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Terapia génica como herramienta molecular
para regenerar células ciliadas

Genetic therapy as a molecular tool for hair cell regeneration
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RESUMEN

La hipoacusia es un gran problema de salud publica. Un dafio frecuente encontrado es
la pérdida irreversible de las células ciliadas de la cdclea, con preservacion de células de
sostén, fendmeno comdn en mamiferos. Las terapias existentes no estan orientadas a
solucionar el problema de fondo. Trabajos muestran que Se puede obtener regeneracionin
vivo de células ciliadas y mejoria de los umbrales auditivos, mediante la sobrexpresion de
Atoh1 en células de sostén del drgano de Corti (gen fundamental en desarrollo y
diferenciacion de células ciliadas). Existe evidencia experimental, de que la disminucién de
la expresion de genes con efecto opuesto puede estimular la proliferacion y luego la
transdiferenciacion de células de sostén a células ciliadas. La investigacion en este campo
ayudara a entender el desarrollo y funcionamiento del oido interno en mamiferos y a que
en el futuro se usen terapias de este tipo en pacientes sordos.
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ABSTRACT

Hearing loss is a major public health problem. A frequent type of damage, common
in mammals, is the irreversible loss of cochlear hair cells, with preservation of the
supporting cells. Current therapies are not oriented to solve the fundamental problem.
The literature shows that in vivo regeneration of hair cells with auditory thresholds
improvement is possible, using overexpression of Atoh1 (a key gene in the development
and differentiation of hair cells) in the organ of Corti supporting cells. Experimental
evidence shows that a decrease in the expression of genes that have the opposite effect
may stimulate proliferation and posterior differentiation of supporting cells into hair
cells. Research on this field will contribute to our understanding of the development and
functioning of the mammal inner ear, and to the future use of this type of therapeutic
intervention in deaf patients.
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La hipoacusia es un gran problema de salud publica,
que afecta aproximadamente a 3 de 1.000 recién
nacidos, lo que incrementa con el envejecimiento de la
poblacion afectando hasta el 50% de las personas de
75 afios de edad'2. Existen mdltiples causas, que se

podrian clasificar en las que afectan la llegada del
estimulo mecanico al oido interno (de conduccién) y
las que se producen por dafio directo de esta estructu-
ra (sensorioneurales). En estas (ltimas, el dafio
histopatoldgico mas frecuente, involucra la pérdida
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irreversible de las células ciliadas de la céclea con
conservacion del epitelio de sostén®“. Existen en la
cAclea dos tipos de células ciliadas: las internas, que
poseen la capacidad de transformar ondas mecanicas
en un estimulo eléctrico, y las externas, que participan
en amplificar y sintonizar los estimulos®S. Las terapias
existentes hasta el momento estan orientadas a modifi-
car las caracteristicas del estimulo y no a solucionar el
problema de fondo (pérdida irreversible de las células
ciliadas). Los audifonos amplifican el estimulo sonoro
y el implante coclear realiza una estimulacion directa y
tonotdpica sobre el nervio auditivo. Son tratamientos
costosos y de dificil implementacion lo que incrementa
el impacto socioecondmico que tiene la discapacidad
auditiva en la sociedad.

Hace mas de cuarenta afios se han buscado las
claves que expliquen que este dafio sea irreversi-
ble. Ruben en 1967, describe la ausencia de proli-
feracion celular en cGclea de ratones a partir del dia
trece del desarrollo embrionario cuando se produ-
ciria la tltima mitosis o «mitosis terminal»’. Luego
de esta division ocurre la diferenciacion de las
células del 6rgano de Corti®. Esta estructura en
mamiferos es altamente estructurada y especializa-
da. Dentro de ella no se ha identificado células
progenitoras, y tanto las células ciliadas como las
de sostén corresponden a un estado terminal de
diferenciacion®™. Las investigaciones realizadas
en este campo adn no han sido capaces de
demostrar recambio ni regeneracion espontanea
luego de dafio de células ciliadas de la coclea de
mamiferos”'%. Sin embargo, estos fenémenos se
producen normalmente en células ciliadas de la
linea lateral de peces', de cdcleas y vestibulos de
aves'? y de utriculos de roedores™'. En un
estudio en cobayos luego de dafio con aminogli-
cdsidos se encontrd dos a tres mitosis en las
células de sostén por coclea's. Todo esto es
compatible con la idea de que durante la evolu-
cién se habria perdido la capacidad de prolife-
racion y regeneracion espontdnea del epitelio
sensorial de la coclea. No se sabe la causa de esta
pérdida eventual, qué factores la explicarian ni si
tendria alguna funcién. Pero es posible que exista
un potencial y que, luego de cambiar ciertas condi-
ciones en las células, se produzca proliferacion y
regeneracion coclear.

El desarrollo embrionario del oido interno es
comandado por genes que intervienen en distintas
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etapas de éste y que a partir del neuroectodermo
establecen patrones de desarrollo, especificando la
formacion de ciertos dominios, proliferacion de
ciertos tipos celulares y diferenciaciéon de otros,
determinando una arquitectura caracteristica y
criticamente conservada, ya sea por gradientes de
expresion o por sefiales intercelulares que estimu-
lan cascadas de sefiales. Es asi como progresiva-
mente se forman la placoda 6tica, la vesicula 6tica,
la cdclea, el dominio prosensorial, las células
ciliadas internas, externas y las células de sostén,
con polaridad, namero y posicién adecuada®™.
Estos genes son comunes a la formacién del
sistema nervioso en general, asi como también
estan presentes en la formacidon de otras estructu-
ras'?, Muchos de ellos estan alterados en pacien-
tes con hipoacusia de causa genética (Ej: TBX1 y el
Sd. DiGeorge) y se han encontrado alteraciones
severas en el desarrollo del oido interno en ratones
knock-out (KO) para estos genes (KO: es aquel al
que por medio de técnicas genéticas y de biologia
molecular se le ha «eliminado» al menos un gen).
Algunos de ellos también se expresan en el oido
interno adulto, su funcién no se conoce del todo y
se utilizan a menudo como marcadores de ciertas
células del 6rgano de Corti, ya que se expresan en
forma diferencial en éstas. Estos genes codifican
variados productos, pero los mas estudiados son
proteinas de membrana o secretadas (Ej.. Notch/
Delta-Jag1y2 y Fgfr3/Fgf8), factores de transcrip-
cion (proteina que es capaz de unirse a secuencias
especificas de ADN con el objetivo de regular la
transcripcion. Ej.: Atoh1, Hes1, Hes5 y Thx1) (Fi-
guras 1y 2), y reguladores del ciclo celular (pRby
p27Kip1)®. La manipulacion de la expresion de
algunos de estos genes en el drgano de Corti ha
producido proliferacion celular y nuevas células
ciliadas®-%, demostrando que existe un potencial
regenerativo. Por ejemplo, al eliminar la expresion
de pRb (retinoblastoma) mediante un KO condicio-
nal, las células ciliadas diferenciadas pueden volver
al ciclo celular, dividirse y formar nuevas células
ciliadas diferenciadas capaces establecer conexio-
nes con el nervio auditivo?.

A pesar de que se desconocen los mecanismos
involucrados y no se sabe a partir de qué tipo
celular se pueden producir las nuevas células
ciliadas (células de sostén, células ciliadas o pro-
genitores), es importante buscar formas de rege-
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Figura 1. Sintesis proteica a partir
de ADN: A través del proceso de
transcripcion se sintetiza ARN
mensajero (ARNm) a partir de
ADN.
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nerar células ciliadas in vivo para disefiar nuevas
terapias para pacientes sordos.

El gen «atonal» de Drosophila melanogaster,
codifica un factor de transcripcion basic Helix-Loop-
Helix (bHLH) que es fundamental en el desarrollo de
los 6rganos cordotonales de la mosca (sentido de
audicion, y deteccion de vibracion, presion y altitud)®-
2 Atoh1 (gen homdlogo de atonal en mamiferos), es
un gen proneural fundamental para el desarrollo de
las células ciliadas de la c6clea?®?. Inmediatamente
después de las mitosis terminales se expresa en todo
el espesor del epitelio coclear en formacion, para
luego mantenerse s6lo en las células ciliadas y no en
las de sostén®. Ademads de otras alteraciones en el
sistema nervioso central, los ratones homocigotos
para la pérdida de Atoh1 no tienen células ciliadas en
el oido interno®?, El fenotipo normal se puede
recuperar en ratones KO al reemplazar Atoh1 por
atonal de mosca?. A la inversa, las moscas mutantes
de atonal pueden recuperar el fenotipo al introducir

Atoh1 de raton®. Atoh1 disminuye su expresion en
mamiferos adultos, su funcion en este estadio no ha
sido caracterizada®®®'. Al sobreexpresar Atoh1 en
roedores adultos y durante su desarrollo, tanto in
vitro como in vivo se producen células ciliadas
ectopicas®?3'%2, Cuando la sobreexpresion se realizo
en el 6rgano de Kolliker (grupo de células mediales al
organo de Cortiy responsables de la produccion de la
membrana tectoria) las células generadas fueron
capaces de atraer dendritas desde el ganglio espiral
(nervio auditivo)® y de inducir a su alrededor la
diferenciacion hacia células de sostén (simulando
neuromastos de linea lateral de peces)®. Probable-
mente esta (ltima accidn se produjo al estimularse la
via de Notch. El aumento de la expresion de Atoh1,
cambia el destino celular hacia una célula ciliada y
aumenta la expresion de Jag2, que interactia con
Notch1 en una célula contigua lo que hace que en esta
Gltima se aumente la expresion de Hes1 y 5 que
inhiben la expresion de Atoh1 lo que modifica el
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Figura 3. Determinacion del destino celular en el
organo de Corti y funcién Atoh1: Las células de la
vesicula ética se pueden diferenciar en una de 4 tipos
celulares: células prosensoriales cocleares, células
prosensoriales vestibulares, neuronas del ganglio au-
ditivo o vestibular y epitelio no sensorial. Las que se
diferenciardn en células prosensoriales, en un co-
mienzo expresan distintos genes (Tbx1, Jag1, Lfng,
Fgfr1 y Sox2). Posteriormente todas ellas expresan
Atoh1 el cual determina que su destino sea hacia
célula ciliada. Al mismo tiempo, las células prosenso-
riales expresan Ids 1, 2, 3 que actdan inhibiendo la
actividad de Atoh1. Las células que se diferenciaran
en células ciliadas disminuyen la expresion de Id y
aumentan la expresion de Atoh1 y la de los ligandos
de Notch (Jag2 y DII1). La expresion de estos ligandos
activan de Notch1 y de los genes HES 1y HES5 en
las células vecinas. La presencia de los genes HES y
de Ids, disminuyen la expresion de Atoh1. Al mismo
tiempo, las células ciliadas producen sefales
inductoras, incluyendo la activacion de la via Fgf, que
induce a que las células vecinas se diferencien en
células de sostén. Mientras se sabe que Fgf lleva al
desarrollo de algunas células pilares, hay sefiales
inductoras que atn estan en estudio.

destino celular hacia una célula de sostén®. Esta via
interviene durante el desarrollo induciendo inhibicion
lateral, permitiendo que exista normalmente una fila
de células ciliadas internas y tres filas de células
ciliadas externas' (Figura 3). Finalmente en cobayos
adultos sordos se demostrd mediante virus inyecta-
dos en la escala media que la sobrexpresion transito-
ria de Atoh1 en las células de sostén (cdcleas
carentes de células ciliadas) produce regeneracion de
células ciliadas y disminucion de sus umbrales
auditivos luego de dos meses®.

Alin no se ha desarrollado un tratamiento defini-
tivo para la hipoacusia sensorioneural, y se busca la
forma de regenerar células ciliadas. Las principales
lineas de investigacion en desarrollo comprenden el

uso de terapia génica (supresion o activacion de
genes), introduccion de células madres a la cdclea,
y uso farmacos y factores de crecimiento® (Figuras
4,5y 6) . El estudio de la expresion génica en el
organo de Corti tanto durante su desarrollo como
durante la etapa adulta ayudara a comprender mejor
su fisiologia y a desarrollar terapias en el futuro
orientadas a tratar pacientes sordos.

* Parte del proyecto «Interferencia de la expresion de genes
en el oido interno como herramienta molecular para
regenerar células ciliadas» financiado por el concurso
anual 2006 de la Sociedad Chilena de Otorrinolaringolo-
gia, Medicina, Cirugia de Cabeza y Cuello, beca CONICYT
doctorado y AT-24071080.
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Figura 4. Esquema que muestra las distintas lineas de investigacion o estrategias a emplear ante dafio coclear.
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Figura 5. Esquema de drgano de Corti. A izquierda un epitelio normal y a derecha un epitelio dafiado. CCl: célula ciliada interna;
CCE: células ciliadas externas.

Terapia génica: Ejemplos
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Figura 6. Esquemas que representan ejemplos de terapia génica. Arriba: Induccion de proliferacion en un epitelio dafiado donde
se observa proliferacion de células ciliadas (ver asteriscos). Abajo: Se representa el cambio de destino celular de células de
sostén a células ciliadas (ver asterisco).
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