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1 Resumen

La hipoacusia es un problema de salud publica que afecta uno a tres de mil
recién nacides y a uno de fres 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 implementacion, por lo que es

necesario obtener nuevas herramientas para tratarla.

El 6rgano de Corti (OC), es el 6rgano encargado de la transduccion del sonido.
Esta compuesto por células ciliadas (CC), que son Igs encargadas de la transduccion
del estimulo sonoro, y las células de sostén (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 audicién, mientras que las CS son mas resistentes y
mantienen su morfologia en el epitelio. Los mamiferos, a diferencia de ot;os
vertebrados, no poseen la capacidad de regenerar las CC, sin embargo, estudios
sefialan que existe un potencial regenerativo. Intentos por lograr la reenirada al ciclo
ceiular y transdiferenciacion de las células remanentes han resultado exitosos, sin
embargo, sdlo se han detectado en tejidos jovenes y la respuesta se pierde a lo largo

del tiempo.

Este Seminario de Titulo tuvo por objetivo seleccionar y validar la expresién de
genes de interés que presentaban expresion diferencial entre los estadios postnatal 1y
6 en las CS en ‘un analisis previo de datos obienidos de ARN-Seq. Para esta
validacion, inicialmente se seleccionaron los genes a estudiar mediante el uso de
criterios como el nivel de expresion, funcidn en otros sistemas, y existencia de
publicaciones relacionadas en su rol en sistema auditivo, entre otros. Los genes

seleccionados fueron Nrba1, Tally Nr4a3, que son factores de transcripcion y tienen



funciones importantes en la regulacion de la proliferacion o diferenciacién celular
durante el desarrollo de ofros sistemas. Posterior a ello, se validd la expresion de estos
genes (a excepcion de Nr5at) en OC mediante hibridacién in situ (HSI) en explantes
de coclea completa, RT-PCR e inmunofluorescencia. Importantemente, se validé la
expresioén temporal de Tall y Nr4a3 entre E13.5 y P6. Nr4a3 presenté una baja
expresion en los estadios prenatales y tuvo un maximo de expresién en P6. Tal1,
presenté un maximo de expresion en PO, el cual disminuye hacia P6. En tanto, el perfil
de expresion de Nrba1 se contradice con lo observado en la ARN-Seq. Finalmente, se
confirmé la expresién de Talt y Nrda3 en las CS+en PO por medio HSI en cortes
cocleares. La expresion de estos genes durante el desarrollo del oido intemo podria
significar la participacién de ellos en la regulacién del potencial regenerativo. De ser
asi, la medificacion de la expresion de estos genes o de las vias en que ellos participan

L%

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

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



2 Abstract

Hearing loss is a public health problem that affect one to three per thousands of
newbormns and one-third of people over 65 years in the world. Treatments include
hearing aids, middle ear and cochlear implants, etc. All treatmenis are expensive and
have difficult implementation, so it 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 rem;\./e'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 regenerative
potential. Efforts to achieve cell cycle re-entry and {ransdiferentiation 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 was to select and validate the expression of
genes of interest that had differential expression between postnatal day 1 and 6 (P1
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 Nrba1, 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

P

+ Nrba1) in OC through in situ hybridization (ISH) in whole explant cochlea, RT-PCR and

i



immunofluorescence. Importanily, Tall and Nr4a3 temporal expression profile was
validated between E13.5 and P8, Nr4a3 had a low expression at prenatal stages, which
had the highest expression at P6. Tal1 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 PO by ISH in cochlear sections. The expression of these genes
during inner ear development gould 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.

!
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3 Introduccién

3.1 Sordera y pérdida de audicién

La audicién es la capacidad de oir un sonido que es recibido y transducido por
el érgano de! oido para luego ser percibido por nuestro cerebro; sin embargo, no todos
poseen la capacidad de oir, siendo la sordera y pérdida de audicién un problema de
salud de alta frecuencia en seres humanos. A nivel mundial, se estima que un 5% de la
poblacién posee discapacidad -auditiva entre los cuales el 10% corresponde a nifios
(tres de cada mil recién nacidos) y aproximadamente una de cada fres personas mayor
de 65 afios (Village, 1999; World Health Organizatior;;.2015). En nuestro pais, el 2,93%
de la poblacion 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 INE (INE, 2012).

La pérdida de audicidn tiene distintos grados, puede ser leve, moderada, severa
0 profunda en uno o ambos oidos (World Health Organization, 2015). En general, en
los casos leves y moderados las personas se comunican a través 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 pérdida auditiva
profunda lo que significa que tienen muy poca o nula audicion y su forma de
comunicacion es mediante el lenguaje de sefias. Ambas situaciones generan un gran
impacto a nivel social, econémico y emocional en el individuo puesto que muy pocos
servicios estan adaptados para recibir a personas con esta discapacidad provocando
exclusion, limitacion de acceso a servicios y empleabilidad. Junto con esto, existe un

alto gasto en salud, educacion y pérdida de productividad que deben enfrentar los

gobiernos.



Las causas gque dan origen a la pérdida de audicién o sordera se clasifican en
congénitas y adquiridas (World Health Organization, 2015). Las causas congénitas
pueden estar presentes o ser gatilladas poco después del nacimiento, Esto puede ser
causado por factores genéticos hereditarios o por ciertas complicaciones en el
embarazo (por rubeola, sifilis) o durante parto (asfixia, ictericia grave, bajo peso al
nacer). Las causas que pueden conducir a la pérdida de audicién adquirida y que
pueden ocurrir a cualquier edad son las enfermedades infecciosas (meningitis,
sarampion, paperas), infecciones crénicas del oido, otitis media (cuando es crénica, es
la principal causa de pérdida de audicion en nifios), ruido excesivo y envejecimiento

(debido a la degeneracion de las células sensoriales) entre otras.

La pérdida de audicién o sordera se puede clasificar segun afecten la llegada
del estimulo mecanico al oido interno (de conduccién) y los producidos por el dafio de
éste (sensorioneurales) (Smith y col. 2014). Dentro de la primera clasificacién
encontramos los audifonos (conduccién aérea) e implantes de oido medio
(amplificacién mecanica), mientras que en la segunda se encuentra e! implante coclear
(estimulacién eléctrica). Estos tratamie;tos son de alto costo y dificil implementacion
por lo cual se hace necesario encontrar nuevas herramientas para dar solucién a esta
discapacidad, las cuales pueden ir dirigidas a solucionar el problema de fondo y no de
man;ara paliativa como se ha hecholhasta ahora. Dentro del tipo sensorioneural
destaca [a destruccién de los distintos tipos celulares de la céclea, especialmente las
CC cuya muerte es irreversible y carecen de regeneracion (Hawking, 1973; Merchant &
Nadol, 1993). Los tratamientos existentes se enfocan principalmente en modificar las

caracteristicas del esfimulo sonoro o bien estimular de manera directa y

tonotépicamente el nervio auditivo.



3.2 El oido, anatomia y fisiologia

El oido de mamiferos se encuentra dividido histoanatémicamente en tres

partes, oido externo, medio e interno. En su region externa y media se encuentran
<

estructuras que conducen y amplifican el estimulo mecanico el cual desemboca en el
oido interno, parte en la que se encuentra el érgano transductor [lamado coclea. Esta
consiste en una estructura con forma de caparazén de caracol formada por tres
camaras longitudinales que contienen fluidos y que generan compartimentos y
gradientes electroquimicos. Dos de éstas, llamadas escala vestibular y escala
timpanica contienen perilinfa, mientras que la e;ca]a 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 términos generales, en dos

tipos celulares: las células ciliadas (CC) y células de sostén (CS) (Figurat).
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Figura 1: Esquema representativo de la anatomia del oido, coclea y 6rgano de Corti. A.
anatomia del oido humano el cual ha sido dividido para su estudio en tres partes: oido interno
(pabellon auricular y conducto auditivo), oido medio (timpano, martillo, yunque y estribo) y oido
interno (sistema vestibular, céclea (en rojo) y nervio auditivo). B. Corte transversal por el centro
de la céclea o hemi-modiolar. C. Esquema de la escala media, lugar donde se encuentra 6rgano
de Corti. A, modificada del recurso online http://www.scientificpsychic.com/workbook/sentidos-
humanos.html. B, modificado de (Maass, 2010). C, modificado del recurso online

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

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

por movimiento de los liquidos existentes en la céclea (endolinfa y perilinfa). Existen
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dos tipos de CC, aquellas que tienen la capacidad de transformar las ondas mecanicas
en estimulos electroquimicos, llamadas células ciliadas internas (CCI), y aquellas que
amplifican y sintonizan los estimulos, llamadas células ciliadas externas (CCE)
(Merchant & Nadol, 1993). Por su parte, las CS juegan importantes y variados roles en
el oido interno, entre los cuales destacan la mantencién del gradiente electroquirnico
que hace posible la transduccion y [a eliminacién de CC muertas, mantencién de la
cito-arquitectura del érgano 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: células del
surco interno, células falangicas, células de pilar, células de Deiters y células de
Hensen (Wang y col., 2013). Las CS tienen morfologias muy distintas entre si, las
células falangicas y las del surco interno son columnares, las células de Hensen son
cuboidales u oblongas, y las célutas de Deiters y pilares tienen un citoesqueleto rigido,
procesos alargardos y una gran demanda estructura, ya que por ejemplo, las células
pilares internas y externas deben mantener la estructura del t(inel de Corti durante la
estimulacién acustica a pesar de la presion ejercida sobre las células localizadas a sus

costados.

3.3 Desarrollo de la céclea

\]

La proliferacion, morfogénesis y diferenciacién celular a partir de una célula
progenitora dan origen a organismas complejos lo cual tiene lugar durante el desarrollo
embrionario. En el oido, el desarrollo de un epitelio sensorial altamente estructurado y

.especializado ocurre a partir de un niimero reducido de progenitores regidos por la



expresién de genes en gradiente, temporalidad y localizacién especifica (Fekete & Wu,

2002).

Durante el desarrollo, aparece un area engrosada de células proliferativas en el
piso del conducto coclear (E12 en raton) que llegara a ser el dominio prosensorial, el
fque Juego dara lugar al epitelio sensorial coclear (Fujioka y col., 2015). Las células
destinadas a formar este epitelio salen del ciclo celular de manera permanente en una
region marcada por la expresion del inhibidor del ciclo celular p27Kip1 lo cual ocurre
entre los estadios E12.y E14 en ratén (Chen y col., 2002). El cese de la proliferacion de
las células del drgano de Corti (OC) ocurre en un"'gr'adiente gque va desde la zona
apical a la basal. En mamiferos, cuando la proliferacién se detiene comienza la
diferenciacion celular que ocurre de manera basal a apical y que estd dada por la
expresion de Atoh-1 (Math-1) que es un gen maestro para la diferenciacién de CC
(Fujioka y col., 2015). Posterior a ello, mediante la expresién de ligandos de Notch y
por un proceso definido como “inhibicion lateral” se define el patrén de CC y CS, donde
las células adyacentes a CC se diferencian al linaje de CS resultando en un tejido
a!;amente organizado. Una vez que las células llegan a un estado de diferenciacion

terminal, no ocurre regeneracion ni recambio celular.

3.4 Potencial regenerativo

A través de la evoluciéon, los seres vivos han desarrollado estructuras
especializadas para explorar el medio externo como el fiujo o Ia vibracién, lo cual va
acompariado del desarrollo de una red neuronal que permite transducir este estimulo e

“interpretarlo por medio del sistema nervioso central. Las células involucradas en esta
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tarea son las CC las cuales han sido encontradas en una amplia gama de vertebrados
como los peces, aves, reptiles y mamiferos. Antecedentes sefialan que en el desarrollo
postnatal temprano en ratén es posible observar una disminucién progresiva en Ia
respuesta regenerativa. Por tanto, en mamiferos, el nimero’ de células no aumenta,
sino que se mantiene o disminuye a medida que transcurre la vida del individuo puesto
gue no existe regeneracion 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 regeneracion
funcional de las CC una vez ya finalizado su desarrollo e incluso en su adultez

(Cotanche, 1987; Harris, 2003; Ryals B.,"1988).

Los mecanismos por los cuales existe esta diferencia atin no son conocidos por
completo. Se presume, que los mamiferos perdieron la capacidad de regeneracién
debido a una adaptacién a la complejidad estructural de la céclea, lo cual se verfa
afectado con una respuesta regenerativa frente al dafio por la desorganizacién de su
estructura (Shi y col., 2012). No obstante, al estudiar los resultados de pérdida o
ganancia de funcion de algunos genes, asi como la manipulacién de genes
involucrados en [a salida de! ciclo celular y procesos de diferenciacién durante el
desarrollo del oido interno, se observa que.existe un potencial regenerativo latente en
el OC de mamiferos incluso terminado su desarrolio (Léwenheim y col., 1999; Sage y
col., 2005). Ejemplos de esto es la reincorporacién de CC diferenciadas al ciclo celular,
pudiendo dividirse y establecer nuevas conexiones con el nervic; auditivo, lo cual se
llevé a cabo mediante la delecién condicional del gen retinoblastoma (pRB) en ratén

(Sage y col., 2005). Asi también, el cambio del destino celular in vitro de células no

+sensoriales (CS y células que rodean el OC) con origen embrionaric comun a las CC
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mediante la reprogramacién del patréon de expresion de genes que se expresan
durante el desarrollo del oido interno (disminucién de la expresiéon de p27Kip1)
provocando [a proliferacion, cambio de destino celular y transformacién a CC (White y
col., 2006). Ademas, se ha logrado manipular de manera exitosa la induccién de la
proliferacion y transdiferenciacion in vivo de las CS en estadio postnatal (Izumikawa y

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

3.5 Dafio en el 6rgano de Corti

El grado del dafic preducido en personas con pérdida de audicién o sordera
varfa segun la susceptibilidad y edad del individuo, el tipo, temporalidad y dosis de la

noxa y de la porcién de coclea 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 disminucidén del nimero de estas células
(McFadden y col., 2004). En roedores, se ha demostrado que incluso un dafio leve y
reversible (Schneider y col., 2002), termina en la destruccion y eliminacién de estas
células del epitelio (McFadden y col., 2004; McFadden y col., 2002). En tanto las CS
son mas resistentes al dafio y mantienen su morfologia en el epitelio dafiado. Sin
embargo, cuando ocurre un dafic severo y de larga duracién, las CS pueden ser
eliminadas lo cual deja un epitelio plano mono-estratificado. Cuando el epitelio se
encuentra de esta manera, los experimentos destinados a regenerar las CC en ratén

mediante modificaciones genéticas han tenido escasa respuesta (Raphael, 2007).

Recientemente, se demostrd la conservacion del epitelio de sostén en regiones

de huesos temporales en humanos que sufrian de sordera severa a profunda de causa
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conocida (Hoa M, 2010). Estos antecedentes, demuestran que las CS sobreviven en
humanos con sordera, lo cual da cuenta de las caracteristicas del dafio producido en €l
oldo interno. Ademas, este antecedente da una nocion sobre el potencial regenerativo

del tejido y potenciales intervenciones para lograr la regeneracion de las CC.

3.6 Restitucion de la audicion, terapias e investigacion

Entre los esfuerzos que se realizan para dar con una terapia que resuelva el
problema de la sordera se encuentran: la busqueda de una respuesta regenerativa que
sea significativa, estable y funcional, y la reentrada al ciclo celular de las CS. Como se
sefialé anteriormente, el correcto posicionamiento de las CC es esencial para una
regeneracion funcional efectiva. Con esto en mente, se han desarrollado estudios que
apuntan a probar la transdiferenciacién de las CS a CC. Experimentos con este
enfoque han resultado en una recuperacion parcial de las CC después de una sordera
inducida por frauma acustico, lo cual se aproxima como una posible terapia (Yang y
col., 2012). No cobstante, son muy pocos los estudios que han mostrado ser exitosos,
estables y que han tenido un efecto funcional significativo. Entre los resultados exitosos
de induccidn a la reentrada al ciclo celular y transdiferenciacion en roedores, so6lo han
sido detectados en tejidos de jovenes 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 transdiferenciacién in vivo de las
CS a CC es un enfoque terapéutico posible cuando existe la pérdida auditiva
neurosensorial. No obstante, a pesar de que las respuestas favorables no son
mantenidas en el tiempo y que la estructura no ha logrado ser reproducida, existe

+

evidencia de una regeneracion funcional (Gubbels y col.,, 2010; lzumikawa y col,
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2005). Esta aproximacidén disminuye necesariamente el numero de CS lo cual es
perjudicial para la mantencion del epitelio sensorial debido a las funciones que cumplen
las CS tanto estructurales como fisiolégicas. En vista de ello, otras estrategias deben
ser consideradas para la restitucion de la audicién, teniendo en clara consideracion la
mantencién del nimero y funcionalidad de las CS. Es por esto que es necesario saber
mas sobre las CS, ya que hasta ahora no han sido suficientemente estudiadas como
para comprender como ocurre la pérdida de regeneracion y a la vez saber como poder

manejar el potencial regenerativo latente.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente y con el objetivo de obtener
informacién y las herramientas apropiadas que permitan una regeneracion funcional y
estable para asi contribuir al disefio de futuras terapias médicas, previamente en el
iaboratorio se realizg y analizé un ARN-Seq de las CS y las células del resto de la
coclea en los estadio postnatal temprano 1 y 6 (P1 y P6, respectivamente) en
colaboracion con el laboratorio de Andrew Groves de Baylor College of Medicine
(Texas), pudiendo comparar asl los niveles de expresién entre las CS y el resto del
tejido de la céclea. A partir de estos est;.ldios se desprende este Seminario de Titulo en
el cual se valido la expresion de tres genes (Nr5a1, Tal1 y Nr4a3) seleccionados bajo
diversos criterios a partir de los datos de ARN-Seq en CS durante el desarrollo
postnatal temprano de ratdn (estadios PC y P8). Ademas, se estudi6 la expresion de
Tal1 y Nr4a3 durante el desarrollo pre y postnatal (E13.5, E16, E18, PO, P3, P6) debido
a su alta expresion en el estadio PO y P6, respectivamente. Estos resultados
proporcionan nueva informacién respecto a los genes expresados en los estadios
claves en la perdida de regeneracién en mamiferos, e invitan a seguir investigando su

. posible rol en este ambito.
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4.1

Objetivos

Objetivo general

Validar la expresion de algunos genes obtenidos por ARN-Seq de células de

sostén de la céclea que presentan una‘expresion diferencial entre los estadios P1 y P6

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

la ausencia de regeneracion en la coclea. Ademas, estudiar la expresion de al menos

uno de estos genes duranie el desarrollo pre y postnatal.

4.2

Objetivos especificos

Seleccionar los genes candidatos medianie criterios de expresion diferencial
tanto espacial (expresién en células de sostén y resto de la cbclea) como
temporal (estadio postnatal P1 y P6), el estado del arte del gen (si esta descrito
o no en oldo), si corresponde a un factor de transcripcion, y por los procesos

celulares y sistémicos en los cuales se encuentran involucrados.

Validar la expresion espacial de los genes anteriormente seleccionados en
estadio postnatal 0 (PO) mediante hibridacion in situ, en OC y posteriormente en

celulas de sostén

Estudiar la expresién de al menos uno de los genes que previamente se haya
validado su expresion en células de sostén, durante el desarrollo pre y postnatal
de ratén (estadios prenatales E13.5, E16, E18 y postnatales PO, P3, P6)

mediante hibridacion in situ'y PCR en tiempo real
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5 Materiales y métodos
5.1 Seleccidén de genes candidatos para el 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 células de la céclea de ratén en
los estadios postnhatal temprano P1 y P6 realizado previamente ‘en el laboratorio en
colaboracién con el laboratorio de Andrew Groves del Baylor College of Medicine
(Maass y cols. no publicados) .Posterior a ello, se cred una lista con aguellos genes

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

5.1.1 Parameiros utilizados en la seleccién

A partir de una lista con datos depurados de un ARN-Seq de células de sostén
de raton en estadio postnatal 1y 6 (P1 y P6), se evaluaron diferentes parametros. Los
parametros considerados para esta eleccion fueron: la expresion diferencial tanto
espacial (expresion en CS y resto de la céclea) como temporal' (estadio postnatal P1 y
PB), la presencia o ausencia de publicaciones que describan al gen en cuestién en
oido, el hecho de que este gen corresponda o no a un factor de transcripcién, los
procesos celulares y sistémicos en los cuales se encuentra involucrado; y por Ultimo, el
nivel de conocimiento y estudios en relacion al gen en cuestién (cuan descrito se

encuentra).

5.2 Ratones y disecacidn de cécleas

5.2.1 Ratones
Los ratones de cepa CF-1 de ambos sexos fueron utilizados en los estadios
prenatales E13.5, E16.5, E18.5 y postnatales PO, P3 y P6. Los procedimientos en

animales descritos en el protocolo de bioética n°585 fueron aprobados por el Comité de

16




Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Cada procedimiento

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

5.2.2 Disecacion de cdcleas en los estadios prenatales E13.5, E16.5, E18.5 y

H
postnatales PO, P3 y Pé

Los animales en estadio prenatal fueron sacados del utero de la madre, previa
eutanasia con isofluorano (Abbvie, UK), y mantenidos en hielo sobre una placa Petri
con solucién HBSS (Gibco, Life Technologies) estéril hasta la disecacion. En tanto los
ratones en estadio postnatal fueron puestos sobre un trozo de papel absorbente en una
cubeta de hielo para ser anestesiados y luego decapitados.

Las cécleas de ambos ofdos fueron disecados bajo Jupa en solucién HBSS
estéril utilizando para ello material de diseccidén. Una vez obtenidas las cocleas estas
fueron cultivadas en blacas de cuatro pocillos (Nunc™ 4-Well Dishes for IV F, Thermo
Fisher Scientific) sobre membranas de policarbonato de diémgtro 13 mm y poro de 1
um (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 células a 37°C con CO, al 5%.
Posteriormente, estas fueron fijadas en una seolucion de PFA al 4% en PBS a 4°C
durante 24 h. Al dia sJiguiente, esta solucion fue reemplazada por metanol 100%

(MeOH) (Merck, Millipore) y almacenadas a -20°C hasta su requerimiento.
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5.3 \Validacion de Ila expresion mediante hibridacién in sity,

inmunofluorescencia y RT-PCR.

5.3.1 Diseno de partidores para la generacién de una sonda de ARN

Mediante el uso de las herramientas online gene-NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov)
y Ensemble (http://www.ensembl.org/) se obtuvieron las secuencias génicas de los
genes previamen@e seleccionados. Dado que cada uno de estos tres genes posee
variaciones transcripcionales con empalme alternativo, se opté por una o varias
regiones codificantes (exones) adyacentes conservados dentro de las variantes del
gen. Posteriormente, se procedié al disefio de los partidores mediante el uso de las
herramientas primerBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y AmplifX (Nicolas Jullien;
‘CNRS, Aix-Marseille Université). Puesto que se requeria generar una sonda de
ARN in vitro, se incorporé al extremo 5' del partidor antisentido la secuencia del
promotor  al cual se une la polimerasa c!el fago T7 (5-
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG-3"). Los amplicones obtenidos como
resultado de los partidores especificos disefiados para cada gen cuentan con un
tamario de entre 500 y 700 pb. Finalmente, para verificar que el amplicon resultante
para cada gen no tuviera similitud con otras secuencias en el transcriptoma de ratén,
se realizdé un analisis de comparacion de secuencias mediante la herramienta Blast

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Tabla |: Secuencia de partidores para generar un sonda de ARN.

Gen N° | Tamafio Secuencla de [os partidores Tm | Ndmero de
del {°C) acceso
amplicén GeneBank
o) | r
F: 5-ATTCCTGCCCTAACCCTGCOCATCACS 645
L 827, | R: 5-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
NSt GGAGACAGCCTTGTCCAGTT-3 NM_130051.
F: 5-ATTCCTGCCCTAACCCTGCCCATCAC3 64.5 3
2 533 | R: 5~GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
AGTGGATGTCCAGTCTGGAA-3'
F: 5-GGC ACGCAGTGACCCGCAACTAGAS
3 433 R: 5-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
fat AGCGGCTGGCTAAGGCTAT-3' NM_011527.
F:5-GGC ACGCAGTGACCCGCAACTAGA 3
4 426 R: 5-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
GGCTAAGGCTATAGAGCAGCG-3'
F- 5-GGTCCACTTACGCCACGCAGACTTATOGCT. | 65,3
3.
5 580 .
R: 5-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGGT
Nrda3 GAGGGCTTGAAGAAGA-3 NM_015743,
3
F: 5-ACGCCACGCAGACTIATGGCTCGGAAS 67.4
6 570 R: 5-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAGGT
GAGGGCTTGAAGAAGA-3'
F: 5-GAGGATGAGCTCGTTCCTCIGGATGTGGG-3 | 64.7
7 571 R: 5-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG M O
TAAGGATCATCGTGGAGA-3' . :0419'
Hes5 F: 5-GAGCTCGIICCTCTGGATGTOGGAAGACS | 63,8
8 565

R: 5'-GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGAG
TAAGGATCATCGTGGAGA-3

F: partidor sentido, R: partidor antisentido. En negritas secuencia T7.

(1
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5.3.2 Obtencién de ADN .

La extraccién de ADN se realizé a partir de biopsias de la cola de ratones CF-1
silvestres (aproximadamente 3 mm), las cuales fueron digeridas enzimaticamente én
600 pi de tampdn 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 agregd 500 yl de fenolcloroformo pH 6,6/7,9 y se centrifugd a 16.000 g por 5 min
para separar las fases, luego se transfirid la fase superior a un nuevo tubo al cual se le
agregd 420 pl de isopropanol, se mezcld en vortex y se centrifugd a 16.000 g por 10
min. Posteriormente, se elimind el sobrenadante y"'el'pellet restante fue lavado con
etanol 70% (diluido en agua DEPC) y se centrifugé a 16.000 g por 10 min. Finalmente,
se elimind el etanol y el pellet fue resuspendido en 150 pl de tampén TE {Qiagen) y se

dejo a 55°C por 2 h para luego ser almacenado a 20°C hasta su utilizacion.

5.3.3 PCR y purificacién de templado de PCR

Para verificar el correcte funcionamiento de los partidores disefiados, se realizd
un PCR de prueba a partir de ADN genémico obtenido previamente. La mezcla de
reaccién utilizada en base al kit GoTaq {GoTaq Flexi DNA Polymerase, Promega) fue
de 5 ul de tampén 5X Green, 2 pl de MgCl, 25 pM, 0,5 pl de mix de dNTPs, 1,25 jl de
cada partidor, 2 pl de templado y se completd con agua destilada hasta los 25 L. El
programa utilizado fue de: 1 ciclo de denaturacion inicial a 95°C por 2 min; 40 ciclos de
denaturacion a 95°C por 30 s, hibridacion a la temperatura de fusién (Tm) del partidor
(Tabla 1) por 30 s y extension 72°C por 45 s, terminando con un ciclo de extension final
a72°C 5 min.

Para confirmar la obtencién de ia banda esperada, se homogenizaron 5 ul de

producto de PCR con tampén de carga de ADN 6X y sometidos a electroforesis en
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geles de agarosa al 1% en tampdn TAE 1X a 96 V por 1 h aproximadamente, en
presencia de bromuro de etidio 0,5 mg/mil.

Para asegurar que el producto de PCR fuera realmente el esperado, se
procedié a realizar digestion enzimatica de los productos de PCR. Para elio el producto
de reaccidén de Nrba1l fue digerido con la enzima Hind [l (Fermentas), Nr4a3 fue
digerido con Bel | (Fermentas) y Tall y Hes5 fueron digeridos con la enzima Pst |
(Invitrogen). Todas las reacciones fueron incubadas a 37°C durante la noche (ON). Al
dia siguiente, se realizd una electroforesis como se sefiald anteriormente. Por otra
parte, para confirmar que efectivamente los productos amplificados tuvieran la
secuencia deseada, se enviaron muestras' de producto de reaccién de PCR a

secuenciar (Macrogen, Korea). !

Una vez confirmado que los pr!oductos de reaccién eran Ioé esperados, se
realizé un nuevo PCR el cual mante:nia las proporciones del PCR‘mencionado
ante;iormente, pero con un volumen fiI;al de 150 pl. Posterior a ello, se realizéd una
electroforesis para luego purificar las bandas obienidas para cada gen. Esta

'

purificacién se realizd segln el protocolo detallado para el kit Wizard SV Gel an'd PCR

Clean up System (Promega) segtin indica el fabricante.

5.3.4 Elaboracion de ribosonda in vitro a partir de templado de PCR

Basado en el protocolo de Urness (L. Urness 5/09) para la obtencién de las
ribosondas, se procedié a realizar una transcripcion in vitro con palimerasa T7 a partir
de templado de PCR purificado. La mezcla de reaccion utilizada fue de ‘5 Hl de Dig
RNA labeling mix (Roche), § pl de tampén de transcripcion (Roche), 2,5 ul de inhibidor
de RNasa 2000 U (Roche), 5 pl de ARN polimeraza T7 (Promega), 10 pl de templado

"de ADN y 17,5 pl de agua DEPC; y se incubd a 37°C durante 2-3 horas. A continuacién
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se agregd DNasa | y se precipité el ARN con LiCl para luego diluirio en agua libre de
nucleasa. Posteriormente se cuantificé la concentracién de ARN por absorbancia a 260
nm. Ademas, se controlé la integridad de la sonda mediante una electroforesis de
agarosa 1% a voltaje alto. Finalmente, las sondas fueron almacenadas en tampén de

hibridacidn y mantenidas a -20°C hasta su utilizacién.

Con el propdsito de obtener la mejor HIS posible, se hidrolizé parte del pellet de
ribosonda sintetizzs;da. Para ello, se resuspendié el pellet en 50 pl de una solucién de
40 mM NaHCO3/ 60mM Na,CQ; libres de RNasa y se incubé durante 20 min (para
obtener fragmentos entre 200 y 300 pb). Posteriorn;;nt.e, los tubos fueron puestos en

hielo y se le agregd 100 ul de agua libre de nucleasa.

Tanto la sonda hidrolizada eomo la ne hidrolizada, fueron resuspendidas en 30
ul de acetato de amor‘iio 10 M y 400 pl de etanol e incubadas a -20°C durante 30 min.
Luego fueron centrifugadas a méaxima velocidad durante 10 min., lavadas con etanol al
70% y secadas al aire. Finalmente, fueron resuspendidas en tampén de hibridacién
(HyB) dejandolas a una concentracién de 50 ng/pl, luego fueron almacenadas a -20°C

hasta su utilizacion.

5.3.5 Hibridacién in situ en explantes cocleares completos

Las hibridaciones in sifu (HIS) de Nr5a1, Tall, Nr4a3 y Hes5 en cbclea
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 técnica en
cocleas. Los pasos de los dos primeros dias de protocolo fueron realizados en un

. ambiente lo més libre de RNasa posible. Para ello, el mesén y las pipetas fueron
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limpiados con RNase Away (Ambion), siempre se utilizé puntas con filtro las cuales
fueron renovadas en cada procedimiento, se cambié de guantes constaniemente y se

utilizé mascarilia.

El primer dia de protocolo consistié en rehidratar las cécleas mantenidas en
MeOH 100% mediante lavados con 500 pl de MeOH-PTwn al 100, 75, 50, 25 y 0%,
juego fueron bianqueadas con una solucidén de agua oxigenada 0,1%. Posteriormente,
las cocleas fueron prehibridizadas con tampén de hibridacion (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, "t‘;niM EDTA y agua DEPC para
compiletar) durante 2 a 3 h a 64°C. A continuacién, se realizé la hibridacion para lo cual
se agregd la sonda especifica para cada ensayo (concentracion 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 lavéd con una mezcla 1:1 de HyB:MABT durante 20 min a
64°C y posteriormente se lavaron tres \:'ECES durante 1 h en MABT a temperatura
ambiente y en agitacién. A continuacién, se procedié con el bloqueo de éstas con
MABT, 20% suero de oveja (Gibco) y 2% de BBR (Roche) al menos 1 h, y luego se
procedio a incubar[as con anticuerpo antidigoxigenina (Roche) diluido 1:2000 en PTw
ON a 4°C. Al tercer dia, las cdcleas fueron lavadas tres veces con MABT 1 h a

temperatura ambiente y agitaciéon. Posteriormente, éstas fueron lavadas dos veces con

tampén AP (TrisCl 1M pH 9,5, NaCl, MgC! 2M, Tween20 y agua) durante 20 min, para

et

fuego ser incubadas en la solucién de color (tampén AP mas 0,45 ul de NBT y 3,5 ul de

+ BCIP por ml) por un tiempo determinado por el experimentador y siempre mantenidas

23



en oscuridad. Con esto, se logré obtener el precipitado de color azul cuya reaccion una
vez alcanza la coloracion adecuada es detenida con 2 lavados con tampén AP y luago
fijadas con PFA 4%. Posteriormente, las muestras fueron montadas en portacbjetos a
los cuales se les agregaron unas gotas de glicerol, se posd el cubreobjeto y se sellé
con esmalte de ufa por los costados. Finalmente, [as muestras fueron observadas al

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

5.3.6 Secciones de céclea
Una vez realizadas las HIS, las cécleas fueron rescatadas de los portachjetos,

para luego proceder con el corte histolégico.

En un comienzo, se procedié fijando las cocleas en PFA 4% durante 1a2 h a
temperatura ambiente. Luego, los tejidos fueron posados en los pocillos de una placa
son una solucion de \PBS con 15% de sacarosa y mantenidos a 4°C hasta que se
hundieran. Luego, las cécleas fueron incubadas en una solucion 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 seccién en frio y mantenidos a 4°C por no mas
de fres dias. Finalmente, el molde de gelatina-coclea fue cortado en forma de cubo
para adherido al soporte del criostato (Leica CM1510 S). Este bloque fue embebido en
0O.C.T Tissue-Tek (Sakura, USA) y una vez que este se congeld se procedié a cortar la
muestra. Los cortes 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 |a

muestra.
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5.3.7 Inmunofluorescencia
Se realizaron inmunofluorescencias de miosina VI (MyoVI, marcador de células
ciliadas) sobre los portaobjetos que contenian los cortes de cdclea a los cuales

previamente se les habia realizado HIS.

Para dar inicio a esta técnica, se fijaron las muestras en PFA al 4% ON a 4°C.
Al dia siguiente se lavé con 500 pl de PBS-durante 5 min en agitacién (se repitié 3
veces). Luego, Ias; muestras fueron permeabilizadas/bloqueadas en 500 ul de una
solucién con 2,5% de 'suero de burro, 3% de Triton X100 al 10% y PBS (la misma
utilizada para la dilucion del anticuerpo primaric;" y. secundario) durante 1,5 h.
Posteriormente, se incubd con 200-250 i de anticuerpo primario MyoVI 1:500 (25-
6791, Proteus BioScience} y se mantuvo a 4°C durante la noche. Al dia siguiente, se
lavé con PBS durante 5 min con agitacién 3 veces. Luego se incubd con 200 ut de
anticuerpo secundario anti-conejo rhodamine red X (Jackson Immuno Research Inc.)
durante 1,5 a 2 h. Finalmente, se agregaron unas gotas de vecta shield (Vector labs)

sobre [os portaobjetos con las muestras para luego ser cubierto con un cubreobjeto vy

sellado con esmailte de ufias por los costados.

5.3.8 Visualizacién y procesamiento de imégenes

Una vez realizados los experimentos de HIS e inmunofiuorescencia sobre los
cortes de cdclea, fue posible observar los resultados mediante el uso del microscopio
DIC Nikon Eclipse 80i. Para ello se ufilizd la fase de campo claroc con DIC para
observar los resultados de la HIS. Mientras que para observar los resultados de la
inmunofluorescencia se utilizé el modo de fluorescencia. Ambas observaciones

realizaron con el maximo zoom propercionado por el equipo, 40x.
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Una vez obtenidas las imagenes, estas fueron procesadas en el programa
Imaged (NHI, USA) en el cual se le dio color y se modificaron los niveles de brillo y
contraste. Posteriormente, se utilizé el programa Photoshop (Adobe) para generar las

uniones de las imagenes.

54 PCR en tiempo real
5.4.1 Diseiio de partidores para RT-PCR

Para el dis;eﬁo de los partidores para RT-PCR, se identificaron las zonas
comunes entre las diferentes variantes de los franscritos de Nrba1, Nr4a3 y Tall.
Mediante la herramienta Amplifix (Nicolas Jullien; CNRS Aix-Marseille Université), se
disefiaron los pariidores para los franscritos en cuestion. Para ello, se restringio el
numero de bases del producto de ampilificacién de 70 a 120 pb, una Tm cercana a los

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

obienidos se sefialan en la Tabla Il.

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

Gen | Tamaho del Secuencia de los partidores Tm Ntdimero de
amplicdn (°C) acceso
{ph) GeneBank
F: 5'-GTTACTGGACAGGAGGTGGAG-3' 80
Nrsat % R: 5-TGGAGCACTAAGTCTTGGGC-3 NM_139051.3
F: B-TCTGATGGTCCTCACACCAAA-3' 60
Tall % | R 5-GCTCAGCAAATGCCCCATTC-3 NM_130051.3
Nrda3 115 F: 8'-AATGCCCTTGTCCGAGCTTT-3' 60 NM_015743.3
R: 8-AGAACTGTTGCACGTGCTCA-3

F: partidor sentido, R: partidor antisentido.
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5.4.2 Extraccién de ARN y sintesis de cADN

Para obtener 1 muestra (n=1) de cADN de EV u OC, fue necesario realizar la
extraccion de ARN de 4 cécleas puesto que estas son muy pequefias y esta bajo el
limite de extraccién para el kit ufilizado. Para este procedimiento se utilizd el kit de
extraccion Purelink™ RNA Micro Kit (Invitrogen) y se siguieron las instrucciones dél
fabricante. Posterior a ello, se midi6 la concentracion de ARN mediante
espectofotometro (260 nm) diluyendo las muestras en TriHCI 10 mM pH 7.5 (dilucion

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

Para la sintesis de cADN, se utilizd el kit Superécrip lIt Reverse Transcriptase

(Invitrogen) y se siguieron las instrucciones detalladas por el fabricante.

5.4.3 RT-PCR

A partir del cA‘DN sintetizado como se menciond anteriormente, se procedié a
realizar la mezcla de reaccion para el RT-PCR de Nr5a1, Tal1 y Nrd4a3. La mezcla de
reaccion considerada para 16 reacciones estaba compuesta por: 141,6 ul de master
mix 2X (SYBR Green PCR master mix, Applied Biosystems), 110,4 pl de agua, 1,4 ul
de partidor sentido y 1,4 ul de partidor antisentido, ambos a una coﬁcentracién de 10
pmol/ul. A continuacion, se mezclaron los componentes mediante “up and down” y se
centrifugd por unos segundos. Se agregd 31,1 pl de mix de reaccion junto con 3,5 ul de
muestra (CADN) a unos tubos de 1,5 ml y se mezcld. Luego, se agregaron 15 pl 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 (ThermoFIsher). El programa de amplificacion utilizado fue en total
de 2 h. Los pasos individuales corresponden a 1 ciclo de denaturacién a 95°C por 10

1

min; 40 ciclos de denaturacién a 95°C por 15 s seguido por hibridacién a 60°C (Tm) por
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1 min, una etapa de curva de fusion de 95°C por 15 min y luego a 60°C por 1 min, para

finalizar a 95°C por 15 s.

5.4.4 Analisis estadistico

L.os resultados de RT-PCR fueron presentados como los promedios +SEM de
las réplicas en cada estadio (para cat.:ia estadio se utilizaron 4 réplicas, cada una
correspondiente a 4 cocleas (sea EV u OC)). Se utilizé el programa GraphPad Prism 6
para el analisis de los datos y el disefio de graficos. Para evaluar la normalidad de los
datos obtenidos se utilizo el test Shapiro Wilk. En el caso de los datos normales se
realizé un Anova de una via en conjunto con el test de Tukey (valores significativos

*p>0,05), en el caso contrario se utilizd el test estadistico Krustal Walis.
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6 Resultados
6.1 Seleccion de genes candidatos para su posterior validacion,

A partir de una lista de genes con expresion diferencial proveniente de un ARN-Seq
realizado en base a ARNm total de CS aisladas en etapa postnatal 1 y 6 (P1 y PB), se
evaluaron diferentes parametros con los cuales se logro seleccionar tres genes para su
posterior validacidén. Si bien la técnica de ARN-Seq es mas 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 seleccion del tamaiio de los fragmentos y
contenido de GC; asi como errores de secuenciacion por cambio, insercién o delecion
de una base. Estos errores pueden tener un gran impacto en el analisis bioinformatico
conduciendo a conclusiones erréneas con respecto al conjunto de transcritos de ARNm
por lo cual se hace necesario validar estos resultados mediante técnicas como RT-

PCR y HIS.

Con el objetivo de validar los resultados-arrojados por ARN-Seq, se evalué una lista
de genes en base a una serie de criterios con los cuales se logré seleccionar tres
genes para su posterior validacion. El primer criterio a considerar fue su valor de
lecturas por kilobase de un millén de lecturas mapeadas (RPKM) a P1, P86 y la relacion
entre estos dos (Tabla Ill). Esto consiste en una medida cuantitativa de la expresién
génica de los datos obtenidos por ARN-Seq. Se prestd principal atencién a aquellos
genes que tenian una alta expresion en P1 y/o un valor significativo en la relacién
P1/P6, puesto que es en esta etapa donde existente un potencial regenerativo.

Ademas, se eligieron solo aquellos genes que fueran factor de transcripcion, ya que las
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investigaciones enfocadas a comprender el fenémeno de la pérdida de regeneracion y
la busqueda de una transdiferenciacion funciona! y estable estan directamente
relacionadas con la regulacién de la transcripcién del ADN. Junto con ello, se tuvo en
cuenta la cantidad de informacién (publicaciones) respecto a los genes, puesto que con
esta investigacion también se pretende aportar al conocimiento de los genes

seleccionados.

Tabla Ill. Genes seleccionados en base a una lista de genes potenciales
expresados en células de sosién.

Simbolo Nombre P1 P& P1/P6
RPKM | RPKM ({tasa de
cambio)
1
Nr5a1 |[Recepfor nuclear , subfamilia 5, grupo A, miembro 1| 62,9 3,65 17.2*
Tall Gen de leucemia linfoide aguda de células T 1 279517 71,13 39,3
Nrda3 | 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 eligio el receptor nuclear de la subfamilia 5, grupo A, miembro
1 (Nr5a1), el receptor nuclear, subfamilia 4, grupo A, miembro 3 (Nr4a3) y el gen de
leucemia aguda linfoide de células T 1 (Tal1). Todos ellos descritos como factores de
transcripcion. Si bien, Nr6a1 tiene una baja expresién génica en comparacién con los
otros dos genes seleccionados tanto en P1 como en P86, la tasa de cambio P1/P6
resulta significativa por una mayor expresion de este en el estadio P1. Tall es el que

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

expresion en P6 su tasa de cambio resulta no significativa (Tabla IIf).

Tanto la expresiéon de Nr5a1 como Tal! nunca habian sido descritas en el oido
interno, a diferencia de Nr4a3 que ha sido descriio en el desarrollo del canal
semicircular (parte del érgano del equilibrio), expresandose en las células 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 expresion en

OC nunca ha sido evidenciada.

iey

6.2 Validacion de la expresion de Nr5a1, Tal1 y Nr4a3 en érgano de Corti.

Para validar la expresion de los genes seleccionados, se llevo a cabo [a técnica

HIS en cécleas de ratones recién nacidos y ratones con 6 dias de nacidos (PO y P6).

Para ello, se disefiaron dos pares de partidores para cada gen seleccionado
como para el control positivo (todos los partidores-antisentido contenian en su extremo
%' la secuencia del promotor del fago T7 para su posterior transcripcién). Luego, se
llevé a cabo un PCR y se corrobord la obtencion de los productos de reaccién
esperados mediante digestidn enzimatica y secuenciacién. Posteriormente, se procedio
a sintetizar la ribosonda (completa e hidrolizada) mediante transcripcion in vitro. En
paralelo, se disecaron cécleas de ratén CF-1 en estadio postnatal 0 y 6, sobre los

cuales se realiz6 la hibridacién in situ de explantes cocleares completos.

Como control positivo de expresién en CS se utilizd Hes5, cuya expresion es
importante en el OC, comenzando en los estadios embrionarios tardios de raton,
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: Sintesis de ribosondas mediante transcripcién in vilro. A. Electroforesis de los

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

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

cada digestion correspondieron a los tamarios esperados para Nrba1 (455 y 172 pb), Tal1 {304

y 129 pb), Nrd4a3 (350 y 220 pb) y Hesb (343, 173 y 49 pb). C. Gel representativo del producto

de PCR (a) con el cudl se realizd la transcripcién in vitro para la obtencion de la sonda {b). En

los carriles b destacan dos bandas de las cuales la de mayor tamafio corresponde a ADN sin

transcribir (previo a la degradacion 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 tamario esperado, sin embargo se eligid solo un par para
cada gen. Los seleccionados corresponden a aquellos con mejor rendimiento al
realizar el PCR, lo cual estuvo determinade por la intensidad de la banda en el gel de
agarosa, la presencia de una scla banda y la concordancia con el tamafio esperado.
Los partidores seleccionados corresponden al partidor 1 para Nrba1 (627 pb), partidor
3 para Tal1 (433 pb), partidor 6 para Nr4a3 (570 pb) y partidor 8 para Hes5 (565 pb)

(Figura 2.A).

Luego de las respectivas digestiones enzim;t'icas a los productos de reaccion
amplificados con los partidores seleccionados (enzimas sefialadas en la seccion de
Materiales y métodos 5.3.3), se observé que las bandas obtenidas en el gel de agarosa
correspondieron a los fragmentos de ADN de tamarfio esperado para cada digestion
(Figura 2.B). A su vez, los resultados de la secuenciacion arrojaron concordancia entre

el producto de reaccion esperado in silico y el obtenido por PCR (datos no mostrados).

Durante la sintesis de las ribosondas se realizé una electroforesis previa a la
degradacion del ADN confirmando la existencia de una banda mas intensa que el
templado utilizado en [a reaccién de sintesis de la sonda (Figura 2.C). Esto confirma
que la transcripcion ha sido exitosa. Una vez terminada la sintesis (posterior a la
degradacion def ADN templado mediante el uso de la enzima DNasa 1) se realizé una
electroforesis a alto voltaje con lo cual se comprobé la presencia de una sola banda

integra, lo que da cuenta de la obtencién de una sonda de ARN no degradada.

Una vez obtenidas las sondas se llevo a cabo las HIS en explantes cocleares

completos en estadio PO 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
(detailado en Materiales y Métodos 5.3.4) y sondas no hidrolizadas (la de mayor
tamafio fue Nr5a1 con 627pb) en diferentes concentraciones para establecer la mejor
combinacién 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/pl para Nr5a1, Nr4a3 y Hes5, y para Tall fue de 0,05 ng/pl. Los tiempos de
incubacién luego de comenzada la reaccion de color en tampon fosfato (AP) con
NBT/BCIP fueron de 5,5 h para Nr5a1, 18 h para Nr4a3, 21-22 h para Talt y 7 h para

Hes5.
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Figura 3: Validacién de la expresion diferenclal de Nr5a, Tal1 y Nr4a3 en Organo de Cortl
de ratén en estadios PO y P6. A. Hibridacién in situ (HIS) de los mensajeros de Nr5a1, Tali,
Nr4a3 y Hes5 (control positivo) en explantes de cécleas de ratones de 0 y 6 dias 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 apice de la coclea.
Cuadrado con lineas discontinuas sefiala la zona amplificada. Corchete blanco sefiala OC.
Escala: 300 um filas superiores y 60 pm filas inferiores. B, C y D. Graficos representativos de
los resultados de RT-PCR obtenidos al amplificar especificamente cADN de Nrbal, Tall y
Nr4a3 respectivamente, en estria vascular (EV) y érgano de Corti (OC) en los estadios PO y P8.
Los datos fueron normalizados en base a la expresion del geni en OC en el estadio PO. Sélo los
datos de Tall y Nr4a3 fuercn normales (test Shapiro Wilk), los cuales fueron evaluados
mediante Anova y test de Tukey. En tanto Nr5a1 fue evaluado mediante krustal-Walis. Los

resuitados corresponden al promedio  SEM (n=4). Prueba de Tukey, *:p<0,05, **:p<0,001. Solo

se muestiran asteriscos en las pruebas significativas.
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Mediante la visualizacion de los explantes a campo claro en microscopio DIC
fue posible apreciar una clara expresion de estos genes en el OC en cécleas en
estadio PO y P6. Sin embargo, la marca obtenida en P6 no fue tan intensa como en PO
para las sondas de Nr5a1, Tal1 y el control positivo Hes5, donde ia marca en Nr5a1 y
Hes5 es referentemente apical. Tall destaca por una marcada expresion en PO al igual

gue Nr4a3 pero este en estadio P86.

Para confirmar los datos entregados por ARN-Seq y validar de manera
cuantitativa la expresion de estos genes observados mediante HIS, se realizd RT-PCR
en EV y OC. La EV consiste en un epitelio e;iratiﬁcado que forma el borde
endolinfatico del conducto coclear y que esta ubicado hacia lateral en la escala media,
lugar donde también se encuentra el OC pero este se encuentra en la pared basal en
su regién mas medial. La EV fue utilizada como control de la expresion especifica en
OC empleando otro tejido coclear. Los resultados de RT-PCR muesiran una expresion
no significativa entre EV/OC en PO/P6 para Nr5a1. 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 expresion en P6 e incluso, mas alta en EV que OC.
Ademas, presenta una expresion similar entre EV y OC en PO siendo que por HIS se
observa una mayor expresion en el OC. Cabe destacar, que en OC P8 sélo se
obtuvieron dos resultados de los cuatro cADN utilizados siendo la deteccién en este
estadio mas dificil de obtener. Por otra parte, Tal1 se expresa mas en OC de PD que
P6 y en PO esta expresién 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 siendo ésta muy baja en EV. Ademads, su expresién aumenta

significativamente de PO a P6 lo cual es respaldado por lo observado en las HIS.
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6.3 Validacion de la expresion de Nr5a1, Tal1y Nrd4a3 en células de sostén.

Para lograr identificar si efectivamente estos genes se estaban expresando en
las CS, se realizaron cortes de las cocleas PO a las cuales previamente se les habia
realizado H!S (primera fila Figura 3.A), por lo tanto los cortes no incluyen el resto del
conducto coclear ni la region de la EV. Estos cortes fueron de 14 ym para lo cual se
utilizé un criostato. Una vez obienidos los cortes, se procedidé a realizar una
inmunofluorescencia anti miosina VI (MyoVl) con el objetivo de tefiir las CC y asi poder

distinguir y discriminar de mejor manera la arquitectura celular.
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Figura 4: Confirmacién de la expresion de Nr5a, Tal1 y Nrd4a3 en células de sostén en

estadio P0. A. Cortes apical-medial de las cocleas en estadio postnatal 0 a las cuales se les

habia realizado hibridacién in situ (primera fila Figura 3.A) e inmunofluorescencia anti Myo 6

(rojo); grosor: 14 um. Columna de la izquierda sefala la inmunofluorescencia anti MyoV| 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 unién de las imagenes

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

columnas: 50 ym, zoom de la unién: 25 pm. Flecha indica célula ciliada interna (CCl), cabeza

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

se logra obtener un mejor reconccimiento 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 continuacidn, se observa el precipitado azul obtenido con la HIS el
cual fue pseudo-coloreado verde. Cada HIS tiene un patrén de marca diferente, siin
embargo es posible apreciar con claridad gue esta expresion ocurre en las CS. En la
columna siguiente, se observa la unién de las imagenes en color rojo y verde con lo

cual se pude distinguir mas faciimente la marca obtenida con HiS.

' Gracias a la Figura 4.B y al zoom digital sefialade en la columna de la derecha

de la Figura 4.B, fue posible distinguir el tipo celular marcado con HIS en cada corte.
En el caso de Nrba1 en el OC, se observa una marc-:.z:\ ihtensa en las células pilar, una
marca mas débil en las células de Deiters y una marca difusa medial y fuera del OC en
las células del limbo espiral (Figura 4.A), représentado en el esquema Figurai.C. En
Tal1, en el OC se observa una marca muy intensa en la base de las CC externas, asi
como una marca intensa en las células de Deiters, pilar y falangicas, y fuera y medial ai
OC una marca difusa en las células del borde y del limbo espiral en las regiones
superior e inferior de éste. En Nr4a3, se observa una marca intensa en la zona inferior
de la primera CCI, en la célula falangica y una marca débil en las células de Deiters.
También se observa una marca intensa hacia medial del OC en la parte inferior y
superior del limbo. Ademads, en el exiremo izquierdo del corte se aprecia una alta
expresion de Nr4a3 en posibles neuronas del ganglio espiral. Cabe destacar, que en
todos los cortes la marca obtenida con HIS esta situada en el citoplasma de las células

teiiidas.

Debido a que la expresion de Nr5a1 entre los estadios estudiados no sufre un
cambio importante (baja intensidad en ambos estadios) en comparacién a los otros

genes estudiados, y ademas, debido a que no fue posible obtener partidores confiables
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{estables en las mediciones) para RT-PCR, este gen no fue elegido para realizar el
estudio de expresion temporal. Ademas, los resultados obienidos se contradicen con

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

6.4  Evaluacién de la expresién temporal de Talt y Nrda3 en células de sostén

y drgano de Cortl.

Una vez validada la expresion de estos genes en CS se procedid a estudiar el
patrén de expresion temporal de Tal1 y Nrda3 para lo cual se desarrollé HIS en cdcleas
de ratones en estadios pre y postnatales temprano {(£13.5, E16.5, E18.5, PO, P3 y P6
para Tall y E18.5, P0, P3 y P6 para Nr4a3). Ademas, se realizd RT-PCR para
determinar el nivel de expresion de estos genes en los estadios sefialados, excepto

E13.5.
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Figura 5: Perfil de expresiéon temporal de Tal1 y Nrd4a3. A. Hibridacion in situ del mensajero
de Tal1 en cocleas de ratones en los estadios prenatales E13.5, E16.5, E18.5 y postnatales PO,
P3 y P6. B. Hibridacion in situ del mensajero de Nr4a3 en cocleas de ratones en los estadios
prenatal E18.5 y postnatales PO, P3 y P6. Fila inferior en A y B corresponde a un zoom de la
imagen superior. Asterisco sefiala el apice de la céclea. Cuadrado con lineas discontinuas
sefala la zona amplificada. Corchete blanco sefiala OC. Escala: 300 um fila superior y 50 um

fila inferior en A y B. C-D. Gréficos 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 datos fueron normali‘zados en base ala
expresién del gen en el estadio P0. Mediante el test de Shapiro-Wilk se evalué normalidad. Los
datos de Tall fueron evaluados por ANOVA y test de Tukey, en tanto Nrda3 fue evaluado por el
test de Krustal Walis. Los resultados corresponden al promedioc + SEM (n=4).*:p<0,05 y

**:p<0,001.
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El patron de expresion temporal de Tal1 en el OC determinado mediante HIS

comienza con una muy baja expresion en el estadio E13.5, el cual va aumentando
hasta alcanzar su maxima expresion en PO la que luego decae drasticamente hacia P3
y P6 (Figura 5.A). En los estadios prenatales es posible cbservar una mayor marca
hacia el ganglio {zona interna de la céclea, ver esquema Figura 1.C) que en OC, a
diferencia de los estadios postnatales en los cuales al expresion es principalmente en
OC. Los puntos azules que se aprecian en el estadio P3 corresponden a precipitado
inespecifico producto de la técnica utilizada. El patron de expresion de Talt
determinado por RT-PCR confirma una maxima expresién en E18.5 y PO los cuales
son significativamente distintos a la expresién obtenida en los ofros estadios. La

disminuciéon de la expresion 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 cocleas de los distinios estadios indicados para Nr4a3,
se aprecia una alta expresién en PO, P3 y PG, siendo es este ﬁltimo bastante intensa.
En el estadio prenatal £18.5 se observa una leve expresion de Nr4a3 en el OC, pero
una mayor expresion en la zona del ganglio. En el estadio P8, también es posible
apreciar una alta expresion de Nr4a3 en ia EV (hacia lateral de la céclea). A diferencia
de lo sefialado en el grafico de RT-PCR para Nr4a3 (Figura 5.D); la HIS en P3
presenta una marcada expresion en el OC, menor a P68, pero bastante similar a P0. Por
RT-PCR se confirma que la expresion mas alta de éste 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 expresion no es significativamente distinta de

PO aungue existe una tendencia al aumento de PO hacia P8. Esto se contradice con io
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obtenido en ARN-Seq, donde la expresion en PO es mayor que en P6, pero su relacion

P0/P6 no es significativa.

Cabe destacar gue para la realizacion del RT-PCR se utilizd todo el OC, por
ende los resultados obtenidos corresponden a la expresion de estos genes tanto en CS

como en otras células del érgano en las cuales también se pueden estar expresando.
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7 Discusién

La falta de conocimiento en relacion a las causas de la pérdida del poder
regenerativo y el perfil de expresion génico de las células del OC, limitan los avances
hacia la restitucion de la audicién en mamiferos. Es importante conocer mas sobre la
expresion génica de las CS ya que estas mantienen su morfologfa en el epitelio luego
del dario, convirtiéndose en el blanco celular mas atractivo para restituir las CC y por

ende la audicion.

Con el objetivo de conocer mas sobre el péi‘fil’ de expresion génico de estas
células, se validé la expresion de Nrba1, Tal1 y Nrd4a3, genes seleccionados para su
estudio principalmente por tener una mayor expresion en estadio PO que en P6. Esta
es una caracteristica interesante a estudiar debido a que es en esta etapa del
desarrollo donde se ha logrado la transdiferenciacion exitosa de CS a CC, sin embargo
esta respuesta no es mantenida en el tiempo (lzumikawa y col., 2005; Qesterle y col.,
2011). Junto con ello, esta etapa coincide con el momento en que en el tejido det OC
aparece una disminucion notoria e importante en la respuesta regenerativa (Maass

2015).

Cabe sefialar que durante el desarrollo de un organismo pluricelular actian
estrategias de expresion génica comunes gue dan origen a la variedad de 6rganos y
tipos celulares diferentes de un individuo (Cooper, 2000). Es por esto que resulta
importante estudiar la expresion de genes ya estudiados en otros sistemas durante el

desarrollo y de los cuales no se han estudiado en el érgano de la audicion.

NrSa1 (también conocido como SF-1) es un miembro de la superfamilia de

receptores nucleares que codifica para un factor de transcripcion el cual esta
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involucrado en la determinacidon del sexo y en el desarrollo reproductivo y adrenal
humano mediante la regulacion de los promotores de genes androgénicos (Luo y col,,
1994). Antecedentes sefialan que variaciones de este gen causan agenesis adrenal,
disgénesis testicular {desarrollo anormal del testiculo) con un subsecuente fenotipo
femenino o reduccién de la producciéon de andrégenos, insuficiencia ovarica primaria
(pérdida de la funcion normal de los ovarios antes de los 40 afios) e hipospadia
(afeccién 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 validacién
de su expresion debido a que tiene una expresion-significativa durante el desarrolio
postnatal temprano y por su partic¢ipacion en el desarrollo de ofros sistemas. Los
resultados obtenidos por HIS indican 'que Nr5al se expresa en el OC y que su
expresion varia temporaimente (Figura 3.A). En los cortes de coclea se observd
expresion de NrSa1 en las células pilares, células falangicas y en general en [a zona
bajo las células ciliadas internas. También es posible observar una expresién menos
intensa en las células de Deiters (Figura 4.A). Los datos obtenidos por RT-PCR indican
que la expresion de Nr5a1 tiende a ser mayor en P6 que en PO, siendo mayor én 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 atribuir a que el equipo utilizado para RT-PCR no logro
detectar regularmente la sefial emitida por el cADN unido a fluoréforo debido a que
desde un comienzo la cantidad de cADN fue baja, es decir, Nr5a1 presenta una baja
expresién en cdclea en los estadios estudiados, lo que a su vez se corrobora con los
valores de RPKM seftalados 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 el utilizado en este seminario de titulo (Tabla I1), ya

que siempre se obtuvieron valores del ciclo umbral (Ct) bajos, es decir, una baja
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expresién de este gen en las muesiras analizadas. Por todo o mencionado
anteriormente, la expresién de NrSa1 no fue validada puesto que los resultados
obtenidos en este seminario de titulo fueron contradictorios a los obtenidos por ARN-
Seq. Por consiguiente, debido a estos resultados contraproducentes y a que su
expresion cambia levemente entre PO y P6 comparado con los ofros genes candidatos,

Nrba1 no fue elegido para realizar el estudio de expresién temporal.

Nr4a3 (también 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 proteina que actia como fact;r }je transcripcién el cual esta
involucrade en la regulacién de la proliferacion, supervivencia de variados tipos
celulares y fambién en metabolismo e inflamacién (Ranhotra, 2015). Entre sus
principales roles esta la mediacion de la proliferacién vascular del misculo liso, células
progenitoras mieloides y células pancreaticas del tipp B. También, media la
supervivencia neuronal inducida por CREB, regula [a translocacidon de SLC2A4
(transportador de glucosa) a la superficie celular y durante la gastrulacién juega un rol
crucial en la formacién de mesodermo anterior mediante el control de la migracién
celular (Liu y col., 2013; Medunjanin y col., 2015; Ranhofra, 2015). Defectos en este
gen son una de las causas del sarcoma de Ewing que consiste en tumores y
metastasis de células 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 validacion en OC, Nr4a3 si ha sido descrito en oido interno donde desempefa
un papel como mediador clave de la fase de crecimiento proliferativo en el desarrollo
del canal semicircular {Ponnio y col., 2002) pero su expresion no habifa sido descrito en

el drgano de [a audicion. Segln los resuitados obtenidos en este seminario de titulo,
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por primera vez se describe la expresicn de Nr4a3 en el OC durante la primera semana
del desarrollo del ratén. El estadio donde se observa la mayor expresién de este gen
es en P6 lo cual fue verificado tanto por HIS como RT-PCR (Figura 5.B y D). Estos
resultados, no concuerdan con [os obtenidos por ARN-Seq donde se sefiala una mayor
expresién en PO que P86, sin embargo la relacion P0O/P6 resulta no significativa (Tabla
111). Ponnio 2012, indica que durante el desarrollo ético temprano, Nr4a3 se expresa en
el canal semicircular formando las placas de fusion. Después de la formacién de la
coclea, Nr4a3 es expresado en el vestibulo limitdndose a las células epiteliales no
sensoriales localizadas en el borde interior de los-canales semicirculares, paredes
ampulares y utriculares. Segun los cortes de la cécleas con HIS e inmunofluorescencia,
Nrda3 se expresa principalmente en la zona inferior de la primera célula ciliada externa
y en la ceélula falangica en estadio PO (Figura 4.A). La alta expresion de este gen al
final de la primera semana de nacido, sugiere que podria estar involucrado en la
perdida de, potenciar regenerativo observado luego de lograr la transdiferenciacién
eficiente en estadio postnatal temprano {lzumikawa et al., 2005; Mizutari et al., 2013;
Tona et al., 2014). Considerando lo mencionado anteriormente, Nr4a3 podria estar
inhibiendo los genes involucrados en la reentrada al ciclo celular en las células de
sostén en las cuales se demostré su expresion durante PO. De esta manera, el
aumento en la expresion de Nr4a3 de PO a P6 podria significar una inhibicion directa
sobre genes que permiten la entrada y mantencién en el ciclo celular. Por tanto, resulta
interesante seguir evaluando este gen mediante la modulacién de su expresion en
cocleas sanas y con dario, con el objetivo de investigar su posible rol en la detencién

del potencial regenerativo.
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Tal1 (también conocido como SCL-1) es un factor de transcripcion miembro de
la familia hélice-bucle-hélice base (bHLH). Experimentos de “gene targeting” han
revelado que este gen es crucial para el desarrollo de la hematopoyesis primitiva en
ratén y también es requerido para la generacion de todo el linaje hematopoyético en
adulio (Robb & Begley, 1997). Esta asociado a enfermedades que incluyen la leucemia
linfoide aguda de células T y leucemia aguda linfoblastica de precursores de células T
(Q. Chen y col., 1990). Los resultados de HIS y RT-PCR para Tal1 confirman lo
sefialado por ARN-Seq. Esto consiste en una alta expresion en PO en comparacion con
los otros estadios estudiados, la que disminuye drasticamente hacia P3-P6. A E18.5,
Tal1 se observa ubicuamente en la céclea con una marca mas intensa hacia la zona
del ganglio que en OC. Por RT-PCR, E18.5 y PO corresponden a los niveles mas altos
de expresion en el pe[fil de expresion pre y postnatal temprano, etapa en que ocurre la
diferenciacion terminal de CC y CS (Figura 5.C). Antecedentes sefialan que la
activacion de la via de sefializacién Notch acelera la degradacion de TAL1 a través de
vias dependientes de proteosomas mediados por ubiquitina in vitro (Nie y col., 2008).
En el contexto de la audicidn, la activacion de esta via de sefializacién y por
consiguiente la degradacion de TAL1, podrian indicar que este gen actua inhibiendo la
diferenciacién celular de CC y CS en estadios postnatales E14.5-E17.5. Junto con
esto, existe la posibilidad de que TAL1 regule la transcripcién mediante la manipulacion
del cédigo de histonas y la esfructura ];)cal de la cromatina (Huang y col., 2000). En
vista de este antecedente, Tal1 podria estar jugando un rol importante en la pérdida del
potencial regenerativo impidiendo .'Ia regeneracion de las CC en etapa postnatal
temprana mediante una modificacion éirecta del ADN. Por otra parte, estudios de
inhibicion de la ruta de Notch mediantesel uso de la droga DAPT (ensayos realizados

por el laboratorio de Andrew Groves (datos no publicados)) apuntan a una disminucion
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de la expresion de Tal1, lo cual sugiere que este gen se encontraria rio abajo de Notch.
Sin embargo, en etapa postnatal temprana no resuita claro si Tal1 jugaria un rol en el
término del potencial regenerativo, puesto que podria estar inhibiendo la diferenciacién
celular; o de manera opuesta, estaria otorgando potencial regenerativo. Se ha
reportado que la ausencia de la sefializacién Notch-Hes5 en cocleas adultas normales
y dafiadas se correlaciona con la falta de potencial regenerativo, mientras que su
activacion en la coclea neonatal se asocia con una mayor capacidad para la plasticidad
o regeneracion del tejido, lo que sugiere que esta via puede estar involucrada en la
regulacién del potencial regenerativo (Hartman y col., .2009). Siguiendo esta idea, si
Talt es un gen blanco rio abajo de la sefalizacién Notch en CS, podria actuar de
manera similar que Hes5 debido a que su expresion en PO, que es la mas alta dentro
de los estadio estudi_ados. baja significativamente hacia P3-P6 tal como ocurre con
Hes5. Por otro lado, aniecedentes reporian que en un periill de expresion génica
hematopoyética defectuosa ocasionada por el bloqueo de la via de sefializacion
Hedgehog (Hh), manteniendo inhibida la via de sefializacién Notch, la sobreexpresién
de Tall rescata el fenotipo. Esto sugiere que Tall podria estar rio abajo en la
sefializacion de Hh, del cual se ha reportado su participacion en la regulacién de las
propiedades de las células prosensoriales durante la diferenciacion de las CC en una
onda basal-apical en coclea de mamifero (Tateya y col., 2013). Ademas al integrar
estos antecedentes mas los resultados obtenidos en este seminario de titulo, se podiia
plantear que Tal1 podria estar formando parte de la comunicacion entre estas dos vias
de sefalizacion (Notch y Hh), ademas de estar involucrado en la inhibicién de la
diferenciacién 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, o anteriormente sefialado corresponde a un ejercicio tedrico de los
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posibles roles que podria estar jugando Tal1 en el organo de la audicién, es necesario
estudiar este gen en mayor profundidad confirmando estas suposiciones en futuras
investigaciones. Resulta interesante realizar ensayos de pérdida de funcion de Tall o
inhibicion de la ruta de Noich/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 hematopoyesis el cual

se asocia a las proteinas LMO1, E2a, Gata1 (complejo Ldb1) (Love y col., 1997).

Conocer mas sobre las rutas en las cuales puedan estar involucrados estos
genes puede resultar importante para la bUsqu;dé de nuevos blancos génicos
considerando que para la tfransdiferenciacion de CS a CC es necesario una
proliferacion de CS que no altere la estructura del OC el cual es esencial para
mantener la funcionalidad del érgano sensor. La modificacién de la expresion de génes
o rutas de sefalizacion involucradas en la morfogénesis del oido interno, la salida del
ciclo celular o diferenciacion de CC han resultado en el restablecimiento de las CC en
modelos donde se ha inducido sordera. Por tanto, es de gran interés evaluar el efecto
de la activacion/inhibicion de estas rutas de sefializacion con y sin dario de las CC en
los genes validados en este seminario de titulo, para asi comprender la pérdida de
potencial regenerativo, o bien encontrar nuevos blancos terapéuticos que mediante el
uso de terapia génica permitan restituir las CC y lograr una respuesta regenerativa

estable, significativa y mas fisiologica.
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Conclusion

Se validd la expresion de Tall y Nr4a3 en las CS en los estadios PO y P6,

cuyos transcritos nunca antes habian sido descritos en OC.

Nr4a3 tiene un maximo de expresion en el estadio P6 el cual comienza a ser

notorio una vez nacido el raton (P0)

Tal1 presenta un maximo de expresion en el estadio PO. Posterior a ello decae
drasticamente hacia P3-P6, siendo levemente visible por HIS a este estadio.

Esto se relaciona directamente con los valores obienidos por ARN-Seq.

Como proyecqién, resulta interesante evaluar la expresion de Nr4a3 y Tall en
ensayos de activacién/inhibicion de rutas de sefializacién involucradas en el
desarrollo del cido interno, asi como también evaluar el efecto de aumentar o
disminuir la expresién de estos genes ya que estos podrian estar
comprometidos en la pérdida del potencial regenerativo o bien, estos estudios
podrian dar luces sobre nuevos blancos terapéuticos que mediante el uso de

terapia génica permitan restituir la audicion.
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