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RESUMEN

Antecedentes: La pérdida auditiva inducida por ruido es una de las principales causas de
pérdida auditiva adquirida. En ella se producen distintas alteraciones estructurales y
funcionales en la coclea. Diversos estudios han vinculado a la adenosina como un
otoprotectores contra el dafio oxidativo, regulando la actividad de los canales i6nicos y la
liberacion de neuotransmisores. En este sentido, previas investigaciones farmacologicas
sugieren que la activacion del receptor A genera una otoproteccion frente a la exposicion a
ruido y a cisplatino, mediante su capacidad de incrementar la produccion de enzimas
antioxidantes, su accion anti inflamatoria y la estimulacion de la adenilatociclasa. Lo anterior
contrarresta tanto los efectos de las especies reactivas de oxigeno y de la ototoxicidad del
glutamato. Por su parte, el receptor Aza ha sido vinculado a exacerbacion de la ototoxicidad
producida por el cisplatino, pero no se conoce su mecanismo. Estudios previos sugieren que
los hemicanales de conexina y panexina estdn involucrados en la sordera de tipo no
sindromica y el dafio coclear, pero su participacion en la pérdida auditiva inducida por ruido
aun no se ha demostrado. Presumimos que la activacion receptor Axa induce la apertura de
hemicanales que contribuyen al dafio coclear en la pérdida auditiva inducida por ruido.
Objetivo: Estudiar el estado funcional de hemicanales en cocleas de ratones WT y
deficientes para el receptor Aza de adenosina (A2a KO) expuestos a ruido nocivo.
Metodologia se investig6 el rol de la adenosina en la expresion de los hemicanales mediante
técnicas de explante coclear, evaluacion de funcionalidad de la via auditiva mediante
Potenciales evocados auditivos, inmunocitoquimica, PCR y captacion de moléculas

fluorescentes.
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Resultados: Los analisis de RT-PCR permitieron evidenciar que el mRNA de los receptores
de adenosina A1, Axa A3 estan presentes en el epitelio coclear. Por otro lado, tras la exposicién
a ruido, los umbrales auditivos pre y post exposicion a ruido de los animales deficientes del
receptor de adenosina Aza no sufrieron cambios significativos. Por el contrario, los ratones
de tipo salvaje presentan un aumento de la respuesta del umbral auditivo después de la
exposicion a ruido, lo que indica un dafio auditivo irreversible. Por su parte, el agonista de
adenosina Aza (CGS-21680) modifico la permeabilidad de canales presentes en las células
ciliadas, no asi en las células de sostén. Lo anterior no ocurrid con la exposicion a antagonista
del receptor de adenosina Axa (ZM-241385), pues no se observaron cambios significativos
en las células del epitelio coclear.

Conclusiones: La eliminacion del receptor de adenosina Asa protege contra la pérdida
auditiva inducida por el ruido, lo que sugiere que la activacion de este receptor causa dafio
coclear durante la exposicion al ruido dafiino. Después de los anélisis realizados, no pudimos
observar una relacion directa entre la activacion o inhibicion del receptor de adenosina Aza
y la actividad de los hemicanales en las cé€lulas de soporte. Sin embargo, encontramos
cambios significativos en la permeabilidad de la membrana de las células ciliadas, lo que
sugiere que hay otros canales que podrian estar involucrados en el dafio de las células

ciliadas.

Palabras clave: Aja AR, Hipoacusia inducida por ruido, hemicanales de conexina,

adenosina.
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ABSTRACT

Background: Noise-induced hearing loss is one of the leading causes of acquired hearing
loss. In it, different structural and functional alterations occur in the cochlea. Various studies
have released adenosine as an otoprotector against oxidative damage, regulating the activity
of ion channels and the release of neurotransmitters. In this sense, previous pharmacological
investigations that the activation of the A; receptor generates an otoprotection against
exposure to noise and cisplatin, through its ability to increase the production of antioxidant
enzymes, its anti-inflammatory action and the stimulation of adenylate cyclase. This
counteracts both the effects of reactive oxygen species and glutamate ototoxicity. For its part,
the Axa receptor has been linked to an exacerbation of ototoxicity caused by cisplatin, though
unknown mechanisms. Previous studies suggest that hemichannels made by Connexins or
Pannexins are involved in syndromic deafness and cochlear damage, but its involvement in
noise-induced hearing loss have not been determine yet. We hypothesized that activation of
adenosine Asa receptors induce the opening of hemichannels contributing to the cochlear
damage in noise-induced hearing loss.

Objective: To study the functional status of hemichannels in cochleae of WT mice and
deficient for the A»a adenosine receptor (A2a KO) exposed to harmful noise.

Methodology: The role of adenosine in the expression of hemichannels was investigated
using cochlear explant techniques, evaluation of the functionality of the auditory pathway
using auditory evoked potentials, immunocytochemistry, PCR, and uptake of fluorescent

molecules.
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Results: RT-PCR analyzes showed that el mRNA of adenosine Ai, A2a and A3 receptors are
present in the cochlear epithelium. On the other hand, after noise exposure, the pre and post
noise exposure thresholds of the adenosine Aa receptor deficient animals did not undergo
significant changes. On contrary, wild type mice present increased auditory threshold
response after exposure to noise, indicating a irreversible hearing damage. For its part, the
adenosine agonist Axa (CGS-21680) modified the permeability of channels present in hair
cells, but not in supporting cells. This did not occur with exposure to the adenosine Asa
receptor antagonist (ZM-241385), since no significant changes were observed in the cochlear
epithelial cells.

Conclusions: Elimination of adenosine Aza receptor is protecting from noise-induced
hearing loss, suggesting that activation of this receptor cause cochlear damage during harmful
noise exposure. After the analyzes carried out, we could not observe a direct relationship
between activation or inhibition of the adenosine Aza receptor and the activity of
hemichannels in the support cells. However, we find significant changes in the membrane
permeability of hair cells, suggesting that there are other channels that could be involved in

hair cell damage.

Key words: A>a AR, Noise-induced hearing loss, connexin hemichannels, adenosine.
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INTRODUCCION

La audicién es un sentido fundamental para la comunicacion humana y su alteracion
genera lo que se denomina pérdida auditiva, que afecta a cerca de 400 millones de personas
en todo el mundo (OMS, 2020).

El oido es el 6rgano sensorial capaz de convertir las vibraciones mecénicas (sonido)
en impulsos nerviosos que son procesados en el cerebro (De Sebastian, 1999) y se conforma
de tres partes: oido externo, oido medio y oido interno.

En este ultimo apartado se encuentra la céclea, y en ella el epitelio sensorial coclear,
una estructura con forma de tubo espiral enrollado, de dos vueltas y media (Salesa, B.,
Perello, S., Bonavida, E, 2013). Esta estructura presenta una distribucion tonotopica, con

recepcion de frecuencias agudas en la base, graves en el apice y medias entre ambas.

Figura 1. Coclea en su porcion 6sea (A) y membranosa (B). Tomada de (Elaboracion propia y Salesa et al,
(2013) 1. Apice de la coclea. 2. Ventana redonda. 3 Canal semcircular superior
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La coclea tiene como eje un tubo 6seo, sobre el cual gira la coclea, que se denomina
modiolo. La coclea se subdivide en tres escalas, la vestibular, la media y la timpénica. Estas
presentan dos tipos de liquido, la endolinfa, que es rica en potasio y que esta presente en la
escala media; y la perilinfa, que es rica en sodio y esta presente en las escalas vestibular y
timpanica (Patuzzi, 2011; Rivas, J.,Ariza, H, 2007).

La diferencia de potenciales eléctricos entre los liquidos cocleares genera lo que se
denomina potencial endococlear. Este potencial evidencia que la endolinfa es
aproximadamente 80 a 100 mV mas positiva que la perilinfa. Esta diferencia electroquimica
genera la fuerza para el flujo de iones en las células ciliadas, y con ello permite la
despolarizacion (Patuzzi, 2011).

La escala media se encuentra delimitada por la membrana de Reissner (que la separa
de la escala vestibular) y por la membrana basilar (que la separa de la escala timpanica) se
encuentra el Organo de Corti, que a su vez contiene el receptor auditivo (células ciliadas
mecanotransductoras)

El 6rgano de Corti se encuentra ubicado sobre la membrana basilar y alberga a las
células ciliadas, epiteliales y las de soporte. Las primeras estdn organizadas en dos tipos, las
células ciliadas externas y las cé€lulas ciliadas internas y son receptores auditivos capaces de
ser sensibles a sonidos desde 20 Hertz a 20 kHertz en humanos. Dichos receptores presentan
cilios rigidos (esterocilios) que se proyectan desde la zona apical y son diferentes funcional
e histologicamente, cambiando sus caracteristicas segun su ubicacion en la coclea. Por su
parte, las células de sostén se encargan del soporte mecanico y metabodlico de las células

ciliadas. (Smith, 2003).
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Figura 2. A. Organo de Corti. Tomado de Koles, et al. (2019) Se evidencia el érgano de corti con la membrana
tectorial (TM), la estria vascular, las neuronas ganglionares y la membrana basilar (BM). Sobre esta membrana
se encuentran tres filas de células ciliadas externas (OHC), una fila de células ciliadas internas (IHC) y células
de soporte. B. Esterocilios de las células ciliadas auditivas. Tomado de Stéver, T. y Diensthuber, M. (2011).

Las células ciliadas externas, son las que transforman el estimulo mecanico generado
por la vibracion de la membrana timpénica en estimulo eléctrico. Estas células presentan una
forma tubular y se conectan de forma directa, en su parte basal, con las células de sostén
(principalmente las células de Deiters) mediante “uniones estrechas y adherentes”. Estan
dispuestas en tres hileras y actian como transductores mecano-eléctricos y electromecanicos.
Poseen cilios que se disponen en forma de w 0 v, y que estan en contacto con la membrana
tectoria. Su innervacidn es en un 95% eferente (Smith, 2003).

Las células ciliadas internas, contribuyen igual que las células de sostén a una
adecuado funcion y conservacion de la audicion. Especificamente, presentan una forma
globular y se conectan de forma lateral con las células de soporte. Estan dispuestas en una
hilera y actian como transductores mecano eléctricos. Su innervacion es principalmente

aferente (Smith, 2003).
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Las células de soporte se encargan de sostener a las células ciliadas de manera
mecanica, pueden separar los compartimentos que contienen endolinfa de los que contienen
perilinfa, formar y mantener ambos fluidos. Lo anterior se logra, entre otras cosas, gracias a
que presentan uniones de hendidura intercelular (gap junction, desmosomas, uniones
adherentes y uniones estrechas). Autores como Koles (2019) y Bramhall et al (2014),
mencionan que otra de sus funciones es poser la capacidad de volver a entrar en el ciclo

celular, dividirse y sustituir a las células ciliadas dafiadas.

Epitelio del
surco espiral
’ o Células de Han

Nervio codear Tanel de Corti Espacios de Nuel Membrana basilar

Figura 3. Organo de Corti (A) y Células del Organo de Corti (B) (Fuente: (Rivas, J.,Ariza, H, 2007; Suarez,
2007)

Fisiologia de la audicion en el oido interno

La estimulacion auditiva genera la desviacion de los estereocilios. Lo anterior
provoca el flujo de iones de potasio desde la endolinfa, mediante los canales de transduccion
mecanoeléctricos, al interior de las células ciliadas internas, despolarizandolas. Esta

despolarizacion activa canales de calcio voltaje dependientes en el polo basal de la célula y
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su entrada desencadena la liberacion de glutamato, que genera los impulsos nerviosos en las

neuronas del ganglio espiral (Zhu et al., 2010)

Una vez terminada la despolarizacion, el K* es eliminado mediante canales de K*
dependientes de voltaje, ubicados en las membranas laterales de las células ciliadas y luego
pasa a las células sensoriales vecinas a través de hendidura o uniones “gap juction” (Szucs et
al., 2006). Luego llega hasta la estria vascular, ubicada en la pared lateral de la coclea. En

este sitio el potasio es recapturado y secretado nuevamente a la endolinfa (Zhu, 2010).

E1 K™ se recicla en la estria vascular para su regreso a la escala media, lo que favorece
el mantenimiento del potencial endococlear. Este mecanismo es mediado por el ATP, quien
modula la actividad de canales activados por voltaje y acoplamiento de uniones entre células

de soporte.

En condiciones patologicas (exposicion a ruido, hipoxia, isquemia, entre otros) la
concentracion de ATP a nivel coclear incrementa. Como resultado se produce un aumento
en la entrada de K a la célula ciliada por el canal mecanotransductor y la consecuente
disminucién del mismo en la endolinfa. Lo anterior disminuye el potencial endococlear y

ajusta la sensibilidad auditiva (David, et al 1995)

Mecanismos de proteccion auditiva

La onda sonora que viaja a través del oido, desencadena mecanismos de proteccion
auditiva frente a ruidos de alta intensidad, particulas, liquidos, presion atmosférica u otras

noxas. Estos mecanismos ubicados en el oido externo, medio e interno permiten al oido auto
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protegerse de estos perjuicios. En relacion a lo anterior, en el oido externo se encuentra el
cerumen, que es el encargado de lubricar el Conducto Auditivo Externo (CAE) y protegerlo
frente a agentes externos, en el oido medio actia el reflejo acustico, que se da por la
contraccion del musculo estapedial, posterior a la presencia de un sonido de por lo menos 80
dB (Kogan, 2004) por sobre el umbral auditivo liminar, donde el cerebro envia la informacién
de contraccion a los musculos y fija la platina del estribo a la ventana oval para evitar
parcialmente su movimiento. El reflejo se desencadena con una latencia de 60 a 200 ms
(Suarez y Velluti, 2001), por lo tanto, ruidos que se presenten con un tiempo menor no lo
desencadenan.

A nivel de oido interno se ha comprobado la existencia de mecanismos reflejos a nivel
coclear, que protegen al oido frente a ruidos; el reflejo actstico eferente medial y el reflejo
acustico eferente lateral, que corresponden a mecanismos intrinsecos de la coclea. El reflejo
acustico eferente medial tiene como objetivo detener la accidon nociva del ruido en el oido,
disminuyendo la movilidad de la membrana basilar y la ganancia actstica coclear al
minimizar el feedback de las células ciliadas externas, el potencial de accion y la respuesta
generada. Se sefiala también, que este reflejo ayuda a proteger la integridad de las células
ciliadas internas. Ademas, permite mejorar la audicion en un medio ambiente ruidoso y ayuda
a identificar una sefial acustica de ruido. Por su parte, el reflejo eferente lateral permite la
proteccion a nivel del nervio auditivo frente a respuestas auditivas inadecuadas (Werner,

2006).
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Pérdida auditiva o hipoacusia

La hipoacusia es definida como la “incapacidad total o parcial para escuchar sonidos
en uno o ambos oidos o problema de la audicion caracterizado por la disminucion de la
sensibilidad al sonido en comparacion con una audicion normal” (Muller, 1998).

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la pérdida auditiva es la
6ta causa de trastorno que afecta significativamente a 466 millones de personas en el mundo
(OMS, 2020). Tiene un gran impacto en la calidad de vida y aspectos sicoldgicos. Las
dificultades de la comunicacion pueden causar depresion, ansiedad y posiblemente
alteraciones cognitivas (Vlajkovic et al., 2009).

Existen diferentes clasificaciones de la hipoacusia, entre ellas la que se refiere a la
localizacion de la lesion. En este sentido, las hipoacusias se clasifican en conductivas (si
afectan al oido externo o medio), neurosensoriales (si afectan a la coclea o nervio auditivo)
y centrales si afectan la via auditiva central.

La pérdida auditiva neurosensorial produce alteraciones en su mayoria irreversibles
y discapacitantes, produciendo aislamiento social y depresion, entre otras. En este sentido,
segin Koles (2019) la hipoacusia neurosensorial es un gran desafio para la ciencia

farmacéutica, ya que no existen productos eficaces que puedan disminuirla.
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Trauma acustico agudo e hipoacusia inducida por ruido

Una de las mayores causas de discapacidad auditiva e injuria coclear es la exposicion
a ruido (Vlajkovic et al.,2009). Esta disfuncion puede ser causada tanto por una unica
exposicion a sonidos intensos, asi como la exposicion repetida y cronica a altos niveles de
ruido (Vlajkovic, et al 2009). Los efectos auditivos dependen de las caracteristicas del ruido,
de la frecuencia e intensidad, de la cronicidad, de la duracion de la exposicion y de la
susceptibilidad individual al ruido (Sanz, 2015). Sus consecuencias son tanto efectos
auditivos, como extra-auditivos (Daniel, 2007; Le Prell et al., 2007; Nae et al 2013).

En relacion a los efectos extra-auditivos, los dafios que el ruido causa al organismo
llevan consigo perjuicios en la salud de las personas, tales como hipertension arterial,
taquicardia, disminucion del apetito, pérdida de la concentracion, neurosis, efectos sociales
y de conducta, trastornos del suefio y alteracion en el rendimiento, alteracion en procesos
cognitivos como memoria, atencion y resolucion de problemas (OMS, 2020)

Daniel (2007) plantea efectos a corto y largo plazo de la exposicion a ruido de alta
intensidad. Entre los efectos a corto plazo estan tensiéon muscular, efectos sobre el suefio,
alteracion del reflejo respiratorio, aumento de la presion arterial y la circulacion periférica;
A suvez, los efectos a largo plazo producen alteraciones metabodlicas inducidas por el cambio
en la concentracién de hormonas en el torrente sanguineo.

En relacion a los efectos auditivos, la exposicion a ruidos de alta intensidad produce
efectos adversos y consecuencias auditivas descritas y diferenciadas en la literatura como

trauma acustico agudo y trauma acustico cronico; este tltimo es también denominado como
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Hipoacusia Inducida por Ruido (HIR), Pérdida Auditiva Inducida por Ruido (PAIR) o Dafio
Auditivo Inducido por Ruido (DAIR) (Werner, 2006).

El trauma acustico agudo es entendido como la “alteracion de la audicion que ocurre
como resultado de la exposicion a ruido de tipo impulsivo (R.1.); puede ser uni o bilateral y
afectar la porcion neurosensorial o conductiva del oido. Es plausible a la recuperacion.
(Arauz y Debas 2001).

El trauma acustico cronico (Hipoacusia inducida por ruido) es definida por la
Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE 10 (HS83,3)) como una Hipoacusia
Neurosensorial, que se produce por la exposicion prolongada a niveles dafiinos de ruido.

A nivel de umbrales auditivos la Hipoacusia inducida por ruido puede causar cambios
en los umbrales que pueden ser temporales, durando minutos, horas o dias luego de cesado
el estimulo, lo que es denominado como un Descenso Temporario del Umbral (DTU). La
recuperacion completa de los umbrales en el DTU se genera en humanos luego de un reposo
auditivo de 16 horas (Liberman, 2016; Nordmann et al., 2000).

Si la exposicidon se mantiene de manera reiterada, la lesion en el oido interno puede
producir un Descenso Permanente del Umbral (DPU), lo que causa una pérdida irreparable
en la audicion.

En términos morfologicos, Werner (2006) establece que la exposicion a ruido afecta
a las células ciliadas externas, nervio auditivo, y en menor proporcion a nivel de las células
ciliadas internas. Estas alteraciones se describen como cicatrices, alteraciones ultra
estructurales, degeneracion del ganglio espiral de Corti, pérdida de células ciliadas externas
e internas y esterocilios, fusion de esterocilios y cambios en la morfologia ciliar, alteraciones

en la membrana basilar, pared lateral (estria vascular y ligamento espiral) principalmente en
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la region basal de la coclea (Park et al, 2013; Kurabi et al, 2017). Estos cambios se han
vinculado a diferentes vias de muerte celular, entre ellas la apoptosis, necrosis y oncosis
(Bohne et al (2007).

Estudios recientes indican que el primer signo de dafo se sitia en el nervio auditivo
aferente, incluso antes de que ocurra la pérdida de células ciliadas sensoriales (Wang et al.,
2002; Kujawa, S. G., & Liberman, M. C., 2009; Wong, 2015; Shi et al., 2015). Lo anterior
genera una neuropatia coclear, que puede no ser obvia como un cambio en el umbral
auditivo,pero conduce a dificultades en la discriminacion del habla. Se ha mencionado que
este dafio neural puede ser la causa de anomalias generadas por la induccion a ruido como
acufenos e hiperacusia (Plontke, S. K., Bauer, M., & Meisner, C., 2007)

Los elementos claves en la patogénesis de la injuria coclear producida por hipoacusia
inducida por ruido son el estrés oxidativo y la produccién de especies reactivas de oxigeno.
Esto, en conjunto con la neurotoxicidad del glutamato son los mecanismos cominmente
vinculados a la pérdida auditiva (Wong & Ryan, 2015; Vlajkovic, 2002; Sanz et al, 2015).

Adicionalmente, la pérdida auditiva inducida por ruido genera elevacion tanto de
ATP como de ectonucleotidasas. Este cambio indica que el sistema purinérgico estd
involucrados en la deficiencia auditiva (Chen et al.,1995; Wang, 2003). Este ultimo es de
vital importancia y sera discutido con mayor extension mas adelante.

En cuanto al dafio por estrés oxidativo, el ruido a altas intensidades genera un
aumento de la actividad mitocondrial que, a su vez aumenta especies reactivas de oxigeno,
incrementando la actividad metabdlica y sobrepasando la cantidad de antioxidante endogeno,
lo que lleva a una peroxidacion lipidica e inactivacion de enzimas antioxidantes (Vlajkovic

et al 2009). Ademas, el ruido a alta intensidad impulsa actividad y produccion de radicales
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libres, reduccion del flujo sanguineo coclear, inflamacion de terminales nerviosos e induce

tanto a la necrosis como la apoptosis celular en el 6rgano de Corti. (Vlajkovic et al 2009).

Hemicanales de conexina y su expresion en la céclea

Las conexinas son un conjunto de proteinas que participa en la formacion de uniones
de hendidura o gap junction que comunican el citoplasma de dos células adyacentes
(Anselmi, 2008). Estos canales intercelulares compuestos por dos mitades conformadas por
6 moléculas de conexina cada una, forman un sistema de comunicacion e intercambio de
electrolitos, metabolitos y mensajeros secundarios en las células.

La sintesis de conexinas se realiza en el Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) y
luego se oligomerizan y van al aparato de Golgi para formar hemicanales (HCS). Estos
hemicanales son exportados a la membrana plasmatica, de las células de sostén (células de
Deiters), donde se inserta (Zhao, Zhu, Liang, & Chen, 2015).

Su papel principal en la audicion se vincula a asegurar un flujo de iones de potasio
requerido para el mecanismo de audicion (Menéndez, 2001), pues, cuando el sonido se
propaga por la ventana oval, los iones de potasio entran a las células ciliadas, luego los 1ones
son liberados a las células de sostén o soporte mediante los hemicanales de conexina 26 y
luego se recicla en la endolinfa. Otra funcion es la de participar en la amplificacion coclear
y selectividad frecuencial (Zhu., et al 2013; Luckashkina., et al 2017)

Los hemicanales de conexinas y panexinas son los principales conductos de
liberacion de ATP. Este cuando se libera de las células dafiadas desencadena la movilizacion
y sefializacion del Ca*? (Anselmi, 2008; Shen et al 2006). Ademas, juegan un papel crucial

en la liberacion regenerativa del ATP en células de soporte (North, 2002).
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Las mutaciones en Cx26, un tipo de isoforma de conexina, han sido asociadas a
sordera no sindrémica. En efecto, la eliminacion en células de Deiters y células pilares genera
un cambio en la electromotilidad de las células ciliadas externas, reduciendo la amplificacion

coclear activa (Zhu., et al 2013; Lukashkina., et al 2017; Verselis, 2019).

Adenosina

La adenosina es un nucleosido producido principalmente por el metabolismo del
Adenosin Trifosfato (ATP) que ejerce multiples funciones en el cuerpo humano (Sheth,
2014). Entre ellas estan el jugar un rol importante en la modulacion de la liberacion de
neurotransmisores, plasticidad sinaptica y neuroproteccion de isquemia y estrés oxidativo,
maduracion neuronal, control del suefio, memoria, cognicion y control del dafio neuronal
(Sheth, 2014; Fredholm et al 2011; Lappas et al., 2005). En el tejido cardiovascular produce
vasoconstriccion o vasodilatacion en venas y arterias, regula la produccion células T,
agregacion plaquetaria, angiogénesis y modulacion del sistema inmune (Fredholm 2013,
Sheth, 2014)

La adenosina puede generarse de manera intracelular como extracelular (Figura 4).
De manera extracelular es producida desde el metabolismo del Adenosin Trifosfato (ATP) y
del Adenosin Monofosfato AMP mediante ectoenzimas CD39 y CD73. Intracelularmente es
producida y controlada por niveles e hidrolisis de AMP por la enzima 5' nucleotidasa y puede
ser metabolizada a inosina e hipoxantina por adenosindeaminasa y a acido urico por xantina

oxidasa (Fredholm 2013, Sheth, 2014).
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Puede ser convertido de regreso a AMP por accion de Adenosin Kinasa, quien asegura una
cantidad de adenosina intracelular (Fredholm 2011).

Los transportadores de adenosina tanto transportadores equilibrativos (ENTs) o
concentrativos (CNT) tambien contribuyen en la regulacion del nivel extracelular de

adenosina (Sheth 2014; Vlajkovic, 2009).
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Figura 4. Produccion de adenosina, transporte y metabolismo. La principal fuente de adenosina
extracelular es dado por transportadores de nucledsidos y la actividad de ectonucleotidasas, que
descomponen el ATP extracelular en adenosina. A nivel intracelular es hidrolizada por Adenosin
Deaminasa (ADA) a inosina, mientras que la Adenosin Kinasa (ADK) cataliza la fosforilacion de
adenosina a AMP. Elaboracién propia

La adenosina inicia sus efectos bioldgicos y media acciones fisioldgicas via una
familia de cuatro receptores acoplados a proteina G. Estos son designados como A1, Asa, A2

y A3 (Vlajkovic et al., 2007).
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Los receptores de adenosina A1y A3 estan acoplados a la proteina Gi/o, lo que reduce
la produccion de cAMP e inhibe la activacion de adenilatosiclasa y la Protein Kinasa A
(PKA) y . Por su parte, los receptores Aza y Azp estan acoplados a proteina Gs/olf, lo que
inrementa la produccion de cAMP, la activacion de la Protein Kinasa A y adenilatociclasa
(Ver figura Suplementaria 1).

En general, para cumplir sus funciones en el Sistema Nervioso Central los receptores
se distribuyen de la siguiente manera:

El receptor de adenosina A; esta presente en neuronas de la corteza, hipocampo,
cerebelo, en oligodendrocitos, astrocitos y microglia (Sheth 2014); el receptor de adenosina
Axa esta presente en las espinas dentriticas y regiones post sinapticas de los ganglios basales;
el receptor de adenosina Axp estd expresado en neuronas, células gliales como microglia y
astrocitos; y el receptor de adenosina A3z se encuentra en hipocampo, corteza, cerebelo y
striatum.

En condiciones fisiopatologicas la adenosina se libera de los tejidos en respuesta al
estrés oxidativo y puede promover la proteccion y reparacion de los tejidos (Linden, 2012).
Lo anterior lo logra mediante el incremento de defensas antioxidantes, aumento en el
suministro de oxigeno, mejora en el flujo sanguineo, estimulacién o inhibicion de la
liberacion de neurotransmisores, genera respuestas antiinflamatorias y promueve las vias

antiapoptoticas (Fredholm, 2005).

Receptores de adenosina y su expresion en la coclea
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La adenosina es un nucledsido que ha sido involucrado en la modulacién de la
deteccion del sonido y la sensibilidad auditiva coclear. Segin Vlajkovic (2007) tiene efectos
otoprotectores en el oido, principalmente por la capacidad del receptor Al para prevenir
injurias cocleares causadas por trauma acustico o drogas ototdxicas (Vlajkovic et al 2009;
Nie et al., 1998). En el espacio extracelular funciona como una molécula de sefializacion que
regula el flujo sanguineo coclear y la proteccion contra el dafio oxidativo. (Vlajkovic et al,
2007) (Fredholm, et al 2001)

Tanto la adenosina como el ATP son intrinsecamente liberados como moléculas que
regulan un gran namero de procesos fisiologicos y fisiopatologicos (estrés oxidativo) en el
sistema auditivo, con sitios de liberacion identificados en el 6rgano de corti (Sirko, 2019)
Tipicamente actian de manera autocrina y paracrina y son sensibles a cambios en el
ambiente extracelular como hipoxia, ruido, isquemia o trauma. (Vlajkovic et al, 2009).

Los cuatro receptores de adenosina activan tanto la Kinasa Regulada por sefial
Extracelular (ERK), como las Proteina Kinasa Activada por Mitogenos MAPK, los
receptores de adenosina Axg y Az pueden también activar a JNK y p38 (Lahne & Gale, 2008).
La sefializacion de la MAPK representa una importante via para modificar la transcripcion
genética (Lahne & Gale, 2008). En este sentido, en la coclea la inhibicion de las JNK protege
a las células ciliadas de la muerte y la pérdida auditiva inducida por ruido (Wang et al., 2003)

En el oido interno, los receptores de adenosina se ubican de la siguiente manera (Ver

Figura Suplementaria 2) (Ramkumar, 2004) (Vlajkovic et al 2007):
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A) El receptor de adenosina A; se expresa de forma predominante en las células de Deiters
y células ciliadas internas y en las fibras nerviosas aferentes del ganglio espiral de corti.

(Vlajkovicet al, 2007) (Vlajkovic et al, 2010) (Vlajkovic et al, 2017)

B) El receptor de adenosina A,s fue detectado en el ganglio espiral de Corti, células de
Deiters, células ciliadas internas, ligamento espiral, vasos sanguineos modiolares. En este
ultimo sitio permite regular el flujo sanguineo coclear. (Vlajkovic et al., 2007; Tan, 2015;

Han et al., 2019)

C) Elreceptor de adenosina Aj se expreso en las células ciliadas externas, internas, células
de Deiters, de Hensen y de Claudius, ganglio espiral de Corti y ligamento espiral.
También ha sido identificada en partes del sistema auditivo central en nicleo coclear
dorsal, Complejo Olivar Superior (COS), Coliculo Inferior (CI), corteza auditiva.

(Vlajkovic et al., 2007) (Vlajkovic et al, 2017).

Tabla 1. Receptores de Adenosina en la Coclea
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Receptor Célula Célula Célula de Neuronas Estria Limbo

de ciliada ciliada sostén del Vascular  Espiral
Adenosin externa interna (CS) Ganglio

a (CCE) (CC)H espiral

Aj X X X

Aoa X X X X X
Aj X X X X X

Expresion de los receptores de adenosina en la coclea de ratones. ((Vlajkovic et al., 2007;

Vlajkovic et al, 2017; Tan, 2015).

Sheth (2014) menciona que la funcionalidad de la activacion de estos receptores en
la coclea esta relacionada a la otoproteccion o exacerbacion del dafio auditivo. En este
sentido, el balance entre los receptores de adenosina Ay Aza es concebido como un factor
critico en la respuesta al estrés oxidativo producido en patologias cocleares comunes como
la hipoacusia inducida por ruido. Mientras el receptor A confiere otoproteccion en respuesta
al estrés oxidativo, el Aza exacerba la ototoxicidad inducida por cisplatino, un ototdxico
utilizado en tratamientos quimioterapéuticos en diversos tipos de céancer (Sheth 2014,
Ramkumar, 2004, Vlajkovic, 2009).

Las injurias producidas por la exposicion a ruido pueden prevenirse o disminuirse por
la activacion del A1, mediante la administracion local o sistémica de sus agonistas (Wong et
al., 2010; Hight et al., 2003; Gunewardene et al., 2013; Vlajkovic et al., 2019).

El uso de Adenosine Amine Congener (ADAC), agonista del receptor de adenosina
A1, mejora el flujo sanguineo coclear y oxigeno, aumentando la produccion de antioxidantes

que contrarrestan los efectos toxicos de las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) (Vlajkovic
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et al., 2014; Vlajkovic et al., 2010). Lo anterior produce una mayor supervivencia de células
ciliadas y una recuperacion de umbrales auditivos (Vlajkovic et al., 2010).

Otro mecanismo es la inhibicion de la liberacion del glutamato via receptor de
adenosina A pre sinaptico (Fredholm, 2007). La activacion de este receptor reduce el flujo
de Ca™, mediante la inhibicion preferencial de canales tipo N y tipo Q, y por ende, genera
hiperpolarizacion de las células ciliadas. (Fredholm, 2007).

La expresion de los receptores de adenosina en las Células Ciliadas Internas (CCI) es
consistente con que la adenosina induce la elevacion intracelular de calcio en estas células
en cobayo. A su vez, tanto A; como A3z han sido implicados en la regulacion de la liberacién
pre sinaptica de glutamato desde las CCI, consistente con el rol de modulacion de la
liberacion glutamatérgica en las neuronas del cerebro (Wong et al., 2010).

Por otro lado, las injurias cocleares pueden disminuirse al inhibir farmacologicamente
al receptor de adenosina Asa. En este sentido, Vlajkovic (2009) muestra que tanto la
inhibicion combinada de Aza y adenosin kinasa, como la inhibicion del transporte de
adenosina por transportadores de nucledsidos y el incremento de adenosina producida desde

ATP son todas vias otoprotectoras frente a la injuria inducida por ruido.

Receptor Aza de adenosina y Ototoxicidad
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El receptor A»a de adenosina es un miembro de la familia de receptores acoplados a
proteina G (Figura Suplementaria 3) y estd compuesto de multiples exones que codifican
transcripciones alternantes iniciadas por 4 promotores independientes

Este receptor es capaz de interactuar con otros receptores, mediante la formacion en

canales homodimeros y heterodimeros, lo que produce que a bajas concentraciones de
adenosina se activa principalmente el receptor de Adenosina Aj, mientras que a altas
concentraciones de adenosina se activa el Aza.
En la via de senalizacion del Aza la estimulacion del receptor activa la adenilciclasa que
conduce a la produccion de AMPc y la activacion de Protein Kinasa A (ver figura
suplementaria 1). La activacion de este Gltimo activa una respuesta de CREB, quien inhibe
la actividad del Factor nuclear de transcripcion denominado factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras Kappa de las células B activadas (NF-kB), lo anterior suprime la expresioén
de citoquinas. En células inmunes, la proteina CREB tiene efectos antiinflamatorios, ya que
inhibe la transcripcion del NF-KB y lo anterior suprime la expresion de citoquinas (Fredholm
et al., 2007; Fredholm et al., 2000; Schreck et al., 1992).

Otro blanco de la via de sefializacion mediada por la activacion de la Protein Kinasa
A (PKA) es el canal de calcio tipo L, proteina kinasa C atipica, DARPP, Rac1/Cdc42 y SRC.
La estimulacion del Aza también regula la actividad del ERK dependiente e independiente
de la via de activaciéon de PKA. Se ha comprobado que el dafio coclear produce una
activacion de la Kinasa Regulada Extracelularmente (ERK) en las células de soporte,

principalmente en las células de Deiters (Fredholm et al., 2007).
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Por otro lado, la cascada de cAMP/PKA aumenta la comunicacioén intercelular,
afectando la fosforilacion de conexinas o proteinas reguladoras de conexinas (Begandt, et al
2010). Lo anterior conduce a un incremento en la expresion e insercion de conexinas en la

membrana celular y un aumento de apertura de los hemicanales.

En resumen, se conoce que los hemicanales de conexina actiian frente a estimulos de
nocivos liberando ATP al medio extracelular. Lo anterior ha sido relacionado como una via
de muerte celular frente a noxas (Zhou et al., 2016). Por otro lado, se ha encontrado que en
un tipo de sordera sindromica, como sindrome KID, hay ganancia de funcién de los
hemicanales mutados por pérdida del mecanismo de control que cierra estos canales (Garcia
etal., 2015). Por su parte, el receptor Aza ha sido vinculado a exacerbacion de la ototoxicidad
producida por el cisplatino (Cunha, 2005), no descartandose en otros modelos de dafio como
el dafio auditivo inducido por ruido. Estos antecedentes nos permiten proponer la siguiente

hipotesis.

HIPOTESIS
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El receptor A2a media el dafio auditivo inducido por ruido asociado al incremento en la

actividad de hemicanales en la coclea

OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar el estado funcional de hemicanales en cocleas de ratones WT y deficientes para el

receptor Axa de adenosina (A2a KO) expuestos a ruido nocivo.

Objetivos Especificos

Los objetivos especificos son:
1. Estudiar la expresion del receptor de adenosina Axa en la coclea de ratones WT y su
funcionalidad auditiva frente al dafio auditivo inducido por ruido.
1.1 Determinar expresion de mRNA de receptores de adenosina en coclea
1.2 Generacién de un modelo de dafio auditivo inducido por ruido
1.3 Estudiar el efecto de la eliminacion del gen del receptor de Adenosina Asa en el

dafio auditivo inducido por ruido.

2. Estudiar si la activacion del receptor de Adenosina Aza aumenta el estado funcional

de hemicanales en la coclea, mediante la captacion de tasadores fluorescentes (Etidio)
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2.1 Estudiar el efecto de agonistas y antagonistas de los receptores de adenosina Asa
sobre el estado funcional de hemicanales en explantes cocleares de ratones WT

del receptor de adenosina Aza mediante captacion de etidio.
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MATERIALES Y METODOS

Para lo anterior, el estudio se realizé con un total de 10 animales machos C57BL/ 6
de dos meses de edad. De ellos, 3 ratones fueron deficientes para el receptor Aza de adenosina
(A2a KO) pre y post exposicion a ruido nocivo, 3 ratones WT C57BL/ 6 pre y post exposicion
a ruido, 2 ratones P8 C57BL/ 6 y 2 ratones machos adultos WT C57BL/6 sin exposicion a
ruido (ver Tabla Suplementaria 1).

Los animales deficientes para el receptor Aza de adenosina (A2a KO) fueron donados
por Juan Fan Chen, académico del Laboratorio de Neurobiologia Molecular de la
Universidad de Boston, (MA, Estados Unidos). En resumen, un fragmento gendémico del
receptor Aza se dividid por un marcador de seleccion positiva (cassette de neomicina), que
reemplazé el extremo 3 'del exdn 2, la unidon de empalme 5' adyacente y las secuencias de
intron (Day, et al 2003) La confirmacion de Axa KO se realizé mediante la amplificacion del
casete de neomicina mediante PCR realizado por el Laboratorio de Fisiologia Vascular de la
Universidad del Bio-Bio. Los ratones se alojaron en la instalacion de animales de la
Universidad de Valparaiso, Chile, donde se mantuvieron en condiciones ambientales
estandar, que incluian temperatura controlada (25 °© C) y humedad, exposicion a ciclos de luz
/ oscuridad de 12/12 h, y suministro de alimentos y agua a libitum. Este estudio se realizo de
acuerdo con las recomendaciones de las pautas para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio publicadas por el Instituto Nacional de Salud de EE. UU. El Comité de Etica de

la Universidad del Bio Bio (UBB) y FONDECYT (1140586, Chile) que aprobo el protocolo.

38



Extraccion de RNA y transcripcion reversa

La expresion de los receptores de adenosina en cocleas de ratones WT C57BL/6 se
realizd en 2 ratones machos adultos sin exposicion a ruido. Para lo anterior se realizo la
extraccion de cocleas mediante el método expuesto por Khujista D. Haque (2015). Una vez
realizada la extraccion se procedio a homogeneizar y extraer RNA de las muestras mediante
trizol (Invitrogen, USA).

La cuantificacion de RNA fue realizada mediante espectrofotometria (Azsonm) ¥ Su
integridad fue evaluada por la relacion de Azsonm/A2s0nm Yy Visualizacion en gel de agarosa
(2%). Alicuotas de 2 ug de RNA fueron utilizadas en la reaccion de transcripcion reversa
usando oligo dT, random primers y enzima MMLV-RT (Moloney Murine Leukaemia Virus-
Reverse Transcriptasa, Promega USA) en un ciclo de transcripcion reversa a 37°C.

Como controles positivos se utiliz6 RT PCR de glandula suprarenal, de bazo, de
vejiga y de pulmodn, que expresan gran cantidad de mRNA para el receptor A1, Aza, A2y

A3 respectivamente.

PCR no cuantitativo

El nivel de mRNA para los receptores de adenosina A1, Axa, A2y Asy el control de
carga 18 S fueron determinados por PCR semicuantitativo (RT-PCR). Los parametros de la
secuencia de temperaturas utilizadas para la reaccion fueron definidos de acuerdo al tamafio
del producto esperado y a la temperatura de alineacion de los partidores utilizados (Ver Tabla

Suplementaria 2).
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Modelo de daiio auditivo inducido por ruido

La exposicion a ruido nocivo de los 6 animales (3 C57BL/6 y 3 deficientes para el
receptor Axa de adenosina (A2aKO)) se realizéo mediante ruido blanco (presenta componentes
espectrales de un rango de frecuencias amplio y es la suma de todas las ondas) una unica vez
a 90 dB durante dos horas. Para lo anterior se utilizarda un audidmetro GSI 61 (Auditron)
calibrado segiin norma ISO 389 (Adaptado de Park., et al 2013).

El ruido fue entregado por un altoparlante en una cabina sono amortiguada, y los

animales fueron colocados en cajas a 10 cm del parlante.

Evaluacion de la audicion

El estudio funcional de la via auditiva de 6 animales (3 C57BL/6 y deficientes para
el receptor Aza de adenosina (Axa KO)) se realizO mediante técnicas de registro de
Potenciales Evocados Auditivos de Tronco Cerebral (PEATC). Para lo anterior, se utilizé el
equipo Interacoustics Eclipse, con el programa oto acus EP 25.

Los animales fueronn anestesiados con una inyecciéon de fenobarbital sodico (40
mg/kg) y posterior a esto se les coloco electrodos de acero inoxidable de insercion en sitios
analogos de los humanos, en el vértex (positivo), mastoides de oido (negativo) y espalda
(tierra). Los estimulos fueron amplificados con un filtro de pasa banda de 100 a 3000 Hz,

Para la obtencion de los PEATC se estimul6 a los animales con 2000 estimulos de
tipo clik con polaridad rarefaccion y condensacion a intensidades de 75 dB, 70 dB, 65 dB,
60 dB, 55 dB, 50 dB, 45 dB, 40 dB, 35 dB, 30 dB, 25 dB y 20 dB por auriculares situados a

10 cm de la cabeza del raton.
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Las evaluaciones se realizaron una hora de la exposicion a ruido blanco 90 dB SPL
por dos horas y dos dias después de la exposicion a ruido (Adaptado de Vlajkovic., et al
2010)

Para el andlisis de la audicion de los ratones se determin6 el umbral electrofisiologico
para los click, definido como la minima intensidad de estimulacion requerida para generar
un potencial evocado con un pico III localizado en una ventana temporal de 2,25 ms y 3,25
ms a 70 dB de estimulacion. Las latencias absolutas de las ondas I, IIl y V y las latencias

interondas de I-III, Il y-V y I -V.

2 Horas
Exposicion a White Noise
90 dB
\ i‘t_ _;a'

ABR ABR
Pre-exposicion Post-Exposicion
® &

0 0 2

Tiempo (dias)

Figura 5. Cronograma de Experimentos de Modelo de dafo auditivo inducido por ruido. Ratones fueron
expuestos a ruido blanco (white noise) a 90 dB de intensidad durante 120 minutos (2 horas). La
audicién fue evaluada con Potenciales auditivos evocados de tronco cerebral (PEATC) Pre-exposicion
(base) y a los 2 dias post exposicion al ruido.

Explantes cocleares
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Se realizé un cultivo celular primario de 4 cécleas de ratones C57BL/6 segiin método
de Haque y cols., (2015). Brevemente, los animales P8 (8 dias después del parto) fueron
sacrificados por decapitacion. Ambas cocleas fueron extraidas por diseccion del craneo y
extraccion del cerebro. Se aislaron ambos oidos internos ubicados en el hueso temporal, y
ambas cdcleas se extrajeron . Una vez separado del ligamento espiral, el epitelio sensorial se
transfiri6 a una placa con medio (Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado con 10% de FBS), asegurando que el tejido se adhiera al cubreobjetos de 12 o
25 mm, previamente tratado con Geltrex (Gibco) e incubado durante 24 horas a 37 ° C con

5% de CO2 y 95% de humedad.

Estado funcional de los hemicanales frente a la activacion del receptor de adenosina

Az4 mediante captacion de etidio

Para determinar el estado funcional de los hemicanales frente a la activacion o
inactivacion del receptor de adenosina Aza se evaluo la tasa de captacion de etidio a distintas
concentraciones del agonista selectivo para Aza, denominado CGS-21680 (Figura 6); o su

antagonista selectivo, ZM 241385 (Figura 7).

Las mediciones se realizaron en 2 explantes cocleares de ratones C57BL/6
preparados, se retird el medio DMEM vy se lavé con medio HANKS con Ca™ para eliminar
el exceso de tinte del medio de cultivo (rojo fenol). Luego, se colocaron los explantes en una

camara de registro, que contenia medio HANK’ S con Ca™ y trazadores (5 pM Bromuro de
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etidio, BrEt) con un volumen de 400 ulL. La cdmara de registro fue montada en un

microscopio NIKON Eclipse TE2000U (que contenia el software NIS Elements).

En esta instancia se tomaron las fotografias iniciales (para evaluar morfologia
coclear) y se seleccionaron los ROIS. Luego se tomaron fotografias cada treinta segundos
con filtros para trazadores. Posterior a 10 minutos se lavo tres veces el epitelio con 1ml de
medio HANK'S sin Ca*?, se extrajo el medio y se agregd6 HANK’S sin Ca*? y trazador (5
uM Bromuro de etidio). Esta condicion se mantuvo durante todos los experimentos. Luego
a los 20, 30 y 40 minutos se agrego el agonista del receptor de adenosina Axa CGS 21680 en

concentraciones de 1071°, 10”7 y 107 respectivamente.

Se tomaron fotografias cada 30 segundos, durante el tiempo que durd la grabacion

(50 minutos total) mediante el software NIS Elements AR 4,4 (Nikon GmbH).
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Figura 6. Cronograma de Experimentos de Captacién de etidio en epitelio coclear expuesto a diferentes
concentraciones de agonista del receptor de adenosina A,, (CGS 21680). Epitelio coclear fue expuesto a
un medio de Hank con Breth sin Ca*2 desde el minuto 10. A los 20, 30 y 40 minutos se expuso a distintas
concentraciones del agonista del receptor de adenosina A,, (CGS-21680).

Para el analisis de la tasa de captacion de etidio (Absorcidén en arbitrary units/min
Au/min) se utiliz6 el software F1JI y se calcularon las pendientes de cada ROI mediante Excel

y Graph Pad Prism 7 (Ver Figura Suplementaria 4).

Estado funcional de los Hemicanales frente a la inactivacion del receptor de adenosina

Az4 mediante captacion de Etidio

Para determinar el estado funcional de los hemicanales frente a la inactivacion del
receptor de adenosina Aza se evalud la tasa de captacion de etidio en ambas condiciones a
distintas concentraciones (antagonista ZM 241385).

Las mediciones se realizaron en 2 explantes cocleares de ratones C57BL/6
preparados, se retird el medio DMEM vy se lavé con medio HANKS con Ca*™ para eliminar
el exceso de tinte del medio de cultivo (rojo fenol). Luego, se colocaron los explantes en una

camara de registro, que contenia medio HANK’ S con Ca™ y trazadores (5 pM Bromuro de
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etidio) con un volumen de 400 ulL. La camara de registro fue montada en un microscopio
NIKON Eclipse TE2000U (que contenia el software NIS Elements)

En esta instancia se tomaron las fotografias iniciales y se seleccionaron las regiones
de interés (region of interest, ROIs). Luego se tomaron fotografias cada treinta segundos con
filtros para trazadores. Posterior a 10 minutos se lavo tres veces el epitelio con 1 ml de medio
HANK'S sin calcio, se extrajo el medio y se agregd HANK” S sin Ca*? y trazadores (5 uM
Bromuro de etidio). Esta condicidon se mantuvo durante todos los experimentos. Luego a los
20, 30 y 40 minutos se agreg6 el antagonista del receptor de adenosina Axa ZM-241385 en
una concentracion de 10-1°, 10® y 10 respectivamente (ver figura 6).

Se tomaron fotografias cada 30 segundos, durante el tiempo que durd la grabacion

(50 minutos total) mediante el software NIS Elements AR 4,4 (Nikon GmbH).

3 lavados (HANK
s/Ca+2)

c/Ca+2 siCa+2 siCa+2 s/Ca+2 s/Ca+2
’ * ZM 10-10 M 108 M 106

10 20 30 40
Hank, Breth

g
®

S 4

Tiempo (min)

Figura 7. Cronograma de Experimentos de Captaciéon de etidio en epitelio coclear expuesto a diferentes
concentraciones de antagonista del receptor de adenosina A,, (ZM 241385). Epitelio coclear fue expuesto
a un medio de Hank con Breth sin Ca*2desde el minuto 10. A los 20, 30 y 40 minutos se expuso a distintas
concentraciones del antagonista del receptor de adenosina A,, (ZM-241385).
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Para el analisis de la tasa de captacion de etidio (Absorcion en Au/min) se utilizo el
software FIJI y se calcularon las pendientes de cada ROI mediante Excel y Graph Pad Prism

7 (Ver Figura Suplementaria 5).

Analisis estadisticos

Las variables cuantitativas son expresadas en promedios y errores estandar de la
media. Para el andlisis estadistico y comparacion de los resultados entre los grupos estudiados
(expuestos y no expuestos a ruido) se empled el analisis no paramétrico de Kruskal y Wallis,
y en aquellos casos en los cuales existian diferencias significativas, la prueba de Mann
Whitney. El nivel nominal de significancia estadistica (P) fue establecido como menor a
0,005 (P<0,005). Todos los datos fueron ingresados en una base electronica del software

Graph Pad Prism 7.0.
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RESULTADOS

Expresion de receptores de adenosina en coclea de ratones C57BL/6

Se realizaron ensayos de PCR no cuantitativo para estudiar la expresion de mRNA de
los receptores de adenosina en la coclea de ratones C57 BL/6. Los datos demuestran que en
la coclea existen los receptores de adenosina A1, Aoa y Az (Fig. 8), mientras que el subtipo

Asgno pudo ser detectado (no mostrado)

B C

() (+) C1 C2

(- (+) C1 C2

) (+) C1 C2

Figura 8. Expresion de receptores de adenosina en coclea de raton C57BL/6. Los
experimentos de RT-PCR mostraron la expresion de mRNA de los receptores de adenosina
A1(A), A2a (B)y As, (C). Los resultados evidencian control (-), control (+) y coclea 1 (C1)

y coclea 2 (C2).

Efecto de la eliminacion del gen del receptor de Adenosina Aza en los umbrales

auditivos de ratones expuestos a ruido

Realizamos evaluaciones electrofisiologica en seis ratones C57BL/6, tres ratones

control (wild type WT) y tres deficientes para el receptor Axa de adenosina (Aza KO),
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mediante potenciales evocados auditivos antes y después de exposicion a ruido blanco de 90
dB durante dos horas. Observamos que los ratones WT presentaron un aumento significativo
en los umbrales auditivos medidos 2 dias después de la exposicion al ruido (Figura 9 A-C),
en cambio en los ratones Aza KO obervamos que la exposicion al ruido no produjo cambios

significativos en los umbrales auditivos (Figura 9 D-F).
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Figura. 9: Evaluacion de la audicion de 3 ratones WT (A,B y C) y 3 ratones A2a KO (D, E
y F) antes y después de la induccion del dafio inducido por ruido. La media de los umbrales
electrofisiologicos de ratones WT antes de la exposicion a ruido es de 38,310 dB SPL y
posterior a la exposicion a ruido es de 70+0 dB SPL. A su vez, la media de los umbrales
electrofisiologicos de ratones A4 KO antes de la exposicion a ruido es de 40 +10 dB SPL y
posterior a la exposicion a ruido es de 46.6 = 5.7 dB SPL.
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Efecto de agonistas y antagonistas del receptor de adenosina Az en el estado funcional

de hemicanales en la coclea mediante la captacion de tasadores fluorescentes.

La exposicion de distintas concentraciones de agonista del receptor de adenosina
A24(CGS21680) en explantes cocleares produce disminucion de la captacion de etidio en las

diferentes lineas celulares del tejido epitelial coclear (Fig 10, 11, 12 y 13).
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Figura 10. Generacion de graficos de pendientes de captacion. A) Captacion de BrEt en
explante de coclea. Se muestra las regiones donde los ROIs fueron asignados. B) Registro de
captacion de colorante (dye-uptake). C) Valores de pendiente de captacion (rate of uptake,
A.U./min). * 1p<0,05 versus control sin estimulo. Test de Mann Whitney

Segtn lo anterior, tras la exposicion a CGS 21680 a distintas concentraciones, las
células de sostén (Fig.11) presentaron una disminucion en la tasa de captacion de etidio, en
comparacion a la condicion basal, que no fue considerada significativa en ninguna de las

concentraciones (CGS 101° (p: 0,95), CGS 1077 (p: 0,49) y CGS107 (p: 0,51)).
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Figura 11. Captacion de etidio en células de sostén de epitelio coclear expuesto a distintas
concentraciones de agonista del receptor de adenosina Aza (CGS21680), n=16. Se expresan
la media y desviacion estandar de la tasa de captacion de etidio en las distintas condiciones:
Basales de Breth, HANK, s/Ca+, siendo 0,00358 + 0,00138 (Au/min), con agonista del
receptor de adenosina a distintas concentraciones CGS 1071, CGS 107y CGS1073, siendo
0,00359 £+ 0,001662 (Au/min); 0,00325 + 0,001715 (Au/min) , 0,003185 £+ 0,001769
(Au/min) respectivamente.

Por su parte, las células ciliadas externas (Fig.12) presentan, en la totalidad de sus
filas (Fig. 12 A) una disminucion significativa (p<0,0001) en la tasa de captacion de etidio,
con las siguientes medias y desviaciones estandar en las distintas condiciones: Basal (Breth,
HANK, s/Ca+) 0,00362 £ 0,000775, con agonista del receptor de adenosina a distintas
concentraciones CGS 107!, CGS10”7 y CGS107, siendo 0,002424 + 0,000616 (Au/min);

0,002165 + 0,000591 (Au/min), 0,001585 + 0,00099 (Au/min) respectivamente.
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En la Fila 1 de células ciliadas externas (Fig. 12 B) se evidencia una disminucién
significativa (p<0,0001) en la tasa de captacion de etidio, con las siguientes medias y
desviaciones estandar en las distintas condiciones: Basal (Breth, HANK, s/Ca+) 0,00296 +
0,000877, con agonista del receptor de adenosina a distintas concentraciones CGS 10-1°,
CGS107y CGS10, siendo 0,001839 + 0,000581 (Au/min); 0,001582 + 0,000438 (Au/min),

0,000402 + 0,000388 (Au/min) respectivamente.

Lo mismo ocurre en la Fila 2 de c€lulas ciliadas externas (Fig. 12 C), cuyas medias y
desviaciones estandar en las distintas condiciones son: Basal (Breth, HANK, s/Ca+)
0,004176 = 0,000384 (Au/min), con agonista del receptor de adenosina a distintas
concentraciones CGS 107'°, CGS107 y CGS107, siendo 0,002783+ 0,00040 (Au/min);

0,002513 + 0,000439 (Au/min) , 0,00220 £+ 0,00071 (Au/min) respectivamente.

La fila 3, por su parte, (Fig. 12 D) también evidencia una disminucion significativa
(p<0,0001) en la tasa de captacion de etidio, con las siguientes medias y desviaciones
estandar en las distintas condiciones: Basal (Breth, HANK, s/Ca+) 0,00367 + 0,000465
(Au/min), con agonista del receptor de adenosina a distintas concentraciones CGS 1071,
CGS107y CGS10, siendo 0,002608 + 0,0004165 (Au/min); 0,002362 + 0,00044 (Au/min)

, 0,002081+ 0,00052 (Au/min) respectivamente.
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Figura 12. Captacion de etidio en células ciliadas externas de epitelio coclear expuesto a
distintas concentraciones de agonista del receptor de adenosina Axa (CGS21680), n=28. Se
muestra la totalidad de las células ciliadas externas (A), la Fila 1 de Células ciliadas externas
(B), Fila 2 de Células ciliadas externas (C) y Fila 3 de Células ciliadas externas (D). Se
expresan la media y desviacion estdndar de la tasa de captacion de etidio en las distintas
condiciones: Basales de Breth, HANK, s/Ca+, CGS 10-'°, CGS 10”7y CGS10-.
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Al igual que las células ciliadas externas, las células ciliadas internas (Fig.13) presentan
disminucién significativa de la captacion de etidio tras la exposicion a distintas
concentraciones del agonista del receptor de adenosina Asa (CGS21680) (CGS 10! (p

Value: 0,02), CGS107 (p Value: 0,02) y CGS107 (p Value: 0,0006))
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Figura 13. Captacion de etidio en células ciliadas internas de epitelio coclear expuesto a
distintas concentraciones de agonista del receptor de adenosina Axa (CGS21680), n=8. Se
expresan la media y desviacion estdndar de la tasa de captacion de etidio en las distintas
condiciones: Basales Breth, HANK, s/Ca+ 0,00241 + 0,000460 (Au/min) y con agonista del
receptor de adenosina a distintas concentraciones CGS 107'°, CGS107 y CGS107, siendo
0,001712 £ 0,000558 (Au/min); 0,00163 = 0,000604 (Au/min) , 0,000941 £+ 0,000488
(Au/min) respectivamente.

Por otro lado, la exposicion de distintas concentraciones de antagonista del receptor

de adenosina Aza (ZM 241385) en explantes cocleares produce, al igual que la exposicion a

53



agonista CGS 21680, una disminucion de la captacion de etidio en las diferentes lineas
celulares del tejido epitelial coclear (Fig. 14, 15y 16).

Tras la exposicion a ZM 241385 a distintas concentraciones, las células de sostén
(Fig.14) presentaron una disminucion significativa en la tasa de captacion de etidio, en
comparacion a la condicion basal. (ZM 101 (p Value: 0,028), ZM 108 (p Value: 0,0005) y

ZM 107 (p Value: <0,0001)).
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Figura 14. Captacion de etidio en células de sostén de epitelio coclear expuesto a distintas
concentraciones de antagonista del receptor de adenosina Asa (ZM 241385), n=16. Se
expresan la media y desviacion estdndar de la tasa de captacion de etidio en las distintas
condiciones: Basales de Breth, HANK, s/Ca” 0,0074 + 0,0014 (Au/min), con agonista del
receptor de adenosina a distintas concentraciones ZM 107'°, ZM10® y ZM10, siendo 0,0062
+ 0,0014 (Au/min); 0,0055 + 0,0013 (Au/min) , 0,0032+ 0,0012 (Au/min) respectivamente.

Por su parte, las células ciliadas externas (Fig.15) presentan, en la totalidad de sus
filas (A), una disminucion significativa en la captacion de etidio tras la exposicion a
concentraciones de ZM10® y 10 (p Value: 0,029 y 0,026 respectivamente). Sus medias y

desviaciones estandares en las distintas concentraciones son: Basal (Breth, HANK, s/Ca™")
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0,0062 + 0,0020, con antagonista del receptor de adenosina a distintas concentraciones ZM
10-1%, ZM108 y ZM1075, siendo 0,0055 + 0,0012 (Au/min); 0,0051 + 0,0013 (Au/min) ,
0,0052 £ 0,0009 (Au/min) respectivamente.

Enla Fila 1 de células ciliadas externas (Fig. 15 B) se evidencia una leve disminucién
en la tasa de captacion de etidio, con las siguientes medias y desviaciones estdndar en las
distintas condiciones: Basal (Breth, HANK, s/Ca®) 0,0064 + 0,0029, con antagonista del
receptor de adenosina a distintas concentraciones ZM 1071°, ZM10® y ZM10, siendo 0,0063
+0,0014 (Au/min); 0,0063 £ 0,0008 (Au/min) , 0,0050 = 0,0011 (Au/min) respectivamente.

Por su parte, la Fila 2 de células ciliadas externas (Fig. 15 C) evidencia una
disminucion significativa tras la exposicion a distintas concentraciones de ZM (ZM 10°'° (p
Value: 0,015), ZM10® (p Value: 0,007) y ZM10° (p Value: 0,031)). Sus medias y
desviaciones estandar en las distintas condiciones son: Basal (Breth, HANK, s/Ca®) 0,0070
+ 0,0013 (Au/min) , con antagonista del receptor de adenosina a distintas concentraciones
ZM 1071°, ZM108 y ZM107, siendo 0,0057+ 0,0002 (Au/min); 0,0052 £ 0,0005 (Au/min)
, 0,0055 = 0,0005 (Au/min) respectivamente.

La fila 3, por su parte, (Fig. 15 D) evidencia una leve disminucion en la tasa de
captacion de etidio, con las siguientes medias y desviaciones estandar en las distintas
condiciones: Basal (Breth, HANK, s/Ca®) 0,0051 + 0,0009 (Au/min), con antagonista del
receptor de adenosina a distintas concentraciones ZM 1071°, ZM10® y ZM10, siendo 0,0044

+ 0,0009 (Au/min); 0,0037 + 0,008 (Au/min), 0,0050+ 0,0010 (Au/min) respectivamente.
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Figura 15. Captacion de etidio en células ciliadas externas de epitelio coclear expuesto a
distintas concentraciones de antagonista del receptor de adenosina Azxa (ZM 241385), n=15.
Se muestra la totalidad de las células ciliadas externas (A), la Fila 1 de Células ciliadas
externas (B), Fila 2 de Células ciliadas externas (C) y Fila 3 de C¢lulas ciliadas externas (D).
Se expresan la media y desviacion estdndar de la tasa de captacion de etidio en las distintas
condiciones: Basales de Breth, HANK, s/Ca*, ZM 10°1°, ZM10® ZM10°.

Al igual que las células de sostén, las células ciliadas internas (Fig.16) presentan
disminucién significativa (pValue: <0,0002) de la captacion de etidio tras la exposicion a
distintas concentraciones del antagonista del receptor de adenosina Aza (ZM 241385)
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Figura 16. Captacion de etidio en células ciliadas internas de epitelio coclear expuesto a
distintas concentraciones del antagonista del receptor de adenosina Aza (ZM 241385), n=8.
Se expresan la media y desviacion estandar de la tasa de captacion de etidio en las distintas
condiciones: Basales Breth, HANK, s/Ca” 0,0072 + 0,0003 (Au/min) y con agonista del
receptor de adenosina a distintas concentraciones ZM 1071%, ZM10® y ZM10, siendo 0,0059
+ 0,0002 (Au/min); 0,0051 = 0,0005(Au/min), 0,0052 + 0,0006(Au/min) respectivamente.
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DISCUSION

En el presente estudio se muestra que la ausencia del receptor Aa se asocia a
otoproteccion en modelos in vivo de hipoacusia por ruido. Mediante RT-PCR confirmamos
la presencia de los transcritos de los receptores de Adenosina Ai, Axa y Ajsen cultivos de
coclea (Figura 8). Lo anterior concuerda con lo observado en estudios previos (Vlajkovic et
al 2007, Vlajkovic et al 2009 y Nikolic et al 2001) (Figura suplementaria 2). Su presencia y
distribucion heterogenea en esta juega un papel preponderante en aspectos fisioldgicos como
la transmision sinaptica, despolarizacion neuronal, micromecanica coclear, sefializacion
intercelular de calcio, mantencién en el reciclaje del potasio, entre otros. (Vlajkovic et al
2009; Brand et al 2001; Linden,2012; Ford et al., 1997). A su vez, se han identificado su
papel en procesos fisiopatoldgicos como la hipoacusia inducida por ototdéxicos como el
cisplatino y la hipoacusia inducida por ruido (Vlajkovic et al, 2017, Ramkumar et al 2004;

Chi, et al 2010).

En este Gltimo punto la fisiopatologia de la pérdida auditiva inducida por ruido es
diversa, incluyendo un aumento de actividad mitocondrial y con ello un incremento de las
especies reactivas de oxigeno (ROS), reduccion del flujo sanguineo coclear, apoptosis y
necrosis celular en el 6érgano de Corti y aumento de liberacion de glutamato (Vlajkovic et al
2009; Fetoni et al., 2013). Lo anterior se refleja en cambios en el tejido coclear, muerte de
células ciliadas, interrupcion de esterocilios, alteraciones en las células del ganglio espiral y
membrana basilar e inflamacién de las células ciliadas (Liberman 2016; Abrashkin, et al

2006).
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La adenosina parece prevenir el desarrollo de hipoacusias neurosensoriales, en este
sentido los resultados presentados evidencian un efecto protector de la deficiencia del
receptor de adenosina Aoa tras la exposicion a ruido (Figura 9), lo que se evidencia en una
preservacion de los umbrales auditivos. Lo anterior discrepa con resultados de Mujica et al
(2014), quienes evidenciaron que el antagonista del receptor de adenosina, cafeina, inhibe la
regeneracion espontanea de los umbrales auditivos en cobayas expuestas a ruido. Por el
contrario, la eliminacion de los receptores de adenosina Aja resultdé en un aumento de la
resistencia coclear al dafio auditivo inducido por ruido (Vlajkovic, et al 2017). El dafo
coclear produce una activacion de la ERK en las células de soporte, principalmente en las

células de Deiters (Lahne., et al 2008).

No se pudo observar una relacion entre el receptor de adenosina Axa y los hemicanales
de panexina y conexina presentes en las células de sostén, puesto que tras la exposicion a
agonista del receptor no se afecta su captacion de etidio (Figura 11), y por ende, su
permeabilidad. Lo anterior concuerda con estudios en tejido pulmonar que, al igual que en
células de sostén, expresan hemicanales de conexina. Dierks, et al (2019) evidencid que la
actividad de hemicanales no se ve afectada tras la exposicion tanto al agonista del receptor
de adenosina A»a(CGS21680), como tras la exposicion a antagonista del receptor de
adenosina A>a(SCHS58261). No ocurre el mismo efecto en las células ciliadas, puesto que se
observa una disminucion significativa en la captacion de etidio tras la exposicion a agonista
del receptor de adenosina Aza en las células ciliadas externas e internas (Figuras 12 y 13) .
Con base a ello, creemos que este efecto del receptor Ara sobre la captacion de etidio se

asociaria a un efecto paracrino o directo en la liberacion de ATP. Podriamos especular
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ademas que dicha actividad del transportador debiera ser por un canal distinto a conexinas,
dado que no requiere calcio, como por ejemplo alguno de la familia TRP (TRPA1, TRPML3
o TRPV4). Por otra parte , es posible que la captacion de etidio por las células ciliadas, este
dado por actividad del canal mecanotransductor de los estereocilios, que se ha demostrado
es permeable a otras moléculas fluorescentes como FM1-43 (Zappia., et al 2016). Los
anterior implicaria que el agonista del receptar Asxa reduciria la actividad o presencia del
canal en los estereocilios, lo que debe ser evaluado en futuros estudios.

Por su parte el antagonista del receptor de adenosina ZM 241385 tiene un efecto muy
marginal o no tiene efecto en la captacion basal de etidio de las células ciliadas (Figuras 15
y 16). Sin embargo, el tratamiento con antagonista produce una clara reduccion en la
captacion de las células de soporte, dependiente de la concentracion del antagonista utilizada
(Figura 14). Lo anterior suguiere que hay un tono basal de activacion del receptor de Asa en
la preparacion de coclea en cultivo, lo que podria inducir activacion basal de hemicanales.
Cabe destacar que no existen evidencias en el epitelio coclear que establezcan esta relacion,
por lo que este aspecto sera evaluado en futuros estudios.

Dentro de las limitaciones de este estudio se encuentran la baja cantidad de animales
KO del receptor de adenosina Axa evaluados y el analisis farmacoldgico de los hemicanales
de conexina y panexina en la coclea.

Pese a que la eliminacion del receptor de adenosina Aza incrementa la resistencia
coclear al dafo auditivo inducido por ruido, en este estudio no pudimos comprobar la
hipoteis de que su estimulacion genera un aumento en la actividad de hemicanales presentes

en células de sostén cocleares.
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Por lo anterior se sugieren nuevas investigaciones en las que se realicen mediciones
con liberacion de ATP y que involucren la evaluacion de la estimulacion o inhibicion del
receptor de adenosina Az y el andlisis farmacologico de hemicanales de conexina y panexina
y los canales TRPA presentes en las células ciliadas tanto en animales WT, como en KO del

receptor de adenosina Axa y KO de Cx26.
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Tabla Suplementaria 1:

Analisis de animales utilizados

ANEXOS

KO KO WT WT Ratones Cécleas

A2aR A2a R S/HIR  HIR

S/HIR HIR
Generacion de daifio auditivo 3 3 3 3 6 12
inducido por ruido y evaluaciéon
funcional de la via auditiva
PCR (expresion receptores de 0 0 2 0 2 4
adenosina en coclea)
Estado funcional hemicanales tras 0 0 2 0 2 4
antagonista de A2a R (tasador
fluorescente)
TOTAL 3 0 7 0 10 20

KO Aca R S/HIR: raton KO del receptor de adenosina Axa R no expuesto a ruido.

KO Aca R HIR: raton KO del receptor de adenosina Aza R expuesto a ruido.

WT S/HIR: raton C57BL/6 no expuesto a ruido

WT HIR: raton C57BL/6 expuesto a ruido
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Tabla Suplementaria 2

Secuencia de Partidores utilizados.

Nombre Partidores Producto

(pb)

Ai S 5'- CGGGATCCTACATCTCGGCCTTCCAGG- 3' 219

AS 5'- GGAATTCAGTAGGTCTGTGGCCCAATG- 3'

Aaa S 5'- AGCCAGGGGTTACATCTGTG- 3' 163

AS  5'- AGACAATCGGCTGCTCTGAT- 3'

Azp S 5'- GGAATTCCCCTCAGTGCTGTGAGC- 3' 256

AS  5'- CGGGATCCTTTCACGGCTGCCTCTTC- 3'

As S 5'- CGGGATCCCGTTCCGTGGTCAGTTTG- 3' 348

AS  5'-GGAATTCGCAGGCGTAGACAATAGG- 3'

S: Partidor Sentido, AS: Antisentido. Tamaiio del producto esperado en pares de bases (pb)
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Figura Suplementaria 4. Captacion de Bromuro de Etidio en Coclea expuesta a distintas
concentraciones de CGS 21680 (Agonista del receptor de Adenosina A»a) CGS 10°1° (B),
CGS 107 (C) y CGS 105(D).
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Control (s/Ca*?)

Figura Suplementaria 5. Captacion de Bromuro de Etidio en Coclea expuesta a distintas
concentraciones de ZM 241385 (Antagonista del receptor de Adenosina Aza) ZM 1071°
(B), ZM 108 (C) y ZM 10 (D).
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