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RESUMEN

Introduccion: El sistema auditivo cumple funciones esenciales a lo largo de la vida. En cada
una de las partes que lo componen apareceran estructuras celulares estatoacusticas encargadas
de cumplir estas funciones. ElI VIII par craneal cobra importancia en la transmision de los
impulsos nerviosos recibidos por estas estructuras al sistema nervioso. Una lesion o

malformacién de este nervio puede afectar tanto al sistema auditivo como al vestibular.

Hipdtesis de trabajo: El estudio de la distribucién de Pou4fl en estadios tardios aportara una

mejora a la comprensidon de la formacién del VIII par craneal.

Obijetivo: Realizar un estudio descriptivo de la distribucion de las proteinas p- Galactoxidasa e

Isletl durante el desarrollo embrionario del sistema auditivo en el ratéon Poud4f1TAULacZ.

Material y métodos: Este estudio se ha llevado a cabo utilizando técnicas de
inmunohistoquimica y de tincidn histoldgica basica en secciones de cerebro de embrién de raton

en tres estadios diferentes.

Resultados: El marcador Pou4fl muestra el desarrollo del VIII par craneal. EI marcador Isletl,
evidencia el epitelio sensitivo de la zona y la tincién histolégica revela las estructuras celulares.

Se muestran los componentes neuronales del sistema auditivo en los diferentes estadios.

Discusion: El presente estudio sigue la investigacion de uno anterior en estadios muy
tempranos, donde, también se describe la expresién de los genes utilizados en las células

proliferantes.

Conclusiones: Se concluye que el ratén utilizado permite observar la formacion del VIII par

craneal, tanto de sus poblaciones neuronales como de sus proyecciones axonales.

Palabras clave: embriologia, VIII par craneal, sistema auditivo/vestibular, Pou4fl, Isletl.



ABSTRACT

Introduction: The auditory system performs essential functions throughout the life. In each of
the parts that compose it will appear statoacoustic cellular structures in charge of performing
these functions. The VIII cranial pair gains importance in the transmission of the nerve impulses
received by these structures to the nervous system. An injury or malformation of this nerve can

affect both the auditory system and the vestibular system.

Working hypothesis: The study of the distribution of Pou4fl in late stages will improve the

understanding of the formation of the VIII cranial pair.

Obijective: To perform a descriptive study of the distribution of the proteins B-Galactoxidasa
and Isletl during the embryonic development of the auditory system in the mouse

Pou4flTAULacZ.

Materials and methods: This study has been developed using immunohistochemical method

and basic histological staining in mouse embryo brain sections at three different stages.

Results: The marker Pou4fl shows the development of the VIII cranial pair. The Isletl marker,
shows the sensitive epithelium of the area and the histological staining reveals cellular

structures. The neural components of the auditory system are shown in different stages.

Discussion: The present study follows the research of one earlier in very early stages, where we

also described the expression of genes used in proliferating cells.

Conclusions: It is concluded that the mouse used allows to observe the formation of the VIII

cranial pair, both its neuronal populations and its axonal projections.

Key words: Embryology, VI1II cranial pair, auditory/vestibular system, Pou4fl, Isletl.



INTRODUCCION

Funciones tan importantes como la audicidn, el lenguaje y el mantenimiento del equilibrio

dependen, fundamentalmente, del desarrollo embrionario del sistema auditivo.l?

Este desarrollo comienza hacia los 22 dias de la gestacion gracias a una serie de fenémenos
inductivos donde se puede apreciar que el ectodermo superficial sufre tres inducciones; por
parte de la notocorda, por el mesodermo paraaxial y, por ultimo, a cada lado del rombencéfalo,
el ectodermo sufre un engrosamiento Ilamado placoda auditiva que dara lugar al oido interno,
constituido por el érgano vestibulococlear, imprescindible para desarrollar la audicién y el

equilibrio. **

Hacia la 42 semana, dicho engrosamiento se separa e invagina formando las vesiculas 6ticas o
auditivas. Durante su formacion se desprende un pequefio grupo de células que formaran el

ganglio estatoacustico.?

- La vesicula auditiva se divide en dos segmentos:

1. Segmento sacular ventral: el saculo y el conducto coclear son originarios de éste.

El conducto coclear (porcion vestibular del caracol), hacia la 82 semana, cuenta con dos vueltas
y media de espiral y queda conectado mediante un conducto estrecho llamado conducto de
Hensen con el saculo. El conducto coclear queda rodeado de mesénquima que pronto se
diferenciar en cartilago, el cual, hacia la 10? semana, experimenta vacuolizaciones para formar
dos espacios perilinfaticos; rampa vestibular y rampa timpanica. En este periodo, la rampa
vestibular y el conducto coclear quedan separados por la llamada membrana vestibular vy,

mediante la membrana basilar, el conducto coclear queda separado de la rampa timpénica. *



La pared interna del conducto coclear no se separa, si ho que queda unida y sostenida por la

columela, larga porcion cartilaginosa y futuro eje del caracol 6seo.

El conducto coclear posee células epiteliales que dan lugar a dos crestas; la interna formara el
limbo de la ldmina espiral y, la externa, hileras de células ciliadas cubiertas por la membrana
tectoria. Las células ciliadas junto la membrana tectoria forman el érgano de Corti situado en la
membrana basilar.® La funcion de este 6rgano consistira en trasmitir los impulsos nerviosos que
recibe al ganglio espiral y, posteriormente, mediante el VIl par craneal (nervio estatoacustico o

vestibulococlear) al sistema nervioso.’

2. Segmento utricular dorsal: da origen al utriculo, al conducto endolinfatico y a los tres
conductos semicirculares hacia la 5-62 semana donde son necesarios factores de transcripcion.
Dichas estructuras epiteliales junto al saculo, dan nombre al laberinto membranoso que contiene

la endolinfa.l:®

Del utriculo se originan los conductos semicirculares, donde en uno de los extremos de éstos se
sitian las crestas, unas contienes ampollas y otras no. Las crestas ampollares poseen células
ciliadas receptoras encargadas de detectar las aceleraciones angulares de la cabeza permitiendo
la orientacién y el mantenimiento del equilibrio durante el movimiento ain con los 0jos

cerrados. Dichas células también permiten la fijacion de un objeto con la mirada.

En las crestas ampollares, donde no se hallan células receptoras, se observa una masa gelatinosa,

llamada ctpula, donde quedan incrustados los cilios de éstas células.*

El utriculo y el s&culo se sittan en el vestibulo, cavidad 6sea situada en la region media del oido

y, sus bolsas, se encuentran interconectadas por las ramas del conducto endolinfatico.’®



El saculo es de menor tamafo y se sitla en la region anteroinferior del vestibulo comunicado
con el caracol mientras que, el utriculo, se localiza en la region posterosuperior de éste

conectado con los canales semicirculares.

Estas dos expansiones del laberinto membranoso denominadas vesiculas vestibulares hallan en
su interior las llamadas maculas, células ciliadas, sensitivas 0 de sostén, que poseen receptores
de equilibrio estatico y dindmico en aceleraciones lineales. Los cilios de estas células estan
cubiertos por una capada gelatinosa, membrana otolitica, que contiene cristales de carbonato

calcico, otolitos.

Una vez desarrollada la primera de las tres partes que constituyen el oido comienza la formacion
del oido medio compuesto por la cavidad timpénica, el conducto auditivo interno y tres
pequefios huesecillos auditivos que conectan la capa interna de la membrana timpéanica con la

ventana oval del oido interno.*

La formacién, de origen endodérmico, de la cavidad timpanica y del conducto auditivo interno,
parte de una expansion de la primera bolsa faringea denominada seno tubotimpanico. La parte
distal de éste se ensancha y da lugar a la cavidad timpanica mientras que la parte proximal se
mantiene estrecha y origina el conducto auditivo o trompa de Eustaquio que comunica dicha
cavidad con la nasofaringe.® Del conducto auditivo interno salen prolongaciones centrales que
forman los nervios sacular, utricular y ampulares cuya union, da origen a la porcién vestibular

del VIII par craneal.*

Durante la primera mitad de la vida fetal se forman los huesecillos auditivos que, hasta el octavo
mes se encuentran incrustados en el mesénquima. Finalmente, este ultimo sufre un proceso
apoptético y quedan liberados. La cavidad timpéanica los envuelve gradualmente y quedan
extendidos entre la superficie interna de la membrana timpanica y la ventana oval. Del cartilago

del primer arco faringeo son originarios el martillo, incrustado en él, el masculo tensor del



timpano inervado por la rama maxilar superior del V par craneal, y el yunque mientras que, el
estribo es un derivado del cartilago del segundo arco. En él, estd incrustado el musculo

estapedio inervado por el VI par craneal. **

Durante la ultima parte del periodo fetal, la cavidad timpéanica sufre una expansion y da lugar al
antro mastoideo, cavidad aérea existente en la apdfisis mastoides del hueso temporal que
comunica el timpano con las celdillas mastoideas que hacia los dos afios de edad completan su

desarrollo y refuerzan la audicion del sonido.*

La parte méas externa del oido se conoce como oido externo y deriva de tejido mesenquimatoso
del primer y segundo arco faringeo. Esta compuesto por el conducto auditivo externo, timpano o

membrana timpanica y por el pabell6n auricular.

El conducto auditivo externo comunica la parte mas externa del oido con la membrana
timpéanica. Al principio del tercer mes, se forma una placa epitelial sélida llamada tapén meatal
gue se debe disolver durante el séptimo mes para participar en la formacion del timpano

definitivo, si esto no ocurre, se provoca sordera congénita.’

El timpano, membrana timpanica, se desarrolla a partir de tres origenes:

- El ectodermo formaré la cubierta epidérmica en el fondo del conducto auditivo
- El mesodermo formara la capa intermedia de tejido conjuntivo

- El endodermo formaré el revestimiento epitelial de la cavidad timpénica

Una gran parte del timpano se encuentra unida al manubrio del martillo mientras que, la porcién

restante, separa el canal auditivo externo de la cavidad timpénica.



Las ondas sonoras en el aire entran en el conducto auditivo externo y golpean la membrana
timpéanica haciendo que vibre. Las vibraciones son transportadas a través de la cavidad del oido

medio por la cadena de los tres huesecillos hasta la ventana oval de la céclea.

Por altimo, el pabellon auricular se origina a partir de seis proliferaciones mesenquimatosas, tres
a cada lado del conducto auditivo externo. Més tarde, dichas proliferaciones se fusionan y dan
lugar al pabellon auricular definitivo. El 16bulo de la oreja es la Gltima parte en desarrollarse del

pabellén auricular.

Las orejas comienzan su desarrollo en la base del cuello, pero, a medida que la mandibula va

desarrollandose, las orejas adoptan su posicion a ambos laterales de la cabeza.® *

Como ya se ha hablado anteriormente, en el oido reside el sistema vestibular; utriculo, saculo y
los tres canales semicirculares, utilizado, principalmente, para regular la postura y coordinar los
movimientos de los 0jos y la cabeza en el espacio. Los elementos encargados de recibir esta
informacidn son las células ciliadas localizadas tanto en las crestas ampollares de los conductos
semicirculares que aportan informacion acerca de la magnitud y la direccion de las
aceleraciones angulares en el plano de cada conducto, como en las méaculas del utriculo y
saculo, situadas en angulo recto y en posicion horizontal y vertical respectivamente. Los
organos otoliticos detectan la posiciéon de la cabeza respecto de la gravedad y responden a la
aceleracion lineal: el utriculo en las direcciones paralelas al movimiento e intraauricular, y el
saculo en las direcciones dorsoventrales y paralela al movimiento. Son los responsables de las

funciones estaticas como el control de la postura.’

Cuando se origina un cambio en la posicion del cuerpo, el neurotransmisor liberado por las
células ciliadas tanto en las ampollas como en las méculas se dirige a las prolongaciones
periféricas de las neuronas sensitivas primarias del VIII par craneal, cuyos cuerpos celulares

forman el ganglio vestibular (de Scarpa) situado en el conducto auditivo interno. Las



prolongaciones centrales de dichas neuronas dan origen a la parte vestibular del VI1II par craneal
que reside en el tronco encefélico al nivel de la union pontobulbar.” Estas prolongaciones viajan
con los aferentes cocleares a través del conducto auditivo interno hasta los nucleos vestibulares

en la union de la protuberancia y el bulbo raquideo.®

Dicho par craneal, el nervio vestibulococlear, transporta dos tipos de informacion: vestibular

(equilibrio) y auditiva.®

Los nucleos vestibulares integran sefiales del aparato vestibular con aferencias sensitivas de la
médula espinal, el cerebelo y el sistema visual, y coordinan actividades motoras involucradas en
los movimientos oculares y esqueléticos. Todos los nucleos vestibulares envian una pequefia
cantidad de axones a través del talamo hacia la corteza cerebral, mas concretamente a la corteza
somatosensitiva, que, gracias a ello, se llega a tener una apreciacion consciente del equilibrio y

la posicion de la cabeza.?

Las fibras vestibulares alcanzan el talamo bilateralmente, algunas viajan con las fibras auditivas

y, otras, atraviesen la formacion reticular.

Varias areas corticales reciben informacion vestibular desde el talamo; una de ellas esta situada
en el l6bulo parietal, donde parten funciones principales como la interpretacion de la posicion
del cuerpo de acuerdo con otros objetos a su alrededor, la integracion y el procesamiento de la
informaciéon sensorial, el procesamiento de la informacion simbdlica (lenguaje) y el
procesamiento de la informacion numérica. Otra de las areas se sitda en el surco central y otra,
la que puede estar méas relacionada con la informacion vestibular, se encuentra en la parte

posterior de la insula, cerca de la corteza auditiva.’

Por lo que estimulando el sistema vestibular mediante cualquier movimiento de cabeza o

cambio de posicion controlado, estaremos estimulando alguna combinacion de células ciliadas



receptoras vestibulares. Esta estimulacion favorecera a los mecanismos de control postural, tono
muscular, control o6culo-motor, coordinacion motora bilateral, seguridad gravitacional y

desarrollo del lenguaje entre otros.

Dado que el nervio vestibular afecta tanto a los movimiento oculares como los posturales, su
funcién puede evaluarse observando el nistagmo, movimiento espasmddico involuntario y
rapido de los globos oculares. Dicha evaluacion es muy eficaz cuando existe sospecha del
posible déficit en el sistema vestibular ya que la presencia de un nistagmo inapropiado puede

indicar patologfa de la via vestibular en algunas circunstancias.®?

Por ello, es tan importante el buen desarrollo del oido durante el proceso embrioldgico y de cada
una de sus estructuras. Se hace hincapié en la importancia del sistema vestibular y en su buena
estimulacion mediante actividades que promuevan la activacion de este sistema puesto que, a
partir de algun déficit en éste, se puede dar lugar a un mal procesamiento sensorial de este
propio sistema, una falta de orientacién espacial, control postural, pérdida de equilibrio tras
cambios de posicion, pobre mantenimiento de la postura y de una mirada fija e, incluso, la
estimulacion de éste, puede verse reflejado en el desarrollo del habla incrementando el lenguaje

verbal espontaneo.’®

El buen funcionamiento o no de este sistema puede llegar a interrumpir el desarrollo normal de

las actividades de la vida diaria de una persona.



HIPOTESIS DE TRABAJO

El raton PoudflTAULacZ es una buena herramienta para estudiar la formacion del VIII par
craneal observando las dos ramificaciones que sufre este nervio, la acustica y la vestibular

imprescindibles para el desarrollo de la audicidn, lenguaje y mantenimiento de equilibrio.
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OBJETIVO

Llevar a cabo un estudio de la distribucion de la proteina beta — Galactoxidasa (- Gal) durante

el desarrollo embrionario del sistema auditivo en comparacion con la proteina Isletl.

11



MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se ha llevado a cabo durante el periodo de tiempo comprendido entre el 16
de enero de 2017 y el 3 de abril de 2017 en el laboratorio 138 del Instituto de Neurociencias de

la Universidad Miguel Hernandez.

Se ha realizado un estudio observacional descriptivo, consistente en el analisis de 3 muestras de
embriones de ratones en 3 estadios diferentes. . El ratén fue elegido como modelo por su
similitud (siendo un vertebrado mamifero) con el humano. La cepa elegida fue
PoudflTAULacZ *, cepa transgénica que contiene la enzima p-Gal bajo el promotor del gen
Pou4fl. La construccion génica contiene también la secuencia TAU que transporta dicho
enzima por las prolongaciones neuronales. Esta herramienta nos serd util para estudiar el
desarrollo de los pares craneales ya que el gen Pou4fl se expresa en todos los ganglios

neuronales.

Una vez seleccionados los embriones (E12.5, E15,5 y E17.5) con el fin de estudiar en
profundidad el desarrollo embrionario del oido y los distintos patrones de distribucion de los
genes/marcadores de interés, se usé la técnica de inclusion en parafina. Los embriones fueron
inmersos en butanol (2 cambios de 45 minutos) para retirar toda traza de etanol (no miscible con
la parafina). A continuacion, las muestras fueron incubadas en parafina liquida a 60°C, donde se
realizaron entre 5 y 6 cambios de 30 minutos con el fin de eliminar totalmente los restos de

butanol.

Una vez incluidas las muestras, se depositaron en 3 moldes de pléstico, cada estadio en un

molde (NM1- E12.5, NM2- E15.5 y NM3- E17.5), con forma de cubo donde se orientaron los

embriones para realizar un corte coronal y se dejé solidificar la parafina a temperatura ambiente.

12



Cuando la parafina se solidificd, se extrajo el bloque del molde y se procedié a su seccion,
realizandose los cortes con un microtomo (Microm HM 335 E®). El grosor de cada seccion se
fij6 en 10um. Los cortes fueron montados en portaobjetos en 4 (E12.5), 5 (E15.5) y 6 (E17.5)

series paralelas con la ayuda de un bafio de agua templada.

Después de secar los cortes a 37°C durante un dia, se almacenaron a temperatura ambiente hasta

su utilizacion.

Posteriormente, se procedio a la realizacion de una técnica inmunohistoquimica y otra de tincion
histoldgica basica llamada cresil violeta o tincion de Nissl para comenzar el estudio de las

muestras.

A continuacion se procede a describir la técnica de inmunohistoguimica empleada:

Esta técnica permite detectar la expresion de una variedad de antigenos presentes en las células.
Se basa en aplicar un anticuerpo primario al tejido que reconozca la proteina de interés, para
después afiadir un anticuerpo secundario conjugado con biotina que reconozca el anticuerpo

primario, amplificando asi la sefial y posibilitando el revelado posterior.

Los cortes de parafina fueron desparafinados en xilol (disuelve la parafina) durante una noche.
Al dia siguiente los cortes fueron rehidratados en una serie decreciente de alcoholes al 100%,

96%, 70% hasta agua. Cada paso fue de 10 minutos.

Posteriormente se procedio a una técnica de re-exposicion de los epitopos. La técnica consiste
en la aplicacion de calor por hervido en un tampon de citrato sédico a 0,01M en agua. El
hervido se llevo a cabo en un microondas a 750 vatios de potencia en 4 tiempos de 4 minutos.

En el anexo (Tabla 1. Lista de anticuerpos y concentraciones utilizados en la técnica de

13



inmunohistoquimica) se detallan los dos anticuerpos utilizados en este estudio, la concentracién

a la que se usaron, si necesitaron hervido o no y qué anticuerpo secundario se uso.

Después del tratamiento, los cortes fueron lavados en PBS con triton (PBST) al 0,1% para
eliminar los restos de citrato sddico. A continuacion, se bloqueé la peroxidasa enddgena del
tejido con H,0O, durante 30 minutos a temperatura ambiente en un copling protegido de la luz. Y
para bloquear las uniones inespecificas del anticuerpo primario se utilizé lisina al 10% en
PBST. El anticuerpo primario se incub6 a la concentracion indicada en albimina de suero
bovino (BSA) al 1% con azida al 0,1% en PBST. Se dejd actuar durante una noche a

temperatura ambiente.

Al dia siguiente se recuperd el anticuerpo primario y se lavaron los portaobjetos varias veces en
PBST. Se uso el anticuerpo secundario biotinilado a 1:200 de concentracion en PBST durante
una hora a temperatura ambiente. Tras varios lavados en PBST se afiadio el complejo ABC
(Avidin Biotin Complex) de Vector Laboratories®™ a la concentracién de 1:300 en PBST. Este
complejo contiene avidina y la peroxidasa del rabano biotinilada. La avidina tiene una gran
afinidad por la biotina y forma un complejo donde se unen la peroxidasa biotinilada a la avidina
dejando al menos un sitio de unidn libre para la biotina del anticuerpo secundario. Al afiadirlo a
los portaobjetos, la avidina se une al secundario biotinilado y ancla la peroxidasa al lugar de
expresion de la proteina. Para el revelado se usé como substrato de la peroxidasa 1 ml de
diaminobenzidina (DAB) con H,0, al 0,6% y 0,025 mg de niquel por cada 100ml de PBS. El
niquel provoca que el precipitado aparezca de color negro en vez del marrén habitual de la
DAB. Se muestra un esquema de este proceso en el anexo final (Figura 1. Técnica de
inmunohistoquimica). La reaccién se paré con PBS y se deshidrataron los portaobjetos en una
serie creciente de etanoles hasta llevarlos a 100% etanol, desde donde se pasaron a xilol, para

luego montarlos con Eukitt® (cubreobjetos) y dejarlos secar varios dias en una estufa a 37°C.

14



Los dos anticuerpos usados fueron anti-B-gal para detectar el encima de la construccion génica y
anti-Isletl. Este ultimo es un factor de transcripcion que se localiza en epitelios sensitivos,

motoneuronas y ganglios neuronales.

Tras el procesamiento de las muestras, estas fueron conservadas en el laboratorio hasta el inicio
del presente estudio, cuando se procedio al analisis microscopico de las muestras y posterior
toma de fotografias de las secciones consideradas de interés. Para visualizar las muestras se
utilizé el microscopio esteroscépico de fluorescencia manual modelo LEICA® Mz 16FA
(motorizado) a 10 aumentos y para realizar las fotografias se utiliz6 una camara digital de alta

resolucion modelo LEICA® DC500.

Posteriormente se llevo a cabo el tratamiento de fotos con el software de edicién de imagen
Adobe Photoshop Cs6 y se montaron las figuras con el programa de maquetacion Adobe
Illustrator Cs6. Se obtuvieron 4 figuras, en 3 de ellas se observara el proceso de formacién de
las estructuras auditivas comparado lo marcado por cada gen y en otra, se observara el recorrido

y las ramificaciones del VIII par craneal.

15



RESULTADOS

A continuacion se va a proceder a describir las figuras obtenidas de la formacion de las
estructuras estatoacusticas a lo largo del desarrollo embrionario (Figura 2. E12.5), (Figura 3.
E15.5), (Figura 4. E17.5) y (Figura 5. Comparativa entre los tres estadios del recorrido de las

fibras nerviosas del VIII par craneal)

En el primer estadio analizado, podemos observar con el marcaje contra la proteina B—Gal como
las fibras del octavo par craneal ya han formado un esbozo del nervio (VIIIn) acercandose a los
componentes acusticos (acus) y vestibulares (vst; Figura. 2A, D y G). Gracias al marcaje contra
la proteina Isletl podemos observar tanto el nervio mencionado anteriormente como el epitelio
sensitivo de la regidn acUstica y vestibular (flechas en Figura. 2B, E y H). Cabe destacar que
este marcaje nos permite también observar las neuronas pertenecientes al nicleo abducens o VI
par y al niacleo facial o VII par. Por altimo, realizamos una tincién histologica bésica para
desvelar en su totalidad todas las estructuras celulares presentes en la seccion (Figura. 2C, F e
). Se puede observar en esta serie de secciones que la vesicula 6tica es una Unica estructura que

se va alargando y diferenciando para dar lugar a todos los componentes de este aparato.

En el segundo estadio analizado, se observa como las fibras del VIII par se desplazan hasta
cubrir toda la parte coclear en los ganglios espirales (flechas en Figura 3A y D), encargados de
trasmitir el impulso nervioso a este nervio y, posteriormente, al sistema nervioso. Este nervio
sufre dos ramificaciones, hacia arriba se observa la parte vestibular (vst.), responsable de
transportar la informacion sobre el equilibrio, como se va alargando y orientando hacia los
canales semicirculares y, hacia abajo, la rama coclear (acus.) que transporta la informacién del
sonido (Figura. 3G). El nervio vestibulococlear o estatoacuUstico se trata de un nervio aferente
de tipo sensorial y gracias al marcaje contra la proteina Isletl podemos ver marcado toda la zona

sensitiva de éste (flechas en Figura 3B, E y H). En este estadio, realizando la tincion histdlogica,
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se empieza a observar la aparicion de cartilago que posteriormente osificard alrededor de las

estructuras sensitivas del oido interno (Figura. 3C, Fel)

En el dltimo de los estadios analizados, la estructura sigue desarrollandose y optando la forma
del pabelldn auricular. Las dos ramificaciones del V11 par quedan bien diferenciadas y cada una
de éstas va cubriendo las estructuras que inervara (Figura. 4A, D y G). Se puede observar el
nucleo del nervio trigémino (V) y la estria acUstica dorsal compuesta por fibras acusticas (ead).
Gracias al marcaje contra la proteina Isletl seguimos observando el epitelio sensitivo de la zona
(flechas en Figura 4B, E y H), asi como las neuronas del VII par o nervio facial que migran y
van ocupando su lugar y el nucleo de la parte motora del X par o nervio vago. En la ultima
columna, gracias a la tincién histoldgica, seguimos observando el marcaje en un lila mas oscuro
del cartilago adoptando la forma final del oido interno y como empiezan a aparecer pequefios

nucleos de osificacion en dicho cartilago.

En la dltima de las figuras (Figura. 5) se compara los componentes neuronales del tracto de los
tres estadios analizados. En una sucesion progresiva de los estadios, se puede observar como los
nucleos cocleares de las neuronas del VIII par van formando las fibras nerviosas de esta
ramificacion acUstica (Figura. 5A, B y C). Estas van creciendo hacia abajo hasta contactar con el
complejo olivar inferior (Ol), importante componente neuronal de la via auditiva (Figura. 5G, H

el

Por altimo, la tincion histolégica, nos permite observar como de un estadio a otro, las

estructuras celulares estatoacUstias se van desarrollando, en este caso, vemos con detalle el

comienzo de formacion de los canales semicirculares (Figura. 5, Fy L).
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DISCUSION

El sistema auditivo, mas concretamente el oido interno, es una de las estructuras mas elaboradas
entre los 6rganos de los mamiferos por ello, los procesos embrionarios de las estructuras
celulares que lo componen cuentan con una especial importancia para el desarrollo del ser

humano.

Avrticulos publicados anteriormente por Deng y coautores *? utilizaron los marcadores POU4f1 e
Isletl, los mismos que en el presente estudio, para observar el desarrollo de los pares craneales.
Con especial atencién a la neurogénesis sensorial y a su posible defecto. EI primero de los
marcadores se expresa en todos los ganglios neuronales y, el segundo, en epitelios sensitivos,

motoneuronas y ganglios neuronales también

Dicho estudio esta centrado en estadios muy tempranos del desarrollo embrionario (E9.5, E10,5
y E11.5) donde han realizado una comparativa de los marcadores expresados en las fibras
nerviosas y en el epitelio sensorial durante el desarrollo de las neuronas en el oido interno. Por
lo tanto, no era todavia conocido como se comportaban estos marcadores a partir de la media
gestacion. Cabe destacar que en nuestro estudio hemos encontrado que los genes POU4f1 e
Isletl se expresan en las células proliferantes al igual que fue descrito en los estadios mas

jovenes.

El hecho de que estos genes sigan expresandose de forma correcta hasta el E17.5 (el embrién de
ratobn nace a los 18 dias) hace suponer que, en lo que refiere a los ganglios neuronales,
motoneuronas Yy epitelio sensitivo, el desarrollo Optimo de estas estructuras necesita el

mantenimiento de la funcién de los dos genes analizados.
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CONCLUSIONES

El ratén PoudflTAULacZ y sus respectivos embriones utilizados en el presente estudio en
estadios 12.5, 15.5 y 17.5 nos ha permitido observar la formacion y distribucion del VIII par
craneal o nervio vestibulococlear/estatoacustico. Asi mismo ha sido posible observar el
comienzo de la formacion de algunas de las estructuras estatoacusticas y poblaciones neuronales

integradas en la via auditiva.

Por tanto, esto confirma nuestra hipétesis planteada. Este modelo transgénico presenta una gran
utilidad para estudiar los procesos de formacion y sus posibles alteraciones a lo largo del
desarrollo embrionario. La importancia de una buena comprensién de los procesos embrionarios
que dan lugar a la formacion del sistema auditivo y vestibular es vital para poder comprender las
malformaciones o déficits en ambos sistemas provocados por lesiones o malformaciones en el
oido interno o en el VIII par craneal repercutiendo en el desarrollo de la vida diaria de quien lo

sufre.
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ANEXOS DE FIGURAS Y TABLAS

Tabla 1. Lista de anticuerpos y concentraciones utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

Anticuerpo Concentracion Hervido Ac.2*"  Casa comercial
: Hybridoma Bank
alsletl 1:300 Si aMouse
N°39.4D5
Abcam
BGalactoxidasa 1:500 Si oChiken
ab9361
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Figura 1. Técnica de inmunohistoquimica.
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‘ Molécula tisular
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b 2
Anticuerpo 2" biotinilado Union del complejo ABC

a Complejo ABC
* Producto de reaccion

- Corte tras la inmunohistoquimica

— Resultado de la reaccion enzimatica
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Figura 2. Estadio de gestacion de 12.5 dias.

Pou4f1 Islet_1 cresil

Ve

Abreviaturas: VIIIn (nlcleo del VIII par craneal/ nervio vestibulococlear o estatoacustico), vst
(ramificacion vestibular del VIII par craneal), acus (ramificacion acustica del VIII par craneal),

VI (nGcleo del VI par craneal/ nervio abducens), VII (ntcleo del V11 par craneal/ nervio facial).
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Figura 3. Estadio de gestacién de 15.5 dias.

Islet1

Abreviaturas: VIII (recorrido del VIII par craneal/ nervio vestibulococlear o estatoacustico),
vst (ramificacion vestibular del VIII par craneal), acus (ramificacion acustica del VIII par

craneal).
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Figura 4. Estadio de gestacion de 17.5 dias.
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Abreviaturas: VIlIn (nacleo del VIII par craneal/ nervio vestibulococlear o estatoacustico),
VIII (recorrido del VIII par craneal), vst (ramificacion vestibular del VIII par craneal), acus
(ramificacion acustica del VIII par craneal), VII (nlcleo del VII par craneal/ nervio facial), V
(ndcleo del V par craneal/ nervio trigémino), ead (estria acUstica dorsal), Xm (ndcleo de la parte

motora del X par craneal/ nervio vago).

En las Figuras 2, 3y 4 se ha realizado una sucesion de cortes coronales en la parte medial de la
cabeza. A, D y G: Se ha utilizado una tincién inmunohistoquimica para el gen POU4f1
expresado en todos los ganglios neuronales. B, E y H: Se ha utilizado una tincién
inmunohistoquimica para la proteina Isletl expresada en el epitelio sensitivo, motoneuronas y
ganglios neuronales. C, F e I: Se ha utilizado una tincion histolégica basica llamada cresil
violeta o tincion de Nissl que marca las estructuras celulares presentes en la seccion.
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Figura 5. Comparativa entre los tres estadios del recorrido de las fibras nerviosas del VIII par

craneal.

ﬁ':’“ %

S P

Abreviaturas: VIII (recorrido del VIII par craneal/ nervio vestibulococlear o estatoacustico),

Ol (complejo olivar inferior).

5A, B, C, G, H e I: Se ha utilizado una tincion inmunohistoquimica para el gen POU4f1
expresado en todos los ganglios neuronales. 5D, E, F, J, Ky L: Se ha utilizado una tincién
histoldgica basica llamada cresil violeta o tincion de Nissl que marca las estructuras celulares

presentes en la seccion.
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