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Resumo

Introducdo: As células progenitoras da orelha interna tém potencial para diferenciacdo mul-
tidirecional. O acido retinoico é uma condicdo importante para o desenvolvimento da orelha
interna. O bloqueio da via de sinalizacdo do acido retinoico no drgao de Corti pode reduzir
significativamente o nimero de células ciliadas. Portanto, acreditamos que o acido retinoico
pode induzir a regeneracao das células ciliadas do ouvido interno.

Objetivo: Investigar se as células progenitoras neurais cocleares mantém as caracteristicas
das células-tronco durante a recuperacdo e subcultura, se o acido retinoico pode induzir a
transformacao de células progenitoras neurais cocleares em células ciliadas in vitro e se o acido
retinoico promove ou inibe a proliferacao das células progenitoras durante a diferenciacao.
Método: As células progenitoras neurais cocleares foram cultivadas e induzidas em
DMEM/F12+AR (10°M) e, entéo, foram detectadas as expressdes de marcadores das células cilia-
das (Math1 e Myosin?a) com o uso de citoquimica por imunofluorescéncia e real time -polymerase
chain reaction e a proliferacdo de células progenitoras neurais cocleares foi detectada pelo
teste Brdu.

Resultados: A nestina das células progenitoras neurais cocleares foi expressa positivamente. As
proporcdes de células positivas para Math1 no grupo controle e no grupo experimental foram
1,5% e 63%, respectivamente; as proporcées de células positivas para Myosin?a no grupo controle
e no grupo experimental foram de 0,96% e 56%, respectivamente (p <0,05). As proporcoes de
células marcadas com Brdu+ no grupo acido retinoico, grupo PBS e grupo FBS foram de 20,6%,
29,9% e 54,3%, respectivamente; no entanto, a taxa de proliferacao no grupo experimental
diminuiu.
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Conclusoes: O acido retinoico pode promover a diferenciacdo das células progenitoras neurais

cocleares em células ciliadas.

© 2021 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://
creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

0 nimero de pacientes com surdez neurossensorial tem
aumentado e o implante coclear tem alcancado certos efei-
tos na restauracao da audicao como um substituto artificial
para a orelha interna; entretanto, a resolucao do implante
coclear para o som nao consegue atingir o nivel coclear
normal.” Além disso, devido ao trauma e aos riscos do
implante coclear, seus efeitos a longo prazo ainda preci-
sam de mais avaliacdes. Portanto, explorar métodos eficazes
para a regeneracao e recuperacao funcional das células cili-
adas da orelha interna ainda é um importante objetivo na
pesquisa para perda auditiva neurossensorial. Ao contrario
dos ndo mamiferos,? as células ciliadas dos mamiferos tém
capacidades regenerativas muito limitadas, que estao longe
da recuperacao funcional.>* Nos Gltimos anos, o transplante
de células-tronco tornou-se um ponto importante de pes-
quisa para perda auditiva neurossensorial. As células-tronco
embrionarias,>® as células-tronco mesenquimais da medula
6ssea’ ou as células progenitoras neurais (CPNs) cocleares?
ja foram aplicadas no estudo da regeneracao de células cili-
adas e também expressaram certos marcadores de células
ciliadas. As células-tronco podem ser divididas em células
primarias e linhagens celulares. As células primarias tém
caracteristicas biologicas mais proximas das células vivas,
mas sua viabilidade celular é fraca e algumas delas nao
conseguem sobreviver por trés geragdes; as linhagens de
células tém propriedades bioldgicas estaveis, sdo mais con-
venientes para estudos e podem ser muito facilmente usadas
para explorar os efeitos de um Unico fator na diferenciacao
celular. Neste estudo, o acido retinoico (AR) foi usado para
induzir a diferenciacao de células progenitoras da orelha
interna. As células progenitoras da orelha interna usadas
neste estudo foram as linhagens celulares derivadas de célu-
las epiteliais sensoriais auditivas de camundongo, que foram
estabelecidas em 2003 por Ozeki et al.” As CPNs podem
entrar novamente no ciclo celular sob a acao de fatores
especificos de diferenciacao celular e vias de sinalizacao
e podem se diferenciar em células ciliadas. LIN JL usou a
molécula de sinalizacdo Sonic Hedgehog (SHH), o fator de
crescimento epidérmico (EGF, do inglés Epidermal Growth
Factor), acido retinoico e o fator neurotroéfico derivado do
cérebro (BDNF, do inglés Brain-derived neurotrophic fac-
tor) para coinduzir CPNs e verificou que isso pode induzir
as células progenitoras da orelha interna a se diferenciarem
em células ciliadas.'® Malgrange usou SHH para induzir dire-
tamente as CPNs a se diferenciarem em células ciliadas,
indicou que as CPNs sdo as células precursoras das células
ciliadas e uma fonte ideal de células-tronco.

As células progenitoras da orelha interna podem se dife-
renciar em células ciliadas sob a influéncia de varios fatores
de inducao, mas o papel do fator Unico ndo esta claro. A
razao pela qual o AR foi usado para induzir a diferenciacao

celular neste estudo dependeu de suas caracteristicas. O AR
€ uma molécula lipofilica de baixo peso molecular que pode
ser facilmente obtida e é uma das condicées importantes
para o da orelha interna. O AR pode regular a expressao
de proteinas ao nivel do gene.? Ele pode regular a expres-
sdo da proteina cito-esquelética Myosin?a ao nivel do gene,
que é um dos marcadores das células ciliadas.'” Durante
a regeneracao de células ciliadas de peixes e frangos,’ o
AR promove células de suporte para se diferenciarem em
células ciliadas. A diferenciacao e regeneracao em células
ciliadas ocorrem principalmente através de duas formas: 1)
As células precursoras sensoriais reentram no ciclo celular
apods serem induzidas e ativadas, seguido da proliferacao
por mitose e posterior diferenciacdo em células ciliadas e
células de suporte; 2) As células precursoras sensoriais se
diferenciam diretamente em células ciliadas.™ O AR tem
certos efeitos protetores sobre a audicdo.''® O bloqueio
da via de sinalizacao do AR no 6rgao de Corti revela que o
nimero de células ciliadas é significativamente reduzido."”
Portanto, consideramos que esse também tem certos efeitos
na diferenciacao das células ciliadas.

Neste estudo, o AR foi usado na inducao, para explo-
rar seus papéis na diferenciacao de células progenitoras do
ouvido interno em células ciliadas.

Método
Cultura e inducao de CPNs

As células progenitoras da orelha interna usadas neste
estudo foram fornecidas pelo laboratdrio da University of
Minnesota, que é uma linhagem celular de células epiteliais
sensoriais auditivas de camundongo, inicialmente estabe-
lecida em 2003 por Ozeki et al.,” que tem potencial de
diferenciacao multidirecional’® e homologia relativamente
alta com as células auditivas cocleares.

As células progenitoras da orelha interna foram primeira-
mente removidas de um tubo de criopreservacao (University
of Minnesota, Minnesota, EUA) e cultivadas em meio que
consistiu em DMEM/F12 (Hyclone, Chicago, EUA) + 1% de N2
(Peprotech, New Jersey, EUA) + EGF (10 ng/mL) (Peprotech,
New Jersey, EUA) + Bfgf (10 ng/mL) (Peprotech, New Jersey,
EUA), o meio de cultura foi trocado em dias intercalados.
Um microscdpio invertido Nikon (Nikon, Xangai, China) foi
usado para observar a morfologia celular e o status de cres-
cimento e a expressao de nestina nas células foi detectada
com o método imunoquimico celular. Amostras das células
em bom estado de crescimento foram entao obtidas, lavadas
com PBS e divididas em grupo experimental (EXP) e grupo
controle (CON) para posterior cultivo em placas de 12 pocos.
As células do grupo EXP foram induzidas com DMEM/F12+AR
(10-6 M) (Sigma, EUA) e as células do grupo CON foram cul-
tivadas com DMEM/F12 + DMSO (0,11 mg/mL) (Sigma, EUA);
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0 meio era trocado todos os dias. Apos 3 dias, as expres-
soes das proteinas marcadoras de células ciliadas Math1 e
Myosin Vlla foram detectadas com citoquimica por imuno-
fluorescéncia.

Citoquimica por imunofluorescéncia

Apos aspirar o meio de cultura celular, o residuo foi enxa-
guado com PBS 3 vezes *2 min, seguido de secagem do liquido
residual, fixacdo em 100 uL de paraformaldeido a 4% por
20 min, enxague com PBS 3 vezes *2 min, secagem, 15min
de perfuracao da membrana celular com 100 pL de solucao
de Triton a 0,3%, enxague com PBS 3 vezes *2min e seca-
gem; 100 pL de soro de cabra a 10% foram entao adicionados
para bloqueio de 30min a 37°C; o soro de cabra foi entao
removido (sem enxague); 100 L de nestina anticamundongo
produzida em coelho (Bioss, Pequim, China) (diluicao 1:100)
foram entdo adicionados para cultura durante a noite a
4°C em um umidificador (PBS foi adicionado para contraste
no grupo CON); apds a mistura ter sido reaquecida no dia
seguinte por 45min, ela foi enxaguada com PBS 3 vezes
*2min, seguido por secagem, 15min de cultura com 100 pL
de polimero adjuvante a 37°C, enxague com PBS 3 vezes
*2min, secagem, 15min de cultura com 100 uL de IgG
anticoelho de cabra marcado com HRP (Nakasugi Jingiao,
Pequim, China) a 37°C, enxague com PBS 3 vezes *2min,
secagem, 5min. de cultura com 100 pL de solucao DAB no
escuro em temperatura ambiente, enxague com agua da tor-
neira, secagem, coloracao de 2 min com 100 pL de solucao
de hematoxilina, enxague com agua destilada, secagem e
observacao em microscopio invertido.

Reacao de polimerase em cadeia em tempo real
(RT-PCR)

O reagente trizol foi usado para extrair o RNA total. Foi
detectada a concentracao e pureza através de um leitor de
microplacas. A pureza do RNA total foi OD> 1,8 e a inte-
gridade do RNA foi detectada por eletroforese em gel de
agarose de RNA. O RNA total foi entao transcrito reversa-
mente em cDNA com um kit de transcricdo reversa, seguido
de amplificacao por PCR. Os primers foram sintetizados por
Shanghai Shengong.

Primers:

Math1(269 bp): upstream: 5'-CCAGGGTGAGCTGGTAAGG-
3; downstream: 5,-CGTTGTTGAAGGACGGGAT-3;
Myosin7a(628 bp): upstream: 5,-
-AAGCACCTGCTCCTGCTCGTCCACG-3; downstream:
5,-CTCCCTCTACATCGCTCTGTTCG-3,  GAPDH (462 bp):
upstream: 5,-TGCTGTCCCTGTATGCCTCT-3, downstream:
5 -GGTCTTTACGGATGTCAACG-3.

As condicoes da reacao de PCR foram as seguintes: Math1:
pré-desnaturacao a 94° C por 5 min, desnaturacao a 94° C por
30s, annealing a 59,8° C por 30s, 72°C por 30s e extensao
dos primers a 72° C por 5- min, para 40 ciclos. As condicoes
de reacdo de Myosin7a e GAPDH foram iguais as de Math1,
mas as temperaturas de annealing foram 64° C e 57° C,
respectivamente.

Os resultados da eletroforese foram observados com um
revelador de imagem em gel.

Expressao intracelular de Math1 e MyosinVlla apés
inducéo

As células em bom estado de crescimento foram colhidas,
lavadas com PBS, divididas em grupo EXP e grupo CON
e entdo cultivadas em placas de 12 pocos. As células do
grupo EXP foram induzidas com DMEM/F12 + RA (10-6 M)
e as do grupo CON foram tratadas com DMEM/F12 + DMSO
(0,11 mg/mL); o meio era trocado todos os dias. Apds 3 dias,
as expressoes das proteinas marcadoras de células ciliadas
(Math1 e MyosinVlla) foram detectadas com citoquimica por
imunofluorescéncia. Os procedimentos foram os seguintes:
apds a remocao do meio de cultura de células, as célu-
las foram enxaguadas com PBS 3 vezes *2min, seguido de
fixacao de 20 min com 100 uL de paraformaldeido a 4%, enxa-
gue com PBS 3 vezes *2 min, perfuracao da membrana celular
de 15min com 100 uL de solucao de Triton a 0,3%, enxa-
gue com PBS 3 vezes *2min; 100 pL de soro de cabra a 10%
foram entao adicionados para bloqueio por 30min a 37°C; o
soro de cabra foi entdo removido (sem enxague); 80 pL de
anticamundongo Math1 produzido em coelho (Sigma, EUA)
(diluicao 1:100) e 80 pL de anti-camundongo Myosin7a pro-
duzido em coelho foram entdo adicionados para cultura
durante a noite a 4°C em um umidificador (PBS foi adici-
onado ao grupo CON para contraste); apos a mistura ter sido
reaquecida no dia seguinte por 45min, ela foi enxaguada
com PBS 3 vezes *2 min. Todas as operacoes devem ser feitas
no escuro. Mais tarde, foram adicionadas as células 100 uL
de IgG anticoelho de cabra marcado com Tric, gota a gota
(ZSGB-BIO, Pequim, China) para incubacédo de 30 min a 37°
C, seguido de enxague com PBS 3 vezes *2 min, 2 minutos de
incubacao com solucao DAPI em temperatura ambiente (no
escuro), enxague com PBS 3 vezes * 2 min e observacao sob
um microscoépio invertido fluorescente. Cinco campos visuais
independentes foram selecionados para contagem de célu-
las em cada grupo e a taxa de células positivas foi calculada
para analise estatistica.

Teste Brdu

A suspensédo de células (a uma concentracao de 106 célu-
las/mL) foi inoculada em uma placa de 6 pogcos por um
dia. No dia seguinte, as células aderidas a parede foram
colhidas e divididas em trés grupos: experimental (AR), con-
trole negativo (Ctrl-) e controle positivo (Ctrl+). O Grupo
AR foi cultivado com DMEM/F12 + AR (10-6M) + Brdu
(10 wg/mL), o Grupo Ctrl- foi cultivado em DMEM/F12 +
DMSO (0,11 mL/mL) + Brdu (10 pg/mL), e o grupo Ctrl +
foi cultivado em DMEM/F12 + FBS 10% + Brdu (10 wg/mL);
a cultura durou 48 h, o meio de cultura foi trocado todos
os dias. O teste imunoquimico celular foi feito apds 2 dias.
0 método de imuno-histoquimica foi o mesmo da nestina:
desnaturacédo do acido nucléico com HCl antes de adicionar
o perdxido. O anticorpo primario foi anti-BrdU de camun-
dongo (Sigma, EUA) (diluicdo 1:40) e o anticorpo secundario
foi anti-IgG de camundongo marcado com HRP (ZSGB-BIO,
Pequim, China). Os resultados foram observados em micros-
copio invertido. Seis campos visuais independentes foram
selecionados em cada grupo para contagem de células e a
taxa de células Brdu + foi calculada para analise estatistica.

964



Brazilian Journal of Otorhinolaryngology 2022;88(6):962-967

Figura 1
de cultivo em microscopio invertido.

A, 24h apos passagem das CPNs. B, 48h ap6s passagem das CPNs (x 200). A morfologia celular das CPNs apos 24h e 48 h

Figura 2

Deteccao de nestina em CPNs (coloracdo imunoquimica celular) (x 200). A, Grupo EXP para deteccdo de nestina em

CPNs e B, Grupo CON. A, Identificacdo da expressao de nestina em CPNs por coloragdo imunoquimica celular. A coloracdo esta no
citoplasma. A coloragdo positiva € amarelo-acastanhado e a negativa nao exibe coloracdo. B, Coloracao dos nicleos das CPNs e os

nucleos sdo corados de azul com hematoxilina.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como X =+ s e a analise estatis-
tica foi feita com o software SPSS17.0. As diferencas entre
os grupos foram analisadas por one-way Anova. O método
LED (L) foi usado quando a varidncia era homogénea e o
método T3 de Dunnett foi usado quando a variancia era nao
homogénea. A diferenca foi considerada estatisticamente
significante quando p <0,05. O software GraphPad Prism 5
foi usado para o mapeamento.

Resultados
Processo de crescimento das CPNs

Apds o descongelamento, as CPNs encolheram até virar
pequenas células esféricas e ficaram aderidas a parede da
placa de cultura por cerca de meia hora apos a inoculagao.
As células morreram e flutuaram na superficie do meio apos
24h. Todas as células sobreviventes exibiram aderéncia
a parede. O formato da célula era relativamente simples
e, na sua maioria, fusiforme. Algumas células exibiram
algumas protrusoes celulares (fig. 1A). Apds 48 h, as morfo-
logias celulares se diversificaram, exibiram formatos ovais,
fusiformes (principalmente) ou poligonais. As protrusoes
celulares aumentaram ainda mais (fig. 1B).

Expressao de marcador especifico de
células-tronco neurais (nestina)

Nas CPNs, o marcador de células-tronco neurais foi expresso
positivamente. As células progenitoras do ouvido interno
eram indiferenciadas, pertencentes as células-tronco neu-
rais e favoraveis a inducao da diferenciacao (fig. 2).

M 1 234567 89101112131415

MyosinVIla
GAPDH
Math1

Figura 3 CPNs apos diferenciacdo induzida por RT-PCR. As
faixas 1-16 referem-se ao marcador: ctrl -Math1, Myosin?a,
GAPDH, ctrl dia 2 -Math1, Myosin?a, GAPDH, dia 2-Math1, Myo-
sin?a, GAPDH, ctrl dia 3 -Math1, Myosin?a, GAPDH, dia 3-Mathf1,
Myosin?a, e GAPDH, respectivamente.

RT-PCR

Pela figura, pode-se observar que as expressdes dos genes
Math1 e Myosin7a podem ser vistas tanto no grupo CON
quanto no grupo EXP. Apos 3 dias de inducado, as expres-
soes desses dois genes no grupo EXP eram significativamente
maiores do que no grupo CON (fig. 3).

Coloracéao de imunofluorescéncia

As taxas de células positivas para Math1 no grupo CON e no
grupo EXP foram de 1,5% e 63% (figs. 4 A e C), respectiva-
mente, e as taxas de células positivas para MyosinVlla no
grupo CON e no grupo EXP foram de 0,96% e 56% (figs. 4 B
e (), respectivamente, com p <0,05, indicaram que o AR
exogeno promove a formacdo das proteinas Math1 e
Myosinla em CPNs, de modo que as CPNs podem
gradualmente se diferenciar em células ciliadas.
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Figura4 A, Coloracao por imunofluorescéncia com Math1 em CPNs ap6s inducao de diferenciacdo (x200). (a e d) sdo coloracdo
com Math1 (os nucleos corados exibem fluorescéncia vermelha); (b e e) sdo nucleos corados com DAPI (os nicleos corados exibem
fluorescéncia azul); (c e f) combinam as duas primeiras imagens. B, Coloracao por imunofluorescéncia com Myosin?a em CPNs apos
inducdo de diferenciacdo. (a e d) sdo coloracdo com Myosin?a (o citoplasma corado exibe fluorescéncia vermelha); (b e e) nlcleos
corados com DAPI (os nucleos corados exibem fluorescéncia azul); (c e f) combinam as duas primeiras imagens. C, Proporcao de
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marcadores de células ciliadas coradas positivamente em CPNs apos inducédo de diferenciacéo.
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A, Teste Brdu de CPNs (coloragao imunoquimica celular) (x400). Teste Brdu de CPNs, (a) Grupo ctrl-; (b) Grupo RA; (c)

Grupo ctrl+. Os nucleos das células positivas exibiram particulas marrons e os nucleos foram corados em azul com hematoxilina. B,

Razao de células Brdu + em CPNs.

Brdu-positive cell rate of cochlear neural progenitor cells=Taxa de células positivas para Brdu de células progenitoras neurais

cocleares.
Deteccao de proliferacao

Os nlcleos das células positivas exibiram particulas mar-
rons e os nucleos foram corados de azul com hematoxilina
(fig. 5A).

As taxas de coloracdo de células Brdu + no grupo AR,
grupo ctrl- e grupo ctrl + foram 20,6%, 29,9% e 54,3%,
respectivamente, com p <0,05, indicaram significancia
estatistica entre os trés grupos (fig. 5B).

Discussao

Neste estudo, o AR foi usado para induzir CPNs a se diferenci-
arem em células ciliadas. Células com marcadores de células
ciliadas (MyosinVlla e Math1), bem como feixes ciliados,
podem ser definidas como células ciliadas.'® A miosina é uma
proteina de movimento molecular e a MyosinVlla esta locali-
zada principalmente nos cilios e microvilosidades; como um
produto tardio das células ciliadas, € um dos marcadores
para a identificacao delas.?"?’

Math1 é um homologo do gene atonal da Drosdfila, que
pode efetivamente promover o crescimento e o desenvolvi-
mento das células ciliadas, bem como induzir a regeneracao
delas.?”% Ele pode aparecer no estagio inicial da geracao de
células ciliadas e também é um gene especial que pode pro-
mover a diferenciacdo e maturidade dessas células.'® Neste
estudo, DMEM/F12 + AR foi usado para induzir o crescimento
de CPNs. Apds 3 dias de inducao, os marcadores das células

ciliadas foram detectados a partir dos niveis de genes e pro-
teinas. Os resultados mostram que as expressoes dos genes
MyosinVlla e Math1 aumentaram apds 3 dias de inducéo e as
expressoes das proteinas MyosinVlla e Math1 também foram
detectadas por imunofluorescéncia celular, o que confirmou
adicionalmente que o AR pode promover a diferenciacao
de CPNs em células ciliadas. Outros estudos também desco-
briram que as CPNs tém potencial para substituir conexoes
nervosas que sofreram degeneragéo.?*

0O melhor ponto do processo de cultivo das CPNs é que
ele consegue manter as caracteristicas das células-tronco
neurais. A expressdo da nestina, um marcador especifico
de células-tronco neurais, foi encontrada nas CPNs deste
estudo. A nestina é expressa apenas nas células neuroepiteli-
ais embrionarias e desaparece apds o nascimento; portanto,
€ um marcador especifico de células-tronco neurais.” Nao
ha correlagao entre a diferenciacao e proliferacao de células
ciliadas.?® A proliferacéo e diferenciacao celular pertencem
a duas direcoes diferentes da divisao celular. As CPNs sofrem
proliferacao celular principalmente através da mitose, por-
tanto podem ser detectadas com 5-bromo-2-deoxiuridina
(Brdu). Os resultados da deteccao de Brdu neste estudo reve-
lam que o AR nao pode promover a proliferacao de CPNs;
pelo contrario, inibe a proliferacdo celular, o que apoia
ainda mais a conclusao de que as CPNs podem se diferenciar
em células ciliadas.

As CPNs podem se diferenciar em células ciliadas marca-
das pelas expressoes de Math1 e MyosinVlla sob a inducao
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de AR, o que tem significado positivo para o estudo da
regeneracao de células ciliadas.

0 nUmero de pacientes com perda auditiva neurossenso-
rial tem aumentado em todo o mundo. Ainda é um assunto
importante para a pesquisa de reabilitacdo de individuos
com perda auditiva na China e no exterior, objetiva explo-
rar métodos de tratamento que atendam a requisitos e
condi¢des mais fisiologicas. A pesquisa sobre regeneracao
de células ciliadas ou transplante de células ciliadas é um
topico importante nesse campo; embora muitos estudos
tenham sido feitos na China e no exterior, muitas questoes
basicas ainda precisam ser resolvidas, como, por exemplo,
se a regeneracao das células ciliadas pode ser acompanhada
por uma recuperacao funcional ou apenas por mudancas na
morfologia e nos indicadores de marcadores. Questoes sobre
como o transplante de células ciliadas pode superar a baixa
taxa de sobrevivéncia ou mesmo nao sobreviver no receptor
ainda requerem mais estudos.

Conclusao

As células progenitoras da orelha interna sao indiferenciadas
durante o processo de passagem, para que possam manter as
caracteristicas das células-tronco neurais; a proliferacao de
células progenitoras do ouvido interno é inibida sob inducao
do AR e algumas partes delas se diferenciam em células cili-
adas. Os marcadores de células ciliadas (Math1 e MyosinVlla)
podem ser detectados ao nivel de genes e proteinas.
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