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lv



Agradecimientos

Son muchas las personas a las cuales agradecer por haber logrado este dltimo

requisito para obtener mi titulo.  Sin duda alguna, nada de lo que he logrado hasta hoy

hubiese  sido  posible  sin  el  apoyo,  amor y  constancia  en  mj  desarrollo  y  educaci6n

entregada  par  mis  padres,  Manuel  y  Silvia.  Gracias  par  su  perseverancia  en  mis

estudios  y  deberes  escolai-es.  Tambien  agradezco  enormemente  a  mi  weli  Marra.

Gracias par sus rezos,  su preocupaci6n, sus gal[etas y alimentos que ha§ta el dia de

hoy  me  envla  a  Stgo.  Asf  mismo  agradezco  a  mi  abuelito  Manuel,  que  ya  no  se

encuentra con nosotros pero que siempre me dio lo riejor que sabra hacer, mote trigo y

mote  mey calentito  recien  preparado.  Agradezco  a  mi  hermana Cheli  par esperame

cada fin de semana  con ganas de Racer cosas entretenidas (aunque no lo  logremos

ml,Oho).

Agradezco  a  mi  amjga  del  co]egio  Kathy,  por ser mi  amiga  mas  cercana  de

hace tantos  afios,  por aguantamos  mutuamente y  seguir en  contacto  a  pesar de  la

distancia.  Gracias  a  ]os  biotec  (Nla,  Luisfe,  Aranza,  Carios,  Floro,  Papi,  Zama,  Ceci,

Mistica, Vale, Salome, Tente, Camilo, entl.e otros) por tantos buenos momentos vividos

principalmente  en  los  pastos  y  en  la  tan  bulliciosa  biblioteca  de  Ciencias.  Ademas,

agradezco a mis dos grandes grupos de amigos, Ios "Amor y paz", Benja, Cami y Kiki,

y a "Los cazuela" Pancho, Seba, Viole, Su, Gisse y Timmy. Agradezco especialmente a

ml  amiga  Consuelo  por  infinidades  de  risas,   conversaciones,  trabajos  y  copetes

compartidos,    ite   extrafio    mucho   amiga    linda!,    y   a    Mauro   y    Gac   por   esas

conversaciones sacadas de contexto, ise les quiere mitcho cabros!

En  la  universidad,  ademas de estudiar y aprender un sinffn  d.e cosas  nuevas

conocf  una  pasi6n,  la  dariza  jrlandesa.  For ello  agradezco a  la  Facultad  de  Ciencias

por  entregarme   la   opor[unidad   de  ser  una   profesional  y  de   destacar  en   areas

'

V



impensadas  hasta  hace  unos  aiios.  Gracias  a  Rodrigo  y  a  Nadine,  fundadores  de

Gaoithe  Danza  lrlandesa  por  ensefiarme  los  primeros  pasos  en  la  danza.  Gracia§

Evelyn,  Mafe,  Daniela  y  Lorena  por  su  amor  infinito  y  por`la  excelente  buena  onda

vivida en los ensayos y presentaciones,  ilas quiero mucho haditas! Tambi6n agradezco

a  mi  partner y  pareja  de  baile  en  la  danza  irlandesa y  el  reggaet6n,  Javier  ique  gran

viaje nos dimos e] 2012!

La U tambi6n me  present6 el amor,  ahi conoci a Pablo  (Blops),  mi pololo de ya

7 afros. A 61 agradezco su compafiia en momentos buenos y malos,  en enfermedades

y  recuperaciones  largas  donde  volver  a  clases  no -fue  sencillo  y  el  siempre  estuvo

dispuesto  a  ayudar y ensefiarme  la  materia  perdida.  Gracias  por estar conmigo  hasta

alias  horas  de  la  noche  estudiando  quimica  organica,  leyendo  papers  que  se  me

hacian  complicados  y  por  leer  y  corregir  mi  tesis.  Gracias  por  lo  vivido,  por  lo  que

vend fa y por ensefiarme a ser mss tolerante, aprender a establecer prioridades y a ser

menos enojona. Tambi6n agradezco a la familia de Pablo,  los Rozas Rojas quienes me

acogieron  y  alimentaron   en  varias  ocasiones  que  no  pod fa  hacer  nada  mss  que

estudiar. Gracias por los buenos consej.os y la preocupaci6n por mi bienestar.

Agradezco  a  Crist6bal  Maass  par darme  la  oportunidad  de  desarrollar mi tesis

en  su  naciente  laboratorio,  gracias  por confiar en  mi y ser un  excelente tutor.  Medias

gracias  a  Sebastian  Silva  (el  bulling  te  quita  puntos)  por  ser  mi  partner  en  el  lab  y

ayudarme  cuando  tenia  dudas  con  lo§  protocolos  o  por  continuar  mis  experimentos

cuando  no  podia  ir.  Gracias  a  los  cabros  del  lab  (los  Couve  y  Sierralta)  por el  buen

ambiente vivido en el laboratorio. Carifios especiales a Carito, Grace,  Nia, Carlos, Javi,

Maca, Aquiles,  Panchi y Ang6lica;  y a los que ya  no forman parte del   lab pero que se

recuerdan   con   mucho   carifio:   Jose,   Ceci   y   Mabri.   Agradecimientos   especiales   a

Daniela  Pefia  por ayudarme  con  los animales,  a  Ben  por acompafiarme y adiestrarme

Vl



en   el   desarrollo   de   t6cnicas   moleculares   y   en   general   a   todo   el   laboratorio   de

Neurobiologia  Celular y Molecular de la  Facultad de Medicina que me ha recibido todo

este  tiempo.   Tambi6n  agradezco  a  quienes     guiaron   mis   primeros  pasos  por  un

laboratorio  de  investigaci6n  y  que  me  ensefiaron  la  rigurosidad  que  este  requiere:

Djego Catalan, Alex y Perry.

Agradezco  de  coraz6n  a  aquellas  personas  que  sin  tener  una  relaci6n  direc{a

conmigo  o  con  el   laboratorio  se  comprometieron  a  entregarme  su  conocimiento  y

ayuda  con  el  uso  de  equipos  o  en  el  desarrollo  de  t6cnicas.  Gracias  a  Richy  por

ensefiarme a hacer lsH,  gracias a Yoya,  Karina y  Margarita  por ensefiarme a  usar el

microscopio  DIC y solucionar el problema que tanto dolor de cabeza nos trajo,  gracias

a  Pato  Ahumada  por prestarme  el  criostato.  En  general,  agradezco  al  laboratorio  de

Miguel Concha que me permiti6 realizar parte de mi tesis en sus instalaciones.  De igual

manera.  agradezco  a  Patricio Araos  y al  laboratorio  de  Luis  Michea  por permitirme el

uso  del  criostato  y  el  equipo  Step  One.  En  la  misma  linea,  agradezco  a  Lele  y  BIops

que me enseFiaron a usar el criostato.

Finalmente  quiero  agradecer,  con  tristeza,  a  quienes  hicieron  posible  mi  tesis,

los ratones. Gracias ratoncitos todos por dar su vida por la ciencia.

vii



Financiamienl:o

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Neurobiologia Celular y

molecular, parte del lnstituto de Ciencias Biom6dicas (lcBM),  ubicado en la Facultad

de Medicina de la Universidad de Chile.  El trabajo cont6 con el financiamiento del

proyecto FONDECYT 11130247.

viii

\1



indice de contenido

lndice de contenido

lndice de Figuras

Indice de Tablas

[ndice de Abreviaturas

1       Resumen

2      Abstract

3        Introducci6n

3.1        Sorderayp6rdidadeaudici6n

3.2        El  oido,  anatomiayfisiolo8ia

3.3        Desarrollo de la c6clea

3.4       Potencial regenerativo

3.5       Dafioenel6rganodecorti

3.6       Restituci6n de la audici6n, terapias e investigaci6n

4      0bjetivos

4.1        0bjetivogeneral

4.2       0bjetivos especificos

5      Materialesy metodos

5.1        Selecci6n de genes candidatos para el estudio

5.1.1         Parametros utilizados en [a selecci6n

5.2       Ratones ydisecaci6ndec6cleas

5.2.1         Ratones

5.2.2        Djsecaci6n de c6cleas en los estadios prenatales E13.5, E16.5, E18.5 y

postnatales PO, P3 y P6

5.3       Valjdaci6n de la expresi6n mediante hibridaci6n /.n s/.fL/,  inmunofluorescencia y
RT-PCR

5.3.1         Disefio de partidores para la generaci6n de una sonda de ARN ............. 18

5.3.2        0btenci6n de ADN

5.3.3        PCRy purificaci6n detempladode PCR

5.3.4         Elaboraci6n de ribosonda /.n v/.fro a partirde templado de PCR .............. 21

5.3.5        Hibridaci6n /.n s/.fu en explantes cocleares completos

lx



5.3.6        Secciones de c6clea

5.3.7        lnmunofluorescencia

5.3.8        Vjsualizaci6n y procesamiento de imagenes

5.4       PCRentiemporeal

•5.4.1         Disefio de partidores para RT-PCR

5.4.2        Extracci6n deARNysintesisde CADN

5.4.3 RT-PCR

5.4.4        Analisi§ estadistico

6        Resul{ados

24

25

25

26

26

27

27

28

29

6.1         Selecci6n de genes candidatos para su posteriorvalidaci6n ......................... 29

6.2       Validaci6n de la expr5si6n de Nr5al, Tall  y.Nr4a3 en 6rgano de corti ......... 31

6.3       Validaci6n de la expresi6n de Nr5al, Tally Nr4a3 en c6lulas de sosten ....... 38

6.4       Evaluaci6n de la expresi6n temporal deTall  y Nr4a3 en c6lulas de sost6n y
6rgano de Corti

7       Djscusi6n

8        Conclusi6n

9      Referencias



rndice de Figul.as

Fjgura 1       Esquema representativo de la anatomia del oido, c6clea y 6rgano de    8

Corti

Figura 2      Sintesis de ribosondas mediante transcripci6n /.n v/.fro 32

Figura 3      Validaci6n de la expresi6n diferencial de Nr5a. Tall  y`Nr4a3 en                35

6rgano de Corti de rat6n en estadios P0 y P6

Figura 4      Confirmaci6n de la expresi6n de Nr5a, Tall  y Nr4a3 en c6lulas de          39

sost6n en estadio PO

Figura 5      Perfil de expresi6n temporal de Tall  y Nr4a3 43

Xl



fndice de Tablas

Tabla I         Secuencia de partidores para generar un sonda de ARN

Tabla ll        Secuencia de partidores usados para RT-PCR.

Tabla lll      Genes seleccionados en base a una lista de genes pcttenciales                30

expresados en celulas de sosten.

xii



fndice de Abreviaturas

ADN

AP

ARN

ARNm

ARN-Seq

BBR

BCIP

CC

GCE

Col

CDNA

CHAPS

CREB

CS

Ct

DEPC

DIC

DMEM-F12

dNTPs

EDTA

EtoH

EV

h

Acido desoxirribonucleico

Fosfatasa alcalina

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Secuenciaci6n de ARN

Reactivo de bloqueo Boehringer

5-bromo4-cloro-3-indolil-fosfato

Celulas ciliadas

C6lulas ciliadas externas

Celulas ciliadas intemas

ADN 6omplementario

3-[(3-Cho[amidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate

Elemento de uni6n en respuesta a CAMP

C6lulas de sost6n

Ciclo  umbral

Dieti[pirocarbonato

Contraste Diferencial interferencial

Medio Eagle Modificado Dulbecco

Deoxinucle6tidos

Acido etilendiaminotetraac6tico

Etanol

Estria vascular

Hora

xiii



HBSS

Hes5

HIS

HyB

MABT

MeoH

min

mM

MyovI

NBT

nm

Nr4a3

Nr5al

OC

P27Kipl

pb

PBS

PCR

PFA

PRB

Ptw

Rbp

RT-per

S

SDS

Soluci6n salina de Hank equilibrada

Hom6logo 5 de hairy and enhancer of split

Hibridaci6n in situ

Buffer de Hibridaci6n

Tap6n de acido maleico

Metanol

Minutos

Mi[imolar

Miosina VI

Nitro blue tetrazolium

Nan6metro

Receptor nuclear subfamilia 4, grupo A,  miembro 3

Rece`ptor nuclear subfamilia 5, grupo A,  miembro 1

6rgano de Corti

lnhibidor de kinasas dependiente de ciclina 18

Par de bases

Tamp6n fosfato salino

Reacci6n en cadena de la polimerasa

Paraformaldehido

Gen de retinoblastoma

Tap6n fosfato salino con Tween 20

Proteina 4 de uni6n a retinol

Reacci6n de cadena de la polimerasa en tiempo real

Segundo

Dodecil sulfato s6dico

XIV



SEM

Ssc

TAE

Tall

TE

Tin

Tris

ul

urn

V

Error estandar

Citrato de sodio salino

Tris acetato EDTA

Gen de leucemia aguda linfoblastica de c6Iulas T 1

Tampon de Tris y EDTA

Temperatura de fusi6n ("temperatura de melting")

Tris(hidroximetil)aminorrietano

Microlitro

Micr6metro

Volts

XV



1            F3esumen

La  hipoacusia  es  un  problema  de  salud  pLlblica  que  afecta  uno  a  tres  de  mil

recien  nacidos  y  a  uno  de  tres  adultos  mayores  de  65  afios  en  el  mundo.  Entre  los

tratamientos  existentes  se  encuentran  los  audifonos,  los    implantes  de  oido  medio  y

cocleares,  todos  tratamientos  de  alto  costo  y  dificil  imp]ementaci6n,  por  lo  que  es

necesario obtener nuevas herramientas para tratarla.

El  6rgano de Corti (OC),  es el 6rgano encargado de la transducci6n del sonido.

Esta  compuesto  por celulas  ciliadas  (CC),  que son  las  encargadas  de  la transducci6n

del estimulo sonoro,  y las c6lulas de sost6n  (CS) que cumplen  importantes y variados

roles en el oido interno. Cuando las CC se dafian o mueren, son eliminadas del epitelio

auditivo,  causando  perdida  de la audici6n,  mientras  que  las  CS son  mss  resistentes y

mantienen   su   morfo[bgia   en   e]   epite]io.   Los   mamiferos,   a   diferencia      de   otros

vertebrados,   no  poseen  la  capacidad  de  regenerar  las  CC,  sin  embargo,  estudios

sefialan  que  existe  un  potencial  regenerativo.  Intentos  por  lograr  la  reentrada  al  ciclo

celular  y  transdiferenciaci6n  de  las  c6lulas  remanentes  han  resultado  exitosos,  sin

embargo,  s6lo se han detectado en tejidos j6venes y la respuesta se pierde a lo largo

de] tiempo.

Este Seminario  de Titulo tuvo por objetivo seleccionar y validar la expresi6n de

genes de intefes que presentaban expresi6n diferencial entre los estadios postnatal  1  y

6   en   las   CS   en   un   analisis   previo  de  datos   obtenidos   de  ARN-Seq.   Para  esta

va[idaci6n,   inicia]mente  se  seleccionaron  ]os  genes  a  estudiar  mediante  el  uso  de

criterios   como   el   nivel   de   expresi6n,   funci6n   en   otros   sistemas,   y   existencia   de

publicaciones   relacionadas   en   su   rol   en  sistema   auditivo,   entre   o{ros.   Los  genes

seleccionados  fueron  Nr5al ,  Tally  Nr4a3,  que  son  factores  de  tran§cripci6n  y tienen



funciones   importantes   en   la   regulaci6n   de   la   proliferaci6n   o   diferenciaci6n   celular

durante el desarrollo de otros sistemas.  Posterior a ello, se valid6 la expresi6n de estos

genes  (a  excepci6n  de  Nr5al)  en  OC  mediante  hibridaci6n  /.n s/.fu (Hsl)  en  explantes

de  c6clea  completa,   RT-PCR  e  inmunofluorescencia.   Importantemente,  se  valid6  la

expresi6n  temporal   de  Tall   y  Nr4a3  entre   E13.5  y  P6.   Nr4a3   presen{6  una  baja

expresi6n  en  los  estadios  prenatales  y  tuvo  un  maximo  de  expresi6n  en  P6.  Tall,

present6 un maxima de expresi6n en PO, el cual disminuye hacia P6.  En tanto, el perfil

de expresi6n de Nr5al  se contradice con lo observado en la ARN-Seq.  Finalmente, se

confirm6  la  expresi6n  de  Tall   y  Nr4a3  en  las  CS-.en  P0  por  medio  HSI  en  cortes

cocleares.  La  expresi6n  de  estos  genes  durante  el  desarrollo  del  oido  interno  podria

significar  la  participaci6n  de  ellos  en  la  regulaci6n  del  potencial  regenerativo.  De  ser

asi,  la modificaci6n de la expresi6n de estos genes o de las vias en que ellos participan

podria   ser considerada  una  estrategia  interesante  a  utilizar en futuras terapias contra

la sordera. Sin embargo esta hip6tesis debe ser confirmada con futuros estudios.



2          Abstract

Hearing  loss is a public health problem that affect one to three per thousands of

newborns  and   one-third  of  people  over  65  years  in  the  world.  Treatments  include

hearing  aids,  middle  ear and  cochlear implants,  etc. All  treatments  are  expensive  and

have difficult implementation, so jt is necessary to obtain new tools to treat it.

The  organ  of  Corti  (OC)  is  the  organ  responsible  for  sound  transduction.  It  is

made  up  of  hair  cells  (HC),  which  are  the  responsible  for  the  transduction  of  sound

stimuli,  and  of supporting  cells  (SC)  that meet  important  and  varied  roles  in  the  inner

ear.  When  HC  are  damaged  or killed,  they are  remove`d from  the  auditory epithelium,

causing   hearing   loss,   while   the   SC   are   more   resistant   and   they   maintain   their

morphology  in  the  epithelium.  Mammals,   unlike  other  vertebrates,  do  not  have  the

ability  to  regenerate  HC,   nevertheless,: studies  indicate  that  there  is  a  regenera{ive

potential.  Efforts to  achieve  cell  cycle  re-entry  and  transdiferentiation  of the  remaining

cells  have  been  successful,  however,  they have  only worked  in young  tissues  and the

response is lost over time.

The  aim  of this  Degree  Seminar wa.s  to  select  and  validate  the  expressi'on  of

genes  of  interest  that  had  differential  expression  between  postnatal  day  1  and  6  (Pl

and   P6  respectively)   in  the  CS  in  a  previous   analysis  of  RNA-Seq  data.   For  this

validation,  genes  were  first  selected  based  on  the  expression  levels,  function  in  other

systems,  the  current  state  of the  art  regarding  their  role  in  auditory  system,  etc.  The

selected  genes  were  Nr5al,  Tall  y  Nr4a3,  which  are  transcription  factors  and  have

important functions  in  proliferation  regulation  and  cellular differentiation  in  development

of  other  systems.  After  this,  the  expression  of  these  genes  was  validated  (except
J

Nr5al)  in OC through /.n s/.£u hybridization (lsH)  in whole explant cochlea,  RT-PCR and



immunofluorescence.   Importantly,   Tall   and   Nr4a3  temporal   expression   profile  was

validated between  E13.5 and P6. Nr4a3 had a low expression at prenatal stages, which

had   the   highest   expression   at  P6.   Tall   had   its   highest   expression   at   PO,   which

decrease  towards  P6.  In  other hand,  Nr5al  gene  expression  profile was  contradictory

with   the   data   obtained   with   RNA-Seq.   Finally,   Tall    and   Nr4a3   expression   was

confirmed  in  SC  at  P0  by  lsH  in  cochlear  sections.  The  expression  of these  genes

during  inner  ear  development  could  mean  their  involvement  in  regenerative  potential

regulation.   It  so,   modulating  their  expression  or  the  pathways  in  which  they  engage

could   be   an   interesting   strategy  to  apply  in  future.therapies  against  hearing  loss.

Nevertheless, this hypothesis must be tested in future studies.

I
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3           lntroducci6n

3.1        Sordera y p6rdida de audici6n

La audici6n  es  la capacidad de oir un sonido que es  recibido y transducido par

el 6rgano del oido para luego ser percibido por nuestro cerebro; sin embargo,  no todos

poseen  la  capacidad  de  oir,  siendo  la  sordera  y  p6rdida  de  audici6n  un  problema  de

salud de alta frecuencia en seres humanos. A nivel mundial, se estima que un 5% de la

poblaci6n  posee  discapacidad  auditiva  entre  los  cuales  el  100/a  corresponde  a  nifios

(tres de cada mil reci6n nacidos) y aproximadamente una de cada tres personas mayor

de 65 afios (Village,1999; World Health Organization, 2bl5).  En nuestro pals, el 2,93%

de  la poblaci6n  posee sordera o dificultad  auditiva  incluso  usando  audifonos,  lo que a

su  vez corresponde al 23%  dentro de  las discapacidades que fueron evaluadas en el

censo realizado el afio 2012 por el lNE (INE, 20.12).

La p6rdida de audici6n tiene distintos grados,  puede ser leve,  moderada, severa

o  profunda  en  uno  o  ambos  oidos  (World  Health  Organization,  2015).  En  general,  en

los casos leves y moderados las personas se comunican a traves del lenguaje hablado

y pueden apoyarse de audifonos,  implantes cocleares y otros dispositivos de asistencia

como los subtitulos.  Los individuos sordos,  en su  mayoria,  tienen  una p6rdida auditiva

profunda   lo   que   significa   que   tienen   muy   poca   a   nula   audici6n   y   su   forma   de

comunicacit5n  es  mediante  el  lenguaje  de sefias.  Ambas  situacione§  generan  un  gran

.impacto  a  nivel  social,  econ6mjco  y emocional  en  el  indMduo  puesto  que  muy  pocos

servicios  estan  adaptados  para  recibir a  personas  con  esta  discapacidad  provocando

exclusi6n,  [imitaci6n  de  acceso  a  servicios  y empleabilidad.  Junto  con  esto,  existe  un

alto  gasto  en  salud,  educaci6n  y  p6rdida  de  productividad  que  deben  enfrentar  los

gobiernos.



Las  cau§as que  dan  origen  a la  p6rdida de audici6n  a sordera se clasifican en

congenita's  y  adquiridas  (World  Health  Organization,  201.5).   Las  causas  congenitas

pueden estar presentes o ser gatilladas poco despues del nacimiento.  Esto puede ser

causado   por   factores   geneticos   hereditarios   o   por   ciertas   complicaciones   en   el      -

embarazo  (por  rubeola,  sifilis)  o  durante  parto  (asfixia,  ictericia  grave,  baj.o  peso  al

nacer).  Las  causas  que  pueden  conducir  a  la  p6rdida  de  audici6n  adquirida  y  que

pueden   ocurrir   a   cualquier   edad   son   las   enfermedades   infecciosas   (meningitis,

sarampi6n,  paperas),  infecciones cr6nicas del oido,  otitis media (cuando es cr6nica, es

[a  principal  causa  de  perdida  de  audici6n  en  niFios.)I,  ruido  excesivo  y  envejecimiento

(debido a la degeneraci6n de las c6lulas sensoriales) entre otras.

La  perdida  de  audici6n  o  sordera  se  puede  clasificar segtln  afecten  la  llegada

del estimulo  mecanic`o al oido interno  (de conducci6n) y los producidos por el dafio de

6ste   (sensorioneurales)    (Smith   y   col.   2014).    Dentro   de   la   primera   clasificaci6n

encontramos    los    audifonos    (conducci6n    a6rea)    e    implantes    de    oido    medio

(amplificaci6n mecanica),  mientras que en la segunda se encuentra el implante coclear
.

(estimulaci6n  electrica).  Estos  tratamientos  son  de  alto  costo  y  dificil  implementaci6n

par lo cual se hace necesario encontrar nuevas herramientas para dar solucj6n a esta

discapacidad,  las cuales pueden ir dirigidas a solucionar el problema de fondo y no de

manera   paliativa   como   se   ha   hecho   hasta   ahora.   Dentro   del   tipo   sensorioneural

destaca  la  destrucci6n  de  los  distintos  tipos  celulares  de  la  c6clea,  especialmente  las

CC cuya muerte es irreversible y carecen de regeneraci6n  (Hawking,1973; Merchant &

Nadol,  1993).  Los  tratamientos  existentes  se  enfocan  principalmente  en  modificar las

caracteristicas    del    estimulo    sonoro    o    bien    estimular    de    manera    directa    y

tonot6picamente el nervio auditivo.



3.2        El ol'do, anatomfayfisiologfa

El   oido   de   mamiferos   se   encuentra   dividido   histoanat6micamente   en   tres

partes,  oido  externo,  medio  e  interno.  En  su  regi6n  externa  y  media  se  encuentran
i

estructuras  que  conducen  y amplifican  el  estimulo  mecanico  el  cual  desemboca en  el

oido  interno,  parte en  la que se encuentra el  6rgano tran§ductor llamado  c6clea.  Esta

consiste  en   una  estructura  con  forma  de  `caparaz6n  de  caracol  formada  por  tres

camaras   longitudinales   que   contienen   fluidos   y   que   generan   compartimentos   y

gradjentes   electroquimicos.    Dos   de   6stas,    llamadas   escala   vestibular   y   escala

timpanica   contienen   perilinfa,   mientras   que   la   escala   media   o   coclear   contiene

endolinfa.  Dentro  de  la  escala  media  se  encuentra  el  6rgano  de  Corti que  contiene el

epitelio  sensorial  mecanotransductor  y  que  consiste,  en  terminos  generales,  en  dos

tipos celu]ares:  Ias celu]as ci[iadas (CC) y c6lu[as de sost6n (CS) (Figural),



a

Figura  1:  Esquema  representativo  de  la  anatomia  del  oido,  c6clea  y  6rgano  de  Corti.  A.

anatomia  del  oido  humano el  cual  ha  sido  dividido  para su  estudio en  tres  partes:  oido  interno

(pabell6n auricular y conducto auditivo),  oido media  (timpano,  martillo,  yunque y estribo)  y oido

interno (sistema vestibular,  c6clea  (en  rojo)  y nervio auditivo).  8.  Corte transversal  por el  centro

de la c6clea o hemi-modiolar.  C.  Esquema de la escala media,  Iugar donde se encuentra 6rgano

de  Corti.  A,  modificada  del  recurso  online  http://www.scientificpsychic.com/workbook/sentidos-

humanos.html.     8,     modificado     de     (Maass,     2010).     C,     modificado     del     recurso     online

http://clinicalgate.com/anatomy-of-the-auditory-system/.

Las celulas ciliadas  (CC)  son  las encargadas de transducir el estimulo sonoro y

transformarlo en  sefiales electroquimicas  induciendo  un  estimulo  nervioso  que viaja al

cerebro  por  el  nervio  auditivo  que  las  inerva(Fujioka  y  col.,   2015).   La  transducci6n

ocurre gracias a que las CC poseen cilios en su zona apical  lo cuales son deformados

por  movimiento  de  los  liquidos  existentes  en  la  c6clea  (endolinfa  y  perilinfa).  Existen



dos tipos de CC, aquellas que tienen la capacidad de transformar las ondas mecanicas

en  estimulos  electroqu[micos,  llamadas  celu]as  ciliadas internas  (Col),  y  aque]las que

amplifican   y   sintonizan   [os   estimulos,   Ilamadas   celulas   ciliadas   externas   (GCE)

(Merchant & Nadol,1993).  Por su parte,  las CS juegan importantes y variados roles en

el  oido  interno,  entre  los  cuales  destacan  la  mantenci6n  del  gradiente  electroquimico

que  hace  posible  la  transducci6n  y  la  eliminaci6n  de  CC  muertas,  mantenci6n  de  la

cito-arquitectura del  6rgano de Corti  (OC),  entre otros(Monzack & Cunningham,  2013).

Existen cinco tipos de CS las cuales estan organizadas en filas a lo largo de la longitud

del OC y van desde el borde interior al borde exterioren el siguiente orden:  celulas del

surco  interno,   celulas  falangicas,   celulas  de  pilar,   celulas  de  Deiters  y  c6lulas  de

Hensen  (\/Vang  y  col.,  2013).   Las  CS  tienen  morfologfas  muy  distintas  entre  si,  las

c6lula§  falangicas  y  las  del  surco  interno  son  columnares,  las  c6lulas  de  Hensen  son

cuboidales u  oblongas,  y las celulas de Deiters y pilares tienen un  citoesqueleto rlgido,

procesos  alargardos y  una  gran demanda estructura,  ya  que  por ejemplo,  las  c6lulas

pilares  intemas  y  externas  deben  mantener la  estructura  del  ttinel  de  Corti  durante  la

estimulaci6n acdstica a pesar de la presi6n ejercida sobre las c6Iulas localizadas a sus

costados.

3.3        Desarrollo de la c6clea

La  proliferaci6n,   morfogenesis  y  diferenciaci6n  celular  a  partir  de  una  c6lula

prg.genitora dan origen a organismos complej.os lo cual tiene lugar durante el desarrollo

embrionarjo.  En  el  oido,  e[ desarrollo de un epitelio  sensorial a]tamente estructurado y

especializado  ocurre  a  partir  de  un  numero  reducido  de  progenitores  regidos  por  la



expresi6n de genes en gradie~nte, temporalidad y localizaci6n especifica (Fekete & Wu,

2002).

Durante el desarrollo,  aparece un area engro§ada de celulas  proliferativas en el

piso  del  conducto  coclear (E12  en  rat6n)  que  llegara  a  ser el  dominio  prosensorial,  el

que  luego  clara  lugar  al  epitelio  sensorial  coclear  (Fujioka  y  col.,  2015).  Las  celulas

destinadas a formar este epitelio salen del ciclo celular de manera permanente en  una

region  marcada  por la  expresi6n  del  inhibidor del  ciclo  celular p27Kipl   lo  cual  ocurre

entre lo§ estadios E12,y E14 en rat6n (Chen y col., 2002).  EI cese de la proliferaci6n de

las  celulas  del  6rgano  de  Corti  (OC)  ocurre  en  un..'gfadiente  que  va  desde  la  zona

apical   a   la   basal.   En   mamiferos,   cuando   la   proliferaci6n   se  detiene   comienza   la

diferenciaci6n  celular  que  ocurre  de  manera  basal  a  apical  y  que  esta  dada  por  la

expresi6n  de  Atoh-1, \(Math-1)  que  es  un  gen  maestro  para  la  diferenciaci6n  de  CC

(Fujioka  y  col.,  2015).  Posterior a  ello,  mediante  la  expresi6n  de  ligandos  de  Notch  y

por un proceso definido como "inhibici6n lateral" se define el patr6n de CC y CS, do,nde

la§  c6lulas  adyacentes  a  CC  se  diferencian  al  linaje  de  CS  resul{ando  en  un  tejido

altamente  organizado.  Una  vez  que  las  c6lulas  llegan  a  un  estado  de  diferenciaci6n

terminal,  no ocurre regeneraci6n ni recambio celular.

3.4       Potencial regenerativo

A   trav6s   de    la   evoluci6n,    Ios   seres   vivos    han   desarrollado   estructuras

especializadas  para  explorar el  medio  externo  como  el  flujo  o  la  vibraci6n,  lo  cual va

acompafiado del desarrollo de una red neuronal que permite transducir este estimulo e

` interpretarlo  por medio  del  sistema  nervioso  central.  Las  celulas  involucradas  en  esta
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tarea son las CC Ias cuales han sido encontradas en una amplia gama de vertebrados

como los peces,  aves,  reptiles y mamlferos. Antecedentes sefialan que en el desarrollo

postnatal  temprano  en  rat6n  es  posible  observar  una  disminuci6n  progresiva  en  la

respuesta  regenerativa.  Por tanto,  en  mamiferos,  el  ni]mero`de  c6lulas  no  aumenta,

sino que se mantiene o disminuye a medida que transcurre la vida del individuo puesto

que no existe regeneraci6n ni recambio celular (Fekete & Wu, 2002;  Hawkins & Lovett,

2004;  Kelley,  2006).  En tanto,  a diferencia de lo que ocurre en  mamiferos, vertebrados

como  aves,   reptiles  y  peces  si  poseen  la  capacidad  de  recambio  y  regeneraci6n

funcional   de   las   CC   una  vez  ya  finalizado  su   desarrollo  e  incluso  en  su  adultez

(Cotanche,1987;  Harris, 2003;  Ryals 8.,`1988).

Los mecanismos por los cuales existe esta diferencia aun no son conocidos por

completo.  Se  presume,  que  los  mamiferos  perdieron  la  capacidad  de  regeneraci6n

debido  a  una  adaptaci6n  a  la  complejidad  estructural  de  la  c6clea.  Io  cual  se  veria

afectado  con  una  respuesta  regenerativa frente al  dafio  por la desorganizaci6n de su

estructura  (Shi  y  col.,  2012).   No  obstante,  al  estudiar  los  resultados  de  p6rdida  o

ganancia   de   funci6n   de   algunos   genes,    asi   como   la    manipulaci6n   de   genes

involucrados  en  la  saljda  del  ciclo  celular  y  procesos  de  diferenciaci6n  durante  el

desarrollo  del  oido  interno,  se  observa que existe  un  potencial  regenerativo  latente en

el  OC  de  mamiferos  incluso terminado  su  desarrollo  (L6wenheim  y col.,1999;  Sage y

col., 2005).  Ejemplos de esto es la reincorporaci6n de CC diferenciadas al ciclo celular,

pudiendo  dividirse  y  establecer  nuevas  conexiones  con  el  nervio  auditivo,  lo  cual  se

llev6  a  cabo  mediante  la  deleci6n  condicional  del  gen  retinoblastoma  (PRB)  en  rat6n

(Sage  y  col.,  2005).  Asi  tambien,  el  cambio  del  destino  celular  i.ri  v/.fro de  c6lulas  no

+sensorjales  (CS  y celulas  que  rodean  el  OC)  con  origen  embrionario  comcin  a  las  CC
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mediante   la   reprogramaci6n   del   patr6n  de  expresi6n  de   genes  que  se  expresan

durante   el   de§arrollo   del   oido   interno   (disminuci6n   de   la   expresi6n   de   p27Kipl)

provocando la  proliferaci6n,  cambio de destino celular y transformaci6n a CC  (\/Vhite y

col.,  2006).  Ademas,  se  ha  logrado  manipular de  manera  exitosa  la  inducci6n  de  la

proliferaci6n y transdiferenciaci6n  /.n  v/.wo de las  CS  en  estadio postnatal  (lzumikawa y

col.,  2005;  Oesterle y col.,  2011).

3.5       Dafioenel6rganodecorii

El  grado  del  dafio  producido  en  personas  con  perdida  de  audici6n  o  sordera

varia  segdn  la  susceptibjlidad  y edad  del  individuo,  el  tipo,  temporalidad y dosis de  la

noxa y de la porci6n de c6clea que ha sido afectada.

La mayoria de las patologias auditivas estan  relacionadas con el dafio causado

en  las  CC,  el  que  conlleva  la  muerte  y una  disminuci6n  del  numero  de  estas  c6lulas

(MCFadden  y  col..  2004).  En  roedores,  se  ha  demostrado  que  incluso  un  dafio  leve y

reversible  (Schneider  y  col.,  2002),  termina  en  la  destrucci6n  y  eliminaci6n  de  estas

c6lulas  del  epitelio  (MCFadden  y  col.,  2004;  MCFadden  y  col.,  2002).  En  tanto  las  CS

son  mss  resistentes  al  dafio  y  mantienen  su  morfologia  en  el  epitelio  dafiado.  Sin

embargo,  cuando  ocurre  un  dafio  severo  y  de  larga  duraci6n,  las  CS  pueden  ser

eliminadas   lo   cual  dej.a   un   epitelio  plano   mono-estratificado.   Cuando  el   epitelio  se

encuentra de esta  manera,  los experimentos destinados  a  regenerar las CC en  rat6n

mediante modificaciones geneticas nan tenido escasa respuesta (Raphael, 2007).

Recientemente,  se demostr6 la conservaci6n del  epitelio de §ost6n en regiones

de huesos temporales en humanos que sufrian de sordera severa a profunda de causa

12



conocida  (Hoa  M,  2010).  Estos  antecedentes,  demuestran  que  la§  CS  §obreviven  en

humanos con sordera,  lo cual da cuenta de las caracteristicas del dafio producido en el

oido  interno. Ademas,  este  antecedente da  una noci6n sobre el  potencial  regenerativo

del tejido y potencia]es intervenciones para lograr la regeneraci6n de las CC.

3.6       Restituci6n de la audici6n, terapias e investigaci6n

Entre  los  esfuerzos  que  se  realizan  para  dar con  una  terapia  que  resuelva el

problema de la sordera se encuentran: la bdsqueda de una respuesta regenerativa que

sea significativa,  estable y funcional,  y la reentrada al ciclo celular de las CS.  Como se

sefial6  anteriormente,  el  correcto  posicionamiento  de  las  CC  es  esencial  para  una

regeneraci6n funcional efectiva.  Con  esto en  mente,  se han desarrollado estudios que

apuntan   a  probar  la  transdiferenciaci6n   de  las  CS   a   CC.   Experimentos   con   este

enfoque han resultado en una recuperaci6n parcial de las CC despu6s de una so`rdera

inducida  por trauma  actlstico,  lo  cual  se  aproxima  como  una  posible  terap`ia  (Yang  y

col.,  2012).  No  obstante,  son  muy  pocos  los  estudios  que  han  mostrado  ser exitosos,

estables y que han tenido un efecto funcional significativo.  Entre los resultados exitosos

de  inducci6n  a  la  reentrada al  ciclo celular y transdiferenciaci6n  en  roedores,  solo han

sido  detectados  en  tejidos  de  j6venes  ya  que  en  individuos  viejos  la  respuesta  se

pierde  y no  es  mantenida  en  el  tiempo  (lzumikawa  y  col.,  2005;  Mizutari  y  col.,  2013;

Tona y col., 2014).  Estos estudios demuestran que la transdiferenciaci6n /.n w/.vo de las

CS   a   CC   es   un   enfoque   terap6utico   posible   cuando   existe   la   p6rdida   auditiva

neurosensorial.   No   obstante,   a   pesar  de   que   las   respuestas   favorab]es   no   son

mantenida§  en  el  tiempo  y  que  la  estruc{ura  no  ha  logrado  ser  reproducida,  existe

evidencia   de   una   regeneraci6n  funcional   (Gubbels  y  col.,   2010;   lzumikawa  y  col.,
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2005).   E§ta  aproximaci6n  disminuye  necesariamente  el   ntimero  de  CS   lo  cual  es

perjudicial para la mantenci6n del epitelio sensorial debido a las funciones que cumplen

las  CS  tan{o  estructurales  como fisiol6gicas.  En vista  de  ello,  otra§  estrategias  deben

ser consideradas  para  la  restituci6n de la audici6n,  teniendo  en  clara consideraci6n la

mantenci6n del ndmero y funcionalidad de las CS.  E§ par esto que es necesario saber

mas  sobre  las  CS,  ya que  hasta ahora no han sido suficientemente  estudiadas coma

para comprender c6mo ocurre la perdida de regeneraci6n y a la vez saber c6mo poder

manejar el potencial regenerativo latente.

Teniendo  en  cuenta  lo  mencionado  anteriorinehte  y con  el  objetivo  de  obtener

informaci6n  y  las  herramientas apropiadas  que permitan  una  regeneraci6n funcional  y

estable  para  asi  contribuir  al  disefio  de  futuras  terapias  medicas,  previamente  en  el

laboratorio  se  realiz`Q  y  analiz6  un  ARN-Seq  de  las  CS  y  las  c6lulas  del  resto  de  la

c6clea   en   los   estadio   postnatal   temprano   1   y   6   (Pl   y   P6,   respectivamente)   en

colaboraci6n   con  el   laboratorio  de  Andrew  Groves  de   Bay.lor  College  of  Medicine

(Texas),  pudiendo  comparar  asi  los  niveles  de  expresi6n  entre  las  CS  y  el  resto  del

tejido de la c6clea. A partir de estos estudios se desprende este Seminario de Titulo en

el  cual se valid6  la  expresi6n de tres genes  (Nr5al,  Tall  y Nr4a3) seleccionados  bajo

diversos   criterios   a   partir  de   los  datos  de  ARN-Seq   en   CS   durante  el  desarrollo

postnatal temprano  de  rat6n  (estadio§  P0 y  P6). Ademas,  se estudi6  la expresi6n de

Tall  y Nr4a3 durante el desarrollo pre y postnatal (E13.5,  E16,  E18,  PO,  P3,  P6) debido

a   su   alta   expresi6n   en   el   estadio   P0   y   P6,   respectivamente.   E§tos   resultados

proporcionan   nueva  informaci6n  respecto  a  lo§  genes  expresado§  en  los  estadios

claves en  la  perdida de regeneraci6n en mamiferos,  e invitan a seguir investigando su

A   posible rol  en este ambito.
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4          0 bjetivos

4.1        0bjetivo general

Validar  la  expresi6n  de  algunos  genes  obtenidos  por ARN-Seq  de  celulas  de

sosten de la c6ciea que presentan una`expresi6n diferencial entre los estadios Pl  y P6

durante el  desarrollo  postnatal temprano de rat6n  y que pueden  estar involucrados en

la ausencia de  regeneraci6n en la c6clea. Ademas,  estudiar la expresi6n  de al menos

iino de esto§ genes durante el desarrollo pre y postnatal.

4.2       0bjetivos especi'ficos

1      Seleccionar  los  genes  candidatos  mediante  criterios  de  expresi6n  diferencial

tanto  espacial`(expresi6n  en  c6lulas  de  sosten  y  resto  de  la  c6clea)  como

temporal  (estadio postnatal Pl  y P6), el es{ado del arte del gen (si esta descrito

o  no  en  oido),  si  corresponde  a  un factor de transcripci6n,  y  por los  procesos

celulares y sist6micos en los cuales se encuentran involucrados.

2     Validar  la  expresi6n   espacial  de  los  genes  anteriormente  seleccionados  en

estadio postnatal 0 (PO) mediante hibridaci6n /.n s/.fu, en OC y posteriormente en

c6lulas de sosten

3     Estudiar la expresi6n de al  menos uno de  los genes que  previamente se haya

validado su expresi6n en c6lulas de sost6n, durante el desarrollo pre y postnatal

de   rat6n   (estadios   prenatales   E13.5,   E16,   E18   y  postnatales   PO,   P3,   P6)

mediante hibridaci6n /.r} s/.fu y PCR en tiempo real
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5.1

Materiales y m6todos

Se]ecci6n de genes candidatos para e] estudio

Para dar inicio a este seminario de titulo,  se utilizaron  los datos y antecedentes

provenientes del ARN-Seq de las CS y .el resto de las celulas de la c6clea de rat6n en

los  estadios  postnatal  temprano  Pl  y  P6  realizado  previamente .en  el  laboratorio  en

colaboraci6n  con  ,el   laboratorio  de  Andrew  Groves  del   Baylor  College  of  Medicine

(Maass  y  cols.  no  publicados)  .Posterior a  ello,  se  cre6  una  lista  con  aquellos  genes

que eran expresados diferencialmente tanto en P1,  como P6 y la relaci6n P1/P6.

5.1.1     Parametros utilizados en la selecci6n

A partir de una lista con datos depurados de un ARN-Seq de c6lulas de sost6n

de rat6n en estadio postnatal 1  y 6 (Pl  y P6), se evaluaron diferentes parametros. Los

pafametros   considerados   para  esta   el`ecci6n  fueron:   la   expresi6n  diferencial  tanto

espacial  (expresi6n  en  CS y resto de la c6clea) como temporal (estadio postnatal  Pl  y

P6),  la  presencia  o  ausencia  de  publicaciones  que  describan  al  gen  en  cuesti6n  en

oido,  el  hecho  de  que  este  gen  corresponda  o  no  a  un  factor  de  tran§cripci6n,  los

procesos celulares y sist6micos en los cuales se encuentra involucrado; y por dltimo, el

nivel  de  conocimiento  y  estudios  en  relaci6n  al  gen  en  cuesti6n   (cuan  descrito  se

encuentra).

5.2       Ratones y disecaci6n de c6cleas

5.2.1     Ratones

Los  ratones  de  cepa  CF-1   de  ambos  sexos  fueron  utilizados  en  los  es{adios

prenatales  E13.5,  E16.5,   E18.5  y  postnatales  PO,   P3  y  P6.   Los  procedimientos  en

animales descritos en el protocolo de bio6tica n°585 fueron aprobados par el Comit6 de

I
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Bioetica  de  la  Facultad  de  Medicina  de  la  Universidad  de  Chile.  Cada  procedimiento

fue realizado bajo la supervisi6n del veterinario a cargo del bioterio.

5.2.2    Disecaci6n  de  c6cleas  en  lo§  e§tadios  prenatales  E13.5,  E16.5,  E18.5  y
\

postnatales PO, P3 y P6

Los  animales  en  estadio prenatal fueron sacados del  dtero de la  madre.  previa

eutanasia  con  isofluorano  (Abbvie,  UK),  y  mantenidos  en  hie]o  sobre  una  placa  Petri

con  soluci6n  HBSS  (Gibco,  Life Technologies)  esteril  hasta  la  disecaci6n.  En tanto los

ratones en estadio postnatal fueron puestos sobr.e un trozo de papel absorbente en una

cubeta de hielo para ser anestesiados y luego decapitados.

Las  c6cleas  de  ambos  oidos  fueron  disecados  bajo  lupa  en  soluci6n  HBSS

esteril  utilizando  para  ello  material  de  disecci6n.  Una vez  obtenidas  las  c6cleas  estas

fueron  cultivadas en  blacas  de cuatro pocillos  (NuncTM 4-Well  Dishes for lv F,  Thermo

Fisher Scientific)  sobre  membranas  de  policarbonato  de  diametro  13  mm  y  poro  de  1

urn  (Nucleopore  Track-Etched  membranes,  Whatman)  en  medio  DMEM  F12  (Gibco,

Life  Technologies)  suplementado  con  penicilina  y  N2  (Gibco,  Life  Technologies)   1X

cada   uno,   durante   45   min   en   incubador   de   celulas   a   37°C   con   C02   al   5%.

Posteriormente,  estas  fueron  fijadas  en  una  soluci6n  de  PFA  al  4%  en  PBS  a  4°C
'

durante  24   h.  Al  dia  siguiente,   esta  soluci6n  fue  reemplazada  por  metanol   100%

(MeoH) (Merck, Millipore) y almacenadas a -20°C hasta su requerimiento.
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5.3        Validaci6n       de       la      expresi6n       mediante       hibridaci6n       /.n      s/.fu,

inmunofluore§cencia y RT-PCFl.

5.3.1     Di§efio de par[idores para ]a generaci6n de una sonda deAF}N

Mediante  el  uso  de  ]as  herramientas  online gene-NCBI  (www.ncbi.nlm.nih.gov)

y  Ensemble  (http://www.ensembl.orgo  se  obtuvieron  las  secuencias  g6nicas  de  los

genes  previamente  seleccionados.  Dado  que  cada  uno  de  estos  tres  genes  posee

variaciones   transcripcionales  'con   empalme   alternativo,   se   opt6   por  una   a   varias

regiones  codificantes  (exones)  adyacentes  conservados  dentro  de  las  variantes  del

gen.  Posteriormente,  se  procedi6  al  disefio  de  los  partidores  mediante  el  uso  de  las

herramientas   primerBlast   (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)   y  Amplifx   (Nicolas   Jullien;

•CNF`S,   Aix-Marseille   Universit6).   Puesto  que  se  requeria  generar  una  sonda  de

ARN   /.n  v/.fro,   se   inc`orpor6  al  extremo  5'  del   partidor  antisentido  la  secuencia  del

promotor        al        cual        se        une        la        polimerasa        del        fago        T7        (5'-

GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG-3.).     Los     amplicones     obtenidos    como

resultado  de   los   partidores  especificos  dis'efiados  para  cada  gen   cuentan   con  un

tamafio  de  entre  500  y  700  pb.  Finalmente,  para  verificar que  el  amplic6n  resultante

para  cada gen  no  tuviera similitud  con  otras  secuencias  en  el transcriptoma  de  rat6n,

se  realiz6  un  analisis  de  comparaci6n  de  secuencias  mediante  la  herramienta  Blast

(http://blast.ncbi.n[m,nih.gov/).

I
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Tabla I: Secuencia de par[idores para generar un sonda de AF]N.

Gen NO Tamafiodelampllc6n(pb) SecLlencla de [os partidores) Tin(OC) Ntimero deaiccesoGeneBank

Nr5al

1 a;a:I       ,

F: 5'-AITCCTGCC CTAACCCTGC CCATCAC-3' 64,5

NM   139051.3

R : 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG/
GGAGACAGCCTTGTCCAGTT-3'

2 559

F: 5.-AITCCTGCC CTAACCCTGCCCATCAC-3' 64,5

R : 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
AGTGGATGTCCAGTCTGGRA-3'

Tall

3 433

F: 5'-GGC AC GCAGTGACCCG CAACTAGA-3'

NM   011527.3

R: 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
AGCGGCTGGCTAAGGCTAT-3'

4 426

F: 5'-GGC ACGCAGTGACC CGCAACTAGA-3'

R : 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
GGCTMGGCTATAGAGCAGCG-3'

Nr4a3

5 580

F: 5'-G GTC CACTTACGCCACG CAGACITATGGCT- 65,3

NM   015743.3

3'

R : 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGGT
GAGGGCITGAAGMGA-3'

6 570

F: 5'-AC GCCAC GCAGACTTATGG CTCGGAA-3' 67.4

R : 5.-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGGT
GAGGGCTTGAAGAAGA-3'

Hes5

7 571

F: 5'-GAG GATGAG CTCGTTC CTCTG GATGTG GG-3' 64,7

NM   010419.4
R: 5'-a GATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG

TAAGGATCATCGTGGAGA-3'

8 565

F: 5'-GAG CTC GTTC CTCTG GATGTG GGAAGAC-3' 63,8

R: 5'-a GATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
TAAGGATCATCGTGGAGA-3'

F: partidor sentido, R: partidor antisentido.  En negritas secuencia T7.
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5.3.2    0btencl6n de ADN

La extracci6n de ADN se realiz6 a partir de biopsias de la cola de ratones CF-1

silvestres  (aproximadamente  3  mm),  las  cuales  fueron  digeridas  enzimaticamente  en

600  ul  de tampon  de digestion de colas  (Tris 50 mM  pH  8.3,  Nacl  100  mM,  EDTA 25

mM,  SDS  0,5%(v/v))  y 6  ul  de  proteinasa  K durante la  noche  a  55°C.  Al  dia  siguiente

se  agreg6  500  ul  de  fenolcloroformo  pH  6,67,9  y se  centrifug6  a  16.000  g  por 5  min

para separar las fases,  luego se transfiri6 la fase superior a un nuevo tubo al cual se le

agreg6 420  ul  de  isopropanol,  se  mezcl6  en vortex y se  centrifug6  a  16.000  g  por 10

min.  Posteriormente,  se  elimin6  el  §obrenadante  y  el.pellet  restante  fue  lavado  con

etanol 70%  (diluido en agua DEPC) y se centrifug6 a 16.000 g  por 10 min.  Finalmente,

se elimin6 el etanol y el pellet fue resuspendido en  150 |Jl de tamp6n TE (Qiagen) y se

dej6 a 55°C por 2 h para luego ser almacenado a 20°C hasta su utilizaci6n.

5.3.3    PCFz y purificaci6n detemp[ado de PCR

Para verificar el  correcto funcionamiento de los partidores disefiados, se realiz6

un  PCR  de  prueba  a  partir  de  ADN  gen6mico  obtenido  previamente.  La  mezcla  de

reacci6n  utilizada  en  base  al  kit GOTaq  (GOTaq  Flexi  DNA  Polymerase,  Promega) fue

de 5 ul de tamp6n 5X Green, 2  LII de Mgc12 25 uM,  0,5  LIl de mix de dNTPs,1,25 ul de

cada  partidor,  2  Lil  de templado  y  se  complet6  con  agua  destilada  hasta  los  25  ul.  EI

programa utilizado fue de:  1  ciclo de denaturaci6n inicial a 95°C por 2 min; 40 ciclos de

denaturaci6n  a 95°C  por 30 s,  hibridaci6n a  la temperatura de fusi6n  (Tin)  del  partidor

(Tabla I) por 30 s y extensi6n 72°C por 45 s, terminando con un ciclo de extensi6n final

a 72°C 5 min.

Para  confirmar la obtenci6n  de  la banda e§perada,  se  homogenizaron  5  Hl  de

producto  de  PCR  con  tamp6n  de  carga  de  ADN  6X  y  sometidos  a  electroforesis  en
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geles  de  agarosa  al  1%  en  tamp6n  TAE  IX  a  96  V  por  1   h  aproximadamente,  en

presencia de bromuro de etidio 0,5 mg/ml.

Para   asegurar  que   el   producto  de   PCR  fuera   realmente   el   esperado,   se

procedi6 a realizar digesti6n enzimatica de los productos de PCR.  Para ello el producto

de  reacci6n  de  Nr5al   fue  digerido  con  la  enzima  Hind  Ill   (Fermenta§),   Nr4a3  fue

digerido  con  Bcl  I   (Fermentas)  y  Tall   y  Hes5  fueron  digerido§  con  la  enzima  Pst  I

(lnvitrogen).  Todas  las  reacciones fueron  incubadas  a  37°C  durante  la  noche  (ON). Al

dia  siguiente,  se  realiz6  una  electroforesis  como  se  sefial6  anteriormente.  Por  otra

parte,    para   confirmar   que   efectivamente   los   productos   amplificados   tuvieran   la

secuencia   deseada,   se   enviaron   muestras"  de   producto   de   reacci6n   de   PCR   a

secuenciar (Macrogen,  Korea).                    {

I

Una  vez  confirmado  que  los  productos  de  reacci6n  eran  los  esperados,  se
\1

realiz6   un   nuevo   PCR   el   cual   mantenia   las   proporciones   del   PCR   mencionado

anteriormente,  pero  con  un  volumen  final  de  150  lil.  Posterior  a  ello,  se  realiz6 .una

electroforesis    para    luego    purificar   las    bandas    obtenidas   para   cada   gen.    Esta

purificaci6n se  realiz6 segdn el protocolo detallado  para el kit Wizard SV Gel and  PCR

clean up System (Promega) segtln indic; el fabricante.

5.3.4    Elaboraci6n de ribosonda /-n v/.fro a par[ir de templado de PCR

Basado  en  el  protocolo  de  Urness  (L.  Urness  5/09)  para  la  obtenci6n  de  las

ribosondas,  se  procedi6 a realizar una transcripci6n  /.n v/.fro con  polimerasa T7 a partir
'

de  templado  de  PCR  purificado.  La  mezcla  de  reacci6n  utilizada  fue  de  5  ul  de  Dig

RNA labeling  mix (Roche),  5  iJl de tamp6n de transcripci6n  (Roche), 2,5 ul de inhibidor

de  RNasa 2000  U  (Roche),  5  ul  de ARN  polimeraza T7  (Promega),10  ul de templado

' de ADN y 17,5 I-I de agua DEPC; y se incub6 a 37°C durante 2-3 horas. A continuaci6n
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se  agreg6  DNasa  I  y se  precipit6  el ARN  con  Licl  para  luego  diluirlo  en  agua  libre de

nucleasa.  Posteriormente se cuantific6 la concentraci6n de ARN por absorbancia a 260

nm.  Ademas,  se  control6  la  integridad  de  la  sonda  mediante  una  electroforesis  de

agarosa  1%  a  voltaje  alto`.  Finalmente.  Ias  sondas fueron  almac;enadas en tamp6n  de

hibridaci6n y mantenidas a -20°C hasta su utilizaci6n.

Con el prop6sito de obtener la mejor HIS posible, se hidroliz6 parte del pellet de

ribosonda  sintetizada.  Para  ell6,  se  resuspendi6  e[  pellet  en  50  ul  de  una  soluci6n  de

40  mM  NaHC03/  60mM  Na2C03  libres  de  RNasa  y  se  incub6  durante  20  min  (para

obtener fragmentos entre 200 y 300 pb).  Posteriormente,  los tubos fueron  puestos en

hjelo y se le agreg6100 ul de agua libre de nucleasa.

Tanto  la §onda  hidrolizada como  la no hidrolizada, fueron resuspendidas en  30

HI de acetato de amonio  10  M y 400  Lil de etanol e incubadas a -20°C durante 30 min.

Luego fueron centrifugadas a maxima velocidad  durante  10 min.,  Iavadas con etanol al

70%  y  secada§  al  aire.  Finalmente,  fueron  resuspendidas  en  tampon  de  hibridaci6n

(HyB)  dejandolas  a una concentraci6n  de 50  ng/Lil,  Iuego fueron almacenadas a -20°C

hasta su utilizaci6n.

5.3.5    Hibrjdaci6n /.n s/.fu en explantes cocleares completos

Las   hibridaciones   /.n   s/tu   (HIS)   de   Nr5al,   Tall,   Nr4a3   y   Hes5   en   c6clea

completa fueron  realizadas en  base al protocolo de HIS  para embriones del laboratorio

de  Andrew   Groves   (Groves   lab   in   situ   hybridization   protocols,   2008)   el   cual  fue

modificado  en  base  a  los   requerimientos  necesarios  para  montar  esta  t6cnica  en

c6cleas.  Los  pasos  de  los  dos  primeros  dias  de  protocolo  fueron  realizados  en  un

.  ambiente  lo  mss  libre  de  RNasa  posible.  Para  ello,  el  mes6n  y  las  pipetas  fueron
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Iimpiados  con  RNase  Away  (Ambion),  siempre  se  utiliz6  puntas  con  filtro  las  cuales

fueron  renovadas en cada  procedimiento,  se cambi6 de guantes constantemente y se

utiliz6 mascarilla.

El  primer  dia  de  protocolo  consisti6  en  rehidratar  las  c6cleas  mantenidas  en

MeoH  100%  mediante  lavados  con  500  ijl  de  MeoH-PTwn  al  100,  75,  50,  25  y  0%,

luego fueron  blanqueadas con  una soluci6n  de agua oxigenada 0,1%.  Posteriormente,

las c6cleas fueron prehibridizadas con tampon de hibridaci6n (50% de formamida,1.3X

de  SSC   (pH  4.5  con  acido  citrico),   50  ug/ml  de  ARN   de  levadura,   100  ug/mi  de

heparina,   0,2%  de  Tween  20,   0,5%  de  CHAPS,   5m.M  EDTA  y  agua  DEPC  para

completar) durante 2 a 3 h a 64°C. A continuaci6n, se realiz6 la hibridaci6n para lo cual

se    agreg6     la    sonda    especifica    para     cada    ensayo     (concentraci6n    medida

experimentalmente)  `diluidas   en  HyB  e   incubadas  a  64°C   ON   (el  control   negativo

(blanco) corresponde al mismo ensayo pero en vez de agregar la sonda solo se agrega

HyB). Al dia siguiente,  las muestras fueron lavadas 3 veces durante 30 min a 64°C con

HyB  precalentado,  luego se  lav6  con  una  mezcla  1:1  de  HyB:MABT durante 20  min a
\

64°C  y  posteriormente  se  lavaron  tres  veces  durante  1   h  en  MABT  a  temperatura

ambiente  y  en  agitaci6n.  A  continuaci6n,  se  procedi6  con  el  bloqueo  de  6stas  con

MABT,  20%  suero  de  oveja  (Gibco)  y 2%  de  BBR  (Roche)  al  menos  1  h,  y luego  se

procedi6  a  incubarlas  con  anticuerpo  antidigoxigenina  (Roche)  diluido  1 :2000  en  PTw

ON  a  4°C.  Al  tercer  dia,   Ias  c6cleas  fueron  lavadas  tres  veces  con  MABT  1   h  a

temperatura ambiente y agitaci6n. Posteriormente, 6stas fueron lavadas dos veces con

tamp6n AP (Triscl  lM pH  9,5,  Nacl,  Mgcl 2M,  Tween20 y agua)  durante 20 min,  para
;:,tit

luego ser incubada§ en la soluci6n de color (tamp6n AP mss 0,45 ul de NBT y 3,5 ul de

`  BCIP  por ml)  por un tiempo  determinado por el  experimentador y siempre mantenidas
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en oscuridad.  Con esto, se logr6 obtener el precipitado de color azul cuya reacci6n una

vez alcanza la coloraci6n adecuada es detenida con 2 lavados con tamp6n AP y luego

fijadas con  PFA 4%.  Posteriormente,  Ias muestras fueron montadas en portaobjetos a

los  cuales  se  les  agregaron  unas  gotas  de  glicerol,  se  pos6  el  cubreobjeto  y  se  sell6

con  esmalte  de  ufia  por los  costados.  Finalmente,  Ias  muestras fueron  observadas  al

microscopio de campo claro Nikon Eclipse 80i con los objetivo§ 4x,10x.

5.3.6    Secciones de c6clea

Una  vez realizadas  las  HIS,  las  c6cleas fueron  rescatadas  de  los  portaobi.etos,

para luego proceder con el corfe histol6gico.

En  un  comienzo,  se  procedi6 .fijando  las c6cleas en  PFA 4%  durante  1  a 2  h  a

temperatura  ambiente.  Luego,  los tejidos fueron  posados en  los  pocillos de  una  placa

son  una  soluci6n  de  PBS  con  15%  de  sacarosa  y  mantenidos  a  4°C  hasta  que  se

hundieran.  Luego,  las  c6cleas fueron  incubadas en  una soluci6n de gelatina 7,5%  con

sacarosa  al  15%  en  PBS  durante  1` a  2  h  a  37°C.  Posteriormente,  los  tejidos  fueron

posados en gelatina sobre un molde de secci6n en frio y mantenidos a 4°C por no ma§

de  tres  dias.  Finalmente,  el  molde  de  gelatina-c6clea  fue  cortado  en  forma  de  cubo

para adherido al soporte del criostato  (Leica  CM1510 S).  Este bloque fue embebido en

O.C.T Tissue-Tek (Sakura,  USA) y una vez que este se congel6 se procedi6 a cortar la

muestra.   Los   corl:es   fueron   recibidos   en   portaobjetos   que   posteriormente   fueron

incubados  en  PBS  a  50°C  durante  10  min  para  eliminar  la  gelatina  y  el  O.C.T  de  la

muestra.

24



5.3.7    [nmunofluorescencia

Se realizaron  inmunofluorescencias de miosina Vl  (Myovl,  marcador de celulas

ciliadas)   sobre   los   portaobjetos   que  contenian   los   cortes   de   c6clea   a   los   cuales

previamente se les habia realizado HIS.

Para dar inicio  a esta tecnica,  se fijaron  las  muestras en  PEA al 4%  ON  a 4°C.

AI  dia  siguiente  se  lav6  con  500  lil  de  PBS.durante  5  min  en  agitaci6n  (se  repiti6  3

veces).   Luego,   las  muestras  fueron  permeabilizadas/bloqueadas  en  500  ul  de  una

soluci6n  con  2,5%  de  suero  de  burro,  3%  de  Trit6n  X100  al  10%  y  PBS  (la  misma

utilizada   para    la   diluci6n   del   anticuerpo   primario   y.  secundario)   durante    1,5   h.

Posteriormente,  se  incub6  con  200-250  ill  de  anticuerpo  primario  Myovl  1:500  (25-

6791,  Proteus  Bioscience)  y se  mantuvo  a 4°C  durante  la  noche. Al  dia  siguiente,  se

lav6  con  PBS  durante  5  min  con  agitaci6n  3  veces.  Luego  se  incub6  con  200  LIl  de

anticuerpo  secundario  anti-conejo  rhodamine  red  X  (Jackson  lmmuno  Research  lnc.)

durante  1,5  a  2  h.  Finalmente,  se  agregaron  unas  gotas  de  vecta shield  (Vector labs)

sobre  los  portaobjetos  con  las  muestras  para luego  ser cubierto  con  un  cubreobjeto y

sellado con esmalte de ufias por los costados.

5.3.8    VisuaLjzaci6n y procesamjento de imagenes

Una  vez  realizados  los  experimentos  de  HIS  e  inmunofluorescencia  sobre  lo§

cortes  de  c6clea,  fue  posible  observar los  resultados  mediante el  uso del  microscopio

DIC   Nikon   Eclipse   80i.   Para  ello   se   utiliz6   la  fase  de  campo   claro  con   DIG   para

observar  los  resultados  de  la  HIS.  Mjentras  que  para  observar  los  resultados  de  la

inmunofluorescencia   se   utiliz6   el   modo   de   fluorescencia.   Ambas   observaciones

realizaron con el maximo zoom .proporcionado por el equipo, 40x.
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Una  vez  obtenidas  las  imagenes,  estas  fueron  procesadas  en  el  programa

lmageJ  (NHI,  USA)  en  el  cual  se  le  dio  color  y  se  modificaron  los  niveles  de  brillo  y

contraste.  Posteriormente,  se  utiliz6  el  programa  Photoshop  (Adobe)  para  generar las

uniones de las imagenes.

5.4       PCR en tiempo real

5.4.1     Disefio de partidores para RT-PCR

Para   el   disefio   de   los   partidores   para   RT-PCR,   se   identificaron   las  zonas

comunes  entre  las  diferentes  variantes  de  los  transcritos  de  Nr5al,   Nr4a3  y  Tall.

Mediante  la  herramienta  Amplifix  (Nicolas  Jullien;  CNR§,  Aix-Marseille  Universit6),  se

disefiaron  los  partidores  para  los  transcritos  en  cuesti6n.   Para  ello,  se  restringi6  el

ntlmero de bases del  producto de amplificaci6n de 70 a  120 pb,  una Tin cercana a los

60 °C,  largo de los partidores entre 19-21  pb y el % GC cercano al 50%.  Los partido.res

obtenidos se sefialan en la Tabla 11.

Tabla 11: Secuencia de partidores usados para RT-PCR.

Gen Tamaijio del Secuencia de lo§ partidores Tin Ndmero de

amp[[c6n (OC) acceso

(pb) GeneBank

Nr5al 95 F: 5'-GTTACTGGACAGGAGGTG GAG-3' 60
NM   139051.3R : 5'-TG GAGCACTMCTCITG GGC-3'

Tall 94
F : 5'-TCTGATG GTCCTCACACCAAA-3' 60

NM   139051.3' R: 5'-GCTCAGCAAATG CCC CATTC-3'

Nr4a3 115
F: 5'-AATGCCCITGTCCGAG cllT-3' 60 NM   015743.3
R : 5'-AGAACTGITGCACGTG CTCA-3'

F:  partidor sentido,  R:  partidor antisentido.
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5.4.2    Extracci6n de AF}N y sl'ntesis de CADN

Para  obtener  1  muestra  (n=1)  de  CADN  de  EV u  OC,  fue  necesario  realizar la

extracci6n  de ARN  de 4  c6cleas  puesto  que estas  son  muy  pequefias  y esta  bajo el

I(mite  de  extracci6n  para  el  kit  uti[izado.  Para  este  procedimiento  se  utiliz6  el  kit  de

extracci6n  PureLinkTM  RNA  Micro  Kit  (Invitrogen)  y  se  siguieron  las  instrucciones  d6l

fabricante.     Posterior    a     ello,     se     midi6     la     concentraci6n     de    ARN     mediante

espectofot6metro  (260  nm)  dilTyendo  las  muestras  en  TriHcl  10  mM  pH  7.5  (diluci6n

1:40).  Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su utilizaci6n.

Para  la  sintesis  de  CADN,  se  utiliz6  el  kit Superscrip  Ill  Reverse Transcriptase

(lnvitrogen) y se siguieron las jnstrucciones detal[adas por el fabricante.

5.4.3 RT-PCR

A  partir del  CADN  sintetizado  como  se  mencion6  anteriormente,  se  procedi6  a

realizar la  mezcla de reacci6n  para  el  RT-PCR de  Nr5al.  Tall. y Nr4a3.  La  mezcla de

reacci6n  considerada  para  16  reacciones  estaba  compuesta  por:  141,6  ul  de  master

mix 2X  (SYBR  Green  PCR  master mix, Applied  Biosystems),110,4  |Jl  de agua,1,4  ul

de  partidor sentido  y  1,4  ul  de  partidor antisentido,  ambos  a  una  concentraci6n  de  10

pmol/ul.  A continuaci6n,  se  mezclaron  los componentes  mediante "up  and  down"  y se

centrifug6 por unos segundos. Se agreg6 31,1  ul de mix de reacci6n junto con 3,5 ul de

muestra  (CADN)  a  unos  tubos  de  1,5  ml  y se  mezcl6.  Luego,  se  agregaron  15  ul  de

esta  mezcla  a  los  pocillos  de  una  placa  de 48  pocillos  para  RT-PCR.  Posteriormente,

se sell6 la placa con las tapas correspondientes y se corri6 el ensayo para RT-PCR en

el equipo Step One (ThermoFlsher).  El programa de amplificaci6n  utilizado fue en total

de 2  h.  Los  pasos  individuales  corresponden  a  1  ciclo de denaturaci6n a  95°C  por  10

min; 40 ciclos de denaturaci6n a 95°C por 15 s seguido por hibridaci6n a 60°C (Tin) por
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1  min,  una etapa de curva de fusi6n de 95°C par 15 min y luego a 60°C por 1  min, para

finalizar a 95°C por 15 s.

5.4.4    Analisis estadl'stico

Los  resultados  de  RT-PCR fueron  presentados  como  los  promedios  ±SEM  de

las  replicas  en  cada  estadio  (para  cada  estadio  se  utilizaron  4  replicas,   cada  una

correspondiente a 4 c6cleas  (sea EV u OC)).  Se utiliz6 el programa Graphpad Prism 6

para el analisis  de los dato§ y el disefio de graticos.  Para evaluar la  normalidad de los

datos  obtenidos  se  utiliz6  el  test  Shapiro  Wilk,  En  el  caso  de  los  datos  normales  se

realiz6  un  Anova  de  una  via  en  conjunto  con  el  test  de  Tukey  (valores  significativos

*:p>0,05), en el caso contrario se utiliz6 el test estadisticci Krustal Walis.
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6             F}es u ltad os

6.1 Selecci6n de genes candidatos para §u posterior validaci6n.

A partir de una lista de genes con expresi6n diferencial proveniente de un ARN-Seq

realizado en  base a ARNm total de CS aisladas en etapa postnatal  1  y 6 (Pl  y P6), se

evaluaron diferentes pafametros con los cuales se lc]gr6 seleccionar tres genes para su

posterior validaci6n.  Si  bien  la t6cnica de ARN-Seq  es  mss  precisa  que su  antecesor,

los  microarreglos,  todavia  presenta  una  alta  tasa  de  error.   Los  errores  pueden  ser

ocasionados  por sesgos  en  la  abundancia  de  las  secuencias  leidas  producto  de  una

preferencia  de  los  partidores  por el ARN,  la selecci6n  del tamafio de  los fragmentos y

contenido de GC;  asi como  errores de secuenciaci6n  por cambio,  inserci6n o deleci6n

de  una base.  Estos errores pueden tener un gran impacto en el analisis bioinformatico

ccinduciendo a conclusiones err6neas con respecto al conjunto de transcritos de ARNm

por  lo  cual  se  hace  necesario  validar  estos  resultados  mediante  tecnicas  como  RT-

PCR y HIS.

Con el objetivo de validar los resultadosarrojados por ARN-Seq, se evalu6 una lista

de  genes  en  base  a  una  serie  de  criterios  con  los  cuales  se  logr6  seleccionar  tres

genes  para  su   posterior  validaci6n.   El  primer  criterio  a  considerar  fue  su  valor  de

lecturas por kilobase de un mill6n de lecturas mapeadas (RPKM) a P1,  P6 y la relaci6n

entre  estos  dos  (Tabla  Ill).  Esto  consiste  en  una  medida  cuantitativa  de  la  expresi6n

genica  de  los  datos  obtenidos  por ARN-Seq.  Se  presto  principal  atenci6n  a  aquellos

genes  que  tenian  una  alta  expresi6n  en  Pl   y/o  un  valor  significativo  en  la  relaci6n

P1/P6,   puesto   que   es   en   esta   etapa   donde   existente   un   potencial   regenerativo.

Ademas,  se eligieron s6lo aquellos genes que fueran factor de transcripci6n, ya que las
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investigaciones enfocadas a comprender el fen6meno de  la  perdida de regeneraci6n y

la   bdsqueda   de   una   transdiferenciaci6n   funcional   y   estable   estan   directamente

relacionadas  con  la  regulaci6n  de  la transcripci6n  del ADN.  Junto  con ello,  se tuvo en

cuenta la cantidad de informaci6n (publicaciones) respecto a los genes, puesto que con

esta   investigaci6n   tambi6n   se   pretende   aportar   al   conocimiento   de   los   genes

seleccionados.

Tabla Ill. Genes seleccionados en base a Lina lista de genes potenciales
expresados en c6lulas d;.;6st6n.

Sinbo]o Nombre        ' P1 P6 P1„6
RPKM FIPKM (tasa decamb!O)

Nr5al Receptor nuclear , subfamilia 5, grupo A, miembro 1 62,9 3,65 17,2+

Tall Gen de leucemia linfoide aguda de celulas T 1 2795,17 71,13 39,3*

Nr4a3 Receptor nuclear , familia 4, grupo A, miembro 3 4013 2591,13 1,5  (ns)

ns:  no significativo.  *:p<0,01.y q<0,001.

En consecuencia, se eligi6 el receptor nuclear de ]a subfamilia 5,  grupo A, miembro

1  (Nr5al),  el  receptor  nuclear,  subfamilia 4,  grupo  A,  miembro  3  (Nr4a3)  y  el  gen  de

leucemia  aguda  linfoide  de  c6lulas T  1  (Tall).  Todos  ellos  descritos  como factores de

transcripci6n.  Si  bien,  Nr5al  tiene  una  baja  expresi6n  g6nica  en  comparaci6n  con  los

otros  dos  genes  seleccionados  tanto  en  Pl   como  en  P6,  la  tasa  de  cambio  P1/P6

resulta  significativa  por una  mayor expresi6n  de  este  en  el  estadio  P1.  Tall  es  el  que

presenta una mayor tasa de cambio PO/P6 debido a su alta expresi6n en  P1.  Nr4a3 es
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el  gen  con  mayor  expresi6n  en  el  estadio  P1,  pero  como  tambi6n  posee  una  alta

expresi6n en P6 su tasa de cambio resulta no significativa (Tabla Ill).

Tanto  la  expresi6n  de  Nr5al  como  Tall   nunca  habian  sido  descritas  en  el  oido

interno,   a   diferencia   de   Nr4a3   que   ha   §ido   descrito   en   el   desarrollo   del   canal

semicircular (parte del 6rgano del equilibrio), expresandose en las c6lulas epiteliales no

sensoriales  localizadas  en  el  borde  interior  de  los  canales  semicirculares  y  en  las

paredes  ampulares  y  utriculares  (Ponnio  y  col„  2002),  sin  embargo,  su  expresi6n  en

OC nunca ha sido evidenciada.

6.2       Validaci6n de la expresi6n de Nr5al, Tall  y Nr4a3 en 6rgano de corti.

Para validar la expresi6n de los genes seleccionados,  se llev6 a cabo la tecnica

HIS en c6cleas de ratpnes reci6n nacidos y ratones con 6 dias de nacidos (P0 y P6).

Para  ello,  se  disefiaron  dos  pares  de  parfidores  para  cada  gen  seleccionado

como para el control  positivo (todos los partidores.antisentido contenian en su extremo

5'  la  secuencia  del  promotor  del  fago  T7  para  su  posterior transcripci6n).  Luego,  se

llev6   a   cabo   un   PCR   y  se   corrobor6   la   obtenci6n   de   los   productos  de   reacci6n

esperados mediante digestion enzimatica y secuenciaci6n.  Posteriormente, se procedi6

a  sintetizar  la  ribosonda  (completa  e  hidrolizada)  mediante  transcripci6n  /.r]  v/.fro.  En

paralelo,  se  disecaron  c6cleas  de  rat6n  CF-1   en  estadio  postnatal  0  y  6,  sobre  los

cuales se realiz6 la hibridaci6n /.n s/.fu de explantes cocleares completos.

Como  control  positivo  de  expresi6n  en  CS  se  utiliz6  Hes5,  cuya  expresi6n  es

importante  en   el   OC,   comenzando  en  los  estadios  embrionarios  tardios  de  rat6n,

persistiendo    durante   la    primera   semana   de   nacido   y   luego   decayendo;    hasta

desaparecer en el adulto (Hartman y col., 2009).
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Figura  2:  Si.ntesis  de  I.ibosondas  mediante transcripc[6n  ;n  vi.fro.  A.  Electroforesis  de  lc)s

productos de  PCR amplificados con  dos  pares de partidores  por cada gen.  8.  Digestion de los

productos de  PCR amplificados con los partidores seleccionados.  Los fragmentos obtenidos de

cada digestion correspondieron a los tamafios esperados para  Nr5al  (455 y  172 pb), Tall  (304

y  129  pb),  Nr4a3  (350  y 220  pb)  y  Hes5  (343,  173  y 49  pb).  C.  Gel  representativo  del  producto

de  PCR  (a)  con  el  cual  se  realiz6  Ia transcripci6n  /.n  vi.fro  para  la  obtenci6n  de  la  sonda  (b).  En

lc)s  carriles  b  destacan  dos  bandas de  las cuales  la  de  mayor tamafio  corresponde a  ADN  sin

transcribir  (previo  a  la  degradaci6n  del  ADN),   mientras  que  las   bandas  de  menor  tamafio

corresponden a la sonda de ARN.
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De  los  dos  pares  de  partidores  disefiados  para  cada  gen,  ambos  resultaron

amplificar los fragmentos del tamafio esperado,  sin embargo se eligi6 s6Io un  par para

cada   gen.   Los   seleccionados   corresponden   a   aquellos   con   mejor  rendimiento   al

realizar el  PCR,  lo  cual  estuvo  determinado  por la  intensidad  de  la  banda en  el gel  de

agarosa,  Ia  presencia  de  una  sola  banda  y  la  concordancia  con  el  tamafio  esperado.

Los  partidores  seleccionados  corresponden  al  partidor 1  para  Nr5al  (627 pb),  partidor

3  para Tall  (433  pb),  partidor 6  para  Nr4a3  (570  pb)  y  partidor 8  para  Hes5  (565  pb)

(Figura 2.A).

Luego  de  las  respectivas  diges{iones  enzimaticas  a  los  productos  de  reacci6n

amplificados  con  los  partidores  seleccionados  (enzimas  sefialadas  en  la  secci6n  de

Materiales y m6{odos 5.3.3),  se observ6 que las bandas obtenidas en el gel de agaro§a

correspondieron  a  los  fragmentos  de  ADN  de  tamafio  esperado  para  cada  digesti6n

(Figura 2.8). A su vez,  los resultados de la secuenciaci6n arrojaron concordancia entre

el produc{o de reacci6n esperado /.n s/'//.co y el obtenido por PCR (datos no mos{rados).

Durante  la  sintesis  de  las  ribosondas  se  realiz6  una  electroforesis  previa  a  la

degradaci6n  del  ADN  confirmando  la  existencia  de  una  banda  mss  intensa  que  el

templado  utilizado  en  la  reacci6n  de  sintesis  de  la  sonda  (Figura  2.C).  Esto  confirma

que  la  transcripci6n  ha  sido  exitosa.   Una  vez  terminada  la  sintesis  (posterior  a  la

degradaci6n  del ADN templado  mediante el  uso de  la enzima  DNasa  I)  se  realiz6  uria

electroforesis  a  alto  voltaje  con  lo  cual  se  comprob6  la  presencia  de  una  sola  banda

integra, Io que da cuenta de la obtenci6n de una sonda de ARN no degradada.

Una  vez  obtenida§  las  sondas  se  llev6  a  cabo  las  HIS  en  explantes  cocleares

completos  en  estadio  P0 y  P6.  En  un  comienzo,  las  HIS fueron realizadas  con sondas
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hidrolizadas  las  cuales  tuvieron  un  tamafio  de  entre  200-300  pb  lo  que  les  permite

penetrar  de  mejor  manera  el  tejido  pero  a  la  vez  esto  las  hace  mas  inespecificas

(detallado  en   Materiales  y  Metodos  5.3.4)  y  sondas  no  hidrolizadas   (la  de  mayor

tamafio fue  Nr5al  con 627pb)  en diferentes  goncentraciones  para establecer la mejor

combinaci6n  para  cada  sonda  y  asi  obtener  una  marca  adecuada.  En  consecuencia,

los mejores resultados fueron obtenidos con la sonda intacta en las concentraciones de

0,01667 ng/ul para Nr5al ,  Nr4a3 y Hes5, y para Tall  fue de 0,05 ng/ul.  Los tiempos de

incubaci6n   luego  de  comenzada  la  reacci6n  de  color  en  tamp6n  fosfato  (AP)  con

NBT/BCIP fueron  de 5,5  h  para  Nr5al,18 h  para  Nr4a3,  21-22 h para Tall  y 7  h para

Hes5.
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FigLlra 3: Validacl6n de la expresl6n diferenclal de Nr5a, Tall  y Nr4a3 en Organo de Cortl

de rat6n  en  estadios  P0 y P6. A.  Hibridaci6n  /.r} stTu (HIS)  de  los  mensaj.eras de  Nr5al,  Tall,

Nr4a3  y  Hes5  (control  positivo)  en  explantes de  c6cleas  de  ratones  de 0  y  6  dfas  de  nacidos.

Columna  Blanco  corresponde  al  control  negativo  (sin  sonda).  Filas  inferiores  en  cada  estadio

corresponden   a   un   zoom   de   la   imagen   superior.   Asterisco   sefiala  el   Spice   de  la  c6clea.

Cuadrado  con  lfneas  discontinuas  sefiala  la  zona  amplificada.  Corchete  blanco  sefiala  OC.

Escala:  300  urn filas  superiores  y 50  Lim filas  inferiores.  a,  C  y  D.  Gfaficos  representativos de

los  resultados  de  RT-PCR  obtenidos  al  amplificar  especificamente  CADN  de  Nr5al,  Tall   y

Nr4a3 respectivamente,  en estria vascular (EV) y 6rgano de Corti (OC) en los estadios P0 y P6.

Los datos fueron normalizados en base a la expresi6n del .d'en en  OC en el estadio PO.  S6lo los

datos   de  Tall   y   Nr4a3   fueron   normales   (test  Shapiro  Wilk),   los  cuales   fueron   evaluados

mediante  Anova  y  test  de  Tukey.   En  tanto  Nr5al   fue  evaluado  mediante  krustal-Walis.   Los

resultados corresponden al promedio ± SEM  (n=4).  Prueba de Tukey,  *:p<0,05,  **:p<0,001.  S.olo

se muestran asteriscos en las pruebas significativas.
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Mediante  [a  visua[izaci6n  de  los  explantes  a  campo  claro  en  microscopio  DIC

fue  posible  apreciar  una  clara  expresi6n  de  estos  genes  en  el  OC  en  c6cleas  en

estadio P0 y P6.  Sin embargo,  la marca obtenida en  P6 no fue tan intensa como en P0

para las sondas de  Nr5al, Tall  y el  control positivo  Hes5,  donde  la marca en  Nr5al  y

Hes5 es referentemente apical. Tall  destaca por una marcada expresi6n en P0 al igual

que Nr4a3 pero este en es{adio P6.

Para   confirmar   los   datos   entregados   por   ARN-Seq   y   validar   de   manera

cuantitativa la expresi6n de estos genes observados mediante  HIS,  se realiz6 RT-PCR

en   EV   y   OC.   La   EV   consiste   en   un   epitelio   estratificado   que   forma   el   borde

endolinfatico del  conducto  coclear y que esta  ubicado hacia  lateral  en la escala  media,

Iugar donde tambi6n se encuentra el OC pero este se encuentra en la pared basal en

su  regi6n  mss  medial.  La  EV fue  utilizada  como  control  de  la  expresi6n  especifica en

OC empleando otro tejido coclear.  Los resultados de RT-PCR muestran una expresi6n

no  significativa  entre  EV/OC  en  PO/P6  para  Nr5al.  Estos  resultados  no  concuerdan

con  lo  observado  en  las  HIS  ni  con  los datos  obtenidos  por ARN-Seq,  puesto que por

RT-PCR  se  observa  una  mayor expresi6n  en  P6  e  incluso,  mas  alta  en  EV  que  OC.

Ademas,  presenta  una  expresi6n similar entre  EV y  OC  en  P0  siendo que por HIS  se

observa  una  mayor  expresi6n  en  el  OC.   Cabe  destacar,   que  en  OC  P6  s6lo  se

obtuvieron  dos  resultados  de  los  cuatro  CADN  utilizados  siendo  la  detecci6n  en  este

estadio  mas  dificil  de  obtener.  Por otra  parte,  Tall  se  expresa  mas  en  OC  de  P0  que

P6  y  en  P0  esta  expresi6n  es  mayor en  OC  que  EV.  Estos  resultados  se  relacionan

directamente con lo observado en las HIS. En tanto,  Nr4a3 se expresa especificamente

en  oC en  estadio  P6 y §iendo  6sta muy baja en  EV. Ademas,  su expresi6n aumenta

significativamente de P0 a P6 lo cual es respaldado por lo observado en las HIS.
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6.3       Validaci6n de la expresi6n de Nr5al, Tally Nr4a3 en c6lulas de sost6n.

Para  lograr identificar si efectivamente estos genes  se estaban expresando en

las  CS,  se  realizaron  cortes de las c6cleas  P0  a  las  cuales  previamente se les habia

realizado  HIS  (primera  fila  Figura  3.A),  por  lo  tanto  los  cortes  no  incluyen  el  resto  del

conducto  coclear ni  la  regi6n  de  la  EV.  Estos  cortes fueron  de  14  urn  para  lo  cual  se

utiliz6   un    criostato.    Una   vez   obtenidos   los   cortes,    se   procedi6   a   realjzar   una

inmunofluorescencia anti miosina VI  (Myovl) con el objetivo de tefiir las CC y asi poder

distinguir y discriminar de me|.or manera la arquitectura celular.
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Figura  4:  Confirmaci6n  de  la  expresi6n  de  Nr5a,  Tall  y  Nr4a3  en  celulas  de  sost6n  en

estadio  PO.  A.  Cortes  apical-medial  de  las  c6cleas  en  estadio  postnatal  0  a  las  cuales  se  les

habia  realizado  hibridaci6n  /.n  s/tu  (primera  fila  Figura  3.A)  e  inmunofluorescencia  anti  Myo  6

(rojo);  grosor:  14  urn.  Columna de  la  izquierda seflala  la inmunofluorescencia anti  Myovl  donde

se observan  las CC.  Segunda columna corresponde a una  imagen pseudo-coloreada verde del

precipitado  azul  obtenido  con  HIS.  Tercera  columna  corresponde  a  la  uni6n  de  las  imagenes

precedentes.  Columna de la derecha corresponde a  un  zoom  de  la  uni6n.  Escala  primeras tres

columnas:  50  Llm,  zoom  de  la  union:  25  urn.  Flecha  indica  c6lula  ciliada  interna  (Ccl),  cabeza

de  flecha   indica   CC   externas   (CCE).   8.   Esquema   representativo   del   OC   luego   de   cortar
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transversalmente una c6clea.  En el se pueden apreciar los diferentes tipos celulares con lo cual

se logra obtener un mejor reconocimiento de A (imagen modificada de (Maass, 2010).
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En  la  columna  izquierda de  la  Figura 4.A se  aprecia  con  claridad  las  CC  (rojo)

en  cada  corte.  A  continuaci6n,  se  observa  el  precipitado  azul  obtenido  con  la  HIS  el
I

cual  fue  pseudo-coloreado  verde.  Cada  HIS  tiene  un  patron  de  marca  diferente,  sin

embargo  es  posible  apreciar con  claridad  que  esta  expresi6n  ocurre  en  las  CS.  En  la

columna  siguiente,  se  observa  la  uni6n  de  las  imagenes  en  color rojo  y verde  con  lo

cual se pude distinguir mss facilmente la marca obtenida con HIS.

'    Gracias a  la  Figura 4.8 y al zoom digital sefialado en  la columna de la derecha

de  la  Figura  4.8,  fue  po§ible  distinguir el tipo  celular marcado  con  HIS  en  cada  corte.

En el caso de  Nr5al  en el  OC,  se observa una  marca intensa en  las celulas pilar,  una

marca mss debil en las celulas de Deiters y una marca difusa medial y fuera del OC en

las  c6lulas  del  limbo  espiral  (Figura  4.A),  representado  en  el  esquema  Figural.C.  En

Tall,  en el OC se observa una marca muy inten§a en la base de las CC externas, asi

como una marca intensa en las c6lulas de Deiters,  pilar y falangicas, y fuera y medial al

oC  una  marca  difusa  en  las  c6lulas  del  borde  y  del  limbo  espiral  en  las  regiones

superior e inferior de 6ste.  En Nr4a3,  se observa una marca intensa en la zona inferior

de  la  primera  Col,  en  la  c6lula falangica y una  marca  d6bil  en  las  c6Iulas de  Deiters.

Tambi6n  se  observa  una  marca  intensa  hacia  medial  del  OC  en  la  parte  inferior  y

superior  del  limbo.  Ademas,  en  el  extremo  izquierdo  del  corte  se  aprecia  una  alta

expresi6n  de  Nr4a3  en  posibles  neuronas  del  ganglio  espiral.  Cabe  destacar,  que  en

todos los cortes la marca obtenida con HIS es{a situada en el citoplasma de las celulas

tehidas.

Debido  a  que  la  expresi6n  de  Nr5al  entre  los estadios  estudiados  no sufre  un

cambio  importante  (baja  intensidad  en  ambos  estadios)  en  comparaci6n  a  los  otros

genes estudiados, y ademas, debido a que no fue posible obtener partidores confiables

41



(estables  en  las  mediciones)  para  RT-PCR,  este  gen  no  fue  elegido  para  realizar el

estudio  de  expresi6n  temporal.  Ademas,  los  resultados  obtenido§  se  contradicen  con

los sefialados porARN-Seq por lo que la expresi6n de este gen en OC no fue validada.

6.4        Evaluaci6n de la expresi6n temporal de Tall  y Nr4a3 en c6lulas de sost6n

y 6rgano de Cor[i.

Una vez validada la expresi6n de estos genes en  CS se procedi6 a estudiar el

patr6n de expresi6n temporal de Tall  y Nr4a3 para lo cual se desarroll6 HIS en c6cleas

de  ratones en  estadios  pre  y postnatales temprano {E13.5,  E16.5,  E18.5,  PO,  P3 y P6

para  Tall   y   E18.5,   PO,   P3  y  P6   para   Nr4a3).   Ademas,   se   realiz6   RT-PCR  para

determinar  el  nivel  de  expresi6n  de  estos  genes  en  los  estadios  sefialados,  excepto

E13.5.
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Figura  5:  Perfil  de  expresi6n  temporal  de Tall  y  Nr4a3. A.  Hibridaci6n  /.n s/tu del  mensajero

de Tall  en c6cleas de ratones  en los estadios prenatales E13.5,  E16.5,  E18.5 y postnatales PO,

P3  y  P6.  8.  Hibridaci6n  /.n  s/fu del  mensajero  de  Nr4a3  en  c6cleas  de  ratones  en  los  estadios

prenatal  E18.5  y  postnatales  PO,  P3  y  P6.  Fila  inferior en  A  y  8  corresponde  a  un  zoom  de  la

imagen  superior.  Asterisco  sefiala  el  apice  de  la  c6clea.   Cuadrado  con   lineas  discontinuas

sefiala  la  zona  amplificada.  Corchete  blanco  sefiala  OC.  Escala:  300  Lim  fila  superior  y  50  ijm

fila  inferior  en  A  y  8.  C-D.  Graficos  representativos  de  los  resultados  de  RT-PCR  obtenidos  al
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amplificar  especificamente   CADN   de  Tal  y  Nr4a3,   respectivamente,   en   los  estadios  pre  y

postnatales E16.5,  E18.5,  PO,  P3 y P6 para ambos.  Los dates fueron normalizados en base a la

expresi6n  del  gen  en  el  estadjo  PO.  Mediante el test de ShapiroHwilk se evalu6  normalidad.  Los

dates de Tall  fueron evaluados par ANOVA y test de Tukey, en tanto Nr4a3 fue evaluado por el

test   de   Krustal   Walis.   Los   resultados   corresponden   al   promedio   ±   SEM   (n=4).*:p<0,05   y

**:p<0,001.
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El  patr6n  de  expresi6n  temporal  de  Tall  en  el  OC  determinado  mediante  HIS

comienza  con  una  muy  baja  expresi6n  en  el  estadio  E13.5,  el  cual  va  aumentando

hasta alcanzar su maxima expresi6n en P0 la que luego decae dfasticamente hacia P3

y  P6  (Figura  5.A).  En  los  estadios  prenatales  es  posible  observar  una  mayor  marca

hacia  el  ganglio  (zona  interna  de  la  c6clea,  ver  esquema  Figura  1.C)  que  en  OC,  a

diferencia de  los  estadios  postnatales en  los  cuales  al expresi6n  es  principalmente en

OC.  Los  puntos  azules  que  se  aprecian  en  el  estadio  P3  corresponden  a  precipitado

inespecifico    producto    de    la   tecnica    utilizada.    El    patron   de   expresi6n   de   Tall

determinado  por  RT-PCR  confirma  una  maxima  expresi6n  en  E18.5  y  P0  los  cuales

son   significativamente  distintos  a  la  expresi6n   obtenida   en   los   otros  estadios.   La

disminuci6n   de   la   expresi6n   de  Tall   hacia  el  estadio   P3  y  P6   concuerda  con  lo

observado por HIS y lo determinado por ARN-Seq.

Al  observar  las  HIS  en  c6cleas  de  los  distintos  estadios  indicados  para  Nr4a3,

se aprecia  una  alta expresi6n  en  PO,  P3 y  P6,  siendo es este tlltimo  bastante intensa.

En  el  estadio  prenatal  E18.5  se  observa  una  leve  expresi6n  de  Nr4a3  en  el  OC,  pero

una  mayor  expresi6n  en  la  zona  del  ganglio.  En  el  estadio  P6,  tambien  es  posible

apreciar una alta expresi6n de Nr4a3 en la EV (hacia lateral de la c6clea). A diferencia

de   lo  sefialado   en  el  gfafico  de  RT-PCR  para   Nr4a3   (Figura  5.D),   la  HIS  en   P3

presenta una marcada expresi6n en el OC, menor a P6, pero bastante similar a PO.  Por

RT-PCR  se  confirma  que  la  expresi6n  mss  alta  de  6ste  corresponde  al  estadio  P6  y

que  este  es  significativamente  diferente  de  E18.5  y  P3,   lo  cual  concuerda  con  lo

observado  en  la  HIS.  Sin embargo,  esta  expresi6n  no es significativamente distinta de

P0 aunque existe una tendencia al aumento de P0 hacia P6.  Esto se contradice con lo
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obtenido en ARN-Seq, donde la expresi6n en P0 es mayor que en P6,  pero su relaci6n

PO/P6 no e§ significativa.

Cabe  destacar que  para  la  realizaci6n  del  RT-PCR  se  utiliz6  todo  el  OC,  por

ende los resultados obtenidos corresponden a la expresi6n de estos genes tan{o en CS

como en otra§ celulas del 6rgano en las cuales tambi6n se pueden. estar expresando.
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7          Discusi6n

La  falta  de  conocimiento  en  relaci6n  a  las  causas  de  la  p6rdida  del  poder

regenerativo  y el  perfil  de  expresi6n  g6nico  de  las  c6lulas  del  OC,  limitan  los  avances

hacia  la  restituci6n  de  la  audici6n  en  mamiferos.  Es  importante  conocer mas  sobre  la

expresi6n g6nica  de  las  CS ya que estas  mantienen su  morfologia  en el  epitelio  luego

del  dafio,  convirti6ndose  en  e[  blanco  celu[ar mss  atractivo  para  re§tituir las  CC  y  por

ende la audici6n.

Con  el  objetivo  de  conocer  mss  sobre  el  perfil  de  expresi6n  g6nico  de  estas

c6lulas,  se  valid6  la  expresi6n  de  Nr5al,  Tall  y  Nr4a3,  genes  seleccionados  para su

estudio  principalmente  por tener una  mayor expresi6n  en  estadio  P0 que  en  P6.  Esta

es   una   carac{eristiQa   interesante   a   estudiar  debido   a   que   es   en   esta   etapa   del

desarrollo donde se ha logrado la transdifer'enciaci6n exitosa de CS a CC, sin embargo

esta  respuesta  no  es  mantenida en  el tiempo  (lzumikawa y co.I.,  2005;  Oesterle y col.,

2011).  Junto  con  ello,  esta  etapa coincide con  el  momento en que  en  el tejido del  OC

aparece  una  disminuci6n  notoria  e  importante  en  la  respuesta  regenerativa  (Maas§

2015).

Cabe  sefialar  que  durante  el  desarrollo  de  un  organismo  pluricelular  acttlan

estrategias  de  expresi6n  g6nica  comunes  que  dan  origen  a  la  variedad  de  6rganos  y

tipos  celulares  diferentes  de  un  individuo  (Cooper,  2000).   Es  por  esto  que  resulta

importante  estudiar la  expresi6n  de  genes ya  estudiados  en  otros  sistemas  durante el

desarrollo y de los cuales no se han estudiado en el 6rgano de la audici6n.

Nr5al   (tambi6n  conocido  como  SF-1)  es  un  miembro  de  la  superfamilia  de

receptores   nucleares   que   codifica   para   un   factor   de   transcripci6n   el   cual   esta
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involucrado  en   la  determinaci6n  del  sexo  y  en  el  desarrollo  reproductivo  y  adrenal

humano  mediante  la  regulaci6n  de  los promotores  de genes androg6nicos  (Luo y col.,

1994).  Antecedentes  sefialan  que  variaciones  de  este  gen  causan  agenesis  adrenal,

disg6nesis  testicular  (desarrollo  anormal  del  testiculo)  con  un  subsecuente  fenotipo

femenino  o  reducci6n  de  la  producci6n  de  andr6genos,  insuficiencia  ovarica  primaria

(perdida  de  la  funci6n  normal  de  los  ovarios  antes  de  los  40  afios)  e  hipospadia

(afecci6n  en  la  cual  la apertura que drena  la orina esta  ubicada en  la  parte  inferior del

pene)  (Luo y  col.,1994;  Shinoda y col„  1995).  Este gen fue  elegido  para la validaci6n

de  su  expresi6n  debido  a  que  tiene  una  expresi6n.significativa  durante  e[  desarro[lo

postnatal  temprano  y  por  su  pariicipaci6n  en  el  desarrollo  de  otros  sistemas.   Los

resultados   obtenidos   por  HIS   indican  'que  Nr5al   se  expresa   en   el   OC  y  que  su

expresi6n   varia   temporalmente   (Figura   3.A).   En   los   cortes   de   c6clea  se  observ6

expresi6n  de  Nr5al  en  las  c6lulas  pilares,  c6lulas  falangicas  y  en  general  en  la zona

bajo  las  c6lulas  ciliadas  internas.  Tambi6n  es  posible  observar  una  expresi6n  menos

intensa en las celulas de Deiters (Figura 4.A).  Los datos obtenidos por RT-PCR indican

que la expresi6n de Nr5al  tiende a ser mayor en P6 que en PO, siendo mayor 6n la EV

que en OC.  Estos resultados se contradicen con lo observado en las  HIS y lo sefialado

por ARN-Seq,  lo cual se puede a{ribuir a que el equipo utilizado para RT-PCR no logr6

detectar  regularmente  la  serial  emitida  par  el  CADN  unido  a  fluor6foro  debido  a  que

desde  un  comienzo  la  cantidad  de  CADN  fue  baja,  es  decir,  Nr5al  presenta  una  baja

expresi6n  en  c6clea  en  los  estadios estudiados,  lo  que  a  su vez se  corrobora con  los

valores de  RPKM  sefialados en  la Tabla  Ill.  Cabe  destacar,  que  para  lograr amplificar

adecuadamente el  CADN  de este gen fue necesario disefiar y probar cuatro pares de

partidores  fallidos  hasta  dar  con  e[  utilizado  en  este  seminario  de  titu]o  (Tabla  11),  ya

que  siempre  se  obtuvieron  valore§  del  ciclo  umbral   (Ct)   bajos,   es  decir,   una  baja
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expresi6n    de   este   gen   en    las   muestras   analizadas.    Por   todo   lo   mencionado

anteriormente,   Ia   expresi6n   de   Nr5al   no  fue  validada   puesto   que   los   resultados

obtenidos  en  e§te  seminario  de titulo  fueron  contradictorios  a  los  obtenidos  por ARN-

Seq.   Por  consiguiente,   debido  a  estos   resultados  contraproducentes  y  a  que  su

expresi6n cambia levemente entre P0 y P6 comparado con los otros genes candidatos,

Nr5al  no fue elegido para realizar el estudio de expresi6n temporal.

Nr4a3  (tambi6n  conocido como  Nor-1,  receptor nuclear de hormona) es uno de

los  tres  miembros  de  la familia  de  receptores  nucleares  (NR) 4  subgrupo A.  Este  gen

codifica   para   una   pro{eina   que   actda   como   factor   de   transcripci6n   el   cual   esta

involucrado   en   la   regulaci6n   de   la   proliferaci6n,   supervivencia   de   variados   tipos

celulares   y   tambien   en   metabolismo   e   inflamaci6n   (Ranhotra,   2015).   Entre   sus

principales roles esta la  medjaci6n de la proliferaci6n vascular del  mdsculo liso, celulas

progenitoras    mieloides    y    c6lulas    pancreaticas    del    tipo    a.    Tambi6n,    media    la

supervivencia   neuronal   inducida   por   CREB,   regula   la   translocaci6n   de   SLC2A4

(transportador de glucosa)  a  la superficie celular y durante la gastrulaci6n juega  un  rol

crucial  en  la  formaci6n  de  mesodermo  anterior  mediante  el  control  de  la  migraci6n

celular  (Liu  y  col.,  2013;  Medunjanin  y  col.,  2015;  Ranhotra,  2015).  Defectos  en  este

gen   Son   una   de   las   causas   del   sarcoma   de   Ewing   que   consiste   en   tumores   y

me{astasis  de   c6lulas  primitivas  de  hueso  y  tejidos  blandos  que  afecta  a  nifios  y

adolescentes  (Agaram  y  col.,  2014).  A  diferencia  de  los  otros  genes  seleccionados

para su validaci6n en OC,  Nr4a3 si ha sido descrito en oido interno donde desempefia

un  papel  como  mediador clave  de  la fase  de  crecimiento  proliferativo  en  el  desarrollo

del canal semicircular (Ponnio y col., 2002) pero su expresi6n no habia sido descrito en

el  6rgano  de  la  audici6n.  Segtln  los  resultados  obtenidos  en  este  seminario  de  titulo,
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por primera vez se describe la expresi6n de Nr4a3 en el OC durante la primera semana

del  desarrollo  del  rat6n.  El  estadio  donde  se  observa  la  mayor expresi6n  de  este gen

es  en  P6  lo  cual  fue  verificado  tanto  por  HIS  como  RT-PCR  (Figura  5.8  y  D).  Est6s

resultados,  no concuerdan con los obtenidos porARN-Seq donde se sefiala una mayor

expresi6n  en  P0  que  P6,  sin  embargo  la  relaci6n  PO/P6  resulta  no  significativa  (Tabla

Ill).  Ponnio 2012,  indica que durante el desarrollo 6tico temprano,  Nr4a3 se expresa en

el  canal  semicircular  formando  las  placas  de  fusi6n.  Despues  de  la  formaci6n  de  la

c6clea,  Nr4a3  es  expresado  en  el  vestibulo  limitandose  a  las  celulas  epiteliales  no

sensoriales  localizadas  en  el  borde  interior  de  los--canales  semicirculares,  p?redes

ampulares y utriculares. Segtln los cortes de la c6cleas con HIS e inmunofluorescencia,

Nr4a3 se expresa principalmente en la zona inferior de la primera c6lula ciliada externa

y  en  la  c6lula  falangica  en  estadio  PO  (Figura  4.A).  La  alta  expresi6n  de  este  gen  al

final  de  la  primera  semana  de  nacido,   sugiere  que  podria  es{ar  involucrado  en  la

p6rdida  de. potenciar  regenerativo  observado  luego  de  lograr  la  transdiferenciaci6n

eficiente  en  estadio  postnatal  temprano  (lzumikawa  et  al.,  2005;  Mizutari  et  al.,  2013;

Tona  et  al.,  2014).  Considerando  lo  menci,onado  anteriormente,   Nr4a3  podrja  estar

inhibiendo  los  genes  involucrados  en  la  reentrada  al  ciclo  celular  en  las  celula`s  de

sost6n  en  las   cuales  se  demo§tr6  su  expresi6n  durante   PO.   De  esta  manera,   el

aumento  en  la  expresi6n  de  Nr4a3  de  P0  a  P6  podria  sjgnificar una  inhibici6n  directa

sobre genes que permiten la entrada y mantenci6n en el ciclo celular.  Por tanto, resulta

interesante  seguir  evaluando  este  gen  mediante  la  modulaci6n  de  su  expresi6n  en

c6cleas  sanas y  con  daFio,  con  el  objetivo  de investigar su  posible  rol  en  la  detenci6n

del potencjal regenerativo.
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Tall  (tambien  conocido como SCL-1)  es  un factor de transcripci6n  miembro de

la   familia   h6lice-bucle-helice   base   (bHLH).   Experimentos   de   "gene   targeting"   han

revelado  que  este  gen  es  crucial  para  el  desarrollo  de  la  hematopoyesis  primitiva  en

rat6n  y tambi6n  es  requerido  para  la  generaci6n  de  todo  el  linaje  hematopoy6tico  en

adulto (Robb & Begley,1997).  Esta a§ociado a enfermedades que incluyen la leucemia

linfoide aguda  de celulas T y leucemia aguda linfoblastica de  precursores de c6lulas T

(Q.   Chen  y  col.,   1990).   Los  resultados  de  HIS  y  RT-PCR  para  Tall   confirman  lo

sefialado por ARN-Seq. Esto consiste en una alta expresi6n en P0 en comparaci6n con

los  otros  estadios  estudiados,  la  que  disminuye  drasticamente  hacia  P3-P6.  A  E18.5,

Tall  se  observa  ubicuamente en  [a  c6clea con  una  marca  mss  intensa  hacia la zona

del ganglio que en OC.  Por RT-PCR,  E18.5 y P0 corre§ponden a los niveles mss altos

de expresi6n en el perfil de expresi6n pre y postnatal temprano, etapa en que ocurre la
\

diferenciaci6n   terminal   de   CC   y   CS   (Figura   5.C).   Antecedentes   §efialan   que   la

activaci6n  de la via de sefializaci6n Notch acelera la degradaci6n de TALl  a trav6s de

vlas  dependientes  de  proteosomas  mediados  por ubiquitina  /.n  v/.two (Nie y col.,  2008).

En   el   contexto   de   la   audici6n,   la   activaci6n   de   esta   via   de   sefializabi6n   y   por

consiguiente la degradaci6n de TAL1,  podrfan indicar que este gen  acttla inhibiendo la

diferenciaci6n  celular  de  CC  y  CS  en  estadios  postnatales  E14.5-E17.5.  Junto  con

esto, existe la posibilidad de que TALl  regule la transcripci6n mediante la manipulaci6n

del  c6digo  de  histonas  y  la  estructura  lbcal  de  la  cromatina  (Huang  y  col.,  2000).  En

vista de este antecedente, Tall  podria estarjugando un rol importante en la p6rdida del

potencial   regenerativo   impidiendo   la   regeneraci6n   de   las   CC   en   etapa   postnatal

temprana  mediante  una  modificaci6n  directa  del  ADN.   Por  otra  parte,  estudios  de

inhibici6n  de  la  ruta  de  Notch  medjantejel  uso de  la  droga  DAPT (ensayos  realizados

por el laboratorio de Andrew Groves  (datos no publjcados)) apuntan a una disminuci6n
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de la expresi6n de Tall ,  lo cual sugiere que este gen se encontraria rio abajo de Notch.

Sin  embargo,  en  etapa  postnatal temprana  no  resulta  claro  si Tall  jugaria un  rol en el

t6rmino del  potencial  regenerativo,  pue§to que podria e§tar inhibiendo la diferenciaci6n

celular;   o   de   manera   opuesta,   estaria   otorgando   potencial   regenerativo.   Se   ha

reportado  que la ausencia de la sefializaci6n  Notch-Hes5 en c6cleas adultas normales

y  dafiadas  se  correlaciona  con  la  falta  de  potencial  regenerativo,  mientras  que  su

activaci6n en la c6clea neonatal se asocia con una mayor capacidad para la plasticidad

o  regeneraci6n  del  tejido,  lo  que  sugiere  que  esta  via  puede  estar  involucrada  en  la

regulaci6n  del  potencial  regenerativo  (H.artman  y  col., .2009).  Siguiendo  esta  idea,  si

Tall   es  un  gen  blanco  rio  abajo  de  la  sefializaci6n  Notch  en  CS,  podria  actuar  de

manera similar que Hes5 debido a que su expresi6n en PO, que es la mss alta dentro

de  los  estadio  estudiados,  baja  significativamente  hacia  P3-P6  tal  como  ocurre  con
\\

Hes5.   Por  otro  lado,   antecedentes  reportan  que  en   un  perfil  de  expresi6n  g6nica

hematopoyetica   defectuosa   ocasionada   por  el   bloqueo   de   la   via   de   sefializaci6`n

Hedgehog  (Hh),  manteniendo  inhibida  la via  de sefializaci6n  Notch,  la sobreexpresi6n

de  Tall   rescata   el   fenotipo.   Esto   sugiere   que  Tall   podria   estar  rio   abajo  en   la

sefializaci6n  de  Hh,  del  cual  se  ha  repbrtado  su  participaci6n  en  la  regulaci6n  de  las

propiedades  de  las  c6lulas  prosensoriales  durante  la  diferenciaci6n  de  las  CC  en  una

onda  basal-apical  en  c6clea  de  mamifero  (Tateya  y  col.,  2013).  Ademas  al  integrar

estos antecedentes mas los resultados obtenidos en este seminario de titulo, se podria

plantear que Tall  podria estar formando parte de la comunicaci6n entre estas dos vias

de  seFializaci6n   (Notch  y  Hh),   adema:  de  estar  involucrado  en   la   inhibici6n   de  la

diferenciaci6n   celular  en   estadio   prenatal,   y   en   forma   opuesta,   otorgar   potencial

regenerativo  en  estadio  postnatal  temprano,  como  el  supuesto  rol  de  Hes5  en  este

periodo.  Si  bien,  lo  anteriormente  sefialado  corresponde  a  un  ejercicio  te6rico  de  [os
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posibles  roles que  podria estarjugando Tall  en el 6rgano de  la audici6n, es necesario

estudiar  este  gen  en  mayor  profundidad  confirmando  e§tas  suposiciones  en  futuras

investigaciones.  Resulta  interesante  realizar ensayos  de  perdida de funci6n  de Tall  o

inhibici6n  de  la  ruta  de  Notch/Hh  para  comprender  el  posible  rol  que  podria  estar

cumpliendo este gen en OC en etapa pre y postnatal el cual podria estar interactuando

con  el ADN  mediante  un  complejo  proteico tal  como  ocurre  en  hematopoye§is  el  cual

se asocia a las proteinas LMO1,  E2a, Gajtal  (complejo Ldbl) (Love y col.,1997).

Conocer  mss  sobre  las  rutas  en  las  cuales  puedan  estar  involucrados  estos

genes   puede   resultar   importante   para   la   bdsqueda   de   nuevos   blancos   g6nicos

considerando   que   para   la   transdiferenciaci6n   de   CS   a   CC   es   necesario   una

proliferaci6n   de   CS   que   no   altere   la   estructura   del   OC   el   cual   es  esencial   para

mantener la funcionalidad del 6rgano sensor. La modificaci6n de la expresi6n de genes

o  rutas  de sefializaci6n  involucradas en  la  morfog6nesis  del  oido  interno,  la salida del

ciclo celular o  diferenciaci6n  de CC  han  resultado en  el  restablecimiento de las  CC en

modelos donde se ha inducido sordera.  Por tanto,  es de gran inter6s evaluar el efecto

de  la  activaci6n/inhibici6n de estas  rutas de sefializaci6n  con y sin  daFio de las CC en

los  genes  validados  en  este  seminario  de  titulo,  para  asi  comprender  la  p6rdida  de

potencial  regenerativo,  o  bien  encontrar nuevos  blancos  terapeuticos  que  mediante el

uso  de  terapia  gchica  permitan  restituir  las  CC  y  lograr  una  respuesta  regenerativa

estable. significativa y mas fisiol6gica.
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Conclu§i6n

•     Se  valid6  la  expresi6n  de  Tall  y  Nr4a3  en  las  CS  en  los  estadios  P0  y  P6,

cuyos transc'ritos nunca antes habian sido descritos en OC.

•     Nr4a3  tiene  un  maximo  de  expresi6n  en  el  estadio  P6  el  cua]  comienza  a  ser

notorio una vez nacido el rat6n (PO)

•     Tall  presenta un  maximo de expresi6n en el estadio  PO.  Posterior a ello decae

dfasticamente  hacia  P3-P6,  siendo  I?vemente  visible  por  HIS  a  este  estadio.

Esto se relaciona directamente con los valores ob{enidos por ARN-Seq.

•     Como  proyecci6n,  resulta  jnteresante  evaluar la  expresi6n  de  Nr4a3 y Tall  en

ensayos  de  activaci6n/inhibici6n  de  ruta§  de  sefializaci6n  involucradas  en  el

desarrollo  del  oido  interno,  asi  como  tambi6n  evaluar el  efecto  de  aumentar o

di§minuir    la    expresi6n    de    estos    genes    ya    qiie    estos    podrian    estar

comprometidos  en  la  p6rdida  del  pQtencial  regenerativo  o  bien,  estos  estudios

podrian  dar  luces  sobre  nuevos  blancos  terap6uticos  que  mediante  el  uso  de

terapia genica permitan restituir la audici6n.
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