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eosina y observadas con microscopio confocal
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Resumen

ANTECEDENTES

La membrana basal es una estructura de la matriz extracelular
del medio interno que separa las membranas epiteliales del tejido
conectivo. Los componentes del conducto coclear, como el limbo
espiral, el 6rgano de Corti y la estria vascular, estan integrados por
estos tejidos y tienen membrana basal con variantes morfoldgicas
que dependen de la funcién de sus células.

OBJETIVO

Comprobar la coexistencia o ausencia de la membrana basal entre
las células y tejidos del conducto coclear. Si hay membrana basal,
observar sus variantes morfoldgicas.

MATERIAL Y METODOS

Se sacrificaron cinco cobayos por perfusion intracardiaca, se diseca-
ron los craneos y se procesaron con la técnica histoldgica ordinaria
paraincluir los craneos. Se obtuvieron cortes seriados de las cocleas
y se tifieron por la técnica de hematoxilinay eosina; las preparaciones
tefiidas se observaron en el microscopio confocal.

RESULTADOS

El tejido conectivo del conducto coclear contiene colageno, el cual
es fluorescente (por la tincion con eosina) al ser excitado con el laser
del microscopio confocal.

CONCLUSIONES

Con la fluorescencia del colageno se descubre y resalta la membrana
basal, uno de los componentes mas importantes de la matriz extra-
celular del medio interno.
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Abstract

BACKGROUND

The basal membrane is a structure of the extracellular matrix of the
internal environment, and it separates epithelial membranes of the
connective tissue. Components of the cochlear duct, such as the spiral
limbo, the Corti’s Organ and the vascular groove, are integrated by
these tissues and have basal membrane with morphological variants
that depend on the function of its cells.

OBJECTIVE

To verify the existence or absence of the basal membrane between the
cells and tissues of the duct to coclear duct. If there is basal membrane,
to observe his morphological variants.

MATERIAL AND METHODS

They were sacrificed five cobay by intracardiac perfussion, the skulls
were dissected and processed with the common histological technique
to include the skulls. Series cuts of the cocleas were obtained and dyed
by hematoxiline and eosin technique; preparations were observed in
the confocal microscope.

RESULTS

The conective tissue of the coclear duct contains collagen, which
is fluorescent (by the eosin stain) to be excited with the laser of the
confocal microscope.

CONCLUSSION

With the fluorescence of the collagen the basal membrane is disco-
vered and stood out, one of the most important components of the
extracellular matrix.
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Antecedentes

La membrana basal es una estructura de
la matriz extracelular que separa entre
si algunos tejidos del organismo, como
el tejido conectivo y el tejido epitelial;
este Gltimo integrado por las glandulas
y las membranas epiteliales® (figura 1).
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Figura 1. Corte de la membrana mucosa integrada
por epitelio (Epi) y tejido conjuntivo subyacente
(TC). Ambos tejidos separados por la membrana
basal (MB). Tincién PAS-Shiff. Microscopio
foténico 20 X.

Cuando se observa la ultraestructura de la
membrana basal con el microscopio elec-
trénico de trasmision, se distinguen dos
componentes: la lamina basal, orientada
hacia las celulas epiteliales; y la lamina
reticular, enseguida del tejido conectivo
subyacente® (figura 2). La composicion
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Figura 2. Micrografia electrénica. Ldmina basal
con sus dos capas ldmina licida (LL) en contacto
con la célula epitelial (C. Epit) y la ldmina densa
(LD) orientada hacia el tejido conectivo. Lami-
na reticular (LR) en continuidad con la matriz
extracelular del tejido conectivo. 60,000 X. (Y
coldgeno VII, que son fibras de anclaje entre las
dos ldminas para soportar la integridad de la
membrana basal?).

estructural de ambas laminas incluye
diversos tipos de macromoléculas con

actividad bioldgica; éstas sefialan la
ultraestructura y disposicion, asi como
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las funciones que realiza la membrana
basal. La lamina basal contiene, entre
otras moléculas: colageno IV (propor-
ciona el sostén de toda la estructura),
laminina (ancla la lamina basal con las
células epiteliales) y proteoglucanos con
heparansulfato (con sus cargas negativas
funcionan como filtro idnico para la
permeabilidad selectiva de la membrana
basal).? La lamina reticular (figura 2), no
siempre presente, esta integrada por cola-
geno III unido a la membrana basal con el
tejido conectivo subyacente.? Ademas de
sostener y filtrar particulas, la membrana
basal participa en el transito selectivo de
células (macrofagos y linfocitos) que la
atraviesan, pues su funcion implica la
defensa inmunoldgica en las superficies
epiteliales.®

El conducto coclear, o laberinto
membranoso de la céclea, estd consti-
tuido por tejido epitelial, neuroepitelial y
conectivo; por lo tanto, entre estos tejidos
estd la membrana basal con variantes
morfolégicas que dependen de funciones
que realicen las células de los tejidos que
limita. En los cortes transversales del
conducto coclear (figura 3 panoramica)
se observa una estructura en forma de
triangulo con vértice truncado (centro
de la céclea) que corresponde al limbo
espiral (condensacion de tejido conec-
tivo). En la pared inferior sobresale el
organo de Corti. Sus células neuroepite-
liales pilosas transforman las vibraciones
mecéanicas de los sonidos en impulsos
nerviosos hacia el centro de la audicion
del cerebro; estas se apoyan en las células
falangicas, rodeadas por células epitelia-
les como las de Claudios y Henssen, a la
vez lo limitan los epitelios del sulcus in-
terno y externo. Este complejo celular lo
sostiene la membrana basilar. En la pared
externa (base del triangulo) se observael
hueso de la coclea, el ligamento espiral
del tejido conectivo y la estria vascular;
esta Ultima es un conjunto celular que
limita la luz de la rampa media con la
endolinfa y participa en la formacién
de la misma (figura 3 panoramica). La

pared superior esta constituida por la
membrana de Reissner, banda delgada
integrada por doble capa epitelial que
separa la endolinfa de la perilinfa situada
en la rampa vestibular.

Figura 3. Corte de la cdclea. Conducto coclear
en sentido transversal con: el limbo espiral (LE),
membrana de Reissner (MR), érgano de Corti
(OC) sobre la membrana basilar, la estria vascular
(EV) y el subyacente ligamento espiral (Lig. E).
En la cavidad del hueso del modiolo: ganglio es-
piral (GE). Tincién hematoxilina y eosina (H-E).
Microfotografia 10X.

El estudio de la membrana basal, en
los diferentes segmentos del conducto
coclear, se realiza con el microscopio
confocal, el cual tiene dos funciones:
1) la emision del rayo laser excita la
fluorescencia de algunas moléculas de la
membrana; por lo tanto, esta estructura
se define y resalta de otros componen-
tes o estructuras microscépicas; 2) el
microscopio confocal, por su alta defi-
nicion, enfoca diferentes planos opticos
en el espesor del corte histolégico; al
integrarse en el programa de cémputo
del microscopio, proporciona la recons-
truccion tridimensional de la membrana
basal para obtener mejor precisién para
el analisis. También, con la emision del
l&ser del microscopio confocal se preten-
de resaltar los componentes fluorescentes
intracelulares, como conjuntos de orga-
nelos, para relacionarlos con la funcion
celular que desempeian.

Objetivos
Comprobar la presencia o ausencia de la
membrana basal entre células y tejidos
del conducto coclear, con técnicas de
tincion simple, aplicadas en el micros-
copio confocal.
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Si coexiste la membrana basal, ob-
servar sus variantes morfoldgicas como
espesor, continuidad y disposicién, y
relacionarlas con la funcién que realizan
los tejidos que limita.

Determinar estructuras intracelula-
res fluorescentes que participen en las
funciones celulares especializadas del
conducto coclear.

Materiales y

métodos

Se sacrificaron cinco cobayos por per-
fusion intracardiaca con solucion de
formol amortiguado al 10%. Se disecaron
los créneos y se colocaron en solucion
descalcificadora de acido nitrico al 1%
durante dos semanas. Se procesaron
con la técnica histoldgica ordinaria para
incluir los créneos, orientados en posi-
cion coronal en bloques de parafina. Se
obtuvieron cortes seriados de las cdcleas
con espesor de 8 um con el micréto-
mo mecanico rotatorio. Los cortes se
tifieron con la técnica de hematoxilina
y eosina, este ultimo es fluorescente al
ser excitado por el rayo laser del mi-
croscopio confocal en longitud de onda
de 488 nanodmetros®. Las preparaciones
tefiidas se observaron en el microscopio
confocal marca Noran: campo claro y
canal de trasmision para las imagenes
ordinarias y posteriormente en canal de
fluorescencia. Las imagenes fluorescen-
tes se observaron con el filtro Sobel del
programa Metamorph del microscopio
confocal, el cual resalta perfiles y bordes
fluorescentes en los cortes histoldgicos
tenlidos con hematoxilina y eosina.

Resultados

El tejido conectivo del conducto coclear
contiene colageno; cuando se tifie con
eosina, fluoresce al excitarse con el 1a-
ser del microscopio.* Al aplicar el filtro
Sobel se definen los bordes fluorescentes
que limitan las células y los tejidos; entre
éstos resalta la membrana basal por el co-
lageno que contiene y puede observarse
con precision.

Del centro de la coclea a la parte
externa del conducto coclear, el primer
componente corresponde al limbo es-
piral (en la lamina espiral 6sea) que se
extiende y continta lateralmente con la
membrana epitelial del sulcus interno (fi-
gura4). El limbo es una prominencia del
tejido conectivo integrada por células y
gran cantidad de colageno que fluoresce
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Figura 4. Limbo espiral, prominencia de tejido
conectivo integrada por coldgeno (Col), células
interdentarias (Cel. Inter.), vasos sanguineos (V) y
epitelio del sulcus interno (SI). Tincién hematoxi-
lina y eosina (H-E). Microfotografia 20X.

de forma intensa (figura 5). Las células
implicadas son las del tejido conectivo
(fibroblastos y macréfagos). Sélo en la

Figura 5. Limbo espiral en el canal de fluo-
rescencia del microscopio confocal. Los haces
fluorescentes de coldgeno (Col) integran el mayor
volumen del limbo; en la superficie se limita el
borde difuso de las células interdentarias (Cel.
Inter.) y la imagen negativa del epitelio del sulcus
interno (SI). Tincion hematoxilina y eosina (H-E).
Microfotografia 40X.

superficie que limita la luz del conducto
coclear, se observa una hilera de células
especializadas denominadas “interden-
tarias”. No se les distingue el contorno;
sin embargo, resaltan los nicleos con la
tincién de hematoxilina y eosina como

en la fluorescencia ordinaria (figuras
5y 6). Al aplicar el filtro Sobel no se
observa membrana basal definida que
limite y separe las células interdentarias
del limbo espiral (figura 6). Donde inicia
el epitelio del sulcus interno se distingue
la membrana basal (continua y regular),
la cual separa la membrana epitelial (seg-
mento del tejido conectivo) del limbo
espiral (figura 6).

El segmento intermedio o piso del
conducto coclear corresponde a la mem-

Figura 6. Limbo espiral y canal de fluorescencia
con el filtro Sobel. Se observan bordes difusos
de células y vasos sanguineos del limbo. Solo
la membrana basal (MB) del epitelio del sulcus
interno tiene una banda gruesa, continua y fluo-
rescente. Tincién hematoxilina y eosina (H-E).
Microfotografia 40X.

brana basilar que sostiene las células
neuroepiteliales pilosas del 6rgano de
Corti; éstas incluyen en su superficie
los estereocilios orientados hacia la luz
del conducto coclear en contacto con
la endolinfa y la membrana tectoria;
el polo profundo de las células pilosas
se encuentra en las células falangicas
que se apoyan en la membrana basilar
(figura 7). Las células pilosas son mas
fluorescentes en sus extremos, hacia
los estereocilios y hacia su base, la cual
corresponde a la regidn sinaptica de
fluorescencia granular. Todo contrasta
con la imagen negativa de las células
falangicas (figura 8). La membrana
basilar es continua con la banda gruesa
fluorescente que se apoya en el 6rgano
de Corti. A su vez lo separa la perilinfa
de la rampa timpanica. Esta banda grue-
sa desprende proyecciones digitiformes
que se dirigen a la base de las células
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Figura 7. Segmento longitudinal del piso del con-
ducto coclear integrado por la membrana basilar
(M Bas), células faldngicas (Cel F) y células pilosas
(Cel Pil) del 6rgano de Corti. Tincién hematoxilina
y eosina (H-E). Microfotograffa 60X.

Cel. Pl

M. Bas.

Figura 8. Corte oblicuo del érgano de Corti.
Membrana basilar (M Bas). Células pilosas (Cel
Pil). Zona de sinapsis (Sinap) con imagen granular.
Fibras nerviosas (F Nerv). Microscopio confocal,
canal de fluorescencia 40X.

pilosas, cuya fluorescencia es intensa
y de aspecto granular (figura 8). En las
observaciones con el filtro Sobel, resal-
tan los bordes y perfiles de las células
pilosas y falangicas; la barra fluores-
cente de la membrana basilar se divide
en dos bandas: una esté en contacto con
las células falangicas (banda delgada y
discontinua por las proyecciones digi-
tiformes que la perforan y se orientan
hacia las células pilosas); y la otra esta
en el espesor de la membrana basilar
(es més gruesa, continua, poco difusa
e integrada por laminas delgadas). Se
observa también otra banda fluorescente
de linea definida que se mantiene en
contacto con las células mesoteliales de
la pared superior de la rampa timpanica
(figura 9).

La pared lateral o externa del con-
ducto coclear se limita por el hueso del
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Figura 9. Desdoblamiento de la membrana basi-
lar con el filtro Sobel del canal de fluorescencia.
Membrana basal de células faldngicas (MBF),
banda fibrilar (BF). Tincion hematoxilina y eosina
(H-E). Microscopio confocal. 60 X.

laberinto 6seo o coclea. En este seg-
mento se localizan dos componentes: el
ligamento espiral, unido al hueso de la
coclea, y la estria vascular, hacia la luz
del conducto coclear (figura 10). El liga-
mento espiral es un engrosamiento del
tejido conectivo con abundantes fibras

Figura 10. Corte de la pared externa del conduc-
to coclear. Luz de la rampa media (RM), estria
vascular (EV), ligamento espiral (LE) y hueso de
la pared de la céclea (HC). Tincién hematoxilina
y eosina (H-E). Microfotografia, campo claro
20X.

de colageno, células y vasos sanguineos
que se continGian con el periostio interno
de la coéclea (figura 10). La estria vas-
cular es la banda de células eosinofilas
que esta en contacto con la endolinfa
del conducto coclear. Se organiza como
membrana epitelial superficial, células
estrechamente unidas y vasos capilares
entre las mismas (figura 10). Con el
canal de fluorescencia se distinguen las
fibras de colageno del ligamento espiral;
son irregulares, difusas, engrosadas en
el periostio interno de la coclea y entre

las fibras estan las imagenes negativas
del niicleo celular y de los vasos (figura
11). En la estria vascular se observan
células con citoplasma fluorescente que
contrastan con la imagen negativa de

Figura 11. Estria vascular (EV) con células mar-
ginales fluorescentes (C Mar); imagen negativa de
los capilares sanguineos (Cap S) y fluorescencia
difusa del coldgeno del ligamento espiral (LE).
Tincién hematoxilina y eosina (H-E). Microscopio
confocal, canal de fluorescencia 60X.

sus nucleos celulares y con la luz de los
vasos. La estria distingue el colageno del
ligamento espiral porque el primero es
mas fluorescente (figura 11). Al observar
con el filtro Sobel, se marcan los bordes
fluorescentes que limitan el nicleo celu-
lar, los vasos sanguineos y el limite, con
la luz de la rampa media (figura 12); sin
embargo, no se marca el limite entre las
células basales de la estria vascular y el

Figura 12. Estria vascular y ligamento espiral con
filtro Sobel del canal de fluorescencia. Bordes y
perfiles de los componentes celulares, nicleos,
tisulares y coldgeno; membrana basal (MB) con-
tinua, sélo en los capilares de la estria vascular.
Tincién hematoxilina y eosina (H-E). Microscopio
confocal 60X.

tejido conectivo del ligamento espiral
(figura 12). Esto contrasta al comparar
la estria vascular con la membrana
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epitelial del sulcus externo (revestido
por un epitelio cubico simple) que se
apoya en una banda con fluorescencia
intensa, continua y homogénea que lo
limita del tejido conectivo subyacente.
(figura 13).

Figura 13. Transicion entre la estria vascular
(SV) y el epitelio del sulcus externo (SE). La
membrana basal (MB) continda en la membrana
epitelial del sulcus externo. Filtro Sobel del canal
de fluorescencia. Tincién hematoxilina y eosina
(H-E). Microscopio confocal, 60X.

Discusion

Con la fluorescencia del coldgeno se
descubre y resalta la membrana basal,
uno de los componentes mas importantes
de la matriz extracelular del medio inter-
no. Para distinguir el colageno de otros
organelos tefiidos con eosina, se aplica
el filtro Sobel del programa Methamorf
del microscopio confocal. Este resalta los
perfiles y bordes fluorescentes; como la
membrana basal se localiza entre las cé-
lulas epiteliales y la matriz extracelular,
se define la estructura con precision.

En el angulo interno del conducto
coclear predomina el limbo espiral inte-
grado por tejido conectivo con abundante
colageno; esta estructura se continta del
conducto hacia la pared externa con el
sulcus interno constituido por la mem-
brana epitelial. En la superficie libre del
limbo se encuentra la hilera de células
interdentarias, de las cuales se desprende
la membrana tectoria.® Aunque la dispo-
sicion de estas células en una superficie
es semejante al epitelio, la falta de una
membrana basal que las separe de la
matriz extracelular indica que son del
tejido conectivo. Para comprobarlo, se

comparan las células interdentarias con
las epiteliales del sulcus interno que se
apoyan en la membrana basal completa.
A esta observacion se suma el aspecto
funcional, en el que las células interden-
tarias producen la membrana tectoria,
constituida por componentes de la matriz
del tejido conectivo (colageno tipo I y
proteoglucanos®®). Con la ausencia de la
membrana basal se confirma que el limbo
espiral y las células interdentarias son de
origen mesenquimatoso y conforman el
tejido conectivo especializado del con-
ducto coclear.

La pared inferior del conducto co-
clear corresponde a la membrana basi-
lar que sostiene el 6rgano de Corti. Se
analizan los cortes oblicuos del érgano
de Corti, cuyas células neuroepiteliales
pilosas, sobrepuestas en las falangicas,
se disponen en hileras longitudinales.
La imagen granular fluorescente que
se observa en la region apical y en la
base de las células pilosas, corresponde
a acumulaciones de mitocondrias eosi-
nofilas (organelos especializados en la
produccién de energia quimica en las
moléculas de ATP para la transduccion
de los estimulos mecénicos en eléctri-
cos). Estos organelos estan situados en
los estereacilios de las células pilosas y
en la base de las células implicadas en la
sinapsis, donde el elevado metabolismo
necesita energia para la sintesis, libe-
racion y reciclaje de neurotrasmisores
(indispensables en la conduccion de los
estimulos nerviosos). Las proyecciones
digitiformes que se desprenden de la
zona basal fluorescente corresponden a
fibras nerviosas. La membrana basilar
se observa como banda fluorescente
gruesa. Cuando se aplica el filtro Sobel,
se observa una membrana basal delgada
que sostiene a las células falangicas y
una banda fibrilar gruesa, integrada por
macromoléculas como: glucosamino-
glucano heparansulfato,’® colageno 1T y
IV,%° laminina® y fibronectina.'*? Estas
moléculas fibrilares explican la funcion
de la membrana basilar, la cual consiste

en mantener la tensién adecuada para que
las ondas trasmitidas por la perilinfa de
la rampa timpanica hagan vibrar la mem-
brana basilar y los movimientos de alta
frecuencia se trasmitan a los estereocilios
de las células pilosas; los estereocilios,
en contacto con la membrana tectoria,
se flexionan y descargan el potencial de
accion que se trasmite por la sinapsis a
las vias nerviosas aferentes, conducirlos
al centro de audicion del cerebro y per-
cibir los sonidos.

La pared externa del conducto co-
clear esta compuesta, de afuera hacia
adentro, por: el hueso de la céclea, el
ligamento espiral y la estria vascular en
contacto con la endolinfa del conducto.
La matriz del hueso esta constituida por
fibras de colageno I; sin embargo, no
son fluorescentes por estar impregnadas
con sales de calcio. El ligamento espi-
ral, por ser estructura de unién entre la
estria vascular y la pared dsea, deberia
estar integrado por haces compactos de
colageno, pero en estas observaciones la
fluorescencia es tenue, ya que las fibras
de colageno son delgadas y separadas por
los fibroblastos y la matriz extracelular.
Estas imagenes indican que el ligamento
no es solamente estructura de sostén
sino que, al permanecer como tejido
laxo, favorece la difusién del ion potasio
(reciclable desde el 6rgano de Corti) por
el mismo ligamento y se bombea por la
estria vascular hacia la endolinfa de la
luz del conducto coclear.

La estria vascular, ademas de limitar
la rampa media coclear, proporciona
grandes concentraciones de potasio a la
endolinfa. Este elemento es utilizado por
las células neurosensoriales pilosas en la
transduccion mecénica y eléctrica para
generar los potenciales de accion que
se trasmiten como impulsos nerviosos
aferentes a los centros de la audicion
del cerebro. El flujo constante de potasio
hacia la endolinfa requiere la filtracion de
liquido capilar de la estria vascular, del
ligamento espiral®® y de la matriz del li-
gamento espiral.** Las células marginales
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de la estria vascular secretan el potasio
hacia la endolinfa. En este estudio se
demuestra que las células marginales
son intensamente fluorescentes debido
al nimero elevado de mitocondrias que
contienen. La coexistencia de estos or-
ganelos explica la necesidad de generar
energia en las moléculas de ATP, indis-
pensable para el funcionamiento de la
bomba Na K-ATPasa, la cual impulsa el
potasio hacia la rampa media y aumenta
su concentracion en la endolinfa. La es-
tria vascular corresponde a un epitelio. Al
observar las estructuras fluorescentes con
el filtro Sobel, se comprueba que la estria
carece de membrana basal que separe el
tejido conectivo del ligamento espiral.
Se agregan, también, capilares entre
sus células rodeados de una membrana
basal que funciona como filtro idnico
por las cargas negativas que contiene.'
Al comparar la estria con el epitelio que
reviste el sulcus externo de la membrana
basal integra y gruesa, indica que la estria
vascular también corresponde a tejido
conectivo mesenquimatoso modificado.
La estria vascular altera su morfologia y
funcioén por atrofia o por engrosamiento
de la membrana basal de sus capilares.®®
Esto sucede durante el envejecimiento?®
y en disfunciones metabdlicas como la
diabetes mellitus, quizas por alteraciones
como la hipoacusia'” o presbiacusia.®
Los resultados obtenidos en este estudio
justifican la importancia de continuar con
el analisis y el estudio morfoldgico de los
componentes del laberinto membranoso;
y asu vez, sirven de base como imagenes
comparativas para ensayos anatomopa-
toldgicos®® y experimentales.

Conclusiones
La membrana basal tiene caracteristicas
ordinarias en zonas donde sostiene y aisla
células que integran epitelios sensoriales
como el de Corti.

La estria vascular se relaciona con la
permeabilidad y el transito de liquidos

entre los capilares y el lumen del con-
ducto coclear.
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