alto. Con estas breves
incubaciones, no se destacaron efectos estadisticamente significativos; debido a
que incubaciones prolongadas dafian las células, se ha concluido que la
remodelacion de los estereocilios puede iniciarse no s6lo por cambios en la
amortiguacién del Ca®" intracelular, sino también por cambios en su concentracién

extracelular circundante de los haces (Kennedy et al., 2003; Beurg et al., 2010).

Los estudios ya mencionados se han centrado en las puntas de los estereocilios,
dejando sin investigar el posible acortamiento de los estereocilios. De modo que,
Vélez-Ortega et al. (2017) examinaron los efectos de la rotura del tip-link en la
forma de los estereocilios. Rompieron las uniones de punta con un medio
extracelular libre de Ca?* suplementado con BAPTA durante 15 min. Después del
tratamiento, se observé un acortamiento del haz ciliar en las células auditivas

cocleares.

Tras la recuperacion, las mediciones revelaron una disminucion en la altura de los

cilios de filas mas cortas. Sin embargo, no se observaron puntas anormalmente
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delgadas; esto es de esperarse porque la interrupcion del tip-link con BAPTA
elimina la corriente MET completamente, en contraste con los experimentos con
concentraciones no saturantes de bloqueadores MET que pueden resultar en un
gradiente de Ca®" a través del diametro del estereocilio y la remodelacién

preferencial de los filamentos de actina periféricos (Indzhykulian et al., 2013).

Ademas, los autores sefialan que la regeneracion de las uniones de punta condujo
a la regeneracion de los estereocilios mas cortos en 6 horas, es decir, cuando
~70% de la corriente MET ha reaparecido. También se observo un acortamiento
paralelo pero disminuido en los estereocilios tras su recuperacion del tratamiento
con BAPTA extracelular (Indzhykulian et al., 2013).

Esta evidencia sugiere que la remodelacién de estereocilios se inicia por la
reduccion (o pérdida completa) de la corriente MET en reposo. La reproduccion de
estos fendmenos con los cambios intra y extracelulares de Ca®" sugiere que el
influjo del ion podria representar un componente esencial de la corriente MET que
controla la estabilidad del cilio transductor. Sin embargo, se necesita mas
experimentacién para determinar el papel exacto del Ca?* en esta remodelacion
(Indzhykulian et al., 2013).

Es probable que los mecanismos de remodelacién del nucleo de actina
dependientes de Ca?* operen en las puntas préximos a los canales MET vy a las
proteinas que regulan el crecimiento de los estereocilios. Todos los experimentos
dirigidos a reducir el Ca®" intraestereociliar resultaron en el acortamiento de los
estereocilios transductores o su adelgazamiento en las puntas, mientras que los
experimentos disefiados para recuperar o aumentar el Ca*' intraestereociliar
provocaron el crecimiento de los estereocilios transductores o su engrosamiento

en las puntas (Delling et al., 2016).

Considerando lo anterior, el mayor flujo de Ca?* en reposo esperado a través de
los canales MET en CCE, deberia ser extruido de manera efectiva por PMCA2,
expresada a una densidad mas alta en CCE que en CCI. Ante esto, se espera que

el bloqueo de los canales en las CCE produzca una caida mayor en la

36



concentracién de Ca** en reposo, provocando una remodelacién méas acentuada.
Ademas, el didmetro mas grueso de los estereocilios en las CCl puede promover
un gradiente de Ca?* sobresaliente a través del diametro del estereocilio vy,
consecuentemente, producir cambios en la forma de las puntas. Esto ha sido
demostrado tanto en células ciliadas de mamiferos y de no mamiferos (Dumont et
al., 2001; Beurg et al., 2010; Chen et al., 2012).

Desafortunadamente, las técnicas disponibles actualmente para la obtencion de
imagenes de los transitorios de Ca?* en los estereocilios de células ciliadas
cocleares se limitan a imagenes no radiométricas (que no pueden determinar la
concentracion real de Ca?* libre) y son demasiado torpes para resolver gradientes

de Ca®* a través del estereocilio (Delling et al., 2016).

La limitada comprension del mantenimiento de los estereocilios ain no permite la
propuesta de un mecanismo molecular particular para su remodelacion
dependiente de MET. Primero, el influjo de Ca*" a través de los canales puede
tener un efecto variable sobre diferentes isoformas de la actina. Segundo, algunas
proteinas que controlan la dindmica de la actina en los estereocilios son sensibles
al Ca*". Tercero, el influjo de Ca®" puede afectar a varios motores de miosina
expresados en el estereocilio; particularmente la miosina-15a y la miosina-3,
ambas involucradas en la regulacion de la longitud de los estereocilios. Es
tentador especular que la fuerza de los motores de miosina puede eventualmente
determinar la arquitectura de escalera de los haces, uno de los problemas mas
enigmaticos de la biologia de las células ciliadas (Fang et al., 2015; Delling et al.,
2016; Vélez-Ortega et al., 2017).
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IV. Conclusiones

Son notables los avances en la comprensién anatémica, morfolégica, fisiologica,
biofisica, farmacoldgica, genética y molecular del fendmeno de transduccidn
mecanoeléctrica llevado a cabo por las células ciliadas de los sistemas auditivo y
vestibular. No obstante, también queda claro que hace falta realizar mas
investigaciones a fin de esclarecer todos los componentes involucrados en este

proceso.

Uno de esos componentes, y foco de distintas investigaciones, es el canal de
transduccion mecanoeléctrica sensorial. Durante las dos ultimas décadas, la
principal labor ha sido identificar las proteinas que conforman la maquinaria de
este canal. Varias proteinas se han considerado candidatas, sin embargo, cada
una se ha desvanecido por falta de pruebas adicionales, hasta convenir con las

gue se abordaron a lo largo de este proyecto (TMC1/2, TMHS y TMIE).

Estas proteinas son mencionadas por todas las publicaciones consultadas y
relacionadas a la mecanotransduccion, pero también han sido sefialadas por
diferentes autores por jugar un papel ajeno a la mecanotransduccion en distintas
especies. Por ello, también es necesario investigar las otras funciones de estas
proteinas y determinar si intervienen con la mecanotransduccion, o bien no estan

involucradas.

Respecto al efecto de los bloqueadores de canales MET, las obras consultadas se
enfocan en analizar la longitud y diametro de los estereocilios, la morfologia de
punta de los mismos, la integridad de las uniones de punta, su recuperacion y/o
remodelacién y el papel del Ca®*. Destacando distintos resultados para las filas de

estereocilios tanto para CCE como para CCI.

Toda la organizacion anteriormente mencionada, nos ha permitido una
codificacion sensorial especializada. Y es esta diversidad de elementos la que nos
asegura la descomposicion de grandes cantidades de informacion mecanica en

componentes manejables para las vias de los sistemas auditivo y vestibular.
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V. Perspectivas

o La mayoria de las investigaciones consultadas para la elaboracion de este
proyecto, estan enfocadas en el haz ciliar de células ciliadas cocleares,
justificando su papel en la recepcién de estimulos sonoros y posterior
conversion a potenciales de accion. Aun asi, se debe hacer hincapié en las
células ciliadas vestibulares, puesto que, aunque no estan involucradas con
la via auditiva, se encuentran bajo estimulos mecanicos constantes

derivados de los movimientos posturales y de la fuerza de gravedad.

o  Asi también, investigar si los efectos de los bloqueadores de canales MET
en células ciliadas vestibulares serian los mismos que en células ciliadas
cocleares, a qué concentraciones y durante cuanto tiempo, si se da una

recuperacion y si existen diferencias entre células tipo | y tipo Il.

o) Como se mencion0 anteriormente, hace falta esclarecer la estructura
molecular de la maquinaria de los canales de mecanotransduccion eléctrica
sensorial, ya que en diversos articulos se les ha atribuido funciones

alejadas de la mecanotransduccion que pudieran o no afectar el proceso.

o Para limitaciones de este proyecto, s6lo se abordaron los canales
sensoriales, sin embargo, cabe recalcar la importancia de los demas
canales de mecanotransduccién conocidos hasta ahora, tales como los

canales de polaridad inversa y los canales basolaterales.

o Por ultimo, debido a que la mayoria de los oidos internos de vertebrados
contienen alrededor de diez mil células ciliadas y no se han desarrollado
lineas celulares que se propaguen a gran escala, ademas de que el nUmero
de moléculas de transduccion para cada célula es bastante pequefio, los
estudios fisioldégicos estiman entre 50 y 200 canales de transduccion
funcionales por célula, ha sido dificil identificar con total claridad los eventos
por los que atraviesa la composicién y funcionalidad del canal MET a lo

largo del neurodesarrollo.
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Canales de transduccion mecanoeléctrica (MIET) en células ciliadas del oido interno

En el oido interno coexisten el sistema auditivo y el sistema vestibular, encargados de la audicion
y del equilibrio, respectivamente. Ambos sistemas, cuentan con células ciliadas mecanosensibles,
las cuales, debido a su morfologia especializada (el haz ciliar), son las responsables de llevar a
cabo el proceso de mecanotransduccion, es decir, la conversion de estimulos mecanicos a
sefiales eléctricas que viajan hacia el sistema nervioso central.
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A pesar de los avances en la

comprension biofisica,
fisiologica, anatémica,
morfologica, molecular y
farmacologica  hace  falta

realizar mas estudios a fin de
esclarecer la maquinaria de
mecanotransduccion y de la

sinapsis en los sistemas
auditive y vestibular.

Por ultimo, se resalta la
importancia de indagar en el
papel de ofros canales
mecanosensibles, asi como los
fendmenos por los  que

atraviesan las células ciliadas
durante el neurodesarrollo.
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Las células ciliadas expresan diferentes canales idnicos activados
mecanicamente. Uno de ellos es el canal MET. Se localiza en las puntas de los
estereocilios, exactamente en la base de los tip-links. Tras una deflexion
positiva del haz ciliar, aumenta la tension de los tip-links, causa la apertura de
los canales MET y la consecuente despolarizacion de la célula desencadena la
fusion de vesiculas sindpticas. Ocurre lo contrario en caso de una deflexion
negativa.

Utilizando diversos métodos bioguimicos, se han identificado distintas
proteinas transmembranales asociadas a PCOH15, una proteina formadora del
tip-link, esenciales para el canal:
= TMC (isoformas 1y 2)

=  TMHS/LHFPLS

= TMIE

Marcovich, 2020; Johnson, 2021 __}

Efecto del bloqueador de canales MET (benzamil, 30pM y
30mM]) en los estereocilios

Después de la incubacion, los estereocilios de la 24 y 3™ fila se acortaron (B), asi
como cambios en su morfologia de punta (D).

Hasta el momento, ningun blogueador ha afectado la longitud de los estereocilios
mas altos de las CCE.

Vélez-Ortega, 2017 J
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