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A audi¢@o ¢ um dos principais sentidos, uma
vez que propicia habilidades como localizagdo
sonora, alerta, auxilio na comunicagdo, além de
estar envolvida em todo desenvolvimento fonético
do individuo e na modulagao e controle da propria
voz, entre outras caracteristicas'. Ao perder parcial-
mente ou totalmente este sentido, seja por uso de
medicagdo ototoxicas, exposic¢ao a ruido por longos
periodos sem proteg¢do, ou qualquer outro fator

que leve a morte de células ciliadas da coclea e,
subsequentemente, a perda auditiva sensorioneural
(carater irreversivel), o individuo tera a satde fisica
e mental alteradas. Dentre os efeitos negativos
da perda auditiva estdo o isolamento social ¢ a
depressao. A reabilitacdo, a depender do tipo de
perda auditiva, ¢ realizada por meio da adaptacdo
de aparelhos auditivos e, em alguns casos, com a ci-
rurgia do implante coclear. Todavia, com o avangar
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da ciéncia, seria possivel desenvolver novas células
ciliadas e implanta-las? Seria possivel permitir ao
individuo a recuperagdo da sua audi¢do sem que o
mesmo precise utilizar dispositivos?

Buscando responder esse questionamento,
o artigo de Li e colaboradores (2018) apresenta
como titulo: Caracterizag@o de células semelhantes
a células ciliadas convertidas de células de suporte
apos a inibi¢ao da sinalizagdo Notch em culturas do
orgdo de Corti de Gerbos Neonatais. O objetivo do
presente estudo foi investigar se a inibi¢ao da sina-
lizag@o Notch ap6s o nascimento ¢ suficiente para
converter células de suporte em células ciliadas
que transduza a estimulagdo mecénica e funcione
como uma célula ciliada madura.

A pesquisa foi aprovada pelos Comités Insti-
tucionais de Cuidados e Uso Animal da Creighton
Universidade and Beijing Capital Medical Uni-
versity, uma vez que utilizou a explantacdo coclear
de gerbos mongois recém-nascidos pds-natal (0
dias -P0) ou 5 dias (P5). Os autores detalharam
e descreveram todos os processos utilizados para
o preparo da cultura de estudo e cultura controle,
assim como substancias, dosagem e temperatura
que foram utilizadas na pesquisa.

Inicialmente, os filhotes de gerbos recém-nas-
cidos receberam uma dose letal de pentobarbital
sodico e, em seguida, foram decapitados e as co-
cleas foram dissecadas e mantidas em meio L-15
(Life Technologies, Grand Island, NY, EUA). A
membrana basilar e o 6rgao associado de Corti
foram desembrulhados do modiolo. Os giros
apical e basal foram dissecados e explantados em
lamelas plasticas e colocadas no fundo das placas
de cultura contendo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Life Technologies) com alto
teor de glicose.

O diferencial deste estudo foi que além de ini-
bir a proteina Notch das células suporte para verifi-
car se as mesmas produziam células semelhantes as
células ciliadas (CSCCs) desenvolvidas na coclea,
os autores verificaram também as suas proprieda-
des. Para isto, utilizaram mecanotransducao de
gravacdo (MET) para examinar a capacitancia atual
e nao linear, a partir do registro da mecanotrans-
ducdo das células ciliadas externas (CCEs) com
uma camara experimental montada no palco de um
microscopio. Para medigdes de capacitancia nao
linear (CNL), os autores referiram as substancias,
dosagem e o passo a passo de como a cultura foi
banhada, o protocolo aplicado, o software que foi

utilizado para analise, assim como a forma como ¢é
feito o calculo da fun¢do de capacitancia.

Os autores investigaram, ainda, a imunocito-
quimica e microscopia eletronica e, para isso, des-
creveram em sua metodologia todo o processo de
tratamento e analise das laminas de cultura, que ao
final foram marcadas com rodamina-faloidinacom
com o objetivo de visualizag¢do dos estereocilios.

Utilizou-se também microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) para produzir imagens de alta re-
solucdo da superficie da cultura de estudo e cultura
controle e, para isso, mais uma vez, descreveram
todo o preparo das amostras e qual a regido de corte
foi utilizada para estudo.

Em relagdo a analise estatistica, as médias ¢
desvios-padrao foram calculados com base em
medicdes de diferentes amostras e repeti¢des biolo-
gicas e, para isto, foi utilizado o teste t de studente,
e o valor de p< 0,01 foi considerado significativo.

Verificou-se que a inibicao da sinalizacdo
do Notch pode induzir a formacdo do feixe de
estereocilios nas células de suporte, apesar de que
na cultura de estudo PO observou-se cinco a seis
fileiras de feixes de células ciliadas da cultura de
estudo tratada com DMEM, diferente do que foi
encontrado no grupo controle (trés fileiras de pa-
cotes de estereocilios bem organizados de CCE se
uma linha de células ciliadas internas (CCls)). Foi
observado também que os pacotes de estereocilios
na cultura tratada com DMEM exibiram diferen-
tes orientagdes, tamanhos, formas e um aumento
significativo no numero de feixes de estereocilios,
tanto na regido apical quanto basal. Utilizando esse
mesmo procedimento para analise na cultura de
estudo PS5, verificou-se que o aumento do nimero
de feixes de estereocilios na regido apical nao foi
tao grande quanto o observado em culturas prepa-
radas a partir de gerbilos PO. Na parte basal, ndo
foi observada diferenga significativa na contagem
de feixes ou células entre culturas tratadas com
DMEM e cultura de controle.

Ao utilizar o MEV para examinar a morfolo-
gia do feixe de estereocilios em culturas tratadas
com DMEM e controle (todas preparadas a partir
de P0) apos oito dias in vitro, foram observadas
diferencas entre os dois grupos: 1) nas culturas de
controle sdo quatro filas de feixes de estereocilios
e nenhum feixe de estereocilios ¢ visto na super-
ficie apical das células de suporte. Nas culturas
tratadas com DMEM, no entanto, sdo observadas
cinco a seis fileiras de feixes de estereocilios; 2)
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osestereocilios nas culturas de controle exibem uma
morfologia de feixes bem organizada com cinocilio
centrada nos estereocilios em forma de “V”. Em
contrapartida, os estereocilios recém-emergidos
no apice das CSCCs exibem a formagao de feixes
com varios tamanhos, formas e comprimentos. A
maioria dos pacotes ndo exibe nenhum sinal claro
de escada, além de que os estereocilios vistos em
CSCCs parecem ser mais finos do que aqueles
vistos em células ciliadas enddgenas. Foi utilizado
um substituto diferente (LY411575) para descartar
a possibilidade de que a formagao de estereocilios
em células de suporte foi devido ao esforgo de
DMEM. Contudo, os resultados encontrados foram
semelhantes.

Em relacdo aos sinais de estereocilios supra-
numerarios, observou-se um aumento no niumero
de estereocilios e/ou surgimento de um feixe
de estereocilios extra ao lado do existente. Um
aumento significativo (p <0,01) no niimero total
de estereocilios foi observado apds a inibigao
de Notch. Segundo os autores, os estercocilios
supranumerdrios pareciam ser alongamento de
microvilosidades, uma vez que estas ainda estavam
presentes em abundancia nas células ciliadas.

Examinou-se a morfologia do feixe de esterco-
cilios de CSCCsusando MET, visto que estes eram
percebidos na superficie apical de uma célula pilar
externa (PO) localizada entre CCEs e uma célula
pilar interna (PI). A ultraestrutura do estereocilio
do CSCC assemelha-se a das células ciliadas, sendo
estas capazes de transduzir a estimulagdo mecanica
para resposta elétrica.

O MET também foi utilizado para examinar a
ultraestrutura da parede lateral de CSCCs na regido
da CCE de trés culturas, encontrando-se uma cama-
da de cisternas subsuperficiais ja presente abaixo
da membrana plasmatica na CCE. Em contraste,
a CSCC adjacente ndao mostra nenhum sinal de
cisternas na subsuperficie. Utilizando este mesmo
método, foi verificada também assimetria na cor-
rente das CSCCs, uma vez que a corrente interna
era maior que a corrente externa, assemelhando-se
a das células ciliadas. A presenga de correntes de
MET de CSCCs sugere que os feixes de estereoci-
lios recém-emergidos sdo funcionais, apesar do fato
de a magnitude da corrente do MET ser menor que
a das células ciliadas. Registros de grampeamento
de voltagem mostraram que as correntes de células
inteiras da Deiters derivadas de CSCCs retiveram a

mesma cinética e magnitude observadas em células
de Deiters normais e a CNL.

As células ciliadas também possuem especia-
lizagdes na membrana basolateral responsaveis
pelas propriedades elétricas e mecanicas, por isso
o estudo também mensurou as correntes da célula
inteira de CSCCs nas regides das CCEs e CCls
para determinar se possuiam cinética de canal
ionico similar aquelas observadas em CCE e CCI.
Foram observadas diferentes magnitudes e cinética
de ativacdo comparando células ciliadas e CSCCs.

A motilidade somatica a base de prestina ¢ uma
propriedade tinica das CCEs. Foram mensuradas
as CNL de CSCCs e CCEs adjacentes em dois
momentos diferentes (8 e 12 dias apds o tratamento
com DMEM). CCEs na mesma regido eram usadas
como controles. A resposta CNL tornou-se signifi-
cativamente maior aos 12 dias em cultura.

A pesquisa mostrou-se relevante, pois os auto-
res examinaram sistematicamente as propriedades
morfologicas e eletrofisiologicas das células resul-
tantes da inibic¢do da sinalizagdo Notch das células
suporte. Apesar da conclusdo do estudo mostrar que
estas células ndo podem substituir as células cilia-
das maduras, os autores sugerem que a sinaliza¢do
Notch pode regular a formagdo de estereocilios e
estabilidade durante o desenvolvimento.

Apesar da pouca literatura encontrada a cerca
do tema, ¢ possivel perceber que as células de
suporte sdo um atraente alvo para intervengdes
destinadas a produzir novas células ciliadas. Os
autores do presente artigo utilizaram uma estraté-
gia diferente para induzir a producdo das células
ciliadas, através da inibigao da sinalizagdo Notch. A
maior parte da literatura®? a cerca deste tema induz
as c¢lulas de suporte através da transferéncia génica
mediada por virus de Math1 (terapia génica Atohl).
Estes estudos® afirmam que apos essa indug@o, as
células epiteliais ndo sensitivas na coclea madura,
expressam de forma excessiva o Mathl,que por sua
vez, retém a competéncia para gerar novas células
ciliadas in vivo e atraem os neurdnios auditivos.

Ainda que a estratégia utilizada pelo presente
artigo fosse diferente, o alcance dos resultados
foi similar. Sabe-se que quando a sinaliza¢ao de
Notch ¢ inibida para estimular a diferenciacao de
células ciliadas, a geracao de novas células resulta
no aumento no nivel do fator de transcri¢ao Atohl,
em resposta a inibi¢do da sinaliza¢do de Notch*.

Além disto, seria importante investigar mais
profundamente a utilizagdo do LY411575. No
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decorrer do estudo, foi descrito a utilizagdo deste
apenas para descartar a possibilidade de formagao
de esterocilios devido ao esfor¢o do DMEM.
Contudo, nao foram analisados os demais aspectos
eletrofisioldgicos das CSCCs resultantes dessa
nova aplicago. Outro estudo® sugere que a adminis-
tracdo local de LY411575 promove a recuperagao
auditiva apoiando a transdiferenciacdo celular nas
células ciliadas.

Mediante o apresentado, percebe-se um grande
passo ao conseguir converter células de suporte em
CSCCs. Entretanto, sdo necessarios mais estudos
na area para investigar de qual forma pode-se mo-
dificar a estrutura destas novas células a fim de que
estas consigam chegar a maturac¢ao desenvolvendo
as mesmas propriedades das células ciliadas. Tal-
vez, em um futuro mais proximo do que se possa
imaginar, a melhora ou até mesmo a recuperagao
total de uma deficiéncia auditiva até entdo con-

siderada irreversivel, como ¢ o caso das perdas
auditivas sensorioneurais, seja uma realidade.
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